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1 Vorwort

Erkrankungen der oberflachlichen Beugesehne und anderer Sehnen- und Bandstrukturen haben eine
hohe Inzidenz und Pravalenz bei Pferden verschiedener Nutzungsrichtungen (Williams et al. 2001,
Dyson 2004). Trotz zahlreicher Therapieansatze ist die Rekonvaleszenz mit ca. 9-18 Monaten zeitinten-
siv (Avella and Smith 2012), und es werden Rezidivraten von ca. 40-80% (Dowling et al. 2000, Dyson
2004) beschrieben. Seit ca. 15 Jahren sind potentiell regenerative Substrate in den Fokus der intralasi-
onalen Therapie von Sehnenerkrankungen bei Pferden gertckt. Unter anderem wurden mesenchymale
Stromazellen (MSCs) aus Knochenmark (Smith et al. 2003) und Fettgewebe sowie autologe Blutproduk-
te wie z.B. thrombozytenreiches Plasma (PRP) (Arguelles et al. 2008) und autologes konditioniertes
Serum zur Sehnenbehandlung eingesetzt (Weinberger 2008, Textor 2011). Auf der Basis unkontrollier-
ter Fallserien ergaben sich bei Rennpferden Hinweise auf eine gegenlber vorangegangenen Literatur-
angaben verringerte Rezidivrate nach der Behandlung von Tendopathien der oberflachlichen Beuge-
sehne (OBS) mit mesenchymalen Stromazellen aus Knochenmark (BM-MSCs) (Smith et al. 2003). In
einer kontrollierten tierexperimentellen Untersuchung an chirurgisch erzeugten Léasionen der OBS wur-
den ausgepragte Effekte einer einmaligen Injektion von thrombozytenreichem Plasma (PRP) auf die
Sehnenheilung nachgewiesen (Bosch et al. 2010).

Bei der Konzeption der vorliegenden Arbeit ergaben sich deshalb aus den bis dato in der Literatur vor-
handenen Ergebnissen mehrere Fragestellungen (Smith et al. 2014). Einerseits waren hinsichtlich der
Bereitstellung von geeigneten Substraten zur Sehnenbehandlung die Optimierung der Gewinnung von
Knochenmark und BM-MSCs sowie die Frage nach der Lagerungsstabilitdt von Thrombozytenkonzent-
raten von Interesse. Dariber hinaus bestand Bedarf an einer prospektiv durchgefiihrten kontrollierten
Untersuchung zur Wirkung von mesenchymalen Stromazellen aus Fettgewebe (AT-MSCs) auf Sehnen-
erkrankungen, sowie zum Effekt von PRP auf natlrlich entstandene Tendopathien. Nicht zuletzt fehlten
kontrollierte Beobachtungen an Pferden zum Einsatz von autologem konditioniertem Serum (ACS), das
eine vielversprechende Wirkung bislang nur in einer tierexperimentellen Untersuchung an Rattensehnen
gezeigt hatte (Majewski et al. 2009).

Eine grundlegende Herausforderung bei der Uberpriifung des Behandlungserfolges von intralésional
verabreichten Substraten ist wie bei jeder anderen Form der Sehnentherapie eine angemessene Ver-
laufskontrolle. Zu den etablierten und unter Praxisbedingungen gut anwendbaren Verfahren gehdren
von jeher die klinische Untersuchung (Schmidt 1989), eingeschrankt auch die Rontgenuntersuchung
und seit den 1980er Jahren die B-mode Sonographie (Rantanen 1982). Die Farb-Doppler-Sonographie
wurde nach ihrer Einflhrung auch zur Beurteilung der Sehnenperfusion eingesetzt und lieferte wertvolle
Hinweise auf den Verlauf der Sehnenheilung (Ohberg et al. 2001). Zu den Untersuchungsmethoden mit
hoher Aussagekraft zahlt die Feinnadel-Sehnenbiopsie mit anschlieBender histologischer Untersu-
chung, die zunachst beim Menschen (Movin et al. 1997) und spater beim Pferd (Wagels et al. 2001)
etabliert wurde. In den letztvergangenen Jahren wurden innovative, nicht-invasive Verfahren mit einer
gegenuber den etablierten Verfahren hoheren Sensitivitat entwickelt bzw. vermehrt bei Pferden ange-
wendet. Dazu zahlen die ultrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC) (van Schie et al. 2003)
sowie die Magnetresonanztomographie (MRT) (Kotani et al. 2000), die beim Pferd derzeit noch einen
relativ hohen Aufwand erfordert und deshalb bei klinischen und experimentellen Untersuchungen an
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2 Vorwort

den Sehnen im MittelfulRbereich seltener zum Einsatz gelangt (Kasashima et al. 2002, Schramme et al.
2010).

Die vorliegende Habilitationsschrift umfasst Untersuchungen zur Gewinnung von BM-MSCs und
Thromboyzytenkonzentraten flr die Sehnenbehandlung, kontrollierte experimentelle und klinische Un-
tersuchungen zur Wirkung von AT-MSCs und Blutprodukten (PRP, ACS) auf Tendopathien sowie Kon-
zepte zur systematischen Nachverfolgung von Tendopathien mit mehreren etablierten und neueren
Verfahren.
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3 Abkiirzungsverzeichnis

ABM acellular bone marrow

ACS autologous conditioned serum (autologes konditioniertes Serum)
ACP® autologous conditioned plasma® (autologes konditioniertes Plasma)
ADNC adiopose derived nucleated cells

AT adipose tissue (Fettgewebe)

B-mode brightness mode

BM bone marrow (Knochenmark)

BMMNCs bone marrow mononuclear cells (mononukleare Zellen aus Knochenmark)
COMP cartilage oligometric matrix protein

CT Computertomographie

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ES echogenicity score (Echogenitats-Score)

ESC embryonal-dhnliche Stammzelle

EZM extrazellulare Matrix

FAS fibre alignment score (Faserbiindel Parallelitats-Score)

GAG Glykosaminoglykan

GFP green fluorescent protein (griines fluoreszierendes Protein)
HLys Hydroxylysin

HP Hydroxylysylpyridinolin

Hyp Hydroxyprolin

i.a. im Allgemeinen

i.e.S. im engeren Sinn

IGF-1 insulin-like growth factor- 1

IL Interleukin

LP Lysylpyridinolin
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Abkirzungsverzeichnis 7

MMP
MRT
MSC
OBS
PCR
PDGF-BB
PRP
Ra
mRNS
S.0.
SPIO
SVF
T-CSA
TGF-R1
u.a.

UTC

VEGF

Matrix-Metalloproteinase

Magnetresonanztomographie

mesenchymale stromale Zelle / Mesenchymale Stammzelle
oberflachliche Beugesehne

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
platelet-derived growth factor BB

platelet-rich plasma

Rezeptor-Antagonist

messenger-Ribonukleinsaure

siehe oben

superparamagnetic iron oxide (superparamagnetisches Eisenoxid)
stromale vaskulare Fraktion (stromal vascular fraction)

total cross-sectional area (Summe von Sehnenquerschnittsflachen)
transforming growth factor-R31

und andere(n) / unter anderem

ultrasound tissue characterization (ultrasonographische Gewebecharakterisie-
rung)

vascular endothelial growth factor
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4 Einleitung und wissenschaftlicher Hintergrund

41  Makroskopische Anatomie der oberflachlichen Beugesehne

Der oberflachliche Zehenbeuger, Musculus flexor digitorum [digitalis] superficialis, ist beim Pferd stark
sehnig durchsetzt. Sein Ursprung befindet sich an der kaudalen Kante des Epicondylus lateralis des
Humerus, und er geht oberhalb des Karpus in seine kraftige Sehne, die oberflachliche Beugesehne
(OBS) Uber. Proximal des Karpus erhalt diese ein medial am Radius entspringendes Unterstiitzungs-
band. Sie zieht dann medio-palmar mit der tiefen Beugesehne durch die Karpalbeugesehnenscheide
und verlduft am palmaren Aspekt des MittelfuBes. Im distalen Viertel des Mittelfusses bildet sie eine
ringartige Manschette, die Manica flexoria, um die tiefe Beugesehne und zieht dann innerhalb der Fes-
selbeugesehnenscheide palmar tber das Fesselgelenk. In der Fesselbeuge teilt sich die OBS in zwei
Schenkel, die medial und lateral an der Kronbeinlehne und mit je einem schwacheren Ast am seitlichen
distalen Ende des Fesselbeines ansetzen (Seiferle and Frewein 1992).

4.2  Feingewebliche Sehnenstruktur und biochemische Zusammensetzung

Die gesamte Sehne ist von einer lockeren Bindegewebsschicht, dem Paratendineum (auch Paratenon)
Uberzogen, das als Verschiebeschicht gegeniiber umliegendem Gewebe wirkt. Die Sehne selbst ist von
einer straffen Sehnenhaut, dem Epitendineum (auch Peritendineum externum, Epitenon), eingehlillt.
Diese Schicht enthalt Leitungsbahnen (Blut- und Lymphgefale, Nerven) zur Versorgung der Sehne und
setzt sich als Peritendineum (auch Peritendineum internum, Endotenon) in die Tiefe der Sehne fort und
bedeckt dort Tertiarbtndel. Das Endotendineum (auch Peritendineum internum, Endotenon) trennt die
Primarbundel voneinander und fasst sie zu Sekundarbiindeln zusammen. Die Bezeichnung der einzel-
nen trennenden Schichten ist in der Literatur nicht einheitlich gegliedert (Angaben in Klammern)
(Zschabitz 2005). In der 5. Auflage der Nomina anatomica veterinaria wird lediglich das Peritendineum
gelistet (www.wava-amav.org/Downloads/nav_2012.pdf; aufgerufen am 19.10.2016). Blutgefale treten
1.) am muskulutendindsen Ubergang und am Sehnenansatz am Knochen 2.) iiber das Peritendineum
und 3.) Uber die Vincula bzw. das Mesotendineum im Bereich von Sehnenscheiden in die Sehne ein
(Kraus-Hansen et al. 1992).

Sehnen bestehen nur zu einem kleinen Anteil aus Zellen und einer groen Menge an extrazellularer
Matrix (EZM), die aus dichtgedrangten, hierarchisch gegliederten Kollagenfilamenten zusammengesetzt
ist. Zwischen den Faserstrukturen befindet sich wiederum eine hydrophile, proteoglykanreiche Matrix.
Der wesentliche Bestandteil der EZM ist Kollagen, das 60-85% der Trockenmasse von Sehnen aus-
macht. Gesunde Sehnen bestehen im Wesentlichen aus Kollagentyp | (95%) (Williams et al. 1980),
wahrend Kollagen vom Typ Il nur 3% des gesamten Kollagengehaltes ausmacht. Hinzu kommen gerin-
ge Mengen anderer Kollagentypen (Riley 2004).

Der grundlegende strukturelle Baustein von Kollagen ist Tropokollagen. Ein Kollagenfilament (auch
Kollagenmikrofibrille) besteht aus 5 miteinander verflochtenen Tropokollagen-Molekilen. Die Kollagen-
filamente bilden hierarchisch geordnete strukturelle Einheiten mit zunehmendem Durchmesser: Kol-
lagenfibrillen, Kollagenfasern, Primarbindel (Sub-Faszikel), Sekundarbiindel (Faszikel), Tertiarbtindel
und schlief3lich die Sehne (Kastelic et al. 1978). Im nicht-gespannten Zustand weisen die Faszikel eine
leichte Wellenform (crimp) auf, die flr die Elastizitat der Sehne bei leichter Belastung sorgt (Wilmink et
al. 1992). Quervernetzungen (,cross-links®) zwischen und innerhalb von Kollagenfibrillen erfolgen ent-
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weder durch enzymatisch via Glykosylierung erzeugte Modifikationen wie Hydroxylysylpyridinolin (HP)
und Lysylpyridinolin (LP) oder durch nicht-enzymatische Glykation (z.B. Pentosidin). Zur ersten Gruppe
geharen als Vorstufen auch Lysin und Hydroxylysin (HLys). Sie werden zu Aldehyden hydroxyliert, die
kovalente Querverbindungen bilden (Eyre et al. 1984, Bailey et al. 1998). Hydroxyprolin (Hyp) hingegen
stabilisiert die Tripelhelix durch stereoelekirische Effekte und tragt so insbesondere zur thermischen
Stabilitat von Kollagen bei (Shoulders and Raines 2009). Querverbindungen tragen zusammenfassend
in hohem Mafle zur Stabilisierung der Kollagenfibrilen und zu den biomechanischen Eigenschaften der
Sehne bei (Tsuzaki et al. 1993, Thorpe et al. 2010).

Neben Kollagen sind Wasser und Proteoglykane wesentliche Bestandteile von Sehnen. Proteoglykane
bestehen aus einem Protein, an das sulfatierte Glykosaminoglykane (GAGe) als Seitenketten angehef-
tet sind. Die GAGe binden Wasser und verleihen der Sehne gemeinsam mit dem Kollagen visko-
elastische Eigenschaften (Goodship et al. 1994). Proteoglykane besitzen zudem Einfliisse auf die Fibril-
logenese und die Architektur der Sehnenmatrix (lozzo 1998), sodass sie sich indirekt auf die Zugfestig-
keit von Sehnen auswirken (Garg et al. 1989).

Ungeféahr 90-95% der in Sehnen nachweisbaren Zellen sind fibroblastenahnliche Zellen. Sie werden als
Tenoblasten (ovoide bis spindelformige Morphologie) bzw. Tenozyten (abgeflachtes Erscheinungsbild)
bezeichnet und produzieren bzw. regulieren die EZM (Kannus 2000). Tenozyen weisen eine geringere
metabolische Aktivitat als Tenoblasten auf und andern inre Gestalt und Apoptose- sowie Proliferations-
rate in Abhangigkeit von ihrer Produktion extrazellularer Matrix (Chuen et al. 2004).

421 Biomechanik der oberflachlichen Beugesehne

Wahrend der Stiitzbeinphase treten in equinen Beugesehnen Zugkréfte auf, die dem Doppelten des
Korpergewichtes entsprechen konnen. Wahrend der frihen Stltzbeinphase nehmen die Beugesehnen
groBe Mengen kinetischer Energie auf und speichern sie als potentielle Energie. Sie wird in der spaten
Stltzbeinphase wieder abgegeben und erleichtert das Abstemmen. Die OBS wirkt wie eine Sprungfeder
und nitzt so der Energieersparnis; der zugehorige Muskelbauch tragt zur Kompensation von Span-
nungsdifferenzen bei (Batson et al. 2003).

Die Zugfestigkeit, d.h. das Verhaltnis zwischen Spannung (stress) und Dehnung / Verlangerung (strain)
einer Sehne kann graphisch in einer Spannungs-Dehnungs-Kurve dargestellt werden, die in 5 typische
Abschnitte unterteilt wird (Brinckmann et al. 2000, Avella and Smith 2012):

|. Zunachst kommt es zu einer Streckung der Wellenform (crimp), die zu einer Verlangerung der Seh-
ne um ca. 3 % fuhrt (Evans and Barbenel 1975).

Il. Danach entsteht durch Gleitvorgange zwischen den Tropokollagenmolekulen eine linear ansteigen-
de Deformation der Sehne. Falls die Dehnung der Sehne 4-5 % nicht Uberschreitet, verhalt sie sich
elastisch und ihre Langenanderungen sind vollstandig reversibel. Die Steigung des nahezu linearen
Abschnitts der Kurve stellt den Elastizitatsmodul (EM) der Sehne dar (EM = A Spannung / A Deh-
nung; Einheit: Megapascal oder Newton/mm2).

Ill. Stérkere Dehnungen der Sehne (bis zu 8%) flhren zu einer Abscherung der Quervernetzungen
zwischen den Kollagenfibrillen. Dies fiihrt zu einer plastischen Deformation und zu mikroskopisch
nachweisbaren Schaden (Mikrorupturen).

IV. Bei weiterer Erhohung der Dehnung reilen groRere Faserbindel und es kommt zu makroskopisch
erkennbaren Schaden.
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V. Eine Totalruptur der Sehne entsteht bei erwachsenen Warmblutpferden bei einer Dehnung um ca.
12-21% (Riemersma and Schamhardt 1985). Die zugehdrige Spannung wird als ReiRspannung
(stress at failure, ultimate stress; Einheit: Megapascal oder Newton/mm?2), die dazu erforderliche Kraft
als ReiBkraft (maximum load to failure; Einheit: Newton) bezeichnet.

Im Rahmen tierexperimenteller Untersuchungen konnen die biomechanischen Eigenschaften ganzer
Sehnen oder explantierter Sehnenstreifen mit Materialprifmaschinen ermittelt werden. lhre Darstellung
erfolgt vielfach in Form der Parameter Steifigkeit (Quotient aus Zunahme der Kraft und Zunahme der
Langenanderung; Einheit: Newton/m) (Brinckmann et al. 2000), Elastizitatsmodul, maximale Reilkraft,
Reiflspannung (Crevier-Denoix et al. 1997, Majewski et al. 2009, Schnabel et al. 2009, Bosch et al.
2010, Smith et al. 2013).

4.3 Klassifizierung von Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne des Pferdes und Tendopathie-
Modelle

In der vorliegenden Arbeit werden gedeckte Sehnenerkrankungen der OBS von Pferden behandelt, die
durch Uberbelastung oder im Einzelfall durch stumpfes transkutanes Trauma entstanden sind. Davon
abzugrenzen sind Verwundungen von Sehnen mit Er6ffnung der aulleren Haut. Gedeckte Sehnener-
krankungen nach Uberbelastung koénnen durch ein einmaliges starkes Uberschreiten der Grenzlast
entstehen (Avella and Smith 2012). Eine weitere und haufigere Atiologie besteht darin, dass Alterung
und repetitive Uberbelastung zu subklinischen Mikrolasionen und schleichend zu einem Missverhaltnis
zwischen Untergang der extrazellularen Sehnenmatrix und zellularen Reparaturmechanismen flhren.
Dieser als Degeneration bezeichnete Prozess hat eine Schwachung der Sehne ohne Anzeichen von
Entziindung zur Folge und muindet erst zuletzt in einer Exazerbation mit deutlichen klinischen Anzei-
chen einer Tendopathie, zumeist in Folge eines mechanisch belastenden Ereignisses (Birch et al.
1998). Die Abgrenzung beider Tendopathie-Formen ist im Einzelfall nicht immer mdglich. Insbesondere
bei Rennpferden hat die letztgenannte Sehnenpathologie eine hohe Pravalenz (Kasashima et al. 2004),
und sie kommt auch bei Pferden anderer Nutzungsrichtungen regelmaRig vor (Dyson 2011).

Um typische degenerative Sehnenschaden im Tierexperiment zu simulieren, wurden verschiedene
Schadigungsmodelle entwickelt (Lui et al. 2011). Am Pferd als Versuchstier werden zumeist das so
genannte Kollagenase-Modell (Silver et al. 1983, Dahlgren et al. 2002) und chirurgische Modelle einge-
setzt, die auf der Exzision eines Sehnensegmentes basieren (Watkins et al. 1985, van Schie et al.
2009). Beim Kollagenase-Modell wird eine definierte Menge Kollagenase in die Sehnen injiziert, die zu
einem schwer standardisierbaren enzymatischen Einschmelzen von Teilen der Sehne und einer starken
akuten Entzindungsreaktion fuhrt (Williams et al. 1984). Um die degenerative Komponente equiner
Tendopathien und den typischen Kompartment-Charakter einer Kernlasion der OBS besser zu simulie-
ren, wurde ein chirurgisches Sehnenmodell entwickelt (Little and Schramme 2006, Schramme et al.
2010), bei dem ein Zottenresektor bzw. eine Rosenkopffrase aus der Gelenkchirurgie nach Inzision von
Haut, Peri- und Epitendineum in das Zentrum der Sehne, dann in Langsrichtung proximal vorgeschoben
und schlieBlich aktiviert wird. Der Zugang zum Sehnenkern wird chirurgisch verschlossen. Das Modell
lasst sich gut standardisieren und flhrt zumeist mit einer zeitlichen Verzogerung zu Tendopathien mo-
derater Auspragung, die Kernlasionen ahneln (Schramme et al. 2010).
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44  Sehnenheilung

Die Sehnenheilung folgt grundsatzlich denselben Phasen der Wundheilung, die bei den meisten ande-
ren Gewebetypen unterschieden werden konnen: 1.) Phase der akuten Entziindung, 2. Proliferations-
phase und 3.) Remodellierungsphase (Jann and Stashak 2008).

Die Phase der akuten Entzlindung beginnt unmittelbar nach der Schadigung und dauert je nach Stérke
des Traumas ungefahr 1-2 Wochen an. Klinisch ist diese Phase durch die Zeichen der Entziindung
(vermehrte Warme, Druckempfindlichkeit, Schwellung und Lahmheit) charakterisiert. Der Sehnenquer-
schnitt nimmt zu, es kommt zur Einwanderung von Entziindungszellen wie neutrophilen Granulozyten,
und Makrophagen (Watkins et al. 1985). Die Aktivitat endogener Kollagenasen und Proteasen flihrt in
den ersten Wochen nach dem Insult zu einer VergroRerung des Sehnenschadens Uber das Ausmaf
des urspriinglichen mechanisch bedingten Substanzverlustes hinaus (van Schie et al. 2009). Es kommt
zu einer Zunahme der metabolischen Aktivitat von Tenozyten und unmittelbar zu einer erhéhten Ex-
pression von Kollagentyp | und -Ill (Silver et al. 1983, Dahlgren et al. 2005). Zunachst ist kein erhdhter
Spiegel des Wachstumsfaktors insulin-like growth factor-1 (IGF-1) nachweisbar, jedoch kommt es
schnell zu einer erhdhten Expression von TGF-R1 (transforming growth factor-31) (Dahlgren et al.
2005).

Die Vorgange, die der Proliferationsphase, die auch als Reparaturphase bezeichnet wird (Jann and
Stashak 2008), zugeordnet werden, beginnen bereits wenige Tage nach der Schadigung und kénnen
mehrere Wochen bis Monate andauern (Sharma and Maffulli 2006). Es kommt zur Gefaleinsprossung
und Einwanderung von Fibroblasten, die z.B. aus der Sehnenscheide (extrinsische Heilung) oder aus
dem Endotendineum (intrinsische Heilung) stammen konnen. Die von den longitudinal ausgerichteten,
anatomischen Gefallen ausgehende Neovaskularisation geht mit einer erhdhten Expression des vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) im Bereich des Granulationsgewebes einher (Bidder et al. 2000).
Die Menge verschiedener Kollagentypen variiert bei natlrlich entstandenen Sehnenlasionen individuell
relativ stark (Sharma and Maffulli 2006). Die Kollagentyp Ill Synthese ist nach experimentellen Untersu-
chungen zwischen der 3. und 6. Woche nach dem Trauma am starksten ausgepragt (Silver et al. 1983,
Dahligren et al. 2005). Die Expression des Kollagentyp | ist fur mindestens 6 Monate erhoht (Dahlgren et
al. 2005). Die Fibroblasten haben zunachst fir 1-2 Wochen eine eher rundliche Zellkernmorphologie
(,Tenoblasten®). Die Zellzahl nimmt im weiteren Verlauf zu und die Kerne nehmen eine eher abgeflach-
te, spindelformige Morphologie an (,Tenozyten®) (Chuen et al. 2004). Informationen zum Gehalt an
Wachstumsfaktoren in equinen Sehnenlasionen sind fur die Proliferationsphase luckenhaft dokumen-
tiert. Die IGF-1 Expression ist in der Proliferationsphase am hdchsten (Dahlgren et al. 2005), wohinge-
gen die Expression des Wachstumsfaktors PDGF-A und -B bei experimentell mittels Kollagenase indu-
zierten Sehnenschaden in der Proliferationsphase nicht ansteigt (Donnelly et al. 2006).

Die Remodellierungsphase beginnt etwa 6-8 Wochen nach dem Trauma, dauert bis zu ca. 12 Monate
oder langer an und wird von einigen Autoren in die Konsolidierungs- (ca. 6-10 Wochen) und Reifungs-
phase (> 10 Wochen) unterteilt (Docheva et al. 2015). Fibroses Bindegewebe dominiert den Bereich
des Sehnenschadens, die Vaskularisation nimmt tendenziell ab, die Kollagenfibrillen orientieren sich
zunehmend in Zugrichtung und der Gehalt an Kollagentyp | nimmt zu (Williams et al. 1984, Watkins et
al. 1985). Die Kerne der Tenozyten haben weiterhin eine eher spindelformige Morphologie (Dahlgren et
al. 2005). Das histologische Erscheinungsbild natiirlich entstandener chronischer Sehnenschéden
(mehrere Monate bis Jahre) variiert stark (Crevier-Denoix et al. 1997). Es kommt in der Reifungsphase
zur Organisation der Kollagenfibrillen zu Faserblndeln. Die urspriinglichen Kollagenfibrillen mit groflem
Durchmesser werden nicht wiederhergestellt (Frank et al. 1997, Caniglia et al. 2012). Das Narbenge-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.
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webe erlangt seine ursprunglichen biomechanischen Eigenschaften auch nach Abschluss der Sehnen-
heilung nicht zurlick und bleibt weniger elastisch als intaktes Sehnengewebe (Crevier-Denoix et al.
1997). Dies erklart die hohen Rezidivraten nach equinen Sehnenerkrankungen. Immunhistochemisch
wurde ein persistent hoher Gehalt an Kollagentyp Ill bis zu 14 Monate nach Sehnenschadigung im Kol-
lagenase-Modell nachgewiesen und als Ursache fir die unglnstigeren biomechanischen Eigenschaften
interpretiert (Williams et al. 1980, Williams et al. 1984).

4.5 Formen der Sehnenbehandlung

Grundsétzlich kann zwischen 1.) physikalischen und orthopadischen Mafinahmen (z.B. Applikation von
Kalte oder Warme, Immobilisation durch Verbande, kontrollierte Bewegung, Hufbeschlage, StoRwellen-
und Laserbehandlung), 2.) chirurgischer Therapie (z.B. Sehnen-,Splitting“, Desmotomie des Unterstiit-
zungsbandes der oberflachlichen Beugesehne, Implantate), 3.) medikamentoser Behandlung (z.B. sys-
temisch, auBerlich) sowie 4.) intralésionaler Therapie (herkémmliche Pharmaka, biologische Produkte)
unterschieden werden (Dowling et al. 2000). Es besteht zum einen Einigkeit darliber, dass bei der Aus-
wahl der angemessenen Behandlungsformen das Stadium der Sehnenheilung zu bertcksichtigen ist.
Zum anderen setzt sich die Sehnentherapie idealerweise aus mehreren der genannten Therapieansat-
ze zusammen (Dowling et al. 2000, Bosch et al. 2010). Im Kontext der nachweisorientierten Medizin
(,evidence based medicine®) variiert der Grad der wissenchaftlichen Evidenz hinsichtlich der Beeinflus-
sung von Sehnenheilung durch die einzelnen Therapieansatze stark (Smith et al. 2014). Kontrollierte
Bewegung hat einen stimulierenden Effekt auf die Sehnenheilung (Gillis 1997) und gilt deshalb stets als
fester Bestandteil des Therapiekonzeptes (Avella and Smith 2012), wenngleich nur wenige Untersu-
chungen vorliegen, in denen die Wirkung alleiniger kontrollierter Bewegung auf klinische Parameter
systematisch untersucht wurde (Sawdon et al. 1996, Gillis 1997).

4.6  Ausgewahlte biologische Produkte mit regenerativem Potential und deren Effekte auf Sehnener-
krankungen

Der Wissensstand zu den fir die intralasionale Injektion genutzten biologischen Produkten mit regene-
rativem Potential ist in Publikation 1 (Anhang 13.1) zusammengefasst. Ergebnisse aus der Literatur zur
Behandlung von experimentell erzeugten und naturlich entstandenen Sehnen- und Bandschaden bei
Pferden werden in Publikation 2 (Anhang 13.2) in Form einer Metaanalyse dargestellt. Teile der nach-
folgenden Ubersicht sind diesen Publikationen entnommen bzw. lehnen sich daran an. Aufgrund des
schnell zunehmenden Wissensstandes werden neuere Ergebnisse aus der Literatur erganzt. In der
nachstehenden Ubersicht werden Zellsubstrate und Blutprodukte beriicksichtigt, die fiir die vorliegende
Arbeit von direkter Relevanz sind und wahrend der Durchflihrung eine gréRere Rolle im klinischen und
wissenschaftlichen Bereich spielten. Darliber hinaus wurden und werden derzeit zahlreiche weitere
Zellsubstrate aus unterschiedlichen Gewebequellen, Aufbereitungen aus Blut, rekombinant hergestellte
Wachstumsfaktoren und andere Substanzen mit regenerativem Potential zur Sehnentherapie bei Pfer-
den ungepruft oder nach vorlaufigen vielversprechenden Ergebnissen klinisch eingesetzt oder systema-
tisch wissenschaftlich untersucht.
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4.6.1 Kultivierte mesenchymale Stromazellen aus Knochenmark (BM-MSCs)

Knochenmark wurde als Quelle fir mesenchymale Stromazellen bei Pferden bislang am intensivsten
untersucht (Kasashima et al. 2011). Es wird zumeist aus dem Brustbein oder Hifthdcker aspiriert und
lasst sich auch aus dem Humerus oder der Tibia gewinnen. Die Zahl der mononukleéren Zellen und
MSCs, die aus Sternalmark gewonnen werden kann, ist bei jlingeren Pferden (Alter 2-7 Jahre) im Ver-
gleich zu Knochenmark aus dem Hufthdcker etwa gleich gro (Adams et al. 2013). Auch das Differen-
zierungspotential und die Expression sehnenassoziierter Marker wie Kollagentyp |, Scleraxis und
Tenascin unterscheiden sich bei jungen Pferden (2-5 Jahre) nicht zwischen den Entnahmestellen
(Lombana et al. 2015), wahrend Knochenmark aus dem Brustbein bei Pferden mittleren Alters (13 Jah-
re) eine hohere Zellausbeute ermdglicht (Delling et al. 2012). Eine andere Untersuchung weist darauf
hin, dass aus Hufthdckeraspiraten gewonnene BM-MSCs mdglicherweise schneller proliferieren
(Kisiday et al. 2013). Im Hufthdcker kann es bei alteren Pferden zu einer Fettansammlung kommen
(Russell et al. 1994), das gewonnene Volumen ist geringer und die Brustbeinpunktion ist einfacher und
schneller durchfiihrbar (Kisiday et al. 2013), sodass sie regelmaRig zur Gewinnung von Knochenmark
fir die Herstellung von Zellsubstraten genutzt wird. Grundsatzlich gilt das Vorgehen als etabliert und
wenig komplikationsbehaftet (Durando et al. 2006, Kasashima et al. 2011). Als leichtere Komplikationen
werden in der Literatur Nachblutungen, Schwellungen, entzlindliche Reaktionen und Infektionen be-
schrieben. Neben mehreren anekdotenhaften Berichten von plotzlichen Todesfallen nach Brustbein-
punktion wurden einzelne schwerwiegende Zwischenfélle dargelegt. Dazu gehdren eine unbeabsichtig-
te Brusthohlenpunktion (Berggren 1981), eine Punktion des linken Ventrikels (Jacobs et al. 1983) und
ein Fall von Pneumopericard (Durando et al. 2006) sowie ein nicht naher beschriebener Fall von kardia-
ler Punktion (Kasashima et al. 2011). Bei der Punktion am allgemeinanasthesierten Pferd wurden vor(-
bergehende Herzarrythmien (ventrikulare Tachykardien mit Fibrillation) ohne Spétfolgen beschrieben,
die nur bei der Punktion der 6. Sternebra auftraten (Ishihara et al. 2013).

Ublicherweise werden ca. 2 x 10-20 ml Knochenmarkaspirat in heparinisierte Spritzen aspiriert. Native
Knochenmarkaspirate von Pferden enthalten hamatopoetische Stammzellen, aus denen im Rahmen
der Blutbildung mehrere Zelllinien entstehen. Demgemal sind Myeloblasten, Promyelozyten, Neutro-
phile (Myelozyten, Metamyelozyten, stabkernige und segmentkernige Granulozyten), Eosinophile,
Basophile, Erythroblasten sowie Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten und Makrophagen in equinem
Knochenmark nachweisbar (Latimer and Andreasen 2002, Lewandowski et al. 2012). Zudem liegen
Thromboyzten und deren Vorlaufer (Megakaryozyten) in nativem Knochenmark vor (McCarrel and
Fortier 2009), und es lassen sich aus ihm mesenchymale Stromazellen isolieren und kultivieren (s.u.)
(Friedenstein et al. 1974, Ishihara et al. 2013).

Urspriinglich kamen native Knochenmarkaspirate zur Behandlung von Fesseltragererkrankungen zum
Einsatz (Herthel 2001). Der niedrige Gehalt dieses Substrates an mononukleéren Zellen, insbesondere
MSCs und der moglicherweise nachteilige Effekt darin enthaltener Knochensplitter sowie die z.T. ver-
wendeten groflen Volumina fuhrten zu kontroversen Diskussionen hinsichtlich dieser Therapieform,
wenngleich sie nach wie vor Anwendung findet (Russell et al. 2016).

Durch Dichtegradientzentrifugation oder andere kommerziell erhaltliche Systeme konnen aus Kno-
chenmark Konzentrate von mononukleéren Zellen hergestellt werden (bone marrow mononuclear cells,
BMMNCs; bone marrow aspirate concentrate, BMAC). Diese Konzentrate enthalten bei Pferden in Ab-
hangigkeit von der Methodik eine 5 - 19-fache Konzentration von mononukledren Zellen gegenuber
nativem Knochenmark (Ishihara et al. 2013). Der Anteil der MSCs an den mononuklearen Zellen betragt
bei Pferden in konzentriertem Knochenmarkaspirat ca. 0.0023 - 0.024 %. Die Schwankungen um eine

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



14 Einleitung und wissenschaftlicher Hintergrund

Zehnerpotenz hangen vermutlich von zahlreichen individuellen und methodischen Faktoren ab (Vidal et
al. 2006, Ishihara et al. 2013). Da Knochenmarkkonzentrate bereits nach wenigen Stunden fir die Be-
handlung zur Verfligung stehen und einen gegentber Knochenmark hoheren Anteil an MSCs aufwei-
sen, wurde die Wirkung mononuklearer Zellen aus Knochenmark in mehreren Studien sowohl an expe-
rimentell induzierten OBS Lasionen (Barreira et al. 2008, Crovace et al. 2010) als auch an nattrlich
entstandenen Erkrankungen der OBS und des Fesseltragers bei Sportpferden Uberprift (Torricelli et al.
2011). In der letztgenannten unkontrollierten Fallserie von 13 Pferden wurden die mononukleéren Zel-
len aus Knochenmark fir die Behandlung zusatzlich mit PRP kombiniert. Die Autoren stellten eine Ver-
besserung des Lahmheitsgrades fest, 11 von 13 Pferden wurden wieder im Sport eingesetzt. In einer
der tierexperimentellen Untersuchungen am Kollagenase-Modell (6 Pferde) mit Biopsieentnahme an
Tag 48 nach Erzeugung der Schaden wurde eine Verbesserung einzelner histologischer und immunhis-
tologischer Parameter festgestellt. Die Aussagekraft dieser Untersuchungen im Hinblick auf die Bedeu-
tung des verwendeten Zellsubstrates ist begrenzt. In der zweiten tierexperimentellen Untersuchung am
Kollagenase-Modell (6 Pferde) wurde die Wirkung von mononuklearen Zellen aus Knochenmark u.a.
einer Placebo-Injektion mit Kochsalzldsung gegentbergestellt. Dabei zeigte sich 21 Wochen nach der
Behandlung in der Prifgruppe mit immunhistochemischen Methoden eine héhere Expression von carti-
lage oligometric matrix protein (COMP) und Kollagentyp | bei niedriger Kollagentyp Il Expression
(Crovace et al. 2010).

Zusétzlich kann durch Zentrifugation von gerinnungsgehemmten Knochenmarksaspiraten, ein plasma-
artiger Uberstand gewonnen werden (acellular bone marrow, ABM), der Wachstumsfaktoren enthalt
(Smith et al. 2006, Schnabel et al. 2007) und zur Resuspension von kultivierten MSCs eingesetzt wird
(Godwin et al. 2012).

Wenn eine alleinige Therapie mit MSCs angestrebt wird, muss dieser Zelltyp aufgrund seiner geringen
Konzentration in Knochenmarkaspiraten expandiert werden. Dazu werden die durch Zentrifugation von
Knochenmark gewonnenen mononukleéren Zellen nach einigen Aufbereitungsschritten in Kulturgefalie
aus Kunststoff Gberfiihrt, um das Vermégen der darin enthaltenen MSCs zur Plastikadharenz zu nutzen.
Die hédmatopoetischen Zellen, die sich nicht anheften, werden nach wenigen Tagen ausgewaschen.
Nach einer Kulturdauer von ca. 2-4 Wochen sind die MSCs in hoher Konzentration (mehrere Millionen)
flr die Therapie verflgbar (Fortier et al. 1998).

Alternativ kénnen die durch Zentrifugation gewonnenen mononuklearen Zellen nach Uberfiihrung in ein
Kulturmedium mit Hilfe von Dichtegradientzentrifugation unter Verwendung einer Polysaccharid Losung
(Ficoll®) oder einer kolloidalen Suspension von Silikat-Partikeln (Percoll™) von der Fraktion der Erythro-
zyten, Granulozyten, Thrombozyten und unreifen myeloischen Vorlauferzellen getrennt werden. Es
schliet sich nach weiteren Aufbereitungsschritten ebenfalls eine Kultur der MSC-angereicherten mo-
nonuklearen Zellen zur Expansion der MSCs in Kulturgefaen aus Kunststoff an (Bourzac et al. 2010).
Smith et al. beschrieben 2003 erstmals die Aufbereitung von MSCs aus Knochenmark bei Pferden und
deren mit Knochenmarkuberstand kombinierten Einsatz zur Behandlung von natlrlich entstandenen
Tendopathien der OBS (Smith et al. 2003). Hinsichtlich der Behandlung natirlicher Tendopathien und
Desmopathien mit MSCs aus Knochenmark liegen inzwischen klinische Erfahrungen an einer grofRen
Anzahl von Pferden vor (Pacini et al. 2007, Fortier and Smith 2008, Burk and Brehm 2011, Godwin et
al. 2012). Insbesondere die Untersuchungsergebnisse nach Behandlung einer Population von Renn-
pferden in GroRbritannien (Arbeitsgruppe Prof. R.K.W. Smith, London) wurden in den letzten Jahren
wiederholt ausgewertet (Fortier and Smith 2008, Smith 2008, Godwin et al. 2012). In einer frihen Aus-
wertung betrug die Rezidivrate nach Applikation von MSC aus Knochenmark in OBS-Schaden bei
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Flach- und Hirdenrennen (zusammengefasst) ein Jahr nach Behandlung 19% (24% bei BerGcksichti-
gung beider Vordergliedmalien). Bei denjenigen Pferden, die wieder voll trainiert werden konnten, lag
die Rezidivrate mehr als 1 Jahr nach der Ruckkehr in den Sport bei 27% (34% bei Bertcksichtigung
beider VordergliedmaRen) (Smith 2008). Uber einen Beobachtungszeitraum von mehr als 2 Jahren
vollstandiger sportlicher Nutzung wird die Rezidivrate in dieser Population mit insgesamt 27-32% ange-
geben (bis zu 41% bei Bericksichtigung der kontralateralen GliedmalRe). Fir Flachrennpferde betrug
die Rezidivrate nach dieser Zeitspanne 50%, fur Hurdenrennpferde 25,7% (Smith 2008, Godwin et al.
2012). Dieses Ergebnis wird einer Rezidivrate nach herkommlichen Behandlungsformen (kontrollierte
Bewegung und/oder intralasionale Behandlung mit Hyaluronsaure, Behandlung mit polysulfatierten Gly-
kosaminoglykanen) von 67% (Flachrennen) bzw. 56% (Hurdenrennen) gegentbergestellt, die sich
ebenfalls auf einen Beobachtungszeitraum von mehr als 2 Jahren und eine vergleichbare Pferdepopula-
tion bezieht (Dyson 2004). Fir Hirdenrennpferde ergibt sich daraus gegeniber der Vergleichsuntersu-
chung eine signifikant geringere Rezidivrate, nicht jedoch fir Flachrennpferde. Eine andere Kasuistik
mit 109 stammzellbehandelten OBS von Pferden anderer Nutzungsrichtungen zeigte mehr als zwei
Jahre nach Behandlung eine Rezidivrate von 13% (20% bei Beriicksichtigung der kontralateralen
Gliedmale) (Smith 2008), die einer Rezidivrate fir diese Nutzungsrichtungen nach nicht-regenerativer
Therapie von 23-43% gegenubersteht (Dyson 2004).

Parallel dazu wurde die kombinierte Wirkung von BM-MSCs und Knochenmarkiberstand auf Tendopa-
thien in mehreren tierexperimentellen Untersuchungen am Kollagenase-Modell bei Pferden untersucht
(Schnabel et al. 2009, Crovace et al. 2010). Dabei zeigte sich gegenlber Placebo-behandelten Kon-
trollsehnen in einer Untersuchung ebenso wie nach Therapie mit mononukleéren Zellen aus Knochen-
mark (s.0.) eine hohere Expression von COMP und Kollagentyp | bei geringer Kollagentyp Il Expressi-
on (Crovace et al. 2010), wahrend sich diese Parameter in einer andere Studie nicht zwischen Prif- und
Kontrollgruppe unterschieden und auch keine Unterschiede bei der biomechanischen Testung feststell-
bar waren (Schnabel et al. 2009). In beiden Untersuchungen wurde ein verbessertes histologisches
Erscheinungsbild der Sehnen nachgewiesen. In einer weiteren Untersuchung, die am chirurgischen
Sehnenmodell durchgefiihrt wurde und bei der die Wirkung der BM-MSCs auf die Ultrastruktur der Seh-
nen im Mittelpunkt stand, wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe, die in dieser Studie mit Knochenmark-
Uberstand behandelt wurde, keine Verbesserung nachgewiesen.

Vor dem Hintergrund der erfolgversprechenden Ergebnisse nach BM-MSC-Behandlung nattirlich ent-
standener OBS Léasionen wurde erstmals eine kontrollierte, randomisierte experimentelle Untersuchung
an Pferden mit natlrlich entstandenen Tendopathien der OBS zur Wirkung von BM-MSCs und Kno-
chenmarkiberstand im Vergleich zu Kochsalzlésung durchgeftihrt, um insbesondere die Auswirkungen
der Behandlung auf die Gewebeeigenschaften zu untersuchen (Smith et al. 2013). Das experimentelle
Studiendesign an 12 Pferden mit fortgeschrittenen spontanen Sehnenschaden einschlieBlich postmorta-
ler Untersuchungen nach 6 Monaten stellt ein Alleinstellungsmerkmal dieser Untersuchung dar. Es zeig-
te sich, dass die Sehnen der Prifgruppe ein besseres histologische Erscheinungsbild (Score) und bei
der biomechanischen Testung eine geringere strukturelle Steifigkeit, jedoch keine Verbesserung des
Elastizitatsmoduls aufwiesen. Der Zell- und DNA-Gehalt, die Durchsetzung mit Gefalien, der Wasseran-
teil sowie der Glykosamin-, MMP-13- und GAG-Gehalt waren nach Behandlung mit BM-MSC plus Kno-
chenmarkiberstand geringer als in Sehnen der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse wurden als Ausdruck
einer Annaherung an strukturelle und funktionelle Eigenschaften von nicht erkranktem Sehnengewebe
durch die Therapie mit BM-MSCs interpretiert.
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4.6.2 Kultivierte mesenchymale Stromazellen aus Fettgewebe (AT-MSCs)

Fettgewebe ist reich an kernhaltigen Zellen und relativ leicht durch eine kurze Hautinzision oder Lipo-
suktion unter Lokalanadsthesie aus der Unterhaut z. B. im Bereich der Schweifwurzel zu gewinnen
(Nixon et al. 2008). Entnommen werden ca. 2-50 g Unterhautfettgewebe. Fir die Aufbereitung wurden
verschiedene Protokolle beschrieben. So kann z.B. durch Andauung, d. h. Entfernung von Geriistsub-
stanz mittels Kollagenase und nachfolgende Zentrifugation bereits innerhalb weniger Stunden ein inji-
zierbares Substrat entstehen, das reich an kernhaltigen Zellen (adipose derived nucleated cells,
ADNCs) wie z.B. Endothelzellen, Fibroblasten, Perizyten, glatten Muskelzellen, Makrophagen und
mesenchymalen Stromazellen ist und als stromale vaskuléare Fraktion (SVF) bezeichnet wird (Zuk et al.
2001). Unklarheit besteht darliber, welche dieser Zellen sich stimulierend auf die Sehnenheilung aus-
wirken, wobei gesichert ist, dass neben den MSCs auch Perizyten in vitro multipotent sind (Koch et al.
2008). Equine MSCs aus Fettgewebe (AT-MSCs; synonyme Ad-MSCs, ASCs) kénnen sich unter ge-
eigneten Bedingungen unter anderem in Knochen, Fett und Knorpel differenzieren (Vidal et al. 2007).
Fur die Differenzierung von AT-MSCs zu Tenozyten sind mechanische Stimuli von Bedeutung (Burk et
al. 2016). Durch Nutzung der Plastikadh&renz von MSCs lassen sich diese z.B. nach Verbringen der
stromalen vaskularen Fraktion in Kulturgefale aus Kunststoff von den anderen Zelltypen trennen und
innerhalb von ca. 21-30 Tagen durch Kultivierung vermehren. Alternativ kann das Fettgewebe auch
ohne enzymazische Aufbereitung in Kultur gebracht werden (Explantat-Technik) (Lee et al. 2011, Gittel
et al. 2013). Fettgewebe weist im Vergleich zu Knochenmark eine hohere Dichte an MSCs auf, und
diese zeigen im Vergleich zu BM-MSCs eine deutlich hohere Proliferations- und Migrationsrate (Burk et
al. 2013) sowie eine vorteilhaftere Genexpression von Bestandteilen der extrazellularen Matrix von
Sehnen wie den Kollagentypen |, Il und Decorin (Burk et al. 2014).

Zur Wirkung von kultivierten AT-MSCs auf Tendopathien bei Pferden waren in der Literatur zum Zeit-
punkt der Konzeption dieser Arbeit nur wenige Daten verflgbar. In einer unkontrollierten Fallserie waren
14 von 16 Pferden, deren Sehnenschaden mit expandierten allogenen AT-MSCs in Verbindung mit PRP
behandelt worden waren, wieder ihrer urspriinglichen Verwendung zugefuhrt wurden (Del Bue et al.
2008).

In einer Untersuchung am Kollagenase-Modell wurden OBS Lasionen von Pferden 30 Tage nach Induk-
tion des Schadens intralasional mit kultivierten AT-MSCs, die in autologem Serum resuspendiert wur-
den, behandelt oder sie blieben unbehandelt (intraindividuelle Kontrolle). Nach Aufteilung in 2 Gruppen
wurden bei 4 Pferden 60 Tage nach Induktion des Schadens Sehnenbioptate gewonnen, bei 4 Pferden
erfolgte die Biopsie 60 und 150 Tage nach Induktion. Klinische und ultrasonographische Untersu-
chungsbefunde unterschieden sich zwischen der mit Zellen und Placebo behandelten Seite nicht. Die
histologische Untersuchung zeigte in den Bioptaten der MSC-Serum behandelten Sehnen u.a. eine
verbesserte Anordnung der Sehnenfasern, eine reduzierte Infiltration mit Entzindungszellen und eine
erhohte Expression von Kollagentyp | mit einem erhohten Kollagen I/lll Verhaltnis. Die vorhandenen
Entzindungszellen waren vermehrt perivaskular angeordnet und die Neovaskularisation war verstarkt
(Carvalho et al. 2011).

In einer aktuellen Untersuchung zur Wirkung kultivierter AT-MSCs aus Fettgewebe auf Kollagenase-
induzierte Achilles-Sehnen-Tendopathien bei Ratten zeigten die zellbehandelten Sehnen 4 und 12 Wo-
chen nach der Therapie ein geringeres Ausmal} der Sehnendegeneration und nach 12 Wochen ein
geringeres Kollagentyp lll/I Verhaltnis. Die Autoren schlussfolgern daraus, dass AT-MSCs mdglicher-
weise auch zur Beschleunigung einer verbesserten Sehnenheilung beitragen kénnten (Oshita et al.
2016). Dies wird durch eine tierexperimentelle Untersuchung an Kaninchen relativiert, in der die unbe-
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handelte Durchtrennung von Achilles-Sehnen Uber einen Beobachtungszeitraum von 28 Tagen mit dem
Effekt einer Sehnennaht und einer Behandlung mit AT-MSCs verglichen wurde. Im Vergleich zum Effekt
der Sehnennaht kam es sowohl nach AT-MSC-Behandlung als auch beim Verzicht auf eine Behandlung
zu einer Reduktion der Entziindungserscheinungen und zu einer verbesserten Organisation der Kol-
lagenfasern innerhalb des Beobachtungszeitraumes. Es lagen am Ende der Untersuchung keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen vor (Vieira et al. 2014).

4.6.3 Thrombozytenkonzentrate

Alpha-Granula von Thrombozyten enthalten hohe Konzentrationen von Wachstumsfaktoren (z.B. trans-
forming growth factor-B, TGF- 3; platelet-derived growth factor-BB, PDGF-BB; insulin-like growth factor-
1, IGF-1; vascular endothelial growth factor, VEGF u.a.). Diese Faktoren besitzen jeweils eine Bedeu-
tung im Rahmen der Wund- und Sehnenheilung und wirken synergistisch (Docheva et al. 2015). Sie
werden bei der Exposition gegeniber Kollagen oder Thrombin aus den Thrombozyten freigesetzt.
Durch (Doppel-) Zentrifugation oder Schwerkraftfiltration von gerinnungsgehemmtem Blut kdnnen
Thrombozytenkonzentrate wie z.B. thrombozytenreiches Plasma (PRP) fiir die therapeutische Anwen-
dung hergestellt werden. Sie enthalten im Vergleich zu nativem Vollblut je nach Herstellungsverfahren
unterschiedliche Konzentrationen von Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten (Schwerkraftfiltrati-
on). Fur die Herstellung stehen zahlreiche kommerziell erhaltliche Systeme und einfache Methoden
unter Verwendung von Blutrohrchen zur Verfugung. Die Konzentration der genannten Zellen und
Wachstumsfaktoren variiert je nach Herstellungsverfahren (Hessel et al. 2015) und wird auch durch
individuelle Eigenschaften (Alter, Pferderasse, Geschlecht) (Giraldo et al. 2013) sowie durch Pharmaka
wie z.B. nicht-steroidale Entzindungshemmer (Rinnovati et al. 2016) beeinflusst. Die Optimierung die-
ser Einflussgrofien ist aktueller Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen (Amable et
al. 2013, Boswell et al. 2014).

In verschiedenen experimentellen Untersuchungen wurde gezeigt, dass PRP die Proliferation von Te-
nozyten (Mazzocca et al. 2012), die Synthese von Kollagen und Sehnenmatrix anregt (Smith et al.
2006, Schnabel et al. 2007) und die Vaskularisation von Narbengewebe fordert (Bosch et al. 2011). In
einer kontrollierten Kurzzeituntersuchung am Kollagenase-Modell wurde bei Pferden nach intralasiona-
ler PRP-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kochsalzlosung) 36 Tage nach der Therapie his-
tologisch in Sehnenbiopsien eine verbesserte Anordnung der Kollagenfasern und Verteilung der Fibro-
zyten nachgewiesen, andere histologische Parameter und die Anzahl der BlutgefaRanschnitte variierte
hingegen zwischen den Gruppen nicht (Maia et al. 2009). In einer tierexperimentellen Arbeit an Pferden,
bei der ein chirurgisches Sehnenmodell genutzt wurde, zeigte eine PRP-Behandlung gegentber der
Behandlung mit Kochsalzlésung uber einen Zeitraum von 6 Monaten positive Effekte auf die Sehnen-
heilung und sogar auf die biomechanischen Eigenschaften des Ersatzgewebes (Bosch et al. 2010).
Thrombozytenkonzentrate werden deshalb haufig zur Behandlung von Sehnen- und Banderkrankungen
bei Pferden eingesetzt. Inzwischen zeigen kontrollierte Untersuchungen zur Wirkung einer PRP-
Behandlung bei Erkrankungen des Fesseltragerkorpers und -schenkels, dass kurzfristige positive Effek-
te auf die Rennleistung langfristig keinen Bestand haben (Waselau et al. 2008, Garrett et al. 2013). In
humanmedizinischen Studien wird die Effektivitat von PRP-Behandlungen kontrovers gesehen: Wah-
rend mehrere unkontrollierte Untersuchungen einen positiven Effekt auf die GliedmaRenfunktion und die
Schmerzhaftigkeit bei Tendopathien der Achilles- und Patellarsehne verzeichnen (Monto 2012,
Charousset et al. 2014), ergab eine kontrollierte randomisierte Doppel-Blindstudie an Patienten mit
Tendopathien der Achillessehnen keine Uberlegenheit der PRP- gegeniiber einer Kochsalzinjektion (de
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Vos et al. 2010). Die wachsende Zahl von Publikationen unterschiedlicher Evidenz zur Behandlung von
Sehnen, Band- und anderen orthopadischen Erkrankungen wurde in einem Ubersichtsartikel systema-
tisch ausgewertet (Brossi et al. 2015). Vor der Planung der vorliegenden Studie waren neben wenigen
unkontrollierten Fallserien (Arguelles et al. 2008) keine Placebo-kontrollierten Untersuchungen zur Wir-
kung eines PRP-Produktes bei naturlich entstandenen Tendopathien der OBS von Pferden verfugbar.

4.6.4 Autologes konditioniertes Serum (ACS)

Autologes konditioniertes Serum wird durch Exposition von Vollblut gegeniiber Glaskugeln in kommer-
ziell erhaltlichen Systemen hergestellt. Durch dieses Verfahren wurde zunachst bei Menschen eine
erhohte Abgabe von entziindungshemmenden Zytokinen wie Interleukin (IL)-4, IL-10 und IL-1 Rezep-
torantagonist (Ra) durch Monozyten in das Serum nachgewiesen (Meijer et al. 2003). In einer jlingeren
Untersuchung wurde gezeigt, dass aus Pferdeblut hergestelltes ACS ebenfalls einen erhéhten Gehalt
an IL-1Ra und IL-10 und zudem hohe Konzentrationen an Wachstumsfaktoren wie insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) und transforming growth factor-R (TGF-R) aufweist (Hraha et al. 2011). Der Gehalt an
Zytokinen und Wachstumsfaktoren varriiert in Abhangigkeit vom Donor und vom verwendeten Herstel-
lungssystem (Dahlgren and Harvey 2008, Hraha et al. 2011). Studien an Pferden haben sich zunachst
auf den durch IL-1Ra vermittelten entziindungshemmenden Effekt bei der Behandlung der Osteoarthri-
tis fokussiert (Frisbie et al. 2007). Zur Behandlung von Tendopathien sind jedoch die genannten Wachs-
tumsfaktoren ebenfalls von Bedeutung (Sharma and Maffulli 2005). Entsprechend wurde in einer kon-
trollierten Untersuchung des Effektes von ACS auf Sehnenerkrankungen an einem chirurgischen Seh-
nenmodell bei Ratten eine verbesserte histologische Struktur, ein erhohter Kollagentyp | Gehalt und
eine beschleunigte Abheilung der ACS behandelten Sehnen nachgewiesen, wenngleich sich die biome-
chanisch getestete Reilkraft nicht von unbehandelten Sehnen unterschied (Majewski et al. 2009). In
einer Folgeuntersuchung dieser Arbeitsgruppe wurde am selben Modell nachgewiesen, dass die Be-
handlung mit ACS zu einer verstarkten Expression verschiedener Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-R1) mit
Ausnahme von VEGF innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 8 Wochen nach Durchtrennung von
Rattensehnen flhrte, und es wurde ein parakriner Effekt dieses Substrates postuliert (Heisterbach et al.
2012).

Anekdotenhaften Berichten zufolge wird ACS regelmaRig in praxi zur Behandlung von Tendopathien
eingesetzt (Weinberger 2008, Textor 2011). Eine kontrollierte Untersuchung an naturlich erkrankten
Pferden war zum Zeitpunkt der Konzeption dieser Arbeit nicht verfugbar (Smith et al. 2014).

4.7  Methoden zur Verlaufskontrolle von Sehnenerkrankungen

471  Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung von Pferden mit Sehnenerkrankungen im MittelfuBbereich stellt das alteste
Verfahren dar und basiert im Rahmen einer Untersuchung des Bewegungsapparates auf der Bestim-
mung des Lahmheitsgrades sowie der Adspektion und sorgfaltigen Palpation an der belasteten und an
der aufgehobenen, leicht gebeugten Gliedmalle. Die Temperatur der Hautoberflache kann mit dem
Handriicken erfasst werden und gilt als friher Indikator einer Tendopathie (Schmidt 1989, Jorgensen et
al. 2011). Durch die Palpation wird zum einen, in Verbindung mit der Adspektion, die Umfangsvermeh-
rung der Sehne und der Unterhaut bestimmt. Diese entstehen sowohl bei akuten Tendopathien als auch
bei chronisch degenerativen Sehnenerkrankungen. Die Schwellungen werden entsprechend entweder
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uberwiegend durch Flussigkeitseinlagerungen oder durch Vernarbungen und Unterhautfibrosen hervor-
gerufen. Zum anderen wird durch die Palpation die Druckempfindlichkeit der Sehne Uberpruft. Sie erfor-
dert Ubung und Einfiihlungsvermdgen, eine seitenvergleichende Palpation ist empfehlenswert (Baxter
and Stashak 2011, Jorgensen et al. 2011). Die Druckempfindlichkeit gilt als zuverlassiges und frihes
Anzeichen einer Tendopathie, das noch vor Entstehung einer Lahmheit erfassbar ist (Bertone 2011).
Allerdings wird die palpatorische Erfassung von Rezidiven geringen Ausmafes bei chronisch verdickten
Sehnen erschwert. Provokationsproben wie Beuge- und Streckproben werden im Einzelfall durchge-
fuhrt. Nicht bei allen Pferden mit Tendopathien ist eine Lahmheit feststellbar. Der Grad der Lahmheit
kann jedoch im akuten Stadium hoch sein und soll positiv mit dem Ausmall des Sehnenschadens
(Jorgensen et al. 2011) oder eher mit dem Grad der Entziindung als mit der Grof3e des Schadens korre-
lieren (Avella and Smith 2012). Der Lahmheitsgrad nimmt im weiteren Verlauf Ublicherweise ab und die
Lahmheit verschwindet meistens zunachst. Sie kann bei Belastung wieder in Erscheinung treten (Avella
and Smith 2012).

4.7.2 B-mode Sonographie

Seit den 1980er Jahren ist die Echtzeit-B-mode Sonographie zur Diagnostik (Rantanen 1982, Rantanen
et al. 1985) und Nachverfolgung von natrlichen (Reef et al. 1988, Genovese et al. 1997, Reef et al.
1997) und experimentellen (Gaughan et al. 1991) Tendopathien in der Pfedeorthopédie fest verankert.
Die Technik ist nicht invasiv, auch unter Praxisbedingungen verhaltnismaRig einfach anwendbar und
hat seit ihrer Einflihrung eine starke Weiterentwicklung hinsichtlich der Bildqualitat und Benutzerfreund-
lichkeit erfahren. Es werden Ublicherweise 7,5 -18 MHz Linearsonden verwendet. Neben der subjekti-
ven oder computergestltzten Graustufenanalyse von Langs- und Querschnittbildern erfolgt die Auswer-
tung der Befunde anhand von Messungen (z.B. gesamter Sehnenquerschnitt, Querschnitt des Defek-
tes) (Gillis et al. 1995) oder der Anwendung von semiquantitativen Bewertungsschemata (z.B.
Echogenitats-Score, Faserblndelparallelitats-Score) (Genovese et al. 1990, Genovese et al. 1997, Reef
et al. 1997). Dazu wird der palmare Mittelfu in 7 Zonen eingeteilt (Genovese et al. 1986, Rantanen et
al. 2003) oder der Abstand zwischen dem Os carpi accessorium und der Ultraschallsonde bestimmt
(Redding 2011). Es sollte mdglichst eine vergleichende Untersuchung der kontralateralen Sehne erfol-
gen, da bei ca. 30% der OBS-Tendopathien subklinische degenerative Veranderungen der Gegenseite
zu finden sind (Avella et al. 2009). Histologische Untersuchungen zeigen, dass die Korrelation der
Graustufenanalyse mit der tatséchlichen Sehnenintegritat begrenzt ist (Nicoll et al. 1992, Tsukiyama et
al. 1996, van Schie et al. 2000) und mit fortschreitender Fibrosierung der Lasion abnimmt (Crass et al.
1992). Die Genauigkeit der verwendeten Scores ist z.T. unzureichend mit histologischen Korrelaten
validiert (Genovese et al. 1990). Die B-mode Sonographie unterliegt einer Untersucherabhangigkeit
(Pickersgill et al. 2001), und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist begrenzt (van Schie et al. 1999),
sodass der diagnostische Wert des Verfahrens in den letzten Jahren in Frage gestellt wurde (Crass et
al. 1992, van Schie et al. 1999, Karlin et al. 2011).

4.7.3 Ultrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC)

Die ultrasonographische Gewebecharakterisierung (ultrasonographic tissue characterization, UTC; Fa.
utc-imaging, Stein, Niederlande) basiert auf der B-mode Ultrasonographie: Eine 7-12 MHz Ultraschall-
Linearsonde ist an einer motorgetriebenen Einheit befestigt, mit deren Hilfe die Sonde mit kontinuierli-
cher Geschwindigkeit in orthogonaler Position zum Sehnenpaket (iber eine rechteckige Vorlaufstrecke
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gleitet, die in einem Rahmen ebenfalls an der motorgetriebenen Einheit befestigt ist und dem hinteren
Aspekt des MittelfuBes anliegt. Bei diesem Scan-Vorgang Uber eine Strecke von 12 cm Lange werden
im Abstand von 0,2 mm transversale Schnittbilder der Sehne erzeugt. Die Ultraschall-Rohdaten werden
per Kabel an einen Laptop-Computer geschickt. Mit Hilfe einer Software wird daraus ein 3-
dimensionaler Datenblock erzeugt, aus dem dann auch longitudinale und koronale Schnittbilder abzulei-
ten sind. Mit Hilfe der vom Hersteller entwickelten UTC-Algorithmen wird die Kontinuitat der Echos, d.h.
die Stabilitat der Echotextur Uber konsekutive, virtuell ,gestapelte” transversale Ultraschallbilder in 4
Kategorien unterteilt: Typ I-Echos werden von intakten, parallel verlaufenden sekundaren Kollagenfa-
serblndeln, so genannten Faszikeln, erzeugt (griin markiert); Typ II-Echos werden von unterbrochenen,
umfangsvermehrten und wellenférmigen sekundaren Kollagenfaserbindeln generiert (blau); Typ IlI-
Echos korrelieren mit kleinen Fibrillen (rot) und Typ IV-Echos mit amorpher Gewebematrix und Flissig-
keit (schwarz). Die Echotypen | und Il sind ,strukturbezogene Echos®, die von Strukturen mit einer Gro-
e oberhalb der axialen Auflésung (@ > 0,35 mm bei 12 MHz Schallfrequenz) erzeugt werden, wahrend
die Echotypen Ill und IV durch Strukturen unterhalb der axialen Auflésung (2 < 0,35 mm bei 12 MHz
Schallfrequenz) entstehen und somit als ,interferierende Echos* gelten (http://utcimaging.com; aufgeru-
fen am 18.10.2016). Es besteht eine systematisch untersuchte Korrelation der Echotypen mit feinge-
weblichen Eigenschaften der Sehne (van Schie et al. 2001). Die wesentlichen Vorteile der UTC-Technik
gegeniber der B-mode Ultrasonographie bestehen in einer hdheren Sensitivitat, besseren Wiederhol-
barkeit und Untersucherunabhangigkeit (van Schie et al. 2000, van Schie et al. 2001). Ein Nachteil der
UTC-Technik zum jetzigen Zeitpunkt ist, dass sie beim Pferd im Wesentlichen zur Untersuchung der
oberflachlichen Beugesehne im MittelfulRbereich etabliert ist, wenngleich die Untersuchung des Fessel-
tragers beschrieben wurde. Die Untersuchung erfordert eine tiefe Sedierung. (http://utcimaging.com;
aufgerufen am 18.10.2016).

474 Farb-Doppler-Sonographie

Die medizinische Doppler Ultrasonographie basiert darauf, dass es zu einer Anderung der Frequenz
von Schallwellen kommt, wenn sie von sich bewegenden roten Blutzellen reflektiert werden (Doppler-
Effekt). Diese Anderung wird von der Ultraschallsonde erfasst und im Gerét ausgewertet. Bei der Farb-
kodierten-Doppler (kurz: Farb-Doppler) Sonographie wird die Richtung des Blutflusses im Verhaltnis zur
Position der Sonde farblich kodiert wiedergegeben. Durch Abstufungen der Farbtone erfolgt zudem eine
Darstellung der Geschwindigkeit des Blutstromes. Das Farb-Doppler Bild wird am Gerat tber der Ebene
des B-mode Bildes angeordnet, sodass eine sonoanatomische Orientierung moglich ist (Reef 1998). Bei
der Power-Doppler Sonographie handelt es sich um eine Modifikation, bei der die Energie der Blutbe-
wegung dargestellt wird und die zu einer hoheren Sensitivitat bei der Darstellung geringer Blutflussraten
fuhrt. Die Technik wird weniger stark als die Farb-Doppler Technik durch den Untersuchungswinkel
beeinflusst (Reef 1998).

Die Farb-Doppler Sonographie wurde zur Erfassung der Blutperfusion und der Vaskularisation von
Sehnen an lebenden Individuen genutzt (Ohberg et al. 2001). An der humanen Patellarsehne zeigt das
Verfahren eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat. Die Vaskularisation nicht erkrankter Sehnen ist
schwach ausgepragt und mit Hilfe dieses Verfahrens nicht zuverlassig nachweisbar (Weinberg et al.
1998). Die Technik ist hingegen gut geeignet, um Hinweise auf den Verlauf der Neovaskularisation im
Rahmen der Sehnenheilung bei Pferden zu erlangen (Kristoffersen et al. 2005, Bosch et al. 2011,
Murata et al. 2012).
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4.7.5 Magnetresonanztomographie

Magnetresonanztomographie (MRT) beruht auf dem Prinzip der Kernspinresonanz. Atomkerne im un-
tersuchten Gewebe werden durch magnetische Felder zu bestimmten Bewegungen angeregt, sodass
bis zum Abklingen der Bewegung ein messbares Signal in Form einer Wechselspannung ensteht (Bolas
2011). In der Humanmedizin kommt der MRT-Untersuchung bei Tendopathien aufgrund ihrer einfachen
Anwendbarkeit und ihres hohen diagnostischen Wertes bei degenerativen Erkrankungen der Achilles-
Sehne eine mindestens so groRe Bedeutung zu wie der Ultrasonographie (Docking et al. 2015). Zur
Anwendung beim Pferd stehen inzwischen zahlreiche Niederfeldgerate (Magnetfeldstarke bis zu 0,3
Tesla) flr den Einsatz am stehenden, tief sedierten Pferd in privaten und universitaren Kliniken zur Ver-
flgung, die zumeist eine Feldstarke von 0,28 Tesla aufweisen (Werpy 2011). Der Einsatz zur Untersu-
chung von Tendopathien der Sehnen am Mittelfull beschrankt sich aufgrund der guten Zuganglichkeit
dieser Region fir die B-mode Sonographie derzeit meist noch auf postmortale und tierexperimentelle
Untersuchungen (Crass et al. 1992, Schramme et al. 2010, Karlin et al. 2011). Magnetresonanztomo-
graphische Untersuchungen werden deshalb haufiger zur Diagnostik von Erkrankungen der Sehnen
und Bander im distalen Zehenbereich und des Fesseltragerursprunges vorgenommen. Aufgrund der
begrenzten Aufloésung von Niederfeldgeraten sind diese fiir komplexere Fragestellungen und Verlaufs-
kontrollen weniger geeignet. Fur die Pferdeorthopadie stehen jedoch zur Zeit nur einzelne Hochfeldge-
rate (z.B. 1,5 T, 3 T) in spezialisierten Einrichtungen zur Verfugung. Mit diesen Geraten konnen hoch-
auflésende Bilder erzeugt werden, die jedoch eine Allgemeinanasthesie erforderlich machen (Leece
2011). Aus wissenschaftlicher Sicht bietet die MRT-Untersuchung die Mdglichkeit, den Verbleib von
MSCs, die mit Eisen-Nanopartikeln markiert wurden, in vitro (Bourzac et al. 2014) oder nach Injektion
am lebenden Pferd nachzuverfolgen (Burk et al. 2016) (s.u.). Zusammenfassend ist insbesondere die
Hochfeld-Magnetresonanztomographie ein Diagnostikum mit hoher Aussagekraft, das aufgrund des
Aufwandes und der Verfligbarkeit bei Tendopathien des MittelfuRes von Pferden im klinischen und wis-
senschaftlichen Bereich bislang weniger intensiv genutzt wird.

476 Feinnadelbiopsie und Histologie, Immunhistologie

Um dem Bedurfnis nachzugehen, eine direkte Beurteilung der feingeweblichen Sehnenintegritat am
lebenden Individuum mit einer vertretbaren Belastung vorzunehmen, wurden die Feinnadelbiopsie als
Diagnostikum von Tendopathien zunachst in der Humanmedizin (Movin et al. 1997, Movin et al. 1997)
und spéater auch in der Pferdeorthopadie eingeflhrt (Wagels et al. 2001). Sie stellt eine Weiterentwick-
lung von invasiveren Exzisions- oder Stanzbiopsien dar (Webbon 1982, Carvalho et al. 2013), bietet
jedoch ebenso die Mdglichkeit einer histologischen sowie elektronenmikroskopischen Aufarbeitung von
Gewebeproben und ist gut vertraglich (Buck et al. 2002). Das Volumen der Gewebeproben und die
Wiederholbarkeit der Technik sind naturgemal begrenzt. Die Aussagekraft bezieht sich auf einen klei-
nen Bereich der untersuchten Sehne. Eine Beeinflussung der Sehnenheilung durch das Verfahren per
se ist nicht auszuschlieen (Henninger et al. 1992).

Die histologische Sehnenintegritat wird Ublicherweise zunachst an mit Hdmalaun und Eosin gefarbten
Schnittpraparaten, die im Verlauf der Sehnenachse angefertigt wurden, beurteilt. Dies erfolgt anhand
von Scores, die z.B. folgende Parameter beriicksichtigen: Zellkernmorphologie der Tenozyten, Variatio-
nen hinsichtlich der Zellverteilung, Faserparallelitat, Vaskularisation (Astrom and Rausing 1995, Movin
et al. 1997, Bosch et al. 2010). Zum Teil werden zusatzlich Infiltrationen mit Entzlindungszellen, Einblu-
tungen und andere Kriterien erfasst (Nixon et al. 2008). Durch Graduierung dieser Parameter und eine
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Befunderhebung in einer definierten Anzahl zufallig ausgewahlter mikroskopischer Gesichtsfelder sowie
idealerweise die Einbindung mehrerer unabhangiger Untersucher wird eine weitreichende Objektivie-
rung der histologischen Beurteilung angestrebt. Zur weiterfuhrenden Diagnostik werden Spezialfarbun-
gen (Masson-Trichrom, Pikrosirius-Rot) (Nixon et al. 2008, Estrada et al. 2014) und immunhistochemi-
sche Verfahren zum Nachweis von Bestandteilen der EZM wie z.B. Kollagentypen |, 1ll, COMP u.a.
(Nixon et al. 2008, Crovace et al. 2010) oder zur Darstellung von GefaBanschnitten (v.-Willebrand-
Faktor / Faktor VIII) verwendet (Bosch et al. 2011). Die Auswertung der Immunreaktion erfolgt zumeist
semiquantitativ anhand von Scores (Nixon et al. 2008, Crovace et al. 2010).

Zusétzlich kann die Expression der kollagentyp-spezifischen mRNS in Fibroblasten und Tenoblasten an
Schnittpraparaten durch in situ Hybridisierung ermittelt werden (Dahlgren et al. 2005). Die quantitative
real-time PCR wiederum ermdglicht im Rahmen der molekularen Analyse einer homogenisierten Gewe-
beprobe die genaue Bestimmung des Gehaltes an kollagentyp-spezifischer mRNS und somit eine indi-
rekte Quantifizierung von z.B. Kollagentypen (Dahigren et al. 2005).

Immunhistochemische Techniken sind geeignet, die Verteilung von Proteinen der Sehnenmatrix in Ge-
webeschnitten zu bestimmen. Das Ergebnis wird durch zahlreiche Faktoren wie Gewebefixierung
und -verarbeitung, Art der Primarantikdrper etc. beeinflusst (Ramos-Vara 2005). Molekularbiologische
Methoden hingegen ermdglichen eine genaue Quantifizierung der Genexpression von Proteinen und
weisen eine hohe Sensitivitat und gute Reproduzierbarkeit auf (Orlando et al. 1998, Bustin 2000).

4.7.7  Nachverfolgung implantierter MSCs (cell tracking)

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse klinischer und tierexperimenteller Untersuchungen zur
Behandlung von Tendopathien mit MSCs ruckte die Frage nach den Wirkweisen dieses Zelltyps und
damit nach dem Verbleib der Zellen nach der Injektion in den Mittelpunkt (Guest et al. 2008). Die Nach-
verfolgung von MSCs (cell tracking) erfolgt idealerweise nicht durch eine einzelne Methode, da alle
Methoden Starken und Nachteile mit sich bringen. Das cell tracking basiert auf der Markierung der Zel-
len nach ihrer Kultur und vor der Injektion, sodass eine Detektion der MSCs entweder nicht invasiv am
lebenden Pferd mit geeigneten bildgebenden Techniken oder mit feingeweblichen Verfahren am Gewe-
bepraparat erfolgen kann. Der geeignete Zeitraum der Detektion kann je nach Verfahren variieren. Als
nicht invasives Verfahren steht die Markierung der MSCs mit einem Radiopharmakon und anschlie3en-
der nuklearmedizinischer Detektion (Szintigraphie) Uber einen begrenzten Zeitraum (ca. 24 Std.) zur
Verflgung (Sole et al. 2012). Alternativ kann eine Markierung mit Nanokristallen (quantum dots) erfol-
gen, die unempfindlich gegentber metabolischen Einflissen sind und nur minimale zytotoxische Effekte
aufweisen (Collins et al. 2012). Zudem steht eine Markierung mit superparamagnetischen Eisenoxid
(SPIO)-Partikeln, die mittels Magnetresonanztomographie (MRT) (s.0.) insbesondere in T2* gewichteten
Sequenzen nachweisbar sind, zur Verfigung (Scharf et al. 2015). Dieses Markierungsverfahren bietet
den Vorteil, dass es mit der histologischen Detektion von Eisen mit einer Spezialfarbung (Preufisch
Blau) kombiniert werden kann (Julke et al. 2015). Andere, komplexere Verfahren erfordern eine gen-
technische Markierung der Zellen z.B. mit einem lentiviralen Plasmid (Transfektion mit Reportergen),
das z.B. fur das grine fluoreszierende Protein (GFP) kodiert, welches wiederum mit verschiedenen
Techniken (fluoreszenzmikroskopisch, immunhistochemisch, mittels Immunfluoreszenz) am Praparat
nachgewiesen werden kann (Guest et al. 2008, Guest et al. 2010). Die ,Autofluoreszenz® von Kollagen
und Zellmetaboliten kann die fluoreszenzmikroskopische Beurteilung erschweren.

Zum Zeitpunkt der Konzeption dieser Arbeit waren in der Literatur zwei Pilotstudien verfiigbar, die erste
Einblicke tber den Verbleib von BM-MSCs und embryonal-ahnlichen Stammzellen (ESCs) nach Implan-
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tation in equine Sehnen gaben. Nach 10 Tagen wurden noch 5% der BM-MSCs nachgewiesen, wah-
rend ESCs bis zu 90 Tage lang detektierbar waren (Guest et al. 2010). Studien zum Verbleib von AT-
MSCs nach intratendindser Injektion beim Pferd fehlten, sodass dazu eine eigene Langzeituntersu-
chung erfolgte (Publikation 6, Anhang 13.6). In einer danach publizierten Langzeit-Untersuchung einer
anderen Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass markierte AT-MSCs mittels MRT und histologisch bis zu 24
Wochen im Bereich der Sehnenlasion und sogar in kontralateralen Sehnenschaden nachgewiesen wer-
den konnen (Burk et al. 2016).
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5 Konzept und Zielsetzung

Folgende Ziele standen im Mittelpunkt der Arbeit:

Optimierung der Knochenmarkentnahme und der BM-MSC-Ausbeute aus dem equinen Brust-
bein

Uberpriifung der kurzfristigen Lagerungsfahigkeit und des Wachstumsfaktorengehaltes von au-
tologen Thrombozytenkonzentraten

Charakterisierung des diagnostischen Wertes etablierter und neuer Methoden bei der Verlaufs-
kontrolle von Erkrankungen der oberflachlichen Beugesehne. Berlcksichtigt wurden dabei die
klinische Untersuchung und die B-mode Sonographie sowie die Farb-Doppler-Sonographie, die
Utrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC), die Feinnadelbiopsie, die histologische
Untersuchung sowie mehrere Methoden zur Nachverfolgung des Verbleibs von MSCs (cell tra-
cking).

Uberpriifung des Effektes autologer AT-MSCs auf chirurgisch erzeugte Lasionen der oberflach-
lichen Beugesehne. Dazu wurden die Utrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC) und
Doppler-Sonographie sowie finale histologische, biochemische und biomechanische Untersu-
chungen eingesetzt.

Uberpriifung des Effektes von autologem konditioniertem Serum auf natiirlich entstandene L&-
sionen der oberflachlichen Beugesehne. Ein besonderer Aspekt war die feingewebliche Ver-
laufskontrolle durch Gewinnung sequentieller Feinnadelbioptate.

Uberpriifung des Effektes eines autologen thromobozytenreichen Plasmaproduktes auf natiir-
lich entstandene Lasionen der oberflachlichen Beugesehne. Hierzu wurde neben der B-mode
Sonographie die Utrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC) verwendet.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden teilweise die Zusammenfassungen der Publikationen 3-10 wie-
dergegeben (Anhang 13.3 - 13.10).

6.1 Optimierung der Knochenmarkentnahme aus dem Brustbein zur Herstellung von kultivierten BM-
MSCs (Publikationen 3, 4; Anhang 13.3, 13.4)

Eydt, C., Schrock, C.*, Geburek, F.*, Rohn, K., Staszyk, C.t, Pfarrer, Ct. Three-Dimensional Anatomy
of the Equine Sternum. Anat. Histol. Embryol. 2014, 44 (2): 99-106. Erstmals online publiziert am 9.
April 2014.

*tAutoren haben gleichwertigen Anteil an der Arbeit

Zur sicheren und reproduzierbaren Knochenmarksaspiration aus dem equinen Brustbein, z.B. fir die
Herstellung von potentiell regenerativen Produkten fiir die Sehnenbehandlung, ist eine zuverlassige
anatomische Beschreibung unerlasslich, insbesondere um das Risiko von Fehlpunktionen mit lebens-
bedrohlichen Konsequenzen zu minimieren. In der anatomischen Literatur variieren die Angaben zur
Struktur und Anzahl der Sternebrae bei Pferden jedoch erheblich. Isolierte Brustbeine von Pferden un-
terschiedlichen Alters wurden mittels Computertomographie (CT) und einzelne Sternebrae mittels Mik-
ro-CT untersucht. Die Dimensionen der Sternebrae wurde anhand der gewonnenen Daten nach
multiplananer Rekonstruktion mit Hilfe des Programmes AMIRA (version 5.2.0; Visage Imaging GmbH,
Berlin) bestimmt. Es lag bei allen Pferden eine einheitliche Anordnung von 7 Sternebrae vor, wobei
jeweils die 6. und 7. Sternebra fusioniert waren. Die kranialen Brustbeinsegmente (Sternebrae 1-3)
waren seitlich abgeflacht, wohingegen die kaudalen (Sternebrae 6 und 7) dorso-ventral abgeflacht wa-
ren. Im Gegensatz dazu waren die Sternebrae 4 und 5 kugelformig. Das Zentrum der Sternebrae be-
stand aus einem radioluzenten, grobmaschigen Netz aus mineralisierten Knochentrabekeln. Die Peri-
pherie der einzelnen Sternebrae war aus rontgendichterem Geflechtknochen zusammengesetzt, der
von einer Knochenrinde (Substantia corticalis) mit einer Dicke von < 1 mm umgeben war. Die Brust-
beinsegmente 3, 4 und 5 wiesen ein signifikant hdheres Volumen als die anderen Sternebrae auf (p <
0,05). Die Sternebrae 6 und 7 besalien die geringste dorso-ventrale Ausdehnung. Es lag eine positive
Korrelation zwischen den Dimensionen der Sternebrae und dem Alter der Pferde, hingegen keine Korre-
lation mit dem Kdrpergewicht der Pferde vor.

Fazit: Die Untersuchung lasst die Schlussfolgerung zu, dass das Brustbein bei Warmblutpferden ein-
heitlich aus 7 Segmenten besteht und das Volumen der Sternebrae mit dem Alter der Pferde zunimmt.
Die 4. und 5. Sternebra erscheinen aufgrund inrer Kugelform, ihres hohen Volumens, der wenig promi-
nenten Crista sterni am ventralen Aspekt dieses Brustbeinabschnittes und der guten Zuganglichkeit am
stehenden Pferd unter Klinikbedingungen am besten fir die Punktion geeignet. Dieses Ergebnis diente
als Grundlage fur die Untersuchung der optimalen BM-MSC Ausbeute aus Aspiraten dieser Sternebrae,
die in Publikation 4 (Anhang 13.4) dargestellt ist.
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Eydt, C., Geburek, F.*, Schrock, C.*, Hambruch, N., Rohn, K., Pfarrer, C.t, Staszyk, C.t Sternal bone
marrow derived equine multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs): Investigations considering the
sampling site and the use of different culture media. Vet. Med. Sci. 2016, 20 Jun; 2 (3): 200-210.

*TAutoren haben gleichwertigen Anteil an der Arbeit

Um die Gewinnung von MSCs aus Knochenmarksaspiraten zu optimieren, wurde in einer vergleichen-
den Studie an Warmblutpferden (Alter 2-28 Jahre, Korpergewicht 480-640 kg) in Allgemeinanasthesie
Knochenmark in einer Tiefe von 10 mm und 30 mm dorsal der ventralen Kontur der Sternebrae 4 und 5
durch Aspiration entnommen. Dazu wurden die Medianebene und die kranio-kaudale Ausdehnung der
Sternebrae mittels Ultraschall lokalisiert und in der Haut markiert. Im Zentrum der jeweiligen Sternebra
wurde der Abstand zwischen der Hautoberflache und der ventralen Knochenoberflache des Sternums
ultrasonographisch bestimmt. Nach einer zentralen Stichinzision des Weichgewebes wurde die Kno-
chenmarkpunktionskantle (Jamshidi-Nadel) bis zum Auftreten eines deutlichen Widerstandes vorge-
schoben und die Ebene der Hautoberflache auf der Kanile markiert. Zusatzlich wurde die beabsichtigte
Gesamtpunktionstiefe durch Addition einer Strecke von 10 mm (6 Pferde) bzw. 30 mm (6 Pferde) auf
der Kanile markiert und die Kandle entsprechend tief in die Brustbeinsegmente eingefihrt. Pro Gruppe
wurden bei jeweils 3 Pferden 5 ml Knochenmark aus Sternebra 4 und 10 ml aus Sternebra 5 gewonnen,
bei den verbleibenden Pferden wurden 10 ml Knochenmark aus Sternebra 4 und 5 ml aus Sternebra 5
entnommen. Die Tiefe der Knochenpunktion wurde postmortal mittels CT Uberpruft. Die aus den unter-
schiedlichen Knochenmarksaspiraten isolierten MSCs wurden unter Zugabe von fetalem Kalberserum,
standardisiertem Pferdeserum und autologem Pferdeserum kultiviert. Die Kapazitat zur Selbsterneue-
rung (koloniebildende Einheiten) sowie die Migrations- und Proliferationskapazitat (scratch-assay) der
MSCs wurden in Abhangigkeit von den Kulturmedien verglichen.

Der ultrasonographisch ermittelte durchschnittliche Abstand zwischen Hautoberflache und Brustbein
betrug flr die 4. Sternebra 26,4 + 6,4 mm und fur die 5. Sternebra 29,6 £ 7,8 mm. Die durch klinische
Messung und Markierung auf der Kanlle geplante Punktionstiefe der Brustbeinsegmente war fiir die 4.
Sternebra deutlich (9,0 £ 5,5 mm) und fir die 5. Sternebra minimal (2,9 £ 2,0 mm) groRer als die mittels
CT bestimmte. Die durch CT ermittelte ventrale Knorpelschicht der Sternebra 4 war deutlich dicker (12,0
+ 5,0 mm) als die der Sternebra 5 (6,6 £ 2,3 mm). Der Punktionskanal in den Brustbeinsegmenten wich
geringgradig von einem zur Ventralfliche orthogonalen Verlauf ab. Die geometrische Mitte der Sterneb-
ra 4 und 5 lag bei 32,2 + 3,3 mm bzw. 27,3 + 3,7 mm.

Eine Knochenmarksaspiration aus Sternebra 4 war in einer geplanten Tiefe von 10 mm in den meisten
Fallen nicht erfolgreich, wahrend sie in derselben Tiefe in Sterebra 5 regelmaRig Knochenmark lieferte.
Aus den Sternebrae 4 und 5 gewonnenes Knochenmark ermdglichte unabhangig von den gewéhlten
Punktionstiefen eine erfolgreiche Isolierung und Kultur von MSCs. Die Selbsterneuerungskapazitat war
bei Zugabe von standardisiertem Pferdeserum signifkant geringer als bei fetalem Kéalberserum. Hin-
sichtlich der anderen Parameter unterschied sich der Effekt der Kulturmedien nicht. Bei zwei Proben
war die Zellkultur in Gegenwart von autologem Serum nicht erfolgreich.

Fazit: Die Ultrasonographie ermdglicht eine gute Abschatzung der Dicke des Weichgewebes (Haut,
Muskulatur), die das kaudale Brustbein tberlagert, und die Festlegung einer Punktionsstelle im Zentrum
der ventralen Sternebra-Oberflache. Nach Durchdringen des Weichgewebes mit der Knochen-
markpunktionskantle kann die Punktionstiefe am 5. Brustbeinsegment durch Messung und Markierung
auf der Kanile angemessen genau geplant werden. Bei der 4. Sternebra kommt es mit dieser Messme-
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thode hingegen zu einer Verringerung der geplanten Punktionstiefe des kndchernen Anteils, da der
deutlich dickere Knorpelliberzug die Kantle aufgrund seines partiell knochenahnlichen Widerstandes
verfriht abbremst. Ultrasonographische Dickenmessungen der Knorpelschicht erméglichen keine siche-
re Aussage Uber den Widerstand des Knorpels bei der Punktion. Das Abweichen von der orthogonalen
Punktionsrichtung hat einen wesentlichen Einfluss auf die Punktionstiefe. Die Untersuchung zeigt, dass
bei beiden Sternebrae eine geringe Penetrationstiefe des Brustbeines von ca. 10 mm zur MSC-
Gewinnung ausreichend ist, wenngleich eine Tiefe von ca. 30 mm bei gleicher Sicherheit zuverlassiger
ausreichende Knochenmarksvolumina liefert. Die 5. Sternebra ist aufgrund ihrer Kugelform und einer
dinnen ventralen Knorpeloberflache am besten fiir die Gewinnung von Knochenmark zur MSC Aufbe-
reitung geeignet. Die Kultur und Expansion von MSCs war bei Nutzung von fetalem Kéalberserum am
effektivsten. Die Berlcksichtigung dieser Ergebnisse tragt dazu bei, Brustbeinpunktionen zu vereinfa-
chen, ihre Komplikationsrisiken zu senken und eine hohe Zellausbeute zu erzielen.

6.2 Lagerungsstabilitdt von Thrombozytenkonzentraten (Publikation 5, Anhang 13.5)

Hauschild, G.*, Geburek, F.*, Gosheger, G., Eveslage, M., Serrano, D., Streitbirger, A., Johannlikens,
S., Menzel, D., Mischke, R. Short term storage stability at room temperature of two different platelet-rich
plasma preparations from equine donors and potential impact on growth factor concentrations. BMC
Vet. Res. 2017, 5. Jan.; 13 (1): 7.

*Geteilte Erstautorenschaft / Autoren haben gleichwertigen Anteil an der Arbeit

Trotz des haufigen Einsatzes von thrombozytenreichem Plasma (PRP) in der Pferdeorthopéadie, z.B. zur
Behandlung von Tendopathien, ist das Wissen um die Bedeutung verschiedener Aufbereitungsverfah-
ren und Anwendungsprotokolle bisher begrenzt. Im Hinblick auf eine mdglichst flexible Anwendung von
PRP ist dessen Lagerungsstabiliat von Interesse. Ziel der Untersuchung war es, am equinen Modell die
Lagerungsstabiliat der Wachstumsfaktoren platelet derived growth factor BB (PDGF-BB) und transfor-
ming growth factor-R1 (TGF-R1) einerseits in einem einfach zentrifugierten (,softspin“) leukozytenarmen
Plasmaprodukt (autologous conditioned plasma, ACP®) und andererseits in einem gravitationsfiltrierten
leukozytenreichen Thrombozytenkonzentrat (equine-platelet enhancement therapy, E-PET) Uber einen
Zeitraum von 6 Stunden zu bestimmen und magliche Einflussfaktoren auf die finale Wachstumsfakto-
renkonzentration herauszuarbeiten.

Die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren blieben iber den gesamten Beobachtungszeitraum bei
beiden PRP Aufbereitungen stabil. Der Mittelwert betrug beim System E-PET fir PDGF-BB 3569 pg/ml
und war signifikant hdher (p = 0,03) als beim ACP®. In diesem Substrat lag der Gehalt an PDGF-BB bei
1276 pg/ml und an TGF-R1 bei 5086 pg/ml. Die Hohe des TGF-R1-Gehaltes war im Thrombozytenkon-
zentrat ad modum E-PET aus vermutlich technischen Griinden zumeist unter der Nachweisgrenze und
unterlag starken Schwankungen zwischen den Probanden, sodass diese Daten nicht ausgewertet wur-
den. Es bestand kein signifikanter Einfluss des Gehaltes an Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozy-
ten im Vollblut der Probanden auf den Wachstumsfaktorengehalt in den Thrombozytenkonzentraten
beider Herstellungsarten (Korrelationen nach Pearson). Im ACP® lag keine signifikante Abh&ngigkeit
zwischen der Anzahl von Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyten in der Praparation und dem
Wachstumsfaktorengehalt vor. Eine Ausnahme bildete TGF-R1, das eine starke positive Korrelation mit
dem Leukozytengehalt im ACP® aufwies. Der PDGF-BB Gehalt des E-PET Konzentrates wies eine
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starke positive Korrelation mit dem Gehalt an Thrombozyten und eine starke negative Korrelation mit
den Leukozytenzahlen sowie keine Korrelation mit der Anzahl an Erythrozyten im Endprodukt auf.

Fazit: Die Thrombozytenkonzentrate ad modum E-PET und ACP® kdnnen bei Raumtemperatur mindes-
tens 6 Stunden lang aufbewahrt werden, ohne dass es zu einem Abfall des Wachstumsfaktorengehal-
tes kommt. Der Wachstumsfaktorengehalt von Thrombozytenkonzentraten weist je nach Herstellungs-
verfahren deutliche Unterschiede auf. Ein einheitliches Muster von Abhangigkeiten zwischen den Pro-
duktkomponenten und den gemessenen Wachstumsfaktorenkonzentrationen lasst sich vor dem Hinter-
grund dieser Studie nicht darstellen. Weitere standardisierte Untersuchungen sind erforderlich, um ein-
deutige EinflussgroRen auf die zu erreichenden Konzentrationen der Wachstumsfaktoren zu bestim-
men.

6.3  Klinische Untersuchung, Bildgebung und Biopsie als Verfahren zur Nachverfolgung von Tendo-
pathien bei lebenden Pferden (Publikationen 6, 7, 8, 9, 10; Anhang 13.6, 13.7, 13.8, 13.9, 13.10)

6.3.1  Klinische Untersuchung

Die Klinische Untersuchung von Tendopathien wurde zur Verlaufskontrolle von chirurgisch erzeugten
Tendopathien (Publikation 7, Anhang 13.7) sowie natirlich entstandenen Lasionen der OBS (Publikati-
on 9, Anhang 13.9; Publikation 10, Anhang 13.10) angewendet. Sie beinhaltete die visuelle Bestim-
mung des Lahmheitsgrades sowie die palpatorische Einschatzung der Hautoberflachenwarme im Be-
reich der OBS sowie der Druckempfindlichkeit und Umfangsvermehrung dieser Struktur. Es wurden
etablierte Bewertungsschemata (Scores) verwendet (Schmidt 1989, Edinger 2010). Die Anwendbarkeit
der Verfahren war flr einen getibten Untersucher gut. Insgesamt kam es bei den natirlich erkrankten
Pferden bis zu ca. 12 Wochen nach Diagnosestellung zu einer starken Reduktion der klinischen Ent-
ztindungsanzeichen. Bis dahin ermoglichte das Verfahren die Bestimmung unterschiedlicher Verlaufe
innerhalb der Gruppen. Danach war der diagnostische Wert geringer einzuschatzen. In einer Studie
(Publikation 9, Anhang 13.9) nahm die klinisch ermittelte Umfangsvermehrung der OBS-Region ab,
wahrend sich der ultrasonographisch bestimmten Gesamtquerschnitt (T-CSA) der OBS nicht anderte.
Dies weist auf eine Abnahme der Unterhautschwellung hin, da diese zwar bei der klinischen Untersu-
chung zwangslaufig mit erfasst wird, wahrend sie bei der Sehnenquerschnittsmessung ublicherweise
unbertcksichtigt bleibt (Genovese et al. 1990).

Fazit: Die klinische Untersuchung bleibt trotz Verfiigbarkeit von sensitiveren Verfahren (computerunter-
stitzte Ganganalyse, Sehnenquerschnittsmessungen auf Basis bildgebender Verfahren, Messung des
MittelfuBumfanges, Thermographie) ein einfach anwendbarer grundlegender Bestandteil der Untersu-
chung von Pferden mit Tendopathien. Der diagnostische Wert der klinischen Untersuchung ist zu Be-
ginn der Sehnenerkrankung hoch. Die Palpation kann aufgrund ihrer Miterfassung des peritendinésen
Gewebes insbesondere nach der Bestimmung des eigentlichen Sehnenquerschnittes mit bildgebenden
Verfahren zur Einschatzung von Unterhautschwellungen herangezogen werden. Die klinische Untersu-
chung erlaubt nur begrenzte Ruckschlisse auf die Dauer und die Art des Sehnenschadens (zentral,
diffus, randstandig). Das Verfahren spielt fur die langfristige Nachverfolgung und die Einschatzung von
Rezidiven eine Rolle.
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6.3.2 B-mode Ultrasonographie

Die B-mode Ultrasonographie wurde in einer tierexperimentellen Untersuchung (Publikation 7, Anhang
13.7) und in zwei Untersuchungen an nattirlich erkrankten Patienten (Publikation 9, Anhang 13.9; Publi-
kation 10, Anhang 13.10) angewendet. Anhand der Echotextur der Querschnittsbilder erfolgte bei den
natlrlich entstandenen Lasionen eine Einteilung der Sehnenschaden in diffuse, randstandige sowie
zentrale Lasionen (Kernlasionen). In allen Studien wurden in 7 Untersuchungsebenen u.a. etablierte
Querschnittsmessungen der oberflachlichen Beugesehne (total cross sectional area, T-CSA) vorge-
nommen und etablierte Scores wie der Echogenitats-Score (total echogenicity score, TES) sowie der
Faserblindelparallelitats-Score (total fibre alignment score, TFAS) genutzt.

Die Anwendbarkeit der Technik war gut. Die Einteilung der Sehnenschaden in Lasionstypen war in den
meisten Fallen einfach. Die Querschnittsmessungen waren unter Inkaufnahme geringgradiger Unschar-
fen beim Umfahren der Sehne gut durchfiihrbar, wenngleich kleine Unterschiede bei der Auswahl der
Untersuchungsebenen zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten das Ergebnis beeinflussen
kénnen. Dieser Effekt wurde durch Summierung der Querschnittsflachen in den einzelnen Untersu-
chungsebenen abgeschwécht. Die Aussagekraft der Sehnenquerschnittsvermessung tber den Verlauf
der Sehnenerkrankung war in allen Untersuchungen gering. Die Vermessung der Sehnenschaden war
nur eingeschrankt, d.h. bei klar demarkierten zentralen oder peripheren Lasionen méglich, trug dann
aber zur Einschatzung des Heilungsverlaufes bei (Publikation 9, Anhang 13.9). Die angewendeten
Scores zur Bestimmung der Faserbiindelparallelitdt und der Echogenitéat unterlagen im Einzelfall einer
erhohten subjektiven Einschatzung. Dies traf insbesondere bei diffusen und stark ausgedehnten Schéa-
den mit unterschiedlicher Echotextur zu einem Untersuchungszeitpunkt innerhalb des Sehnenschadens
zu. Die Charakterisierung chirurgisch erzeugter Kernlasionen schwacher Auspragung war mittels B-
mode Ultrasonographie relativ ungenau, wobei der Faserblndelparallelitats-Score einen hoheren diag-
nostischen Wert als der Echogenitats-Score aufwies. Es lag eine relativ starke Streuung der Score-
Werte vor (Publikation 7, Anhang 13.7).

Fazit: Die tatsachliche Analyse der Sehnenintegritat ist mittels B-mode Sonographie nur eingeschrankt
und indirekt moglich. Etablierte Scores stellen den Untersucher vor Entscheidungsschwierigkeiten.
Querschnittsmessungen liefern ein praziseres Ergebnis, wenn die zu umfahrende Struktur klar demar-
kiert ist. Obwohl die Lasionsionstypen nur eingeschrankt Rickschlusse auf das Alter und die Genese
der Tendopathien zulassen, ermoglicht dieses Verfahren die Einordnung der eigenen Untersuchungs-
ergebnisse in die Literaturangaben. Die B-mode Ultrasonographie ist zur Nachverfolgung dezent aus-
gepragter chirurgisch erzeugter Lasionen wenig geeignet. Daraus ergab sich die Notwendigkeit, die
Ergebnisse mit einer sensitiveren Untersuchungstechnik abzugleichen.

6.3.3  Ultrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC)

Die ultrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC) kam in zwei tierexperimentellen Untersu-
chungen (Publikation 6, Anhang 13.6; Publikation 7, Anhang 13.7) am chirurgischen Sehnenmodell und
in einer Untersuchung an nattrlich erkrankten Patienten (Publikation 10, Anhang 13.10) zum Einsatz.
Das Verfahren war unter Inkaufnahme einer Einarbeitung in die Technik und eines erhdhten Zeitauf-
wandes mit protrahierter Sedierung der Pferde gut anwendbar. In der tierexperimentellen Untersuchung
mit UTC-basierter Verlaufskontrolle (Publikation 7, Anhang 13.7) waren die Sehnenschaden dezent
ausgepragt. Das Verfahren zeigte sehr gute Korrelationen verschiedener Messungen eines Untersu-
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chers am selben Ultraschall-Scan (intra-observer reliability) sowie eine sehr gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse bei der Bildanalyse durch 3 verschiedene Untersucher (inter-observer reliability). Durch
Anpassung der Analysemethoden, d.h. durch Nutzung eines kreisrunden Analysewerkzeuges, das auf
Querschnittsbildern in den Bereich des Sehnenschadens platziert wurde, war der prozentuale Anteil der
4 verschiedenen Echotypen im Bereich der Sehnendefekte im zeitlichen Verlauf gut darstellbar. In der
Untersuchung an natirlich erkrankten Patienten (Publikation 10, Anhang 13.10) wurde das Verfahren
lediglich zu 3 Untersuchungszeitpunkten angewendet. Aufgrund einer naturgemall heterogenen
Echotextur der Sehnen in dieser Studie wurde eine Gruppierung der Echotypen | und Il bzw. Ill und IV
in ,hicht-strukturbezogene Echos® und ,strukturbezogene Echos® vorgenommen. Dadurch war ein un-
terschiedlicher Heilungsverlauf zwischen den Gruppen ablesbar.

Fazit: Der diagnostische Wert der UTC Untersuchung ist im Rahmen von Verlaufsuntersuchungen auf-
grund der guten Reproduzierbarkeit und der Unterscheidbarkeit verschiedener Gewebetypen auch bei
gering ausgepragten Sehnenschaden hoch und ubertraf in den durchgeflihrten Untersuchungen den
der B-mode Ultrasonographie. Das Verfahren sollte in kontrollierten Untersuchungen an natirlich er-
krankten Patienten mit Tendopathien wahrend des Heilungsverlaufes trotz des etwas héheren Aufwan-
des hochfrequenter eingesetzt werden.

6.3.4 Farb-Doppler Untersuchung

Die Doppler Untersuchung wurde in einer tierexperimentellen Untersuchung verwendet (Publikation 8,
Anhang 13.8), um die Entwicklung der Neovaskularisation als wichtiges Charakteristikum der Sehnen-
heilung zu Uberprifen. Die Untersuchungstechnik wurde dahingehend weiterentwickelt und standardi-
siert, dass der Lasionsbereich der Sehne bei longitudinaler Anschallposition in einer definierten Entlas-
tungsposition der Gliedmafe (Karpus ca. 80° gebeugt) mit der Ultraschallsonde von lateral tiber palmar
nach medial im Doppler-Modus untersucht wurde. Dadurch wurde eine bewegte Bildsequenz (Loop)
generiert. Nach Abschluss der Studie wurde daraus eine definierte Anzahl von Standbildern, die sich
um den Bereich des starksten Doppler-Signals scharen, fur jeden Untersuchungszeitpunkt ausgewanhlt.
Die Berechnung des Anteils mit positivem Doppler-Signal am Gesamtbild erfolgte mit einem frei verfig-
baren digitalen Bildverarbeitungsprogramm. Das Verfahren war nach Einarbeitung gut anwendbar, die
Auswertung des digitalen Bildmaterials war zeitaufwendig. Unmittelbar nach dem letzten Untersu-
chungszeitpunkt wurden die Pferde eingeschlafert, und es erfolgte eine histologische und immunhisto-
logische Untersuchung (v.-Willebrand-Faktor) der Sehnen mit Quantifizierung aller Gefalanschnitte
durch Auszahlung. Der Anteil von positivem Doppler-Signal am Gesamtbild zum letzten Untersu-
chungszeitpunkt korrelierte nicht mit der Anzahl der histologisch nachgewiesenen GefaRe. Dies weist
grundsatzlich auf eine groRere Sensitivitat der feingeweblichen Untersuchung gegentber der Doppler-
Sonographie hin. Allerdings ist einerseits je nach Untersuchungsverfahren die Unterscheidung zwischen
Blut- und LymphgefaBen bei der Bestimmung des Grades der Neovaskularisation histologisch nicht
immer sicher méglich. Andererseits unterliegt die Doppler-sonographische Bestimmung der Sehnenper-
fusion mdglicherweise auReren Einflissen wie der Umgebungstemperatur und Position der Gliedmale
bei der Untersuchung.

Fazit: Im Vergleich zu vorangegangenen Studien konnte die Intensitat des Doppler-Signales durch die
Weiterentwicklung des Untersuchungsverfahrens starker objektiviert und noch praziser erfasst werden.
Die Untersuchungstechnik ist gut fur die nicht-invasive Einschatzung der Perfusion von Tendopathien
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geeignet. Die Ergebnisse konnen mit invasiveren Untersuchungsverfahren mit der feingeweblich nach-
weisbaren Anzahl von BlutgefalRen abgeglichen werden. Bei der Interpretation sind die spezifischen
Besonderheiten der Untersuchungsverfahren zu berticksichtigen.

6.3.5 Feinnadel-Sehnenbiopsie und Histologie

Die Feinnadel-Sehnenbiopsie wurde in einer Studie an naturlich entstandenen Tendopathien (Publikati-
on 9, Anhang 13.9) je nach Temperament und Kooperationsbereitschaft des Pferdes unter der Wirkung
einer Oberlippenstrickbremse, in Sedierung oder durch Ruhigstellung mit beiden Manahmen ange-
wendet. Die Pferde tolerierten die Manahme bei 78% der 51 durchgefiihrten Biopsie-Entnahmen ohne
oder mit minimaler Abwehrreaktion, bei 18% der Biopsien wurde eine geringgradige und bei 4% eine
mittelgradige Schmerzreaktion beobachtet. Eine starke Schmerzreaktion kam nicht vor (Lietzau 2014,
unveroéffentlichte Daten).

Bei den meisten Biopsieentnahmen trat an der Entnahmestelle keine (25%) oder eine geringgradige
(59%) Blutung auf. Mittelgradige Blutungen entstanden bei 16% der Malinahmen. Hochgradige Blutun-
gen kamen nicht vor. Die Biopsieentnahme wurde durch die Uberwiegende Zahl der Tierbesitzer zu-
nachst kritisch gesehen, nach Erlduterung der aus vorangegangenen Untersuchungen resultierenden
guten Vertraglichkeit jedoch akzeptiert (Wagels et al. 2001, Buck et al. 2002).

Vier von 51 Bioptaten waren fir eine histologische Beurteilung der Sehne nicht verwertbar, da sie nur
Haut und Unterhautgewebe enthielten. Beim immunhistochemischen Nachweis der Kollagentypen | und
[l wurde eine computergestltzte morphometrische Auswertung der mit dem Chromogen markierten
Anschnittflache des Praparates vorgenommen, um die Auswertung zu objektivieren.

Fazit: Die Feinnadel-Sehnenbiopsie stellt ein wertvolles Diagnostikum dar, da sie grundsatzlich eine
direkte Beurteilung der feingeweblichen Sehnenstrukur und sogar eine immunhistochemische Quantifi-
zierung der Expression von Kollagentyp | und -lIl erlaubt. Auf Basis aktueller Literaturrecherchen han-
delt es sich um die erste Studie, in der die wiederholte Feinnadel-Sehnenbiopsie zur Verlaufskontrolle
der Sehnenheilung Uber eine Zeitraum von 24 Wochen bei Pferden angewendet wurde. Das gewonne-
ne Gewebevolumen ist jedoch gering, sodass die Anwendung weiterflihrender, z.B. molekularbiologi-
scher Untersuchungen nicht ohne weiteres maglich ist. Eine Vorauswahl mit bildgebenden Verfahren ist
erforderlich, um ein fir den Sehnenschaden reprasentatives Ergebnis zu erhalten. Die Wiederholbarkeit
des Verfahrens ist begrenzt.

6.4  Wirkung einer einmaligen intralasionalen Injektion kultivierter mesenchymaler Stromazellen aus
Fettgewebe (AT-MSCs) auf die Heilung von chirurgisch erzeugten Lasionen der equinen ober-
flachlichen Beugesehne.

6.4.1 Verbleib von AT-MSCs nach intralasionaler Injektion (Publikation 6, Anhang 13.6)

Geburek, F., Mundle K., Conrad, S., Hellige, M., Walliser, U., van Schie, H.T.M., van Weeren, R., Sku-
tella, T., Stadler, P. Tracking of autologous adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells with in
vivo magnetic resonance imaging and histology after intralesional treatment of artificial equine tendon
lesions - a pilot study. Stem Cell Res. Ther. 2016, 1. Feb.; 7: 21.
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Es herrscht Uneinigkeit dartber, welche Bedeutung MSCs nach der intralasionalen Injektion im Rahmen
der Sehnenheilung zukommt, denn Angaben zum Verbleib kultivierter AT-MSCs nach intraldsionaler
Injektion in equine Sehnenlasionen waren zum Zeitpunkt der Studienplanung in der Literatur nur sehr
begrenzt verflgbar. Das Ziel der Pilotstudie war es deshalb, den Verbleib von AT-MSCs nach Injektion
in chirurgisch erzeugte Tendopathien der OBS zu verfolgen. Bei 4 Pferden (1-4 Jahre) wurde die ober-
flachliche Beugesehne jeweils einer Vordergliedmale mit 10 x 108 autologen AT-MSCs behandelt, die
zuvor durch ein lentivirales Plasmid mit grinem fluoreszierendem Protein (GFP) und bei 3 Pferden zu-
satzlich mit superparamagnetischen Eisenoxid (SPIO)-Partikeln markiert worden waren. Der Tierver-
such wurde beim Niedersachsischen Landesamt flir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(LAVES) angezeigt und dort registriert (Aktenzeichen 33.9-42502-04-08/1622). Niederfeld MRT Unter-
suchungen (0,27 Tesla) zum Nachweis der SPIO-Partikel erfolgten bei 2 Pferden im Stehen an den
Tagen 6 und 33 bzw. 2, 18, 47, 62 nach der Behandlung. Die Pferde wurden gestaffelt 3, 5, 7 und 9
Wochen nach der Behandlung eingeschléfert. Die Sehnenlasionen wurden bei allen Pferden histolo-
gisch nach PreuRisch-Blau Farbung sowie fluoreszenzmikroskopisch, mittels Immunfluoreszenz und
immunhistochemisch nach Verwendung von anti-GFP Antikorpern untersucht.

Mit SPIO-Partikeln markierte AT-MSCs waren bei jeder MRT Untersuchung in T2*- und T1 gewichteten
Sequenzen bis zum Ende der Beobachtungszeit von 9 Wochen im Lasionsbereich und in der Unterhaut
detektierbar. Im Rahmen der postmortalen Untersuchungen an Gewebeproben waren im Bereich der
Lasionen mit GFP und SPIO Partikeln markierte Zellen mit allen Modalitaten in groRer Zahl nachweis-
bar.

Fazit: Niederfeld MRT Untersuchungen am stehenden Pferd haben das Potential, den Verbleib von
SPIO-markierten AT-MSCs nachzuverfolgen. Lichtmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie, Immunfluo-
reszenz und Immunhistochemie sind effektive Methoden zum Nachweis markierter AT-MSCs in Gewe-
beproben von chirurgisch erzeugten OBS-Lasionen. Verschiedene Untersuchungsverfahren liefern
ubereinstimmend Hinweise darauf, dass eine intralasionale Injektion von 10 x 106 AT-MSCs in chirur-
gisch erzeugte Sehnenschaden zur Prasenz einer hohen Anzahl dieser Zellen in einem Zeitraum von
bis zu 9 Wochen nach der Applikation flhrt. Die frihe Integration der injizierten AT-MSCs in die heilen-
de Sehnenlasion ist wahrscheinlich ein entscheidender Mechanismus dieser Therapieform. Bei zukunf-
tigen Untersuchungen sollte eine quantitative Bestimmung der feingeweblich und bildgebend erfassten
Zellmarkierungen erfolgen. Es sollte eine Injektionstechnik ausgewahlt werden, bei der ein Ruckfluss
des Zellsubstrates in die Unterhaut vermieden wird. Die in vivo Niederfeld MRT-Untersuchung ist als
nicht-invasives Verfahren potentiell geeignet, um die Integration (,homing®, ,engraftment®) von AT-
MSCs auch an Pferden mit natirlich entstandenen Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne zu
uberprifen. Aus dieser vielversprechenden Pilotstudie ergaben sich Fragen nach den mittel- bis lang-
fristigen Einflussen einer AT-MSC-Behandlung auf klinische, bildgebende sowie biochemische und bio-
mechanische Parameter der Sehnenheilung.
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6.4.2 Effekte von AT-MSCs auf klinische, ultrasonographische, histologische, biochemische und bio-
mechanische Parameter der Sehnenheilung (Publikation 7, Anhang 13.7)

Geburek, F.*, Roggel, F.", van Schie, H. T. M., Beineke A., Estrada, R., Weber, K., Hellige, M., Rohn,
K., Jagodzinski, M., Welke, B., Hurschler, C., Conrad, S., Skutella, T., van de Lest, C., van Weeren, R.,
Stadler, P. M. Effect of single intralesional treatment of surgically induced equine superficial digital flexor
tendon core lesions with adipose-derived mesenchymal stromal cells (AT-MSCs) — a controlled experi-
mental trial. Stem Cell Res. Ther. 2017, 5. Juni; 8 (1): 129.

*Geteilte Erstautorenschaft / Autoren haben gleichwertigen Anteil an der Arbeit

Ziel der Untersuchung war die Prifung des Einflusses einer einmaligen Injektion von autologen AT-
MSCs auf den Heilungsverlauf chirurgisch erzeugter Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne
und auf die Qualitat des gebildeten Ersatzgewebes. Bei neun Pferden ohne vorberichtliche klinische
und ultrasonographische Hinweise auf Tendopathien wurden chirurgische Lasionen der oberflachlichen
Beugesehne beider Vordergliedmalen gesetzt (Modell nach Schramme et al., 2010). Zwei Wochen
danach wurden 10 x 106 autologe AT-MSCs, suspendiert in autologem inaktiviertem Serum (AT-MSC-
Serum), oder es wurde nur autologes inaktiviertes Serum randomisiert unter Ultraschallkontrolle
intralasional injiziert. Alle Pferde wurden einem kontrollierten Bewegungsprogramm unterzogen und
regelmaRig klinisch, mittels B-mode Ultrasonographie sowie mit UTC untersucht und nach 24 Wochen
eingeschlafert. Der Tierversuch wurde beim Niedersachsischen Landesamt flr Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (LAVES) angezeigt und dort registriert (Aktenzeichen 33.9-42502-04-08/1622).
Nach Entnahme von geeignetem Probenmaterial aus den Sehnenldsionen sowie von makroskopisch
unverandertem Gewebe proximal der Lasionen schlossen sich lichtmikroskopische Untersuchungen an
mit Hamaulaun und Eosin geférbten Paraffinschnitten unter Verwendung des Scores nach Astrom u.
Rausing (1995) sowie biochemische Untersuchungen und biomechanische Testungen an.

Die AT-MSC-Behandlung beeinflusste die klinische und ultrasonographische Uberprufte Sehnenheilung
nicht substantiell und nachhaltig. Nach 22 Wochen lag kein signifikanter Unterschied zwischen den
histologischen, biochemischen und biomechanischen Eigenschaften des Reparaturgewebes in den
verschieden behandelten Sehnen vor. Im Vergleich zu makroskopisch unverandertem Sehnengewebe
unterschied sich der Gehalt des an der Quervernetzung von Kollagen beteiligten Molekils Hydro-
xylysylpyridinolin (,cross-link‘) nach AT-MSC-Serum-Behandlung nicht, wahrend er im Lasionsgewebe
nach alleiniger Serum-Behandlung signifikant geringer war. Die durchschnittliche Bruchspannung
(,Stress at failure®) und der Elastizitatsmodul waren im Vergleich zu makroskopisch unverandertem
Sehnengewebe nach AT-MSC-Serum Therapie signifikant geringer (Irtumswahrscheinlichkeit p < 0.05).

Fazit: Eine einmalige intralasionale Injektion von kultivierten AT-MSCs, die in autologem inaktiviertem
Serum suspendiert wurden, fiihrt bei chirurgisch erzeugten OBS-Lasionen im Vergleich zu einer alleini-
gen Injektion von autologem inaktiviertem Serum in einem Beobachtungszeitraum von 22 Wochen nicht
zu einer Beschleunigung der Abheilung und nicht zu einer nachhaltigen Verbesserung der Qualitat des
Ersatzgewebes. Die AT-MSC-Behandlung hat mdglicherweise einen positiven Einfluss auf die Querver-
netzung (,cross-linking“) von Kollagen und damit theoretisch auf die biomechanischen Eigenschaften
von Narbengewebe, das sich noch in der Remodellierungsphase befindet. Kontrollierte Langzeitunter-
suchungen an Pferden mit natlirlich entstandenen Tendopathien sind erforderlich, um diese Effekte
einzuordnen und zu Uberprifen. Aufgrund der besonderen Bedeutung der Neovaskularisation von Seh-
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nenschaden im Rahmen der Sehnenheilung erschien eine detaillierte Untersuchung dieses Phdnomens
am gleichen Untersuchungsgut sinnvoll.

6.4.3 Effekte von AT-MSCs auf die Perfusion und Neovaskularisation (Publikation 8, Anhang 13.8)

Conze, P., van Schie, H.T.M., van Weeren, R., Staszyk, C., Conrad, S., Skutella, T., Hopster, K., Rohn.
K., Stadler, P., Geburek, F. Effect of autologous adipose tissue-derived mesenchymal stem cells on
neovascularization of artificial equine tendon lesions. Regen. Med. 2014, 9 (6): 743-757.

Ziel der Studie war es zu Uberprifen, ob eine einmalige intralasionale Behandlung von Sehnenléasionen
mit AT-MSCs die Perfusion und Neovaskularisation wahrend der Sehnenheilung beeinflusst. Bei 9 Pfer-
den wurden standardisiert chirurgische Lasionen an den oberflachlichen Beugesehnen beider Vorder-
gliedmafen erzeugt. Der Tierversuch wurde beim Niedersachsischen Landesamt fir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (LAVES) angezeigt und dort registriert (Aktenzeichen 33.9-42502-04-
08/1622). Nach 2 Wochen wurden sie randomisiert mit 10 x 106 AT-MSCs oder autologem inaktiviertem
Serum behandelt (Es handelte sich um dasselbe Probandengut wie in Publikation 7, Anhang 13.7). Im
weiteren Verlauf erfolgten in regelmaRigen Abstanden Farb-Doppler Untersuchungen. Zwei Wochen
nach intralasionaler Injektion der AT-MSCs war das Farb-Doppler-Signal signifikant ausgedehnter als
bei den mit autologem Serum behandelten Kontrollsehnen. Histologische Untersuchungen der Sehnen
22 Wochen nach der Behandlung zeigten, dass die Anzahl aller GefaRanschnitte in den AT-MSC be-
handelten Sehnen in mit Hamatoxilin und Eosin gefarbten Praparaten und nach immun-
histochemischem Nachweis der gefallassozierten Expression des v.-Willebrand-Faktor (Faktor VIII)
signifikant groRer war als in den mit Serum behandelten Kontrollen. Bei einer Differenzierung zwischen
kleinen und grofRen Gefallanschnitten lag immunhistologisch (Faktor VIII) in der AT-MSC Gruppe ein
signifikant hoherer Anteil an groRen Gefalen als in der Serum-Gruppe vor, die Anzahl kleiner Gefale
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Das Verhaltnis zwischen kleinen und grof3en
Blutgefallen war nach AT-MSC-Behandlung signifikant groRRer als nach Injektion von Serum.

Fazit: Eine einmalige Injektion von AT-MSCs flihrt in der friihen Proliferationsphase der Sehnenheilung
zu einer erhohten Perfusion und in der spaten Proliferations- und friihen Remodellierungsphase zu ei-
ner erhdhten Neovaskularisation von chirurgisch erzeugten Sehnenlasionen. Eine verstéarkte Durchblu-
tung von Sehnen lasst die Schlussfolgerung einer verbesserten Sehnenheilung in den frihen Phasen
des Abheilungsprozesses zu. Die mittels Doppler-Ultrasonographie festgestellte Perfusionsintensitét der
Sehne korreliert nicht notwendigerweise mit der Anzahl der histologisch und immunhistochemisch
nachgewiesenen GefalRanschnitte. Eine lber den Beobachtungszeitraum hinausreichende, langfristig
erhohte Vaskularisation von Ersatzgewebe wird im Heilungsprozess von Tendopathien eher kritisch
gesehen.

6.5 Effekte einer einmaligen intralésionalen Injektion von autologem konditioniertem Serum (ACS)
auf den Heilungsverlauf naturlich entstandener Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne
(Publikation 9, Anhang 13.9)

Geburek, F., Lietzau, M., Beineke, A., Rohn, K., Stadler, P.M. Effect of a single injection of autologous
conditioned serum (ACS) on tendon healing in equine naturally occurring tendinopathies. Stem Cell
Res. Ther. 2015, Jun 26; 6 (1): 126.
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Autologes konditioniertes Serum wird in praxi regelmafig zur Behandlung von Tendopathien und Band-
erkrankungen bei Pferden eingesetzt (Weinberger 2008, Textor 2011). Grundlage dafur bilden der Ge-
halt des Substrates an entziindungshemmenden und -modulierenden Zytokinen wie z.B. IL-1Ra und an
Wachstumsfaktoren wie z.B. IGF-1 (Hraha et al. 2011) und die Hinweise auf positive Beeinflussung von
Gelenkerkrankungen (Frisbie et al. 2007). Zum Effekt von ACS auf Sehnenla@sionen von Pferden war in
der Literatur keine kontrollierte Untersuchung zu finden. Deshalb sollte in einer Studie tberprift werden,
welche Wirkung eine einmalige intral@sionale Injektion von ACS in natlrlich entstandene und
vorberichtlich bis zu 2 Wochen lang bestehende OBS-Schaden auf klinische, ultrasonographische und
feingewebliche Parameter hat. Der Tierversuch wurde beim Niedersachsischen Landesamt fur Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) angezeigt und dort registriert (Aktenzeichen 33.9-
42502-05-09A652); alle Tierbesitzer erklarten sich mit dem Studiendesign einverstanden. Funfzehn
Pferde mit 17 natlrlich entstandenen Tendopathien (Vorderhand) wurden klinisch und mittels B-mode
Ultraschall untersucht. Das durchschnittliche Alter der Pferde lag bei 8,46 Jahren (2-19 Jahre). Bei der
Erstuntersuchung wurden insgesamt 7 zentrale, 5 randstandige und 5 diffuse OBS-Lasionen festge-
stellt. Die erkrankten Sehnen wurden zuféllig einer ACS-behandelten Gruppe, die eine einmalige ACS
Injektion erhielt (n = 10), und einer Kontrollgruppe zugeordnet (n = 7), die unbehandelt blieb oder eine
einmalige intralasionale Injektion mit Kochsalzlésung erhielt. Alle Pferde wurden einem standardisierten
Bewegungsprogramm unterzogen und 9 Mal in regelmafigen Abstanden bis zum Tag 190 nach Thera-
pie klinisch und mittels Ultraschall nachuntersucht. An den Tagen 0, 36 und 190 wurden Feinnadelbio-
pate aus den Beugesehnen entnommen und pathohistologisch sowie immunhistochemisch hinsichtlich
der Expression der Kollagentypen | und Il untersucht. Die klinischen Untersuchungsparameter unter-
schieden sich zu keinem Zeitpunkt zwischen den Gruppen. Der Lahmheitsgrad sank in der mit ACS
behandelten Gruppe innerhalb der ersten 10 Tage nach der Behandlung signifikant ab (p = 0.046), wah-
rend der Lahmheitsgrad der GliedmaRen, die als Kontrolle dienten, bis zum Tag 36 signifikant abnahm
(p = 0.021). Die Umfangsvermehrung der Sehne nahm zwischen Tag 50 und 78 nach ACS-Therapie
signifikant ab (p = 0.005), wahrend sie sich bei den Kontrolltieren statistisch nicht anderte. Ultrasono-
graphisch (B-mode) war der Anteil der Lasion an der Sehnenquerschnittsflache in der ACS-Gruppe zu
den Untersuchungszeitpunkten 78 und 106 Tage nach Behandlung signifikant geringer (p < 0.05) und
die Echogenitat der Lasionen war signifikant hoher (p < 0.05) als bei den Kontrollsehnen. Die histologi-
schen Untersuchungen zeigten bei den ACS behandelten Sehnen in der Feinnadelbiopsie an Tag 36
eine spindelférmigere Morphologie der Zellkerne als in der Kontrollgruppe. Immunhistochemische Un-
tersuchungen der Bioptate lieferten Hinweise auf einen Anstieg der Kollagentyp | Expression zwischen
Tag 36 und Tag 190 nach ACS-Injektion.

Fazit: Die Untersuchung liefert Hinweise darauf, dass eine einmalige Injektion von autologem konditio-
niertem Serum in naturlich entstandene Lasionen der OBS zu einer frihen Lahmheitsreduktion und zur
Verbesserung ultrasonographischer Parameter wahrend der Proliferations- und frihen Remodel-
lierungsphase beitragt. Autologes konditioniertes Serum fuhrt moglicherweise zu einer reduzierten Proli-
feration von Tenozyten 5 Wochen nach Behandlung und zu einem Anstieg der Kollagentyp | Expression
in der Remodellierungsphase, die Ausdruck einer gesteigerten Differenzierung von Sehnenzellen sein
konnte. Bei zukinftigen Untersuchungen sollte tberpruft werden, ob es durch frihere und haufigere
Injektionen von ACS zu einer Verstarkung der beobachteten Effekte kommt.
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6.6 Effekte einer einmaligen intraldsionalen Injektion von thrombozytenreichem Plasma (PRP) auf
den Heilungsverlauf natlrlich entstandener Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne (Pub-
likation 10, Anhang 13.10)

Geburek, F., Gaus, M., van Schie, H.T.M., Rohn, K., Stadler, P.M. Effect of intralesional platelet-rich
plasma (PRP) treatment on clinical and ultrasonographic parameters in equine naturally occurring su-
perficial digital flexor tendinopathies — a randomized prospective controlled clinical trial. BMC Vet. Res.
2016, 7. Sep., 12 (1): 191.

Aufgrund des hohen Gehaltes an Wachstumsfaktoren wird der Effekt von thrombozytenreichem Plasma
und anderen Thrombozytenkonzentraten auf Sehnenerkrankungen intensiv im Rahmen von experimen-
tellen und klinischen Studien bei Menschen und Tieren mit teilweise kontroversen Ergebnissen unter-
sucht. So wurde z.B. nach der Behandlung chronischer Tendopathien der menschlichen Achilles-Sehne
mit PRP in einer Placebo-kontrollierten Doppel-Blindstudie kein Uberlegener Effekt einer einmaligen
PRP-Injektion nachgewiesen (de Vos et al. 2010). In einer tierexperimentellen Untersuchung am chirur-
gischen Sehnenmodell (OBS) bei Pferden wurde nach PRP-Behandlung neben besseren histologi-
schen und biochemischen Parametern, einem erhohten Kollagen- und Glykosaminoglykangehalt auch
ein héherer Elastizitatsmodul und eine Uberlegenheit bei der maximalen biomechanischen Belastbarkeit
der Sehnen im Vergleich zur Placebo-Behandlung gezeigt. Zudem werden Thrombozytenkonzentrate
im Klinischen Alltag regelmaBig zur Behandlung von Sehnen- und Banderkrankungen bei Pferden ein-
gesetzt. Daraus ergab sich die Notwendigkeit zur Durchfiihrung einer in der Literatur nicht verfligbaren
kontrollierten, randomisierten Untersuchung zur Wirkung von PRP auf natirlich entstandene
Tendopathien bei Pferden.

Ziel der Studie war es, den Effekt einer einmaligen intralasionalen Behandlung von vorberichtlich bis zu
8 Wochen lang bestehenden OBS-Lasionen auf klinische und ultrasonographische Parameter zu unter-
suchen. Der Tierversuch wurde beim Niedersachsischen Landesamt flr Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit (LAVES) angezeigt und dort registriert (Aktenzeichen Az. 33.9-42502-05-12A230);
alle Tierbesitzer erklarten sich mit dem Studiendesign einverstanden. Zwanzig Pferde (Alter 4-21 Jahre,
@ 8,46) mit einer bis zu 8 Wochen bestehenden gedeckten Tendopathie der oberflachlichen Beugeseh-
ne einer Vordergliedmale wurden klinisch und ultrasonographisch untersucht. Es wurden insgesamt 3
zentrale, 11 randstandige und 6 diffuse OBS-Lasionen festgestellt. Alle Pferde wurden zuféllig einer
PRP-Gruppe (n = 10) oder einer Kontrollgruppe (n = 10) zugeteilt. Sehnen der PRP-Gruppe wurden im
Bereich der maximalen Ausdehnung des Sehnenschadens an Tag 0 intralésional unter Ultraschallkon-
trolle mit autologem PRP (Osteokin®, Fa. Orthogen, Disseldorf) behandelt. Sehnen der Kontrollgruppe
erhielten eine aquivalente Behandlung mit steriler Kochsalzldsung. Alle Pferde wurden dem gleichen
kontrollierten Bewegungsregime unterzogen und klinisch, mittels B-mode Sonographie (5 x in regelmé-
Rigen Abstanden) und mittels ultrasonographischer Gewebecharakterisierung, UTC (Tag 0, Woche 12
und Woche 24 nach Behandlung) untersucht. Die langfristige Entwicklung der Pferde 12 und 24 Monate
nach der Behandlung wurde durch telefonische Tierbesitzerbefragungen ermittelt

Die klinischen Untersuchungsparameter unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt zwischen den Grup-
pen. Der Lahmheitsgrad nahm in der PRP behandelten Gruppe bis zur 8. Woche und in der Kontroll-
gruppe bis zur Woche 12 nach Behandlung signifikant ab. Nach 6 Monaten waren noch zwei Pferde in
der PRP-Gruppe und eines in der Kontroligruppe lahm. Der Grad der Hautoberflichenwarme sank nach
PRP-Behandlung bis zur 4. Woche und nach Placebo-Injektion bis zur 8. Woche signifikant ab. Mittels
B-mode Ultrasonographie ergaben sich hinsichtlich der Querschnittsflachen der Sehnen zu keinem
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Zeitpunkt Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Echogenitat der Lasionen (durchschnittlicher Echo-
genitats-Score, ES) und der Anteil paralleler Echos (Faserbundel-Parallelitats-Score, FAS) waren wah-
rend des gesamten Untersuchungszeitraumes signifikant oder tendenziell geringer als in der Kontroll-
gruppe. Die ultrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC) zeigte, dass Echotypen, die unorga-
nisierte Gewebematrix abbilden (Typ [Il und IV), in der PRP-Gruppe kontinuierlich Uber den Beobach-
tungszeitraum abnahmen. Der Anteil von Typ IlI-Echos, die noch nicht in Zugrichtung ausgerichtete
diskontinuierliche Faszikel wiedergeben, war 24 Wochen nach PRP-Behandlung signifikant hoher als
nach Placebo-Behandlung. Dies ging mit einer signifikanten Zunahme des Echo-Typs | und mit einer
signifikanten Verringerung des Echo-Typs Ill zwischen Woche 12 und 24 einher, die nur in der PRP-
Gruppe beobachtet wurden. Daraus l&sst die schlussfolgern, dass es nach PRP-Behandlung zu einer
Umwandlung von Gewebe, das mit dem Echo-Typ Ill belegt ist, in Echo-Typ Il Gewebe gekommen ist.
Achtzig Prozent der PRP-behandelten Pferde erreichten nach 12 Monaten ihr vorheriges Leistungsni-
veau, verglichen mit 50% in der Kontrollgruppe. Nach 24 Monaten lag das Verhaltnis bei 60% bzw.
50%, bezogen auf die Anzahl der zu Beginn behandelten Pferde.

Fazit: Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung liefern Hinweise darauf, dass eine einmalige
intralésinale PRP-Behandlung von nattirlich entstandenen L&sionen der OBS mit einer vorberichtlichen
Dauer von bis zu 8 Wochen im Vergleich mit einer Placebo-Behandlung zu einer friheren Reduktion der
Lahmheit filhrt. Injektionen mit PRP tragen im Zeitrahmen des Umbaues der fibrillaren Sehnenmatrix zu
Faszikeln zu einer nur mittels UTC nachweisbaren verbesserten Organisation des Ersatzgewebes bei,
wahrend die Remodellierung 6 Monate nach Behandlung noch nicht abgeschlossen ist. Nach einer
einmaligen PRP-Injektion erreichen nach 12 Monaten mehr Pferde ihr vorheriges Leistungsniveau als
nach Placebo-Behandlung. In weiteren Untersuchungen sollte eine friihere Behandlung angestrebt
werden, um die beobachteten Effekte zu verstarken. Eine haufigere Untersuchung mittels UTC ware
sinnvoll.
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7 Studienubergreifende Diskussion

7.1 Optimierung der Brustbeinpunktion zur Gewinnung von BM-MSCs

Knochenmark wurde bereits in den ersten Fallserien zur Wirkung von MSCs auf equine Tendopathien
als Ausgangsgewebe genutzt (Smith et al. 2003). Das Brustbein ist beim Pferd nach wie vor ein haufig
zur Knochenmarkentnahme genutzter anatomischer Bereich (Kasashima et al. 2011). Die eigenen Un-
tersuchungen zeigen eine grofere Einheitlichkeit der Anatomie des Sternums bei Pferden, als altere
Literaturangaben vermuten lieRen (Nickel et al. 1992). Es erscheint sinnvoll, die Segmente des equinen
Sternum einheitlich in kranio-kaudaler Richtung mit 1-7 zu nummerieren, da die aus der Humanmedizin
ubernommene deskriptive Bezeichnung Manubrium fur das erste, kranial gelegene Brustbeinsegment
morphologisch bei Pferden nicht angemessen ist. Zwangslaufig tragt dies auch zur Vereinheitlichung
der in der Literatur bislang z.T. variilerenden Angaben zur Eignung von Brustbeinsegmenten flir die
Punktion bei. In diesem Kontext ist bemerkenswert, dass die beiden kaudal gelegenen Sternebrae 6
und 7 bei den untersuchten Warmblutpferden stets fusioniert waren. Dadurch kénnen diese Segmente
insbesondere ohne vorherige ultrasonographische Kontrolle versehentlich als eine einzige Sternebra
angesprochen werden und z.B. unbeabsichtigte Punktionen einer weniger geeigneten Sternebra oder
auBerhalb des Sternum erfolgen (Durando et al. 2006). Die transkutane Ultrasonographie erméglicht
eine gute Ansprache und Abgrenzung der Brustbeinsegmente sowohl in kranio-kaudaler Richtung als
auch in Bezug auf die Ermittlung der Mittellinie und der Punktionstiefe bis zum kndchernen Anteil
(Desevaux et al. 2000) und tragt so in hohem Mafie zur Vermeidung von Fehlpunktionen bei (Publikati-
onen 3, 4) (Kasashima et al. 2011).

Die eigenen Untersuchungen bestatigen (Kasashima et al. 2011) erstmals auf Basis computertomogra-
phischer Untersuchungen die beste Eignung der Sternebrae 4 und 5 fir die Brustbeinpunktion aufgrund
ihrer Kugelform und ihres grofken Volumen (Publikation 3). Bei weiterer Differenzierung (Publikation 4)
wurde mittels Ultraschall und CT an der 4. eine im Vergleich zur 5. Sternebra durchschnittlich deutlich
dickere Knorpelschicht nachgewiesen, die trotz sorgfaltiger Punktionsplanung aufgrund ihrer teilweise
knochenahnlichen Konsistenz zu einer bis zu ca. 1 cm geringeren Punktionstiefe als vorgesehen flhrte.
Eine Unterschatzung der mit zunehmendem Alter abnehmenden Dicke der ventralen Knorpelschicht
wird die in der Literatur in einem dokumentierten Fall von Pneumopericard nach Brustbeinpunktion als
maglicher Grund flr eine Fehleinschatzung der Punktionstiefe aufgefihrt (Durando et al. 2006). Dies
unterstreicht einerseits die groRe Bedeutung einer prae-interventionellen Einschéatzung der Knorpeldi-
cke mittels Ultraschall im klinischen Bereich und belegt, dass die 5. Sternebra aufgrund ihres geringen
ventralen Knorpellberzuges bei erwachsenen Warmblutpferden eine prézisere Steuerung der ge-
winschten Punktionstiefe ermdglicht. Es bestatigte sich zudem, dass ein Abweichen von der zur
Ventralflache des Brustbeines orthogonalen Stichrichtung tendenziell zu Verringerungen der geplanten
Stichkanallange im Knochen fiihrt.

Eine intraosseére Punktionstiefe der 5. Sternebra zwischen 10 und 30 mm lieferte zuverlassig ausrei-
chende Knochenmarksvolumina fiir die Kultur von BM-MSCs (Publikation 4), wobei eine Tiefe von ca.
10 mm diesbeztiglich keine Nachteile mit sich brachte und deshalb als ausreichend angesehen werden
kann. Aufgrund einer durchschnittlichen geometrischen Mitte der Sternebra 5 von 27,3 + 3,7 mm und
einer durchschnittlichen maximalen Dicke von ca. 52 mm bei Warmblutpferden ist eine Punktionstiefe
von 30 mm unkritisch und bietet auch bei Abweichungen von dieser Tiefe noch ausreichende Sicher-
heit. Die in der Literatur fur Vollblutpferde angegebenen durchschnittlichen Dicken der Sternebrae 4 und
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5 in der Medianlinie liegen mit 6,2 mm bzw. 4,8 mm (Kasashima et al. 2011) leicht unter den eigenen
Ergebnissen (Warmblutpferde), sodass bei leichteren GroRpferden eine maximale Punktionstiefe des
Sternum von 1-2 cm empfohlen wird (Kasashima et al. 2011).

Das Auftreten iatrogener kardialer Arrythmien wurde bei Knochenmarkaspirationen aus den Sternebrae
4 und 5 nicht beobachtet. In einer anderen tierexperimentellen Untersuchung an Pferden wurde dieses
Phanomen bei Aspirationen in Allgemeinanasthesie aus der 6. Sternebra, die in der eigenen Untersu-
chung nicht punktiert wurde, regelmafig und signifikant haufiger als bei der Punktion des 3., 4. und 5.
Brustbeinsegmentes festgestellt. Die Autoren schliefen das Auftreten von Arrythmien als mogliche Ur-
sache fiir anekdotenhafte Berichte (iber plotzliche Todesfalle bei der Brustbeinpunktion an stehenden
Pferden nicht aus (Ishihara et al. 2013). Dies weist neben den morphologischen Vorteilen ebenfalls auf
eine bessere Eignung der 5. Sternebra fiir die Knochenmarkaspiration hin.

7.2 Lagerungsstabilitat von Thrombozytenkonzentraten

Thrombozytenkonzentrate wie z.B. thrombozytenreiches Plasma (platelet-rich plasma, PRP) werden
aufgrund der relativ einfachen und gunstigen Herstellungsverfahren haufiger als kultivierte MSCs bei
regenerativen Therapieansatzen verwendet. Es liegen jedoch nur begrenzte Informationen zu den Un-
terschieden zwischen Herstellungsverfahren von Thrombozytenkonzentraten (Hessel et al. 2015) und
zu anderen Einflussfaktoren (Giraldo et al. 2013) auf inre Zusammensetzung sowie ihrer Lagerungssta-
bilitat vor. Die Thrombozytenkonzentrate ad modum E-PET und ACP® kdnnen bei Raumtemperatur
mindestens 6 Stunden lang aufbewahrt werden, ohne dass es zu einem Abfall des Wachstumsfakto-
rengehaltes kommt (Publikation 4). Dies steht im Einklang mit den wenigen Literaturangaben zur Lage-
rungsstabilitat von Thrombozytenkonzentraten und darin enthaltener Wachstumsfaktoren (Anitua et al.
2015), widerspricht jedoch einigen Empfehlungen zur sofortigen Anwendung von PRP nach seiner Her-
stellung (Engebretsen et al. 2010). Eine mehrstindige Lagerungsstabilitat vereinfacht die Anwendung in
der kurativen Praxis und im klinischen Umfeld, nicht zuletzt vor dem Hintergrund einer zeitversetzten
prae- oder intra-operativen Herstellung.

Das Vollblut zur Herstellung der Thrombozytenkonzentrate wurde in der eigenen Untersuchung in All-
gemeinanasthesie gewonnen, um die Bedeutung dieser im Klinikbereich relevanten Ausgangsvoraus-
setzung bei der PRP-Herstellung zu beleuchten. Der Gehalt des Vollblutes an Thromboyzen und Leu-
kozyten sowie Erythrozyten war erwartungsgemaf signifikant geringer als in Vollblut stehender, nicht-
sedierter Pferde (Kullmann et al. 2014), jedoch befanden sich die Zellgehalte noch im Referenzbereich,
sodass die Bedeutung der Zellreduktion als wenig bedeutsam eingestuft wurde.

Die durchschnittliche Thromboyzenkonzentration lag beim System E-PET 2,7-fach uber der des Vollblu-
tes und war damit deutlich geringer als in vorangegangenen Studien, in denen eine 3,2-3,69-fache Kon-
zentration gegentber Vollblut beschrieben wird (Textor et al. 2013, Hessel et al. 2015). In diesem Zu-
sammenhang ist bemerkenswert, dass der Gehalt an PDGF-BB trotzdem ahnlich hoch war (Textor et al.
2013). Als moglicher Einflussfaktor auf den Thrombozytengehalt kommt die Gewinnung des Vollblutes
in Allgemeinanasthesie in Betracht. Es konnte jedoch keine Uberzeugende Abhangigkeit zwischen den
Thrombozytengehalten im Vollblut (Narkose) einerseits und der Thrombozytenzahl bzw. dem PDGF-BB
Gehalt im Konzentrat ad modum E-PET andererseits festgestellt werden, sodass ein Einfluss der All-
gemeinanasthesie auf den Wachstumsfaktorengehalt fraglich bleibt und zusatzlich individuelle Faktoren
in Betracht gezogen werden missen. Der Thrombozyten-, Leukozyten- und Erythrozytengehalt im Voll-
blut korrelierte nicht mit dem Wachstumsfaktorengehalt in den untersuchten Thrombozytenkonzentra-
ten. Hinsichtlich der Thrombozyten steht dies im Einklang mit vorherigen Beobachtungen an Menschen
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(Zimmermann et al. 2001, Weibrich et al. 2002). Es wird vermutet, dass andere biologische Faktoren
den individuellen Wachstumsfaktorengehalt (mit-) beeinflussen konnen (Weibrich et al. 2002). Im Ge-
gensatz dazu wurde in einer Untersuchung an Pferdeblut, aus dem mit verschiedenen Methoden
Thrombozytenkonzentrate hergestellt wurden, eine positive Korrelation zwischen dem Thrombozyten-
gehalt im Vollblut und dem Gehalt an TGF- 1 in den Endprodukten festgestellt, obwohl einzelne Pro-
ben Abweichungen davon aufwiesen (Sutter et al. 2004).

Im ACP® wurde auler einer positiven Korrelation der weilten Blutzellen mit der TGF-R1 Konzentration,
die mit vorangegangenen Untersuchungen Gbereinstimmt (Sutter et al. 2004), kein Einfluss der Throm-
bozyten-, Leukozyten- und Erythrozytenzahl auf den Wachstumsfaktorengehalt festgestellt. Der PDGF-
BB Gehalt des Thrombozytenkonzentrates E-PET korrelierte hingegen positiv mit seinem Thrombozy-
ten- und negativ mit dem Leukozytengehalt, jedoch nicht mit dem Erythrozytengehalt. Diese Ergebnisse
liefern Hinweise darauf, dass das Herstellungsverfahren einen Einfluss auf die Korrelation zwischen
Zellzahlen im Endprodukt und seinem Wachstumsfaktorengehalt haben kdnnten (Sutter et al. 2004).
Der Zell- und Wachstumsfaktorengehalt der untersuchten Thrombozytenkonzentrate unterlag interindi-
viduellen Schwankungen, die insbesondere beim System E-PET stark ausgepragt waren. Ursachlich ist
neben individuellen Einflissen wie Tieralter, Rasse, Geschlecht (Giraldo et al. 2013) auch das Herstel-
lungsverfahren zu berlcksichtigen (Textor et al. 2011). Der beim System E-PET erforderliche RUck-
spllprozess aus dem Filter kdnnte in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein. Weitere mdgliche
Einflussfaktoren sind vielfaltig (Sutter et al. 2004, Textor et al. 2011) und erfordern zusatzliche standar-
disierte Untersuchungen. Es erscheint sinnvoll, die Lagerungsstabilitdt und Einflussfaktoren auf den
Wachstumsfaktorengehalt fiir weitere haufig eingesetzte Systeme individuell zu tberprfen.

Die TGF-R1 Konzentrationen im E-PET Konzentrat waren aus technischen Griinden zumeist unter der
Nachweisgrenze, sodass fir diesen Parameter keine Ergebnisse erarbeitet werden konnten. Die Bil-
dung braunlicher Prazipitate im ELISA-Kit legen die Vermutung eines Einflusses des im Gegensatz zu
zentrifugationsbasierten Thrombozytenkonzentraten relativ hohen Gehaltes an Erythrozyten im E-PET
Endprodukt nahe.

7.3 Methoden der Verlaufskontrolle von Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne

Die klinische Untersuchung war unter Nutzung etablierter Scores in der vorliegenden Arbeit gut durch-
fihrbar. Durch den in den eigenen Arbeiten erfolgten Abgleich der klinischen Umfangsvermehrung der
palmaren MittelfuBregion mit den Sehnenquerschnittsmessungen auf der Basis von B-mode Ultra-
schallbildern (Publikationen 6, 9, 10) ergaben sich in einer Untersuchung (Publikation 9) Hinweise auf
eine abnehmende klinische Schwellung bei gleichbleibender ultrasonographischer Umfangsvermehrung
(T-CSA) der OBS. Diese Diskrepanz kann daraus resultieren, dass bei der klinischen Untersuchung
auch die Unterhautschwellung mit einbezogen wird, wahrend bei den Vermessungen am Ultraschallbild
nur die Sehne umfahren wird. Eine geringere Sensitivitat der klinischen Untersuchung muss ebenfalls in
Betracht gezogen werden. Vor diesem Hintergrund hatten auch andere Parameter durch sensitivere
Verfahren wie Thermographie (Turner 1991), Messung des MittelfuBumfanges (Boehart et al. 2010) und
computerunterstiitzte Ganganalyse erganzt bzw. ersetzt werden konnen. Diese Verfahren standen nicht
zur Verflgung, und ihre Verwendung hatte wahrscheinlich keinen entscheidenden Einfluss auf das Ge-
samtergebnis gehabt.

Zusammenfassend ist die klinische Untersuchung ein einfach anwendbarer grundlegender Bestandteil
der Untersuchung von Pferden mit Tendopathien. Das Verfahren erlaubt nur begrenzte Rickschlisse
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auf die Dauer und die Art des Sehnenschadens (Jorgensen et al. 2011). Bei Verlaufsuntersuchungen
naturlicher Tendopathien besitzt die klinische Untersuchung in den ersten ca. 12 Wochen nach Diagno-
sestellung einen hohen diagnostischen Wert (Publikationen 9, 10). Dabei ist zu berucksichtigen, dass
die Tendopathien seit mindestens 2 (Publikation 9) bzw. 8 Wochen (Publikation 10) bestanden hatten.
Die Druckdolenz erwies sich in einer der Untersuchungen am chirurgischen Sehnenmodell (Publikation
7) als wenig reproduzierbar. Als moglicher Grund wird die relativ enge zeitliche Taktung der Untersu-
chungen und eine damit verbundene Sensibilisierung der Probanden angegeben (Roggel 2013). Zudem
ist es nicht auszuschlieBen, dass bei der Palpation an der aufgehobenen Gliedmale die Schmerzhaf-
tigkeit des Sehnenschadens der kontralateralen Seite durch die Mehrbelastung zunimmt (Jorgensen et
al. 2011).

Die B-mode Ultrasonographie war gut durchfiihrbar und mit den verfligbaren Geraten wurden in allen
Untersuchungen Bilder von guter bis sehr guter Qualitat erzeugt. Wenngleich die B-mode Ultrasonogra-
phie ein Standardverfahren zur Dignostik von Tendopathien darstellt, war die tatsachliche Wiedergabe
der Sehnenintegritat mittels B-mode Sonographie nur eingeschrankt und indirekt méglich (van Schie et
al. 1999). Etablierte Scores (FAS, ES) stellten die Untersucher vor Entscheidungsschwierigkeiten.
Querschnittsmessungen lieferten ein verlasslicheres Ergebnis, weil die zu umfahrende OBS zumeist gut
demarkiert war. Der Wert von Sehnenquerschnittsmessungen war jedoch in der vorliegenden Arbeit zur
Verlaufskontrolle subakuter natirlicher Sehnenerkrankungen eher gering (Publikationen 9, 10). In der
Literatur werden sie zur Friherkennung von Tendopathien empfohlen (Jorgensen et al. 2011). Die
Querschnittsmessungen waren dementsprechend im zeitlichen Verlauf der ersten 4 Wochen nach chi-
rurgischer Erzeugung von Tendopathien aussagekraftiger (Publikation 7). In der tierexperimentellen
Untersuchung mit Verlaufskontrolle fiel die Abgrenzung der Lasion von ihrer Umgebung, insbesondere
zu Beginn und zum Ende der Untersuchung aufgrund der relativ geringen GréRe der Lasionen schwer
(Roggel 2013), sodass auf Vermessungen der Querschnittsflaiche der Schaden, die zur Berechnung
des Anteils der Lasion am Sehnenquerschnitt genutzt werden kann (Publikation 9) (Rantanen et al.
2003), verzichtet wurde. Obwohl die Zuordnung zu Lasionstypen (zentrale, diffuse, randstandige Lasi-
on) nur eingeschrankt Riickschllsse auf das Alter und die Genese der Tendopathien zulassen (Tipton
et al. 2013), ermdglicht dieses Verfahren die Einordnung der eigenen Untersuchungsergebnisse in die
Literaturangaben. Es zeigte sich zusammenfassend, dass die B-mode Ultrasonographie insbesondere
zur Nachverfolgung diffuser natlrlicher und dezent ausgepragter chirurgisch erzeugter Lasionen wenig
geeignet ist. Daraus ergab sich die Notwendigkeit, die Ergebnisse mit einer sensitiveren Untersu-
chungstechnik abzugleichen.

Der diagnostische Wert der UTC Untersuchung war im Rahmen von Verlaufsuntersuchungen aufgrund
der guten Reproduzierbarkeit und der Unterscheidbarkeit verschiedener Gewebetypen auch bei gering
ausgepragten chirurgisch erzeugten Sehnenschaden (Publikation 7) und bei natlrlich entstandenen und
demgemaR heterogenen chronischen Tendopathien (Publikation 10) hoch und Gbertraf in Ubereinstim-
mung mit Literaturangaben den der B-mode Ultrasonographie (van Schie et al. 2001). Im Gegensatz zu
vorangegangenen Arbeiten, in denen die Echotypen im Bereich des gesamten Sehnenquerschnittes
erfasst wurden (Bosch et al. 2011, Cadby et al. 2013), erwies sich dieses Vorgehen aufgrund der relativ
dezenten Sehnenschaden in der tierexperimentellen Arbeit (Publikation 7) als ungeeignet, sodass statt-
dessen ein verschiebbares kreisformiges Analysewerkzeug digital in bzw. um die Lasionen gelegt wur-
de (Roggel 2013). Die Echotypen innerhalb des Kreises wurden zur Analyse herangezogen. Dieses
Vorgehen stellt eine neue Variante bei der Auswertung von UTC-Daten dar und lieferte flr alle Echoty-
pen zeitliche Verlaufe, die gut interpretierbar waren und eine gute Einordnung der Befunde in die Litera-
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turergebnisse ermdglichten. Aufgrund der im Vergleich zur B-mode Ultrasonographie aufwendigeren
Vorgehensweise (Einarbeitung, tiefe Sedierung der Pferde, Wiederholung von Scans bei Bewegungsar-
tefakten) erfolgte in der Untersuchung am nattrlich erkrankten Patienten (Publikation 10) lediglich eine
Untersuchung zu drei Zeitpunkten, die trotzdem - insbesondere am Ende des Beobachtungszeitraumes
- einen genaueren Einblick in die Entwicklung der Sehnenintegritét lieferte als der B-mode Ultraschall.
Obwohl die Streuung der Werte durch die Einbeziehung unterschiedlicher Lasionstypen und -groRen
bei beiden Modalitaten relativ groR war, lieferte der B-mode Ultraschall insbesondere beim Echogeni-
tats-Score ein deutlich weniger aussagekraftiges Ergebnis als die UTC-Untersuchung. Die Gruppierung
der Echotypen in ,strukturbezogene® (Echotypen |, Il) und ,nicht-strukturbezogene® (Echotypen I, 1) trug
zur Veranschaulichung der UTC-Ergebnisse bei. Das UTC-Verfahren sollte in kontrollierten Untersu-
chungen an natrlich erkrankten Patienten mit Tendopathien wahrend des Heilungsverlaufes trotz des
etwas hoheren Aufwandes hochfrequenter eingesetzt werden.

Im Rahmen der Farb-Doppler Ultrasonographie chirurgisch erzeugter Sehnenlésionen konnte die Inten-
sitat des Doppler-Signales durch die computergestitzte Analyse mehrerer systematisch aus einer be-
wegten Sequenz ausgewahlter Bilder objektiviert und prézise erfasst werden. Dies stellt im Vergleich
zu vorangegangenen Studien, in denen lediglich semiquantitative Auswertungen (Scores) der Doppler-
sonographischen Befunde vorgenommen wurden (Ohberg et al. 2001, Bosch et al. 2011, Carvalho et al.
2013), eine Weiterentwicklung des Untersuchungsverfahrens dar. Die Untersuchungstechnik war gut fir
die nicht-invasive Einschatzung der Perfusion von kiinstlichen Tendopathien geeignet, sodass sie sich
auch fiir zukiinftige Untersuchungen bei Pferden mit natirlichen Tendopathien anbietet. Die histologi-
sche Einschatzung der Vaskularisation der OBS kann entweder semiquantitativ an Praparaten erfolgen
(Publikation 7) (Astrom and Rausing 1995, Nixon et al. 2008, Bosch et al. 2010), oder es wird eine pra-
zise Auszahlung aller Gefalanschnitte des gesamten Schnittpraparates vorgenommen (Publikation 8).
Es zeigte sich in den eigenen Untersuchungen, in denen beide Techniken an denselben Praparaten
zum Einsatz kamen, dass das letztgenannte Verfahren zu einem praziseren Ergebnis flihrt und es des-
halb flr zuklnftige Untersuchungen empfehlenswert ist. Die Erganzung durch die gut durchfihrbare
immunhistochemische Darstellung der Expression von Faktor VI erleichtert die Auszahlung der Gefal3-
anschnitte (Publikation 8), die wiederum einer semiquantitativen Bewertung (Bosch et al. 2011,
Carvalho et al. 2013) vorzuziehen ist. Eine Differenzierung zwischen Blut- und Lymphgefalen erfolgt
vorzugsweise nach morphologischen Kriterien.

In der vorliegenden Arbeit korrelierte das Farb-Doppler Signal im Gruppenvergleich nicht mit der Anzahl
der GefaRanschnitte, deren Bestimmung durch den Verzicht auf Biopsien einmalig am Ende des Be-
obachtungszeitraumes erfolgte (Publikation 8). Die Farb-Doppler Technik dient der bildlichen Darstel-
lung der Perfusion, wahrend mit der histologischen Technik das Ausmal der (Neo-) Vaskularisation
wiedergegeben wird. Theoretisch ist zwar von einer positiven Korrelation beider Phanomene auszuge-
hen, jedoch weist die histologische Technik, die als Goldstandard gilt, moglicherweise eine hohere Sen-
sitivitat als die Farb-Doppler Technik auf, weil auch Blutgefa®e mit kleinem Durchmesser zumindest
dann zuverlassiger erfasst werden, wenn die Gefalle ausgezahlt werden. Hinzu kommen technische
Grenzen des Doppler-Verfahrens wie die Abhangigkeit des Verfahrens vom Anschallwinkel (Winkelab-
hangigkeit). Die Power-Doppler Technik (amplitudenkodierter Farb-Doppler) stellt ein alternatives Ver-
fahren zur Darstellung der Sehnenperfusion dar (Carvalho et al. 2013), das die Energie des Blutstromes
und nicht wie das Farb-Doppler Prinzip seine Geschwindigkeit und Richtung erfasst und deshalb auch
zur Perfusion kleiner BlutgefalRe besser geeignet ist (Richards et al. 2005).
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Auf Basis aktueller Literaturrecherchen handelt es sich um die erste Studie, in der die wiederholte Fein-
nadel-Sehnenbiopsie zur Verlaufskontrolle der Sehnenheilung tber einen Zeitraum von 24 Wochen bei
Pferden angewendet wurde (Publikation 9). Das Verfahren wurde von den Probanden gut bis sehr gut
toleriert. Die Feinnadel-Sehnenbiopsie stellt ein wertvolles Diagnostikum dar, da sie grundsatzlich eine
direkte Beurteilung der feingeweblichen Sehnenstrukur, die dafur als Goldstandard gilt (Dyson et al.
2015), und sogar eine immunhistochemische Quantifizierung der Expression von Kollagentyp | und -llI
erlaubt (Publikation 9), die bislang an Feinnadelbioptaten noch nicht beschrieben wurde. Eine Voraus-
wahl des zu bioptierenden Bereiches mit bildgebenden Verfahren ist erforderlich, um ein fir den Seh-
nenschaden reprasentatives Ergebnis zu erhalten. Trotzdem bleibt die Spezifitat der Feinnadelbiopsie
aufgrund ihres relativ geringen Volumens begrenzt. Daraus resultiert auch, dass die Anwendung weiter-
fihrender, z.B. molekularbiologischer Untersuchungen nicht ohne weiteres mdglich ist. Die Wiederhol-
barkeit des Verfahrens ist begrenzt. Die Entwicklung sensitiver, nicht invasiver Verfahren (UTC, MRT)
rickt die Bedeutung von Sehnenbiopsien wieder in den Hintergrund.

Die histologische Untersuchung erfolgte in den relevanten Studien der vorliegenden Arbeit (Publikatio-
nen 7, 9) unter Zuhilfenahme des Scores nach (Astrom and Rausing 1995), um eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse mit einer vorangegangenen tierexperimentellen Studie zur Wirkung von PRP herzustel-
len. Die Faktoren ,Einblutung®, ,Infiltrate von Entzlindungszellen®, die in Scores von anderen Arbeits-
gruppen zusatzlich in den Gesamtscore eingebunden wurden (Nixon et al. 2008, Carvalho et al. 2013),
fanden demgemal in den eigenen Arbeiten keine gesonderte Bericksichtigung. Es ist dadurch nicht
von einer bedeutenden Auswirkung auf das Gesamtergebnis auszugehen, denn die Sehnen wurden
erst 24 Wochen nach der Schadigung untersucht, und das verwendete Modell geht, wie natirlich ent-
standene degenerative Schaden, nur mit einer geringen Zunahme von Entziindungszellen einher.
Ebenso wurden keine polarisationsmikroskopischen Untersuchungen zur Bestimmung der wiederkeh-
renden Wellenform (crimp) vorgenommen (Patterson-Kane et al. 1997), weil die Aussagekraft dieses
Parameters bezogen auf die Kirze des Beobachtungszeitraumes von 24 Wochen zu gering erschien.
Die mittels Varianzkomponentenanalyse iiberpriifte Ubereinstimmung zweier unabhangiger Untersu-
cher, die in beiden Studien fir die Auswertung der Praparate herangezogen wurden, war jeweils fir alle
Parameter des Gesamtscores sehr gut.

Die immunhistochemische Darstellung der Expression der Kollagentypen | und Ill in Pferdesehnen ist
ein etabliertes Verfahren (Williams et al. 1980, Dahlgren et al. 2005, Nixon et al. 2008), das in der vor-
liegenden Arbeit (Publikation 9) erstmals an Feinnadelbiopsien der OBS vorgenommen wurde. Eine
Quantifizierung der exprimierten Kollagentypen mit immunhistochemischen Methoden gilt als relativ
ungenau (Patterson-Kane and Firth 2009). Eine mogliche Ursache dafir ist, dass die Auswertung der
Praparate bislang vorwiegend mit semiquantitativen Methoden erfolgte (Williams et al. 1980, Nixon et al.
2008). In der eigenen Untersuchung wurde die Immunreaktion morphometrisch bzw. densiometrisch
nach Festlegung eines Schwellenwertes mit Hilfe einer Analysesoftware ausgewertet. Dies stellt eine
Weiterentwicklung des Verfahrens dar, die von der Auswertung immunhistochemisch aufbereiteter Pra-
parate anderer Gewebetypen (Ulrich et al. 2006) auf die Sehne Ubertragen wurde. Die Quantifizierung
der diffus-flachigen Pigmentierung dieser Praparate wird dennoch durch mehrere Einflisse begrenzt,
die durch die Methodik der Immunhistochemie begrindet sind (Ramos-Vara 2005). Aufgrund der gerin-
gen Gewebemenge war eine zusatzliche oder alternative Quantifizierung der mRNS Transkription ver-
schiedener Kollagentypen durch quantitative real-time PCR nicht moglich (Majewski et al. 2009,
Jacobson et al. 2015).
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74  Effekte von autologen AT-MSCs und Blutprodukten auf equine Sehnenerkrankungen

7.4.1 Studiendesign: Gruppengrofen, Probandenzahlen, Kontrollgruppen

Grundsétzlich ergeben sich bei der Priifung von Therapieansatzen zur Behandlung von Sehnenerkran-
kungen bei Pferden folgende Herausforderungen:

o Tierexperimentelle Untersuchungen ermoglichen neben einer relativ hohen Homogenitat der
Sehnenschaden und klinischen sowie bildgebenden Verlaufskontrollen auch ausfiihrliche post-
mortale Untersuchungen einschlieBlich biomechanischer Testungen, die eine hohe Aussagekraft
besitzen. Nachteile sind begrenzte Méglichkeiten der Simulation typischer degenerativer und an-
derer Tendopathieformen durch alle bisherigen ,Sehnenmodelle®, der hohe logistische und finan-
zielle Aufwand und nicht zuletzt ethische Aspekte. Die Anzahl der Probanden beschrankt sich
deshalb vielfach auf ein vertretbares Minimum.

e Untersuchungen an natlrlich erkrankten Patienten bieten den groflen Vorteil realistischer klini-
scher Bedingungen und die Méglichkeit zu klinischen und bildgebenden Verlaufsuntersuchungen.
Von Nachteil ist zumeist eine Heterogenitat des Patientengutes und der Tendopathien hinsichtlich
Auspragung und Dauer, im Einzelfall die Compliance der Tierbesitzer und Grenzen in der Uber-
wachung des kontrollierten Bewegungsregimes. Aufwendige feingewebliche Untersuchungen und
biomechanische Testungen sind (blicherweise nicht mdglich, auler wenn erkrankte Tiere gezielt
fir eine experimentelle Untersuchung aufgekauft werden konnen (Smith et al. 2013). In jedem
Fall ist die Anzahl der Probanden begrenzt und eine angemessene StichprobengréRe wird nicht
erreicht (Smith and Mcllwraith 2012).

Bei der Konzeption der Kontrollgruppe ergeben sich weitere Hiirden: Da die Eigenschaften von Sehnen
u.a. durch das Alter des Individuums und seine Nutzung beeinflusst werden, erscheint es grundsatzlich
sinnvoll eine intraindividuelle Kontrolle vorzunehmen, d.h. die korrespondierenden Sehnen der kontrala-
teralen Seite desselben Individuums heranzuziehen. Dies ist bei tierexperimentellen Untersuchungen
unter der Voraussetzung einer vertretbaren Schmerzbelastung der Tiere an den oberflachlichen Beuge-
sehnen der VordergliedmafRen durchfiihrbar (Publikationen 7, 8). Eine zusétzliche Einbeziehung der
HintergliedmaRen ist ethisch diskutabel und erschwert aufgrund von Unterschieden die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse (Estrada et al. 2014). Bei klinischen Untersuchungen an nattrlich erkrankten Patienten
aus individuellem Besitz liegen zwar ebenfalls vielfach bilateral Tendopathien vor, die unterschiedlich
behandelt werden konnten (Publikation 9), jedoch ist dieses Vorgehen zumeist aufgrund des heteroge-
nen Schadensbildes und der Kooperationsbereitschaft der Tierbesitzer nicht stringent umsetzbar, so-
dass eine interindividuelle Kontrolle in Kauf genommen werden muss (Publikation 10) und trotz Variati-
onen in einem vertretbaren Zeitrahmen zum Ergebnis fuhrt.

Da mehrere Untersuchungen ubereinstimmend zu dem Ergebnis kommen, dass kontrollierte Bewegung
einen positiven Effekt auf die Sehnenheilung hat (Gillis 1997, Dowling et al. 2000, Aspenberg 2007),
liegt es nahe, Pferde der Prif- und Kontrollgruppe — wie in allen Untersuchungen der vorliegenden Ar-
beit erfolgt — dem gleichen kontrollierten Bewegungsregime zu unterziehen. Auch dabei ergeben sich in
der praktischen Umsetzung Schwierigkeiten, die u.a. aus der Kooperationsbereitschaft der Tierbesitzer,
dem Temperament der Pferde und den &ulReren Umstanden (Witterung, Bodenbeschaffenheit) resultie-
ren. Hinsichtlich der intralasionalen Behandlung der Kontrollsehnen sind grundsatzlich mehrere Konzep-
te denkbar:

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Studientbergreifende Diskussion 45

o Der Verzicht auf eine intralasionale Behandlung der Kontrollgruppe (Carvalho et al. 2011) ist
grundsatzlich von Interesse, um zu ergriinden, ob die intralasionale Therapie sich vom Effekt
kontrollierter Bewegung abhebt. Dieses Vorgehen flihrt jedoch dazu, dass der alleinige Effekt der
Punktion des Sehnenschadens (,dry needling®) (Dabareiner et al. 2000, Avella and Smith 2012)
nicht beurteilbar ist.

¢ Die Punktion der Sehnenschaden ohne Injektion einer Kontrollsubstanz lasst die potentielle Wir-
kung des injizierten Fllssigkeitsvolumens unbertcksichtigt.

¢ Die Punktion mit Verabreichung einer Kontrollsubstanz simuliert sowohl den Effekt der Punktion
als auch des injizierten Flissigkeitsvolumens (Carvalho et al. 2013).

Daraus ergibt sich, dass der letztgenannte Ansatz zur Prifung der Wirkung eines injizierten Substrates
am besten geeignet scheint. Er wurde in allen kontrollierten Untersuchungen der vorliegenden Arbeit mit
Sehneninjektionen verfolgt (Publikationen 7, 8, 9, 10). Optimal ware eine zweite, lediglich kontrolliert
bewegte Kontroligruppe ohne jegliche intralasionale Therapie. Das Konzept einer Prif- und zweier
Kontrollgruppen wurde bei der Planung der ersten Studie an natirlichen Sehnenschéaden (Publikation 9)
angestrebt, konnte jedoch nicht mit ausreichender Fallzahl verwirklicht werden, da die Tierbesitzer bei
Pferden, die randomisiert der Kontrollgruppe zugeteilt worden waren, der alleinigen kontrollierten Bewe-
gung den Vorzug gegentber der Injektion eines Placebos gaben.

Auch die Auswahl der Kontrollsubstanz stellt eine Herausforderung dar. Wahrend die Wahl steriler phy-
siologischer Kochsalzldsung bei den untersuchten Blutprodukten naheliegend war (Publikationen 9, 10),
wurde zur Kontrolle des Effektes kultivierter AT-MSCs autologes inaktiviertes Serum verwendet (Publi-
kationen 7, 8), da dieses Medium auch zur Suspension der Zellen in der Prufgruppe eingesetzt wurde
und die Studie darauf abzielte, den Effekt der AT-MSCs und nicht ihrer Kombination mit Serum zu un-
tersuchen. In diesem Kontext stellt sich aufgrund der geringen Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich ultrasonographischer, biochemischer und biomechanischer Parameter (Publikation 7) die
Frage, inwieweit die Kontrollsubstanz, d.h. das hitzeinaktivierte autologe Serum, den Heilungsverlauf
beeinflusste. In anderen Arbeiten wurden die AT-MSCs ebenfalls in autologem, jedoch frischem Serum
suspendiert, wahrend die Kontrollgruppe keine Behandlung erfuhr (Carvalho et al. 2011). Es wurde also
streng genommen die Wirkung der Kombination aus AT-MSCs und Serum Uberprift, die sich u.a. in
einer verbesserten Organisation der Sehnenfasern und einem verbesserten Kollagentyp | Gehalt aus-
driickte. Dies weist im Kontext der eigenen Ergebnisse auf eine potentielle Bedeutung des Serums hin.
Auch ein Studiendesign, bei dem in der Priifgruppe eine Suspension von AT-MSCs in einem
Thrombozytenkonzentrat vorgenommen wird, erschwert die Einschatzung der therapeutischen Wirkung
der AT-MSCs i.e.S., wenn in der Prifgruppe phosphatgepufferte Kochsalzlésung Verwendung findet
(Carvalho et al. 2013). Diese Ergebnisse sind unabhangig von anderen konzeptionellen Unterschieden
nur bedingt mit den eigenen vergleichbar.

In mehreren kontrollierten Studien, in denen BM-MSCs zum Einsatz kamen (Smith and Webbon 2005,
Caniglia et al. 2012, Godwin et al. 2012, Smith et al. 2013), wurde Knochenmarkiiberstand aufgrund
seiner anabolen Wirkung auf Zellen (Smith et al. 2006, Schnabel et al. 2008) als Suspensionsmedium
fir die MSCs eingesetzt. In einer tierexperimentellen Untersuchung am chirurgischen Sehnenmodell
wurde Knochenmarkiiberstand konsequenterweise auch als Kontrollsubstanz verwendet (Caniglia et al.
2012), und es ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen, sodass auch entweder eine
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potentiell therapeutische Wirkung von Knochenmarkiberstand als Suspensionsmedium flr BM-MSCs
zum Tragen kommt oder in der Prif- und Kontrollgruppe keine Wirkung auf die Sehnenheilung eintrat.
Nach intralasionaler Applikation von MSCs wurde zudem tierexperimentell eine frihe Reduktion der
Zellzahl am Injektionsort (Guest et al. 2010), verbunden mit dem Nachweis von MSCs in der Blutbahn
(Carvalho et al. 2014) und sogar in kontralateralen Sehnenschaden (Burk et al. 2016) festgestellt, so-
dass eine therapeutische Beeinflussung der Gegenseite bei intralasionaler Injektion von MSCs und
intraindividueller Kontrolle nicht ausgeschlossen ist. Theoretisch kann dieser Effekt in der eigenen Un-
tersuchung (Publikation 7) zu den geringen Unterschieden zwischen den Gruppen beigetragen haben,
da eine intraindividuelle Kontrolle vorgenommen wurde.

7.4.2 Effekte wahrend der akuten Entziindungs- und Proliferationsphase: Entzindungsmodulierender
Effekt, ,nhoming“/ ,engraftment’, Neovaskularisation und Perfusion

Mesenchymalen Stromazellen wird ein entziindungsmodulierender Effekt zugeschrieben (Carvalho et
al. 2011, Duffy et al. 2011, Schu et al. 2012). Eine konstante Verbesserung klinischer Entziindungspa-
rameter (z.B. Schwellung) sowie eine ultrasonographische erfassbare Reduktion der Flissigkeitsmen-
ge (UTC: Echotyp IV) als Ausdruck der Abnahme akuter Entziindung in den Sehnenschaden wurde in
der eigenen Untersuchung am chirurgischen Sehnenmodell nach AT-MSC Applikation nicht nachgewie-
sen. Dies steht teilweise im Widerspruch zu Beobachtungen am Kollagenase-Sehnenmodell mit Injekti-
on von AT-MSCs, suspendiert in Thrombozytenlysat (Carvalho et al. 2013). Mdgliche Griinde sind ne-
ben Einflissen des Sehnenmodells und des Thromboyzytenlysates vielfaltig und beinhalten neben den
0.g. Faktoren einen zu friihen oder zu spaten Injektionszeitpunkt, eine nicht-optimale Zelldosis oder die
Wahl des Ausgangssubstrates Fettgewebe. Das genutzte chirurgische Sehnenmodell ist zwar gut stan-
dardisierbar, spiegelt jedoch eher die degenerative Komponente typischer natlrlicher Tendopathien mit
ihrem zentralen ,Kompartment* wider und flihrte zudem in der eigenen Untersuchung (Publikationen 7,
8) lediglich zu Schaden moderater Ausdehnung mit starkster Auspragung ca. 5 Wochen nach der Er-
zeugung. Das Kollagenase-Modell hingegen ist schlecht standardisierbar und impliziert ausgedehnte
Schaden mit einer deutlichen entzlindlichen Komponente. Der Injektionszeitpunkt (2 Wochen nach L&-
sionserzeugung) konnte aufgrund des Studiendesigns auf die langsame Ausdehnung der Lasionen
abgestimmt werden (Publikationen 7, 8) und hatte riickblickend vermutlich noch weiter hinausgezdgert
werden und bei ausgedehnteren Sehnenschaden wiederum tendenziell friher angesetzt werden mis-
sen, um einen entziindungsmodulierenden Effekt zu erzielen. Dies steht im Gegensatz zum klinischen
Alltag: Natirlich entstandene Tendopathien wurden in einer Untersuchung erst ca. 46-54 Tage nach
Diagnosestellung mit BM-MSCs behandelt (Godwin et al. 2012). Die Zelldosis von ca. 10 x 106 MSCs
wurde aufgrund vorangegangener Untersuchungen gewahlt (Godwin et al. 2012, Carvalho et al. 2013,
Smith et al. 2013), Titrationsuntersuchungen zur optimalen Zelldosis fehlen jedoch.

Mehrere Untersuchungen liefern Hinweise auf eine gute Eignung von Fettgewebe fur die Kultur von
MSCs. Neben der guten Verfugbarkeit des Ausgangsgewebes zeigen AT-MSCs gegeniber MSCs aus
Knochenmark eine groRere Proliferationsrate (Ranera et al. 2012, Burk et al. 2013, Barberini et al.
2014) und eine hohere Expressionsrate von Kollagentyp | und sehnenassoziierter Marker wie Tenascin-
C und Scleraxis (Burk et al. 2014).

Eindeutig wurde gezeigt, dass die AT-MSC-Injektion im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 2 Wochen zu
einer erhohten Perfusion der Sehnen flihrte, denn das Farb-Doppler-Signal war nach AT-MSC-Injektion
signifikant starker ausgepragt als in der Kontrollgruppe (Publikation 8). Die Neovaskularisation beginnt
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bereits innerhalb der ersten Woche nach Lasionsentstehung, d.h. in der spaten Entzindungs- und fri-
hen Proliferationsphase (Patterson-Kane and Firth 2009), und wird als entscheidender Faktor der Seh-
nenheilung angesehen, da sie die extrinsische Heilung und den Zu- und Abtransport von Zellen,
Wachstumsfaktoren und Zytokinen sicherstellt (Fenwick et al. 2002). Die durch die AT-MSCs induzierte
vermehrte Perfusion wurde deshalb als Indikator fur eine verbesserte Sehnenheilung interpretiert.

Nach einer einmaligen Injektion von 10 x 106 AT-MSCs in chirurgisch erzeugte Sehnenlasionen erga-
ben sich im Beobachtungszeitraum von bis zu 9 Wochen (Proliferationsphase) mittels MRT und mehre-
rer histomorphologischer Untersuchungsverfahren Ubereinstimmend Hinweise auf den Verbleib einer
hohen Anzahl dieser Zellen im Bereich der Applikation (Publikation 6). Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass eine friihe Integration der injizierten AT-MSCs in die heilende Sehnenlasion ein entscheiden-
der Mechanismus dieser Therapieform ist (Sohni and Verfaillie 2013), der fir AT-MSCs erstmals Uber
einen Zeitraum von 9 Wochen und unter Nutzung von Niederfeld-MRT am stehenden Pferd nachgewie-
sen wurde. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte danach tierexperimentell mit vergleichbaren Methoden,
dass markierte MSCs aus Fettgewebe sogar bis zu 24 Wochen in equinen OBS-Schéden nachweisbar
sind (Burk et al. 2016). Die verwendeten Markierungsverfahren (Markierung mit Eisenpartikeln, GFP)
lassen nur eine bedingte Aussage dariiber zu, wie lange die Zellen nach einer mdglichen Integration
(,homing®, ,engraftment®) in das Sehnengewebe berleben und sich teilen und ob es zu einem Gewe-
beersatz (Veronesi et al. 2016) kommt oder parakrine Effekte tberwiegen (Hofer and Tuan 2016).
Mittels MRT zeigte sich, dass die zur Zellmarkierung eingesetzten Eisenpartikel im Bereich der Injekti-
onsstellen auch in der Umgebung der Sehnen nachweisbar waren (Publikation 6). Dies wurde als Aus-
druck eines madglichen Riickflusses von Zellsubstrat in die Unterhaut wéhrend des Injektionsvorganges,
der an der belasteten Gliedmalle ausgeflhrt wurde, interpretiert, wenngleich sich dabei kein deutlicher
Gegendruck aufgebaut hatte. Grundsétzlich stehen neben der intraldsionalen Injektion auch die regio-
nale Perfusion und die systemische intravendse Injektion (Becerra et al. 2013, Sole et al. 2013) als Ap-
plikationsverfahren zur Verfligung, wobei die intralésionale Injektion zu einer hoheren lokalen MSC
Konzentration fiihrt und deshalb nach aktuellem Kenntnisstand die beste Methode darstellt (Sole et al.
2013, Burk et al. 2016). Dabei sind wiederum Injektionen an der belasteten Gliedmale (Sehne unter
Spannung) oder am aufgehobenen Ful® (Sehne entlastet) sowie Punktionen im Faserverlauf der Sehne
oder quer zur Sehnenachse zu unterscheiden. Die ultrasonographische Kontrolle der Punktionskan(le
und eine prézise intralasionale Injektion sind an der belasteten Gliedmale leichter mdglich, sodass
dieses Verfahren in allen Studien der vorliegenden Arbeit gewahit wurde. Dieses Vorgehen flihrt még-
licherweise jedoch zu einer Beschadigung intakter Sehnenfasern beim Vorschieben der Kaniile in einen
zentralen Sehnenschaden. Diese ,Stichkanale sind teilweise langfristig als hypoechogene Bander so-
nographisch nachweisbar (Publikation 7). Inre Bedeutung fur den Heilungsprozess ist unklar: Einerseits
kommt es zu einem erkennbaren Verlust zumindest von Teilen des Injektates in die Umgebung der
Sehne (Publikation 6) (Scharf et al. 2015). Dies zieht moglicherweise eine Zubildung von Gewebe (z.B.
Unterhautfibrose) auBerhalb der Sehne nach sich (Publikation 9). Andererseits wird die Einwanderung
von lokalen Vorlauferzellen aus dem Bereich des Peritendineum erleichtert (Garner et al. 1989, Clegg et
al. 2007, Kol et al. 2013). Zusammenfassend sollte das Injektionsverfahren so ausgewahlt werden, dass
Reflux des Zellsubstrates in die Unterhaut vermieden wird, um die applizierte Zellmenge im Sehnende-
fekt zu konzentrieren und peritendindse Reaktionen (Fibrosen, Adhasionen, Schwellungen) zu begren-
zen. Dabei sollte idealerweise auch das Injektionsvolumen auf die GroRe des Defektes abgestimmt
werden.
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Bei zukinftigen Untersuchungen sollte eine Quantifizierung der histologisch und bildgebend erfassten
Zellmarkierungen vorgenommen werden (Guest et al. 2010), um auch fur AT-MSCs die Bedeutung der
verwendeten Zelldosis zu beleuchten und um zu Uberprufen, in welchem Umfang Zellen ber das Blut-
bzw. Lymphgefalisystem in andere Bereiche des Korpers, wie z.B. kontralaterale Sehnenschaden, ge-
langen und sich dort festsetzen (Burk et al. 2016).

Methodisch zeigte sich, dass Lichtmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie, Immunfluoreszenz und Im-
munhistochemie effektive Methoden zum Nachweis markierter AT-MSCs in chirurgisch erzeugten OBS-
Lasionen sind. In vivo Niederfeld MRT-Untersuchungen haben das Potential, als nicht-invasives Verfah-
ren genutzt zu werden, um die Integration von AT-MSCs auch an Pferden mit natirlich entstandenen
Tendopathien der oberflachlichen Beugesehne zu iberpriifen (Berner et al. 2016).

Eine einmalige Injektion von autologem konditioniertem Serum in natirlich entstandene Lasionen der
OBS tragt zu einer frihen Lahmheitsreduktion bei. Obwohl die klinisch ermittelte Schwellung im palma-
ren MittelfuBbereich zunachst nicht in gleichem Male zurlickging, kam es nach ca. 7 Wochen (Ende der
Proliferationsphase) zu einem signifikanten Abfall auch dieses Parameters nur in der Prifgruppe (Publi-
kation 9). Dies kénnte durch eine entziindungshemmende Wirkung, die dem autologen konditionierten
Serum aufgrund seines Gehaltes an Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist bereits bei der Behandlung von
Arthropathien zugeschrieben wurde (Frisbie et al. 2007), beeinflusst worden sein, wenngleich die Wir-
kung nicht zu Gruppenunterschieden i.e.S. filhrte. Die Beobachtung, dass der mittels Ultraschall be-
stimmte Sehnenquerschnitt in beiden Gruppen im Untersuchungszeitraum gleich blieb, lasst den Rick-
schluss zu, dass sich die ACS-Injektionen eher positiv auf die Riickbildung der Unterhaut- als der Seh-
nenschwellung ausgewirkt haben.

Im Vergleich zur Entwicklung der Kontrollsehnen trug die ACS-Injektion auch zur Verbesserung ultraso-
nographischer Parameter wahrend der Proliferations- und frihen Remodellierungsphase bei: Es zeigte
sich insbesondere eine Verringerung des Ausmalies und eine hdhere Echogenitat der Lasionen. Jlinge-
re Untersuchungen lieferten Hinweise auf einen erhohten Gehalt von ACS an den Wachstumsfaktoren
wie IGF-1 und TGF- (Hraha et al. 2011), deren Effekt neben dem entzlindungshemmenden Einfluss
des ACS mdglicherweise zur Bildung eines echoreichen fibrillaren Ersatzgewebes beitrug. Nach expe-
rimentell erzeugten Sehnenlasionen ist z.B. der Gehalt an endogenem IGF-1 zunachst gering (Dahligren
et al. 2005). Auf dieser Grundlage ist die Verzogerung der o.g. Effekte im Verhaltnis zum Zeitpunkt der
Injektion méglicherweise durch auto- oder parakrine Wirkungen des ACS auf die endogene Expression
von Wachstumsfaktoren zu erkléren (Heisterbach et al. 2012).

Die intralasionale Behandlung mit autologem konditioniertem Serum fiihrte ca. 5 Wochen (spéate Prolife-
rationsphase) nach der Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer signifikant abgeflachteren
Morphologie der Tenoyztenkerne, die als Ausdruck einer reduzierten Proliferationsrate bewertet wurde.
Daraus kann moglicherweise eine reduzierte Produktion des unelastischen Kollagentyp IlI, dessen Ge-
halt nach Ergebnissen experimenteller Untersuchungen zunachst zwischen der 3. und 6. Woche nach
der Sehnenschadigung am groften ist (Silver et al. 1983, Dahlgren et al. 2005), abgeleitet werden. Im-
munhistochemisch ergaben sich jedoch keine Unterschiede hinsichtlich der Expression von Kollagentyp
[Il. Dies ist moglicherweise auf die starke Schwankung des Gehaltes verschiedener Kollagentypen bei
naturlich entstandenen Sehnenlasionen zurickzuflhren (Sodersten et al. 2013).

Eine einmalige intralasionale PRP-Behandlung (System Osteokin®, Fa. Orthogen) von natiirlich ent-
standenen Lasionen der OBS mit einer vorberichtlichen Dauer von bis zu 8 Wochen fuhrt im Vergleich
mit einer Placebo-Behandlung zu einer friheren Reduktion des Lahmheitsgrades und zu einer friiheren
Reduktion des Score-Werte flr die Hautoberflachenwarme in der akuten Entzindungs- und Proliferati-
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onsphase (Publikation 10). PRP wurde eine entziindungshemmende Wirkung zugeschrieben (El-
Sharkawy et al. 2007, Bosch et al. 2010, Mazzocca et al. 2013), die zu dieser Entwicklung beigetragen
haben konnte und sich auch in reduzierten Schmerz-Scores nach Tendopathie-Behandlungen mit PRP
in der Humanmedizin widerspiegelt (Mishra and Pavelko 2006). Der Grad der Druckempfindlichkeit, ein
weiteres Kardinalsymptom der Entziindung, sank hingegen bei sonst ahnlichem Kurvenverlauf friher
bei den Kontrolltieren als bei den PRP behandelten Pferden ab. Ursachlich begunstigt die Einbeziehung
unterschiedlicher Lasionstypen hohe interindividuelle Schwankungen der Score-Werte. Insgesamt ist zu
betonen, dass zu keinem Zeitpunkt unmittelbare Gruppenunterschiede vorlagen.

Bei beiden untersuchten Blutprodukten ergibt sich als Schlussfolgerung zur Wirkung in der akuten Ent-
zlindungs- und in der Remodellierungsphase, dass eine frihere Behandlung mdglicherweise vorteilhaf-
ter gewesen ware, um die beobachteten Effekte, die insgesamt eher schwach ausgepragt waren, zu
verstarken. Im selben Kontext ist auch eine Wiederholung der Behandlung in Erwagung zu ziehen.

7.4.3 Remodellierungsphase: Auswirkung auf Gewebeeigenschaften am Ende der Beobachtungspe-
riode, regenerativer Effekt

Neben sequentiellen klinischen und ultrasonographischen Untersuchungen (iber den gesamten Be-
obachtungszeitraum lieferten terminale histologische, biochemische und biomechanische Untersuchun-
gen von Sehnengewebe 22 Wochen nach AT-MSC-Behandlung keinen sicheren Anhaltspunkt flr eine
Uberlegenheit dieser Behandlung gegeniiber einer alleinigen Behandlung mit inaktiviertem Serum. In
beiden Gruppen zeigte die histologische Textur in Verbindung mit einem hohen DNA und Glykosamino-
glykangehalt eine hohe metabolische Aktivitat des Narbengewebes, die darauf hinweist, dass unter den
untersuchten Voraussetzungen die Remodellierungsphase 6 Monate nach der Therapie noch andauert
und die Sehnenheilung noch nicht abgeschlossen ist. Es ergaben sich keine Hinweise auf eine Wieder-
herstellung der urspriinglichen Gewebestruktur. Hinsichtlich der untersuchten biochemischen Parameter
zeigte sich im Vergleich zu einer zweiten Kontrollgruppe, bestehend aus makroskopisch unverandertem
Sehnengewebe, als einzige Auffalligkeit, dass die AT-MSC-Behandlung mdglicherweise einen positiven
Einfluss auf die Quervernetzung (,cross-linking“) von Kollagen in der Remodellierungsphase hat. Im
Vergleich zu einer anderen kontrollierten tierexperimentellen Untersuchung zur Wirkung von MSCs aus
Knochenmark, die an Pferden mit natlirlich entstandenen Tendopathien tberprift wurde und somit eine
Ausnahme darstellt (Smith et al. 2013), waren die Effekte der AT-MSC-Therapie deutlich schwacher
ausgepragt. Dies trifft in noch hoherem Male auf den Vergleich mit einer tierexperimentellen Untersu-
chung zu, bei der chirurgisch mit demselben Verfahren wie in der eigenen Untersuchung erzeugte Ten-
dopathien mit dem Thrombozytenkonzentrat PRP behandelt wurden (Bosch et al. 2010).

Die mittels Farb-Doppler darstellbare Perfusion unterschied sich 22 Wochen nach der AT-MSC-
Behandlung nicht mehr von der Kontrollgruppe, wenngleich zu diesem Zeitpunkt die Anzahl von histolo-
gisch und immunhistochemisch nachgewiesenen Blutgefalanschnitten bei den AT-MSC behandelten
Sehnen signifikant groBer war, sodass von einer erhohten Vaskularisation des Ersatzgewebes nach
dieser Behandlungsform auszugehen ist (Publikation 8). In einer der wenigen anderen tierexperimentel-
len Untersuchungen zur Behandlung von equinen Sehnenschaden mit AT-MSCs zeigten sich zum Ende
des Untersuchungszeitraumes von ca. 16 Wochen weder immunhistologisch (Faktor VIII) noch mittels
Power-Doppler Unterschiede zur Placebo-behandelten Kontrollgruppe (Carvalho et al. 2013). Unter-
schiede im Studiendesign (Kollagenase-Modell, Suspension der AT-MSCs in Thrombozytenlysat, Be-
obachtungszeitraum, u.a.) erschweren den Vergleich der Ergebnisse beider Studien. Davon unabhan-
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gig stellt die in der eigenen Untersuchung erstmals etablierte histologische Untersuchungstechnik, bei
der innerhalb eines Praparates alle GefalRanschnitte ausgezahlt wurden, zudem ein praziseres Verfah-
ren als die semiquantitative Bewertung der Vaskularisation dar.

In Verbindung mit anderen Untersuchungsmodalitaten (UTC, andere histologische Parameter) zeigte
sich, dass die Sehnenheilung in der eigenen Untersuchung nach 22 Wochen noch nicht abgeschlossen
war, sodass die Bewertung der Vaskularisierung kein Langzeitergebnis darstellt. An der erkrankten
Achilles-Sehne des Menschen wird eine langfristig erhohte Vaskularisation kritisch gesehen, da sie
typischerweise mit chronischem Schmerz einhergeht (Ohberg et al. 2001). Pferden zeigen zumeist kei-
ne oder geringe Anzeichen fiir chronischen Sehnenschmerz (Richardson et al. 2007), sodass eine mit-
telfristig erhdhte Vaskularisation eher als Ausdruck einer verbesserten Versorgung mit Zellen und
Wachstumsfaktoren wahrend der akuten Entzindungs- und Proliferationsphase der Sehnenheilung
interpretiert wird (Fenwick et al. 2002, Bosch et al. 2011). Bei naturlich entstandenen, chronischen Ten-
dopathien ist die Perfusion der Sehnenschaden in der Remodellierungsphase eher rlicklaufig (Murata et
al. 2012), aber gegenuber nicht erkrankten Sehnen von Kontrollpferden erhoht (Kristoffersen et al.
2005). Eine aktuelle Untersuchung untermauert das Potential von Fettgewebe bzw. assoziierten MSCs
zur Angiogenese (Ceserani et al. 2016), sodass die Anregung der Vaskularisation durch die intratendi-
ndse Behandlung mit AT-MSCs insgesamt schlissig ist.

Klinische und die meisten ultrasonographischen Parameter unterschieden sich nach 25 Wochen nicht
zwischen ACS-behandelten und Kontrollsehnen. Auffallig war, dass die mittels B-mode Ultraschall be-
stimmte Lasionsgrofe am vorletzten Untersuchungstermin (ca. 23 Wochen) nach ACS-Behandlung
statistisch signifikant kleiner war. Dies steht im Einklang mit einer erhhten Echogenitat der Lasionen 11
und 15 Wochen nach ACS-Therapie und deutet auf einen geringeren Anteil an Flissigkeit in den ACS
behandelten Sehnenschéaden in der Remodellierungsphase hin. Unter Berlicksichtigung des heteroge-
nen Untersuchungsgutes wére eine mindestens dreimalige Untersuchung mit der sensitiveren UTC
Technik (Publikation 10) auch bei dieser Studie hilfreich gewesen, um die Echotextur besser zu charak-
terisieren, jedoch stand die Technik wahrend der ACS Studie nicht zur Verfiigung.

Die intralasionale Behandlung mit autologem konditioniertem Serum flihrte in der Remodellierungspha-
se zu einer gesteigerten Differenzierung von Sehnenzellen, die sich durch eine erhdhte Kollagentyp |
Expression auflert. Auffallend war ein am Ende des Beobachtungszeitraumes (6 Monate) gegeniiber
der 5. Woche nur nach ACS-Behandlung signifikant héherer Gehalt an immunhistochemisch nachge-
wiesenem Kollagentyp I. Der Gehalt an Kollagentyp Ill zeigte (iber 6 Monate eine abnehmende statisti-
sche Tendenz. Wenngleich sich diese Verlaufe nicht in einem Unterschied zwischen den Gruppen wi-
derspiegelte, weisen sie auf eine vorteilhaftere Entwicklung der Qualitat des Reparaturgewebes nach
ACS-Behandlung hin (Silver et al. 1983, Dahlgren et al. 2005), denn ein hoher Kollagentyp | Gehalt
korreliert im Idealfall mit glinstigen biomechanischen Eigenschaften von Sehnengewebe wie einer bes-
seren Elastizitat (Williams et al. 1984, Watkins et al. 1985), wenngleich dies in einer tierexperimentellen
Untersuchung an Achilles-Sehnen von Ratten trotz eines molekularbiologisch aufgezeigten hohen Kol-
lagentyp | Gehaltes nach ACS-Therapie nur bedingt (schnellere Verbesserung der Sehnensteifigkeit
nach ACS- als nach Placebo-Behandlung) zutraf (Majewski et al. 2009). Zur weiterflhrenden Unter-
mauerung des Ergebnisses der eigenen Untersuchung waren biomechanische Testungen aufgrund des
Studiendesigns nicht moglich. Die molekularbiologische Bestimmung der Kollagentypen hatte groRere
Bioptate erfordert und ware somit invasiver gewesen.

Zusammenfassend ergeben sich Hinweise auf eine Verbesserung der Qualitat des Ersatzgewebes
durch die ACS-Behandlung in der Remodellierungsphase. Aufgrund fehlender Unterschiede im unmit-
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telbaren Gruppenvergleich am Ende der Untersuchung, erwies sich als hilfreich zusatzlich eine verglei-
chenden Betrachtung des Heilungsverlaufes innerhalb der jeweiligen Gruppen bei der Auswertung her-
anzuziehen.

Einmalige Injektionen mit PRP tragen nach 6 Monaten, wahrend des Umbaues der fibrillaren Matrix zu
Faszikeln zu einer mittels ultrasonographischer Gewebecharakterisierung nachweisbaren Verbesserung
der strukturellen Organisation des Ersatzgewebes bei. Gleichzeitig zeigen die Ergebnisse, dass die
Remodellierung 6 Monate nach der Behandlung noch nicht abgeschlossen ist. Im Gegensatz zu einer
tierexperimentellen Untersuchung zur PRP-Wirkung am chirurgischen Sehnenmodell (Bosch et al.
2010) sind die Effekte im Rahmen der eigenen Studie deutlich schwacher ausgepragt, und es zeigt sich
insbesondere noch keine Erhéhung des Anteils der erwiinschten vollstandig parallelen Faserbiindel
(Echotyp 1) gegentiber der Kontrollgruppe am Ende des vergleichbar langen Untersuchungszeitraumes
von ca. 6 Monaten. Dies weist einerseits auf grundséatzliche Diskrepanzen im Heilungsverlauf zwischen
dem von Bosch et al. verwendeten chirurgischen Modell (Bosch et al. 2010) und natirlich entstandenen
Sehnenlasionen, wie in den eigenen Untersuchungen uberprift (Publikation 10) hin. Bei genauer Be-
trachtung fallt zudem der deutlich friihere Behandlungszeitpunkt der experimentellen Lasionen ins Ge-
wicht, der potentiell nicht nur den frihen Verlauf, sondern auch das Ergebnis in der Remodellierungs-
phase beeinflusst.

744 Funktionalitat

Eines der wichtigsten Erfolgskriterien der Sehnenbehandlung ist die Funktionalitdt und somit einerseits
die GliedmafRenfunktion und langfristig insbesondere die Rezidivfreiheit (Thorpe et al. 2010). Diese
Parameter spiegeln sich in den biomechanischen Eigenschaften des Ersatzgewebes wider (Crevier-
Denoix et al. 1997), die sich in tierexperimentellen Untersuchungen am Ende des Beobachtungszeit-
raumes z.B. an Sehnenexplantaten biomechanisch testen lasst (Schnabel et al. 2009, Bosch et al.
2010, Smith et al. 2013). Nach Behandlung mit AT-MSCs in Serum unterschieden sich die biomechani-
schen Eigenschaften der Sehnenproben aus den Lasionen 22 Wochen spater nicht von der Kontroll-
gruppe (Publikation 7). In einer anderen Untersuchung, in der dasselbe chirurgische Modell verwendet
wurde, waren die biomechanischen Eigenschaften von PRP behandeltem Sehnengewebe gegeniber
der Behandlung mit steriler Kochsalzlosung im unmittelbaren Vergleich besser (Bosch et al. 2010).
Mdgliche Grunde fur die Diskrepanz zwischen den Untersuchungen sind vielfaltig und konnen z.B. in
der geringeren Auspragung der Sehnenschaden in der eigenen Untersuchung, im Behandlungszeit-
punkt und im Therapeutikum selbst zu suchen sein. Wahrend in einer tierexperimentellen Untersuchung
zur Wirkung von BM-MSCs am Kollagenase-Modell ebenfalls kein Unterschied zwischen Prif- und Kon-
trollgruppe nachweisbar war (Schnabel et al. 2009), wurde hingegen in einer tierexperimentellen Unter-
suchung an Pferden mit nattrlichen Sehnenschaden nach BM-MSC-Behandlung eine geringere Steifig-
keit der Sehnen als bei den Kontrolltieren nachgewiesen (Smith et al. 2013). Diese verdeutlicht die
Grenzen der Vergleichbarkeit von Sehnenmodellen mit natirlichen Tendopathien. Biomechanische
Untersuchungen zu AT-MSC behandelten Sehnen liegen nach unserer Kenntnis nicht vor. Die Einbe-
ziehung einer dritten Gruppe (makroskopisch unverandertes Sehnengewebe desselben Individuums)
erwies sich als sinnvoll, um auch mdgliche dezente Effekte der AT-MSC-Behandlung herauszuarbeiten
(unterschiedlicher Gehalt der Lokalisationen an Hydroxylysylpyridinolin).

Bei Pferden mit natlrlich entstandenen Tendopathien ist zunachst der Riickgang der akuten Lahmheit
ein Erfolgskriterium. Der im Vergleich zur Kontrollgruppe schnellere Riickgang des Lahmheitsgrades
nach ACS sowie auch nach PRP-Behandlung liefert Hinweise auf eine positive Beeinflussung der Funk-
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tionalitat als Kardinalsymptom der Entziindung durch diese Blutprodukte (Publikationen 9, 10) und war
in der ACS-Studie noch starker ausgepragt: Der durchschnittliche Lahmheitsgrad ging 11 Tage nach
ACS- und 8 Wochen nach PRP-Behandlung signifikant zurtick. Das Studiendesign beider Untersuchun-
gen ahnelt sich nicht zuletzt durch Einbeziehung natirlich entstandener Tendopathien. Die vorberichtli-
che Dauer der Tendopathien lag jedoch in der ACS-Studie bei bis zu 14 Tagen und in der PRP-
Untersuchung bei bis zu 8 Wochen. Dies liefert Hinweise darauf, dass eine friihzeitigere Behandlung im
Hinblick auf die friihe Verbesserung der Funktionaliat vorzuziehen ist.

Langfristig wird die Funktionalitat nur in geringerem Umfang durch persistierende Lahmheit, sondern in
erster Linie durch Erreichen des beabsichtigten Leistungsniveaus und insbesondere durch die Rezidiv-
rate zum Ausdruck gebracht (Patterson-Kane and Firth 2009). NaturgemaR ist die Sammlung von Daten
zu diesen Parametern bei Pferden aus individuellem Besitz herausfordernd, sodass dieses wichtige
Element bei zahlreichen Fallserien fehlt (Kiinneke et al. 2008, Torricelli et al. 2011). Alle lahmen Pferde,
die mit ACS behandelt worden waren, sowie alle Kontrollpferde zeigten bereits ca. 5 Wochen nach der
Therapie bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes keine Lahmheit mehr (Publikation 9). Nach PRP
bzw. Placebo-Behandlung waren am Ende des Untersuchungszeitraumes nur noch insgesamt 3 von
urspringlich 11 Studienpferden lahm (Publikation 10). Auch unter Berticksichtigung der Lahmheitsfrei-
heit aller Pferde 6 Monate nach chirurgischer Induktion von Tendopathien (Publikation 7) bestatigt sich,
dass chronisch persistierender Schmerz bei equinen Tendopathien der OBS (Richardson et al. 2007) im
Gegensatz zur Achilles-Tendopathie des Menschen (Alfredson et al. 2003, Divani et al. 2010) wenig in
Erscheinung tritt. Die Sensitivitat der klinischen Bestimmung des Lahmheitsgrades ist insbesondere bei
bilateralen Tendopathien begrenzt und hatte durch den Einsatz von computergestitzter Ganganalyse
(Sensorsysteme, Druckmessplatten, Laufband) verbessert werden kdénnen. Diese Verfahren konnten
aufgrund der fehlenden Verfligbarkeit oder des hohen Aufwandes bei den eigenen Untersuchungen
nicht genutzt werden.

5 von 8 Pferden (63%), deren Sehnen mit ACS behandelt worden waren, wurden zum Zeitpunkt der
Besitzerbefragung 2-4 Jahre nach der Behandlung auf dem vorherigen oder einem hoheren Leistungs-
niveau genutzt (Publikation 9). Aufgrund der geringen Fallzahlen und der gleichzeitigen Nutzung zweier
Pferde mit bilateralen Tendopathien in der Prif- und Kontrollgruppe war ein statistischer Gruppenver-
gleich der langfristigen Funktionalitét in dieser Untersuchung nicht sinnvoll. Trotzdem bilden die Daten
eine wertvolle Orientierungshilfe, da in der Literatur bislang gar keine Daten zur langfristigen Entwick-
lung der Nutzbarkeit von Pferden mit ACS behandelten Tendopathien vorlagen.

Nach einer einmaligen PRP-Injektion erreichten 12 Monate nach Behandlung mehr Pferde (8/10) ihr
vorheriges oder ein hoheres Leistungsniveau als nach Placebo-Behandlung (5/10) (Publikation 10).
Aufgrund der geringen Fallzahl waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant. Beim Vergleich mit
Literaturangaben zu alleiniger Behandlung mit kontrollierter Bewegung zeigt sich, dass ca. 73% (11 /15)
der Galopprennpferde (Flach- und Hurdenrennen) innerhalb von 24 Monaten wieder im Sport auf dem
urspringlichen Leistungsniveau genutzt wurden, die Rezidivrate lag jedoch bei diesen Pferden bei ca.
55 % (6/11 Pferden).

Dennoch weisen die Ergebnisse im Einklang mit Ergebnissen anderer Untersucher an Versuchspferden
(Bosch et al. 2010) auf das Potential der PRP-Behandlung hin, die biomechanischen Eigenschaften des
Narbengewebes mittel- bis langfristig positiv zu beeinflussen. 24 Monate nach der Behandlung war
jedoch der Anteil der Pferde, die auf einem gleichbleibenden oder hoheren Leistungsniveau genutzt
werden konnten, in der eigenen Studie (Publikation 10) bei den behandelten Pferden und bei der Kon-
troligruppe ungefahr gleich. Dies korreliert mit einer klinischen Untersuchung zu Fesseltragerkorper-

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Studientbergreifende Diskussion 53

schaden bei Trabrennpferden, bei denen die Rennleistungen im dritten Jahr nach der Behandlung ab-
nahmen (Waselau et al. 2008) sowie mit einer aktuellen Untersuchung an Galopprennpferden, in der
die Behandlung von OBS-Lasionen mit PRP im Vergleich zu alleiniger kontrollierter Bewegung in Bezug
auf die Rennleistung nach der Rekonvaleszenz (durchschnittlich 552 Tage) nicht Gberlegen war (Witte
etal. 2016).

Theoretisch hatte durch Verlangerung des Beobachtungszeitraumes und Ausdehnung des Bewegungs-
regimes und somit der Belastung auch in der tierexperimentellen Untersuchung zur AT-MSC Wirkung
(Publikationen 7) eine Aussage Uber den Parameter Rezidivrate getroffen werden konnen, jedoch ist
dies in tierexperimentellen Untersuchungen aufgrund des hohen Aufwandes uniblich und wurde aus
ethischen Griinden als unangemessen erachtet. Hier ware eine Langzeitstudie an natrlich erkrankten
Sportpferden von hohem Interesse.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten, dass die hohen Erwartungen, die
zunachst an die Therapie mit potentiell regenerativen Blut- und Zellsubstraten gestellt wurden, in der
bisherigen Form bei einmaliger Behandlung nur bedingt gerechtfertigt sind (Witte et al. 2016). Sowohl
die experimentellen Untersuchungen als auch die Studien an Pferden mit natiirlichen Sehnenschaden
geben Hinweise auf Wirkungen, die die Sehnenheilung positiv beeinflussen. Diese waren jedoch im
Hinblick auf den klinischen Verlauf relativ schwach ausgepragt.

7.5 Ausblick

Bevor die untersuchten Therapiekonzepte uneingeschrankt den Vorzug gegeniber dem Konzept allei-
niger kontrollierter Bewegung erhalten konnen (Witte et al. 2016), sollten weiterfuhrende Untersu-
chungsergebnisse zu Verfligung stehen:

Bei der Herstellung autologer Substrate aus Blut zur Sehnenbehandlung ergibt sich zum einen die Not-
wendigkeit, den Gehalt an Zellen und Wachstumsfaktoren in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren
zu erfassen. Dabei sollten auch individuelle Faktoren wie Pferdetyp, Alter, Geschlecht einbezogen wer-
den. Langfristig ware ein Behandlungsprotokoll fir Tendopathien der OBS anzustreben, bei dem die Art
der Sehnenlasion und andere individuelle Faktoren sowie die Zusammensetzung des Thrombozyten-
konzentrates Bericksichtigung finden. In Bezug auf unterschiedliche Quellen fir mesenchymale
Stromazellen sollte der therapeutische Effekt von BM-MSCs und AT-MSCs auf natrliche Tendopathien
von Pferden direkt in vivo verglichen werden.

Hinsichtlich der Wirkung der untersuchten Substrate auf Tendoapthien bei lebenden Pferden ergibt sich
aus der vorgelegten Arbeit folgendes: Es erscheint sinnvoll, die Wirkung autologer AT-MSCs in einer
kontrollierten Untersuchung an natirlich erkrankten Patienten zu Uberprifen. Der Effekt autologer
Thrombozytenkonzentrate (PRP) auf die Sehnenheilung sollte zu einem friheren Erkrankungsstadium,
d.h. wenige Tage nach Entstehung klinischer Erscheinungen, aber noch innerhalb der akuten Entzin-
dungsphase an naturlich erkrankten Patienten kontrolliert Uberprift werden. Basierend auf den eigenen
Ergebnissen erscheint es sinnvoll, die Wirkung wiederholter Injektionen von autologen Blutprodukten
wie PRP und ACS zu Uberprifen bzw. mit einmaligen Injektionen zu vergleichen. In einem weiteren
Schritt konnten Kombinationen verschiedener Substrate, z.B. AT-MSCs und Thrombozytenlysat kontrol-
liert untersucht werden.

In zukinftigen kontrollierten Verlaufsuntersuchungen zur Wirkung potentiell regenerativer Substrate an
natlirlich entstandenen Tendopathien sollten die Pferde hochfrequenter mit der sensitiven und nicht
invasiven UTC-Technik untersucht werden. Aullerdem mussen weitere Langzeituntersuchungen zur
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Ermittlung der Rezidivraten bei Sportpferden innerhalb von 2 Jahren nach der Therapie mit regenerati-
ven Praparaten erfolgen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beziehen sich auf die OBS des Pferdes. Von Interesse sind in
zukunftigen Untersuchungen die Effekte der untersuchten Substrate bzw. ihrer Modifikationen auf ande-
re Sehnen- und Bandstrukturen, wie z.B. die klinisch relevanten Abschnitte des equinen Fesseltragers
(M. interosseus medius), die Seitenbander des Hufgelenkes und die tiefe Beugesehne.
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8 Zusammenfassung

Sehnenerkrankungen der oberflachlichen Beugesehne kommen bei Pferden haufig vor und sind zu-
meist degenerativer Natur. Aufgrund der langsamen Sehnenheilung und der hohen Rezidivrate besteht
ein hohes Interesse daran, die Heilung zu beschleunigen und die Qualitat des Ersatzgewebes zu ver-
bessern. Zahlreiche bisher angewendete Verfahren wie die intratendindse Applikation einer Vielzahl von
Therapeutika und chirurgische Ansatze liefern ein unbefriedigendes Ergebnis. Kontrollierte Bewegung
mit sukzessive gesteigerten Intervallen gilt als etablierte und effektive Therapieform. Seit ca. 15 Jahren
sind bei der Sehnenbehandlung im Pferdebereich potentiell regenerative Therapieverfahren, die auf der
Applikation von zumeist autologen Blutprodukten (z.B. thrombozytenreichem Plasma, PRP) und zellrei-
chen Substraten (z.B. mesenchymalen Stromazellen, MSCs) aus Knochenmark und Fettgewebe basie-
ren, in den Fokus der Forschung und klinischen Anwendung gertickt.

Ziel der vorliegenden Habilitationsarbeit war es, verschiedene aktuelle Therapieansatze aus dem For-
menkreis der regenerativen Medizin in Bezug auf ihre Bedeutung bei der intralasionalen Therapie equi-
ner Sehnenerkrankungen naher zu untersuchen. Dabei wurden insbesondere Substrate und Anwen-
dungen bericksichtigt, zu denen wahrend der Konzeption der Untersuchungen keine oder wenige Da-
ten in der Literatur verfligbar waren. Die Ziele der vorliegenden Arbeit gliedern sich in drei Bereiche: 1.)
Zunachst sollte untersucht werden, wie sich die Knochenmarkentnahme und die Ausbeute an MSCs
aus Knochenmark aus dem equinen Brustbein optimieren lasst und welche Bedeutung die kurzfristige
Lagerung von autologen Thrombozytenkonzentraten im Hinblick auf ihren Zell- und Wachstumsfakto-
rengehalt besitzt. 2.) Das zweite Ziel der Arbeit war die Charakterisierung des diagnostischen Wertes
etablierter und neuer Methoden bei der Verlaufskontrolle von Erkrankungen der oberflachlichen Beuge-
sehne. Dazu wurden die klinische Untersuchung und die B-mode- sowie die Farb-Doppler-Sonographie,
die Utrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC), die Feinnadelbiopsie, die histologische Un-
tersuchung sowie mehrere Methoden zur Nachverfolgung des Verbleibs von markierten MSCs (,cell
tracking”) angewendet (Niederfeld Magnetresonanztomographie am stehenden Pferd, postmortale
Licht- und Fluoreszenzmikroskopie, Immunfluoreszenz) 3.) Den dritten Aspekt und Schwerpunkt der
Arbeit bildeten zwei tierexperimentelle Untersuchungen und zwei kontrollierte Untersuchungen an Pfer-
den mit natiirlichen Sehnenschaden. Dazu wurden die Effekte autologer MSCs aus Fettgewebe (adipo-
se tissue, AT) auf chirurgisch erzeugte Lasionen der oberflachlichen Beugesehne berpriift. Dabei ka-
men die Utrasonographische Gewebecharakterisierung (UTC) und Farb-Doppler-Sonographie sowie
finale histologische, biochemische und biomechanische Untersuchungen zum Einsatz. Zudem wurden
die Effekte von autologem konditioniertem Serum und eines autologen thromobozytenreichen Plasma-
produktes auf naturlich entstandene Lasionen der oberflachlichen Beugesehne Uberpruft. Besondere
Aspekte waren die feingewebliche Verlaufskontrolle durch Gewinnung sequentieller Feinnadelbioptate
bzw. der Einsatz der UTC-Technik, um die Sehnenheilung im zeitlichen Verlauf zu Gberwachen.

Die an Brustbeinen vorgenommenen Untersuchungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass das Ster-
num bei Warmblutpferden einheitlich aus 7 Segmenten besteht und das Volumen der Sternebrae mit
dem Alter der Pferde zunimmt. Die 4. und 5. Sternebra erscheinen aufgrund ihrer Kugelform, ihres ho-
hen Volumens, der wenig prominenten Crista sterni am ventralen Aspekt dieses Brustbeinabschnittes
und der guten Zuganglichkeit am stehenden Pferd am besten flr die Punktion geeignet. Die Ultrasono-
graphie ermdglichte eine gute Abschatzung der Dicke des Weichgewebes, die das kaudale Brustbein
Uberlagert, und die Festlegung geeigneter Punktionsstellen. Die gewlnschte Eindringtiefe der Kno-
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chenmarkpunktionskantle in das Sternum kann durch Messungen am 5. besser als am 4. Brustbein-
segment vorherbestimmt werden. Die Untersuchung zeigte, dass bei beiden Sternebrae eine geringe
Penetrationstiefe des Brustbeines von ca. 10 mm zur MSC-Gewinnung ausreichend ist, wenngleich eine
Tiefe von ca. 30 mm bei gleicher Sicherheit zuverlassiger ausreichende Knochenmarksvolumina liefert.
Zusammenfassend zeigte sich, dass die 5. Sternebra am besten fir die Gewinnung von Knochenmark
zur MSC Aufbereitung geeignet ist. Die Kultur und Expansion von MSCs war bei Nutzung von fetalem
Kalberserum im Vergleich zu standardisiertem Pferdserum und autologem Serum am effektivsten.

Im Rahmen der Untersuchung zweier in praxi gebrauchlicher Thrombozytenkonzentrate zeigte sich,
dass die Zubereitungen ad modum E-PET (Equine Platelet Enhancement Therapy) und ACP® (Autolo-
gous Conditioned Plasma) bei Raumtemperatur mindestens 6 Stunden lang aufbewahrt werden kén-
nen, ohne dass es zu einem Abfall des Wachstumsfaktorengehaltes kommt. Der Wachstumsfaktoren-
gehalt von Thrombozytenkonzentraten weist je nach Herstellungsverfahren deutliche Unterschiede auf.
Ein einheitliches Muster von Abhangigkeiten zwischen den Komponenten der Konzentrate und den
gemessenen Wachstumsfaktorenkonzentrationen I&sst sich vor dem Hintergrund der eigenen Untersu-
chung nicht darstellen.

Die klinische Untersuchung hatte zu Beginn der Sehnenerkrankung einen hohen diagnostischen Wert
und bleibt ein einfach anwendbarer grundlegender Bestandteil der Untersuchung von Pferden mit Ten-
dopathien. Mittels B-mode Sonographie war die tatsachliche Analyse der Sehnenintegritat nur einge-
schrankt und indirekt maglich. Etablierte Scores stellten den Untersucher vor Entscheidungsschwierig-
keiten. Querschnittsmessungen lieferten ein préziseres Ergebnis, wenn die zu umfahrende Struktur klar
demarkiert war. Das Verfahren ermdglicht die Einordnung der eigenen Untersuchungsergebnisse in die
Literaturangaben. Die B-mode Ultrasonographie erwies sich zur Nachverfolgung dezent ausgepragter
chirurgisch erzeugter Lasionen als wenig geeignet. Der diagnostische Wert der UTC Untersuchung war
im Rahmen von Verlaufsuntersuchungen aufgrund der guten Reproduzierbarkeit und der Unterscheid-
barkeit verschiedener Gewebetypen auch bei gering ausgepragten Sehnenschéaden hoch. Im Vergleich
zu vorangegangenen Studien konnte bei der Doppler-sonographischen Untersuchung der Sehnen die
Intensitat des Doppler-Signales durch die Weiterentwicklung des Untersuchungsverfahrens stérker ob-
jektiviert und noch préziser erfasst werden. Die Untersuchungstechnik war gut fir die nicht-invasive
Einschatzung der Perfusion von Tendopathien geeignet. Die Ergebnisse kdnnen mit der feingeweblich
nachweisbaren Anzahl von BlutgefalRen abgeglichen werden.

Es handelt sich um die erste Studie, in der die wiederholte Feinnadel-Sehnenbiopsie zur Verlaufskon-
trolle der Sehnenheilung Uber einen Zeitraum von 24 Wochen bei Pferden angewendet wurde. Die
Feinnadel-Sehnenbiopsie stellt ein wertvolles Diagnostikum dar, da sie grundsatzlich eine direkte Beur-
teilung der feingeweblichen Sehnenstrukur und sogar eine Quantifizierung der immunhistochemisch
dargestellten Expression der Kollagentypen | und Ill erlaubt, die in der vorliegenden Arbeit computerge-
stutzt mittels Densiometrie vorgenommen wurde.

Nach einer einmaligen intralésionalen Behandlung chirurgisch erzeugter Sehnenlasionen mit 10 x 108
autologen AT-MSCs lieferten alle angewendeten Untersuchungsverfahren tbereinstimmend Hinweise
auf die Prasenz einer hohen Anzahl dieser Zellen im Bereich der Lasionen in einem Zeitraum von bis zu
9 Wochen nach der Applikation. Die frihe Integration (,noming®, ,engraftment‘) der injizierten AT-MSCs
in die heilende Sehnenlasion ist wahrscheinlich ein entscheidender Mechanismus dieser Therapieform.
In vivo Niederfeld MRT-Untersuchungen haben das Potential, als nicht-invasives Verfahren genutzt zu
werden, um die Integration von AT-MSCs auch an Pferden mit natirlich entstandenen Tendopathien
der oberflachlichen Beugesehne zu tberprifen.
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Eine einmalige intralasionale Injektion von 10 x 106 kultivierten AT-MSCs, die in autologem inaktiviertem
Serum suspendiert wurden, fuhrte bei chirurgisch erzeugten OBS-Lasionen im Vergleich zu einer allei-
nigen Injektion von autologem inaktiviertem Serum in einem Beobachtungszeitraum von 22 Wochen
nicht zu einer Beschleunigung der Abheilung und nicht zu einer nachhaltigen Verbesserung der Qualitat
des Ersatzgewebes. Die AT-MSC-Behandlung hat mdglicherweise einen positiven Einfluss auf die
Quervernetzung (,cross-linking®) von Kollagen und damit theoretisch auf die biomechanischen Eigen-
schaften von Narbengewebe, das sich noch in der Remodellierungsphase befindet, wenngleich die
biomechanische Testung keine Unterschiede zwischen der Prif- und Kontrollgruppe ergab. In der fri-
hen Proliferationsphase der Sehnenheilung kam es nach AT-MSC-Behandlung zu einer erhéhten Per-
fusion (Doppler-Sonographie) und in der spaten Proliferations- und friihen Remodellierungsphase zu
einer erhohten Neovaskularisation (Histologie) der chirurgisch erzeugten Sehnenlasionen. Eine ver-
starkte Durchblutung von Sehnen legt die Schlussfolgerung einer verbesserten Sehnenheilung in den
frihen Phasen des Abheilungsprozesses nahe. Die mittels Doppler-Ultrasonographie festgestellte Per-
fusionsintensitat der Sehne korrelierte am Ende des Untersuchungszeitraumes nicht mit der Anzahl der
histologisch und immunhistochemisch (Faktor VIIl) nachgewiesenen GefaRanschnitte.

Eine kontrollierte Untersuchung an Pferden mit natirlich entstandenen OBS-Lasionen lieferte Hinweise
darauf, dass eine einmalige Injektion von autologem konditioniertem Serum zu einer frihen Lahmheits-
reduktion und zur Verbesserung B-mode ultrasonographischer Parameter wahrend der Proliferations-
und frihen Remodellierungsphase beitragt. Die Auswertung sequentieller Feinnadelbioptate zeigte,
dass ACS mdglicherweise zu einer reduzierten Proliferation von Tenozyten 5 Wochen nach Behandlung
und zu einem Anstieg der Kollagentyp | Expression in der Remodellierungsphase fiihrt, die Ausdruck
einer gesteigerten Differenzierung von Sehnenzellen sein konnte.

Die Ergebnisse einer randomisierten Placebo-kontrollierten Untersuchung zeigten, dass eine einmalige
intralésionale PRP-Behandlung von natirlich entstandenen Lasionen der OBS im Vergleich mit einer
Placebo-Behandlung zu einer friiheren Reduktion der Lahmheit fiihrt. Die ultrasonographische Gewe-
becharkterisierung machte deutlich, dass Injektionen mit PRP im Zeitrahmen des Umbaues der fibrill&-
ren Sehnenmatrix zu Faszikeln zu einer verbesserten Organisation des Ersatzgewebes beitragt, wah-
rend die Remodellierung am Ende des Beobachtungszeitraumes noch nicht abgeschlossen war. Nach
einer einmaligen PRP-Injektion erreichten innerhalb von 12 Monaten mehr Pferde ihr vorheriges Leis-
tungsniveau als nach Placebo-Behandlung.

Die Bericksichtigung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragt dazu bei, Brustbeinpunktionen zu
vereinfachen, ihre Komplikationsrisiken zu senken und eine hohe Ausbeute an MSCs aus Knochenmark
zu erzielen. Weitere standardisierte Untersuchungen sind erforderlich, um eindeutige EinflussgroRen
auf die zu erreichenden Konzentrationen der Wachstumsfaktoren in Thrombozytenkonzentraten zu
bestimmen.

Die Betrachtung des diagnostischen Wertes der angewendeten etablierten und neuen Methoden zur
Verlaufskontrolle von equinen Sehnenerkrankungen zeigte, dass grundsatzlich eine multimodale Aufar-
beitung sinnvoll ist, um einen schlissigen Gesamteindruck vom Heilungsverlauf zu erhalten. Die Ein-
bindung einfach anwendbarerer aber weniger sensitiver Verfahren ermoglicht es, einen Bezug zwischen
wissenschaftlichen Untersuchungen und der klinischen Anwendung herzustellen. Der diagnostische
Wert der UTC-Untersuchung war hoher als der der B-mode Ultrasonographie. Eine haufigere Untersu-
chung im Rahmen von Verlaufskontrollen ware demnach auch bei Pferden mit naturlichen Sehnener-
krankungen sinnvoll.
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58  Zusammenfassung

Die erstmals im Rahmen einer kontrollierten Studie am chirurgischen Sehnenmodell untersuchte Wir-
kung einer einmaligen intralasionalen Therapie mit AT-MSCs, bestand im Wesentlichen aus einer deut-
lichen Anregung der Sehnenperfusion und -vaskularisation. In Folgeuntersuchungen sollte Gberpruft
werden, wie sich der Effekt bei Anwendung dieses Zelltyps an natrlich erkrankten Patienten und bei
Anderungen der Zelldosis und des Behandlungsintervalles darstellt. Erstmals werden mit dieser Arbeit
zwei kontrollierte Untersuchungen zum Effekt der Blutprodukte ACS und PRP auf naturlich entstandene
Tendopathien vorgelegt. Beide Substrate zeigten schwache Effekte auf klinische und ultrasono-
graphische Parameter. Bei zukunftigen Untersuchungen sollte Uberprift werden, ob es durch friihere
und haufigere Injektionen der untersuchten Blutprodukte zu einer Verstarkung der beobachteten Effek-
te kommt.
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9 Summary

Tendinopathies of the superficial digital flexor tendon (SDFT) have a high incidence and in most cases a
degenerative etiology in horses. Due to the slow process of tendon healing and high recurrence rate of
tendinopathies there is great interest in strategies to accelerate healing and to improve the quality of the
repair tissue. Numerous procedures such as intratendinous application of various therapeutics and sur-
gical approaches do not lead to a satisfactory outcome. Controlled exercise with gradually increasing
training intervals is regarded as an established and effective treatment. For approximately 15 years
research and clinical application in equine surgery have focused on regenerative strategies for the
treatment of tendon disease, mostly based on the injection of autologous blood products (e.g. platelet-
rich plasma, PRP) and other cell-based substrates (e.g. mesenchymal stromal cells, MSCs) from bone
marrow and adipose tissue.

The aim of the current habilitation thesis was to evaluate the potential value of different novel approach-
es from the field of regenerative medicine for intralesional therapy of equine tendinopathies. For this
purpose substrates and application techniques were considered for which only limited data were availa-
ble in veterinary medicine. The aim of the thesis was divided into three parts: (i) First, protocols for bone
marrow aspiration and to increase the yield of bone marrow derived MSCs (BM-MSCs) from the equine
sternum were optimized. In addition, the influence of short-term storage of autologous platelet concen-
trates on cell numbers and growth factor content was investigated. (ii) The second aim was to character-
ize the diagnostic value of established and new diagnostic modalities for the follow-up of tendinopathies
of the SDFT. To achieve this, clinical examination, B-mode- and colour Doppler ultrasonography, ultra-
sound tissue characterization (UTC), fine needle biopsy including histology and several cell tracking
methods to detect labelled MSCs (in vivo magnetic resonance imaging and post mortem light microsco-
py, fluorescence microscopy, immunofluorescence, immunohistochemistry) were applied. (iii) The third
aspect and main focus of the thesis were two experimental trials using a tendon disease model and two
controlled clinical trials in horses with naturally occurring tendon disease. The effects of autologous
adipose tissue (AT) derived MSCs on surgically induced SDFT lesions were tested. B-mode- and colour
Doppler ultrasonography, UTC, as well as post mortem histology, biochemistry and biomechanical test-
ing were employed. The effects of autologous conditioned serum (ACS) and autologous platelet-rich
plasma (PRP) on naturally occurring lesions of the SDFT were investigated. Special emphasis was giv-
en to histology and immunohistology using sequential fine needle biopsies and UTC technology, re-
spectively, to monitor tendon healing over time.

Results revealed that the sternum in warmblood horses is consistently composed of 7 segments and
that the volume of the sternebrae increases with age. The 4th and 5th sternebrae seem to be most suit-
able for bone marrow aspiration due to their cuboidal shape, large volume, non-prominent crista sterni
and good accessibility in the standing horse. Ultrasonography allowed an adequate estimation of the
soft tissue thickness overlying the caudal sternum and determination of appropriate puncture sites. The
intended puncture depth of the bone marrow aspiration cannula into the sternum can be pre-determined
easier for the 5th than for the 4th sternebra. It was shown that in both sternebrae a lower puncture
depth of 10 mm is sufficient to harvest bone marrow for MSC culture. Using a depth of 30 mm for bone
marrow aspiration increased the reliability to obtain aspirates with an adequate volume. In summary the
5th sternebra is most suitable for bone marrow aspiration. Culture and expansion of MSCs was most
effective using fetal calf serum compared to standardized horse serum and autologous serum.
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An evaluation of two frequently used platelet concentrates revealed that preparations ad modum E-PET
(equine platelet enhancement therapy) und ACP® (autologous conditioned plasma) can be stored at
room temperature over at least 6 hours without loss of growth factor content. Depending on the prepara-
tion method used, the growth factor content of platelet concentrates showed significant variations. A
general correlation between cellular components of the platelet concentrates and their growth factor
contents was not found.

The clinical examination had a high diagnostic value during early phases of tendon disease and remains
a basic component of the examination of equine tendinopathies. B-mode ultrasonography only allowed
for a limited and indirect analysis of the tendon integrity. Established scores confronted the examiner
with decision problems. Cross sectional area measurements led to more precise results provided that
the contour of the circumscribed structure was clearly delineated. This methodology allows comparisons
between the own research results and published data. B-mode ultrasonography was of limited value to
monitor less extensive surgically induced tendon lesions. The diagnostic value of UTC was considered
high for follow-up examinations even in subtle artificial tendon lesions due to the high repeatability of
this modality and its ability to discriminate between tissue types. Compared to previous studies the in-
tensity of the Doppler-signal was further objectified and recorded more precisely through improvements
of the examination procedure. The technology was suitable for non-invasive monitoring of tendon perfu-
sion. Results can be compared to the number of blood vessels determined by histology. For the first
time, the present study investigated repeated fine needle biopsies for the monitoring of tendon healing
over a 24 week period in horses. Needle tendon biopsies proved to be a valuable diagnostic tool, allow-
ing direct judgement of tendon histology and quantification of collagen types | and Ill expression by im-
munohistochemistry and densiometry.

All diagnostic modalities revealed that a single intralesional treatment of surgically induced tendon le-
sions with 10 x 106 labelled AT-MSCs led to prominent cell accumulation in and near tendon lesions
within a 9 week period. The results provide indications that early integration (homing, engraftment) of
AT-MSCs into healing tendon tissue is an essential pathway after intralesional administration. In vivo
low-field MRI is a non-invasive diagnostic tool having the potential to track the integration of AT-MSCs
also in horses with naturally occurring tendinopathies of the SDFT.

A single intralesional injection of 10 x 106 cultured AT-MSCs suspended in autologous inactivated se-
rum into surgically induced SDFT lesions neither led to accelerated healing nor to a substantial im-
provement of the repair tissue quality over an observation period of 22 weeks compared to autologous
inactivated serum alone. Treatment with AT-MSCs might have a positive influence on collagen cross-
linking and thereby on biomechanical properties of remodeling scar tissue, however biomechanical test-
ing revealed no significant differences between the verum group and controls. AT-MSC treatment of
surgically induced tendon lesions led to an increased perfusion (colour Doppler ultrasonography) in the
early proliferation phase of tendon healing and stimulated neovascularization (histology) in the late pro-
liferation and early remodeling phase. An increase in tendon perfusion gives rise to the conclusion that
tendon repair is improved after treatment during early phases of healing. The intensity of tendon perfu-
sion as determined by colour Doppler ultrasonography did not correlate with vessel numbers (histology
and factor VIIl-immunohistochemistry).

A controlled clinical trial in horses with natural SDFT lesions showed that a single injection of ACS con-
tributes to an early reduction of lameness scores and to an improvement of B-mode ultrasonographic
parameters during the proliferation- and early remodeling phase. The evaluation of sequential fine nee-
dle biopsies revealed that ACS might decrease the proliferation of tenocytes 5 weeks after treatment
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and increase their differentiation characterized by elevated collagen type | expression in the remodeling
phase.

Results of a randomized placebo-controlled trial revealed that single intralesional treatment of naturally
occurring SDFT lesions with PRP leads to an earlier improvement of lameness compared to saline
treatment. UTC showed that injections with PRP contribute to an improved organization of scar tissue
after 6 months while remodeling still continues. After a single PRP injection more horses reached their
previous level of performance within 12 months than after placebo-treatment.

Conclusively, results of the current thesis contribute to an improved protocol for bone marrow aspiration
from the equine sternum with reduced complication rates and increased yield of MSCs. Future studies
are necessary to standardize platelet concentrate preparations and to identify factors influencing the
cytokine content of the final product. Evaluation of the diagnostic value of established and new methods
applied for follow-up examinations of equine tendon disease showed that a multimodal approach is use-
ful to monitor the healing process. The use of easy-to-apply but less sensitive modalities such as B-
mode ultrasonography enables the comparison of data obtained from scientific studies and clinical ap-
plications. UTC-technology was proved to have a higher diagnostic value than B-mode ultrasonography
and should be applied more frequently in future studies for follow-up investigations of natural tendon
disease. A single intralesional treatment with AT-MSCs, which was evaluated for the first time in a sur-
gical model of tendinopathy mainly demonstrated effects on tendon perfusion and vascularization. In
consecutive studies, the therapeutic effect of AT-MSCs should be tested in equine patients with natural-
ly occurring tendon disease. Modifications of cells, cell dose and treatment interval should be consid-
ered. For the first time, two controlled studies on effects of the blood products ACS and PRP on natural-
ly occurring tendinopathies in horses are presented. Both substrates showed mild effects on clinical
signs and ultrasonographic parameters. Thus, future studies are needed to improve these protocols,
e.g. by an earlier and more frequent injection of blood products.
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Schliisselworter
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Zusammenfassung

Herkémmliche Therapieansatze fiihren bei Pferden zu einer unbefriedi-
genden Sehnenheilung mit einer relativ hohen Rezidivrate. Deshalb
werden seit einigen Jahren unter anderem in vitro und an Labortieren
so genannte regenerative Therapieformen wissenschaftlich untersucht.
Darunter wird der Einsatz von Substanzen verstanden, die idealerwei-
se die Bildung eines Ersatzgewebes bewirken, das vergleichbare funk-
tionelle Eigenschaften hat wie das Ursprungsgewebe und sich somit
von minderwertigerem Narbengewebe abhebt. Derzeit ist eine Fiille
verschiedener Substrate entweder kommerziell verfiigbar oder mithilfe
von ,Kits" unter Praxisbedingungen herstellbar. Es werden die wesent-
lichen Erkenntnisse zur Herstellung und zum regenerativen Potenzial
von kernhaltigen Zellen bzw. Stammzellen aus Knochenmark und Fett-
gewebe sowie der Blutprodukte PRP (thrombozytenreiches Plasma),
ACP (autologes konditioniertes Plasma), ACS (autologes konditionier-
tes Serum) und der Geriistsubstanz UBM (urinary bladder matrix) vor-
gestellt. Zuletzt wird das Potenzial einzelner Wachstumsfaktoren und
der Gentherapie beleuchtet. Bisher wird angenommen, dass die Rege-
neration von Sehnengewebe durch ein komplexes Zusammenspiel aus
Geriistsubstanzen, Wachstumsfaktoren und Zellen begiinstigt wird. Es
sind bislang nur wenige Untersuchungen verfiigbar, die einen Vergleich
zwischen den genannten Substanzen erlauben. Untersuchungen zur
Wirkung der Substrate an lebenden Pferden werden an anderer Stelle
vorgestellt.

Korrespondenzadresse

Dr. Florian Geburek, Dipl. ECVS
Fachtierarzt fiir Pferde

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
Klinik fiir Pferde

Biinteweg 9

30559 Hannover

E-Mail: Florian.Geburek@tiho-hannover.de

Einleitung

Aufgrund der langsamen Sehnenheilung (6-15 Monate) und der
hohen Rezidivrate nach Sehnen- und Bandschdden beim Pferd be-
steht ein hohes Interesse daran, die Heilung zu beschleunigen und
die Qualitat des Ersatzgewebes zu verbessern. Bisher verfiigbare

Key words
Horse, tendon, suspensory ligament, stem cell, PRP, ACS, ACP, UBM

Summary

Conventional treatments of equine tendon injuries lead to an unsatis-
factory healing process that usually results in a relatively high recur-
rence rate. Therefore, in recent years so-called regenerative thera-
peutics were studied scientifically in vitro and in laboratory animals.
These include substances that ideally lead to the formation of replace-
ment tissue, which in contrast to the low quality scar, has similar func-
tional properties as the original intact tendon. Currently, a plethora of
different substrates is either commercially available or can be produced
in practice with the help of kits. The current knowledge on the produc-
tion and the regenerative potential of nucleated cells like stem cells
from bone marrow and fat tissue, of the blood products PRP (platelet
rich plasma), ACP (autologous conditioned plasma), ACS (autologous
conditioned serum) and of the scaffold substance UBM (urinary bladder
matrix) are presented. Finally, the potential of some growth factors and
of gene therapy is considered. Currently, it is assumed that the regener-
ation of tendon tissue is promoted by a complex interaction of scaf-
folds, growth factors and cells. At present, only very few studies are
available which allow a comparison between these substances. Stu-
dies on the effect of regenerative substrates on tendons in live horses
are presented elsewhere.

Regenerative therapy for tendon and ligament disorders in horses.
Terminology, production, biologic potential and in vitro effects
Tierarztl Prax 2011; 39 (G): 373-383

Eingegangen: 3. Oktober 2010

Akzeptiert nach Revision: 9. Mai 2011

Therapieformen wie z. B. intratendindse Injektionen einer Viel-
zahl von Therapeutika sowie chirurgische Mafinahmen sind zu-
meist unbefriedigend (27).

Sehnenerkrankungen entstehen zumeist eher durch degenera-
tive Prozesse in der extrazelluldren Matrix, die sich tiber einen lin-
geren Zeitraum entwickeln, als aufgrund einer einzelnen Uber-
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belastung. Degeneration wird durch zunehmendes Alter, Vitali-
tatsverlust von Tenozyten und nicht zuletzt durch Apoptose, aber
auch durch Mikroldsionen der Kollagenfibrillen sowie durch Hy-
perthermie und Hypoxie im Sehnengewebe begiinstigt. Es kommt
daraufhin zu einem erhohten Umsatz der Sehnenmatrix (,,turn-
over“), der letztendlich in einem Strukturverlust der Matrix und
einer ,,Reparatur® des Defekts durch unelastisches Narbengewebe
miindet (77). Das Ziel regenerativer Therapieansitze besteht hin-
gegen darin, dass die verletzten Sehnenbereiche durch ein Gewebe
mit den strukturellen und biomechanischen Eigenschaften einer
intakten Sehne (,Regeneration) ersetzt werden. Wachstumsfak-
toren konnen bekanntermaflen die Vitalitit von Zellen stimulie-
ren, Stammzellen koordinieren Reparaturprozesse und differen-
zieren im Idealfall zu gewebetypischen Zellen aus. Theoretisch be-
inhaltet die ideale regenerative Therapie deshalb biologische Fak-
toren wie z. B. Wachstumsfaktoren, multipotente Zellen und Ge-
riistsubstanzen (32). Dem groflen, nicht zuletzt auch kommerziel-
len Interesse am FEinsatz regenerativer Therapieverfahren steht
allerdings noch ein unterschiedlicher Wissensstand hinsichtlich
des regenerativen Potenzials der einzelnen Substrate gegeniiber.
Die bisher gewonnenen Erkenntnisse stiitzen sich tiberwiegend
auf Untersuchungen in vitro, an Labortieren und nicht zuletzt an
Pferden, wohingegen vergleichsweise wenige Forschungsergeb-
nisse zum Einsatz bei Tendopathien von Menschen vorliegen.

Quellen

Die Datenbanken PubMed, Web of Science und die Internet-Such-
maschine Google wurden nach den Stichworten ,,Pferd*, ,,Sehne“
und ,,Knochenmark®, ,,Stammzellen“ ,,Knochenmarkaspirat Kon-
zentrat®, ,thrombozytenreiches Plasma*, ,,autologes konditionier-
tes Serum*; ,autologes konditioniertes Plasma“ (bzw. den entspre-
chenden Abkiirzungen und englischen Stichworten) durchsucht.

Stammzellen

Merkmale von Stammzellen

Stammzellen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie sich einerseits
selbst erneuern und andererseits in verschiedene Zelltypen und
Gewebe differenzieren konnen. Grundsitzlich wird zwischen em-
bryonalen und nichtembryonalen Stammzellen, zu denen fetale,
neonatale und adulte Stammzellen gehoren, unterschieden. Zygo-
ten und Zellen sehr frither Embryonalstadien sind totipotent, d. h.
sie konnen sich zu jeder Zelle im Kérper, also auch zu Keimzellen,
differenzieren. Embryonale Stammzellen sind pluripotent, kon-
nen sich also zu Zelllinien aller drei Keimblitter entwickeln. Adul-
te Stammzellen lassen sich in epitheliale, neuronale, himatopoeti-
sche und mesenchymale Stammzellen einteilen.

Mesenchymale Stammzellen besitzen Multipotenz, d. h. sie
konnen zu chondrogenen, osteogenen, myogenen, adipogenen
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und tenogenen Zelllinien ausdifferenzieren, die embryologisch
alle dem Mesoderm zuzuordnen sind. Zusitzlich verfiigen sie in
vitro tiber eine lange Lebensdauer, die Kapazitit zu Selbsterneue-
rung und zu Gewebeersatz. Bislang gibt es keinen einzelnen, spe-
zifischen molekularen oder genetischen Marker fiir Stammzellen.
Es wurde deshalb der Begriff ,multipotente mesenchymale stro-
male Zelle* (MSC) geprigt. Darunter werden kernhaltige Zellen
verstanden, die 1.) mehrere definierte Oberflichenmarker (CD-
Molekiile) exprimieren und andere vorbestimmte Marker wieder-
um nicht exprimieren, 2.) tiber eine Differenzierungskapazitit zu
Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten verfiigen sowie
3.) durch die Eigenschaft gekennzeichnet sind, sich an Plastikober-
flichen anzuheften (Plastikadhirenz). Diese fiir MSCs vom Men-
schen festgelegte Immunphinotypisierung ldsst sich allerdings
nicht ohne Weiteres auf das Pferd tibertragen, da nur ein geringer
Prozentsatz der Antikorper gegen humane CD-Molekiile eine
Kreuzreaktivitit mit equinen CD-Molekiilen besitzt. Derzeit wird
an einer einheitlichen Festlegung eines Marker-Sets gearbeitet, das
equine MSCs kennzeichnet (24).

Es sollte also zwischen echten ,,mesenchymalen Stammzellen®
und ,multipotenten mesenchymalen stromalen Zellen unter-
schieden werden, da der Begriff ,,Stammzelle“ moglicherweise eine
grofSere Potenz impliziert, als die Zellen tatsichlich besitzen. Das
Akronym MSC ist unspezifisch und steht sowohl fiir ,multipoten-
te mesenchymale stromale Zelle“ als auch fiir ,mesenchymale
Stammzelle®. Die Differenzierung hat sich noch nicht generell in
der Literatur durchgesetzt (44, 45), sodass im Folgenden der Be-
griff Stammzelle oder die Abkiirzung MSC verwendet wird.

Rolle der Stammzellen und potenzielle Entstehung
von Sehnengewebe

Die Funktion der intratendings applizierten Stammzellen ist viel-
faltig: 1.) Sie produzieren bioaktive Faktoren (trophische Wir-
kung), 2.) supprimieren das lokale Immunsystem, 3.) unterdrii-
cken die Entstehung von Fibrose, 4.) beschleunigen die Angioge-
nese, 5.) verhindern Apoptose, 6.) regen die Mitose an und 6.) sti-
mulieren im Sinne eines Koordinators die Differenzierung von
Vorlauferzellen aus dem Epi- und Paratendineum (13, 30, 76). Es
ist 7.) zusitzlich belegt, dass sich equine Stammzellen unter be-
stimmten Bedingungen (z. B. nach Zugabe von Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren) in vitro z. B. in Knochen-, Knorpel-,
Sehnen-, Fett-, Muskel- und Bindegewebe im Sinne eines Ge-
webeersatzes differenzieren konnen, wobei sie wiederum Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine produzieren (1, 79, 80). Eindeutige
Hinweise auf die Entstehung von Tenozyten aus equinen Stamm-
zellen ergeben sich bislang nur in vitro und zwar fiir Stammzellen
aus Knochenmark (68): Nachdem sie mit BMP-12 (bone morpho-
genic protein) stimuliert wurden, exprimierten sie die sehnenzel-
lassoziierten Marker Tenomodulin und Decorin. Fiir Stammzellen
aus Fettgewebe steht der Nachweis noch aus. Fiir equine Stamm-
zellen aus Nabelschnurblut und der Nabelschnur wurde die Dif-
ferenzierung in Osteblasten, Chondroblasten und Adipozyten in
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vitro nachgewiesen (43). Ein Nachweis der Differenzierung in
Tenozyten liegt bisher nicht vor.

Gewebequellen fiir Stammzellen beim Pferd

Embryonale Stammzellen (ES) aus equinen Blastozysten sind in
vitro in der Lage, Gewebe aller drei Keimblitter zu erzeugen. Des-
halb besteht bei der Anwendung von undifferenzierten ES in vivo
theoretisch das Risiko einer Induktion von Teratomen, das kontro-
vers dikutiert wird (37,38, 55). In einer tierexperimentellen Unter-
suchung an acht Pferden fiihrte die intraldsionale Injektion von ES
einer Zelllinie nach bis zu 90 Tagen allerdings nicht zur Entstehung
von Teratomen (37). Fiir menschliche und murine ES ist eine Dif-
ferenzierung in Tenozyten bereits nachgewiesen (55), sodass die
Anwendung von equinen ES somit in Zukunft moglicherweise
eine vielversprechende und risikoarme Alternative darstellt (55).

Nichtembryonale mesenchymale Stammzellen wurden bisher
beim Pferd aus Knochenmark (1, 78), peripherem Blut (46), Fett-
gewebe von erwachsenen Individuen (79), Nabelschnurblut (43,
59) bzw. Wharton-Sulze (gallertiges Bindegewebe der Nabel-
schnur) (60), Sehnengewebe (26, 71), Muskelgewebe (71) sowie
aus dem Zahnhalteapparat (70) isoliert. Knochenmark und Fett-
gewebe haben derzeit als Quellen fiir Stammzellen die grofite Be-
deutung (34).

Bisher wurde zwar vorrangig mit autologen Stammzellen ge-
arbeitet (32), aber Stammzellen werden grundsitzlich als immun-
privilegiert und somit als hypoimmunogen angesehen (76). Die
Applikation allogener Zellen erscheint deshalb und aufgrund
theoretisch besserer Verfiigbarkeit medizinisch zunichst geeignet
zu sein. Detaillierte Untersuchungen in mehreren tierexperimen-
tellen Untersuchungen an Pferden unterstiitzen diese Annahme
(22, 36, 37). Dagegen beeinflussen autologe und allogene Stamm-
zellen das Immunsystem anderen Untersuchungen zufolge ent-
scheidend (30) und theoretisch ist eine Ubertragung von Viren
oder Prionen vorstellbar (45). Deshalb wird die Verwendung allo-
gener Stammzellen derzeitig noch nicht von allen Autoren als un-
bedenklich eingestuft (32, 45).

Stammzellhaltige Substrate

1. Native Knochenmarksaspirate

Knochenmark wird beim Pferd zumeist mit einer Jamshidi-Nadel
aus dem Brustbein oder dem Hiifthocker entnommen. Es wird
vermutet, dass nach Behandlung des Fesseltrigers mit autologen
Knochenmarkaspiraten eine Verbesserung der ultrasonographi-
schen Qualitit des Ersatzgewebes erreicht wird (39), die auf den
Gehalt an mesenchymalen Stammzellen und Wachstumsfaktoren
im Blut-Knochenmark-Aspirat zuriickzufithren ist. Der einfachen
und schnellen Durchfithrung der Therapie steht das potenzielle
Risiko einer Mineralisierung der Sehne gegentiber, das in praxi als
gering eingestuft wird (32). Der niedrige Gehalt an Stammzellen in
Knochenmarkaspiraten (s. u. ,Vergleich der Stammzellquellen®)
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(32) fiihrte zu kontroversen Diskussionen iiber die Wirksambkeit.
Dennoch wird eine synergistische Proliferation und Differenzie-
rung von Stammzellen durch Wachstumsfaktoren mit daraus re-
sultierenden kollagenproduzierenden Fibroblasten vermutet (45).

2. Durch Zentrifugation von Knochenmark
hergestellte Substrate

2.1 Mononukleére Zellen aus Knochenmark und

azellulares Knochenmark

Mit kommerziell erhltlichen Kits (BMAC®, Biocoll®) kénnen Kon-
zentrate von mononukleiren Zellen hergestellt werden. Es entsteht
eine zellreiche Phase (,,bone marrow mononuclear cells, BMMNCs;
»bone marrow aspirate concentrate, BMAC), die eine 12-fache
Konzentration von mononukleiren Zellen gegentiber nativem Kno-
chenmark aufweisen kann (57). Knochenmarkaspirat-Konzentrat
enthilt lediglich einen geringen Prozentsatz an Stammzellen (z. B.
0,6-2,4% himatopoetische Stammzellen bei Menschen) (47). Zu-
sitzlich entsteht bei der Aufbereitung ein plasmaartiger Uberstand
aus azellulirem Knochenmark (,acellular bone marrow®, ABM),
der Wachstumsfaktoren beinhaltet (32, 65, 66).

Nach In-vitro-Untersuchungen ist den Wachstumsfaktoren im
azelluliren Uberstand eine groere Bedeutung zuzumessen als den
mononukleiren Zellen (65, 66). In vitro wurde mit azelluldrem
Knochenmark (ABM) und mit thrombozytenreichem Plasma
(PRP) an Fesseltragerproben je nach Konzentration ein Anstieg
der Synthese von Gesamteiweif3 und des sehnentypischen Matrix-
proteins ,cartilage oligometric matrix protein“ (COMP) festge-
stellt (66). Enzymatisch wirksame MMPs und inflammatorische
Zytokine (z. B. IL-1B) aus weifen Blutzellen und Thrombozyten
im PRP konnten theoretisch auch katabole Effekte auf die extra-
zelluldre Matrix von Sehnen und Bandgewebe haben. Moglicher-
weise iiberwiegen jedoch die positiven Effekte der Leukozyten wie
z. B. die Absonderung von antimikrobiell wirksamen Substanzen
(Myeloperoxidasen) (29). Die Wirkung von ABM, PRP, Plasma
und thrombozytenarmem Plasma (PPP) wurde konzentrations-
abhingig an Zellkulturen von Fibrozyten aus Fesseltrigern unter-
sucht (65). Azellulires Knochenmark fiihrte in einer klinisch rele-
vanten Konzentration von 100% zu einer stirkeren Expression von
Decorin (kleines Proteoglykan, Bestandteil der extrazelluliren
Sehnenmatrix) und COMP als alle anderen genannten Substrate.
Allerdings wurde bei ABM in einer Konzentration von 50% zusitz-
lich die Expression der katabol wirkenden Matrix-Metalloprotei-
nase-13 beobachtet (65). An Priparaten aus der oberflichlichen
Beugesehne hatten dagegen 100% konzentrierte PRP-Zubereitun-
gen den stirksten anabolen Effekt auf die Entstehung von Sehnen-
matrix (64). Dies spiegelt moglicherweise auch die bekannterma-
Ben unterschiedliche Zusammensetzung und Funktion des Fessel-
tragers und der oberflichlichen Beugesehne wider (6, 72).

2.2 Kultivierte Stammzellen aus Knochenmark
Ublicherweise werden mindestens 2 X 20 ml Knochenmarkaspirat
in ein heparinisiertes Gefif3 aspiriert (67). Nach Zentrifugation
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der Knochenmarkaspirate werden Stammzellen aus Knochen-
mark aufgrund ihrer geringen Konzentration vor der Applikation
zumeist fiir ca. 2-4 Wochen in Kultur gebracht (Angaben zu Zell-
zahlen siehe ,,Vergleich der Stammzellquellen®).

3. Kernhaltige Zellen und Stammzellen aus Fettgewebe

Fettgewebe ist reich an kernhaltigen Zellen und relativ leicht durch
eine kurze Hautinzision oder Liposuktion aus der Unterhaut z. B.
im Bereich der Schweifwurzel zu gewinnen (52). Entnommen wer-
den ca. 2-50 g Unterhautfettgewebe. Durch Andauung, d. h. Ent-
fernung von Geriistsubstanz mittels Kollagenase und nachfolgen-
de Zentrifugation kann bereits innerhalb weniger Stunden ein in-
jizierbares Substrat entstehen, das reich an kernhaltigen Zellen wie
z. B. Endothelzellen, Fibroblasten, Perizyten, glatten Muskelzellen,
Makrophagen und Stammzellen ist (so genannte stromale vasku-
lire Fraktion, SVF) (43). Unklarheit besteht dariiber, welche dieser
Zellen sich stimulierend auf die Sehnenheilung auswirken, wobei
gesichert ist, dass Perizyten in vitro multipotent sind (44, 52).
Equine Stammzellen aus Fettgewebe konnen sich unter geeigneten
Bedingungen unter anderem in Knochen, Fett und Knorpel diffe-
renzieren (67,76,79). Alternativ lassen sich Stammzellen aus Fett-
gewebe innerhalb von 21-30 Tagen durch Kultivierung vermehren
(20-22).

Vergleich der Stammzellquellen

Beim Vergleich von Knochenmark und Fettgewebe als Stammzell-
quellen herrscht hinsichtlich der Behandlung von Sehnen- und
Banddefekten noch Unklarheit dariiber, welches Ausgangsgewebe
iiberlegen ist (34, 69).

Die optimale Zelldosis ist fiir keine Art von Stammzelle, Lision
und Spezies bekannt (9, 34, 45), Titrationsuntersuchungen fehlen.
Es wird vermutet, dass grundsitzlich die Applikation einer mog-
lichst hohen Anzahl Stammzellen (Grofenordnung: mehrere Mil-
lionen) therapeutisch sinnvoll ist (34). Demgemaf werden fiir die
klinische Anwendung Zelldosen von 1 x 10 (54), 6 X 10° (10) bzw.
10 x 10 bis 50 X 10° (61) oder sogar 1 x 107 (76) beschrieben.

Die Anzahl Stammzellen, die in der stromalen vaskuliren Frak-
tion des Fettgewebes enthalten sind, betrégt ca. 1-4% aller kern-
haltigen Zellen (20, 34). Unzentrifugierte Knochenmarkaspirate
enthalten hingegen lediglich 0,001-0,01% Stammzellen (32, 53).
Ein Vorteil der aus dem Fettgewebe gewonnenen Stammzellen ist
somit die schnelle Verfiigbarkeit einer relativ hohen Zellzahl. Die
Ausbeute an kultivierten Stammzellen variiert jedoch relativ stark;
dies gilt insbesondere fiir Fettgewebe (15, 19).

Stammzellen aus Knochenmark kénnen nach Inkaufnahme der
genannten Kulturdauer wiederum in einer héheren Anzahl (s. o0.)
angewendet werden, als es bei nativen Zellen aus Fettgewebe der
Fallist (68). Daraus ergibt sich als weitere vielversprechende Alter-
native die Kultivierung von Stammzellen aus Fettgewebe, um die
ohnehin hohere relative Anzahl weiter zu steigern (48). Die In-
vitro-Proliferationsrate der Stammzellen aus Fettgewebe war in
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Vergleichsuntersuchungen bis zu doppelt so hoch wie diejenige
von Stammzellen aus Knochenmark (15, 16). Die Zugabe von
»basic fibroblast growth factor (bFGF) beschleunigt die Prolifera-
tionsrate bei beiden Stammzellquellen zusitzlich, wobei Stamm-
zellen aus Fettgewebe besser auf diese Stimulation ansprechen
(15). Unklar ist, ob die vorherige In-vitro-Kultivierung von
Stammzellen eine negative Auswirkung auf das Differenzierungs-
potenzial in vivo haben kéonnte (17).

Nach miindlichen Mitteilungen (Dr. J. H. Swagemakers, Vor-
trag Burg Miiggenhausen, Weilerswist, 2007) traten vereinzelt un-
geklarte spontane Todesfille nach Aspiration von Knochenmark
aus dem Brustbein auf. In der Literatur wird von einem Fall mit
Pneumoperikard nach dieser Mafinahme berichtet (25). Die Risi-
kobehaftung der Entnahme von Unterhautfettgwebe wird in Be-
zug auf das Auftreten von Wundheilungsstérungen kontrovers
diskutiert (20,53, 61, 69). Zusammenfassend sind beide Techniken
bei angemessener Ruhigstellung und Analgesie des Pferdes und
ausreichender Expertise des Chirurgen mit einem geringen Risiko
verbunden. In einer Untersuchung zum Vergleich der Stammzell-
quellen Nabelschnurblut und Wharton-Sulze wurde gezeigt, dass
Letztgenannte eine hohere Ausbeute an Stammzellen lieferte, die
sich zudem schneller und besser expandieren lielen. Das Risiko
einer bakteriellen Kontamination des Stammzellprodukts wird bei
diesem Ausgangsgewebe jedoch als relativ hoch angesehen (60).

Verbleib der Stammzellen nach der Applikation

Ob die therapeutisch eingesetzten Stammzellen in vivo tatsichlich
als Vorliufer von Tenozyten fungieren und somit eine De-novo-
Reparatur der geschidigten Sehnen erfolgt oder ob die Stammzel-
len bestimmte Faktoren produzieren, die die Heilung begiinstigen
(= parakriner Effekt), ist fiir das Pferd noch nicht abschlieflend ge-
klart (31, 44). Studien an menschlichen MSCs weisen darauf hin,
dass Stammzellen eine nihrende, immunsuppressive und auch
entziindungsmodulierende Wirkung haben und dass dieser Me-
chanismus moglicherweise wichtiger ist als die funktionelle Inte-
gration der Zellen in das behandelte Gewebe (5, 13). Dies wiirde
bedeuten, dass die applizierten Stammzellen fiir kurze Zeit eine
fiihrende Rolle iibernehmen und die Reparaturmechanismen des
geschidigten Gewebes koordinieren. Weil Stammzellen mogli-
cherweise die Funktion der T-Zellen hemmen, wird insbesondere
ihre Wirkung bei Erkrankungen entziindlicher oder immunologi-
scher Genese (Graft-versus-host-Reaktion) weiter zu erforschen
sein. Falls eine echte funktionelle Integration der Stammzellen er-
folgt, bleibt allerdings unklar, wie lange der Effekt der Stammzellen
anhilt (5, 45, 76).

Demgemif besteht ein grof3es Interesse, Stammzellen zu mar-
kieren und ihren Verbleib zu verfolgen. So kénnen Erkenntnisse
tiber das Vermogen der Zellen, in bestimmte, z. B. geschadigte
Geweberegionen zu migrieren und sich dort festzusetzen (,,ho-
ming®), gewonnen werden (63). Bei zwei Pferden wurden auto-
loge bzw. allogene Stammzellen aus Knochenmark durch Trans-
fektion mit dem Gen fiir das griine fluoreszierende Protein (GFP)
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markiert. Die meisten GFP-markierten Stammzellen verblieben
nach 10 bzw. 34 Tagen in dem Bereich, in den sie injiziert worden
waren, ein kleiner Teil war in der Umgebung nachweisbar (36).
Allerdings kann es bei dieser Technik zu einer Fusion zwischen
Stammzelle und somatischer Zelle kommen, sodass dann filsch-
licherweise der Eindruck einer Integration der Stammzelle in das
Gewebe entsteht. In einer tierexperimentellen Studie an acht Pfer-
den wurde der Verbleib von embryonalen Stammzellen (ES) und
MSCs aus Knochenmark in dhnlicher Weise (37) untersucht. Es
zeigte sich, dass ES in hohen Konzentrationen iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum tiberlebten und im gesamten Bereich des
Schadens nachweisbar waren, wohingegen die Uberlebensrate von
MSCs aus Knochenmark bereits nach 10 Tagen bei weniger als 5%
lag und diese Zellen lediglich im Bereich der Injektionsstelle zu fin-
den waren (37). Die Markierung von Stammzellen mit eisenoxid-
haltigen Nanopartikeln erlaubt es, den Verbleib der applizierten
Zellen in vivo mittels hochleistender Magnetresonanztomogra-
phie zu verfolgen (35). Die Anwendung dieses Verfahrens wurde
nach Kenntnis der Autoren fiir die Pferdesehne bisher nicht publi-
ziert.

Kombination von Stammzellen und
Wachstumsfaktoren

In vitro beschleunigt die Zugabe von Thrombozytenlysat, das sehr
reich an Wachstumsfaktoren ist (s. u.), sowohl die Proliferations-
rate von equinen Tenozyten als auch die von Stammzellen aus Fett-
gewebe (21). Auf die Beschleunigung der Proliferationsrate von
Stammzellen nach Zugabe von ,basic fibroblast growth factor
(bFGF) wurde bereits verwiesen (15). Eine theoretisch vielverspre-
chende, jedoch aufwendige und nach ersten Untersuchungen we-
nig effektive Nutzung von Stammzellen besteht darin, sie nach
genetischer Verdnderung (Transfektion) als Vektoren zu nutzen,
die nach Verbringen in die Sehnen- oder Bandldsion nachhaltig
spezifische therapeutisch wirksame Proteine und Wachstumsfak-
toren exprimieren (s. u.) (63).

Behandlung mit Substraten aus Blut

Autologes Vollblut

Der Effekt von autologem Blut (ABI = autologous blood injection)
wurde nach Injektion in normale Kniescheibenbénder von Ratten
tberpriift. Es zeigte sich eine Zunahme der Zugfestigkeit gegen-
tiber der Kontrollgruppe (75). Zudem liegen Erkenntnisse zur Be-
handlung der humanen Epikondylitis (74) und zur Desmitis des
Kniescheibenbandes (Patellarsehne) (40) mit autologem Blut vor.
Im Gegensatz zum PRP ist der Anteil an Wachstumsfaktoren im
Vollblut geringer, sodass hiufiger konditionierte Blutprodukte
zum Einsatz kommen.
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Thrombozytenreiches Plasma

Thrombozytenreiches Plasma (= PRP, platelet-rich plasma) ist ein
Ultrakonzentrat von Thrombozyten mit hohen Konzentrationen
an Wachstumsfaktoren, wie z. B. transforming growth factor-8
(TGE-B), platelet-derived growth factor (PDGF), insulin-like
growth factor-1 (ILGF-1), vascular endothelial growth factor
(VEGE), fibroblast growth factor (FGF), die bekanntermafien eine
Bedeutung beim Heilungsprozess von Sehnen- und Bandschiden
haben (32). Thrombozytenreiches Plasma wird iiblicherweise aus
dem Eigenblut des Patienten hergestellt. Dazu werden zahlreiche
kommerzielle Herstellungs-Kits angeboten. Beim Pferd kommen
unter anderem die Systeme Osteokin” (Fa. Orthogen, Diisseldorf),
SmartPReP” (Fa. Harvest Technologies GmbH, Miinchen), Acelere”
fPRP (Fa. Vetcell, Cambridge, UK) zum Einsatz. Es sind zahlreiche
Herstellungsvarianten beschrieben, die die Zusammensetzung und
Qualitit des PRP beeinflussen. Das Grundprinzip besteht in einer
Doppelzentrifugation von zitratgehemmtem Blut. Nach der ersten
Zentrifugation wird das Plasma (Uberstand) vom Erythrozyten-
sediment getrennt. Der dazwischen liegende leukozytenreiche ,,buf-
fy-coat” wird je nach Priferenz genutzt oder verworfen (58). Die
Leukozyten kénnen auch spiter vor der Anwendung durch einmali-
ges Einfrieren deaktiviert werden. Uber das richtige Vorgehen be-
steht Uneinigkeit. Einerseits werden den Leukozyten z. B. antimi-
krobielle und andere Effekte zugeschrieben (29), andererseits liegen
Erfahrungsberichte iiber unerwiinscht starke Entziindungsreaktio-
nen vor, wenn keine Deaktivierung der Leukozyten erfolgte (L. A.
Fortier, PhD, miindliche Mitteilung zu unerwiinschten Wirkungen
nach PRP-Injektionen in Sehnenschéden, Bonn, 2008). Das Plasma
wird einer zweiten Zentrifugation unterzogen, sodass ein Thrombo-
zytensediment (PRP) und ein Uberstand aus thrombozytenarmem
Plasma (platelet-poor plasma, PPP) enstehen. Durch Vermischen
des Thrombozytenpellets mit einer geringen Menge PPP entsteht
das anwendungsfertige Substrat. Lediglich das System Acelere fPRP
(Fa. Vetcell) arbeitet mit einem Filtrationsprinzip, d. h. das gerin-
nungsgehemmte Blut flief3t durch einen Filter, in dem die Thrombo-
zyten festhaften und aus dem sie zuletzt ausgewaschen werden.

Die Wachstumsfaktoren im PRP werden z. B. nach gezielter Ex-
position gegeniiber Thrombin und/oder Calciumchlorid bei der
intraldsionalen Applikation (81), nach Einfrieren und Wiederauf-
tauen (single freeze-thaw-cycle) oder allein durch Gewebekontakt,
z. B. mit der Basalmembran geschadigter Zellen im erkrankten Ge-
webe, freigesetzt (32), wobei tiber das sinnvollste Vorgehen Unklar-
heit besteht.

(Zusammenfassend wird unter PRP in den meisten Fillen ein
Konzentrat aus Thrombozyten verstanden, aus deren Alpha-Gra-
nula erst durch die oben genannten Ausldser ein Gemisch aus
Wachstumsfaktoren freigesetzt wird. Abzugrenzen ist davon
Thrombozytenlysat, das aus thrombozytenreichem Plasma durch
Zerstorung der Zellmembran in einem Wasch- und Tiefkiihlpro-
zess gewonnen wird und grofle Mengen an Wachstumsfaktoren
und chemotaktischen Komponenten enthilt, die unmittelbar zur
Verfiigung stehen.)
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Die Wachstumsfaktoren agieren synergistisch und regen die In-
filtration eines Gewebedefekts mit neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen an. Zudem beschleunigen sie die Bildung von
Fibrozyten, die Anlagerung von Gewebematrix und die Reepithe-
lisierung. Das bei Kontakt des PRP mit dem geschddigten Gewebe
entstehende Fibringerinnsel hilt Wachstumsfaktoren vor Ort und
dient als Geriistsubstanz (,,scaffold“) fiir einwandernde Zellen (32,
81). Der Nachteil des PRP besteht theoretisch darin, dass es keine
multipotenten Zellen enthilt. Die Wachstumsfaktoren im PRP zie-
hen allerdings via Chemotaxis Vorlduferzellen aus dem Meso- und
Paratendineum an (51). Wenngleich Wachstumsfaktoren, wie z. B.
bestimmte Isoformen von TGF-f, einzeln eingesetzt zur Entste-
hung einer unerwiinschten Fibrose fithren konnen, scheint die im
PRP vorliegende Mischung von Wachstumsfaktoren die Bildung
eines unelastischen fibrosen Narbengewebes zu verhindern (9,51).

In einer Studie an humanen juvenilen Tenozyten zeigte sich in
vitro, dass nichtautologes PRP die Zellproliferation und Kollagen-
produktion anregt sowie zu einer geringgradig erhéhten Expres-
sion von Sehnenmatrix-abbauenden Enzymen (MMP-1, -3) und
endogenen Wachstumsfaktoren fiihrt (23). Die Autoren schluss-
folgern daraus, dass die Anwendung bei Sehnenverletzungen eine
Beschleunigung der katabolen Demarkation der Sehnenmatrix
und eine beschleunigte Angiogenese und Bildung von fibrovasku-
lirem Ersatzgewebe bewirken konnte. In einer anderen Studie
zeigten equine oberflichliche Beugesehnen, die in vitro reinem
PRP ausgesetzt wurden, eine erhdhte Genexpression von COMP
(cartilage oligometric matrix protein). Eslag zudem ein gewiinscht
hohes Verhiltnis von Kollagen Typ I zu Kollagen Typ III ohne
gleichzeitige Erhohung der katabolen Matrix-Metalloproteinasen
3 und 13 vor (64). Bei einem In-vitro-Vergleich der Wirkung von
PRP, Plasma, PPP und azellulirem Knochenmark (ABM) auf equi-
ne Fesseltragerzellen war PRP allerdings dem ABM hinsichtlich
der anregenden Wirkung auf die Expression von COMP unter-
legen. Es handelt sich dabei um ein extrazellulires Matrixprotein,
das vermutlich wihrend der Individualentwicklung die Fibrillo-
genese unterstiitzt und diese Rolle vermutlich auch bei der Seh-
nenheilung spielt (65). Thrombozytenlysat regt in vitro die Proli-
feration von equinen Stammzellen aus Fettgewebe und von equi-
nen Tenozyten an (21, 22). PRP wird in der Humanmedizin re-
gelmifig zur Unterstiitzung der Band-, Sehnen-, Knochen- und
Wundheilung eingesetzt (62).

Autologes konditioniertes Plasma (ACP)

Bei der Herstellung des autologen konditionierten Plasmas wird
Blut in ein Kit iberfiihrt, das mit Zitrat gefiillt ist (Arthrex ACP?,
Fa. Arthrex GmbH, Karlsfeld). Danach erfolgt im Gegensatz zur
Herstellung des PRP nur eine Zentrifugation mit anschliefender
Entnahme des iiberstehenden Plasmas vom Sediment der Erythro-
zyten je nach Priferenz mit oder ohne den leukozytenreichen ,buf-
fy coat. Es wird vielfach als eine ,,abgeschwichte Form des PRP“
bezeichnet, mit einem lediglich 1,5- bis 2-mal hoheren Gehalt an
Thrombozyten gegeniiber Vollblut erfiillt es allerdings nicht die

Tierarztliche Praxis GroBtiere 6/2011

Kriterien fiir PRP im engeren Sinne. Der Thrombozytengehalt ist
abhingig von der Rotationszahl und -dauer. In einer Untersu-
chung an Pferdeblut wurde gezeigt, dass eine Zentrifugation bei
1100 U/min fiir 5 Minuten zu einem hohen Gehalt an Thrombo-
zyten bei gleichzeitig relativ niedriger Leukozytenzahl fiihrt (41).
(Diese Parameter erscheinen dann sinnvoll, wenn eine niedrige
Leukozytenzahl angestrebt wird.)

Der Vorteil des ACP gegeniiber PRP besteht nach Hersteller-
angaben in einer schnelleren Verfiigbarkeit des Substrats und in
geringeren Kosten. Gegeniiber vendsem Vollblut von Menschen
verfiigt ACP nach Herstellerangaben tiber eine 25-mal hohere
Konzentration des Wachstumsfaktors PDGF-AB, eine 5- bis
11-mal héhere Konzentration der Wachstumsfaktoren EGE, VEGE,
PDGF-BB und einen bis zu 5-mal hgheren Gehalt an TGF-B1 und
TGF-B2. Die Konzentration der genannten Wachstumsfaktoren
gegeniiber humanem Vollblut ist zum Teil mit der vergleichbar, die
bei der Herstellung von humanem PRP erzielt wird (28). Diese
Werte konnen allerdings aufgrund der unterschiedlichen Throm-
bozytengrofle nicht per se auf das Pferd tibertragen werden. Fiir
Pferde wiederum liegen nach unserer Kenntnis fir ACP in der Li-
teratur lediglich Angaben iiber die Konzentration von PDGF-BB
und TGF-B2 vor, die mit humanspezifischen ELISA-Kits bestimmt
wurden und bei einer Zentrifugationstechnik (1100 U/min, 5 Mi-
nuten) ca. vierfach bzw. ca. fiinffach hoher konzentriert als in
Zitratplasma vorlagen (41). Grundsitzlich hingt der Gehalt an
Wachstumsfaktoren wie im PRP nicht nur von der Thrombo-
zytenkonzentration, sondern auch von der Art der Aufbereitung
und Anwendung ab. So wird z. B. durch Hinzufiigen eines Akti-
vators wie Thrombin die Degranulation beschleunigt (29).

Autologes konditioniertes Serum (= ACS)

Autologes konditioniertes Serum (ACS) wird mit kommerziell
erhiltlichen Kits (Orthokin®, IRAP®, Fa. Orthogen, Diisseldorf)
hergestellt. Das Prinzip besteht darin, dass die Exposition von Ei-
genblut gegentiber Glaskiigelchen (Oberflichenvergroflerung) im
Rahmen einer 24-stiindigen Inkubation bei 37 °C zu einer er-
hohten Synthese und Abgabe von ,antikatabolen® Zytokinen (da-
runter IL-1Ra, IL-4, IL-10) durch Monozyten fiihrt. Nach Zentri-
fugation wird der Serumiiberstand, der das anzuwendende Sub-
strat bildet, abgesaugt.

Einer der bedeutendsten Entziindungsmediatoren bei Osteo-
arthrose ist Interleukin-1. Der physiologisch vorkommende Hem-
mer des IL-1, der IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1Ra) ist nach-
gewiesenermaflen bei Menschen, Pferden und anderen Spezies
therapeutisch wirksam, sodass ACS bei Menschen unter der Be-
zeichnung Orthokin® (4) und bei Pferden unter dem Warenzei-
chen TRAP® (= Interleukin-Rezeptor-Antagonist-Protein) zur Be-
handlung von Arthropathien eingesetzt wird (33, 82). Nach einer
tierexperimentellen Studie an Mausen (83) wurde fiir den Men-
schen im Rahmen einer Pilotstudie nachgewiesen, dass die ortliche
Applikation von ACS auch bei Muskelschiden von Sportlern zu
einer beschleunigten Heilung fiihrt (84). Bei der Muskelregenera-
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tion spielen unter anderem die Faktoren FGF-2 und TGF-B1 eine
grof8e Rolle, die in humanem ACS nachgewiesenermaflen in er-
hohter Konzentration vorliegen. Die Deutsche Gesellschaft fiir
Rheumatologie verzichtet noch auf eine Empfehlung des Medika-
ments, so lange wissenschaftliche Daten zu eventuellen Spitfolgen
fehlen (12).

Eine tierexperimentelle Untersuchung an Ratten wies nach,
dass es auch bei der Entstehung von Tendopathien durch Uberdeh-
nung zu einer belastungsabhingigen Aufregulation und Expres-
sion von IL-1B (und MMP-13) durch Tenozyten kommt (73). Vor
diesem Hintergrund erscheint ein therapeutischer Einsatz von
ACS bei Sehnenerkrankungen dann sinnvoll, wenn es in hoher
Konzentration IL-1Ra enthilt. Zum Einsatz von ACS bei Sehnen-
schiden liegt eine tierexperimentelle Studie an Ratten vor. Dabei
wurde gezeigt, dass im Gegensatz zur Kontrollgruppe die Expres-
sion von Kollagen Typ I in behandelten Sehnen dreifach hoher
war als die Expression von Kollagen Typ IIT und dass der Gehalt an
Kollagen Typ III in behandelten Sehnen dreifach geringer war als
in den Kontrollsehnen. Die biomechanischen Parameter unter-
schieden sich jedoch nicht signifikant zwischen behandelten Seh-
nen und Kontrollsehnen (50).

Behandlung mit Geriistsubstanzen

Gertistsubstanzen (,,scaffolds“) sind Tréger fiir Zellen und biologi-
sche Faktoren, die injizierbar oder nichtinjizierbar, einfach oder
komplex zusammengesetzt sowie biologischen Ursprungs oder
synthetisch hergestellt sein kénnen. Die ideale (noch nicht verftig-
bare) Geriistsubstanz bietet den am Heilungsverlauf beteiligten
Zellen mechanischen Schutz, sie optimiert das Zellwachstum und
wird im gleichen Maf abgebaut wie sich Ersatzgewebe aufbaut. Ei-
ne aus der Basalmembran und Tunica propria von Schweineharn-
blasen hergestellte Substanz (porcine urinary bladder matrix,
UBM) wird als azellulire biologische Geriistsubstanz (Acell Vet®,
Fa. Acell, Columbia, Maryland, USA) zum Einsatz bei Pferden in
Form von Puder, Granula, Gel und anderem angeboten. Nach Her-
stellerangaben gehoren Sehnen- und Bandschidden zu den poten-
ziellen Einsatzgebieten. Die Substanz wird nach Suspension in den
Sehnen- oder Banddefekt injiziert. Sie soll die Neovaskularisation
stimulieren und korpereigenen Zellen als Geriistsubstanz dienen.
Diese Wirkungen sind unbelegt. In vitro zeigt die UBM-basierte
Gertistsubstanz antibakterielle Wirkung (11). Bekannt ist, dass die
Substanz eine starke Entziindungsreaktion mit Schmerzhaftigkeit
und Odemen provoziert, die sich zum Teil schwer beherrschen
ldsst (20, 49).

Behandlung mit einzelnen Wachstums-
faktoren und Gentherapie

Die Bedeutung verschiedener Wachstumsfaktoren bei der Sehnen-
und Bandheilung (z. B. IGF-1, PDGF, BMP 12, TGF-B, VEGE,
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GDF-5, bFGF) wurde bereits weitreichend untersucht (51).
Wachstumsfaktoren werden einerseits als Bestandteil von throm-
bozytenreichem Plasma oder autologem Serum in zum Teil varia-
bler Zusammensetzung und unbekannter Konzentration ange-
wendet (s. 0.). Dariiber hinaus konnen sie als rekombinante, auf-
gereinigte Proteine hergestellt und dann in definierter Konzentra-
tion als Einzelsubstanz in die Sehnen- oder Bandldsion appliziert
werden. Fiir den klinischen Einsatz in der Humanmedizin wurde
z.B.rekombinanter ,,platelet derived growth factor (thPDGF-BB)
entwickelt. Phasenweise war ein IGF-1-Substrat (Tendotrophin®)
kommerziell verfiigbar. In einer tierexperimentellen Untersu-
chung an Pferden zeigten sich nach intraldsionaler IGF-I-Applika-
tion eine verstirkte Zellproliferation und ein erhohter Kollagen-
gehalt. Biomechanisch bestand allerdings eine Tendenz zu erhéh-
ter Steifheit der behandelten Sehnen (18). Rekombinant herge-
stellte Wachstumsfaktoren sind derzeit nicht fiir die klinische An-
wendung am Pferd zugelassen.

Um den Nachteil einer kurzen Halbwertszeit von Wachstums-
faktoren in vivo auszugleichen, wurde der Ansatz entwickelt, mes-
enchymale Stammzellen nach genetischer Veranderung (Transfek-
tion) spezifische therapeutisch wirksame Proteine und Wachs-
tumsfaktoren exprimieren zu lassen (14). Viral transfizierte und
nicht viral transfizierte MSCs konnen das Kandidatengen eine be-
grenzte, zum Teil allerdings relativ lange Zeit (bis zu ca. 6 Monate)
exprimieren (76). In einer Untersuchung war der Zugewinn auf
die strukturellen Eigenschaften von equinen oberflichlichen Beu-
gesehnen durch die Expression von IGF-1 durch gentechnisch ver-
dnderte Stammzellen jedoch minimal (63). Zusammenfassend er-
weist sich das Verfahren weder hinsichtlich seiner Effektivitit noch
seiner biologischen Sicherheit als praxisreif (76).

Zusammenfassende Betrachtung

Grundsitzlich ist es hinsichtlich der Therapie mit regenerativem
Potenzial hilfreich zu unterscheiden, in welcher Phase der Sehnen-
heilung die Behandlung erfolgt. Die dargestellten Untersuchungen
an Labortieren und in vitro liefern dahingehend wertvolle theo-
retische Erkenntnisse, die nachfolgend kurz den Phasen der Seh-
nenheilung zugeordnet werden sollen.

Bereits in der akuten Entziindungsphase (ca. 1-2 Wochen nach
dem Insult) erscheint die Verwendung von PRP sinnvoll. In einer
tierexperimentellen Untersuchung an Pferden fithrte PRP, das
7 Tage nach Herstellung der Lisionen injiziert wurde, bereits nach
7 Tagen zu einer signifikanten Reduktion von zellreicher entziind-
licher Fliissigkeit in der Sehne (8). Theoretisch ist auch der Einsatz
des ACS in der akuten Entziindungsphase denkbar, wenn dessen
Hauptwirkung, vermittelt durch den Interleukin-1-Rezeptor-Ant-
agonisten, antientziindlicher Natur sein sollte, was bislang un-
geklart ist. Die antientziindliche Wirkung von Stammzellen wird
ebenfalls noch kontrovers diskutiert, sodass diese Therapie bislang
vornehmlich in der proliferativen Phase (ca. 4-45 Tage nach dem
Insult, s. u.) zum Einsatz kommt. In jedem Fall ist eine potenziel-
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le Interaktion von herkommlichen antientziindlich wirkenden
Substanzen mit z. B. Stammzellen zu beachten (2). Die grofle Be-
deutung der proteolytischen Aktivitat von Matrix-Metalloprotei-
nasen (MMP) in der akuten Entziindungsphase, die zu einer Ver-
groferung des Sehnenschadens in dieser Phase beitrégt, lasst theo-
retisch an den wohldosierten therapeutischen Einsatz von MMP-
Hemmern wie z. B. TIMPs (Tissue Inhibitors of Matrix Metallo-
proteinases) denken. Ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und
TIMPs kann entweder eine Fibrose oder Degradation von Sehnen-
gewebe nach sich ziehen, sodass die mechanischen Eigenschaften
einer heilenden Sehne durch die Zufithrung von MMP-Inhibito-
ren definitiv beeinflusst werden (56). So konnte in einer Untersu-
chung an Rattensehnen gezeigt werden, dass die Breitspektrum-
MMP-Inhibitoren Doxycyclin und Ilomastat eine Aktivierung von
MMP-13 verhindern (3). Nicht zuletzt ergeben sich auch Hinwei-
se darauf, dass die gezielte Ruhigstellung der erkrankten Sehne
durch fixierende Gliedmaflenverbinde (Cast) in der akuten Ent-
ziindungsphase effektiv sein konnte (7).

In der spiten Entziindungsphase oder der frithen proliferativen
Phase der Sehnenheilung scheint die Anwendung von Stammzell-
produkten und von Wachstumsfaktoren bzw. von thrombozytenrei-
chem Plasma sinnvoll, denn es soll in diesem Abschnitt der Sehnen-
heilung vorteilhafterweise eine Beschleunigung der Produktion und
eine qualitative Verbesserung von extrazellulirer Matrix erfolgen.
Dies kann durch Stimulation des Zellmetabolismus, der Zellver-
mehrung oder der Migration von Vorliuferzellen aus dem Para-
oder Endotendineum zum Ort des Defekts erfolgen. Keiner der oben
genannten synthetisch hergestellten Wachstumsfaktoren ist derzeit
fiir die Anwendung am Pferd zugelassen, wohingegen PRP den Vor-
teil bietet, dass die Herstellung dieses Substrats vergleichsweise ein-
fach ist und es zahlreiche Wachstumsfaktoren enthalt: Wihrend
TGF- je nach Subtyp und Konzentration die Kollagensynthese sti-
mulieren (42) oder eine Fibrose beschleunigen kann (51), wurde
dieser Effekt nach Applikation von PRP, das ebenfalls Isoformen des
TGF-B enthilt, in kiinstlich erzeugte Schiden der oberflichlichen
Beugesehne bei Pferden nicht beobachtet (9). Es scheint also die an-
gemessene Mischung verschiedener Wachstumsfaktoren wichtiger
zu sein als die Wirkung eines einzelnen Faktors. Noch nicht vollstin-

Fazit fiir die Praxis

Die Regeneration von Sehnengewebe wird wahrscheinlich durch ein
komplexes Zusammenspiel aus Geriistsubstanzen, Wachstumsfak-
toren und Zellen beginstigt. Obwohl noch nicht abschlieBend geklart
ist, welches Blut- oder Stammzellprodukt oder welche Kombination
aus Zellen, Wachstumsfaktoren und Geriistsubstanzen die Sehnen-
und Bandregeneration zu welchem Zeitpunkt, in welchen Konzen-
trationen und in welchem Zielgewebe am effektivsten beeinflusst,
sind die Ergebnisse zahlreicher bisheriger Untersuchungen in Hin-
blick auf ein verbessertes Resultat sehr vielversprechend. An anderer
Stelle sollen deshalb die Ergebnisse zur Anwendung von regenerati-
ven Therapeutika an Sehnen und Bandern lebender Pferde vorgestellt
werden.
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dig aufgeklirt ist allerdings die Bedeutung der einzelnen Wachs-
tumsfaktoren bei der Sehnenheilung und somit auch die ideale Kon-
zentration von Thrombozyten bzw. Wachstumsfaktoren.

Wihrend weitgehende Einigkeit dariiber besteht, dass der Ein-
satz von Stammzellen bzw. stromalen Zellen einen regenerativen
Effekt hat, ist die Art des vermuteten Effekts noch nicht volltindig
geklirt. Es bleibt also noch offen, ob auch fiir mesenchymale stro-
male Zellen die Neuentstehung von Sehnengewebe und/oder ein
parakriner Einfluss im Vordergrund steht. Untersuchungen dazu
werden in erster Linie dadurch erschwert, dass kein einzelner opti-
maler Marker fiir equine Stammzellen verfiigbar ist und die Mor-
phologie der neugebildeten Zellen eine Unterscheidung zwischen
unerwiinschten Fibroblasten und erwiinschten Tenozyten nicht
ohne Weiteres erméglicht (85).

Wenngleich also sowohl Stammzellen als auch Wachstums-
faktoren bzw. Blutprodukte in der Proliferationsphase relevant
erscheinen, liegen bislang noch nicht fiir alle Substrate In-vitro-
Untersuchungen vor, die einen Vergleich zwischen den Substanzen
erlauben. Einzelne Untersuchungen weisen darauf hin, dass auch
eine Kombination von Blutprodukten und Zellen sinnvoll sein
kénnte (21, 22).

In der Umbau- und Reifungsphase der Sehnenheilung (ab ca.
45 Tage nach dem Insult) sollte die Therapie auf eine verbesserte
Ausrichtung der Kollagenfaserbiindel entlang der Zugrichtung ab-
zielen. Dies wird bekanntermaflen durch ein kontrolliertes und
dosiert gesteigertes Bewegungsregime positiv beeinflusst. Die Be-
deutung der alleinigen Anwendung regenerativer Therapeutika in
dieser Phase bedarf noch der weiteren Klirung.

Aufgrund der teilweise wesentlichen morphologischen und funk-
tionellen Unterschiede der Sehnen- und Bandstrukturen am Fuf§ des
Pferdes (72) sollte der Effekt bestimmter Therapien idealerweise fiir
die einzelnen Strukturen getrennt tiberpriift werden. Derzeit verfig-
bare Ergebnisse von Untersuchungen an Zellkulturen (z. B. Zellen aus
equinen Fesseltrdgern oder oberflichlichen Beugesehnen) bzw. an
Labortieren (z. B. Achillessehnen von Ratten) miissen dehalb im Hin-
blick auf andere Sehnen- und Bandgewebestrukturen (z. B. tiefe Beu-
gesehne, Unterstiitzungsbinder des Pferdes) und andere Spezies
(Pferd) angemessen interpretiert werden.

Nicht zuletzt wird die Auswahl einer geeignet erscheinenden
Sehnentherapie vielfach durch wirtschaftliche Faktoren und die
Art der Handhabbarkeit beeinflusst. So unterscheiden sich die
Herstellungskosten bei Stammzell- und Blutprodukten zum Teil
erheblich. Allein die zur Herstellung von PRP kommerziell verfiig-
baren Kits weisen im Einkauf eine erhebliche Preisdifferenz auf,
die sich zum Teil in der Thrombozytenkonzentration des End-
produkts widerspiegelt. Der subjektive Eindruck eines derzeit hau-
figeren Einsatzes von ACP im Vergleich zum PRP unter Praxis-
bedingungen resultiert vermutlich nicht zuletzt auch aus der ein-
facheren und relativ kostengiinstigeren Herstellbarkeit von steri-
lem Plasma (ACP).

Interessenkonflikt
Die Autoren bestitigen, dass kein Interessenkonflikt besteht.

© Schattauer 2011

Downloaded from www.tieraerztliche-praxis.de on 2011-12-16 | ID: 1000491814 | IP: 217.110.19.91
For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



94

Anhang

F. Geburek; P. Stadler: Regenerative Therapie von Sehnen- und Banderkrankungen bei Pferden

381

Literatur

1.

—_
—_

—
1)

—
w

—_
w1

—
o

Arnhold §J, Goletz I, Klein H, Stumpf G, Beluche LA, Rohde C, Addicks K,
Litzke LF. Isolation and characterization of bone marrow-derived equine
mesenchymal stem cells. Am J Vet Res 2007; 68: 1095-1105.

Arnhold S, Miiller M, Raabe O, Addicks K, Wenisch S. Einfluss nichtsteroi-
daler Antiphlogistika auf equine mesenchymale Stammzellen in vitro. Tier-
irztl Prax 2010; 38 (G): 37-46.

Arnoczky SR, Lavagnino M, Egerbacher M, Caballero O, Gardner K. Matrix
Metalloproteinase Inhibitors Prevent a Decrease in the Mechanical Pro-
perties of Stress-Deprived Tendons. An In Vitro Experimental Study. Am J
Sports Med 2007; 35: 763-769.

Baltzer AWA, Moser C, Jansen SA, Krauspe R. Autologous conditioned serum
(Orthokine) is an effective treatment for knee osteoarthritis. Osteoarthr Car-
tilage 2009; 17: 152-160.

Bernardo ME, Locatelli F, Fibbe WE. Mesenchymal Stromal Cells. A Novel
Treatment Modality for Tissue Repair. Hematopoietic Stem Cells VII: Ann
NY Acad Sci 2009; 1176: 101-117.

Birch HL, Worboys S, Eissa S, Jackson B, Strassburg S, Clegg PD. Matrix me-
tabolism rate differs in functionally distinct tendons. Matrix Biol 2008; 27:
182-189.

Bosch G. Towards a staged evidence based approach for the treatment of ten-
don injuries in the horse. [PhD Dissertation]. Utrecht, the Netherlands: Fa-
culty of Veterinary Medicine, Utrecht University, 2009.

Bosch G, van Weeren PR, Barneveld A, van Schie HTM. Computerised ana-
lysis of standardised ultrasonographic images to monitor the repair of sur-
gically created core lesions in equine superficial digital flexor tendons after
intratendinous platelet rich plasma or placebo. Vet ] 2009; doi: 10.1016/j.tvjl.
2009.10.014.

Bosch G, van Schie HTM, de Groot MW, Cadby JA, van de Lest CHA, Barne-
veld A, van Weeren PR. Effects of Platelet-Rich Plasma on the Quality of
Repair of Mechanically Induced Core Lesions in Equine Superficial Digital
Flexor Tendons: A Placebo-Controlled Experimental Study. ] Orthop Res
2010; 28 (2): 211-217.

. Brehm W. Erfahrungen mit der Stammzell-Therapie von Sehnenlisionen

beim Pferd. In: Vortragsband des BPT-Kongress 2008, Hannover, 13.-16. No-
vember, BPT Akademie GmbH, Frankfurt, 2008; 20-26.

. Brennan EP, Reing J, Chew D, Myers-Irvin JM, Young EJ, Badylak SF. Antibac-

terial activity within degradation products of biological scaffolds composed
of extracellular matrix. Tissue Eng 2006; 12: 1249-2955.

. Burmester GR, Grifka J. Neufassungen der Empfehlungen der Kommission

Pharmakotherapie der DGRh. Stellungnahme zum Einsatz von Orthokin. Z
Rheumatol 2007; 66: 83-84.

. Caplan Al, Dennis JE. Mesenchymal stem cells as trophic mediators. ] Cell

Biochem 2006; 98: 1076-1084.

. Colleoni S, Donofrio G, Lagutina I, Duchi R, Galli C, Lazzari G. Establish-

ment, differentiation, electroporation, viral transduction, and nuclear
transfer of bovine and porcine mesenchymal stem cells. Cloning Stem Cells
2005; 7 (3): 154-166.

. Colleoni S, Bottani E, Tessaro I, Mari G, Merlo B, Romagnoli N, Spadari A,

Galli C, Lazzari G. Isolation, growth and differentiation of equine mesenchy-
mal stem cells: effect of donor, source, amount of tissue and supplementation
with basic fibroblast growth factor. Vet Res Commun 2009; 33 (8): 811-821.

. Conrad S, Nufer F, Mundle K, Thring J, Seid K, Walliser U, Skutella T. Mesen-

chymale Stammzellen aus dem Fettgewebe des Pferdes — Isolation Expansion
und Charakterisierung. In: Vortragszusammenfassungen der XVIII. Tagung
iiber Pferdekrankheiten im Rahmen der Equitana, Essen, 21.-22. Mirz 2009;
wak Verlag GmbH, Gescher, 2009; 119.

. Crovace A, Lacitignola L, Rossi G, Francioso E. Histological and Immuno-

histochemical Evaluation of Autologous Cultured Bone Marrow Mesen-
chymal Stem Cells and Bone Marrow Mononucleated Cells in Collagenase-
Induced Tendinitis of Equine Superficial Digital Flexor Tendon. Vet Med Int
2010; in press. doi: 10.4061/2010/250978.

. Dahlgren LA, van der Meulen MCH, Bertram JEA, Starrak GS, Nixon AJ. In-

sulin-like growth factor-I improves cellular and molecular aspects of healing

© Schattauer 2011

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

4

e

j=1

—

2.

3.

4.

w

(=}

7.

=]

Ne

0.

—

0o

[

=~

5.

6.

~

8.

o

0.

—

in a collagenase-induced model of flexor tendinitis. ] Orthop Res 2002; 20:
910-919.

. Dahlgren LA. Fat derived mesenchymal stem cells for equine tendon repair.

Regenerative Medicine 2009; 4 (6), (Suppl. 2): S14.

. Dahlgren LA. Management of Tendon Injuries. In: Current Therapy in

Equine Medicine, 6th ed. Robinson NE, Sprayberry KA, eds. St. Louis:
Saunders, Elsevier 2009; 518-523.

. Del Bue M, Riced S, Conti V, Merli E, Ramoni R, Grolli S. Platelet lysate pro-

motes in vitro proliferation of equine mesenchymal stem cells and tenocytes.
Vet Res Commun 2007; 31 (Suppl 1): 289-292.

Del Bue M, Riced S, Ramoni R, ContiV, Gnudi G, Grolli S. Equine adipose tis-
sue derived mesenchymal stem cells and platelet concentrates: their associa-
tion in vitro and in vivo. Vet Res Commun 2008; 32 (Suppl 1): $51-855.

De Mos M, van der Windt AE, Jahr H, van Schie HT, Weinans H, Verhaar JA,
van Osch GJ. Can platelet rich plasma enhance tendon repair? A cell culture
study. Am ] Sports Med 2008; 36: 1171-1178.

De Schauwer C, Meyer E, Van de Walle GR, Van Soom A. Markers of stemness
in equine mesenchymal stem cells: a plea for uniformity. Theriogenology
2011575 (8): 1431-1443,

. Durando MM, ZaruccoL, Schaer TP, Ross M, Reef VB. Pneumopericardium

in a horse secondary to sternal bone marrow aspiration. Equine Vet Educ
2006;18: 75-79.

. Durgam SS, Stewart AA, Caporali EH, Karlin WM, Stewart MC. Effect of ten-

don-derived progenitor cells on a collagenase-induced model of tendinitis in
horses. Regenerative Medicine 2009; 4 (6), (Suppl. 2): S27.

Dyson S. Medical management of superficial digital flexor tendonitis: a com-
parative study in 219 horses (1992-2000). Equine Vet ] 2004;36: 415-419.

. Eppley BL, Woodell JE, Higgins J. Platelet quantification and growth factor

analysis from platelet-rich plasma: implications for wound healing. Plast Re-
constr Surg 2004; 114: 1502-1508.

. Everts PAM, Hoffmann J, Weibrich G, Mahoney CB, Schonberger PAM, van

Zundert A, Knape JTA. Differences in platelet growth factor release and leu-
cocyte kinetics during autologous platelet gel formation. Transfusion Medi-
cine 2006; 16; 363-368.

Fibbe WE. Modulation of immune responses by mesenchymal stem cells.
Ann N'Y Acad Sci 2007; 1106: 272-278.

. Fortier LA. Stem Cells: Classifications, Controversies, and Clinical Appli-

cations. Vet Surg 2005; 34: 415-423.

. Fortier LA, Smith RK. Regenerative medicine for tendinous and ligamentous

injuries of sport horses. Vet Clin North Am Equine Pract 2008; 24: 191-201.

. Frisbie DD, Kawcak CE, Werpy NM, Park RD, McIlwraith CW. Clinical, bio-

chemical and histologic effects of intra-articular administration of auto-
logous conditioned serum in horses with experimentally induced osteo-
arthritis. Am J Vet Res 2007; 68: 290-296.

. Frisbie DD, Smith RKW. Clinical update on the use of mesenchymal stem

cells in equine orthopedics. Equine Vet J 2010; 42: 86-89.

Grimm J, Kircher MF, Weissleder R. Cell tracking. Prinzipien und Anwen-
dung. Radiologe 2007; 47: 25-33.

Guest DD, Smith MR, Allen WR. Monitoring the fate of autologous and allo-
genic progenitor cells injected into the superficial digital flexor tendon of
horses: Preliminary study. Equine Vet ] 2008; 40: 178-181.

. Guest DJ, Smith MRW, Allen MR. Equine embryonic stem-like cells and mes-

enchymal stromal cells have different survival rates and migration patterns
following their injection into damaged superficial digital flexor tendon.
Equine Vet ] 2010; 42: 636-642.

Guest D, Li X, Allen W. Establishing an equine embryonic stem cell line. Re-
generative Medicine 2009; 4 (6) (Suppl. 2): S18.

. Herthel D. Clinical use of stem cells and marrow components to stimulate

suspensory ligament regeneration. In: Diagnosis and Management of Lame-
ness in the Horse. Ross MW, Dyson SJ, eds. Philadelphia: Saunders 2003;
673-674.

James SL, Ali K, Pocock C, Robertson C, Walter J, Bell J, Connell D. Ultra-
sound guided dry needling and autologous blood injection for patellar ten-
dinosis. Br ] Sports Med 2007; 41: 518-521.

. Kissich C, Béttcher P, Gottschalk J, Brehm W, Ionita JC. Biochemische Eigen-

schaften des equinen Autologous Conditioned Plasma™. In: Dtsch. Vet.

Tierarztliche Praxis GroBtiere 6/2011

Downloaded from www.tieraerztliche-praxis.de on 2011-12-16 | ID: 1000491814 | IP: 217.110.19.91
For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 95

382

F. Geburek; P. Stadler: Regenerative Therapie von Sehnen- und Banderkrankungen bei Pferden

4

4

44,

4

4

4

4

4

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

6

1\

3.

5.

N

7.

8.

o

=

—

)

3.

N

a

(=)

S|

)

9.

=4

Med. Gesellsch (Hrsg.): 20. Arbeitstagung der Fachgruppe ,Pferdekrank-
heiten, Hannover, 29.2.-1.3.2010; Gieflen: DVG-Service GmbH, 2010; 60.

. Klein MB, Yalamanchi N, Pham H, Lonaker T, Chang J. Flexor tendon heal-

ing in vitro: effects of TGF-beta on tendon cell collagen production. ] Hand
Surg [Am] 2002; 27: 615-620.

Koch TG, Heerkens T, Thomsen PD, Betts DH. Isolation of mesenchymal
stem cells from equine umbilical cord blood. BMC Biotechnol 2007; 7: 26.
Koch TG, Berg LC, Betts DH. Concepts for the clinical use of stem cells in
equine medicine. Can Vet J 2008; 49: 1009-1017.

Koch TG, Berg LC, Betts DH. Current and future regenerative medicine —
principles, concepts, and therapeutic use of stem cell therapy and tissue en-
gineering in equine medicine. Can Vet ] 2009; 50: 155-665.

. Koerner J, Nesic D, Romero JD, Brehm W, Mainil-Varlet P, Grogan SP. Equine

peripheral blood-derived progenitors in comparison to bone marrow-de-
rived mesenchymal stem cells. Stem Cells 2006; 24: 1613-1619.

Lawall H, Bramlage P, Amann B. Stem cell and progenitor cell therapy in
peripheral artery disease. A critical appraisal. Thromb Haemost 2010; 103:
696-709.

Leppinen M, Miettinen S, Mikinen S, Wilpola P, Katiskalahti T, Heikkila P,
Tulamo RM. Management of equine tendon & ligament injuries with ex-
panded autologous adipose derived mesenchymal stem cells: a clincal study.
Regenerative Medicine 2009; 4 (6), (Suppl. 2): S21.

. Lutz S, Jahn W, Sill V, Pokar J, Jaek F, Brehm W. Vergleich der intraldsionalen

Behandlung von Fesseltrigerldsionen mit thrombozytenangereichertem
Plasma (PRP) und xenogener, azellulirer Matrix (ACell®). In: Dtsch. Vet.
Med. Gesellsch. (Hrsg.): 20. Arbeitstagung der Fachgruppe ,,Pferdekrank-
heiten®, Hannover, 29.2.-1.3.2010; Gielen: DVG-Service GmbH, 2010; 61.

. Majewski M, Ochsner P, Fangjun Liu, Flueckiger R, Evans C. Achilles tendon

healing by autologous conditioned serum. Posterprisentation im Rahmen
des 9th Congress of the European Federation of National Associations of Or-
thopedics and Traumatology; Nizza, Frankreich, 29. Mai.-1. Juni 2008; Ab-
stract P1283.

. Molloy T, Wang Y, Murrell GAC. The Roles of Growth Factors in Tendon and

Ligament Healing. Sports Med 2003; 33 (5): 381-394.

. Nixon AJ, Dahlgren LA, Haupt JL, Yeager AE, Ward DL. Effect of adipose de-

rived nucleated cell fractions on tendon repair in horses with collagenase-
induced tendinitis. Am J Vet Res 2008; 69: 928-937.

Oedayrajsingh Varma M]J, Breuls RGM, Schouten TE, Jurgens WJEM,
Bontkes HJ, Schuurhuis GJ, van Ham SM, van Milligen FJ. Phenotypical and
functional characterization of freshly isolated adipose tissue-derived stem
cells. Stem Cells Dev 2007; 16: 91-104.

. Pacini S, Spinabella S, Trombi L, Fazzi R, Galimberti S, Dini F, Carlucci F, Pe-

trini M. Suspension of bone marrow-derived undifferentiated mesenchymal
stromal cells for repair of superficial digital flexor tendon in race horses. Tis-
sue Eng 2007; 13: 2949-2955.

. Paris DBBP, Stout TAE. Equine embryos and embryonic stem cells: Defining

reliable markers of pluripotency. Theriogenology 2010; 74: 516-524.

. Pasternak B, Aspenberg P. Metalloproteinase and their inhibitors — diagnos-

tic and therapeutic opportunities in orthopedics. Acta Orthopaedica 2009;
80: 693-703.

. Radcliffe CH, Fortier LA. Development of a patient-side construct for carti-

lage regeneration using mesenchymal stem cells and platelet rich plasma
composite grafts generated through simple centrifugation techniques. Pro-
ceedings of the ACVS Symposium, 5.-7.10. 2006; Washington DC, USA; Vet
Surg 20065 35 (6): E21-22.

. Ramirez JUC. Use of autologous platelet concentrates for the treatment of

musculosceletal injuries in the horse [PhD Dissertation]. Bellaterra, Spa-
nien: Department of Animal Medicine and Surgery, Faculty of Veterinary
Medicine, Universitat Autonoma Barcelona; 2006.

Reed SA, Johnson SE. Equine Umbilical Cord Blood Contains a Population
of Stem Cells That Express Oct4 and Differentiate Into Mesodermal and En-
dodermal Cell Types. J Cell Physiol 2008; 215: 329-336.

. Ribitsch I, Burj ], Gittel C, Brehm W. Umbilical cord blood & umbilical cord

matrix: a comparison of two potential mesenchymal stem cell sources. Re-
generative Medicine 2009; 4 (6), (Suppl. 2): S24.

Tierarztliche Praxis GroBtiere 6/2011

61. Richardson LE, DuhiaJ, Clegg PD, Smith R. Stem cells in veterinary medicine

6.

6.

6

6

6

6

6

6

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

8

8

0o

@

4.

wul

6.

7.

jes]

o

=1

2.

3.

Iy

wu

N

~

o]

9.

=1

—_

— attempts at regenerating equine tendon after injury. Trends Biotechnol
2007; 25: 409-416.

. Sanchez M, Anitua E, Azofra J, Andia I, Padilla S, Mujika I. Comparison of

Surgically Repaired Achilles Tendon Tears Using Platelet-Rich Fibrin Ma-
trices. Am J Sports Med 2007; 35: 245-251.

. Schnabel LV, Lynch ME, van der Meulen MC, Yeager AE, Kornatowski MA,

Nixon AJ. Mesenchymal stem cells and insulin-like growth factor-I gene-en-
hanced mesenchymal stem cells improve structural aspects of healing in
equine flexor digitorum superficialis tendons. ] Orthop Res 2009; 27 (10):
1392-1398.

Schnabel LV, Mohammed HO, Miller B] McDermott WG, Jacobson MS,
Santangelo KS, Fortier LA. Platelet rich plasma (PRP) enhances anabolic
gene expression patterns in flexor digitorum superficialis tendons. ] Orthop
Res 2007; 25: 230-240.

. Schnabel LV, Sonea HO, Jacobson MS, Fortier LA. Effects of platelet rich plas-

ma (PRP) and acellular bone marrow on gene expression patterns and DNA
content of equine suspensory ligament explant cultures. Equine Vet J 2008;
40: 260-265.

Smith JJ, Ross MW, Smith RK. Anabolic effects of acellular bone marrow, pla-
telet rich plasma, and serum on equine suspensory ligament fibroblasts in
vitro. Vet Comp Orthop Traumatol 2006; 19: 43—-47.

Smith RK. Mesenchymal stem cell therapy for equine tendinopathy. Disabil
Rehabil 2008; 30: 1752-1758.

. Smith RKW. Principles of stem cell therapy in the horse — the science behind

the technology. Pferdeheilk 2008; 24: 508-512.

. Smith RKW. Stem cell therapy for tendon and ligament injuries in the horse

— technique and outcome. Pferdeheilk 2008; 24: 513-518.

. Staszyk C, Mensing N, Hambruch N, Héger JD, Pfarrer C, Gasse H. Equine

periodontal ligament: a source of mesenchymal stem cells for regenerative
therapies in the horse? Regenerative Medicine 2009; 4 (6), (Suppl. 2): S26.

. Stewart AA, Barrett ]G, Byron CR, Yates AC, Durgam SS, Evans RB, Stewart

MC. Comparison of equine tendon-, muscle- and bone marrow-derived cells
cultured on tendon matrix. Am J Vet Res 2009; 70: 750-757.

Souza MV, van Weeren PR, van Schie HTM, van de Lest CHA. Regional dif-
ferences in biochemical, biomechanical and histomorphological character-
istics of the equine suspensory ligament. Equine Vet J 2010; 42: 611-620.
Sun HB, Yonghui L, Fung DT, Majeska R], Schaffler MB, Flatow EL. Co-
ordinate Regulation of Il-1f and MMP-13 in Rat Tendons Following Sub-
rupture Fatigue Damage. Clin Orthop Rel Res 2008; 466: 1555-1561.

. Suresh SP, Ali KE, Jones H, Connell DA. Medial epicondylitis: is ultrasound

guided autologous blood injection an effective treatment? Br ] Sports Med
2006; 40: 935-939.

. Taylor MA, Norman TL, Clovis NB, Blaha JD. The response of rabbit patel-

la tendons after autologous blood injection. Med Sci Sports Exerc 2002; 25:
70-73.

. Taylor SE, Smith RK, Clegg PD. Mesenchymal stem cell therapy in equine

musculosceletal disease: scientific fact or clinical fiction? Equine Vet J 2007;
39: 172-180.

. Thorpe CT, Clegg PD, Birch HL. A review of tendon injury. Why is the equine

superficial flexor tendon most at risk? Equine Vet J 2010; 42: 174-180.

. Vidal MA, Kilroy GE, Johnson JR, Lopez MJ, Moore RM, Gimble JM. Cell

growth characteristics and differentiation frequency of adherent equine
bone marrow-derived mesenchymal stromal cells: adipogenic and osteo-
genic capacity. Vet Surg 2006; 35: 601-610.

Vidal MA, Kilroy GE, Lopez M]J, Johnson JR, Moore RM, Gimble JM. Cha-
racterization of equine adipose tissue-derived stromal cells: adipogenic and
osteogenic capacity and comparison with bone marrow-derived mesenchy-
mal stromal cells. Vet Surg 2007; 36: 613-622.

. Violini S, Ramelli P, Pisani LF, Gorni C, Mariani P. Horse bone marrow mes-

enchymal stem cells express embryo stem cell markers and show the ability
for tenogenic differentiation by in vitro exposure to BMP-12. BMC Cell Biol
2009 Apr 225 10: 29. doi: 10.1186/1471-2121-10-29.

. Waselau M, Sutter WW, Genovese RL, Bertone AL. Intralesional injection of

platelet-rich-plasma followed by controlled exercise for treatment of mid-

© Schattauer 2011

Downloaded from www.tieraerztliche-praxis.de on 2011-12-16 | ID: 1000491814 | IP: 217.110.19.91
For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



96  Anhang

383

body suspensory ligament desmitis in Standardbred racehorses. ] Am Vet
Med Assoc 2008; 232: 1515-1520.

82. Weinberger T. Klinische Erfahrungen mit der Anwendung von ACS/OR-
THOKIN/IRAP beim Pferd. Pferde Spiegel 2008; 11: 111-115.

83. Wright-Carpenter T, Klein P, Schiferhoff P, Appell HJ, Mir LM, Wehling P.
Treatment of muscle injuries by local administration of autologous con-
ditioned serum: a pilot study on sportsmen with muscle strains. Int J Sports
Med 2004; 25: 588-593.

84. Wright-Carpenter T, Opolon P, Appell HJ, Meijer H, Wehling P, Mir LM.
Treatment of muscle injuries by local administration of autologous con-
ditioned serum: animal experiments using a muscle contusion model. Int J
Sports Med 2004; 25: 582-587.

85. Young RG, Butler DL, Weber W, Caplan AI, Gordon SI, Fink DJ. Use of mes-
enchymal stem cells in a collagen matrix for Achilles tendon repair. ] Orth Res
1998; 16: 406—413.

© Schattauer 2011 Tierarztliche Praxis GroBtiere 6/2011

Downloaded from www.tieraerztliche-praxis.de on 2011-12-16 | ID: 1000491814 | IP: 217.110.19.91
For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 97

13.2 Publikation 2

Geburek, F., Stadler, P.

Regenerative Therapie von Sehnen- und Banderkrankungen bei Pferden: Ergebnisse der Behandlung
mit Stammzellen, Blutprodukten, Gerustsubstanzen und Wachstumsfaktoren — eine Literaturiibersicht
und Metaanalyse.

Pferdeheilkunde 2011, 27 (6): 609-625.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



98

Anhang

F. Geburek und P Stadler

Pferdeheilkunde 27 (2011) 6 (November/Dezember) 609-625

Regenerative Therapie

von Sehnen- und Banderkrankungen bei Pferden:
Ergebnisse der Behandlung mit Stammzellen,
Blutprodukten, Geristsubstanzen und Wachstumsfaktoren —
eine Literaturibersicht und Metaanalyse

Florian Geburek und Peter Stadler

Klinik for Pferde, Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover

Zusammenfassung

Herk&émmliche Behandlungsansétze bei Sehnen- und Banderkrankungen fihren nach einer langen Heilungsphase zur Entstehung von funk-
tionell minderwertigem Ersatzgewebe (Reparatur). Daraus resultiert eine relativ hohe Rezidivrate. Intralésionalen Behandlungen mit Zellen,
Blutprodukten, Geristsubstanzen und biologischen Faktoren wie z.B. Wachstumsfaktoren wird hingegen ein regenerativer Effekt zuge-
schrieben. In der vorliegenden Arbeit werden u.a. die wesentlichen Erkenntnisse zur Wirkung von mesenchymalen stromalen Zellen (MSCs)
aus Knochenmark und Fettgewebe, von embryonalen Stammzellen (ESCs) sowie der Blutprodukte PRP (Thrombozytenreiches Plasma), ACP
(autologes konditioniertes Plasma), ACS (autologes konditioniertes Serum) an lebenden Pferden vorgestellt und diskutiert. Es liegen bezo-
gen auf das Pferd in der Literatur Untersuchungen mit folgenden Methoden vor: 1.) Klinische Fallserien, die Uber die Angabe einer Rezi-
divrate einen bedingten Vergleich zu Ergebnissen anderer Behandlungsformen erlauben. 2.) Tierexperimentelle kontrollierte Untersuchun-
gen an kinstlich erzeugten Sehnendefekten, die vielfach detaillierte Ergebnisse zur feingeweblichen, biochemischen und biomechanischen
Qualitdt des Ersatzgewebes liefern. 3.) Einzelne plazebokontrollierte Untersuchungen an natirlich entstandenen Tendopathien, die zwar
theoretisch den héchsten Grad der Evidenz aufweisen aber methodische Schwachstellen aufweisen. Unter anderem werden die Vorziige
und Nachteile der verschiedenen Therapeutika, ihre biologische Sicherheit, ihr Effekt im Hinblick auf die strukturellen und biomechanischen
Eigenschaften der verschiedenen Sehnen- und Bandstrukturen sowie ihr Einfluss auf die Rezidivrate von Sehnen- und Banderkrankungen
und auf die Gebrauchsfahigkeit der Pferde dargestellt und diskutiert. Es zeigt sich ein Trend zur Uberlegenheit von Substraten mit regene-
rativem Potential gegeniber anderen Behandlungsformen wenngleich noch unklar ist, welches Produkt bzw. welche Kombination von Sub-
straten im Einzelfall am besten geeignet ist.

Schlisselwérter: Pferd / Sehne / Band / Fesseltréiger / regenerative Medizin / Knochenmark / Fettgewebe / Stammzellen / MSC / PRP /
ACP / ACS / IRAP

Regenerative therapy for tendon and ligament disorders in horses: results of treatment with stemcells, blood products, scaf-
folds and growth factors — review of the literature and meta analysis

Conventional treatments for tendon and ligament disorders give rise to functionally inferior repair tissue within a relatively long healing pha-
se which results in a relatively high recurrence rate. There is however increasing evidence that intralesional treatments with cells, blood pro-
ducts, scaffolds and biological factors such as growth factors have a regenerative effect. In the present review the principal scientific findings
on the clinical effects in living horses of, for example, bone-marrow-derived and adipose-tissue-derived mesenchymal stromal cells (MSCs),
embryonic stem cells (ESCs) and blood products such as PRP (platelet rich plasma), ACP (autologous conditioned plasma) and ACS (auto-
logous conditioned serum) are summarized and discussed. Relating to horses, several scientific investigations with different study designs can
be found in the literature: 1) Clinical case series, which allow a limited comparison of different treatment methods on the basis of the resul-
ting recurrence rate. 2) Experimental animal studies on controlled artificial fendon defects, which often provide detailed results on the histo-
logical, biochemical and biomechanical quality of repair tissue. 3) Single placebo-controlled studies of naturally occurring tendinopathies
which should, at least theoretically, provide the highest degree of evidence, however show methodological weaknesses in many cases. Among
other aspects, the advantages and disadvantages of the various substrates, their biological safety, their effect with regard to the structural and
biomechanical properties of different tendons and ligaments and their effect on the recurrence rate of tendon and ligament disorders are
described and discussed. There is increasing evidence that substrates with regenerative potential are superior to other, i.e. conventional, tre-
atments although it is still not clear which product or combination of substrates is most appropriate in individual cases.

Keywords: horse / tendon / ligament / suspensory ligament / regenerative medicine / bone marrow / adipose tissue / stem cell / MSC /
PRP / ACP / ACS / IRAP

Einleitung

O 'Meara et al. 2011). Die intralésionale Behandlung mit
Nach Tendopathien der oberfléchlichen Beugesehne (OBS) Hyaluronséure oder polysulfatierten Glykosaminoglykanen
kehren nur ca. 40-60% der Pferde in den Sport zurick. (PSGAG) hat dabei im Vergleich zur Therapie mit kontrol-
Danach liegt die Rezidivrate, je nach Nutzungsrichtung, zwi- lierter Bewegung keine bessere therapeutische Wirkung
schen 23% und 67% (Rennpferde: 53-67%) (Dyson 2004, (Dyson 2004).
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Regenerative Therapie von Sehnen- und Banderkrankungen bei Pferden: Ergebnisse der Behandlung mit Stammzellen, Blutprodukten, Geristsubstan-

zen und Wachstumsfaktoren — eine Literaturibersicht und Metaanalyse

Die Heilung von Erkrankungen z.B. des Fesseltréigers (FT)
nimmt nach Literaturangaben je nach Lokalisation (Vorder-
/Hinterhand), Dauer der Erkrankung (akut/chronisch) und Art
der konventionellen Behandlung mindestens 3-9 Monate in
Anspruch (Dyson und Genovese 2003). Chronische und rezi-
divierende Fesseltrégererursprungserkrankungen an der
Hinterhand haben nach Literaturangaben eine schlechte Pro-
gnose: Nur 14% der Pferde erreichten in einer Untersuchung
nach é Monaten (systemische Gabe von PSGAG, orthopddi-
scher Hufbeschlag, kontrollierte Bewegung) wieder ihr
urspringliches Leistungsniveau (Dyson 1994). Diese Rate
kann sich nach Stof3wellentherapie auf 41% verbessern (Cro-
we et al. 2004). Die Prognose von akuten Erkrankungen des
Fesseltrégerursprungs an der Vorderhand ist hingegen gut bis
sehr gut. Ungeféhr 90% der Pferde sind nach 3 Monaten
(Boxenruhe, kontrollierter Bewegung) wieder voll einsetzbar
(Personett et al. 1983, Dyson 2000). Zur Prognose von chro-
nischen Erkrankungen des Fesseltrdgerursprungs ausschlief3-
lich an der Vorderhand sind uns keine Angaben aus der Lite-
ratur bekannt. Nach einer Untersuchung, in der die Lokalisa-
tion innerhalb des Fesseltrégers unbericksichtigt blieb,
erreichten 58% der Pferde mit FT-Erkrankungen an der Vorder-
hand ihr urspriingliches Leistungsniveau, wéhrend 22% der
Patienten mit FT-Schéden an der Hinterhand wieder entspre-
chend eingesetzt werden konnten (van den Belt et al. 1994).
Bleibt die Lokalisation (Vorder-/Hinterhand) der Fesseltrdge-
rursprungsldsion unbericksichtigt, wird die Prognose hinsicht-
lich erfolgreicher Wiederaufnahme der urspriinglichen Nut-
zung (nach Boxenruhe und kontrollierter Bewegung) mit 66-
86% wiedergegeben (Dyson 1994, Rijkenhuizen et al. 2007).

Zusammenfassend verlduft die Sehnen- und Bandheilung
langsam (van Schie et al. 2009) und bisherige Behandlungs-
formen sind vielfach unbefriedigend (Dyson 2004), weil sie
zur Entstehung eines funktionell minderwertigen Ersatzgewe-
bes (Reparatur) (Dowling et al. 2000) mit einer hohen Rezi-
divrate fohren (Thorpe et al. 2010). In den letzten Jahren wur-
den deshalb verschiedene Therapieansétze mit regenerativem
Potential wie z.B. zellbasierte Substrate, Blutprodukte und
Geristsubstanzen zur Behandlung von Sehnen- und Bander-
krankungen aufgrund von Untersuchungen in vitro, an Lab-
ortieren und am Menschen angewendet, denn diese Untersu-
chungen liefern Hinweise darauf, dass es zu einer Regenera-
tion der geschadigten Struktur mit funktioneller und struktu-
reller Verbesserung gegeniber fibrésem Narbengewebe
kommen kénnte (Geburek und Stadler 2011). Mehrere
Arbeitsgruppen erforschen derzeit die Wirkung regenerativer
Therapeutika auf Sehnen- und Bandlésionen an lebenden
Pferden intensiv: In der Literatur sind zunehmend plazebo-
kontrollierte, verblindete tierexperimentelle Studien und sogar
einzelne kontrollierte Untersuchungen an natirlich vorkom-
menden Tendopathien von Pferden verfigbar, die nachfol-
gend zusammengefasst und diskutiert werden. Die Ergebnisse
wesentlicher Kasuistiken in Bezug auf die Erfolgs- und Rezi-
divrate sind in Tabelle 1 dargestellt.

Quellen

Die Datenbanken PubMed, Web of Science und die Internet
Suchmaschine Google wurden nach den Stichworten ,Pferd”,
,Sehne” ,Fesseltréiger” und ,Knochenmark”, ,Stammzellen”,
+Knochenmarkaspirat Konzentrat”, ,thrombozytenreiches
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Plasma”, ,autologes konditioniertes Serum”, ,IRAP“, ,autolo-
ges konditioniertes Plasma” (bzw. den entsprechenden Abkir-
zungen und englischen Stichworten) durchsucht.

Behandlung mit stammzellhaltigen Substraten und
deren Nebenprodukten

Zur therapeutischen und experimentellen Behandlung von
natirlich auftretenden Sehnen- und Banderkrankungen wer-
den beim Pferd derzeit in erster Linie mesenchymale stromale
Zellen bzw. mesenchymale Stammzellen (Acronym fir beide:
MSCs) aus dem Knochenmark (Smith et al. 2003, Fortier und
Smith 2008, Burk und Brehm 2010, Godwin et al. 2011), aus
Fettgewebe (Richardson et al. 2007, Del Bue 2008, Nixon et
al. 2008, Dahlgren 2009a, Leppdnen et al. 2009a) und sel-
tener aus Nabelschnurblut (Koch et al. 2007, Ribitsch et al.
2009) gewonnen. Die Zahl der experimentellen Untersu-
chungen zur Anwendung embryonaler Stammzellen bei Pfer-
den nimmt zu (Guest und Allen 2009, Guest et al. 2010,
Paris und Stout 2010).

Art der Applikation

Stammzellen aus Knochenmark werden meistens in einer
geringen Menge des autologen Knochenmarkiberstandes
(,bone marrow supernatant”, ,Knochenmarkserum”) suspen-
diert, Stammzellen aus Fettgewebe werden z.B. in PBS (phos-
phatgepufferte Kochsalzlésung) aufgeschwemmt (Nixon et al.
2008). Die Injektion eines Volumens von ca. 0,6-3 ml in die
Sehne erfolgt Ublicherweise in Sedierung und unter Leitungs-
und Lokalanésthesie im Bereich der Injektionsstelle. Die Punk-
tion der Kernlésion kann am stehenden oder am aufgehobe-
nen Fu3 erfolgen und geschieht vorteilhafterweise unter sono-
graphischer Kontrolle (sterile Bedingungen) entweder im
Faserverlauf oder quer dazu. Ublicherweise werden fur die
zumeist einmalige Applikation Kanilen mit einer Durchmes-
servon 19-23 G verwendet (Smith 2008b, Dahlgren 2009b).
Die Anzahl der Punktionen variiert (z.B. 1-4) und wird meist
von der Gréfle der Lasion und vom Substrat abhéngig ge-
macht (Godwin et al. 2011).

Zeitpunkt der Applikation von stammzellhaltigen Substraten

Der optimale Zeitpunkt fir die Applikation von Substanzen mit
regenerativem Potential orientiert sich idealerweise an der Art
ihrer Wirkung (Bosch 2009), und er ist noch fir keine Stamm-
zellart, Lasion und Spezies bekannt (Koch et al. 2009). Pferde
mit Tendopathien der OBS, die 83 Tage nach dem Insult mit
Stammzellen behandelt wurden, zeigten Rezidive. Dagegen
blieben Pferde, die 44 Tage nach dem Insult dieselbe Behand-
lung erhielten, rezidivlos. Es wurde vermutet, dass die spéter
behandelten Sehnen zum Zeitpunkt der Behandlung bereits
unelastisches Narbengewebe aufwiesen (Smith und Webbon
2005, Fortier und Smith 2008). In einer aktuellen Untersu-
chung zeigte sich, dass die durchschnittliche Dauer zwischen
der Entstehung des Sehnenschadens und der Implantation von
MSCs aus Knochenmark bei den Pferden ohne Rezidiv bei &
46 Tagen und bei denjenigen, die ein Rezidiv entwickelten, bei
& 53.3 Tagen lag (Unterschied nicht signifikant). Nach Eintei-
lung der Pferde in die Gruppen ,Behandlung =5 Wochen”,
,Behandlung zwischen 6 und 8 Wochen” und ,Behandlung
= 9 Wochen” (jeweils nach Insult) stieg die Rezidivrate konti-
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nuierlich von 20,8% Uber 24,1% bis auf 35% (Godwin et al.
2011). Wenngleich diese Unterschiede ebenfalls nicht signifi-
kant waren, deuten auch diese Ergebnisse darauf hin, dass es
mit zunehmender Dauer zu einer Zunahme unelastischen Nar-
bengewebes in der Lasion kommt. Deshalb wird derzeit emp-
fohlen, die Stammzellbehandlung nach der akuten Entzin-
dungsphase (Dauer ca. bis Tag 10) und idealerweise vor der
Entstehung von Narbengewebe (Reifungs- oder Umbauphase,
ca. ab Tag 45), also innerhalb von 3-4 Wochen nach dem
Insult in der Proliferationsphase vorzunehmen (Dahlgren
2009b). Bei Kultivierung von MSCs ist es nicht immer méglich,
diese Zeitspanne einzuhalten.

Substrate aus Knochenmark

Behandlung natirlich entstandener Sehnen- und Bandsché-
den mit nativen Knochenmarksaspiraten

Zur Behandlung von Erkrankungen des FTs mit Knochen-
marksaspiraten liegen unkontrollierte Fallsammlungen vor. Es
wurden in einer Studie 5-30 ml Knochenmarksaspirat in den
Bereich der Lasion platziert (67% VordergliedmafBe, 33%
HintergliedmaBe). Von 24 Pferden waren nach 6 Monaten
75% wieder in vollem Training (Rosenbrock et al. 2004aq). In
einem Beitrag, der offenbar auf die selben Daten zuriickgreift,
wird eine Rezidivrate (Zeitraum 6-18 Monate nach Behand-
lung) von 4% angegeben (Rosenbrock et al. 2004b). In einer
anderen Fallsammlung wurden von 100 Pferden 84 (19
VordergliedmafBien, 81 Hintergliedmafien) nach Behandlung
mit Knochenmark nach 6 Monaten Rekonvaleszenz wieder in
vollem Umfang genutzt und waren lahmbheitsfrei (Herthel
2001, Herthel 2003). Lediglich 2 Pferde wiesen 2-3 Tage
nach Behandlung eine lokal erhdhte Schmerzhaftigkeit auf.
Funfzehn Pferde wurden allerdings begleitend chirurgisch
durch Fasziotomie bzw. Resektion des Retinaculum flexorum
behandelt. Wissenschaftliche Studien von hoher Evidenz (kon-
trollierte und verblindete Studien) zur Applikation von nativem
Knochenmark in Sehnen- und Bandschéden liegen nach
Kenntnis der Autoren nicht vor.

Behandlung natirlich entstandener Sehnen- und Bandscha-
den mit azellulédrem Knochenmark

Zum Einsatz von azelluldrem Knochenmarkiberstand liegt
unter der Bezeichnung ,autologes konditioniertes Plasma aus
Knochenmark” (,bone marrow-autologous conditioned plas-
ma“, BM-ACP) das mit dem ACP kit (Fa. Arthrex GmbH,
Karlsfeld), hergestellt wird, ein Efahrungsbericht an 28 Pfer-
den vor. Dabei wurden Knochenmarkaspirate unter Zugabe
von Zitrat zentrifugiert (siehe auch ACP) und der plasmaarti-
ge Uberstand vornehmlich bei Pferden mit sonographisch
diagnostizierten Desmopathien des Fesseltrdgerursprungs
intral@sional injiziert. Bei ca. 67% der Patienten mit Desmo-
pathie des Fesseltréigerursprungs an der Vorderhand war
nach maximal 3 Monaten keine Lahmheit mehr feststellbar,
ca. 55 % der Patienten mit Desmopathie an der Hinterhand
waren nach einer Zeit von maximal 3 Monaten ohne Lahm-
heit (Kinneke et al. 2008). Eine Differenzierung nach Alter
der Lasionen wurde in der Untersuchung zum BM-ACP nicht
vorgenommen, auch fehlt eine Aussage Uber die Rezidivrate.
Eine kontrollierte, verblindete Studie zum Einsatz von azellu-
l&rem Knochenmark ist fir das Pferd nach unserer Kenntnis
noch nicht verfigbar.
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Nicht kultivierte mononukledre Zellen aus Knochenmark
(bone marrow mononucleated cells, BMMNCs)

Behandlung experimentell erzeugter Sehnenschéden:
Plazebo-kontrollierte Studien

Zur Anwendung von BMMNC:s bei equinen Sehnen- und Band-
schéden liegen Erfahrungsberichte und einzelne plazebokontrol-
lierte tierexperimentelle Untersuchungen an der OBS (Kollage-
nase Modell) an 3 bzw. 6 Pferden vor (Crovace et al. 2007, Cro-
vace et al. 2010). Gegenuber der Plazebobehandlung wurden
eine verbesserte Sehnenarchitektur, ein verbessertes Kollagen I/l
Verhélinis sowie eine erhdhte Expression von COMP (Glykopro-
tein, das die extrazelluldre Matrix stabilisiert) nachgewiesen (Cro-
vace et al. 2010). Eine Kontrolle hinsichtlich der Gliedmafen-
funktion bzw. der Rezidivrate erfolgte nicht. In einer weiteren
Untersuchung an 6 Pferden wurden die Sehnenlésionen 12 Tage
nach der Erzeugung mit BMMNCs behandelt oder blieben
unbehandelt. Nach 48 Tagen mit kontrollietem Bewegungsregi-
me erfolgte die Entnahme von Sehnenbiopsien, deren feinge-
webliche Analyse in der Therapiegruppe Hinweise auf eine star-
ke Infiltration mit Entzindungszellen, die Synthese von extrazellu-
|arer Matrix, Reduktion von Bereichen mit nekrotischem Gewebe
sowie eine geringgardig erhdhte zellulére Proliferationsrate lie-
ferte. Die Befunde werden als Anzeichen einer beschleunigten
Sehnenheilung bewertet (Barreira et al. 2008). Behandlung
natirlich entstandener Sehnen- u. BandschédenZur Behandlung
von natirlich entstandener Sehnen- u. Bandschaden liegen nach
unserer Kenntnis keine kontrollierten Studien vor.

Kultivierte MSCs aus Knochenmark (BM-MSCs)

Behandlung experimentell erzeugte Sehnenschéden:
Plazebo-kontrollierte Studien

Nach einer Voruntersuchung an 3 Pferden (Crovace et al.
2008) wurden in einer Untersuchung an 6 Pferden Sehnenlé-
sionen der OBS mit Kollagenase erzeugt und unverblindet mit
expandierten, d.h. kultivieten MSCs aus Knochenmark in
Fibrinkleber, frischen mononukledren Zellen aus Knochen-
mark in Fibrinkleber, nur mit Fibrinkleber oder nur mit einem
Plazebo behandelt (Crovace et al. 2010). Das Kollagen I/11l
Verhéltnis, die Expression von COMP und die Sehnenarchi-
tektur waren nach Behandlung mit beiden zellhaltigen Sub-
straten (MSCs und BMMNCs) nach einer Beobachtungszeit
von 21 Wochen gegeniber der Plazebobehandlung besser
(s.0). In einer vergleichenden Untersuchung zur Wirkung von
MSCs aus Knochenmark und IGF-1 exprimierenden MSCs aus
Knochenmark (s.u.) fihrte die Behandlung mit beiden Zellty-
pen zu einer Verbesserung des histologischen Scores (Schna-
bel et al. 2009). Eine ultrastrukturelle (transmissionselekiro-
nenmikroskopische) Untersuchung von Sehnengewebe nach
mechanischer Schadigung und Behandlung mit BM-MSCs
lieferte keine Unterschiede zur Kontrollgruppe in Bezug auf
den Durchmesser der Kollagenfasern wéhrend der ersten 4
Monate des Heilungsprozesses (Schramme et al. 2011).

Behandlung natirlich entstandener Sehnen- u. Bandschéden:
Erfolgskontrolle durch Ermittlung der Rezidivrate

Hinsichtlich der Behandlung von natirlich entstandenen Ten-

dopathien und Desmopathien mit MSCs aus Knochenmark lie-
gen klinische Erfahrungen an einer grofien Anzahl von Pferden
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Tab. 1 Vergleich ausgewdhlter Studien zur Behandlung natirlich entstandener Sehnen u. Bandschéden bei Pferden ausschliefllich mit kontrollierter Bewegung oder zu
Comparsion of selected studies on the treatment of naturally occurring tendinopathies and desmopathies in horses treated with controlled exercise alone or ad

Behandelte Struktur Substrat Autoren Anzahl Pferde
Dyson (2004) 15
Sawdon et al. (1996) 54
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung
Sawdon et al. (1996) 52
Gillis (1997) 28
OBS Smith (2008b) 172
Smith (2008b) 22
Kultivierte MSCs
(Knochenmark) Godwin et al. (2011) 113
Pacini (2007) 11
Burk und Brehm (2011) 19
VO + HI: Dyson (2000) 29
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung u. .
orthopédischem Hufbeschlag Qe Paysarnah (L VB UL
HI: Rijkenhuizen et al. (2007)** 18
FT Ursprung
BM-ACP Kinnecke et al. (2008) 28
Kultivierte MSCs
(Knochenmark) Burk und Brehm (2011) 18
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung keine Untersuchung
FT Kérper Tzhgéir;irf;/\c?r%s Burk und Brehm (2011) 7
PRP Waselau et al. (2008) 9
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung keine Untersuchung
FT Schenkel Kultivierte MSCs Burk und Brehm (2011) 8
(Knochenmark)
PRP (Filtrationsmethode) Castelijns et al. (2011) 15
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung Rijkenhuizen et al. (2007) ** 101
Herthel (2001)*** 100
Herthel (2003) 19 VO 81 HI
Native .
Knochenmarkaspirate Rosenbrock et al. (2004b) 24
FT ohne BerUFkS|Fh1|gung d Rosenbrock et al. (2004a)**** 24
Lokalisation
Kultivierte MSCs
(Knochenmark) Burk und Brehm (2011) 36
PRP (verschiedene Zubereitungen) Lutz et al. (2010) 75
UBM Lutz et al. (2010) 34
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung keine Untersuchung
58
Kultivierte MSCs Burk und Brehm (2011)
(Knochenmark) )
OBS, TBS, USB, FT gemischt Ferris (2009) 61
Dahlgren (2009) ca. 1000
MSCs aus Feftgewebe Leppénen et al. (2009a) (zumeist OBS u. FT) 31
Leppénen et al. (2009a) (zumeist OBS u. FT) 53
Behandlung nur mit kontrollierter Bewegung keine Untersuchung
OBS u. FT
Kombination aus BMMNCs u. PRP Torricelli et al. (2011) 13

BM-ACP = bone marrow autologous conditioned plasma; BMMNCs = bone marrow mononucleated cells (= kernhaltige Zellen aus Knochenmark); FT = Fesseltréger; OBS = oberfléchliche
(= thrombozytenreiches Plasma); UBM = urinary bladder matrix; urspringl. = urspringliches; Wo. = Wochen; k.A. = keine Angaben; * einschlielich kontralateraler GliedmaBe; ** Umfrage
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sétzlich mit potentiell regenerativen Therapeutika
ditionally with potentially regenerative substrates

Prifzeitraum

Rezidivrate

Nutzungsrichtungen (Monate) Erfolgsmerkmal Rate nach Behandlung
Galopprennpferde Nutzung im Sport
(Flach u. Hirdenrennen) 25 b auf urspr. Niveau Jie 54,5% (6/11)
Galopprennpferde k.A. Teilnahme an > 5 Rennen 66,6% k.A.
Trabrennpferde k.A. Teilnahme an > 5 Rennen 52% k.A.
Nut im Sport
Galopprennpferde k.A. m.tujfzuurggr.mlllivzzu 71 % k.A.
Galopprennpferde > 12 Mo Nutzung im Sport kA 27% (34%")
(Flach u. Hirdenrennen) ) 9 P o
Galopprennpferde ’ x
(Flach u. Hordenrennen) > 24 Mo. Nutzung im Sport k.A. 32% (41%*)
Galopprennpferde . 111/
(Flach u. Hordenrennen) > 24 Mo. Nutzung im Sport 113 27,4% (31/113)
Galopprennpferde 12 Mo. Nutzung im Sport 9/11 k.A.
verschiedene > 12 Mo. Nutzung im Sport oder Volltraining ohne 84,2% KA.
Rezidiv
verschiedene > 3 Mo. Nutzung in vollem Umfang 86% k.A.
verschiedene > 3 Mo. Nutzung in vollem Umfang 91% k.A.
verschiedene > 12 Mo gebrauchsféhig 72,2% k.A.
verschiedene 3 Mo. ohne Lahmheit 657:&(\(/'_%)' k.A.
verschiedene =12 Mo. Nutzung im Sport od_el_’ Volltraining ohne 949, KA.
Rezidiv
verschiedene > 12 Mo. Nutzung im Sport oder Volltraining ohne 71,4% KA.
Rezidiv
Trabrennpferde 36 Mo. Nutzung im Sport 100% k.A.
verschiedene > 12 Mo. Nutzung im Sport odelr Volltraining ohne 63% KA.
Rezidiv
verschiedene 12-36 Mo. urspringliches Leistungsniveau 5/11 k.A.
verschiedene > 12 Mo. gebrauchsféhig 66% k.A.
verschiedene 6 Mo. Nutzung in vollem Umfang ohne Lahmheit 84% k.A.
Dressur- u. Springpferde 6-18 Mo. Nutzung im Sport oder Volltraining 87,5% 4,2 %
verschiedene 6 Mo. in vollen Training 75% 1/24
verschiedene ~ 12 Mo. Nutzung im Sport oder Volltraining ohne 83,3 % KA.
Rezidiv
verschiedene 29 Wo. urspriingliches Leistungsniveau 42% 17%
verschiedene 42 Wo. urspringliches Leistungsniveau 61% 18%
verschiedene > 12 Mo. Nutzung im SpoﬁjozirVVollfroining ohne 84.5% 13*% (7/58)
verschiedene @ 21 Mo. nicht mehr lahm 85% k.A.
Sportpferde k.A. urspringliches Leistungsniveau 78% k.A.
zumeist Trabrennpferde 12 Mo. wieder sportlich genutzt 85% 12%
zumeist Trabrennpferde 24 Mo. wieder sportlich genutzt 60,4% 13,2%
Sportpferde 2-12 Mo. Nutzung im Sport 84,6% k.A.

Beugesehne; TBS = tiefe Beugesehne; USB = Unterstitzungsband der tiefen Beugesehne; Mo. = Monate; VO = Vordergliedmafle; HI = Hintergliedmafe; PRP = platelet rich plasma
; ***15 Pferde, zusétzlich durch Desmotomie/Fasziotomie behandelt, keine Differenzierung zwischen VO u. HI; ****Keine Differenzierung des Ergebnisses zwischen VO u. HI
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vor (z.B. n >500: Fortier und Smith 2008, n=120: Brehm
2008, n = 98: Burk und Brehm 2011, n = 105: Godwin et
al. 2011). Insbesondere die Untersuchungsergebnisse nach
Behandlung einer Population von Rennpferden in Grof3britan-
nien wurden in den letzten Jahren wiederholt ausgewertet und
mit z.T. abweichenden Werten publiziert, so dass von Uber-
schneidungen hinsichtlich der Patientenzahlen auszugehen ist
(Fortier und Smith 2008, Smith 2008b, Godwin et al. 2011).
In einer frihen Auswertung betrug die Rezidivrate nach Appli-
kation von MSC aus Knochenmark in Schaden der OBS bei
172 Rennpferden (Flach- und Hurdenrennen zusammenge-
fasst) ein Jahr nach Behandlung 19% (24% bei Bericksichti-
gung beider Vordergliedmafen). Fir diejenigen Pferde, die
wieder voll trainiert werden konnten, lag die Rezidivrate mehr
als 1 Jahr nach Rickkehr in den Sport bei 27% (34% bei
Bericksichtigung beider VordergliedmaBen) (Smith 2008b).
Uber einen Beobachtungszeitraum von mehr als 2 Jahren voll-
sténdiger sportlicher Nutzung wird die Rezidivrate in dieser
Population je nach Publikation mit insgesamt 27,4-32% ange-
geben (bis zu 41% bei Beriicksichtigung der kontralateralen
GliedmaBe) angegeben. Fir Flachrennpferde betrug die Rezi-
divrate nach dieser Zeitspanne 50%, fir Hirdenrennpferde
25,7% (Smith 2008b, Godwin et al. 2011). Dieses Ergebnis
wird einer Rezidivrate nach herkémmlichen Behandlungsfor-
men (kontrollierte Bewegung und/oder intralésionale Behand-
lung mit Hyaluronséure, Behandlung mit PSGAG) von 67%
(Flachrennen) bzw. 56% (Hirdenrennen) gegenibergestellt,
die sich ebenfalls auf einen Beobachtungszeitraum von mehr
als 2 Jahren und eine vergleichbare Pferdepopulation bezieht
(Dyson 2004). Fur Huordenrennpferde ergibt sich daraus
gegeniber der Vergleichsuntersuchung eine signifikant gerin-
gere Rezidivrate, nicht jedoch for Flachrennpferde. Eine ande-
re Kasuistik mit 109 stammzellbehandelten OBS von Pferden
anderer Nutzungsrichtungen zeigte mehr als zwei Jahre nach
Behandlung eine Rezidivrate von 13% (20% bei Bertcksichti-
gung der kontralateralen GliedmaBe) (Smith 2008b), die einer
Rezidivrate fir diese Nutzungsrichtungen nach nicht-regenera-
tiver Therapie von 23-43% gegenibersteht (Dyson 2004). Eine
multizentrische Untersuchung an 61 Pferden, bei denen Scha-
den der OBS, der tiefen Beugesehne (TBS) sowie des FTs mit
Stammzellen aus Knochenmark behandelt wurden, zeigte,
dass bei 86% der Pferde nach einer durchschnittlichen Zeit von
21 Monaten die GliedmaBenfunktion wiederhergestellt werden
konnte (Ferris et al. 2009). Detailliertere Angaben liegen nicht
vor. Zu einem &hnlichen Ergebnis kommt eine andere multi-
zentrische Untersuchung an 98 Patienten, in der ebenfalls
zumeist Erkrankungen der OBS und des FTs behandelt wurden
(Burk und Brehm 2011): Fir 58 Pferde liegen Langzeiteitrgeb-
nisse vor: von diesen Pferden wurden 84,5% nach mindestens
12 Monaten wieder im vollen Umfang und ohne Rezidiv
genutzt. In dieser Untersuchung erfolgt eine wichtige Differen-
zierung der Behandlungsergebnisse in Bezug auf Erkrankun-
gen der OBS und des FTs sowie seine einzelnen Abschnitte
(Tab. 1). Auffallend ist bei der Auswertung der Fesseltrégerer-
krankungen, dass die Autoren keine nennenswerten Unter-
schiede des Behandlungserfolges in Hinblick darauf, ob es sich
um eine Vorder- oder Hintergliedmafle handelte, feststellten.

Behandlung natirlich entstandener Sehnenschéden
Plazebo-kontrollierte Studien

Pacini et al. (2007) behandelten spontan aufgetretene Tendo-
pathien der OBS bei 11 italienischen Rennpferden mit Stamm-
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zellen aus Knochenmark. Neun dieser Pferde kehrten in den
Rennsport zuriick und blieben 2 Jahre lang rezidivirei, die
Anordnung der Faserbindel war sonographisch bei den Pfer-
den in der Therapiegruppe besser als bei denen der Kontroll-
gruppe. Bei allen 15 Kontrollpferden kam es innerhalb von 4-
12 Monaten zu einem Rezidiv. Smith et al. (2009) behandel-
ten natirlich entstandene Lésionen der OBS bei 4 Rennpfer-
den mit 1 x 107 Stammzellen aus Knochenmark, suspendiert
in Knochenmarkiberstand und bei 4 Kontrollpferden mit
Kochsalzlésung. Nach einem Beobachtungszeitraum von 6
Monaten wurden alle Pferde eingeschléfert. Es zeigten sich bei
den mit Stammzellen behandelten Sehnen im Vergleich zu den
mit Kochsalzlésung behandelten Sehnen u.a. eine héhere Ela-
stizitét, ein kleinerer Querschnitt (geringere Schwellung) und
bessere histologische Parameter (Score).

Kernhaltige Zellen (ADNCs) und mesenchymale stromale Zel-
len (AT-MSCs) aus Fettgewebe
Behandlung experimentell erzeugter Sehnenschaden:
Plazebo-ontrollierte Studien

In einer kontrollierten Studie an 8 Versuchspferden wurde
mittels Kollagenase eine Tendinitis der OBS einer Vorder-
gliedmaBe erzeugt (Nixon et al. 2008). Vier dieser Pferde
wurden intraldsional mit aus Feftgewebe gewonnenen kern-
haltigen Zellen behandelt. Nach 6 Wochen wurden die Pfer-
de eingeschlafert. Mittels herkémmlichem Ultraschall lief3 sich
kein Unferschied zwischen den mit Zellen bzw. mit Plazebo
behandelten Sehnen nachweisen. Histologisch lagen bei den
mit Zellen behandelten Sehnen jedoch eine verbesserte Archi-
tektur der Sehnenfasern, eine Reduktion der Entzindungszel-
len und des Gehalts an Kollagen Typ Il vor. Zudem waren
histologisch die Dichte der Sehnenfasern und ihre Parallelitat
verbessert. Die Genexpression von COMP war nach Behand-
lung mit kernhaltigen Zellen im Vergleich zur Plazebobe-
handlung signifikant erhéht, die Genexpression von Kollagen
Typ | und Il war allerdings bei beiden Gruppen &hnlich.
Zusammenfassend waren biochemische und molekulare
Unterschiede zwischen Behandlungsgruppen weniger deutlich
ausgeprdgt, aber die Sehnenarchitektur war bei den Sehnen,
die mit dem Zellsubstrat behandelt worden waren, deutlich
hochwertiger. Eine Aussage Uber die langfristige Heilung und
die Rezidivrate war nicht méglich war.

In einer weiteren Untersuchung an 8 Versuchspferden (Kolla-
genase-Modell) wurde jeweils eine OBS der Vorderhand mit
30 Tage nach Induktion des Schadens intralésional mit kulti-
vierten AT-MSCs, die in autologem Serum resupendiert wur-
den, bzw. mit einem Plazebo behandelt (intraindividuelle Kon-
trolle). Nach Aufteilung in 2 Gruppen wurden bei 4 Pferden
60 Tage nach Induktion des Schadens Sehnenbioptate gewon-
nen, bei 4 Pferden erfolgte die Biopsie 60 und 150 Tage nach
Induktion. Klinische und ultrasonographische Untersuchungs-
befunde unterschieden sich zwischen der zell- und plazebobe-
handelten Seite nicht. Die feingewebliche Untersuchung zeig-
te jedoch in den Bioptaten der zellbehandelten Sehnen
zusammenfassend u.a. eine verbeserte Anordnung der Seh-
nenfasern, ein reduziertes Infiltrat mit Entzindungszellen, eine
erhdhte Expression von Kollagen Typ | mit einem erhéhten Kol-
lagen I/Ill Verhélinis. Die vorhandenen Entzindungszellen
waren vermehrt perivaskuldr angeordnet und die Neovaskula-
risation war verstérkt (Carvalho et al. 2011).

Pferdeheilkunde 27

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 105

Behandlung natirlich enstandener Sehnenldsionen: Erfolgs-
kontrolle durch Ermittlung der Rennleistung bzw. der Rezidiv-
rate

Uber die Behandlung von Sehnenschéden mit MSCs aus Fett-
gewebe liegt ein Erfahrungsbericht Gber ca. 1000 Pferde vor.
Von diesen Pferden sollen 78% das Leistungsniveau, das vor
der Erkrankung bestand, erreicht haben. Von den Rennpfer-
den in dieser Fallsammlung nahmen 69% nach der Rekonva-
leszenz an mindestens einem Rennen teil (Dahlgren 2009aq).
In einer klinischen Studie an 58 Pferden (zumeist Trabern)
wurden 18 Pferde mit Schaden der OBS und 40 Pferde mit
Erkrankungen des FTs mit MSCs aus Fettgewebe behandelt.
Nach einem Jahr waren 85% der Pferde wieder im sportlichen
Einsatz, die Rezidivrate betrug ohne Beriicksichtigung von
Sehnenschdden an der kontralateralen GliedmaBe 12,1%
(Leppénen et al. 2009a). Nach 18-24 Monaten verblieben
noch 60% der Pferde im Sport, die Rezidivrate lag zu diesem
Zeitpunkt bei 13%, die Durchschnittliche Zahl an Starts nach
der Rekonvaleszenz betrug 12 (Leppdnen et al. 2009b). In
einer Studie an 16 Pferden, die mit einer Kombination aus
expandierten allogenen AT-MSCs und aktiviertem PRP behan-
delt wurden, konnten 14 Tiere wieder ihrer urspringlichen
Verwendung zugefihrt werden, die Beobachtungszeit betrug
mindestens 6 Monate (Del Bue et al. 2008).

Stammzellen aus Sehnengewebe

Behandlung experimentell erzeugter Sehnenldsionen:

Plazebo-kontrollierte Studie

In einer Untersuchung an 8 Pferden wurden mittels Kollage-
nase erzeugte Lasionen der OBS mit autogenen Vorlauferzel-
len aus Sehnengewebe des seitlichen Zehenstreckers (M.
extensor digitalis lateralis) behandelt. Zwar lief3 sich innerhalb
von 21 Tagen eine ausreichende Anzahl von Zellen fur die
Behandlung aus dem Sehnengewebe erzeugen, die bioche-
mische und molekularbiologische Untersuchung lieferte aller-
dings keinen sicheren Anhaltspunkt fiir eine Uberlegenheit
der zellbasierten Therapie gegeniber dem Plazebo. Eine
Funktionskontrolle erfolgte nicht (Durgam et al. 2009).

Embryonale und embryonal-dhnliche Stammzellen (ESCs)

Behandlung  experimentell Sehnenlésionen

Plazebo-kontrollierte Studie

erzeugter

In einer Untersuchung an 8 Vollblutstuten wurden Schéden
der OBS (Kollagenase Modell) mit embryonal-&hnlichen
Stammzellen einer kommerziell verfigbaren Zelllinie intrald-
sional behandelt und die Pferde nach 8 Wochen eingeschla-
fert (Watts et al. 2011). Es wurde kein Unterschied zur Plaze-
bobehandlung hinsichtlich sehnenmatrixspezifischer Genex-
pression, Proteoglykan- und Kollagengehalt sowie DNA fest-
gestellt. Die Sehnenarchitektur, das Ausmaf} des Sehnenscha-
dens und die Ausrichtung der Faserbindel waren gegeniber
der Plazebobehandlung allerdings signifikant verbessert. Die
Beobachtungszeit in dieser Studie war relativ kurz, es erfolgte
keine Uberprifung biomechanischer Kriterien und keine
intraindividuelle Kontrolle. Als Grund fur die relativ geringe
Uberlebensrate der Zellen wird die Tatsache vermutet, dass es
sich um mdnnliche ESCs handelte, die weiblichen Individuen
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appliziert wurden. Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen
tierexperimentellen Untersuchung an 8 Vollblutwallachen mit
mechanisch induzierten Tendopathien der OBS nachgewie-
sen, dass eine hohe Zahl von allogenen ESCs Uber bis zu 90
Tage im Bereich der Lasion iberlebte und sogar Migrations-
bewegungen der Zellen zu anderen Bereichen des Schadens
erfolgten (Guest et al. 2010).

Direkte Vergleichsuntersuchungen zur Wirkung von Stammzel-
len verschiedener Herkunft

Aufgrund einer plazebokontrollierten Studie an Pferdesehnen
(Kollagenase Modell) ergeben sich Hinweise darauf, dass kul-
tivierte Stammzellen aus dem Knochenmark eine vergleich-
bare Wirkung auf die Sehnenregeneration haben wie nicht-
kultivierte  mononukledre Zellen aus Knochenmark
(BMMNC:s) (Crovace et al. 2010). Direkte Vergleichsuntersu-
chungen der Wirkung von nicht-kultivierten und kultivierten
Stammzellen aus Feftgewebe bzw. von Stammzellen aus Fett-
gewebe und Stammzellen aus Knochenmark auf die Sehnen-
heilung liegen nach Kenntnis der Autoren nicht vor. Eine Ver-
gleichsuntersuchung zwischen ESCs und MSCs zeigte, dass
ESCs hinsichtlich ihrer Uberlebensrate und ihres Migrations-
verhaltens im Sehnenschaden gegeniber MSCs iberlegen
sind (Guest et al. 2010).

Potentielle Nebenwirkungen nach der Anwendung von
Stammzellen

Nach Behandlung von ca. 700 Pferden wurden nach Injek-
tion von autologen Stammzellen aus Knochenmark in einem
Beobachtunsgzeitraum von ca. 5 Jahren mit Ausnahme von
sonographisch nachweisbaren Stichkandlen keine uner-
winschten Effekte, wie z.B. Tumorwachstum, beobachtet
(Smith et al. 20083, Fortier und Smith 2008, Godwin et al.
2011). Es wurde lediglich bei einem Pferd eine subkutane
Mineralisierung festgestellt, die sich jedoch nicht bis in die
Sehne erstreckte (Smith 2008b). Ungefdhr 6% der behandel-
ten Pferde zeigten in einer anderen Untersuchung eine transi-
ente Schwellung im Injektionsbereich, die ohne Auswirkung
auf den Heilungserfolg blieb (Burk und Brehm 2011). Die
Komplikationsrate nach Anwendung vorn Stammzellen aus
Fettgewebe liegt nach Angaben eines kommerziellen Anbie-
ters bei 0,43%. Es wird darauf verwiesen, dass die meisten
Komplikationen harmloser und voribergehender Natur
gewesen seien (Dahlgren 2009b). Nach Behandlung mit allo-
genen AT-MSCs beschreiben andere Autoren ein geringgra-
diges lokales Odem und phasenweise eine Zunahme der
Schmerzhaftigkeit am 2. Tag nach Injektion bei 50% der Tie-
re (Del Bue et al. 2008). Auch nach Anwendung allogener
MSCs aus Knochenmark (Guest et al. 2008: 2 Pferde) und
ESCs (Guest et al. 2010: 8 Pferde, Beobachtungszeit 12
Wochen; Watts et al. 2011: 7 Pferde, Beobachtungszeit 8
Wochen) wurden bisher weder immunologische Komplikatio-
nen noch ein Tumorwachstum beschrieben. Adulte MSCs aus
Knochenmark haben zwar einerseits eine vorteilhafte immun-
suppressive Wirkung, aber das theoretische Potential alloge-
ner Zellen, unerwiinschte Immunreaktionen auszuldsen, ist
noch nicht vollsténdig geklért und wird kontrovers diskutiert
(Fibbe 2007, Koch et al. 2008, Bernardo et al. 2009, Paris
und Stout 2010). So wurde vermutet, dass ein spontanes
Absterben gréfierer Zellmengen nach Applikation die Heilung
hemmen oder sogar eine Entzindungsreaktion hervorrufen
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kénnte (Koch et al. 2008). Die potentielle Ubertragung von
bakteriellen Infektionen durch Stammzellen wird fir die Ver-
wendung von Grundgewebe der Nabelschnur (Wharton-Sul-
ze) diskutiert (Ribitsch et al. 2009).

Je nach Applikationstechnik (aufgehobener FuB, stehende
Gliedmafle; transversale/longitudinale Punktion der Sehne)
sind Stichkandle in unterschiedlichem MaBe langfristig ultra-
sonographisch nachweisbar (Smith 2008a, Fortier und Smith
2008). In einer Untersuchung mit ESCs waren Stichkanéle bei
allen Kontrolltieren, jedoch nur bei 2/4 behandelten Tieren
nachweisbar (Watts et al. 2011)

Interaktion zwischen mesenchymalen Stammzellen und Medi-
kamenten

Zur Wechselwirkungen zwischen Stammzellen und anderen
Medikamenten sind fir lebende Pferde in der Literatur weni-
ge Daten verfigbar. Da die meisten equinen Patienten mit
Sehnen- und Bandlasionen im Rahmen der akuten Entzin-
dungsphase mit nicht steroidalen antiinflammatorischen
Medikamenten behandelt werden, wurde die Wechselwirkung
von Flunixin, Phenylbutazon und Meloxicam mit mesenchy-
malen Stammzellen in vitro untersucht (Arnhold et al. 2010).
In den Ublicherweise therapeutisch eingesetzten Konzentratio-
nen konnte ausschlieBlich Flunixin eine Verminderung der
Proliferationsrate der Stammzellen induzieren, so dass eine
Vorbehandlung mit Flunixin eher ungeeignet erscheint.

Behandlung mit Substraten aus Blut

Autologes Vollblut

Publizierte Studien zur Anwendung von autologem Vollblut
bei Sehnen- und Bandschéden von Pferden liegen nach unse-
rer Kenntnis nicht vor.

Thrombozytenreiches Plasma

Behandlung experimentell erzeugter Sehnenschaden: Plaze-
bo-kontrollierte Studie

Eine kontrollierte tierexperimentelle Untersuchung an leben-
den Pferden, bei denen chirurgisch Sehnendefekte der OBS
erzeugt worden waren, zeigte gegeniber der Kontrollgruppe,
dass die mit PRP behandelten Sehnen 4 Monate nach Behand-
lung, eine bessere Ausrichtung der Kollagenfasern, Anzeichen
einer htheren metabolischen Aktivitdt und bemerkenswerter-
weise ein hoheres Elastizitétsmodul sowie eine hdhere mecha-
nische Widerstandskraft aufwiesen (Bosch et al. 2010).

Behandlung natdrlich enstandener Sehnen- u. Bandschédden:
Erfolgskontrolle durch Ermittlung der Rennleistung bzw. Rekon-
valeszenzzeit

Zur Anwendung des PRP bei spontan entstandenen Schéden
der OBS und der TBS des Pferdes fehlen derzeitig nach unse-
rer Kenntnis kontrollierte Studien. Es ist allerdings eine ran-
domisierte klinische Studie an 9 Trabrennpferden verfigbar,
bei denen spontan aufgetretende einseitige Lésionen des Fes-
seltréigerkérpers mit PRP behandelt wurden (Waselau et al.
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2008). Die Pferde erhielten 14 Tage Boxenruhe und wurden
danach einem kontrollierten Bewegungsprogramm unterzo-
gen. Als Kontrollgruppe dienten Traber mit unbekanntem
orthopddischem Gesundheitsstatus, die unter Zuhilfenahme
einer Datenbank auf Grundlage von Alter, Geschlecht und
Rennleistung den Pferden der Prifgruppe zugeordnet wurden.
Alle 9 erkrankten Pferde wurden wieder erfolgreich im Tra-
brennsport eingesetzt und nahmen mindestens 2 Jahre an
Rennen teil. Die Zeitspanne bis zur Rickkehr betrug durch-
schnittlich 8 Monate (26-68 Wochen). Im Vergleich zu den
Kontrollpferden gewannen die Probanden signifikant geringe-
re Preisgelder pro Start im ersten Jahr nach der Rehabilitation
und wiesen im dritten Jahr nach der Rickkehr in den Sport
signifikant weniger Starts auf. Allerdings bleibt der Einfluss des
kontrollierten Bewegungsprogramms unbekannt, da eine
Kontrollgruppe bestehend aus Pferden mit unbehandelten
Fesseltragerkdrperschaden fehlt.

In einer Fallsammlung mit 5 Pferden mit Erkrankungen der
oberfléchlichen Beugesehne und des Fesseltridgers konnten
alle Pferde nach dreimaliger intralésionaler Injektionsbe-
handlung mit PRP nach 4,5 Monaten (OBS), 2 Monaten (FT
Ursprung vorn) und é Monaten (FT hinten) erfolgreich und
ohne Rezidiv auf ihrem urspringlichen Leistungsniveau
genutzt werden (Carmona Ramirez 2006, Argielles et al.
2008). Eine vergleichende Feldstudie zum klinischen Effekt
nach Behandlung von Fesselirégerl@sionen mit verschiedenen
PRP Formulierungen und ACell® (Lutz et al. 2009) zeigte fir
PRP eine kirzere Rekonvaleszenzeit bei einer geringeren Rate
von Pferden, die wieder ihr urspringliches Leistungsniveau
erreichten (s.u.; Tab. 1). In einer aktuellen Untersuchung wur-
den bei 11 Pferden ausschliefilich Lasionen der Fesseltréiger-
schenkel intraldsional behandelt. Wéhrend zwar bei 10 Pfer-
den die Lasionen ultrasonographisch nicht mehr nachweisbar
waren, erreichten lediglich 5 Pferde nach 1-3 Jahren ihr
urspringliches Leistungsniveau (Castelijns et al. 2011).

Autologes konditioniertes Plasma (ACP)

Zur Anwendung von ACP bei Sehnen- und Banderkrankungen
von Pferden liegen anekdotenhafte Erfahrungsberichte bzw.
Fallsammlungen vor (lonita und Brehm 2008, Rindermann et
al. 2010). In einer Unfersuchung an 7 Pferden verschiedener
Nutzungsrichtungen wurden zumeist Lésionen der oberfléch-
lichen Beugesehne einmalig mit einer Menge von 2-4 ml ACP
intralésional behandelt. Alle Pferde wurden wieder in vollem
Umfang genutzt oder waren im Training und keines entwickel-
te (auf Grundlage von Befragungen) nach einer Zeit von 10-
13 Monaten ein Rezidiv (Rindermann et al. 2010). Kontrollier-
te Studien fehlen nach unserem Kenntnisstand bislang.

Autologes konditioniertes Serum (ACS)

Das Substrat wird u.a. aufgrund der Ergebnisse einer tierex-
perimentellen Untersuchung an Ratten (Majewski et al. 2009)
zur intraldsionalen Behandlung von Tendopathien bei Pferden
eingesetzt. Es liegen dazu bislang lediglich Erfahrungsberich-
te zu unkontrollierten Behandlungen vor. Unerwiinschte Reak-
tionen wurden dabei nicht beobachtet (Weinberger 2008,
lonita und Brehm 2008, Textor 2011). Eine systematische
Uberprifung des Effektes an natirlich vorkommenden Tendo-
pathien des Pferdes steht noch aus.
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Behandlung mit Kombinationen aus Zellsubstraten und
Blutprodukten

Kombination von BMMNCs und PRP

Zur Behandlung natirlich entstandener chronischer (2-12
Monate) Erkrankungen der OBS (n=4) und des FTs (n=13)
mit nicht-kultivierten kernhaltigen Zellen aus Knochenmark
(BMMNCs) und PRP liegt eine Fallserie an Sportpferden vor,
die 2-12 Monate nach intralésionaler Behandlung wieder auf
ihrem urspringlichen Leistungsniveau eingesetzt werden
konnten (Torricelli et al. 2011). Auffallend war in dieser
Untersuchung, dass eine positive Korrelation der Heilung-
dauer mit der Thrombozytenkonzentration im PRP vorlag: Ein
signifikant schnellerer Wiedereinsatz im Sport wurde nach &
2,8+0,4 Mo. erzielt, wenn mehr als 750x10%/ul Thrombozy-
ten enthalten waren. Bei niedrigeren Konzentrationen wurde
eine Zeitspanne von & 7,9+0,4 Mo. festgestellt. Es konnte
allerdings keine positive Korrelation zwischen dem Gehalt an
Wachstumsfaktoren und dem klinischen Erfolg (Dauer bis
zum Wiedereinsatz) festgestellt werden. Kontrollierte Untersu-
chungen zu dieser Kombinationsbehandlung fehlen nach
unserer Kenntnis bislang.

Kombination von AT-MSCs und Thrombozytenlysat

In einer Untersuchung zur Kombinationsbehandlung mit allo-
genen MSCs aus Feftgewebe und aktiviertem PRP (Thrombo-
zytenlysat) konnten 14 von 16 Pferden mit Sehnenerkrankun-
gen nach intralésionaler Injektion wieder genutzt werden (Del
Bue et al. 2008). Detailliertere Angaben und kontrollierte
Untersuchungen fehlen bislang.

Behandlung mit Gerustsubstanzen

Behandlung natirlich entstandener Sehnen- u. Bandschaden
Zum Einsatz von GerUstsubstanzen bei equinen Sehnen- und
Bandschéden liegen bislang nur Erfahrungsberichte und kei-
ne kontrollierten klinischen Studien vor (Badylak et al. 2004,
Koch et al. 2009, Lutz et al. 2010). In einer Untersuchung
wurden ca. 86% von 107 Sportpferden nach Behandlung von
Sehnen- und Fesseltrégerschdden mit einer kommerziell
erhaltlichen Geristsubstanz, die aus Harnblasen von Schwei-
nen hergestellt wird (urinary bladder matrix, UBM), nach 12
Monaten wieder auf ihrem urspriinglichen Leistungsniveau
eingesetzt (Mitchell 2006). In einer vergleichenden Feldstudie
wurden 75 Pferde mit Erkrankungen des FTs mit PRP behan-
delt und 34 Patienten gegenibergestellt, deren FT mit ACell®
behandelt wurde (Lutz et al. 2010). Von den mit PRP behan-
delten Pferden erreichten 42% bei einer durchschnittlichen
Rekonvaleszenzzeit von 29 Wochen ihr urspriingliches Lei-
stungsniveau. Bei den mit ACell® behandelten Pferden lag
der Prozentsatz bei 61%, die Zeitdauer bis zum Erreichen der
vollen Belastbarkeit war mit 42 Wochen allerdings deutlich
lénger. In dieser Untersuchung wurden verschiedene PRP
Zubereitungen verwendet, eine Kontrollgruppe mit unbehan-
delten Patienten wurde nicht untersucht. Nach Injektion von
UBM entstehen vielfach starke Entzindungsreaktion mit
Schmerzhattigkeit und Odemen, die z.T. schwer beherrschbar
ist (Dahlgren 2009b).
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Behandlung mit einzelnen Wachstumsfaktoren und
Gentherapie

Behandlung experimentell erzeugter Sehnenschdden: Plaze-
bo-kontrollierte Studien

Die meisten Untersuchungen liegen zur Anwendung einzelner
Wachstumsfaktoren liegen fir den insulin-like growth factor-1
(IGF-1) vor. In einer kontrollierten Studie an 10 Pferden, bei
denen mit Hilfe von Kollagenase Sehnendefekte erzeugt und
danach mit IGF-1 behandelt wurden, zeigte sich eine gerin-
gere Schwellung der mit IGF-1 behandelten Sehnen. Zudem
waren die mit IGF-1 behandelten Lasionen nach 3-4 Wochen
sonographisch kleiner als diejenigen in der Kontrollgruppe.
Die Zellproliferation und der Kollagengehalt waren gegeni-
ber der Kontrollgruppe erhdht (Dahlgren et al. 2002). In einer
anderen plazebokontrollierten Studie an Pferden wurde der
Effekt von gentechnisch verénderten Stammzellen, die IGF-1
exprimieren, mit dem von nicht gentechnisch verdnderten
Stammzellen aus Knochenmark auf kollagenaseinduzierte
Sehnendefekte verglichen (Schnabel et al. 2009). Dabei zeig-
te sich, dass die Sehnen nach Behandlung mit beiden Stamm-
zellpréiparationen einen verbesserten Wert im histologischen
Score gegeniber den plazebobehandelten Sehnen aufwie-
sen. Die biomechanischen Eigenschaften der mit Stammzel-
len behandelten Sehnen wies einen Trend zur Uberlegenheit
durch verstérkte Zellproliferation und einen erhéhten Kolla-
gengehalt gegeniber plazebobehandelten Sehnen auf. Der
Zugewinn durch die Expression von IGF-1 durch die Stamm-
zellen war jedoch minimal (Schnabel et al. 2009), so dass
das Verfahren hinsichtlich seiner Effektivitat und seiner biolo-
gischen Sicherheit nicht praxisreif ist (Taylor et al. 2007).

Behandlung natirlich entstandener Sehnen- und Bandsché-

den

Die Anwendung einzelner rekombinant hergestellter Wachs-
tumsfaktoren bei natirlich erkrankten Pferden hat bislang
noch keine weite Verbreitung gefunden, nicht zuletzt deshalb,
weil aufgereinigte Biofaktoren nur eingeschréankt fir den kli-
nischen Einsatz am Pferd verfugbar sind. Die intralgsionale
Applikation von IGF-1 wird z.B. bei Rennpferden in Verbindung
mit einer Durchtrennung des Unterstitzungsbandes der OBS
durchgefihrt, um Rezidive zu vermeiden. Die Ergebnisse sollen
nach Erfahrungsberichten vergleichbar mit denen nach konser-
vativer Therapie bzw. intralésionalen Injektionen von Betaami-
noproprionitrilfumarat (BAPN), polysulfatierten Glykosamino-
glykanen (PSGAG) oder Hyaluronséure sein (Fortier und Smith
2008). In einer Fallsammlung wurde bei 40 Galopprennpfer-
den die oberfléchliche Beugesehne intralésional 4-5 x mit IGF-
1 behandelt, 26 Pferde wurden zusétzlich einer Desmotomie
des Unterstitzungsbandes der oberfléchlichen Beugesehne
unterzogen. Lediglich 62% aller Pferde kehrten in den Renn-
sport zuriick. Fir 28 Pferde lagen Langzeitergebnisse vor. Bei
ihnen lag die Rezidivrate einschlieBlich der Pferde, die eine Ten-
dopathie an der kontralateralen Gliedmafle entwickelten, bei
46%. (Witfe et al. 2011)

Eine weiterer Wachstumsfaktor, zu dem Informationen Gber
die klinische Anwendung vorliegen, ist der transforming
growth factor-a1 (TGF-a1). Sein Effekt wurde in einer Studie
prospektiv an 10 Pferden mit Erkrankungen der OBS und an
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einem Pferd mit Erkrankung des FTs untersucht. Zwar wurden
alle Pferde danach wieder auf ihrem urspriinglichen Lei-
stungsniveau eingesetzt, allerdings kam es in 40% der Félle
zu einer Erkrankung der OBS der Gegenseite, und 60% der
Pferde hatten eine anhaltende Schwellung der behandelten
Sehne (Bathe 2002).

Diskussion und zusammenfassende, kritische Betrach-
tung

Biologische Sicherheit, Nebenwirkungen

Die biologische Sicherheit regenerativer Therapieformen
scheint nach bisherigen Untersuchungen an lebenden Pfer-
den zumeist hoch (Godwin et al. 2011). Wenngleich auch fir
die Verwendung allogener MSCs aus Knochenmark (Guest et
al. 2008) und Fettgewebe (Del Bue et al. 2008) sowie allo-
gener embryonaler und embryonal-&hnlicher Stammzellen
(Guest et al. 2010, Watts et al. 2011) erste Untersuchungen
an lebenden Pferden keine Hinweise auf immunologische
bzw. tumorése Komplikationen lieferten, liegen zur Verwen-
dung allogener Zellen ebenso wie fir die Gentherapie
(Schnabel et al. 2009, Taylor et al. 2007) noch keine Lang-
zeitergebnisse an einer gréBeren Anzahl von Patienten vor.
Ein maglicherweise erhdhtes Risiko bakterieller Kontaminatio-
nen von Zellen aus Nabelschnurblut (Ribitsch et al. 2009)
kénnte bei Verwendung allogener Zellen zusétzlich eine
forensische Relevanz besitzen.

Geringgradige, lokale und beherrschbare Entziindungsreak-
tionen werden in geringem Umfang nach Applikation von
MSCs beobachtet (Dahlgren 2009b, Burk und Brehm 2011)
und kénnen — maglicherweise in Abhdngigkeit vom Leukozy-
tengehalt — auch bei der Anwendung von Blutprodukten auf-
treten. So kann es z.B. nach eigenen Beobachtungen im Ein-
zelfall nach der Behandlung mit ACP zur Entstehung von
Unterhautédemen an der behandelten GliedmafBe kommen
(Geburek und Stadler 2011).

Nach der Anwendung der Geristsubstanz UBM sind die Reak-
tionen offenbar besonders ausgeprégt und fallen negativ ins
Gewicht (Dahlgren 2009b). Die Bedeutung von Stichkandlen,
die vielfach auch langfristig sonographisch nachweisbar sind,
auf den Heilungsverlauf, insbesondere wenn eine transversale
Punktion an der stehenden Gliedmafle erfolgte, ist unklar. Eine
Schwéchung der Sehne ist vorstellbar, ebenso das Austreten
des applizierten Substrats aus der Sehne durch Ruckfluss.
Andererseits erméglicht diese Injektionstechnik eine sehr pré-
zise Applikation des Substrats in eine Kernlésion und erleich-
tert eventuell eine Migration von ortsgebundenen Vorléuferzel-
len aus dem Peritendineum in den Sehnenschaden nach dem
postulierten Prinzip des minimalinvasiven ,Sehnensplittings”
(Dowling et al. 2000). Die Entnahme von Feinnadelbiopsien
an der aufgehobenen Gliedmafle im Faserverlauf der Sehne
hat klinisch keine nachteiligen Effekte auf die Heilung gezeigt
(Wagels et al. 2001, Buck et al. 2002).

Einfluss des Pferdealters, der Nutzungsrichtung und der
behandelten Sehnenstruktur

Das Pferdealter, die Nutzungsrichtung und somit vielfach der
Pferdetyp haben einen Einfluss auf die Entstehung von Sehnen-
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und Bandschéden (Kasashima et al. 2004) als auch auf deren
Heilung (Dowling et al. 2000, Thorpe et al. 2010, Dyson
2004, Smith 2008b, Burk und Brehm 2011). So zeigte sich bei
Flachrennpferden nach Behandlung mit kultivierten MSCs aus
Knochenmark tendenziell eine deutlich héhere Rezidivrate als
bei Hindernisrennpferden, wenngleich die Zahl behandelter
Flachrennpferde deutlich geringer war (Godwin et al. 2011).
Vielfach bleiben die o.g. Einflisse jedoch unbericksichtigt (De/
Bue et al. 2008, ferris et al. 2009), so dass dadurch die Aus-
sagekraft der Untersuchung herabgesetzt wird.

Regenerative Therapieansdtze kamen in den vorgestellten
Untersuchungen vorwiegend an der OBS und am FT, zu
einem geringeren Anteil am Unterstitzungsband der TBS und
an der TBS zum Einsatz. In vielen Untersuchungen wurden die
Ergebnisse in Bezug auf alle untersuchten Strukturen zusam-
mengefasst, um kleine Gruppengréfien zu vermeiden (Tab.
1). Weitgehend unbericksichtigt bleiben bei dieser Vorge-
hensweise die strukturellen und funkfionell-biomechanischen
Unterschiede der verschiedenen Sehnen und Bénder (Kasas-
hima et al. 2004, Birch et al. 2008, Souza et al 2010), deren
Erkrankungen mit unterschiedlichen Prognosen auch nach
anderen Behandlungsformen behaftet sind (Dyson 1994,
Dyson 2004, Rijkenhuizen et al. 2007). Bislang werden nur
in einzelnen Untersuchungen die verschiedenen Abschnitte
des Fesseltrégers gesondert bericksichtigt (Mountford et al.
2006, Waselau et al. 2008, Castelijns et al. 2011). Unter-
schiedliche Heilungsverldufe von Sehnenerkrankungen an
der Vorder- oder Hintergliedmafie sind insbesondere fir den
Fesseltréiger zu erwarten (Personett 1983, Dyson 1994, van
den Belt et al. 1994, Dyson 2000).

Einfluss des Alters der Ldsion

Die Sehnenheilung verlguft in verschiedenen Phasen und es
gibt Hinweise darauf, dass einerseits der Zeitpunkt einer
bestimmten Behandlung eine Auswirkung auf den Erfolg hat
und andererseits nicht alle Therapieansétze in einer bestimm-
ten Phase der Sehnenheilung gleich effektiv zu sein scheinen
(Geburek und Stadler 2011). Unterschiede des Behandlungs-
erfolgs bei akuten bzw. chronischen Tendopathien mit MSCs
werden kontrovers diskutiert (Smith und Webbon 2005, Fortier
und Smith 2008, Burk und Brehm 2011, Godwin et al. 2011).
In einer groBen Fallserie unterschied sich die durchschnittliche
Dauer zwischen Entstehung des Sehnenschadens und Behand-
lung mit MSCs aus Knochenmark zwischen Pferden ohne Rezi-
div (46 Tage) und mit Rezidiv (53,6 Tage) allerdings nur leicht
und nicht signifikant (Godwin et al. 2011). In einem Fallbericht
zur Behandlung eines chronischen FT-Schenkel Schadens mit
MSCs aus Knochenmark zeigte nach erfolgreicher Rickkehr
des Pferdes zur urspriinglichen Nutzung sogar noch eine Ver-
besserung histologischer Parameter gegeniber Kontrollgewe-
be (Mountford et al. 2006). Auch nach PRP Injektionen wird
nicht nur in der akuten Entzindungsphase (Bosch et al. 2010),
sondern auch bei chronischen Tendopathien z.T. ein positiver
Effekt beschrieben (Waselau et al. 2008, Argielles et al.
2008, Torricelli et al. 2011).

In praxi wird das Alter von natirlich entstandenen Lésionen
meist nach vorberichtlichen Angaben ermittelt und danach
zwischen akuten chronischen Sehnen- bzw. Banderkrankun-
gen unterschieden (Burk und Brehm 2011). Vielfach handelt

es sich allerdings um Rezidive von subklinischen Schéden, so
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dass das Alter der Lasion oft héher ist, als die vorberichtlich
genannte Erkrankungsdauer. Eine méglichst zeitnahe
Behandlung nach Diagnosestellung oder eine aufwendigere
sonographische Gewebecharakterisierung mittels UTC (ultra-
sonographic tfissue characterization) erscheint vor diesem
Hintergrund sinnvoll (van Schie et al. 2009). Die Datenlage
erlaubt derzeit noch keine abschlieBende Aussage dariber,
welcher regenerative Therapieansatz in welcher Phase der
Sehnenheilung, bei welcher Sehnen- oder Bandstruktur opti-
mal ist (Koch et al. 2009).

Behandlungserfolg: Nutzbarkeit, Rezidivrate

Eine mégliche Uberlegenheit regenerativer Therapeutika
gegeniber anderen Behandlungsformen bei natirlich
erkrankten lebenden Pferden ist trotz zahlreicher Voruntersu-
chungen und Kasuistiken (Smith 2008b, Burk und Brehm
2010, Godwin et al. 2011) wissenschaftlich hochwertig nur
dann zu erfassen, wenn vergleichbare Kontrolltiere randomi-
siert behandelt werden. Die Zahl derartiger Untersuchungen
ist allerdings gering (Pacini et al. 2007, Smith et al. 2009).
Die Verwendung von Plazebos an natirlich entstandenen Ten-
dopathien ist gegentber Tierbesitzern in praxi oft schwer ver-
mittelbar. Plazebokontrollierte Untersuchungen an natirlich
enstandenen Sehnenlésionen fihren theoretisch zu Ergebnis-
sen héchster Evidenz, weisen allerdings meistens methodische
Schwachpunkte auf (Pacini et al. 2007, Smith et al. 2009). In
einer Untersuchung (Pacini et al. 2007) erfolgte die Behand-
lung von OBS Schéden weder in der Therapie- noch in der
Kontrollgruppe randomisiert, sondern wurde nach Préferenz
der Besitzer durchgefihrt. Die Anzahl der injizierten Stamm-
zellen variierte zwischen 0,6x10¢ und 31,2x109, es erfolgte
lediglich eine sonographische, keine feingewebliche Kontrol-
le und die Altersverteilung war in der Therapie- und Behand-
lungsgruppe unterschiedlich. Zusétzlich wurden die Stamm-
zellen in autologem Serum resuspendiert, so dass unklar
bleibt, welches Substrat zur beobachteten Wirkung beigetra-
gen hat.

Die plazebokontrollierte Untersuchung zur Wirkung von MSCs
aus Knochenmark auf Schéden der OBS bei insgesamt 8 Pfer-
den von Smith et al. (2009) ist einerseits nur bedingt aussage-
kréiftig, weil es sich um eine geringe Anzahl von Pferden han-
delte, das Alter der Tiere unerwdhnt blieb, das AusmaB der
Sehnenlésionen variierte und die Rezidivrate nach Belastung
nicht bertcksichtigh wurde. Andererseits basiert die Untersu-
chung jedoch auf einem Konzept, das z.B. bei Erhéhung der
Fallzahl Ergebnisse hoher Evidenz erwarten lésst. Wenngleich
klare Parameter fir eine erfolgreiche Regeneration von Seh-
nengewebe noch nicht festgelegt wurden, lag hier zumindest
eine Anndherung der biomechanischen und histologischen
Eigenschaften sowie der Zusammensetzung der behandelten
Sehnen an nicht erkranktes Sehnengewebe vor.

Der Behandlungserfolg in Bezug auf die Zeitdauer bis zum
Wiedereinsatz im Sport und die Rezidivrate (Rosenbrock et al.
2004b, Smith 2008b, Herthel 2001, Lutz et al. 2010, Burk
und Brehm 2010, Godwin et al. 2011) wird oft an den
Behandlungsergebnissen anderer Autoren gemessen (Dyson
2004, O'Meara et al. 2010). Dabei werden methodische
Unterschiede wie z.B. fehlende Randomisierung, fehlende
Verblindung, Kombination mit anderen, z.B. chirurgischen
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Mafinahmen (Herthel 2001), vielfach nicht bericksichtigt.
Die Einbeziehung eine Schadens der kontralateralen OBS
nach Behandlung der ipsilateralen OBS bei der Berechnung
der Erfolgs- bzw. Rezidivrate wird uneinheitlich gehandhabt
(Dyson 2004, O ‘Meara et al. 2010). Selten ist ein Vergleich
zu einer Behandlung ohne Medikation, lediglich durch
Boxenruhe und kontrollierte Bewegung méglich (Tab. 1;
Dyson 1991, Dyson 2004, Rijkenhuizen et al. 2007). Als
Mindeststandard zur Evaluation des Behandlungserfoges wird
gefordert, dass mit regenerativen Therapeutika behandelte
Pferde anders behandelten Pferden gleichen Alters und
gleicher Nutzung gegenibergestellt, alle Félle gleichartig
ultrasonographisch nachkontrolliert und einem vergleichba-
ren kontrollierten Bewegungsregime unterzogen werden (For-
fier und Smith 2008). Diese Kriterien werden oft nur ansatz-
weise oder gar nicht beriicksichtigt. Somit ist z.B. die wissen-
schaftliche Bedeutung der Studien von Rosenbrock et al.
(2004a) und Rosenbrock (2004b) zum Erfolg der Behandlung
von FTU-Schdden mit Knochenmarksaspiraten fraglich. Bei
Rennpferden zeigte sich zudem, dass nach Rekonvaleszenz
von OBS Erkrankungen die Auswertung von mindestens 5
Rennen erforderlich ist, um hinsichtlich der Rennleistung
Unterschiede zu nicht erkrankten Kontrollpferden herausar-
beiten zu kénnen (O "Meara et al. 2010).

Ein Vergleich der einzelnen regenerativen Therapeutika hin-
sichtlich der Erfolgs- bzw. Rezidivrate ist derzeit nicht méglich.
Dagegen scheinen z.B. MSCs aus Knochenmark zur Behand-
lung von Schéden der OBS gegeniber kontrollierter Bewe-
gung oder anderen Behandlungsformen (Hyaluronsdure,
PSGAG: Dyson 2004; IGF-I, Desmotomie des Unterstit-
zungsbandes der OBS, Brennen (l): O "Meara et al. 2010)
Gberlegen zu sein (Tab. 1; Smith 2008b, Burk und Brehm
2011, Godwin et al. 2011).

Obwohl nur einzelne detaillierte und differenzierte Angaben
zu Behandlungserfolgen von Erkrankungen des Fesseltrd-
gers in Bezug auf das Alter der Lasion, die erkrankte Glied-
mafBe und insbesondere die erkrankte Lokalisation (FT
Ursprung, -Kérper, -Ansatz) vorliegen (Waselau et al. 2008,
Castelijns et al. 2011), entsteht der Eindruck, dass die
Behandlung mit MSCs aus Knochenmark (Burk und Brehm
2011) und nativen Knochenmarksaspiraten (Herthel 2001,
Herthel 2003, Rosenbrock et al. 2004b) gegeniber einer
Behandlung durch Boxenruhe mit kontrollierter Bewegung
(Rijkenhuizen et al. 2007) und auch gegeniber einer
Behandlung mit UBM und PRP Uberlegen ist (Lutz et al.
2011, Castelijns et al. 2011). Da jedoch fir die verschie-
denen regenerative Therapeutika und die einzelnen anato-
mischen Abschnitte des Fesseltréigers noch zu wenig detail-
lierte wissenschaftliche Daten verfigbar sind, erscheint eine
weitergehende Bewertung verfriht. Studien, die nicht zwi-
schen Behandlungen des Fesseliréigers und der OBS unter-
scheiden (Dahlgren 2009a, Leppdnen et al. 2009a, Ferris et
al. 2009), zeigen nach Behandlung mit MSCs aus Knochen-
mark und Fettgewebe in Bezug auf die Gebrauchsfahigkeit
(ca. 60-85%) und die Rezidivrate (ca. 12-13%) nach 12-24
Monaten z.T. ghnliche Ergebnisse (Tab. 1). Insgesamt wird die
Vergleichbarkeit verschiedener Studien hinsichtlich der Rezi-
divrate dadurch erschwert, dass die Berechnung dieses Para-
meters z.T. unterschiedlich vorgenommen wird: z.B. ,Anteil
der Pferde mit Rezidiv an der Gruppe aller behandelter Pfer-
de” (Leppdnen et al. 2009a, Burk und Brehm 2011) oder
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»Anteil der Pferde mit Rezidiv an der Gruppe aller Pferde, die
Uber einen definierten und kontrollierten Zeitraum sportlich
genutzt wurden” (Ferris et al. 2009, Godwin et al. 2011). Im
letztgenannten Fall stellen sich die Rezidivraten vorteilhafter,
d.h. geringer dar, da im ersten Fall z.B. auch Pferde, die
bereits wdhrend es Antrainierens ausfielen, bericksichtigt
werden.

Behandlungserfolg: strukturelle und biomechanische Verbes-
serung

Die Aussagekraft herkémmlicher Ultraschalluntersuchungen
zur Uberprifung der Wirkung von Therapeutika auf die Seh-
nenstruktur ist begrenzt (van Schie et al. 2000, van Schie et
al. 2009) und effektivere Verfahren wie z.B. Sehnenbiopsien
einschlieBlich ultrastruktureller Untersuchungen (Wagels et al.
2001, Buck et al. 2001, Mountford et al. 2006, Barreira et
al. 2008, Carvalho et al. 2011, Schramme et al. 2011),
sultrasonographic tissue characterization”, UTC (van Schie et
al. 2009, Bosch et al. 2011) und MRT (Schramme et al.
2010) sind bislang nur eingeschrénkt an natirlich erkrankten
Patienten anwendbar bzw. verfigbar. Das Ausweichen auf
tierexperimentelle Studien am Pferd (Dahlgren et al. 2002,
Crovace et al. 2007, Nixon et al. 2008, Durgam et al. 2009,
Schnabel et al. 2009, Guest et al. 2010, Bosch et al. 2010,
Crovace et al. 2010, Watts et al. 2011, Carvalho et al.
2011) erméglicht im Idealfall die Erzeugung einer reprodu-
zierbaren und vergleichbaren Lasion, den Vergleich mit Kon-
trolltieren und eine ausfihrliche feingewebliche, biochemi-
sche und biomechanische Analyse der behandelten Sehnen
und somit eine Aussage Uber die Effekte auf die Sehnenstruk-
tur. Derartige Studien sind mit sehr hohen Kosten verbunden
und erstrecken sich deshalb oft nur auf eine relativ kurze
Beobachtungszeit zwischen 6 Wochen und 6 Monaten (Nixon
et al. 2008, Guest et al. 2010, Schnabel et al. 2009, Watts
et al. 2011, Bosch et al. 2010). Kinstlich werden Sehnen-
schéden beim Pferd z.B. durch die intratendinése Injektion
einer definierten Menge Kollagenase erzeugt (Pacini et al.
2007, Nixon et al. 2008, Schnabel et al. 2009, Watts et al.
2011, Carvalho et al. 2011 u.a.). Dabei entstehen Defekte,
die nicht vorbehaltlos mit natirlich entstandenen Lésionen
vergleichbar sind (van Schie et al. 2009). Zusétzlich muss die
Tiergerechtigkeit bei diesem Verfahren in Frage gestellt wer-
den, insbesondere weil die weniger schmerzhafte Erzeugung
von Sehnenschdden mit einer motorgetriebenen Frése aus
der Arthroskopie (,burr”) méglich ist (Liftfle und Schramme
2006, Guest et al. 2008, Schramme et al. 2009, Bosch et al.
2010, Guest et al. 2010, Schramme et al. 2011). Bei dieser
Methode scheint neben der Verraglichkeit auch die Ver-
gleichbarkeit der Schéden besser zu sein. Grundsétzlich muss
bei Verwendung eines Krankheitsmodells damit gerechnet
werden, dass die Ergebnisse nach Behandlung natirlich ent-
standener Lasionen schlechter ausfallen kénnen, als dies auf-
grund experimenteller Untersuchungen an der gleichen Seh-
ne zu erwarten war (Beispiel Wachstumsfaktor IGF-1: Dahl-
gren et al. 2002, Witte et al. 2011).

Tierexperimentelle Untersuchungen sind in erster Linie geeig-
net, eine Aussage Uber die feingewebliche Struktur des Ersatz-
gewebes nach den verschiedenen Behandlungen zu treffen.
So konnte gezeigt werden, dass die Sehnenarchitektur nach
Behandlung mit kernhaltigen Zellen aus Fettgewebe (Nixon et
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al. 2008), MSCs aus Knochenmark (Schnabel et al. 2009),
frischen mononukleéren Zellen aus Knochenmark (Crovace
et al. 2010) und PRP (Bosch et al. 2010) im Vergleich zu einer
Plazebobehandlung verbessert wird. Eine Aussage Uber die
Rezidivrate kann nach derartigen Untersuchungen aus
methodischen Griinden allerdings nicht erfolgen.

Verschiedene Untersuchungen (keine direkte Vergleichsunter-
suchung) liefern Hinweise darauf, dass die Sehnenarchitektur
nach Applikation von embryonalen bzw. embryolal-&hnlichen
Stammzellen (ESCs) (Guest et al. 2010, Watts et al. 2011)
stirker verbessert wird als nach Injektion von mesenchymalen
stromalen Zellen (MSCs) aus Knochenmark (Schnabel et al.,
2009) oder kernhaltigen Zellen aus Fettgewebe (Nixon et al.
2008). Biomechanische Untersuchungen in vitro von behan-
deltem Sehnengewebe widren fir tierexperimentelle Untersu-
chungen an Pferden von grofier Bedeutung, werden allerdings
nur in Einzelféllen vorgenommen (Schnabel et al. 2009, Bosch
et al., 2010), vermutlich weil die Untersuchungszeitrdume viel-
fach zu kurz sind (Nixon et al. 2008, Watts et al. 2011). Es
zeigte sich beispielsweise 24 Wochen nach Behandlung eine
Uberlegenheit von mit PRP behandelten Sehnen gegeniber
dem Plazebo (Bosch et al. 2010). Deshalb muss das Fehlen
eines signifikanten Unterschieds einer Behandlung mit MSCs
aus Knochenmark bzw. IGF-I exprimierenden MSCs gegeni-
ber der Plazebobehandlung nach 8 Wochen (Schnabel et al.
2009) nicht zwingend bedeuten, dass diese Therapieform hin-
sichtlich der biomechanischen Belastbarkeit bei gleichlangem
Beobachtungszeitraum der Behandlung mit PRP unterlegen ist.

Die Grenzen der Vergleichbarkeit verschiedener Studien
untereinander sind zusammenfassend also auch bei Tierexpe-
rimenten in methodischen Varianten zu suchen. In diesem
Zusammenhang ist nicht zuletzt von hoher Bedeutung, ob
eine aussagekréftigere intraindividuelle (z.B. Bosch et al.
2010, Carvalho et al. 2011) oder eine weniger aussagekraf-
tige interindividuelle Kontrolle (z.B. Nixon et al. 2008)
gewdhlt wurde.

Behandlungserfolg: Dauver des Heilungsprozesses

Die Sehnen- und Bandheilung verlguft bei Pferden langsam
(Dowling et al. 2000). Bislang konnte zwar noch nicht sicher
belegt werden, dass Substrate mit regenerativem Potential die
Sehnenheilung beschleunigen, aber verschiedene Untersu-
chungen geben Hinweise darauf, dass dies in begrenztem
MaB der Fall sein kénnte (Lutz et al. 2010, Torricelli et al.
2011). So wurde aus den Ergebnissen einer Kasuistik ge-
schlussfolgert, dass der Thrombozytengehalt im PRP das in
Kombination mit BMMNCs angewendet wurde, die Heilungs-
phase bis zum Wiedereinsatz im Sport verkirzt hat (Torricelli
et al. 2011). Dieser Aspekt lgsst PRP geeigneter als ACP
erscheinen, wobei kein direkter Vergleich verfigbar ist und
die Kontrolle durch unbehandelte Pferde fehlt.

In einer anderen Untersuchung konnte gezeigt werden, dass
die Behandlung mit PRP zwar zu einem schnellen Wiederein-
satz fuhrte, allerdings weniger Pferde ihr urspringliches Lei-
stungsniveau erreichten als nach Behandlung mit UBM (Lutz
et al. 2010; Tab. 1). Erfolgen allerdings Angaben von Zeit-
spannen bis zum Erreichen der vollen Leistung ohne die
Angabe von Rezidivraten, bleibt unklar, ob wirklich eine nach-
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haltige Beschleunigung der Heilung erfolgte (Kinneke et al.
2008). Es sollte also zunéchst eine Verbesserung der Seh-
nenstruktur angestrebt werden, auch wenn zusammenfassend
nach Auswertung vorliegender Untersuchungen weiterhin
eine relativ lange Rekonvaleszenzzeit in Kauf genommen wer-
den muss (Godwin et al. 2011).

Optimales Substrat

Mehrere Substrate mit regenerativem Potential erscheinen in
Untersuchungen an lebenden Pferden vielversprechend, und
es wird eine zunehmende Zahl tierexperimenteller Vergleich-
suntersuchungen verfigbar (Crovace et al. 2010, Guest et al.
2010, Schnabel et al. 2009), wobei nur wenige direkte Ver-
gleichsuntersuchungen zu natirlich entstandenen Sehnen-
und Banderkrankungen vorliegen (Lutz et al. 2010).

Bei unkontrollierten Untersuchungen zu Kombinationen von
Blut- und Zellsubstraten (Del Bue et al. 2008, Torricelli et al.
2011, Carvalho et al. 2011) oder von MSCs und Knochen-
markiberstand (Brehm und Burk 2011, Fortier und Smith
2008) bzw. bei einer Plazebokontrolle mit autologem Serum
(Pacini et al. 2007) bleibt der jeweilige Effekt der einzelnen
Komponenten des injizierten Substrats bzw. der therapeuti-
sche Effekt des Plazebos unklar. Die Kombination verschiede-
ner Wachstumsfaktoren bzw. Zellen wie sie z.B. im PRP oder
in zentrifugierten Knochenmarksaspiraten vorliegt, scheint
jedoch grundsétzlich vorteilhafter zu sein als die Behandlung
mit einzelnen rekombinant hergestellten Wachstumsfaktoren
(Bathe 2002, Dahlgren et al. 2002, Witte et al. 2011), zumal
diese z.T. eine kurze Halbwertszeit haben (Smith et al. 2006).
Zusammenfassend ist noch unbekannt, welches Blut- oder
Stammzellprodukt oder welche Kombination aus Zellen,
Wachstumsfaktoren und Geristsubstanzen die Sehnenheilung
am effektivsten verbessert (Koch et al. 2009). Vielfach beein-
flussen im klinischen Alltag 8konomische Zwénge, die unter-
schiedliche Handhabbarkeit verschiedener ,Kits” und Unter-
schiede der Logistik bei der Herstellung der einzelnen Thera-
peutika die Entscheidung. So besteht bei Verwendung von
nicht kultivierten mononukledgren Zellen aus Knochenmark
bzw. ACP gegeniber kultivierten MSCs bzw. PRP ein Vorteil in
der einfacheren und schnelleren Handhabbarkeit (Crovace et
a. 2010, Kinneke et al. 2008). DemgemdB korreliert die
Haufigkeit der Anwendung bestimmter Substrate in praxi nicht
zwingend positiv mit deren Effektivitat. Zwar zeigte sich im
Vergleich der Wirkung von kultivierten MSCs aus Knochen-
mark und den einfacher herstellbaren BMMNCs auf die Seh-
nenheilung kein Unterschied (Crovace et al. 2010), in Bezug
auf zellhaltige Substrate aus Fettgewebe ergeben sich hinge-
gen Hinweise, dass kultivierte AT-MSCs (Carvalho et al.
2011) den nicht kultivierten ADNCs (Nixon et al. 2008) in
Bezug auf die Beginstigung des Kollagen I/Ill Verhdltnisses
Uberlegen sind.

Entscheidene Bedeutung kommt einem Vergleich zwischen
den Erfolgsraten nach Applikation von regenerativen Thera-
peutika und nach ausschlieBlich kontrollierter Bewegung zu,
die nachgewiesenermafen einen positiven Effekt hat (Gillis et
al. 1997, Sawdon et al. 1996). So wird bei Erkrankungen der
OBS auch nach ausschlieflich kontrollierter Bewegung mit
59-71% (Gillis et al. 1997, Sawdon et al. 1996) eine relativ
hohe Erfolgsrate angegeben, die allerdings mit einer eben-
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falls hohen Rezidivrate von 54% einhergeht (Dyson 2004).
Dem stehen Erfolgsraten von bis zu 84% (Burk und Brehm
2011) und Langzeit Rezidivraten von 27,4 % (Godwin et al.
2017) bis zu 41% (Smith 2008b) z.B. fir die Behandlung mit
kultivieten MSCs aus Knochenmark gegeniber. Vor dem
Hintergrund, dass akute FT-Ursprungserkrankungen an der
Vorderhand nach ausschlieBlicher Behandlung mit kontrol-
lierter Bewegung mit einer guten Prognose (90%) behaftet
sind (Personett et al. 1983, Dyson 2000), ist beispielsweise
eine Gebrauchsfahigkeit von 67% der Pferde nach Behand-
lung von FTU-Erkrankungen mit BM-ACP ohne Angabe der
Rezidivrate von fraglicher Bedeutung (Kiinneke et al. 2008).

In der vorliegenden Literaturibersicht konnte gezeigt werden,
dass sich der Trend zu einer Uberlegenheit von Substraten mit
regenerativem Potential gegeniber anderen Behandlungsfor-
men und natirlicher Heilung aufgrund einer zunehmenden
Zahl an Untersuchungen an lebenden Pferden bestétigt,
wenngleich noch unklar ist, welches Produkt bzw. welche
Kombination von Substraten im Einzelfall am besten geeignet
ist. Zellen aus Sehnengewebe scheinen nach den vorliegen-
den Untersuchungen wenig geeignet (Durgam et al. 2009).
Fior MSCs bzw. kernhaltige Zellen aus Knochenmark und Fett-
gewebe stehen noch Vergleichsuntersuchungen und die Kla-
rung der Fragen aus, ob eine Kultivierung erforderlich ist
(Nixon et al. 2008, Crovace et al. 2010) und ob allogene
MSCs in praxi geeignet sind. Jingere Untersuchungen liefern
Hinweise darauf, dass embryonale Stammzellen (ESCs) auf-
grund ihrer nachgewiesenen Pluripotenz méglicherweise in
Zukunft eine zunehmende Bedeutung gewinnen werden

(Guest et al. 2010, Watts et al. 2011).
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Introduction

Summary

The sternum is a frequently used anatomical site to obtain bone marrow for
diagnostic and therapeutic purposes in equine medicine and surgery. For a safe
and reproducible aspiration of sternal bone marrow, a reliable anatomical
description of the sternum is mandatory. However, the anatomical literature
provides very heterogeneous information concerning the structure and number
of sternebrae. Isolated sterna (horses of different ages) underwent clinical com-
puted tomography, and single sternebrae were scanned by microcomputed
tomography. Data sets were analysed in detail, the dimensions of each sterne-
bra were determined, and correlations to the age and weight were generated. A
uniform arrangement of seven sternebrae within the equine sternum was
obtained, whereas the 6th and 7th sternebrae were fused in all sterna. The cra-
nial sternebrae (sternebrae 1-3) had a lentiform shape with flattened lateral
sides, while the caudal sternebrae (6 and 7) were flattened dorso-ventrally. In
contrast, sternebrae 4 and 5 were spherical. The single sternebrae were well
demarcated to the chondral sternum and showed two different zones. The
periphery consisted of radiodense woven tissue, while in the centre the radio-
dense tissue was loosely arranged and contained large cavities with radiolucent
tissue. A thin lamina (substantia corticalis) of <I mm was arranged around the
peripheral zone. There was no correlation between the body weight and the
dimensions of the sternebrae, but there was a positive correlation to the age of
the horses. The obtained data provide a sufficient basis to establish a standard
nomenclature of the equine sternum.

dorsal aspect of the cartilago manubrii (Nickel et al.,
2004). The manubrium sterni is the portion, which is

According to the present literature, the equine sternum is
composed of three segments: The praesternum (cranial),
the mesosternum and the caudal xiphosternum
(Schwarze, 1960; Kovéacs and Fehér, 1961; Loeffler, 1970;
Nickel et al., 2004; Wissdorf et al.,, 2010). The praester-
num consists of two parts: the bony manubrium sterni
and the prominent cartilago manubrii, which possesses a
ventrally convex contour in the horse (Nickel et al., 2004;
Konig and Liebich, 2007; Wissdorf et al., 2010). The
articular facets for the first pair of ribs are located at the

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
Anat. Histol. Embryol.

located cranially from the 2nd pair of ribs. The mesoster-
num (corpus sterni) is composed of bony elements
(sternebrae) that are connected to each other by hyaline
cartilage forming synchondroses sternales (Koch and
Berg, 1992; Nickel et al., 2004). Ventrally, the cartilagi-
nous mass forms a crest, crista sterni (Nickel et al., 2004;
Wissdorf et al., 2010). The lateral sides of the corpus ster-
ni possess incisurae costales for the articulation with cor-
responding ribs. It has been documented that in aged
horses, the synchondroses sternales ossify and the
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sternebrae fuse by synostoses (Schwarze, 1960; Koch and
Berg, 1992; Nickel et al., 2004). However, no data exist
concerning the number and/or position of ossifying sync-
hondroses. The xiphosternum of the horse usually lacks a
bony structure (Kovdcs and Fehér, 1961; Koch and Berg,
1992; Nickel et al., 2004; Wissdorf et al., 2010). It only
consists of a cartilaginous structure (cartilago xiphoidea)
and has a flat shape expanding laterally in a caudal direc-
tion (Konig and Liebich, 2007).

Although this gross anatomical description of the
equine sternum is generally accepted, the anatomical liter-
ature provides very heterogeneous information concern-
ing the number and the denomination of the individual
sternebrae. Several authors determine six individual bony
elements within the equine sternum. In accordance with
the Nomina Anatomica Veterinaria (2012), the first bony
element is referred to as manubrium sterni, and the bony
elements 2—6 are referred to as sternebrae 1-5 (Schwarze,
1960; Loeffler, 1970; Koch and Berg, 1992; Nickel et al.,
2004). Other authors identify one additional bony ele-
ment and therefore divide the sternum into manubrium
sterni and sternebrae 1-6 (Wissdorf et al.,, 2010). In a
recent study, also seven bony elements were identified
and referred to as sternebrae 1-7, omitting the term
manubrium sterni (Kasashima et al., 2011).

In human anatomy, the term manubrium sterni is
clearly defined by three criteria. First, the manubrium
sterni is the most superior portion of the sternum and
contains the most superior ossification centre (Ogden
et al., 1979; Twietmeyer and McCracken, 2001; Platzer,
2009). Second, the human manubrium sterni is connected
to the corpus sterni by fibrocartilage, called symphysis
manubriosternalis (Benninghoff and Drenckhahn, 2008).
Third, the human manubrium sterni has a distinct shape,
which differs from the other osseous components of the
sternum (Standring et al., 2005). Comparing the human
sternum with the equine sternum, the question arises
whether adapting terms from human anatomy describes
the equine anatomy appropriately.

In modern equine surgery and medicine, the aspiration
of sternal bone gains many attention. Sternal bone mar-
row is widely used as a source of multipotent mesenchy-
mal stromal cells (MSCs) to treat orthopaedic diseases
(Smith et al., 2003; Fortier and Smith, 2008; Kasashima
et al., 2011). A sternal puncture is also suitable for can-
cellous bone biopsy, which is used for autologous cancel-
lous bone grafts (Richardson et al., 1986; Désévaux et al.,
2000), or for diagnosis and prognosis of abnormalities of
blood cells (Russell et al., 1994; Sellon, 2006).

The technical aspect of sternal bone marrow aspiration
requires a distinct and detailed anatomical description of
the equine sternum for at least two reasons. First,
although the technique of bone marrow aspiration from

C. Eydt et al.

the sternum is a routine procedure, fatal thoracic and
cardiac punctures (Jacobs et al., 1983) and a case of
pneumopericardium (Durando et al.,, 2006) have been
described. New data concerning the dimensions and the
topographical relations of the individual sternebrae might
help to identify the most suitable positions for sternal
puncture and might help to avoid risks.

Second, to provide a clear and unambiguous description
of surgical techniques related to the equine sternum, a revi-
sion and standardization of the anatomical nomenclature is
mandatory. Therefore, this study investigated the gross
anatomy and the morphometric characteristics of the
equine sternum using modern imaging techniques such as
clinical- and microcomputed tomography (cCT, uCT) and
morphometric analyses on computerized 3-D models.

Materials and Methods

Material

This study was approved by the Ethics Committee of the
University of Veterinary Medicine, Foundation, Hannover,
Germany, and by the responsible German federal state
authority (Lower Saxony State Office for Consumer Protec-
tion and Food Safety, 33.9-42502-04-11/0572). Nineteen
warmblood horses (aged 2-28 years, median 14.77) were
euthanized for other reasons than for this study in the
Equine Clinic of the University of Veterinary Medicine
Hannover. Sterna were collected in the Institute of Anat-
omy at the University of Veterinary Medicine Hannover,
Foundation. After removal, the sterna were deep frozen
and stored until further use.

Creation of 3-D models

After being placed with its dorsal aspect facing to the table,
each sternum was scanned helically using clinical computed
tomography (BrillianceTM CT — Big Bore Oncology Scan-
ner; Philips Medical Systems, Best, The Netherlands). The
following parameters were applied: slice thickness, 3 mm;
rotation time 1.5 s, helical pitch 0.813; table speed, 9 mm/
s; X-ray tube potential, 140 kV; X-ray tube current x expo-
sure time, 500 mAs. For bony details, a series with an edge-
enhancing filter was reconstructed (1024 image matrix).
For evaluation, a longitudinal, a transverse and a coronal
series with a slice thickness of 2 mm were generated using
multiplanar reformatting: WC, 70 Hounsfield Units (HU);
WW, 2400 HU.

By use of a uCT-system (XTremeCT; Scanco Medical
AG, Brittisellen, Switzerland) with an isotropic spatial
resolution of 82 um, single sternebrae were scanned.

The obtained Digital Imaging and Communications
in Medicine (DICOM) data sets were imported to the

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
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computer program AMIRA (version 5.2.0; Visage Imaging
GmbH, Berlin, Germany). For each sternum, 500-1000 2-
D cCT were created. Micro-CT data sets of individual
sternebrae comprised about 1500 2-D uCT images. On
the basis of the material-specific grey scales (Hounsfield
units), sternal bone, including medullary cavities, and
sternal cartilage were identified and labelled in 2-D
images (Fig. 1). Subsequently, three-dimensional models
were calculated and visualized. Most structures were gen-
erated under visual control because of the limitation of
automatic algorithms.

Measurements

The combined use of ¢cCT-Data, uCT-Data and 3-D mod-
els allowed multiple morphological analyses. Measure-
ments were performed using cCT-data sets. Measurement
accuracy was exemplarily checked in high-resolution
uCT-data sets.

Using 3-D models, the position and shape of individual
sternebrae were determined. By means of multiplanar
reconstructions, exact median, transversal and horizontal
planes were visualized. Subsequently, the following mea-
surements were conducted using a three-dimensional
measuring tool in the program AMIRA:

1 cranio-caudal distance from sternebrae 1 to 7 (Fig. 1),
2 cranio-caudal distance of each sternebra (Fig. 1),
3 dorso-ventral distance of each sternebra (Fig. 1),
4 latero-lateral distance of each sternebra (Fig. 1).

The volumes (mm>) of the sternebrae were determined

with the module MaterialStatistics (AmMIrA), which calculates

Fig. 1. Clinical CT image of an equine sternum, horse 15 (female,
16 years). Blue frame: sagittal plane; red frame: transversal plane;
green frame: horizontal plane. Yellow, a: measurement of distance
between sternebra 1 (1) and sternebra 7 (7). The cross-sectional areas
of the individual sternebrae were marked to calculate their volumes,
for example sternebra 3 (orange).

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
Anat. Histol. Embryol.

Equine Sternum

the volume of a selected region. The measurements were
tested for significant correlations between the age/weight
and the total volumes/centre volumes of the sternebrae.

Statistics

Differences between the distances of seven sternebrae and
the volumes of 19 sterna from horses were calculated by
one-way analysis of variance with repeated measurements
and post hoc Tukey test, considering experiment-wise
error rate. Normal distribution of model residuals was
confirmed by the Kolmogorov—Smirnov test and visual
assessment of qg-plots. Resulting P-values of P < 0.05
were regarded as statistically significant. All analyses were
performed with the statistics program sas (version 9.3;
SAS Institute, Cary, NC, USA).

Results

cCT- images

The typical cartilaginous structures (Cartilago manubrii,
Crista sterni, Cartilago xiphoidea) were visible and identi-
fied in all examined specimens. A uniform arrangement
of seven bony elements was detected. In the following,
these bony elements are referred to as sternebrae 1-7,
omitting the term manubrium sterni. In most cases, the
sternebrae were separated from each other by a cartilagi-
nous mass. The most caudal sternebrae (6th and 7th)
were fused in 18 of 19 sterna, only the youngest horse
(2 years) showed an incomplete fusion. In 10 of 19 sterna
(52.63%), sternebra 5 was fused with the 6th one. In
horses older than 15 years, sternebrae 5, 6 and 7 were
nearly completely fused, and the 1st and 2nd sternebrae
were partly fused (Fig. 2).

The crista sterni is most prominent and radiodense at
the ventral aspect of sternebrae 1-3. In contrast, the ven-
tral aspect of sternebrae 4-7 is covered by much more
radiolucent and thinner masses of cartilage (Figs 1-3).

3-D reconstructions elucidated the shape of the indi-
vidual sternebrae. Sternebrae 1-3 were lentiform with
flattened lateral sides, sternebrae 4 and 5 had a spherical
shape, and sternebrae 6 and 7 were lentiform with flat-
tened dorso-ventral sides (Fig. 3).

Each sternebra possessed a radiodense peripheral zone
and a radiolucent centre (Fig. 4). These features were fur-
ther analysed using high-resolution pCT-data sets.

uCT images

The total volume of the sternebrae consists of a meshwork
of mineralized trabeculae resembling spongy bone.
However, the mineralized trabeculae are aligned in a much
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Fig. 2. Clinical CT images of sterna from two different horses. (a)
Horse 19 (male, 2 years) and (b) Horse 5 (female, 24 years). Both
sterna contain seven bony elements, that is, sternebrae 1-7. Sterne-
brae 6 and 7 are fused in both specimens. In the 24-year-old horse
(b), sternebrae 1 and 2 as well as sternebrae 5 and 6 are partially
fused. The centres of sternebrae 1-7 are outlined in red.

Fig. 3. (@) 3-D model of a sternum. The cartilaginous material is
tinged in light grey. Incisurae costales are clearly visible. Red: sterne-
brae 1-3; green: sternebrae 4 and 5; yellow: sternebrae 6 and 7. (b
and ¢) 3-D models of isolated sternebrae from (a). The shape of the
individual sternebrae is visualized using a ventral view (b) and a lateral
view ().

C. Eydt et al.

Fig. 4. Micro CT images of sternebra 5, horse 18 (female, 5 years).
(a) Transversal plane, (b) horizontal plane, (c) sagittal plane. The stern-
ebra is composed of a meshwork of mineralized trabeculae. Bony tra-
beculae are loosely aligned in a centre zone (a, red). A peripheral
zone contains trabeculae in a much denser arrangement. Note, even
the most peripheral outline of the sternebrae is not composed of a
stratum compactum, but features a thin bony lamella.

denser arrangement in the periphery compared with the
centre of the sternebra. These features reflect the radio-
dense peripheral zone and the radiolucent centre described
in the puCT images. The most peripheral outline of the
sternebrae is not composed of a stratum compactum, but

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
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features a thin bony lamella (corresponding to a substantia
corticalis) measuring <1 mm (Fig. 4).

Measurements of sterna and sternebrae

The distance from sternebrae 1-7 was calculated in every
sternum, and an arithmetic mean length of 381.93 mm
was generated (Table 1). There was no correlation
between the body weight and the length of the sternum
(R* = 0.0542). However, there was a low positive correla-
tion between the age and the total length of the sternum
(R* = 0.2235).

The volumes of the total sternebrae and their centres are
shown in Fig. 5. The total volumes of sternebrae 4 and 5
are significantly larger than those of other sternebrae. The
three most caudal sternebrae (sternebrae 5-7) possess very
similar total volumes with no significant differences. There
was no correlation between the weight of the horses and
the total volume and centre volume (R* = 0.0019-0.1564).
However, there was a positive correlation between the total
volume of sternebrae 2-7 and the age (R* = 0.1842—
0.4711) with sternebra 5 showing the largest positive
correlation (R*> = 0.4711). The volume of the centres of
sternebrae 2, 3 and 7 showed a positive correlation to the
age of the horses, too (R? = 0.2353-0.4353).

The measurement analyses of the median, transversal
and horizontal planes are shown in Fig. 6. The dorso-
ventral extension increases from sternebrae 1 to 3 and
then decreases from sternebrae 4 to 7. Concomitantly, the

Table 1. Distances from sternebrae 1 to 7

Distance
Age Weight sternebrae
Horse (years) (kg) 1-7 (mm)
1 345.50
2 369.30
3 406.00
4 354.00
5 404.30
6 362.20
7 18 640 401.60
8 28 570 393.10
9 15 550 413.00
10 18 544 406.80
"1 22 640 366.00
12 9 477 365.42
13 22 586 403.40
14 15 565 359.00
15 16 653 387.00
16 17 630 398.80
17 5 617 395.80
18 5 540 350.50
19 2 591 360.20

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
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extension increases from sternebrae 1 to 7. Additionally,
they become dorso-ventrally flattened caudally, which is
depicted in the latero-lateral diagram (Fig. 6¢). The cra-
nio-caudal extension does not differ between the sterne-
brae. The shape of the sternebrae is best described by two
geometric bodies. Sternebrae 1-3 resemble a latero-lateral
biconvex lens, sternebrae 4 and 5 have a spherical shape,
and sternebrae 6 and 7 resemble a dorso-ventral biconvex
lens.

Discussion

The term manubrium sterni has been adopted from
human anatomy to describe the most cranial ossified
structure in the equine sternum. The origin of the term
manubrium sterni (Latin: manubrium = hilt, handle) is
attributed to the distinct quadrangular shape of the
human most superior osseous structure in the sternum,
which resembles a hilt of a Roman sword, gladius (Nickel
et al., 2004). This particular shape is understood as an
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adaption to functional requirements. The broad superior
part of the human manubrium sterni provides articular
surfaces for the clavicles and the first pair of ribs. In infe-
rior direction, the human manubrium sterni narrows to
its junction with the corpus of the sternum, the symphy-
sis manubriosternalis (Standring et al., 2005). The promi-
nent shape distinguishes the human manubrium sterni

C. Eydt et al.

from all other osseous components of the human ster-
num and justifies its denomination. In contrast, the most
cranial osseous structure in the equine sternum does not
possess a distinct shape but is very similar to the next
two following sternebrae. Furthermore, the most cranial
osseous structure in the equine sternum does not provide
articular surfaces for ribs, like the human manubrium
sternum does. The first pair of ribs in horses articulates
with the cartilago manubrii, and the second pair of ribs
articulates with the first incisura costalis placed in
between the first two osseous structures of the equine
sternum. Regarding the differences in shape and topo-
graphical position, the equine most cranial osseous struc-
ture of the sternum seems not to be homologous with
the human manubrium sterni. In horses, the most cranial
ossified component of the sternum should be considered
as the first of a row of similar sternebrae. Therefore, we
recommend the use of the term sternebra 1 to name the
most cranial osseous structure of the equine sternum in
accordance with Kasashima et al. (2011). The simple
adaption of the term manubrium sterni from human
anatomy seems to be inappropriate. The following bony
elements should be referred to as sternebra 2 to sternebra
7. Especially, the invasive technique of bone marrow aspi-
ration from the equine sternum requires an exact and
unambiguous methodical description to avoid fatal com-
plications, for example penetration of the dorsal lamina
of sternebrae. Therefore, the suggested nomenclature
might contribute to avoiding heterogeneous and inconsis-
tent descriptions of the equine sternum as present in the
older literature.

Apart from a heterogeneous nomenclature, the number
of bony elements has been determined controversially in
the related literature. In contrast to previous reports
describing the presence of either six or seven sternebrae
(Schwarze, 1960; Loeffler, 1970; Koch and Berg, 1992;
Nickel et al., 2004; Wissdorf et al., 2010), sterna in this
study were consistently composed of seven separate
sternebrae. Using c¢CT-scans, individual sternebrae were
clearly distinguishable, also in cases of fusion of previ-
ously separated sternebrae. Fusion of sternebrae 6 and 7
frequently occurred in horses >2 years (Fig. 2). Such
fused sternebrae might be misinterpreted as a singular
sternebra based on the limitation of illustration facilities
in former times. However, it should be emphasized that
in the current study, only warmblood horses were exam-
ined. Therefore, it cannot be ruled out that there may be
differences in other types of horses.

In recent years, the equine sternum has gained a great
deal of attention as a reservoir for mesenchymal stromal
cells, which are recommended to be used for orthopaedic
injuries (Smith et al., 2003; Fortier and Smith, 2008; Kasa-
shima et al., 2011). Furthermore, the sternum is a donor
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site for autologous cancellous bone grafts frequently used
in equine surgery (Richardson et al., 1986; Désévaux et al.,
2000). For diagnostic and prognostic purposes, equine
bone marrow analysis is conducted to obtain impor-
tant information concerning quantitative or qualitative
abnormalities of blood cells, such as unexplained pro-
longed anaemia, polycythaemia, pancytopaenia, leucocyto-
sis, thrombocytopaenia or thrombocytosis (Russell et al.,
1994; Sellon, 2006). Most authors recommend aspirating
bone marrow from sternebrae 4, 5 or 6 (Désévaux et al.,
2000; Goodrich et al., 2008; Kasashima et al., 2011; Kisiday
et al., 2013). However, due to the use of different nomen-
clatures, it is not unambiguously clear which specific stern-
ebra was punctured. Considering the risks of fatal
punctures of the thoracic cavity, it has been suggested to
limit the insertion depth of the puncture needle to 20 mm
(Goodrich et al., 2008; Kasashima et al., 2011).

On the basis of the obtained morphometric results,
sternebrae 4 and 5 appear to be most suitable for aspira-
tion of bone marrow with minimized risks of complica-
tions for at least three reasons:

First, sternebrae 4 and 5 are the largest sternebrae
according to their volume, which suggests a high yield of
bone marrow aspirate.

Second, sternebrae 4 and 5 are spherically shaped and
possess a dorso-ventral extension of at least 52 mm.
These morphological features allow an appropriate range
of movement when inserting the puncture needle, which
reduces the risk of fatal transsternal penetrations of vital
structures.

Third, the ventral aspect of the sternebrae 4 and 5 is
not covered by a prominent crista sterni, which alleviates
the surgical access by reducing the risk of lateral slipping
of the puncture needle away from the median plane. Fur-
thermore, the absence of a prominent crista sterni makes
pre-operative ultrasonographic visualization of the ventral
midline contour of sternebrae 4 and 5 easier.

For optimal positioning of the puncture needle, correct
identification of the individual sternebrae is crucial. This
may be achieved with the aid of anatomical landmarks
like the olecranon tuber or the xiphoid process (Durando
et al.; 2006, Adams et al., 2012; Delling et al., 2012; Kisi-
day et al,, 2013). However, to unambiguously identify an
optimal puncture site targeting the centre of the sterne-
brae, direct visualization of the ventral outline of the
sternebrae using ultrasound has been suggested (Désévaux
et al., 2000; Smith et al., 2003; Arnhold et al., 2007; Kasa-
shima et al., 2011).

Conclusion

The obtained results provide a basis for a revised and
clear denomination of the bony elements of the equine

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
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sternum. The morphometric data (shape and volume)
suggest the use of sternebrae 4 and 5 for optimized bone
marrow aspiration and minimized the risk of fatal side
effects.
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Abstract

Aspiration of equine sternal bone marrow is required for the cultivation of bone marrow-derived multipotent
mesenchymal stromal cells (BM-MSCs) for regenerative therapies. For bone marrow aspiration as well as for
MSC cultivation, there is a need to optimize techniques and protocols to enhance MSC harvest at minimized
culture times. In a comparative study bone marrow aspirates from sternebra 4 and 5 were collected at two dif-
ferent positions within the sternebrae, either from 10 mm or from 30 mm dorsal from the ventral margin of the
sternebrae. Accuracy of the puncture depth was confirmed by ultrasonography and computed tomography. Iso-
lated MSCs were cultivated using media supplemented with three alternative sera, i.e. fetal calf serum, stan-
dardized horse serum and autologous serum. Due to morphological characteristics (spherical shape, only thin
layer of hyaline cartilage at the ventral site, reliable bone marrow aspiration from only 10 mm intraosseous
depth), sternebra 5 appeared most suitable for bone marrow aspiration. Cultivation and expansion of BM-
MSCs was most efficient using fetal calf serum.

Keywords: Horse, sternum, multipotent stromal cells, bone marrow, serum.
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grafts to repair large bony defects (Richardson et al.
1986; Désévaux et al. 2000). Meanwhile, sternal bone
marrow is commonly used and well recognized as a

Introduction

Aspiration of equine sternal bone marrow is a surgi-
cal procedure conducted for various diagnostic and source of MSCs for potentially regenerative thera-
pies of musculoskeletal injuries (Smith et al. 2003,

2013, 2014; Fortier & Smith 2008; Goodrich et al.

therapeutic purposes. For diagnostic purposes,

equine bone marrow is analysed to characterize and

further explain diagnose haematopoietic disorders
and bone marrow-associated neoplastic conditions
(Russell et al. 1994; Sellon 2006). For therapeutic
purposes, sternal bone biopsies are successfully used
for the production of autologous cancellous bone

C. Pfarrer and C. Staszyk contributed equally to this work.
C. Schrock and F. Geburek contributed equally to this work.

2008; Smith 2008; Garvican et al. 2014). Bone mar-
row-derived MSCs appear to have the potential to
produce actual tendon matrix rather than scar tissue
which is by contrast associated with the normal path-
way of tendon healing (Frank et al. 1997; Smith et al.
2003; Kajikawa et al. 2007). Although, the aspiration
of bone marrow from the equine sternum is accepted
as a safe method, fatal thoracic and cardiac
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punctures (Jacobs et al. 1983) as well as a case of
pneumopericardium (Durando ef al. 2006) have been
described. To avoid complications, a maximum ven-
tro-dorsal insertion depth of the bone marrow aspira-
tion cannula into the sternebrae of 30 mm has been
recommended (Goodrich ef al. 2008). Based on
anatomical studies of sternebrae 4-6 the maximum
tolerable insertion depth was adjusted to 10-20 mm
(Kasashima et al. 2011). A recent investigation
showed that sternebrae 4 and 5 are most suitable for
bone marrow aspiration (Eydt et al. 2014). These
sternebrae possess an almost spherical shape and a
dorso-ventral extension of at least 52 mm. On the
basis of these experimental data, an insertion depth
in the median plane of even more than 30 mm is
regarded as safe in warmblood horses (Eydt et al.
2014).

The process of cultivation of equine MSCs from
bone marrow aspirates has been described in
detail in the literature (Smith er al. 2003; Arnhold
et al. 2007; Bourzac et al. 2010; Spaas et al. 2012).
After bone marrow aspiration, it takes however
between 3 and 6 weeks in culture to harvest a
number of cultured MSCs being adequate for
therapeutic purposes (Brems & Jebe 2008; Fortier
& Smith 2008; Goodrich et al. 2008; Reed &
Leahy 2013; Schnabel et al. 2013). Consequently,
efforts were made to optimize the yield of MSCs
by evaluating alternative aspiration techniques and
different cell isolation protocols (Bourzac et al.
2010; Kasashima et al. 2011). In continuation of
these studies, the quality of bone marrow aspirates
obtained from different insertion depths were
compared and the influence of different sera
supplemented to the MSC culture medium was
determined.

Materials and methods
Animals and bone marrow aspiration technique

Sternal bone marrow aspirates were collected from
twelve horses receiving general anaesthesia. Subse-
quently, the animals were euthanized for reasons
unrelated to this study. The horses (five geldings,
seven mares, aged 2-28 years, body mass between

480 and 640 kg) had no history of previous bone
marrow aspiration. All protocols were approved by
the Animal Welfare Commissioner of the University
of Veterinary Medicine Hannover in accordance
with the German Animal Welfare Law (Lower Sax-
ony State Office for Costumer Protection and Food
Safety, 33.9-42502-04-11/0572). Blood was taken
from each horse to extract autologous serum (AS).
Horses were premedicated with 0.6-0.8 mg/kg xyla-
zine (Xylazin 2%®, CP-Pharma GmbH, Burgdorf,
Germany). Anaesthesia was induced by 0.05 mg/kg
midazolam (Midazolam® B. Braun 5 mg/mL, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) and
2.2 mg/kg ketamine (Narketan®, 100 mg/mL, Véto-
quinol GmbH, Ravensburg, Germany). General
anaesthesia was maintained with isoflurane (Isoflu-
ran CP®, CP-Pharma GmbH, Burgdorf, Germany) in
100% oxygen. Mean arterial blood pressure was
maintained at 70-80 mmHg. Horses were positioned
in dorsal recumbency and the area of the sternum
was clipped. After degreasing the skin with soap and
alcohol, acoustic gel was applied and the sternum
was examined ultrasonographically (Logiq E9, GE
Healthcare, Wauwatosa, WI, USA) with a 5-9 MHz
and a 9-15 MHz linear probe parallel and transverse
to the longitudinal axis of the horse. In addition, lon-
gitudinal panoramic ultrasonograms of the caudal
sternal region were produced, using the LOGIQ-
view function of the ultrasound machine. The posi-
tions of the median plane of sternebrae 4 and 5
were determined using longitudinal and transverse
probe positions (Fig. 1). Freeze frames of trans-
verse B-mode ultrasonograms centred on the
respective sternebra were stored (Fig. 1b). Subse-
quently, the distances from the skin surface to the
continuous hyperechoic line representing the ven-
tral margins of the sternebrae, as well as the dis-
tance between skin surface and hypoechoic zone
(cartilage) ventral to the bony sternebrae (Fig. 1b,
arrows) were measured on the ultrasonograms
(Fig. 1b). Hypodermic injection-needles with a
diameter of 22G were used to mark the positions
of sternebrae 4 and 5, i.e. their cranio-caudal exten-
sions and the median plane (Fig. 2). After a stab
incision of the skin above, the centre of sternebrae
4 and 5 with a No. 11 scalpel blade (Helmut Zepf
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(a)
Sternebrae 3-7

()

Sternebra 5

Fig. 1 Ultrasonograms of the equine sternum, horse 18 (Mare,
5 years). (a) Longitudinal panoramic image (LOGIQview function).
The ventral bony margins of the sternebrae 3—7 are clearly visble.
The red arrow indicates the distance between sternebrae 5 (ventral
bony margin) and the skin. (b): Transverse B-mode image of sterne-
bra 5. Skin-to-cartilage distance (green double arrow, 194 mm) and
skin-to-bone distance (red double arrow, 22.1 mm).

Sternebra 4

Cranial — =

Fig. 2 Ventral view of the sternal region, horse |13 (mare, 23 years).
The median plane of the sternum and the cranial and caudal borders
of sternebrae 4 and 5 were identified by ultrasonography and
marked with hypodermic needles.

Medizintechnik GmbH, Seitingen-Oberflacht, Ger-
many), a Jamshidi needle (11 gauge x 100 mm, Fa.
Angiotech, Gainesville, FL, USA) was introduced
through the stab incision until a resistance (ventral
margin of the sternebra) was encountered. Then

the distance from the skin to the ventral margin of
the sternebra was marked on the Jamshidi needle
using a sterile marker pen (Kearing, Shanghai
Kearing Stationary Co., Ltd.). Additionally, the
Jamshidi needle was marked for an intended ster-
nal insertion depth of 10 and 30 mm. Subsequently,
the Jamishidi needle was introduced in the median
plane of the respective sternebra with rotating
movements. In each horse, bone marrow aspirates
were taken from sternebrae 4 and 5 at an intraoss-
eous insertion depth of either 10 mm (six horses)
or 30 mm (six horses). In each group (10 mm inser-
tion depth and 30 mm insertion depth), three
horses were sampled, aspirating 5 mL bone marrow
from sternebra 4 and 10 mL from sternebra 5; the
remaining three horses were sampled, aspirating
10 mL bone marrow from sternebra 4 and 5 mL
from sternebra 5. Then bone marrow was collected
in a 20 mL syringe (filled with 0.1 mL/5 mL hep-
arin; Heparin-calcium-l2500-ratiopharm®, 12500
LU., Ratiopharm GmbH, Ulm, Germany) and
transported in a refrigerated box to the laboratory.
After surgery, horses were euthanized under general
anaesthesia by intravenous injection of 70 mg/kg
bodyweight pentobarbital.

Clinical computed tomography (cCT) and micro
computed tomography (nCT)

The sternum of each horse was removed after
euthanasia at the ventral third of the costal carti-
lage using a reciprocating saw (EFA 61, EFA Sch-
mid & Wezel GmbH & Co. KG, Maulbronn,
Germany). By use of a clinical CT (BrillianceTM
CT - Big Bore Oncology Scanner, Philips Medical
Systems, Best, Netherlands) each sternum was
scanned as described previously (Eydt et al. 2014).
Additionally, uCT images (XTremeCT, Scanco
Medical AG, Briittisellen, Switzerland) were gener-
ated to visualize the bony architecture of sterne-
brac 4 and 5 and the effects of the puncture
procedure (Fig. 3).
Morphometric measurements were taken by
using the computer program AMIRA (version 5.2.0,
Visualization Sciences Group, Merignac Cedex,

Frankreich) as described previously (Eydt et al
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Fig. 3 Sternebra 5 after bone marrow aspiration. uCT image, longi-
tudinal plane. The puncture canal within the bony, trabecular mesh-
work is clearly visible. No damage or fractures of the bony
trabeculae are evident.

2014). The following measurements were recorded
(Fig. 4):

1. ventro-dorsal distance from the surface of the skin
to the bony sternebra

2. thickness of the cartilage at the ventral margin of
the sternebra

3. distance from the bony ventral margin to the cen-
tre of the sternebra

4. length of the puncture canal.

Isolation and culture of mononuclear cells
(MNCs)

Bone marrow aspirates (sternebrae 4 or 5, 5 or
10 mL, from 10 or 30 mm sternal insertion depth)
were transferred from the collecting syringes to ster-
ile 50 mL plastic tubes (Sarstedt AG & Co,
Niimbrecht, Germany) and stored at 4°C for 24 h to
allow sedimentation. After centrifugation (1000g,
15 min) the plasma layer was removed. Subse-
quently, the remaining cell-rich layer was divided
into two portions and mixed with 10 mL culture
medium (CM) containing 88% DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, gibco®, life technologies
GmbH, Darmstadt, Germany), 1% penicillin-strep-
tomycin (10 000 U/mL, gibco®, life technologies
GmbH, Darmstadt, Germany) and 1% MEM
NEAA (MEM Non-Essential Amino Acids Solution,
100x, gibco®, life technologies GmbH, Darmstadt,
Germany). The CM was supplemented with either
10% fetal calf serum (FCS, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Austria) or with 10% autologous
serum (AS). Erythrocytes were removed using a cell
strainer (70 um, BD Falcon™, BD Bioscience, Dur-
ham, NC, USA). MNCs were isolated by density-gra-
dient centrifugation using Easycoll® (Biochrom AG,
Berlin, Germany, 1.086 g/mL) in a mixture of 1:1 by
volume. After washing with phosphate-buffered

Fig. 4 Equine sternum, clinical CT images,
resolution (1024 x 1024 pixel), horse 7
(gelding, 3 years). For the CT scan, the
sternum was placed ventral side up to pre-
vent impression of the skin. Sternebrae 4
and 5 are enlarged (blue inset) to visualize
performed measurement procedure.
Orange arrow: distance from the bony ven-
tral margin to the centre of the sternebra.
Red arrow: Distance from skin to the bony
margin of the sternebra. Yellow arrow: ven-
tral-to-dorsal thickness of the cartilage at
the ventral aspect of the sternebra. Purple
arrow: length of the intraosseous puncture
canal.
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saline (PBS, gibco®, life technologies GmbH, Darm-
stadt, Germany) and centrifugation at 250g for
5 min, cells were resuspended in CM. The cells
were plated in 2500 mm? cell culture flasks and
incubated at 37°C and 5% CO,. Media were chan-
ged 24 h after seeding and then every second day
until the cells achieved 80% confluence. Culture
characteristics (size, shape and alignment of cells)
were assessed by inverted light microscopy. The
time until 80%
recorded and cells were trypsinized (0.05% Tryp-
sin-EDTA (1x), gibco®, life technologies GmbH,
Darmstadt, Germany) and reseeded at different

confluence was reached was

densities according to experiments described in the
following. Therefore, FCS cultivated cells were
divided into two parts. Cells were either further
cultivated using 10% FCS or were cultivated using
10% standardized horse serum (SHS, PAA Labora-
tories GmbH, Pasching, Austria). The content of
SHS was gradually increased over two steps of
medium change. Cells that were initially expanded
using CM supplemented with 10% AS were further
cultivated, using 10% AS.

Colony-forming unit (CFU) assay

CFU assays were performed at passage 2 in a 12 well
cell culture plate (Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen, Germany). MSCs (supplemented with FCS,
SHS or AS) were plated at 1, 2, 4 and 8 cells/
100 mm?. Culture medium was replaced every sec-
ond day. After 14 days of culture, adherent cells
were washed in PBS, fixed and stained with 1% cre-
syl violet in 100% methanol. Cell colonies containing
more than 20 cells were counted. Calculation of the

CFU efficiency was performed according to the for-
mula: CFU efficiency (%) = (counted CFU /cells
originally seeded) x 100.

Scratch assay (Wound healing assay)

Scratch assays were performed at passage 2 in a 6-
well cell culture plate (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany) to which a sterile culture
insert (ibidi GmbH, Martinsried, Germany) was
added. A 500-um thick wall separated each culture
into two 70 uL cell culture reservoirs. MSCs (supple-
mented with FCS, SHS or AS) were plated at a den-
sity of 30 000 cells/70 uL. well and cells were
cultivated for 24 h at 37°C and 5% CO, Subse-
quently, the culture insert was removed creating a
cell-free gap. Cells were further cultivated in a life
cell imaging system (Cell Observer® Systems, Zeiss
Microlmaging). Cell-migration and cell-proliferation
was continuously recorded for 24 h with the com-
puter program Axio Vision. Finally, the gap area
overgrown by cells was determined using the picture
processing software Photoshop (Adobe Photoshop,
CS3; Fig. 5).

Statistics

Differences between FCS, AS and SHS were calcu-
lated by one-way analysis of variance with repeated
measurements and post hoc Tukey test both in
scratch-assay as well as in CFU assay. Resulting P-
values of P < 0.05 were considered as statistically
significant. All analyses were performed with the
statistics program SAS (version 9.3; SAS Institute,
Cary, NC, USA).

Fig. 5 Cultured equine bone marrow
MSCs, scratch-assay. (a) A standardized gap
was created. (b) After 24 h, a certain
amount of the gap area was re-occupied
by cells. The movement of the cells was

recorded by a life cell imaging microscopy.

© 2016 The Authors. Veterinary Medicine and Science Published by John Wiley & Sons Ltd.

Veterinary Medicine and Science (2016), oo, pp. ee—ee

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 131

C. Eydt et al.

Results
Bone marrow aspiration

The ventral contour of each sternebra could be
clearly detected during ultrasonography (Fig. 1),
which allowed determination of the distance between
the skin surface and the ventral bony margin of the
sternebrae. The mean distance between skin and
sternebra measured 26.4 + 6.4 mm for sternebra 4
and 29.6 + 7.8 mm for sternebra 5. The use of injec-
tion needles to indicate the positions of sternebrae 4
and 5 (Fig. 2) resulted in a correct positioning of the
Jamshidi needle to aspirate bone marrow from a
sternal insertion depth of 10 mm or 30 mm.

In both, sternebra 4 and sternebra 5, bone marrow
aspiration was always feasible at a calculated sternal
insertion depth of 30 mm. In sternebra 5, bone mar-
row aspiration was also feasible at a calculated ster-
nal insertion depth of 10 mm. In sternebra 4, bone
marrow aspiration from 10 mm insertion depth was
successful in only 2 out of 12 cases.

Depth of the puncture canal

The skin-sternebra distances determined by mea-
surements on cCT images were compared to ultra-
sonographic measurements. Distances determined by
ultrasonography were constantly shorter, for sterne-
bra 4 (6.3 £+ 5.8 mm)
(8.9 + 4.5 mm). The sternal insertion depth calcu-

and for sternebra 5
lated during bone marrow aspiration and the actual
insertion depth measured on cCT images differed
constantly. For sternebra 4, the calculated insertion
depth was in almost all cases underestimated by
approximately 9.0 + 5.5 mm. For sternebra 5, the
calculated insertion depth was also constantly under-
estimated, but by approximately 2.9 £+ 2.0 mm. The
puncture canal deviated from an exact ventro-dorsal
orientation in the median plane but was always
placed within the sternebrae.

Measurements of sternebrae 4 and 5

The geometrical centres of the sternebrae were
placed at 322 + 33 mm (sternebra 4) and
27.3 + 3.7 mm (sternebra 5) dorsal to the ventral

bony margin of the sternebrae. In each sternebra, a
centre zone composed of thin and loosely arranged
bony trabeculae was visible in 4CT images. This cen-
tre zone was always reached with the bone marrow
aspiration canula when a 30 mm sternal insertion
depth was intended (Fig. 3 and Fig. 4). The thickness
of the ventral cartilage, measured on cCT images
was 12.0 + 5.0 mm (sternebra 4) and 6.6 + 2.3 mm
(sternebra 5). The pCT images always showed a
clearly defined puncture canal (Fig. 3). The bony tra-
beculae lining the puncture canal did not present any
signs of fractures or damage. The same applied for
the area surrounding the dorsal end of the puncture
canal, which was the supposed area of bone marrow
aspiration (Fig. 3).

Cultivation of MNCs obtained from sternal bone

marrow aspirates

Regardless of the sampling site (sternebra 4 or 5), of
the sampling technique (aspiration from 10 mm or
30 mm intraosseous depth) and of the aspirated vol-
ume of bone marrow (5 mL or 10 mL), from all bone
marrow aspirates MNCs were successfully isolated
by density gradient centrifugation. Subsequently cul-
tured MNCs gave rise to plastic adherent cell colo-
nies, with self-renewal capacities and fibroblast
morphology (spindle shaped, homogenous size and
parallel cell alignment). Mean culture time until 80%
subconfluence for cell cultures supplemented with
AS was 14 £ 5 days, cell cultures supplemented with
FCS reached 80% subconfluence after 16 £ 6 days.
In two cases, cultivation of cells in the presence of
AS was not successful.

Colony-forming unit assays

Self-renewal capacity and therefore formation of
new cell colonies was obtained in all experimental
cell cultures independent from the supplemented
serum (FCS, AS or SHS). Cells cultured in the pres-
ence of SHS possessed a significant lower self-
renewal capacity (66.3% =+ 17.1%) compared to
cells cultured in the presence of FCS
(99.4% + 40.2%, P < 0.0217). There was no differ-
ence in self-renewal capacity between cells cultured
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Fig. 6 Efficiency for self-renewal assessed by rate of colony forma-
tion in Colony-forming unit (CFU)-F assays (culture time 14 days,
cresyl violet staining). Significant differences were denoted by a and
b (P < 0.0217). Differences between cells cultured in SHS and FCS
were statistically significant. Box: interquartile range (25%, 75%), hori-
zontal line: median, rectangle: mean, whiskers: range (5%, 95%).

with FCS and AS and between cells cultured with
AS and SHS (Fig. 6).

Scratch-assay

All cultures contained cells exhibiting the capacity
for cell-migration, independent from the supple-
mented serum (FCS, AS or SHS). Migrating cells
showed typical morphological characteristics, e.g.
asymmetric cell shape with protrusion of lamellipo-
dia. Actual cellular movement was clearly visualized
by life cell imaging. Created gaps in the culture
dishes became re-occupied by cells. This process was
mainly facilitated by cell proliferation rather than by
cell migration. 24 h after gap formation, cells cul-
tured in FCS re-occupied 31.1% =+ 12.8% of the gap
area. Cells cultured in AS re-occupied
27.5% =+ 13.2% and cultures supplemented with AS
re-occupied 21.7% =+ 5.7%. Statistical analyses did
not reveal any significant difference, all P > 0.05
(Fig. 7).

Discussion

The anatomical characteristics of the equine sternum
were evaluated with special regard to the procedure
of sternal bone marrow aspiration by use of a Jam-
shidi needle set. Reported cases of failed sternal
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Fig. 7 Efficiency of cell migration and cell proliferation assessed by
24 h scratch assays (width of scratch: 500 um). No statistical differ-
ences between cells cultured in autologous serum (AS), FCS and SHS
were detected, all P > 0.05. Box: interquartile range (25%, 75%), hori-
zontal line: median, rectangle: mean, whiskers: range (5%, 95%).

punctures with fatal consequences demonstrated the
potential risks that are associated with this method
(Jacobs et al. 1983; Durando et al. 2006). Fatal inad-
vertent thoracocentesis results from a complete pen-
etration of the sternum due to overestimated sizes of
the sternebrae or due to improper direction of the
instruments. In order to provide a morphological
basis for a safe and efficient bone marrow aspiration
technique, the dimensions, shapes and internal struc-
tures of the sternum and its sternebrae were exam-
ined in previous studies (Kasashima et al. 2011; Eydt
et al. 2014). The data presented here provide addi-
tional information concerning the maximum harvest
of MNCs by use of an optimal and safe puncture
technique. Previous recommendations for a maximal
puncture depth of 10-30 mm for sternebra 5 were
not confirmed by our data. As, the ventro-dorsal
dimension of sternebra 5 measures 52 £ 0.8 mm a
deeper puncture than 30 mm into this sternebra does
not increase the risk of thoracic puncture if per-
formed perpendicularly to the ventral margin of the
sternebra. However, there is no need to aspirate
bone marrow from areas deeper than 10 mm. More-
over, bone marrow from sternebra 5 from 10 mm
depth always contained a sufficient number of vital
MNCs
in vitro. In contrast, bone marrow yield from sterne-

to produce proliferative MSC cultures

bra 4 from 10 mm depth appeared to be insufficient
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to produce MSC cultures. These differing results
between sternebra 4 and 5 are likely due to a thicker
coverage of cartilage at the ventral margin of sterne-
bra 4 compared to a thin cartilage coverage at the
ventral margin of sternebra 5. The thick cartilage
layer at sternebra 4 may impede the correct determi-
nation of the distance between the skin and the bony
part of the sternebra during ultrasonography. More-
over, it is more difficult to predict in advance, using
ultrasonography, the point at which the needle
encounters resistance and may occure before the
bone of the sternebra. Nevertheless, bone marrow
aspiration from 30 mm insertion depth appeared
always as safe and successful in terms of MSC culti-
vation in both, sternebra 4 and 5.

The analysed uCT data demonstrated that the
insertion of the Jamshidi needle (10 or 30 mm)
causes no significant destruction of the bony trabecu-
lar meshwork. This observation is consistent with
results that demonstrated only minimal histological
destruction of bony trabeculae after sternal bone
marrow aspiration (Kasashima et al. 2011). However,
although the bony structures remain largely intact
after bone marrow aspiration it is unknown whether
the microenvironment, relevant for the re-migration
and homing of bone marrow stem cells, regenerates
sufficiently.

The identification of the optimal puncture site for
bone marrow aspiration differs considerably among
various clinical descriptions. Some authors located
the insertion site for the Jamshidi needle using par-
ticular anatomical landmarks: cartilage of the
xyphoid (Richardson et al. 1986; Kisiday et al. 2013)
or the olecranon tuber (Sellon 2006; Goodrich et al.
2008; Adams et al. 2012; Delling et al. 2012) in com-
bination with given distances, such as 90-100 mm
cranial the cartilago xyphoidea or a hand caudal the
olecranon tuber. In contrast, other authors recom-
mend the identification of the sternebrae by ultra-
sonography as the safest method to determine the
insertion site (Smith et al. 2003; Arnhold ez al. 2007,
Kasashima et al. 2011; Godwin et al. 2012). The lat-
ter recommendation has been supported by our
results. Due to the spherical shape of sternebra 4 and
5 it is important to determine the exact position of
the central aspect of the sternebrae to ensure an

optimal insertion of the aspiration needle. Significant
deviations of the needle position from the centre of
the sternebra increase the risk of fatal thoraco- and
pericardiocentesis and hamper a sufficient harvest of
bone marrow. In this investigation, ultrasonography
was a reliable technique to identify the individual
sternebrae and to determine distances between skin
and ventral margin of the sternebrae with an accept-
able accuracy. Differences between ultrasonographic
and cCT measurements of the skin to bone distance
may be explained by the fact that ultrasonography
was preformed after the sternebrae with overlying
tissues had been isolated and freezed. Consequently
potential explanations for the increased thickness
during cCT may be (1) slight inevitable indention of
the body surface by the ultrasound probe, (2)
increase in tissue thickness by contraction of muscles
and skin after isolation of sterna, (3) distension of
soft tissue by the process of freezing.

In terms of efficiency of in vitro cultivation and
expansion of bone marrow derived MSCs, no differ-
ence was detected for bone marrow aspirates of 5
and 10 mL. This finding is in line with results pre-
sented by Kisiday et al. 2013. These authors detected
similar numbers of MSCs between the first 5 mL of
bone marrow aspirate and the second sequential
5 mL of aspirate, but both were significantly greater
than the 50 mL fraction. As expected, bone marrow
aspirates from sternebra 4 and sternebra 5 did not
show differences concerning the efficiency of MSC
cultivation. However, due to morphological charac-
teristics sternebra 5 appears most suitable for bone
marrow aspiration (as described above).

The cultivation of MSCs was successful with all
used media (Cultivation medium supplemented with
either FCS, AS or SHS). However, in two cases, cul-
tivation of MSCs in presence of autologous serum
failed. This unwanted outcome indicates the risks
and disadvantages that are associated with the use of
autologous serum. The quality of autologous serum
in terms of the content of beneficial substances, e.g.
growth factors, and in terms of the presence of
potential pathogens is highly variable amongst indi-
viduals (Erickson et al. 1991; Nimura et al. 2008,
Tekkatte et al. 2011). These general disadvantageous
of autologous serum are reflected by several cell
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culture experiments that demonstrated superior cul-
ture outcomes in the presence of FCS compared to
AS (Kuznetsov et al. 2000; Nimura et al. 2008).
Those observations are consistent with the results
from our study. Although a generalization from our
experimental setting is debatable, FCS appeared to
be the most suitable serum for the in vitro culture
and expansion of equine bone marrow derived
MSCs. FCS was even superior compared to SHS,
which was suggested to combine the advantageous of
a standardized serum and of an allogenic serum
(derived from same species). MSCs that were cul-
tured in SHS for the experiments were initially iso-
lated and expanded in the presence of FCS. Thus,
the cells were gradually accustomed to SHS, a proce-
dure which might have caused suboptimal culture
conditions. Nevertheless, our results are confirmed
by investigations on primary equine bronchial fibrob-
lasts (Franke et al. 2014). Equine bronchial fibrob-
lasts cultured in SHS had a longer confluence and
doubling time and a limited proliferation rate com-
pared to cells cultured in the presence of FCS
.Although the cells investigated by Franke et al
(2014, equine bronchial fibroblasts) and the cells we
used (equine bone marrow derived MSCs) are of dif-
ferent origin, both cell types are fibroblastic cells.
While it has been shown that FCS promotes in vitro
proliferation of equine fibroblastic cells (Franke
et al. 2014), other cell types, such as neuronal cells,
proliferate preferentially in media containing SHS
(Franke et al. 2014). These findings suggest a com-
plex interaction between particular serum compo-
nents, independent from the donor species, and cell
type specific requirements. To establish an optimal
serum supplementation the cultured cell type and
the intended cellular processes should be considered.

Conclusion

Sternebra 5 appears to be the most suitable site for
the harvest of equine bone marrow. Localization of
the puncture site by use of ultrasonography is recom-
mended to minimize risks and to optimize bone mar-
row aspiration. An intraosseous puncture depth of
only 10 mm guarantees harvest of bone marrow con-
taining vital MNCs for in vitro cultivation and

expansion of equine bone marrow MSCs. Best MSCs
culture characteristics were observed in the presence
of culture medium supplemented with FCS.
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Abstract

Background: The increasing interest in platelet-rich plasma (PRP) based therapies is as yet accompanied by inconsistent
information regarding nearly all aspects of handling and application. Among these storage stability of processed platelet-
rich products may be the basis for a more flexible application mode. The objective of this study was (1) to estimate the
storage stability of growth factors platelet derived growth factor BB (PDGF-BB) and transforming growth factor 31
(TGF-R1) in both, a single-step softspin centrifugation-based pure-PRP (P-PRP, ACP®), and a gravity filtration system-
based leukocyte-rich-PRP (L-PRP, E-PET), over a six hours time span after preparation at room temperature and (2) to
identify possible factors influencing these growth factor concentrations in an equine model.

Results: Growth factor concentrations remained stable over the entire investigation period in L-PRP as well as P-PRP
preparations revealing a mean of 3569 pg/ml PDGF-BB for E-PET and means of 1276 pg/ml PDGF-BB and 5086 pg/ml
TGF-R1 for ACP®. Pearson correlations yielded no significant impact of whole blood platelet (PLT), white blood cell
(WBQ) and red blood cell (RBC) counts on resulting cytokine values. In case of ACP® no significant dependencies
between PLT, WBC and RBC counts of the processed platelet-rich product and resulting cytokine content occurred
with exception of TGF-31 concentrations showing a strong correlation with the WBC content. PDGF-BB content
of E-PET preparations showed a strong positive correlation with PLT and a strong negative with WBC of these
preparations but not with RBC.

Conclusions: L-PRP ad modum E-PET and P-PRP ad modum ACP® are applicable over at least a six hours time
span at room temperature without loss of growth factor content. Based on the results of this study factors influencing
the resulting growth factor concentrations still remain questionable. Additional studies implicating a further
standardization of preparation protocols are necessary to identify consistent impact on cytokine content after
PRP processing.
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Background

Platelet-rich plasma (PRP) — currently defined as a volume
of the plasma fraction of autologous blood with concen-
trations of platelets above baseline values [1-3] — is being
widely used as a factor-based approach in regenerative
medicine. Since the late 1980s in fields including but not
limited to cardiac surgery, wound care and plastic surgery,
maxillofacial surgery and dentistry application of PRP-
preparations has been evaluated and documented in nu-
merous case-reports, clinical trials and experimental
studies. In addition, over the last decade PRP-based
therapies of musculoskeletal diseases, such as tendon
and ligament lesions, muscle tears and muscle strain le-
sions [4], bone and cartilage lesions [5] as well as osteo-
arthritis [6], have been focus of special interest. Despite
the large amount of data generated by experimental and
clinical implementation of this approach in human and, to
a lesser degree, in veterinary medicine, there is still a
severe lack of evidence and consistency in all aspects,
including preparation protocols, nomenclature, dynamics
and kinetics of released growth factors and other cyto-
kines, application protocols and others. With regard to
human medicine literature challenges to be addressed in-
clude among others the complete characterization of the
individual products and their released structures, deter-
mination of intra-individual impact on platelet-rich
preparations’ efficiency and the development of novel
interactions with biomaterials to expand the range of
application [7]. Engebretsen and colleagues emphasized
in an IOC (International Olympic Committee) consen-
sus paper [8] the paucity of high-level clinical trials on
application of PRP in human sports medicine in
addition to very limited basic science data on the influ-
ence of PRP on the inflammation and repair of con-
nective tissue and skeletal muscle. This is underlined
by a lack of current industry consensus concerning dos-
age protocols [8, 9]. The fact that each of a multitude
of different preparation techniques and protocols leads
to a product with different biological properties and po-
tential application fields [10, 11] makes it very difficult
for both clinicians and scientists to choose the appro-
priate handling during preparation and application in
their specific entity [12]. Thus, usage of three different
devices for processing buffy coat PRP after obtaining
whole blood from human donors revealed significantly
different platelet content ranging from 2.6 to 5.6 fold
concentration compared to baseline values and signifi-
cantly different growth factor levels [13]. With regard
to veterinary literature platelet concentrations obtained
from equine donors and following a bufty coat method
protocol were 8.9 fold higher than baseline concentra-
tions [14]. Compared to whole blood platelet concen-
trates obtained from equine donors and processed by a
double centrifugation tube method contained 1,21 to
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1,7 fold higher platelet concentrations [15]. However
PRP obtained from canine donors and processed by a
double centrifugation tube method revealed platelet
concentrations up to 4.9 fold higher than baseline
values [16]. As far as growth factor content of the com-
pleted PRP-preparation is considered, critical for the
intended enhancement of wound healing and regenera-
tive capacities at site of the lesion, final concentrations
at time of application are of particular interest. Early
preparation protocols - such as PRGF® (Endoret® BTI,
San Antonio, Spain) — have been intended for immedi-
ate use or usage within 30 min, respectively [10, 17],
while recent studies on the biological stability of growth
factor concentrations of preparations following this
same basic protocol reveal a post-preparation stability
at room temperature for 72 h [18]. For the single spin
protocol of ACP°® (Autologous Conditioned Plasma,
Arthrex Vet Systems, Frechen, Germany) for example
the manufacturers’ reference advises usage within
30 min after preparation if waiving the addition of an
anticoagulant is intended and within 4 h if it is not [19]
while in case of E-PET the manufacturer recommends
usage within 60 min.

Based on these inconsistencies regarding procedures
and handling, the objective of this study was (1) to esti-
mate the storage stability of growth factors PDGF-BB
(platelet-derived growth factor-BB) and TGEF-fB1 (trans-
forming growth factor-f31) in both, a single-step softspin
centrifugation-based pure-PRP (ACP®), and a gravity fil-
tration system-based leukocyte-rich-PRP (E-PET, Equine
Platelet Enhancement Therapy, Pall GmbH, Dreieich,
Germany) over a six hours time span after preparation
at room temperature and (2) to identify possible factors
that may influence the resulting growth factor concen-
trations in an equine model.

Methods

Animal experiments were conducted under an ethics
committee (Lower Saxony State Office for Consumer
Protection and Food Safety) approved protocol in ac-
cordance with German federal animal welfare legislation
(Az 33.14-42502-04-14/1547), which is in compliance
with the guidelines outlined in the NRC Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals. All animals were
from the ownership of and housed at the Clinic for
Horses of the University of Veterinary Medicine,
Hannover, Foundation, Germany. All procedures associ-
ated with the experimental animals were performed in
this same facility.

Test animals

Fifteen warm-blood horses (six mares, four stallions and
five geldings) free from clinical signs of disease with a
mean age of 8, 6 years (range: 2—22 years) were included
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in this study. Initial CBC data of these were within
equine reference ranges given by the central laboratory.

Study design

The study followed a prospective non-randomized
protocol including two different PRP-processing systems
(ACP®, E-PET) and one control group (physiological so-
dium chloride solution, NaCl). All measurements were
carried out in a blinded fashion. As part of a superordi-
nated experimental animal study, whole blood samples
were taken from 15 adult horses (1) standing, non-
sedated and (2) the following day under general anaes-
thesia to be intended for complete blood count (CBC).

Under this latter condition whole blood samples of
these same 15 horses were obtained to prepare 15 doses
of autologeous conditioned plasma ad modum ACP*. In
addition whole blood samples from ten of these same 15
test animals were obtained to produce 10 doses of PRP
ad modum E-PET. Five samples of sterile sodium chloride
(NaCl) solution (B. Braun Melsungen AG, Germany)
served as control. Being part of a superordinated experi-
mental animal study the number of ACP° and E-PET
preparations processed — and thereby the resulting ratio
of 15 to 10 PRP doses - was due to the requirements of
the overall design.

Following preparation of PRP preparations from each
donor, and after control doses of NaCl had been ob-
tained, an 0.5 ml aliquot of each of these was transferred
into 2 ml Eppendorf tubes (Eppendorf Safe-Lock tubes,
Eppendorf AG, Hamburg, Germany) and immediately
intended for CBC. Further 0.5 ml aliquots were trans-
ferred into 2 ml cryopreservation tubes (CryoPure Roéhren,
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Germany), containing
10 LE. Heparin (ratiopharm GmbH, Ulm, Germany) and
stored at room temperature.

Immediately (T,) after preparation or obtaining, re-
spectively and after a storage period at room
temperature of 1 (T,), 5 (Ts), 30 (T3p), 60 (Tgp), 180
(T1g0) and 360 (T34p) minutes these samples were snap-
frozen in liquid-nitrogen (Air Liquide Deutschland
GmbH, Kornwestheim, Germany) at —196° Celsius (°C)
to fix the respective sample status at the different points
of time.

After storage at below — 80° Celsius the samples of
both PRP protocols and control were thawed in a single
modus in a water bath at 37 °C followed by measure-
ment of platelet-derived growth factor-BB (PDGEF-BB)
and TGF-B1 concentrations using ELISA-kits (R&D Sys-
tems Inc., Minneapolis, MN; USA).

Anaesthesia and medication

After premedication with either 0.5 mg/kg xylazine
(Xylavet®, CP-Pharma, Burgdorf, Germany, IV) or
3.5 pg/kg dexmedetomidine (Dexdomitor®, Zoetis, Berlin,
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Germany) all horses were anaesthetized with 0.05 mg/kg
midazolam (Midazolam-ratiopharm® 15 mg/3 ml, ratio-
pharm GmbH, Ulm, Germany) and 2.2 mg/kg ketamine
(Narketan®, CP-Pharma, Burgdorf, Germany, IV). Anaes-
thesia was maintained with isoflurane (Isofluran® CP,
CP-Pharma, Burgdorf, Germany) in 100% oxygen in
combination with a constant rate infusion of 1 mg/kg/h
xylazine or 7 pg/kg/h dexmedetomidine. intravenous
fluids (lactated Ringer’s solution, Ringer-Laktat-
Loésung®, B. Braun Melsungen AG, Germany) were ad-
ministered at a rate of 10 ml/kg/h. Following induction
of anaesthesia and tracheal intubation, the horses were
positioned in dorsal recumbency and ventilated imme-
diately. For ventilation a pressure limited and pressure
cycled large animal ventilator (Vet.-Tec. Model LAVC
2000 J.D. Medical Distributing Company Phoenix,
Phoenix, AZ, USA) was used. Horses were ventilated
using intermittent positive pressure ventilation (IPPV)
with peak inspiratory pressure of 25 cm H,O. Respira-
tory rate (fr) was adjusted to maintain PaCO, between
40 and 45 mmHg.

PRP preparation

Notwithstanding the application description for prepar-
ation of PRP ad modum ACP® we performed centrifuga-
tion at 1500 rpm (352 G) for 5 min but decided to waive
the use of any anticoagulant in accordance to the manu-
facturers’ reference regarding usage of ACP® within
30 min after blood collection. All other preparation
steps strictly followed the manufacturers’ application
description.

Preparation of PRP ad modum E-PET strictly followed
the instructions provided by the manufacturer including
usage of ACD-A (acid-citrate-dextrose solution) as anti-
coagulant and 8 ml of a proprietary Harvest Solution for
recovery of the platelets. Neither ACP® nor E-PET prep-
arations underwent activation after processing.

Complete blood count

Haematological analysis of fresh ACP®, E-PET and NaCl
(control) aliquots were carried out using the ADVIA 120
haematology system (Siemens Healthcare GmbH,
Erlangen, Germany).

Polypeptide growth factor analysis

Double determining of the concentrations of PDGF-BB
and TGF-B1 was performed by ELISA (Human PDGE-
BB Quantikine® SixPak and Human TGF-B1 Quantikine®
SixPak, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)
according to the manufacturers’ instructions.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed with SAS® software,
version 9.4, for Windows (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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Both for comparison with baseline values and for com-
parison of ACP® and E-PET, tests for paired data were ap-
plied since ACP® and E-PET-measurements were derived
from the same animals. For comparison of variance, the
absolute deviation from the mean was calculated, and
groups were then compared using tests for paired data.
Groups were compared using the two-sided Student’s t-
test for normally distributed data and the two-sided Wil-
coxon test for non-normal data. Data was defined as nor-
mally distributed if -1 <skewness<1. Correlation was
calculated with the Pearson correlation coefficient. PDGE-
BB and TGEF-B1 each were measured twice using an
ELISA-kit as described above. The mean of the two mea-
surements was used for analyses. To assess reliability of
these measurements, intraclass correlations were com-
puted [ICC(2, 1), ICC (2, k)].

All inferential statistics were intended to be explora-
tory (hypotheses generating), not confirmatory, and were
interpreted accordingly. Therefore, no adjustment for
multiple testing was applied. The local significance level
was set to 0.05. No formal power evaluation was per-
formed due to the explorative character of the study.

Results

Complete blood count of whole blood

Regardless of the conditions of sampling all values
proved to be within the reference range of each parameter,
but CBC data revealed lower concentrations (p = 0.0098)
for PLT when taken under general anaesthesia (mean (M):
121 x 10® / pl, 95% confidence interval (CI) ranging from
101 to 141 x 10® / pl) compared to samples obtained from
standing, non-sedated horses (M: 146 x 10® / pl, CI: 116 to
170 x 10* / pl). This was also true for WBC (p < 0.0001;
M: 5.73 x 10% / ul, CI: 4.57 to 6.88 x 10% / pl) and RBC
(p = 0.0027; M: 7.16 x 10° / pl, CI: 6.68 to 7.63).

Complete blood count of ACP and E-PET preparations
Both preparation protocols resulted in a significant
increase of PLT values as compared to CBC data of
whole blood samples obtained under general anaesthesia
which was also true for WBC counts detected in E-PET
samples but not for WBC and RBC in ACP® and RBC in
E-PET.

A mean of 204 x 10 thrombocytes / ul (n =8, CI: 175
to 233) represented a 1.7 fold concentration of PLT in
ACP® compared to whole blood concentrations under
general anaesthesia (p = 0.0002) while for E-PET a 2.7 fold
concentration of thrombocytes (7=9, M: 327 x 10% / yl,
CIL: 184 to 471) could be detected (p =0.01). This differ-
ence between the preparations proved to be not significant
(p=1, n=5). With a mean of 0.57 x 10° cells / pl (1 =8,
CIL: 0.35 to 0.80) ACP® preparations reached 9.94% of the
WBC count of whole blood taken under general anaes-
thesia. This was significantly different from WBC counts

Page 4 of 9

in E-PET (p < 0.0001) which revealed a 2.1 fold concen-
tration (=9, M: 12.12 x 10% cells / ul, CI: 1042 to
13.82). This was also true for RBC counts with a mean
of 0.04 x 10° / ul (n = 8, CI: 0.03 to 0.06) in ACP® prepara-
tions representing 0.5% of baseline counts compared to
E-PET preparations (=5, p>0.0062) with a mean
RBC count of 4.34 x 10° / ul (n=9, CI: 3.19 to 5.49)
which proved to be 60% RBC counts in whole blood
under general anaesthesia. The higher level of statistical
dispersion in E-PET data for all three parameters (PLT,
WBC and RBC) when compared to ACP® preparations
was underlined by lower standard deviation values for
the latter as given in Table 1.

Quality of growth factor analysis

Growth factor analysis via ELISA showed a high reliabil-
ity for both single measurements as well as mean values
calculated from double determinations. Double deter-
mined PDGF-BB values of all samples revealed an intra-
class correlation of 94% with a mean difference between
both measurements of 18.95 pg/ml (n=152), demon-
strating the accuracy of the protocol used. This was also
applicable to TGF-P1 values which revealed an intraclass
correlation of 89% and a mean difference between both
measurements of 195.94 pg/ml (n = 104).

Growth factor content in PRP preparations
Higher PDGF-BB concentrations resulted from E-PET
protocols when compared to ACP°. With a mean of

Table 1 PLT, WBC and RBC concentrations (mean +SD) in
donor source and processed PRP preparations taken from
equine donors

Wb Whba / Basline ACP® E-PET

PLT

n 15 15 8 9

Mean (103/11\) 14353 12133 204.25 32778

SD 49.27 35.35 34.87 186.93

PWba (%) 168.34 270.15
WBC

n 15 15 8 9

Mean (103/p\) 887 5.73 0.57 1212

SD 248 2.08 0.27 2.21

PWba (%) - - 9.94 21152
RBC

n 15 15 8 9

Mean (106/11\) 8.16 7.16 0.04 434

SD 1.19 0.86 0.02 149

PWhba (%) - - 0.56 60.61

Wb whole blood, wba whole blood under general anaesthesia, PWba mean
percentage of cells calculated against whole blood under general anaesthesia
(Baseline), PLT platelets, WBC white blood cells, RBC red blood cells
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3569 pg/ml (CIL: 2342 to 4797) PDGF-BB concentrations
of E-PET exceeded 2.8 fold the mean concentration
detected in ACP® samples (M: 1276 pg/ml, CI: 1104 to
1449). The higher statistical dispersion of E-PET-generated
PDGE-BB data proved to be significant (p = 0.03).

TGEF-B1 concentrations (M: 5086 pg / ml, CI: 4554 to
5619) found in ACP° were not comparable to concentra-
tions reached using E-PET due to technical limitations
of the utilized ELISA-kit in this specific setting (Table 2).
Following the manufacturers’ instructions, E-PET sam-
ples, based on equine whole blood, strongly produced
red-brown colored precipitates. This phenomenon was
limited to E-PET preparations and did not occur in any
other setting of this study. The resulting values — with
exception of six data sets from test animal 1 and three
data sets from test animal 4 - did not achieve the limit
of detection (1248 pg/ml). With regard to these limita-
tions the authors decided to exclude the complete TGF-$1
data calculated for E-PET preparations.

Growth factor content over storage period
Both protocols revealed stable PDGF-BB concentrations
for a period of 360 min after preparation (Fig. 1). This
was also true for TGF-B1 concentrations in ACP® (Fig. 2)
but could not be proven for E-PET preparations due to
the technical limitations mentioned above.

Mean deviations from the baseline of PDGF-BB con-
centrations in ACP® (1276 pg/ml), calculated for the
different points in time at which samples were taken,
ranged from -49 to 97 pg/ml without being significant.
On no account was the baseline standard deviation
value (285 pg/ml) reached. Calculations for E-PET con-
centrations of PDGF-BB revealed mean deviations from
baseline (3569 pg/ml) ranging from -296 to 76 pg/ml
which proved not to be significant. In this respect,
again standard deviation value of baseline measure-
ments (1597 pg/ml) was not reached.

This was also true for TGF-B1 content of ACP® prepa-
rations showing mean deviations from baseline between
-234 and 33 pg/ml calculated for the different sampling
time points. This range also did not reach the standard
deviation of baseline measurements (922 pg/ml).

Table 2 Concentrations of growth factors PDGF-BB and TGF-(31
(mean + SD) in PRP preparations

N=13 N=9

ACP® E-PET
PDGF-BB (pg/ml) 1276.74 (+28541) 3569.82 (+1597.23)
TGF-B1 (pg/ml) 5086.98 (922.03) n.m.

PDGF-BB platelet derived growth factor —-BB, TGF-81 transforming growth
factor 81, n.m. not measured

Page 5 of 9

Control

CBC values as well as growth factor content of physio-
logical sodium chloride solution (control group) did not
reach the limit of detection.

CBC and growth factor concentrations in relation to
whole blood source

There was minor to no indication that CBC values in
PRP preparations correspondend to data from whole
blood taken under general anaesthesia. PLT and WBC
counts in ACP* showed no significant correlations while
RBC counts revealed a negative correlation (r=-0.84)
which we found to be significant (p =0.007). This was
also true for haemoglobin and packed cell volume. In
case of E-PET preparations no correlation of PLT counts
to thrombocyte concentrations in the donor sample
could be detected (r=-0.01, p = 0.96) while RBC values
showed a moderate positive correlation with the donor
concentrations (r=0.68, p =0.04) with significant RBC
count correlations.

No correlations between evaluated cytokine concentra-
tions and PLT, WBC and RBC counts of donor samples
could be detected for ACP® preparations. This was also
true for PDGF-BB concentrations in E-Pet.

Growth factor concentrations in relation to CBC of PRP
preparation

In ACP® preparations no significant correlation between
PDGF-BB concentrations and PLT, WBC and RBC
counts became obvious. No correlation could be
detected for TGF-P1 values with regard to PLT and RBC
counts, but a strong relationship to WBC counts was
detected (r=0.79, p = 0.01).

In contrast, PDGF-BB concentrations in E-PET
strongly correlated with PLT counts of these prepara-
tions (r=0.84, p=0.009) which was not true for RBC
values. Furthermore, a strong negative correlation with
WBC values could be detected (r=-0.74) which proved
to be significant (p = 0.03) (Table 3).

Discussion

The current study aimed to report on the short term
stability of PDGF-BB and TGF-B1 in PRP processed
from whole blood of equine donors. The findings re-
vealed stable concentrations of growth factors in both,
pure PRP following the ACP* protocol (a plasma based
tube method) as well as — in case of PDGF-BB - in
leukocyte-rich PRP resulting from E-PET protocols (a
gravitiy filtration method) at room temperature over a
period of at least six hours after processing. This is in
line with recent findings by Anitua and colleagues [18]
who stated growth factor stability in eye drops generated
by the PRGF/Endoret® protocol at room temperature
over a 72 h time span for a variety of different cytokines
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Fig. 1 PDGF-BB concentrations over time in ACP® and E-PET preparations

including PDGF-AB and TGF-1 . However, our find-
ings contradict other recommendations on PRP applica-
tion which recommended applying immediately after
processing [8]. It seems appropriate to address a wider
range of protocols, compositions (i.e. composites with
biomaterials and others) and conditions like application
mode including activation and indication of PRP formu-
lations to get a more precise impression of the individual
kinetics of growth factors in a PRP setting. Thus, for
example Kleinheinz and colleagues found an enhance-
ment of VEGF 45 (vascular endothelial growth factor)
half-life from 90 min for free VEGF45 up to 48 h when

embedded into a collagen matrix [20]. Presuming differ-
ent half-life data of growth factors in dependence on the
respective preparation and setting it seems to be essen-
tial to estimate cytokine stability over time not only for
the main classifications of liquid platelet-rich products
(P-PRP, L-PRP) but also for each individual preparation
protocol currently in use. This will enable the practi-
tioner to more precisely plan the PRP-based therapeutic
approach in different indications. Particularly, but not
limited to perioperative application, the ability to use
PRP over an extended time span after preparation pro-
vides more flexibility during the whole process from

~
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Fig. 2 TGF-31concentrations at all measurement points in ACP® preparations
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Table 3 Pearson correlation between growth factor content
and CBC of PRP preparations

PDGF-8B TGF-R1

ACP® E-PET ACP®
PLT  r=051(p=019) r=084(p=0009)  r=—026(p=052)
WBC  r=024(p=056) r=—074(p=003) r=079 (p=001)

RBC  r=027 (p=051) r=003 (p=094)

r: Pearson correlation coefficient, p: p-value (local significance level: 0.05)

r=—1026 (p=052)

blood sampling to final application by allowing a spatial
and temporal separation of processing and application.

In this study whole blood samples for generating PRP
were taken under general anaesthesia. This basic condi-
tion represents a typical setting in veterinary medicine
due to a lack of patients’ compliance during the subse-
quent application procedure. Especially in case of
intraarticular application of PRP in small animal medi-
cine this condition will help for example to avoid iatro-
genic cartilage lesions caused by patient movement
under application. It may also be considered for applica-
tion in human as well as veterinary medicine if used in a
surgical setting. PLT, WBC and RBC concentrations of
these samples were significantly lower than CBC counts
in standing, non-sedated horses but still proved to be
within the range of normal (physiological) values as
expected [21, 22]. Individual variations in CBC counts
between horses were larger using the E-PET protocol
and might have been influenced by age and gender [23].
Daily as well as temperature-associated variations of
PRP preparations have also been described [24]. These
factors were not considered in the current study design.
However, the authors assume that the back-flushing step
during preparation with the filter-based E-PET system is
by contributed to individual variations.

As part of a broader study we chose two different
types of PRP preparation protocols intended to generate
a PRP containing low to none WBC content — pure PRP
(P-PRP) - in case of ACP® and a leukocyte-rich PRP
(L-PRP) following the E-PET protocol. This differentiation
represents the current consensus on the classification of
PRP preparations used in liquid form [25]. The former
preparation system is well established in human and
veterinary companion animal medicine while the latter
was originally developed for the use in equids. Deviating
from the manufacturers’ recommendations for equine
applications, ACP® was processed using higher relative
centrifugation forces (rcf) during the single spin process
for a maximum reduction of WBC counts. According to
Kissich and colleagues [26] the ACP® preparation protocol
recommended by the manufacturer for equine applica-
tions (rpm: 1100, rcf: 189 g, 5 min) revealed 1.5 fold
increase in PLT counts to baseline coming along with a re-
duction of WBC concentrations to 11.9% of baseline
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counts. A higher rcf protocol — which is also in accordance
to current human application guidelines - (rpm: 1500, rcf:
352 g, 5 min) resulted in a 1.2 fold increase in PLT concen-
trations along with a reduction of WBC counts to 1.3% of
baseline. Kissich and coworkers in their study took whole
blood samples as source from standing, non-sedated
horses. To come close to the definition of pure PRP we de-
cided to use this latter spin-protocol. In accordance to the
preparation protocols used by most of the practitioners -
as experienced by the authors — no anticoagulant was
used. This protocol resulted in a greater increase of PLT
counts (1.7 fold) but only a slight decrease in WBC con-
centrations compared to the recommended procedure.
With regard to this ACP® procedure, the impact of the
anticoagulant on these findings should be negligible as
waiving the anticoagulant is to be expected to rather im-
pair physiological and structural integrity of platelets lead-
ing to reduced PLT counts [27]. However, this was not
confirmed by this study. Inconsistencies in resulting CBC
data is underlined by a study from Hessel and colleagues
with CBC counts being different despite using same proto-
col as the Kissich group [28].

Along with a 2.1 fold increase in WBC counts from
baseline the gravity filtration-based E-PET system re-
vealed a 2.7 fold increase of PLT content when compared
to the whole blood source when strictly following the
manufacturers’ recommendations including use of ACD-
A (anticoagulant citrate dextrose solution A) as anti-
coagulant. The lack of significance of the difference in
enrichment when compared to ACP® data is probably
due to the small number of comparable samples (n = 5).
However, mean PLT counts (327.78 x 10%/ul) markedly
deviated from mean PLT concentrations (533 x 10%/l)
reached by Hessel and colleagues [28] as well as by
Textor and colleagues (650 x 103/ul) [29]. These two
groups used the E-PET protocol but performed whole
blood sampling from non-anaesthetized donors. Inter-
estingly, despite these inconsistencies regarding the
CBC data in the processed PRP formulations, mean
PDGEF-BB concentrations resulting from E-PET pro-
cessing in our study (3569.82 pg/ml) approximately
matched values reached in activated E-PET prepara-
tions by Textor and colleagues (mean: 3811 pg/ml).
This underlines current discussions on the definition of
optimal dose or concentration of platelets and growth fac-
tors in PRP which is agreed to be another important topic
in PRP research at present [30, 31]. Variables influencing
this phenomenon remain questionable. Considering a sin-
gle freeze-thaw cycle prior to growth factor analysis as
part of the design of the current study and the Hessel
group, respectively, both preparations must be considered
thermally activated at the time of ELISA processing. Early
studies have shown that, with regard to PDGE, the freezing
procedure itself does not impair the resulting measurable
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cytokine concentrations [32]. Thus, sampling conditions
of whole blood apparently remain the only difference in
E-PET processing.

However, statistical correlations calculated revealed no
impact of PLT counts in whole blood on the resulting
thrombocyte content and PDGEF-BB concentrations of
L-PRP preparations ad modum E-PET. Furthermore,
due to a lack of significance of correlations between
RBC and WBC counts in the whole blood sample and
the platelet-rich product as well as between these cell
concentrations and resulting PDGF-BB values, a con-
vincing impact of CBC counts of whole blood samples
on resulting CBC counts and PDGF-BB content in this
L-PRP preparation could not be shown. Consequently,
we consider the differentiation of the donor condition
in “standing, non-sedated” and “under general anaes-
thesia” not to be relevant with regard to resulting CBC
counts and PDGF-BB content of this L-PRP protocol. If
other anaesthetic protocols and resulting splenic RBC
sequestration for example may have a significant im-
pact on cell content and function of whole blood source
[21, 22, 33] as well as on growth factor content of L-
PRP preparations has to be subject to further studies.

In contrast to this, as expected, we found a strong cor-
relation of resulting cytokine values with the E-PET
preparations’ PLT counts. However, these findings were
accompanied by a significant negative correlation of
WBC content of the processed platelet-rich product with
resulting PDGF-BB concentrations. Due to the leukocytes’
ability to produce new growth factors after an initial re-
lease [34], a positive correlation between PDGF-BB
content and WBC counts should readily be anticipated,
but could not be confirmed by our results. The identifi-
cation of variables causing this negative dependency is
beyond the design of this study.

In case of ACP® preparations, no impact of CBC
counts of the donor sample on cytokine concentrations
after processing was found. The strong negative correlation
between RBC values of sample and preparation underlines
the ability of this P-PRP protocol to nearly eliminate RBCs
from the final preparation. Unlike the E-PET protocol, no
reliable dependencies of resulting PDGF-BB concentrations
from the preparations’ CBC could be defined. This was
also true for TGF-f1 with the exception of WBC
counts significantly influencing the resulting content as
expected when considering leukocytes as a vital source
of this cytokine [35].

Based on the results of this study defining an unam-
biguous pattern of dependencies between cytokine con-
tent of PRP preparations and CBC concentrations of the
donor source is not possible. Even the strong correlation
between PLT values of E-PET preparations and resulting
PDGE-BB content is contradicted by the results of other
investigators [28, 29] who plotted approximately similar
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PDGEF-BB concentrations coming from nearly two times
higher PLT counts while applying this same protocol.

Conclusion

Both preparation protocols representing L-PRP and P-PRP
revealed stable growth factor concentrations over at least a
six hour time span at room temperature. With regard to
the activation step by a freeze-thaw cycle prior to measure-
ment— resulting in the release of all growth factors - this
may be addressed as a stable growth factor potential over
the time span considered. The correlations calculated in
this study may indicate the absence of any impact of the
respective preparations’ PLT counts on resulting cytokine
values in case of P-PRP preparations while for L-PRP a
strong correlation occurred. Due to inconsistent patterns,
these findings have to be addressed as tendencies.
Additional studies implicating a further standardization of
processing protocols are necessary to identify consistent
impact on cytokine content after PRP processing.

Additional file

Additional file 1: Computer spreadsheet containing data from all
studies. (XLSX 23 kb)
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Abstract

Background: Adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells (AT-MSCs) are frequently used to treat equine
tendinopathies. Up to now, knowledge about the fate of autologous AT-MSCs after intralesional injection into
equine superficial digital flexor tendons (SDFTs) is very limited. The purpose of this study was to monitor the
presence of intralesionally injected autologous AT-MSCs labelled with superparamagnetic iron oxide (SPIO)
nanoparticles and green fluorescent protein (GFP) over a staggered period of 3 to 9 weeks with standing
magnetic resonance imaging (MRI) and histology.

Methods: Four adult warmblood horses received a unilateral injection of 10 x 10° autologous AT-MSCs into surgically
created front-limb SDFT lesions. Administered AT-MSCs expressed lentivirally transduced reporter genes for GFP and
were co-labelled with SPIO particles in three horses. The presence of AT-MSCs in SDFTs was evaluated by
repeated examinations with standing low-field MRI in two horses and post-mortem in all horses with Prussian
blue staining, fluorescence microscopy and with immunofluorescence and immunohistochemistry using anti-GFP
antibodies at 3, 5, 7 and 9 weeks after treatment.

Results: AT-MSCs labelled with SPIO particles were detectable in treated SDFTs during each MRI'in T2*- and
T1-weighted sequences until the end of the observation period. Post-mortem examinations revealed that all

treated tendons contained high numbers of SPIO- and GFP-labelled cells.

(Continued on next page)
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(Continued from previous page)

Green fluorescent protein

Conclusions: Standing low-field MRI has the potential to track SPIO-labelled AT-MSCs successfully. Histology,
fluorescence microscopy, immunofluorescence and immunohistochemistry are efficient tools to detect labelled AT-
MSCs after intralesional injection into surgically created equine SDFT lesions. Intralesional injection of 10 x 10° AT-MSCs
leads to the presence of high numbers of AT-MSCs in and around surgically created tendon lesions for up to 9 weeks.
Integration of injected AT-MSCs into healing tendon tissue is an essential pathway after intralesional administration.
Injection techniques have to be chosen deliberately to avoid reflux of the cell substrate injected. In vivo low-field MRl may
be used as a non-invasive tool to monitor homing and engraftment of AT-MSCs in horses with tendinopathy of the SDFT.
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Background

Injury of the superficial digital flexor tendon (SDFT) is
common, especially in thoroughbred racehorses [1].
Therapy with adipose-derived nucleated cells and adipose
tissue-derived mesenchymal stromal cells (AT-MSCs) has
shown promising results when treating both experimental
tendonitis [2—5] and naturally occurring tendon and liga-
ment injuries in horses [6, 7]. To further investigate the
potential regenerative, immunomodulatory and inflamma-
tory modulating effect of MSC therapy, knowledge of the
distribution, kinetics and engraftment of the injected cells
in the target tissue is of utmost interest [8]. Bone marrow-
derived MSCs (BM-MSCs) and embryonic-like stem cells
(ESCs) have been traced after labelling with green fluores-
cent protein (GFP) and were detectable in the treated
tendon for up to 90 days [9, 10]. Whereas estimated BM-
MSC survival was less than 5 % after 10 days, ESC num-
bers were at a constant level for 90 days [10]. Compared
with MSCs from other sources, AT-MSCs show expres-
sion of extracellular matrix proteins with the highest colla-
gen 1A2-to-collagen 3Al ratios. Moreover, AT-MSCs
display the second highest expression of the tendon
markers tenascin-C and scleraxis [11], suggesting that AT-
MSCs may be of special benefit in the treatment of equine
tendinopathy. However, knowledge about the fate of au-
tologous AT-MSC:s after intralesional injection into equine
SDFTs is marginal. As recently revealed, AT-MSCs
labelled with nanocrystals were detectable in peripheral
blood for 72 h and 7 days after implantation as well as in
SDFT tissue 7 days after intralesional injection in an
equine collagenase tendonitis model [12].

Labelling with superparamagnetic iron oxide (SPIO)
nanoparticles is a technique to track MSCs assisted by
magnetic resonance imaging (MRI) because of the
strength of the signal change per unit of metal provided,
particularly in T2*-weighted images [13]. By means of
this technique, cells can be monitored non-invasively
in vivo and at post-mortem histology by Prussian blue
staining [14]. In contrast, GFP-based labelling tech-
niques are dependent on tissue biopsies or even larger
specimen, thus making euthanasia of the treated animal

necessary [10]. In vitro studies have shown that con-
trolled labelling of MSCs with SPIO nanoparticles
neither caused death of rabbit BM-MSCs nor inhibited
their proliferation [15]. A recent equine study has pro-
vided evidence that viability did not differ between
SPIO-labelled and unlabelled BM-MSCs and umbilical
cord blood MSCs. However, doubling time increased in
SPIO-labelled MSCs compared with unlabelled cells
[16]. In a rodent study, SPIO nanoparticles could be
tracked in vivo for up to 4 weeks after subcutaneous im-
plantation [17]. At the same time, in a different rodent
study investigating the presence of SPIO-labelled BM-
MSCs at a tendon-to-bone interface for up to 7 days, a
reliable tracing of labelled cells was impossible and this
was due to the similar signal intensity of cells and ten-
don tissue on T2-weighted MRI images [18]. As recently
pointed out in an equine cadaver study, SPIO-labelled
BM-MSCs are detectable immediately after intralesional
SDFT injection by using 1.5-Tesla MRI [16].

The present pilot study aimed at testing whether
standing low-field MRI has the potential to monitor
the fate of intralesionally injected AT-MSCs labelled
with SPIO particles in vivo and at monitoring the
presence of AT-MSCs that were co-labelled with GFP
histologically for up to 9 weeks in a surgical model of
equine tendinopathy.

Methods

Four warmblood horses (two stallions, one mare and
one gelding) between 1 and 4 years old were objects
of this study. Pre-existing tendon injury was excluded
by clinical examination, B-mode ultrasonography and
ultrasonographic tissue characterization (UTC) (UTC
2009; UTC Imaging, Stein, The Netherlands). The
study was approved by the animal welfare officer of the
University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation,
Germany, and the ethics committee of the responsible
German federal state authority in accordance with the
German Animal Welfare Law (Lower Saxony State
Office for Consumer Protection and Food Safety, Az.
33.9-42502-04-08/1622).
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Collection of subcutaneous fat, AT-MSC isolation, and culture
After sedation of the horses, approximately 1-2 g of
subcutaneous fat was harvested from the left coccygeal
region at the base of the tail 8 or 9 days prior to surgical
creation of standardized SDFT lesions. AT-MSCs were
isolated and cultured as described elsewhere [4]. They
were defined by the presence of markers CD44, CD90,
CD105 and CD117 and the absence of CD34 and CD45.

Labelling with lentiviral plasmid and superparamagnetic
iron oxide particles

After the addition of 10 pg/ml polybrene, the cultured
AT-MSCs of all horses were incubated with lentivirus
particles with a copGFP (hUbiC Promoter) for 48 h. The
efficacy of transfection was controlled by fluorescence
microscopy during passage 1 (Fig. 1) and by flow cyto-
metric analysis (Fig. 2) which was performed on a BD
FACSCanto™ II with BD FACSDiva™ 8.0.1 software (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). For excitation,
the 488-nm laser line was used. Debris, dead or damaged
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cells as well as cell aggregates were excluded from fur-
ther analysis according to forward scatter (FSC) and side
scatter (SSC) properties (gate P1 and P2). For the detection
of GFP fluorescence intensity, a combination of a 502
low-pass (LP) and 530/30 band-pass (BP) filter in
front of the photomultiplier tube (PMT) detector
(488-E) was employed. Detection sensitivity was set with a
non-expressing control sample. The GFP-positive gate
(P3) was set on the basis of the negative control popula-
tion to include 0.0 % positive events. The mean efficacy of
transfection was estimated to be 99 % after passage O
(horse 2) and 63 %, 62 %, and 64 % after passage 2 (horses
1, 3 and 4) as determined by three analyses, respectively.
Additionally, AT-MSCs from horses 1, 2 and 4 were
labelled by incubation with 45- to 60-nm SPIO particles
coated with carboxydextran (Resovist™, SHU 555A;
Schering AG, Berlin, Germany) in culture medium for
48 h at an SPIO concentration of 60 pg/ml Fe. Following
the incubation, AT-MSCs were rinsed thrice with
phosphate-buffered saline (PBS) solution. After harvest

Brightfield

\

GFP cells

Fig. 1 Photomicrographs of cultured adipose-derived mesenchymal stromal cells from horses 1 to 4 after transfection with lentiviral green fluorescent
protein (GFP) construct. Bright field (left), fluorescence (middle) and merged (right) images are shown. Approximately 70-90 % of the cells were positive
for GFP in their cytoplasm during passage 1. Magnification: 10X. Scale bar: 100 um
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Fig. 2 Flow cytometric analysis of cultured AT-MSCs from horses 1 to 4 after transfection with lentiviral green fluorescent protein (GFP) construct.

From left to right are (a) scatter plots and (b) histograms, including percentages showing the distribution of GFP-expressing cells in a

non-expressing control sample (ctrl-no GFP) and in samples from horse 2 (I-VP1; passage 0) and horses 1, 3 and 4 (I-VP3, VP4 and |-VP2; passage
2) after a single analysis. Green indicates GFP-labelled AT-MSCs, and blue indicates non-labelled AT-MSCs. AT-MSC adipose tissue-derived
mesenchymal stromal cell, FSC-A forward scatter A, GFP green fluorescent protein, SSC-A side scatter A
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of AT-MSCs from passage 0, the total number of cells
was counted and the cell viability evaluated, followed by
sample preparation of 10x 10° AT-MSCs on ice for
transplantation. Cells not needed for transplantation
were cryopreserved for further experiments.

Creation of superficial digital flexor tendon lesions
Lesions were created in the SDFTs of both front
limbs under general anaesthesia by using a technique
previously described [19-21]. A short longitudinal in-
cision was made axially at the palmar aspect of the
metacarpus just proximal to the digital sheath. A con-
ical obturator (@ 3.5 mm) from an arthroscope was
introduced through a stab incision into the center of
the SDFT and advanced proximally for 7-8 c¢cm while
carefully avoiding penetration of the epitenon. The
obturator was replaced by an arthroscopic burr (Small
Joint Round Burr ¢ 3.5 mm, 28204 FB; Karl Storz
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Germany), which was
activated and slowly withdrawn within approximately
20 s. The incisions were closed in a simple interrupted
pattern. The horses received meloxicam (0.6 mg/kg body
weight (bwt) [orally]) the day of surgery and for two con-
secutive days.

Injection of labelled AT-MSCs

The tendon lesions were treated unilaterally with
AT-MSCs at 1 week (horses 2 and 3) and at 3 weeks
(horses 1 and 4) after surgery. Three horses (1, 2
and 4) received AT-MSCs labelled with SPIO parti-
cles. The horses were sedated by using detomidine
hydrochlorid (0.02 mg/kg bwt [IV]) and butorphanol
(0.04 mg/kg bwt [IV]). Additionally the medial and lateral
palmar nerves were anaesthetized with 2 ml of 2 % mepi-
vacaine hydrochlorid 2 cm distal to the carpometacarpal
joint. Approximately 10 x 10° AT-MSCs suspended in
2 ml 0.9 % saline (total volume 3 ml) and divided into ali-
quots of 1.5 ml were injected into the SDFT lesions from
lateral under ultrasonographic guidance by using a 23-G,
1-inch needle. Entrance of the needle was 3 and 5 cm
proximal to the surgical scar. Following the implantation
of the cells, the limbs were dressed with half-limb ban-
dages for 16 days. The contralateral SDFT was treated
with 3 ml of saline in the same manner.

Standing low-field magnetic resonance imaging

In two of the horses treated with SPIO-labelled AT-
MSCs (2 and 4), sequential standing low-field MRI of
the metacarpal regions was performed by using a clinical
0.27-Tesla open magnet (Hallmarq Veterinary Imaging,
Guildford, Surrey, UK) and a fetlock radiofrequency coil.
Front-limb SDFTs were scanned 6 and 33 days after the
intralesional treatment in horse 2 and after 2, 18, 47 and
62 days in horse 4.
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Initially the horses were sedated with romifidine
(0.06 mg/kg bwt [IV] and butorphanol (0.01 mg/kg bwt
[IV]). The sedation was prolonged to effect with detomi-
dine (0.01 mg/kg bwt [IV]). After positioning of the
metacarpal regions in the isocenter of the magnet, the
following MRI sequences and variables were applied:
transverse gradient-echo T1-weighted, TR (relaxation
time): 50 ms, TE (echo time): 8.0 ms, FA (flip angle): 50°,
matrix size: 170 x 130, number of excitations: 1; trans-
verse gradient-echo T2*-weighted, FA: 25°, matrix size:
170 x 126; number of excitations: 1; transverse STIR, TR:
2260 ms, TE: 22.0 ms, FA: 90°, matrix size: 168 x 168,
number of excitations: 8. The field-of-view angle was
170 x 170 mm, the slide width was 5.0 mm and the gap
width was 6.0 mm.

Follow-up

Following the creation of the lesions, the horses received
box rest for 3 weeks. Thereafter they were exercised in
accordance with a protocol adapted from Bosch et al.
(2010) [21] until euthanasia: From week 4 to 6, they
were walked for 10 min once a day on a treadmill.
During week 7 to 9, walking was extended to 20 min
once daily. After sedation with xylazine (0.4 mg/kg bwt
[IV]) and levomethadone (0.05 mg/kg bwt [IV]) and in-
duction of general anaesthesia with ketamine (3 mg/kg
bwt [IV]) and midazolam (0.02 mg/kg bwt [IV]), horses
were euthanized by using an overdose of pentobarbital
(80 mg/kg bwt [IV]) at 3, 5, 7 and 9 weeks after injection
of the cells, respectively.

Fluorescence microscopy and Prussian blue staining

The SDFTs were dissected immediately after death, and
a tendon segment including the lesion was harvested
from between 4 and 5 cm proximal to the surgical scar.
These specimens were stored for 96 h in 4 % parafor-
maldehyde followed by 96 h in PBS. Thereafter they
were snap-frozen in Tissue-Tek (Sakura, Alphen aan den
Rijn, The Netherlands) at —180 °C. Transverse sections
with a thickness of 10 um were cut with a cryostat and
distended on histology slides. Sections were fixed with
4 % paraformaldehyde for 10 min, washed with PBS and
stored at -80 °C after drying until required. Slices
were examined under a fluorescence microscope (20x
magnification). A set of frozen sections was stained
with Prussian blue as described elsewhere (immuno-
histochemistry world) and examined with a light
microscope (20x magnification).

Immunohistochemistry and immunofluorescence

The cell culture and frozen tissue sections were analysed
immunohistochemically and with immunofluorescence
to detect the GFP antigen. Incubations with the primary
polyclonal antibody rabbit-Anti-CopGFP (Evrogen AB
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513; Evrogen, Moscow, Russia) diluted at 1:1000 were
carried out overnight at 4 °C. After incubation with the
primary antibody, one set of sections was incubated with
a biotylinated swine-anti-rabbit secondary antibody
(E0431; Dako, Hamburg, Germany) at a dilution of 1:400
for 60 min at room temperature. Thereafter, the peroxid-
ase streptavidin-biotin-complex (ABC) detection system
(Vectastain Elite ABC Kit; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA) was applied and slices were
exposed to diaminobenzidine tetrachloride (DAB) sub-
strate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in accord-
ance with the instructions of the manufacturer. A
second set of sections was incubated with a secondary
goat-anti-rabbit antibody Alexa 546 (Molecular Probes)
at a dilution of 1:1000. Finally, the sections were
counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(D9542; Sigma-Aldrich) diluted at 1:2000. Cop-GFP trans-
fected control cells functioned as positive controls. In the
negative control sections, the primary antibody was
omitted. During microscopy of all slices, the number
of cells with a positive signal was estimated subject-
ively (low/moderate/high numbers).

Results

Creation of lesions

Horses 2 (left front) and 4 (both, right front > left front)
developed a cellulitis. This was accompanied by the devel-
opment of lameness, which started at 1 day after surgery
and persisted for 5 days in horse 2. In horse 4, lameness
started at 6 days after lesion creation and lasted for 2 days.
Both horses received cefquinome for 7 days (1 mg/kg bwt
[intramuscularly]).

Page 6 of 12

Histology of AT-MSCs in cell culture

Labelled AT-MSCs could be successfully detected in cell
culture with fluorescence microscopy (Figs. 1, 3) and
with immunohistochemistry and immunofluorescence
by using DAB and Alexa 546, respectively (Fig. 3).

Histological tracking of GFP-labelled AT-MSCs

With fluorescence microscopy (Fig. 4, 5) immunohis-
tochemistry and immunofluorescence (Fig. 5), high
numbers of AT-MSCs expressing GFP antigen were
detected at and near the site of injection 3, 5, 7 and
9 weeks after intralesional injection in all horses. At
visual inspection, there was a tendency of finding less
labelled AT-MSCs with increasing time after implant-
ation in sequential samples taken from different
horses, respectively (Fig. 4). SPIO particles incorpo-
rated into AT-MSCs were detected by use of Prussian
blue staining in horses 1, 2 and 4 (Fig. 6).

MRI tracking of SPIO-labelled AT-MSCs

In horse 4, areas with hypointense signal, representing a
magnetic susceptibility artefact resulting from SPIO par-
ticles, surrounded by regions of increased signal inten-
sity, were detectable on transverse T2*-weighted MRI
images in and around the SDFT at days 2, 18, 47 and 62
after treatment (Fig. 7a). Tl-weighted images also
showed a negative contrast in the lesions and in their
lateral periphery (Fig. 7c). Areas of signal void corre-
sponded to the two sites of injection in both sequences.
In horse 2, a corresponding finding was present at 6 and
33 days after treatment. As compared with the contralat-
eral SDFT, areas of decreased signal intensity were

GFP cells

#1 cells

GFP cells

#1 cells

anti-GFP-DAB

anti-GFP-546

Fig. 3 Photomicrographs of GFP-labelled equine AT-MSCs from horse 1 in cell culture. In the upper row, GFP-fluorescence, anti-GFP
immunohistochemistry (DAB) and merged images are shown. In the lower row, GFP-fluorescence, anti-GFP immunofluorescence
(Alexa 546) and merged images of AT-MSCs (passage 6) are shown. Magnification: 20x. AT-MSC adipose tissue-derived mesenchymal
stromal cell, DAB diaminobenzidine tetrachloride, DAPI 4'6-diamidino-2-phenylindole, GFP green fluorescent protein
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Fig. 4 Photomicrographs of superficial digital flexor tendon lesions 3, 5, 7 and 9 weeks after transplantation of GFP-labelled autologous adipose

tissue-derived mesenchymal stromal cells. Bright field, DAPI nuclear stain and GFP-fluorescence and merged images taken from horses 1-4 are shown.
Transplanted cells were positive in the cytoplasm for GFP. Magnification: 20x. DAPI 4'6-diamidino-2-phenylindole, GFP green fluorescent protein

A

diffusely defined and markedly extended to the lateral sequences to track SPIO-labelled AT-MSCs in vivo

subcutis in T2* and T1 sequences (Fig. 7). over a period of at least 9 weeks. It is further shown

that GFP-labelled AT-MSCs can be successfully de-
Discussion tected in and near surgically induced equine SDFT
Main findings lesions between 3 to 9 weeks after intralesional injection

The results of the present study show the potential of by using fluorescence microscopy, immunofluorescence,
standing low-field MRI using T2*- and T1-weighted immunohistochemistry and Prussian blue staining.

Brightfield

GFP cells

GFP cells

Fig. 5 Photomicrographs of a superficial digital flexor tendon lesion 3 weeks after transplantation of GFP-labelled autologous adipose tissue-derived
mesenchymal stromal cells. In the upper row, bright field, GFP-fluorescence, anti-GFP immunohistochemistry (DAB) and merged (arrows: positive cells)
images are shown. In the lower row, DAPI nuclear stain, GFP-fluorescence, anti-GFP immunofluorescence (Alexa 546) and merged images (horse 1) are
shown. Approximately 50 % of the cells were positive for GFP in their cytoplasm. Magnification: 20x. DAB diaminobenzidine tetrachloride,

DAPI 4' 6-diamidino-2-phenylindole, GFP green fluorescent protein
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Fig. 6 Photomicrographs of surgically created superficial digital flexor tendon lesions treated with autologous AT-MSCs and stained with Prussian blue.
a, b, d Lesions treated with SPIO-labelled AT-MSCs (horses 1, 2 and 4). ¢ Lesion treated with non-SPIO-labelled AT-MSCs (horse 3). Magnifications: 10x
(a-d) and 20x (A/1-D/1). AT-MSC adipose tissue-derived mesenchymal stromal cell, SPIO superparamagnetic iron oxide

AT-MSCs versus MSCs from other sources

In a previous study, immunophenotyping of equine MSCs
showed that MSCs from different sources vary in their ex-
pression of MSC-defining antigens [22], suggesting that a
deliberate choice of the cell type is important for the treat-
ment of tendinopathy. In the present study, AT-MSCs
were used because comparative in vitro investigations on
the potential suitability for the treatment of tendinopathy
made obvious that AT-MSCs express extracellular matrix
proteins and tendon markers at significant rates, suggest-
ing an outstanding potential of adipose-derived MSCs for
the treatment of tendinopathy [11].

Up to now, data about cellular homing of AT-MSCs
were available for a period of merely 7 days after im-
plantation of the cells, which had been labelled with
quantum dots (nanocrystals) in a collagenase model of

equine tendinopathy [12]. Results of the present study
prove the traceability of AT-MSCs labelled with GFP
near the injection site for up to at least 9 weeks (62 days).
By contrast, in a different study, the number of equine
BM-MSCs decreased significantly after 10 days. At the
same time, equine ESCs were constantly traceable in
high numbers until 90 days after injection by using a la-
belling technique similar to the one in the present study
[10]. These findings demonstrate the existence of differ-
ences between MSCs from different tissue sources and
emphasize the necessity to research the fate of different
types of equine MSCs separately, dose-dependently and
for a period of time longer than in the present study.
The number of cells injected in the present study
was relatively high and reflects current practice in
equine orthopaedics. In contrast to the high numbers
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Fig. 7 Transverse magnetic resonance imaging images of SDFT
lesions treated with 10 x 10° SPIO-labelled AT-MSCs or saline. a, ¢
A focal, moderately demarcated hypointense area is evident in
and lateral to the AT-MSC-treated SDFT lesion, area indicated by
arrowheads in a. b, d Signal intensity of the saline treated

lesion is increased in the contralateral SDFT, area indicated by
asterisk in b. a, b: T2*-weighted sequence, 47 days after
injection. ¢, d: T1-weighted sequence, 62 days after injection; horse
4. AT-MSC adipose tissue-derived mesenchymal stromal cell, SDFT
superficial digital flexor tendon, SPIO superparamagnetic iron oxide

of GFP-positive AT-MSCs after 9 weeks during the
present investigation, consistent GFP expression of ovine
BM-MSCs could be detected at day 7 but no longer at day
14 after injection of 0.5 and 1 x 10° cells in a recent ovine
experimental tendinopathy study [23].

Relevance of finding

The tendency of finding fewer labelled AT-MSCs at
visual inspection with increasing time after implantation
in the sequential samples taken from different horses
suggests a decrease of the cells over time. Nevertheless,
high numbers of cells were still present in and near the
lesion site for up to 9 weeks after treatment. It has been
postulated that the beneficial effects of MSCs on tendon
healing observed clinically [24] and experimentally [3] in
studies may be the result of either de novo formation of
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tendon-like tissue (i.e, a true regenerative effect via
engraftment and differentiation) or through modulatory
paracrine actions of the cells by the production of cyto-
kines and growth factors [25]. From the findings of the
present study, it can be concluded that cells remain at
the lesion site for a sufficiently long period after AT-
MSC treatment of equine tendinopathy and that both
pathways are possible. This conclusion further supports
the clinical use of MSCs in horses with centrally located
tendinopathy of the SDFT and may be an explanatory
factor for the clinical observation that stem cell therapy
results in a significantly lower number of re-injuries than
other treatments for tendinopathy in the horse [6, 7, 26].

Reliability of the techniques
The transfection rate of cultured MSCs with reporter
genes expressing GFP was approximately 99 % in the
cells used for injection, as shown by flow cytometric
analysis during passage 0. Fluorescence microscopy dur-
ing passage 1 and flow cytometric analysis during pas-
sage 2 showed that the percentage of transfected MSCs
had a tendency to decrease during early passages. This
finding agrees with previous observations and is poten-
tially caused by transgene silencing caused by epigenetic
downregulation of transgenes leading to mosaic expres-
sion patterns [27, 28]. However, lentiviral vectors encod-
ing GFP have been shown to lack significant negative
effects on survival and differentiation potential of MSCs
in vitro [28]. The transfection of cultured MSCs with re-
porter genes expressing GFP was successful for tracking
AT-MSCs up to 9 weeks after implantation, which
proves the suitability of this technique for AT-MSCs
implanted into tendon defects as previously described
for BM-MSCs and ESCs [10]. The labelling of MSCs
with GFP by viral transfection is an established method
in experimental animal studies [23, 29, 30]. The detec-
tion of GFP under fluorescence microscopy might be
impaired by natural fluorescence of cell metabolites and
structural components such as collagen in tissue speci-
men [31]. This phenomenon referred to as “autofluores-
cence” did not impair interpretation in the present study
significantly as verified by immunohistochemical stain-
ing and immunofluorescence of GFP-expressing cells
using DAB and Alexa 546 and by counterstaining of cell
nuclei with DAPL

In the present study, SPIO-labelled AT-MSCs could be
detected with MRI in the lesion and its lateral periphery
up to 9 weeks after implantation. The presence of SPIO
particles was proved successfully with Prussian blue
staining of tendon tissue post-mortem. Labelling of
MSCs with SPIO particles has been previously used to
track MSCs successfully in laboratory rodents and sheep
[23, 32, 33]; the procedure affects their viability to some
extent but insignificantly, although their proliferative
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capacity may be decreased [16, 17, 23, 32]. In a recent
equine study, SPIO-labelled BM-MSCs could be suc-
cessfully detected in cadaveric SDFTs by using 1.5-
Tesla MRI [16]. The present study shows that SPIO
labelling is also a practicable technique to track AT-
MSCs injected in surgically created tendon lesions
with 0.27-Tesla MRI in live horses in T2*-weighted
sequences with the aid of the susceptibility artefact.
Detection of SPIO particles was also successful in
T1-weighted sequences, accepting a less distinct de-
marcation of the intact tendon tissue. The use of
ultra-small SPIO particles might have increased the
contrast in T1-weighted sequences. Alternative se-
quences, potentially appropriate to monitor SPIO-
particles (e.g., 3DT1), were not available for the
standing low-field MRI used in the present study. An-
gulation of the SDFTs relative to the magnetic field,
using the magic angle effect, would probably have
further improved MRI of SPIO particles [33]. Vaguely
demarcated hypointense areas in the subcutis at the
injection site helped to identify the sites of injection,
especially in T1-weighted sequences. These signal
voids are a potential sign of migration of the injected
MSCs or of reflux of the cell suspension during or
after injection. Although no resistance of the syringe
plunger was encountered during injection, alternative
injection techniques should be considered to avoid
reflux from tendon lesions.

The present study proves that co-labelling of equine
AT-MSCs with a lentiviral copGFP promotor and SPIO
particles is feasible. Whether the procedure affects the
biological activity of the cells (and, if so, to what extent)
remains uncertain [23].

Alternative techniques to track MSCs are labelling
with nanocrystals, which are resistant to metabolic
degradation and have few cytotoxic effects [34, 35], and
with technetium-99 hexamethyl propylene amine oxime,
which allows detection of cells by nuclear scintigraphy
but only for 24 h after administration [36]. Both tech-
niques have been used successfully in experimentally
induced equine tendon lesions [12, 37].

Cellulitis

Horses 2 and 4 developed mild cellulitis after surgical
induction of the lesions, the former in the limb
treated with SPIO-labelled AT-MSC, the latter in both
limbs but predominantly in the control limb. This
complication most likely can be attributed to the
surgical procedure or the aftercare during the days
after surgery (or both), as clinical signs started before
injection of AT-MSCs. Metaphylactic treatment with
antimicrobials might have decreased the risk. However,
a deliberate choice was made not to do this as there is
evidence that some antimicrobials have the potential to
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influence tendon metabolism: oxytetracycline showed
in vitro inhibition of suspensory ligament myofibroblast
contractility [38], and oral doxycycline administration
leads to inhibition of matrix metalloproteinase-13
(MMP-13) in rat tendons [39]. Cellulitis was restricted to
the subcutaneous area and there were no indications that
it extended into the created core lesion. Hence, no direct
effect on migration behaviour of the cells could be ex-
pected. Nor are there indications that the cellulitis has
hampered the modalities used in the present study to
track implanted cells in any way.

Limitations

The present study’s crucial limitation was that the
number of labelled cells was not counted but deter-
mined semi-quantitatively in post-mortem specimen.
The fact that in the present study 10 x 10° AT-MSCs
were implanted but that Guest et al. [10] injected 1 x
10° BM-MSCs or ESCs might have influenced the re-
sults. This holds true also for the use of different
models of tendinopathy in the present compared with
other studies [10, 12]. Only a small number of horses
were included in the present pilot study, and a stag-
gered approach was chosen to monitor the presence
of AT-MSCs over time. Therefore, the potential im-
pact of inter-individual variations (e.g., age, gender
and local infection) on the outcome cannot be deter-
mined on the basis of the present results. Tissue from
the opposite front-limb SDFT was not examined his-
tologically in the present study, but Carvalho et al
[12] could not detect AT-MSCs in the contralateral
SDFT 7 days after intralesional injection of the ipsi-
lateral SDFT. Histological tracking of MSCs in the re-
gional lymph node (Lnn. axillares superficiales) using
the techniques presented here should be included in
future studies to further characterize AT-MSC distri-
bution after injection. Another limitation is that the
signal intensity change was not quantified objectively
on MRI images. The loss of signal intensity may be
objectified and a threshold may be established.

Conclusions

Conclusively, standing low-field MRI has the potential
to track SPIO-labelled AT-MSCs in surgically induced
SDFT lesions for up to 9 weeks in vivo, as demon-
strated by the detection of large numbers of labelled
cells with histology, immunofluorescence and immu-
nohistochemistry in post-mortem specimen of the
lesions. Injection techniques have to be chosen delib-
erately to avoid reflux of the cell substrate injected.
In future dose-dependent controlled clinical trials,
numbers of cells retrieved in the tendons should be
quantified and horses should be monitored for a lon-
ger period of time.
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AT-MSC: Adipose tissue-derived mesenchymal stromal cell; BM-MSC: Bone
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ESC: Embryonic stem cell; FA: Flip angle; GFP: Green fluorescent protein;

IV: Intravenously; MRI: Magnetic resonance imaging; MSC: Mesenchymal stromal
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Abstract

Background: Adipose tissue is a promising source of mesenchymal stromal cells (MSCs) for the treatment of tendon
disease. The goal of this study was to assess the effect of a single intralesional implantation of adipose tissue-derived
mesenchymal stromal cells (AT-MSCs) on artificial lesions in equine superficial digital flexor tendons (SDFTSs).

Methods: During this randomized, controlled, blinded experimental study, either autologous cultured AT-MSCs
suspended in autologous inactivated serum (AT-MSC-serum) or autologous inactivated serum (serum) were injected
intralesionally 2 weeks after surgical creation of centrally located SDFT lesions in both forelimbs of nine horses. Healing
was assessed clinically and with ultrasound (standard B-mode and ultrasound tissue characterization) at regular
intervals over 24 weeks. After euthanasia of the horses the SDFTs were examined histologically, biochemically and by
means of biomechanical testing.

Results: AT-MSC implantation did not substantially influence clinical and ultrasonographic parameters. Histology,
biochemical and biomechanical characteristics of the repair tissue did not differ significantly between treatment
modalities after 24 weeks. Compared with macroscopically normal tendon tissue, the content of the mature collagen
crosslink hydroxylysylpyridinoline did not differ after AT-MSC-serum treatment (p = 0.074) while it was significantly
lower (p=0.027) in lesions treated with serum alone. Stress at failure (p = 0.048) and the modulus of elasticity (p =0.
001) were significantly lower after AT-MSC-serum treatment than in normal tendon tissue.

Conclusions: The effect of a single intralesional injection of cultured AT-MSCs suspended in autologous inactivated
serum was not superior to treatment of surgically created SDFT lesions with autologous inactivated serum alone in a
surgical model of tendinopathy over an observation period of 22 weeks. AT-MSC treatment might have a positive
influence on collagen crosslinking of remodelling scar tissue. Controlled long-term studies including naturally occurring
tendinopathies are necessary to verify the effects of AT-MSCs on tendon disease.

Keywords: Horse, Ultrasonography, Ultrasound tissue characterization, Biomechanical testing, Histology, Biochemistry,
MSC, mesenchymal stem cells, Tendon
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Background

Tendon injuries are common in both human [1-3] and
equine [4-6] athletes. In horses, the superficial digital
flexor tendon (SDFT), which is located at the palmar
aspect of the limb, acts to store and release elastic en-
ergy and is subject to strains close to its functional limits
[7, 8]. Due to gradual accumulation of degenerative
damage during intensive training leading to partial
rupture, this tendon is prone to failure, especially in
racehorses [5]. Because of the high incidence, prolonged
recovery period and high re-injury rate, a plethora of
physical, medical and surgical interventions have been
applied over the years to improve quality of the repair
tissue; however, to date the ideal treatment concept has
not been found [9-11]. Potentially regenerative therap-
ies, in particular cell and blood-based substrates, have
gained interest over the last decade [12]. The adminis-
tration of multipotent cells, in particular autologous
mesenchymal stromal cells (MSCs) [13], or totipotent
embryonic stem cells (ESCs) [14, 15] into tendon defects
is suggested to have direct and indirect influences on
tendon healing. It is thus hypothesized that the injected
cells may either differentiate into cells capable of synthe-
sizing tendon matrix—that is, have a direct regenerative
effect [16—-20]—or act by a paracrine effect through the
release of trophic mediators, growth factors and immu-
nomodulatory, angiogenic as well as anti-apoptotic
substances [21-26].

To date it is not clear which cell source is the ideal
choice to enhance tendon regeneration [27]. Comparing
different adipose tissue-based cell-rich substrates, adipose-
derived nucleated cells (ADNCs) are, by contrast with
adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells (AT-
MSCs), a mixture of different cell types. The advantage is
that ADNCs are readily available within hours after tissue
harvest without the demand of cost and time for culture.
Multipotency has been proven for pericytes [28], which
form a subset of the ADNCs. However, AT-MSC culture
leads to a higher cell dose and theoretically to a greater
effect [29]. To the knowledge of the authors, however, it is
not clear which cell type contributes most to tendon heal-
ing [28, 30]. In an experimental equine collagenase model
study ADNCs had a limited effect on tendon healing but
led to histologically improved tendon organization and an
increase in cartilage oligomeric matrix protein (COMP)
expression [30].

The clinically most relevant sources of MSCs in equine
orthopaedics are bone marrow, adipose tissue and umbil-
ical cord blood [27, 31]. The advantages of adipose tissue
over bone marrow are that it is widely available and easily
accessible, and its MSC content is higher with a higher
proliferation capacity of AT-MSCs [32] and a slower sen-
escence than that of bone marrow mesenchymal stromal
cells (BM-MSCs) [27, 33, 34]. Despite the lack of a definite
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set of surface markers to characterize equine tenocytes, a
recent study demonstrated that, compared with BM-
MSCs, umbilical cord blood MSCs and AT-MSCs express
collagen 1A2, collagen 3A1 and decorin at the highest
levels with the highest collagen type 1A2:3A1 ratio [32].
AT-MSCs show high expressions of the tendon markers
COMP and scleraxis [20, 32]. Furthermore, AT-MSCs
have already been used with promising results to treat
equine tendinopathies, as described in several uncon-
trolled case series [35—38]. In a controlled in-vivo ex-
perimental study, the implantation of AT-MSCs into
collagenase-induced SDFT core lesions resulted in
improved tendon fibre organization and decreased in-
flammatory infiltrate, as well as increased collagen type
I gene expression compared with the control limbs,
whereas no differences were seen in clinical parameters
and with B-mode ultrasonography [39]. In another
study from the same group using the collagenase-gel
model of tendinopathy, intralesional treatment with
AT-MSCs suspended in platelet concentrate prevented
progression of SDFT lesions and resulted in better
organization of collagen fibrils, less inflammation and
increased vascularity [40]. However, the relevance of
this model is questioned due to the strong acute
inflammatory response after collagenase injection,
which is unlike naturally occurring degenerative tendon
lesions, and due to difficulties in standardization of
lesions [41-44]. A recently introduced surgical model
of centrally located SDFT (core) lesions is thought to
mimic the characteristics of overuse tendinopathy more
realistically [43, 45—-47].

Since the 1980s, B-mode ultrasonography has been
considered the gold standard for the diagnosis of tendi-
nopathy [48, 49]. Because of its limitations, such as the
lack of axial information, operator dependence, influence
of ultrasound beam angle and limited resolution,
however, the value of quantification of B-mode ultra-
sound images for the adequate assessment of repair is
questioned [50, 51]. Ultrasound tissue characterization
(UTC) is a new technique that was developed to analyse
echo pattern stability on a computerized basis [52, 53].
Transverse ultrasound (US) images are captured at regu-
lar distances over the long axis of the tendon, and are
reconstituted to a three-dimensional block of US infor-
mation with the help of custom-designed software.
Depending on the echo pattern stability over contiguous
images, four different echo types can be discriminated
with histo-morphology as a reference test [44, 52]. UTC
has been shown a viable diagnostic tool to monitor
experimental tendinopathies [44, 47, 54] and natural
tendon disease [55, 56] in horses and is increasingly used
for the assessment of (Achilles) tendon integrity in
humans [57-59]. Histologic examination is still the gold
standard to assess tendon healing [60] and commonly
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yields the most important results at the end of terminal
experimental studies when findings can be correlated to
those from other examination modalities (e.g. diagnostic
imaging) [30, 44, 45]. Another major component of
experimental tendon studies should be biomechanical
testing of tendon specimens to quantify functional
properties of the repair tissue which are potentially
representative for the resistance to strain in a clinical
setting [45, 61, 62].

To our knowledge, the effect of AT-MSCs has not
been tested experimentally in horses over a 6-month
period using a controlled blinded, randomized study
design with non-invasive monitoring and multimodal
end-stage evaluation of the repair tissue. Therefore, the
aim of this study was to assess whether a single intrale-
sional implantation of AT-MSCs suspended in autolo-
gous inactivated serum into surgically created lesions
leads to a reduction of inflammatory signs and improved
ultrasonographic, biochemical, biomechanical and histo-
logic characteristics compared with the application of
autologous inactivated serum alone.

Methods

Horses

Nine horses (eight warmbloods, one trotter) aged 3-6
years (mean 4 years) with a mean bodyweight of 545 kg
(range 498-607 kg) were included in this study. All
horses were housed in boxes and fed hay and cereals.
Prior to the study, none of the horses showed clinical
and/or ultrasonographic (B-mode, UTC) signs of fore-
limb SDFT disorders.

Surgical creation of lesions and adipose tissue harvest

Core lesions were surgically created in the SDFTs of
both forelimbs using the model introduced by Little and
Schramme [63] and modified by Bosch et al. [45] and
Schramme et al. [43]. All horses received meloxicam
(0.6 mg/kg bwt (IV)) preoperatively and 2 days postoper-
atively. No perioperative antimicrobials were adminis-
tered. A standard protocol for inhalation anaesthesia
was used and the horses were positioned in lateral
recumbency. After clipping and aseptic preparation, a
1.5-cm incision was made in the palmar midline, 2 cm
proximal to the proximal end of the common digital
flexor tendon sheath through the skin and the mesoten-
don into the tendon core. A 2.5-mm blunt conical ob-
turator (Karl Storz, Tuttlingen, Germany) was inserted
and guided proximally inside the tendon core under
ultrasonographic guidance over a distance of 7 cm.
Subsequently, a 3.5-mm burr (Abrador Burr 28200RN;
Karl Storz) was inserted in the tunnel that had been cre-
ated, activated and gradually pulled backwards over
20 seconds, while pressing the tendon against the tip of
the burr. Care was taken not to damage the dorsal
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epitenon. Epitenon incisions were sutured in a simple
interrupted pattern with polyglactin 910 (Vicryl® 2-0
USP; Ethicon, Norderstedt, Germany), and skin incisions
were closed in a vertical mattress pattern with polyamide
(Dafilon® 2-0 USP; Braun Melsungen, Melsungen, Germany).
Double-layer bandages were applied and changed every 1-2
days until intralesional injection.

During the same general anaesthesia, the right paraxial
gluteal region was clipped and aseptically prepared. A 4-
cm skin incision was made in the cranio-caudal direction
and 20 g of adipose tissue was excised from the subcutis.
The skin was sutured with a vertical mattress pattern with
polyamide (Dafilon® 1 USP; Braun Melsungen).

Adipose tissue was stored in MSC medium containing
1 g/l Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) with
25 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid (HEPES) and 1% L-glutamine (DMEM with 25 mM
HEPES, with L-glutamine; PAA Laboratories, Pasching,
Austria), fetal bovine serum (PAA Laboratories) and 1%
penicillin/streptomycin (Penicillin-Streptomycin 100; PAA
Laboratories) at 5 °C and shipped to the laboratory
overnight.

AT-MSC isolation and culture

Adipose tissue was mechanically separated using a
scalpel blade and a tissue chopper. The tissue was
digested with 0.05% type IV collagenase (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Germany) and 0.025% protease (Dispase II;
Sigma-Aldrich) at 37 °C for 30 min until it was neutral-
ized by 10% fetal bovine serum (PAA Laboratories).
After centrifugation (200 x g, 10 min), the pellet was sus-
pended in 10 ml of Hanks” buffer (HBSS 1x with Ca and
Mg; PAA Laboratories), centrifuged again with the same
settings, and the pellet containing the MSCs was sus-
pended in MSC medium in 75-ml polypropylene flasks
(T75 flask; BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) and
cultured at 37 °C and 5% CO,. The MSCs were selected
by plastic adhesion. MSCs were transfected with recom-
binant lentivirus particles expressing sequences of the pro-
moting region for transcription factor hUbiC (copGFP;
System Biosciences, Mountain View, CA, USA) to be able
to track the MSCs via autofluorescence, which was part of
another study presented elsewhere.

After 95-100% confluence of cells was reached, the
medium was removed and MSCs were washed once with
PBS (Dulbecco’s PBS without Ca and Mg; PAA Laborator-
ies). Adherent cells were separated with 3 ml of Trypsin/
EDTA solution (Trypsin/EDTA 1x; PAA Laboratories) for
5 min at 37 °C, which was checked by light microscopy.
After neutralization with 6 ml of MSC medium, the sus-
pension was transferred into a 15-ml polypropylene tube
(Conical tubes 15 ml; BD Falcon), centrifuged (200 x g,
5 min) and the pellet suspended in 10 ml MSC medium.
Cells were counted using a Neubauer counting chamber
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(Zéahlkammer Neubauer; LO Laboroptik, Friedrichsdorf,
Germany), and 10 x 10° MSCs were transferred into a
new 15-ml polypropylene tube and washed with 10 ml of
1 g/l DMEM with 25 mM HEPES and 1% L-glutamine.
After centrifugation, the pellet was suspended in 1 ml of
autologous serum. The serum had been inactivated previ-
ously at 56 °C for 30 min. The MSC-serum suspension
was transferred into a plastic tube (S-Monovette® 9 ml;
Sarstedt, Niimbrecht, Germany), stored on ice, shipped
overnight and kept at 4 °C until injection. AT-MSC
culture and processing was performed as described previ-
ously [46].

Immunophenotyping of AT-MSCs by flow cytometric
analysis

After isolation and expansion (passage 3) the AT-MSCs
were incubated with monoclonal and polyclonal antibodies
against CD14 (C2265-36; US Biological), CD29 (303015;
Biozol), CD34 (555820; BD Pharmingen), CD44 (103005;
Bio Legend), CD45 (555480; BD Pharmingen), CD90
(ab225; abcam) and CD117 (ab5616; Biozol) (Fig. 1). AT-
MSCs stained only with secondary antibodies (ab150105
(abcam), DAB087583 and DABO087693 (Dianova)) were
used as negative controls. Antibody binding was measured
using flow cytometric analysis (BD FACSCanto™ II with
BD FACSDiva™ 8.0.1 software).

Adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation
of AT-MSCs

Differentiation of AT-MSCs was induced at passage 2 to
adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineages. For
adipogenic differentiation, cells were seeded at a density
of 2x10* cells/cm” in basal medium. After 24 hours,
medium was switched to Adipogenic Induction Medium,
consisting of DMEM High Glucose, supplemented with
10% FBS, 1% L-glutamine, 1% penicillin/streptomycin,
1 puM dexamethasone, 1 puM indomethacin, 500 pM 3-
isobutyl-1-methylxantine (IBMX) and 10 pg/ml human
recombinant insulin. Medium was changed twice a week
for 14 days. Lipid production being specific for adipo-
cytes was made visible by Oil Red staining (Fig. 2).

To induce osteogenic differentiation, AT-MSCs were
cultured in 24-well plates with DMEM Low Glucose with
10% FBS (MSC tested; Gibco), 1% L-glutamine (PAA La-
boratories), 0.1 uM dexamethasone (Sigma Aldrich) and
1 mM B-glycerophosphate (Sigma Aldrich) for 4 weeks.
Controls for osteogenic differentiation were treated under
the same conditions without dexamethasone and p-
glycerophosphate. The production of mineralized matrix
produced by osteoblasts was made evident by alkaline
phosphatase, Alizarin red and von Kossa staining (Fig. 3).

To demonstrate chondrogenic differentiation, the cells
were trypsinized and 5 x 10°-1 x 10° cells/ml were resus-
pended in DMEM High Glucose, 1% penicillin/streptomycin,
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1% L-glutamine, 10% FBS, with 1x Insulin-Transferrin—Sel-
enjum (ITS) supplement, 1 mM sodium pyruvate, 100 nM
dexamethasone, 40 pg/ml proline, 50 pg/ml l-ascorbic acid-
2-phosphate and 10 ng/ml TGF-B1. Cells were centrifuged
for 10 min at 200 x g in 15-ml Falcon tubes. The tubes were
incubated with filter tops in a rack at 37 °C and 5% CO,.
After 2—4 days the pellets condensed. The cells were further
incubated in these tubes for 21 days. The medium was chan-
ged every 2—3 days. The production of proteoglycans being
specific for cartilage was visualized with Toluidine Blue and
Safranin-O staining (Fig. 4).

Intralesional treatment of tendons with AT-MSCs
Fourteen days after creation of the lesions, horses were
sedated with detomidine hydrochloride (0.015 mg/kg
bwt (IV)) and butorphanol (0.025 mg/kg bwt (IV)), the
hair over the palmar metacarpal region was clipped, the
skin was prepared aseptically and the Nn. palmares later-
alis and medialis were anaesthetized with 2.5 ml of 2%
mepivacaine solution.

The core lesion of one randomly assigned SDFT of
each horse was injected with 10 x 10° AT-MSCs sus-
pended in 1 ml of inactivated autologous serum, whereas
the lesion in the contralateral SDFT was injected with
1 ml of inactivated autologous serum to serve as an
intra-individual control. Randomization was carried out
by flipping a coin and the operator was not blinded to
the treatment modality.

Limbs were positioned manually to ensure equal
weight bearing. For the ultrasound-guided intralesional
injection, a 22-G needle was inserted from lateral at two
sites (3 and 5 cm proximal to the surgical scar in the
skin) and per site 0.5 ml of the inactivated serum con-
taining AT-MSCs (AT-MSC-serum group) or inactivated
serum alone (serum group) were injected intralesionally,
respectively. Care was taken that the injection proceeded
without resistance. A bandage was applied for 10 days
and changed every second day.

Exercise programme

All horses were subject to a standardized hand-walking
exercise programme as described previously by Bosch
et al. [45] (Additional file 1) on firm flat ground mainly
in straight lines. Horses were turned to the left and to the
right equally often. Trotting exercise was carried out on a
treadmill at 3.1 m/s.

Clinical and ultrasonographic examinations
A general clinical examination (body temperature, heart
rate, respiratory rate, appetite, limb function and com-
fort level) was performed daily.

Preoperatively, prior to intralesional injection at
2 weeks after surgery, and 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, 21 and
24 weeks postoperatively, limbs were assessed clinically,
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Fig. 1 Flow cytometric analysis of cultured AT-MSCs from a representative study horse. Histograms indicate the immunophenotype of AT-MSCs
for CD14, CD29, CD34, CD44, CD45, CD90 and CD117. Results are displayed for the distribution of immunostained (green) and unstained (red) AT-
MSCs. All stained cells were positive for CD29, CD44 and CD90 while the signal for CD14 was weaker. No signal was detected for CD34, CD45
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Fig. 2 Adipogenic differentiation of equine AT-MSCs from a representative study horse. Photomicrographs of AT-MSCs (passage 2) taken 28 days
after induction of adipogenic differentiation (a). After Oil Red staining a high number of intracellular lipid-containing vesicles was detected
compared with the control without differentiation medium (b) (Colour figure online)
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via B-mode ultrasonography and with UTC. SDFT swell-
ing was determined by palpation as an increase in
diameter relative to normal tendon (0 = no increase, 1 =
increase by factor 1.5; 2 =increase by factor 1.5-2; 3 =
increase by more than factor 2) [56, 64, 65], skin
temperature over the SDFT was assessed manually (0 =
no abnormality; 1 =mild abnormality; 2 = moderate ab-
normality; 3 =severe abnormality) and surgical skin
wounds and injection sites were inspected. Lameness
was evaluated at walk during the first 18 weeks post sur-
gery, and additionally at trot from weeks 19 to 24 by an
experienced equine clinician being blinded to the treated
limb (five-grade score) [66].

Prior to ultrasonographic examinations, horses were
sedated with romifidine (0.04—0.08 mg/kg bwt (IV)) and
butorphanol (0.02 mg/kg bwt (IV)), and the hair on the
palmar aspect of the metacarpus was clipped and
shaved. The skin was washed with soap and degreased
with alcohol, and contact gel for ultrasound examination
was applied copiously. B-mode ultrasound examination
was carried out with a 6-15 MHz ultrasound probe (GE
ML 6-15; GE Healthcare, Wauwatosa, WI, USA) con-
nected to a Logiq E9 (GE Healthcare) using a standoff
pad and constant settings (frequency 13 MHz, gain 52,
depth 25 mm, single focal zone set at 15 mm depth).
The palmar metacarpus was divided into examination
zones from proximal to distal in the transverse (1A, 1B,
2A, 2B, 3A, 3B, 3C) and longitudinal plane (1, 2, 3) as de-
scribed earlier [67, 68]. Images were stored digitally and
analysed with a DICOM workstation programme (easy-
IMAGE®, easyVET"; IFS Informationssysteme, Hannover,
Germany). The cross-sectional area (CSA) of the SDFT
was determined on all transverse images. Values for each
examination zone were added to calculate the total cross-
sectional area (TCSA). Echogenicity and fibre alignment
were graded semi-quantitatively on longitudinal images of
each zone. Echogenicity was assigned a score of 0 (nor-
moechoic), 1 (hypoechoic), 2 (mixed echogenicity) or 3
(anechoic) and fibre alignment was graded according to
the estimated percentage of parallel fibre bundles in the

lesion: 0 (>75%), 1 (50-74%), 2 (25-49%) and 3 (<25%).
Scores for all levels were summarized to calculate the total
echo score (TES) and the total fibre alignment score
(TFAS), respectively [68]. All measurements were per-
formed by two experienced examiners blinded to treat-
ment modalities (FR, MH). Values for TCSA and scores
for TES and TFAS from both examiners were averaged.
For the UTC examination, a 10-MHz ultrasound probe
(10 L5 Smartprobe; Terason Ultrasound, Teratech
Corporation, Burlington, MA, USA) connected to a
laptop computer (MacBook Pro® 17 inch; Apple, Cuper-
tino, CA, USA) loaded with software for data acquisition
and analysis (UTC™ Software V.1.0.1 2010; UTC Imaging,
Stein, the Netherlands) was used. The probe was fixed in a
motorized tracking device with built-in standoff pad
(UTC-Tracker™; UTC Imaging). Settings (depth, gain,
focal zone) were standardized, and all examinations were
performed by the same operator (FG) with the horse bear-
ing weight equally on both forelimbs. With the help of the
tracking device, the probe moved automatically from
proximal to distal at constant speed over a distance of
12 cm. Sampling of transverse images was conducted
every 0.2 mm, including the surgical site as the reference
point for the analysis. The compiled 600 transverse US
images were reconstructed into a three-dimensional data
block of US information and stored digitally until the end
of the examination period. The stability of the echo pat-
tern of corresponding pixels in contiguous transverse
images was analysed (UTC2011° Analyser V1.0.1; UTC
Imaging). The following echo types were discriminated:
those generated by intact and fully aligned fascicles (echo
type I, green), those generated by discontinuous and less
aligned fascicles (echo type II, blue), those generated by a
mainly fibrillary matrix with accumulation of collagen fi-
brils not (yet) organized into fascicles (echo type III, red)
and those generated by an amorphous matrix and fluid
(echo type IV, black). A 4-cm-long tendon segment from
2 to 6 cm proximal to the scar in the epitenon was se-
lected for analysis by one examiner (FR), being blinded to
the treatment modality. Within this segment, every fifth
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Fig. 3 Osteogenic differentiation of equine AT-MSCs from a representative study horse. Photomicrographs of AT-MSCs (passage 2) taken on
day 28 after induction of osteogenic differentiation (A7-A3; C1-C3). By contrast to controls without differentiation medium (B7
deposition of extracellular calcium was detected by alkaline phosphatase (A7, C1), von Kossa staining (A2, C2) and Alizarin red staining (A3, C3)

-B3; D1-D3),

colour-coded transverse image (distance between images
1 mm) was used to place a circular cursor (@ 5 mm) in or
around the central core lesion, depending on its size.
These contours were interpolated and ratios of echo types
were analysed quantitatively as fractions of the determined
volume. Mean values for the proportion of each echo type
were calculated for all horses and for all time points. Ten
scans obtained at different time points and from different
horses were chosen randomly and analysed twice by the

same examiner to determine the intra-observer reliability
and by three examiners to determine the inter-observer
reliability.

Euthanasia and tissue harvest

Twenty-four weeks after creation of the lesion, all
horses were sedated and anaesthesia was induced
using a standard protocol. Thereafter, the horses were
euthanized with pentobarbital (90 mg/kg bwt (IV)).
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Fig. 4 Chondrogenic differentiation of equine AT-MSCs from a representative study horse. Photomicrographs of AT-MSCs (passage 2) taken on
day 21 after induction of chondrogenic differentiation. The presence of glycosaminoglycans and collagen was detected by Toluidine Blue (a) and

Each SDFT was excised at the level of the carpus and
the fetlock and the scar of the former surgical en-
trance to the tendon was identified. A transverse seg-
ment of 1 cm was harvested from the lateral half of the
SDFT between 2 and 3 cm proximal to the entrance
portal. The half-core of the lesion could easily be iden-
tified in this segment and was excised with a micro-
tome blade and cut into three pieces that were snap
frozen and stored at —80 °C for biochemical analysis.
Macroscopically normal reference tissue was harvested
from an equivalent 1-cm-long segment taken between
12 and 13 cm proximal to the entrance portal; that is,
in the proximal metacarpal region at least 5 cm away
from the proximal end of the core lesion.

The medial halves of the SDFT segments 2-7 cm
proximal and 13-18 cm proximal to the epitenon scar
(macroscopically normal control tissue) were obtained
for biomechanical testing and stored in PBS-soaked
gauze at —20 °C until analysis. The lateral half of the
segment 4—6 cm proximal to the epitenon scar was
collected for histological analysis, fixed in 4% parafor-
maldehyde for 7 days and stored in PBS at 4 °C until
embedding in paraffin. Later, 5-um longitudinal slices
of the core lesion including adjacent tissue were cut
starting from the centre of the tendon and stained
with haematoxylin and eosin (H&E).

Histologic examination

The centre of each tendon was independently judged
by two observers blinded to horse and treatment (FG,
FR). In total, five high-power fields (40x magnification)
per section were examined with a light microscope
(Leitz Laborlux 12; Leica, Wetzlar, Germany) using an
established score [45, 60] (Additional file 2). Score
values determined by each observer were calculated for
each parameter before score values of both examiners
were averaged.

Biochemical analysis

Glycosaminoglycans and DNA analysis

After lyophilization of tendon samples, the dry weight
was determined and they were digested overnight at
60 °C in 400 ul papain solution (2 mM cysteine, 1 U/ml
papain, 50 mM NaH,PO, and 2 mM EDTA, pH 6.5). A
modified 1,9-dimethylmethylene blue (DMMB) dye bind-
ing assay was used to analyse the sulphated GAG concen-
tration [45].

To a 20 pl sample, 10 pl of 3% (w/v) bovine serum albu-
min and 250 pl of reagent (46 uM DMMB, 40 mmol/l gly-
cine and 42 mmol/l NaCl adjusted to pH 3.0 with HCl
(hydrochloric acid)) were added, and the absorbency at 525
and 570 nm was measured after 30 min. The assay was
standardized with shark chondroitin sulfate (1-100 pg/ml).

Quantification of total DNA was performed utilizing the
reaction of fluorescent dye [69]. Briefly, 2 ml Hoechst
33258 (Molecular Probes, Leiden, the Netherlands) fluor-
escent dye solution (0.1 pg/ml in 10 mM Tris, 1 mM
ethylenediaminetetraacetate (EDTA), 0.1 M NaCl pH 7.4)
was added to an 80 pl sample and, immediately after mix-
ing, fluorescence was measured using a LS-50B fluorim-
eter (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA), with excitation at
352 nm and emission at 455 nm. Salmon sperm (0—
20 pg/ml) was used as a standard. All results were
expressed as pg/mg dry weight tendon.

Collagen and crosslink analysis

Tendon samples were hydrolysed (110 °C, 18-20 h) in
600 pl of 6 M HCI for mass spectrometric determination
after lyophilizing for 24 hours. Hydroxyproline (Hyp) was
determined as a measure of total collagen content, and the
amino acid lysine (Lys), hydroxylysine (HLys, a measure
for the degree of lysine hydroxylation) and the pyridinoline
crosslinks hydroxylysylpyridinoline (HP) and lysylpyridino-
line (LP) as measures for the post-translational modifica-
tions of collagen. To the hydrolyzed tendon samples,
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200 pl of 2.4 mM homo-arginine was added after which
the samples were vacuum-dried and dissolved in 20%
acetonitrile containing 1.2 mM of tridecafluoroheptanoic
acid. Samples were centrifuged at 13,000 x g for 10 min.
Supernatants were subjected to high-performance liquid
chromatography (HPLC) and mass spectrometry (MS),
using a 4000 Q-TRAP mass spectrometer (MDS Sciex,
Foster City, CA, USA) at a source temperature of 300 °C
and a spray voltage of 4.5 kV. Amino acids were separated
on a Synergi MAX-RP 80A column (250 x 3 mm, 4 pm;
Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) at a flow rate of
400 pl/min, using a gradient from MilliQ® water to aceto-
nitrile, both containing 1.2 mM of tridecafluoroheptanoic
acid and 2.5 mM ammonium acetate. Amino acids were
identified by MS in multiple reaction mode using the mass
transitions 429.3/82.0 (HP), 413.3/84.0 (LP), 189.2/143.7
(homo-arginine), 147.2/130.2 (Lys), 163.2/128.1 (HLys)
and 131.8/67.8 (Hyp). Data were related to the recovery of
internal standard. Collagen content was calculated as
follows:
Collagen (pg) = [Hyp (pmol) / 300] x 0.3

where 300 is the number of Hyp residues in one colla-
gen triple helix and 0.3 is deduced from the molecular
weight of collagen (30,000 Da).

Biomechanical testing

Tendon specimens were thawed at room temperature
for approximately 2 hours before trimming. Two strips
of 2 x 2 mm width and 50 mm length were cut from the
visible lesion and a single strip was harvested from a
tendon segment with macroscopically normal tissue
(further proximal to the lesion site) from each tendon
using a custom-designed cutting device [45, 70]. Speci-
mens were marked and stored in PBS-soaked gauze at
4 °C and tested within 2 hours. Before testing, the exact
CSA was measured at four locations along the length of
the specimen using a laser device (Laser Micro Diameter
LDM-110; Takikawa Engineering, Japan) and the average
CSA was calculated. Strips were fixed in the loading
device of a universal materials testing machine (Zwick
1445; Zwick, Germany) in a PBS bath and precondi-
tioned with 3% strain at 1 Hertz for seven cycles. After
that, specimens were loaded to failure with 0.5 mm/s. For
each specimen, force (F) and displacement were recorded.
The stress at failure (0,,,) Was calculated as follows:

Omax = Fmax/ CSA (N/mm® = MPa)

and the modulus of elasticity was derived from the
linear part of the stress—strain curve [45, 61]. Results of
the two specimens taken from macroscopically normal
tissue (left and right SDFTs) were pooled in one group.

Page 9 of 21

Statistical analysis

Clinical, B-mode ultrasound, UTC, histology and biochem-
istry data were analysed using SAS® 9.3 (SAS Institute,
Cary, NC, USA). The assumption of a normal distribution
of quantitative parameters was examined using the Sha-
piro—Wilk test and visual assessment of distributions. In
normally distributed samples, parametric methods were
used: ¢ test for paired observations and analysis of variance
for calculation of variance components (intra-class correl-
ation coefficient (ICC)). Otherwise, non-parametric tests
(Kruskal-Wallis test and Wilcoxon two-sample test) were
applied.

Data from biochemical testing, which were partly not
normally distributed, were tested using the Wilcoxon
signed-rank test (R version 3.0.2; The R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria). The Kruskal-
Wallis test was used to compare CSAs of specimens,
stress at failure and modulus of elasticity among all three
tested groups. Individual comparisons of the three
groups (AT-MSC-serum, serum, macroscopically normal
tissue) were performed using a Wilcoxon signed-rank
test with Bonferroni correction for multiple testing.

A significance level of o =0.05 was applied. Intra-
observer and inter-observer repeatability of UTC mea-
surements and histology scores were calculated using
the ICC. A repeatability value > 0.75 was considered ex-
cellent, 0.75-0.4 as fair to good and <0.4 as poor [71].
Proc NESTED and Proc VARCOM were used for calcu-
lation of the coefficient of variance.

Results
Lesion creation, adipose tissue harvest and intralesional
treatment
Surgical creation of core lesions was successful in all
limbs; the epitenon was not damaged inadvertently in
any case. Harvest of adipose tissue, isolation and culture
of AT-MSCs was carried out without complications.
Immunophenotyping and trilineage differentiation of
cultured cells showed typical characteristics of MSCs
(Figs. 1, 2, 3 and 4) [72].

Intralesional injections were uneventful in all horses.

Clinical examination

No lameness was evident at walk until week 17 and at
walk and trot from week 18 to 24. All horses developed an
increase in skin temperature over the SDFT during the
course of the experiment, without differences between the
groups. Mild to moderate swelling of the palmar metacar-
pal region was palpable in both groups after induction of
lesions. This swelling decreased markedly until 3 weeks
and increased markedly again until week 8 after injection
in all limbs. Scores for palpable swelling remained consist-
ently high in the serum group, while they decreased con-
tinuously in the AT-MSC-serum group. This difference
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was weakly significant (p = 0.0497) at 21 weeks after sur-
gery. At the end of the observation period, palpable SDFT
swelling was mild in all horses. Two horses developed cel-
lulitis in the region of the surgical entrance, which healed
without pharmaceutical intervention.

B-mode ultrasonography

All horses developed bilateral tendon core lesions with
an ultrasonographic morphology similar to naturally
occurring tendon disease. There were no significant
differences in TCSA, TFAS (Fig. 5) and TES between
the groups at any point in time. Mean TCSA increased
markedly in both groups until 4 weeks and reached its
maximum at 8 weeks after lesion induction (AT-
MSC-serum, 803 mm? serum, 793 mm?). TFAS in-
creased similarly and peaked at week 5 after lesion
induction (Fig. 5). TCSA and TFAS decreased again
until week 10.
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Ultrasound tissue characterization

Intra-class correlation for UTC measurements was
excellent for intra-observer reliability (0.99) and
inter-observer reliability (0.80-0.97 depending on
echo type).

The development of echo type ratios within SDFT le-
sions over time is shown in Fig. 6. There was a strong
decrease of structure-related echo types I and II until
week 5 after lesion induction (Fig. 6a, b) and a concomi-
tant increase of non-structure-related echo types III and
IV in both groups (Fig. 6¢, d), indicative for tissue dam-
age, loss of structural organization and inflammatory re-
sponse. Echo type III ratios indicating fibrillogenesis
peaked between weeks 6 and 8 postoperatively in both
groups. Echo type II ratios increased from weeks 6 to
18, which is indicative for a fibrillary matrix being orga-
nized into fascicles that are not yet aligned properly. The
significantly higher ratio of echo type II in the AT-MSC-
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serum group in week 12 post surgery (p=0.0326)
may be indicative for increased remodelling (Fig. 6b).
Simultaneously there was an increase in echo type I
ratios without any differences between the groups.
From week 12 post surgery onwards, all echo type
ratios did not change markedly until the end of the
study.

Gross pathologic examination

At post-mortem gross examination, injection sites were
still visible as two unilateral swellings of the lateral as-
pect of the tendon. Scar tissue was visible within the
centre of the tendons as the core lesion (Fig. 7). Macro-
scopically, there were no differences visible between the
groups.

Fig. 7 Gross pathologic examination of SDFTs. a Transverse and b longitudinal section of a serum-treated tendon segment 24 weeks after surgical
induction of tendinopathy, 2 and 2-5 cm proximal to the surgical entrance into the tendon, respectively. The centrally located scar tissue is pale
to intensively pink, partly reddish and well demarcated from surrounding ivory-coloured tendon tissue. The scar is nearly circular in shape on the
transverse and appears as an oblong area on the longitudinal section (Colour figure online)
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DNA, GAG, collagen and crosslink content

The dry weight of samples from AT-MSC-serum-treated
and from serum-treated tendon lesions as well as sam-
ples from macroscopically normal tissue from the same
tendons did not differ significantly (p >0.05). The con-
tents of GAG, DNA, Hyp, total collagen, HP, LP and
HLys did not differ between lesions from the AT-MSC-
serum group and the serum group. Tendon lesions
treated with AT-MSC-serum and those treated with
serum alone contained both more GAG (AT-MSC-serum,
p =0.0078; serum, p = 0.0039) and DNA (AT-MSC-serum,
p=0.0039; serum, p=0.0039) and less Hyp (AT-MSC-
serum, p =0.0195; serum, p =0.0078) and total collagen
(AT-MSC-serum, p=0.0195; serum, p=0.0078) than
macroscopically normal tissue from the same tendons
(Table 1). LP and HLys content was the same in tendon
lesions treated with AT-MSC-serum and serum alone and
in macroscopically normal tissue (p>0.05). Tendons
treated with AT-MSC-serum had the same HP content as
tendons treated with serum alone (p = 0.25) and macro-
scopically normal tendon tissue (p =0.0742). By con-
trast, normal tendon tissue contained more HP than
tendon treated with autologous inactivated serum alone
(p = 0.0273).

Histology

Intra-class correlation for histology scores was excellent
for inter-observer reliability (0.77-0.97 depending on
score/sub-score). The lesions could be identified clearly
on all H&E-stained slices. Histology was indicative for
an incomplete restoration of structural integrity and a
high metabolic activity (Fig. 8). There were no significant
(p <0.05) differences between the AT-MSC-serum and
serum groups alone with respect to total scores, scores
for fibre arrangement, scores for metabolic activity and
sub-scores for fibre structure, fibre alignment, morphology
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of tenocyte nuclei, variations in cell density or vas-
cularization. Scores for structural integrity and metabolic
activity remained high after the 24-week observation
period (Fig. 9).

Biomechanical testing

Cross-sectional areas of tendon strips were not signifi-
cantly different between AT-MSC-serum-treated lesion
tissue, serum-treated lesion tissue and macroscopically
normal tendon tissue (p = 0.11). Stress at failure and modu-
lus of elasticity did not differ between AT-MSC-serum-
treated tendons and those treated with serum (p=1)
(Fig. 10). Compared with macroscopically normal tendon
tissue, stress at failure and modulus of elasticity were
significantly lower in AT-MSC-serum-treated lesion tissue
(p =0.048 and p = 0.001, respectively) as well as in serum-
treated lesion tissue (p = 0.004 and p = 0.002, respectively).

Discussion

Standardized central lesions were successfully induced in
the SDFT of horses and longitudinally followed using
standard and more sophisticated monitoring techniques
for 24 weeks before in-depth histological, biochemical
and biomechanical tissue analysis.

The current study shows that a single treatment with
10 x 10° AT-MSCs suspended in inactivated autologous
serum does not have a lasting effect on signs of inflamma-
tion and does not substantially improve ultrasonographic
histologic, biochemical or biomechanical characteristics
of surgically created SDFT core lesions over a 24-week
period compared with inactivated autologous serum alone.
However, the fact that the hydroxylysylpyridinoline (HP)
content in the AT-MSC-serum treatment group is closer
to the normal situation may potentially indicate improved
collagen crosslinking.

Table 1 Biochemical parameters of SDFTSs treated with AT-MSCs suspended in autologous inactivated serum (AT-MSC-serum) and
autologous inactivated serum alone (serum) and macroscopically normal tendon tissue (normal) from the same tendons 22 weeks

after treatment

Group

Parameter AT-MSC-serum (n =9) Serum (n=9) Normal (n=18)
DNA (ug/mg dwt) 391 +0.96° 42441312 1.99 +030°
GAG (ug/mg dwt) 2138+ 1144° 26.80+10.26° 647 +1.16°
Hyp (mg/mg dwt) 0.067 +0.001° 0062 +0012° 0.083 +0.009°
Total collagen (mg/mg dwt) 0510+ 0.076° 0469 + 0.093° 0635 +0071°
HP (mol/mol col) 0.196 + 0,025 0184+ 0.026" 0238 +0.040°
LP (mol/mol col) 0.016 + 0.005° 0.017 +0.007° 0.013 +0.005°
HLys (mol/mol col) 690+ 1.76° 739+237° 738+ 196°

Values presented as mean * standard deviation

col collagen, dwt dry weight, GAG glycosaminoglycans, HLys Hydroxylysine, HP hydroxylysylpyridinoline, Hyp Hydroxyproline, LP lysylpyridinoline, AT-MSC adipose-

derived mesenchymal stromal cell, SDFT superficial digital flexor tendon

2bpifferent superscript letters indicate significant differences (p < 0.05) between treatment groups
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Fig. 8 Histology of surgically induced SDFT lesions 22 weeks after treatment. a—f Longitudinal specimens of tendon lesions treated with AT-MSCs
suspended in autologous inactivated serum (a, ¢, e) and autologous inactivated serum alone (control; b, d, f) stained with H&E (a, b, scale bar=
200 um; ¢, d, e, f, scale bar= 100 um). Fibril arrangement was mostly unidirectional (a—d), with some cases showing large regions without any
regular fibre arrangement (e, f; yellow asterisk) in both groups. Specimens showed variations in cell density (@a—d) and regions with high cellularity
and vascularization after both treatment modalities (e, f; black asterisks) (Colour figure online)

Hydroxylysine (HLys) is produced during a post-
translational enzymatic modification process in tendon
and is needed for the formation of the mature crosslinks
HP and LP [73, 74]. Newly formed collagen within a
lesion is less crosslinked than in mature tissue, which
was most likely caused by enzymatic cleavage after the
surgical trauma and the subsequent formation of
more stable crosslinks during the remodelling phase
resulting in repair tissue with higher tensile strength
and stiffness [75].

The HP crosslink concentration per molecule of colla-
gen in our study was the same in normal tissue as in
AT-MSC-treated lesion tissue while lesion tissue treated
with inactivated serum alone contained significantly less
HP than macroscopically normal tissue. Despite the lack
of significance between the AT-MSC-serum and serum
groups this might be interpreted as a sign of superior
crosslinking; that is, a better or more advanced repair
after AT-MSC treatment.

The contents of lesion tissue in HLys and in LP as
expressed per molecule of collagen were the same in
tendon lesions treated with AT-MSC-serum and serum
alone and in macroscopically normal tissue, showing
that these post-translational modifications were by
contrast not affected by creation of the lesions and the
treatment modalities.

An increased GAG content of healing tendon lesions
reflects a high tenocyte metabolism and an increased
production of extracellular matrix. There is controversy
about increased GAG content in tendon repair: on the
one hand, degenerated tendon regions including fibrous
scar tissue have been shown to contain higher concen-
trations of sulphated GAGs than normal tendons in
humans and horses [76-78]. On the other hand, an in-
creased GAG content as expressed per DNA has been
interpreted as a sign of improved tendon healing in a re-
cent equine study after intralesional platelet-rich plasma
(PRP) treatment [45]. Interestingly, GAG contents of
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saline-treated control tendons in the latter study and in
another study testing a plasma product [79] were similar
to the GAG content in both groups of the current study
using the same surgical model of tendinopathy, respect-
ively. This also corresponds well to findings in naturally
injured SDFTs that were saline treated and contained
significantly more GAG than corresponding BM-MSC-
treated as well as untreated control tendons, which were

relatively uninjured [13]. In the current study, GAG con-
tents in tendon lesions were higher than in normal
SDFT tissue from more proximal regions of the injured
tendons. These GAG contents in turn were very similar
to those from mid-metacarpal SDFT tissue from mature
horses in another study [80], suggesting that the prox-
imal metacarpal region is suitable as a control to com-
pare biochemical parameters of mid-metacarpal SDFTs
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24 weeks after creation of lesions and 22 weeks after treatment. Macroscopically normal tendon tissue (normal) was harvested from a proximal
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and that SDFTs did not reach normal GAG content after
treatment at the end of the observation period in the
current study [80, 81], which implies that the end stage
of healing had not been reached.

In the current study, lesions treated with AT-MSCs had
the same content in total collagen and Hyp as tendons
treated with autologous inactivated serum alone. Although
replacement of tenocytes with new ones resulting from
tenogenic differentiation after engraftment of MSCs with
consecutive production of extracellular matrix (e.g. colla-
gen, GAG) is a potential mechanism of the therapy used
[28], the findings do not support that this mechanism of
action played a major role in the current study.

Collagen and Hyp contents, however, were significantly
lower than in macroscopically normal tendon tissue which
contained as much collagen as unaltered tissue in a previ-
ous study [82]. The finding that lesion tissue contains less
collagen than normal tendon is in accordance with a pre-
vious study using the same model [47].

Collagen types could have been differentiated between
the more elastic type I and type III in the current study.
However, MSCs as well as autologous serum have the
potential to influence the expression of these collagen
types during tendon repair [32, 62, 65]. The time frame
in which expression of the collagen type I to III ratio
reaches its optimum during the remodelling phase has
not been clearly defined [41], so it remains unclear
whether differentiation of collagen types would have
helped to show which treatment modality was more
beneficial in the current study.

Collagen content correlates positively with the modu-
lus of elasticity representing stiffness and with the stress
at failure of the tendon strips in the current study, be-
cause both parameters were significantly lower in lesion
tissue than in macroscopically normal tendon tissue.
This is a typical characteristic of scar tissue with low
maturity [61] and also proves that tendon healing was
still ongoing at the terminal stage of the current experi-
ment. It has to be concluded that AT-MSCs did not
significantly influence the biomechanical properties in
surgically created SDFT lesions 22 weeks after treat-
ment, as did PRP in a similar model [45]. Stress at fail-
ure, one of the most important indicators for tensile
strength of tendons [61], was significantly lower after
AT-MSC-serum treatment and after treatment with
serum alone than in macroscopically normal tendon tis-
sue harvested from a proximal segment from the same
tendons. Based on the knowledge that intact tendon
tissue from the proximal metacarpal region normally has
similar biomechanical properties as tissue from the mid-
metacarpal region [83], this finding suggests that scar
tissue has not regained its original strength 22 weeks
after AT-MSC treatment. Findings from the present
study show that it is beneficial to include macroscopically
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normal tissue as a second control group during biomech-
anical testing as an intra-individual reference for normal
tendon tissue which was not reported in similar studies
previously [45, 79].

Biomechanical properties of the repair tissue are closely
related to functionality [45, 61, 84], which becomes clinic-
ally manifest by the recurrence rate of natural tendon
disease in horses and to a lesser extent by persisting lame-
ness [41]. Horses in the present study did not show signs
of lameness until the end of the study period, which is in
accordance with the observation that, in contrast to hu-
man patients with Achilles tendinopathy, chronic tendon
pain does not play a major role in horses [23]. However,
the sensitivity of clinical examination alone is limited to
monitoring lameness, especially in cases of bilateral ten-
don injury [3]. This could have been improved by using
computerized gait analysis, but this was not available
during the experiment. The study period and the exercise
regimen could have been extended to determine the
recurrence rate of tendinopathy, one of the most reli-
able parameters of long-term functionality. However,
this was considered ethically unacceptable in an ex-
perimental study.

Swelling of SDFTs, another clinical parameter of
inflammation, was less (weak significance) in AT-MSC-
treated tendons than in control tendons only at a single
time point (i.e. at 21 weeks after lesion induction).
Because the ultrasonographically determined tendon
cross-sectional area (TCSA) did not differ between
groups at any time, the findings during palpation might
be attributed to a decrease in subcutaneous swelling ra-
ther than in tendon diameter. Swelling was determined
by palpation, a diagnostic modality which is subject to
some inaccuracy, so it remains questionable whether
AT-MSCs really influenced subcutaneous swelling dur-
ing the remodelling phase (e.g. by reflux of the cell
suspension during treatment).

In the current study, no significant reduction of
clinical signs of inflammation and no reduction of fluid
and/or cell accumulation during ultrasonography were
recorded after injection of AT-MSC-serum during the
acute inflammatory phase when compared with the ef-
fect of serum alone, which corroborates earlier in-vivo
findings [39] - although an increased echogenicity of
collagenase-induced SDFT lesions was seen after AT-
MSC application in a later study from the same group
[40]. Another experimental in-vivo study using the same
surgical model as in the current study showed a signifi-
cant reduction of fluid and cell accumulation by means
of UTC early after intralesional treatment with PRP,
which was interpreted as a reduction of inflammation
[45]. The authors of the current study would have ex-
pected similar effects after AT-MSC injection, because
these cells are known to exert anti-inflammatory effects
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[85-87]: human AT-MSCs led to a reduced inflamma-
tory response in synovial cells from patients with osteo-
arthritis by inhibition of pro-inflammatory cytokines
such as IL-1p and IL-6 [85]. Recently it has been shown in
a canine model of tendon transection that collagen sheets
seeded with AT-MSCs promote an anti-inflammatory
M2-type macrophage phenotype [87]. Immunomodula-
tory actions of MSCs are thought to be dose and time
dependent [29], so that a higher MSC dose, implantation
at an earlier or later time point after lesion creation or
repeated injections might have led to different results. To
the authors’ knowledge, no experimental data exist con-
cerning the ideal dose and timing of MSC implantation
[28, 88]. On the one hand, it is hypothesized that there is
a direct positive dose—effect relation [89]; on the other, ex-
perimental data show cytotoxic effects of high MSC doses
[90]. In a rabbit experimental study, BM-MSC-collagen
composites were used to repair patellar tendon defects
and MSC concentrations of 4 x 10° and 8 x 10° cells/ml
did not lead to additional biomechanical and histological
improvement compared with 1 x 10° cells/ml [91]. In the
current study, the cell dose of 10x 10° AT-MSCs was
based on recommendations from previous clinical and ex-
perimental trials [23, 39, 92]. The time of injection might
have been too late to induce early anti-inflammatory ef-
fects, which were achieved with PRP injections as early as
7 days after lesion creation in the same model of tendino-
pathy [45]. Although the ideal point of time for MSC
treatment is not known [28], it is hypothesized that ten-
dons should be treated after the initial inflammatory phase
and before fibrous tissue has formed [88]. Advised times
range from 7 to 30 days between lesion creation and treat-
ment with adipose tissue-derived cells has been described
in experimental studies [30, 39, 40]. Using high numbers
of pure MSCs for treatment, cell culture per se implies a
delay of cell injection. In a large clinical study, horses
treated <5 weeks after injury had a lower re-injury rate
than horses treated later, but this difference was not
significant [93].

In the current study the authors decided to postpone
the MSC injection for another week, because lesions
seemed to be less developed at ultrasonography 7 days
after induction than in previous studies using the same
model [43, 45, 47], which might be attributed to the use
of a different burr during creation of the lesions, to con-
finement of the horses to box rest instead of exercising
them after lesion induction, or to the model itself. The
surgical model ideally creates a compartment similar to
that typically seen in degenerative strain-induced tendon
disease [43, 47]. Creating these lesions requires general
anaesthesia, which is a disadvantage, but this model is
better standardized and considered less painful for
horses than induction of core lesions with collagenase, a
model which rather reflects the inflammatory component
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of tendinopathy. The response to these interventions in
terms of the expansion of the lesion seems to be less pro-
nounced in the surgical model [42, 43]. The inflammatory
response in the current study was most prominent rela-
tively late - that is, at 5 weeks after surgery and 3 weeks
after cell injection, as shown by UTC (peak in echo type
IV) - so that at this time potential anti-inflammatory ef-
fects ascribed to AT-MSCs [85-87] might already have
been weaker than the endogenous inflammatory response.
In other words, the AT-MSCs could possibly not exert
their effect adequately in an environment of only mild
to moderate inflammation at the time of injection.
Interestingly, in another in-vivo study using a collage-
nase model, AT-MSCs which were implanted 30 days
after lesion creation (i.e. approximately 2 weeks later
than in the current study) led to decreased inflamma-
tory cell infiltration as determined by histology of biop-
sies at 30 and 120 days after treatment [39]. This
finding suggests that later AT-MSC implantation at the
end of a pronounced inflammatory phase might be
more efficient, but the significant differences between
both experimental models of tendinopathy may also
play a role here.

Depending on the mode of action of MSCs implanted
into tendon lesions (i.e. paracrine effects versus de-novo
synthesis of tendon tissue), a decline of MSC population
over time during the inflammatory and proliferative
phase may be an explanation for the lack of substantial
differences between the AT-MSC and control groups.
Death of the MSCs is a potential reason: in an equine
surgical model of tendinopathy, less than 5% of BM-
MSCs survived more than 10 days and only 0.02% sur-
vived over 90 days after implantation [14]. Allogeneic
embryonic stem like cells (ESCs), by contrast, were de-
tectable at a constant level over 90 days in the same
study, which shows that development of stem cells from
different sources may vary after implantation. High
numbers of AT-MSCs could be detected with different
modalities as long as 9 weeks after implantation into
surgically created SDFT lesions [94]. Labelled AT-MSCs
injected into experimentally induced equine tendon le-
sions were partly found to remain viable and integrated
in the lesion tissue after 24 weeks, although numbers of
cells decreased over time, and MSCs could even be de-
tected in SDFT lesions of the contralateral limb [95].
Together with the observation that labelled cells were
retrieved in the peritendinous tissue near the injection
site [94, 95], this implies a potential effect of the MSC
treatment on the contralateral defect and a loss of MSCs
effectively available in the treated lesion. Both effects
may have limited the effect of the treatment.

It would have been valuable to test in the current trial
whether the therapy exerted an anti-apoptotic effect on
tenocytes, an effect which has been attributed to AT-
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MSCs [87]. However, to address this it would have been
necessary to take tendon biopsies to perform immuno-
staining with markers for apoptotic cells during the in-
flammatory phase, given the duration of the study. This
was discarded because of the potential impact of the
procedure on tendon healing. Further, the attraction of
precursor cells as another potential mechanism of AT-
MSC therapy is more relevant during early phases of
tendon healing. Even after harvesting of tendon biopsies,
it would have been a challenge to estimate this effect
merely via determination of the cellularity, because there
is no precursor cell-specific marker.

For injection, cells must be suspended in a medium,
which may consist of phosphate-buffered saline (PBS)
[30] or autologous blood serum, the latter being consid-
ered a more adequate suspension medium by some
authors [14, 96]. However, it was shown that autologous
serum, cultivated in glass tubes at 37 °C for 24 hours,
contains significant amounts of IL-1ra and IL-10 [97],
which implies that serum alone might influence tendon
healing [65]. Instead of fresh serum [39], thermally inac-
tivated autologous serum was used in the present study
and also injected into control group lesions. Alterna-
tively, control lesions could have been left without punc-
ture and treatment, but puncture alone has been shown
to support drainage of early fluid accumulation and could
theoretically guide peritendineal precursor cells into the
lesion and thereby have a therapeutic effect [98, 99]. For
the same reason, repeat biopsies were not used in the
current study compared with previous studies [40]. Only
two more control groups—one without any puncture, and
one with puncture alone but without injection—could
have ruled out these effects. However, a much larger study
population would have been needed.

Twelve weeks after surgery, the ratio of type II echoes
representing discontinuous fascicles not yet aligned into
lines of stress was significantly higher in AT-MSC-
treated lesions than in control lesions, which might be
indicative for a pro-aligning influence of implanted AT-
MSCs on the early organization of tendon matrix into
tendon bundles [44, 54], potentially mediated by direct
or paracrine coordinating effects of AT-MSCs on fibro-
blasts. However, differences did not last until the end of
the observation period, and no effects on the percentage
of type I echoes (i.e. intact tendon tissue) were evident
in the AT-MSC group, so it remains unclear whether the
finding is biological reality or due to chance. Clinical
relevance seems limited.

Ratios for type I echoes, representative for fully
aligned tendon bundles, did not reach those for intact
tendon tissue inside the core lesion in terminal UTC
scans. This indicates that there was still no complete
restoration of perfectly aligned tendon bundles after
24 weeks, as expected after this timeframe [82]. The
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finding that ratios of all echo types only changed mildly
in the current study after week 12 is different from that
of Bosch et al. [45], who used a similar model of tendi-
nopathy and found further improvement; that is, a
more pronounced decrease of the echo type IV ratio
and an increase of the echo type I ratio between weeks
12 and 24 after PRP treatment of surgically induced
tendon lesions.

Results of histology, biochemical analyses and bio-
mechanical testing, which were only performed post
mortem 22 weeks after treatment, correlate well with
the UTC findings observed previously [44, 45]. None of
these diagnostic modalities showed differences between
AT-MSC-serum-treated tendons and serum-treated con-
trols. Compared with macroscopically normal SDFT tis-
sue from the same horses there were significantly higher
DNA and GAG contents, and lower Hyp and total colla-
gen and HP contents. At the same time tenocyte nuclei
were rounded, showing the more tenoblastic cell type,
and cell density showed high local variations. Also,
histologic scores for fibre structure and fibre alignment
were increased in both groups. All of these findings are
indicative for relatively high metabolic activity and
ongoing tissue repair and remodelling at the end of the
observation period (i.e. in the remodelling or maturation
phase) [41]. It can be argued that to evaluate the end
stage of tendon repair an observation period of 1 year
would have been even more appropriate [82]. However,
it had been shown previously that the phases of early re-
modelling or maturation when newly formed collagen
type 1 fibres are organized into bundles and orientate
themselves into lines of stress take place between ap-
proximately days 45 and 120 after lesion induction
[100], and it is hardly conceivable that differences would
have been noted at 1 year but not after 24 weeks.

In AT-MSC-treated lesions, no difference in vascularization
was found histologically using a subjective five-point
scale in this study. However, in a more detailed analysis
reported elsewhere [46] in which all clearly identifiable
vessels on the entire tissue section were counted in the
same specimen, there was a significantly higher number of
vessels in AT-MSC-treated versus control tendons. This
finding, together with the increase in Doppler signal de-
tected at 2 weeks post treatment [46], shows that the
methodology used in the current study was obviously not
sensitive enough to detect these relatively minor differ-
ences. In other equine experimental studies, an increase in
Doppler signal could be detected at 6 weeks after implant-
ation of AT-MSCs suspended in platelet concentrate into
artificial SDFT lesions [40], whereas intralesional PRP in-
jection led to an almost continuous increase in Doppler
signal in another investigation [101]. Stimulation of angio-
genesis by AT-MSCs was also postulated by several
authors [22, 86] while others [90] showed endothelial cell
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apoptosis and capillary degeneration after application of
rat BM-MSCs in vitro. Neovascularization is of utmost
importance to assure transportation of cells and growth
factors towards and away from the lesion site during the
inflammatory and proliferative phases of extrinsic tendon
healing [41]. However, there is controversy about the
effects of a prolonged increase in vascularity, which is
discussed elsewhere [46, 60, 102, 103].

Conclusions

The effect of a single intralesional injection of cultured
AT-MSCs suspended in autologous inactivated serum
was not superior to the treatment of surgically created
SDFT lesions with autologous inactivated serum alone
in a surgical model of tendinopathy over an observation
period of 22 weeks. AT-MSC treatment might have a
positive influence on collagen crosslinking and therefore
possibly on tensile stress resistance of remodelling scar
tissue. Ultrasound tissue characterization (UTC) was a
viable tool to monitor tendon healing non-invasively and
the findings correlated well with results from end-stage
histology, biochemistry and biomechanical testing, which
proved that despite the onset of the remodelling phase,
tendon healing was not completed after a period of
24 weeks. Randomized controlled long-term studies in-
cluding naturally occurring tendinopathies are necessary
to put the results of the current study into perspective
before intralesional AT-MSC injection can be recom-
mended (or rejected) as a viable option for the treatment
of tendon disease.

Additional files

Additional file 1: Table presenting the gradually increasing exercise
programme adapted from Bosch et al. [45] with permission. (DOCX 14 kb)

Additional file 2: Semi-quantitative four-point scale according to Astrém
and Rausing [60], modified by Bosch et al. [45]. (DOCX 15 kb)

Abbreviations

ADNC: Adipose-derived nucleated cell; AT: Adipose derived; BM: Bone
marrow; COMP: Cartilage oligometric matrix protein; CSA: Cross-sectional
area; DICOM: Digital Imaging and Communications in Medicine;

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle's Medium;

EDTA: Ethylenediaminetetraacetate; FBS: Fetal bovine serum;

GAG: Glycosaminoglycan; H&E: Haematoxylin and eosin; HEPES: 4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; HLys: Hydroxylysine;

HP: Hydroxylysylpyridinoline; Hyp: Hydroxyproline; ICC: Intraclass correlation
coefficient; LP: Lysylpyridinoline; Lys: Lysine; MSC: Mesenchymal stromal cell;
NaCl: Sodium chloride; SD: Standard deviation; SDFT: Superficial digital flexor
tendon; TCSA: Total cross-sectional area; TES: Total echogenicity score;
TFAS: Total fibre alignment score; UTC: Ultrasound tissue characterization

Acknowledgements

The authors would like to thank Prof. Dr. Paul Becher, Dr. Astrid von Velsen-
Zerweck, Dr. Philipp Conze, Mrs Petra Griinig, Mrs Lena Kaiser, Mr Christoph
Meister and all grooms of the Equine Clinic of the University of Veterinary
Medicine Hannover, Foundation for their much appreciated help throughout
the study period. The authors are grateful to Dr. Klaus Hopster, Dipl. ECVAA,
for performing general anaesthesia in all horses included in this study and to

Page 18 of 21

Dipl-Ing. Michael Schwarze, Laboratory for Biomechanics and Biomaterials,
Department of Orthopaedic Surgery, Hannover Medical School, for his support
during statistical analysis of the biomechanical data. The authors thank Dr. Monika
Langlotz, ZMBH Zentrum fur Molekulare Biologie der Universitét Heidelberg,
Flow Cytometry & FACS Core Facility, for providing flow cytometric analyses.

Availability of data and materials
The datasets supporting the conclusions of this article are available in the
figshare repository (https:/figshare.com/s/abb27aea2694f60dffa3).

Authors’ contributions

FG had the idea of performing the study, designed and coordinated the
study, performed the surgical interventions, participated in the collection of
clinical, ultrasonographic, biomechanical and histologic data and their
analyses, and wrote the manuscript. FR participated in the collection of
clinical, ultrasonographic, histologic and biomechanical data, in their analyses
and in writing the manuscript. HTMvS participated in the design of the
study, supervised the collection and analysis of ultrasonographic data and
revised the manuscript critically. AB instructed and supervised the histologic
examinations and revised the manuscript critically. RE performed the
biochemical analyses and revised the manuscript critically. KW participated in
the collection of clinical and ultrasonographic data and revised the
manuscript critically. MH participated in the analysis of the ultrasonographic
data and revised the manuscript critically. KR performed the statistical
analysis and revised the manuscript critically. MJ contributed to the study
design and revised the manuscript critically. BW contributed to the collection
and analysis of biomechanical data and revised the manuscript critically. CH
supervised the collection and analysis of biomechanical data and revised the
manuscript critically. SC processed adipose tissue and cultured AT-MSCs. TS
supervised processing of adipose tissue and AT-MSC culture, and revised the
manuscript critically. CvdL supervised biochemical analyses and revised the
manuscript critically. RvW participated in coordination of the study and
revised the manuscript critically. PMS participated in the design of the study,
contributed to the analyses of the data and revised the manuscript critically.
All authors read and approved the manuscript for publication.

Authors’ information
Results of the current study are part of the Dr. med. vet. thesis submitted by
FR to the University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation, Germany.

Competing interests

HTMVS is the inventor of the UTC device. He has not given any financial
support for this study and has no financial interests in relation to this study.
No non-financial conflicts of interests exist for any of the authors.

Consent for publication
Not applicable.

Ethics approval

The study was approved by the animal welfare officer of the University of
Veterinary Medicine Hannover, Foundation, Germany and the ethics committee
of the responsible German federal state authority in accordance with the
German Animal Welfare Law (Lower Saxony State Office for Consumer
Protection and Food Safety, reference number 33.9-42502-04-08/1622).

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affiliations.

Author details

1Equine Clinic, University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation,
Blinteweg 9, 30559 Hannover, Germany. “Department of Equine Sciences,
Faculty of Veterinary Medicine, Utrecht University, Yalelaan 112, 3584 CM
Utrecht, The Netherlands. *Institute for Pathology, University of Veterinary
Medicine Hannover, Foundation, Blinteweg 17, 30559 Hannover, Germany.
“Pferdeklink Kirchheim, Niirtinger Strae 200, 73230 Kirchheim unter Teck,
Germany. “Institute for Biometry, Epidemiology and Information Processing,
University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation, Biinteweg 2, 30559
Hannover, Germany. ®Department of Orthopedic Trauma, Hannover Medical
School, Carl-Neuberg-Strale 1, 30625 Hannover, Germany. "Laboratory for
Biomechanics and Biomaterials, Department of Orthopaedic Surgery,

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



180 Anhang

Geburek et al. Stem Cell Research & Therapy (2017) 8:129

Hannover Medical School, Anna-von-Borries-Strae 1-7, 30625 Hannover,
Germany. ®P.0. Box 1243, 72072 Tubingen, Germany. “Institute for Anatomy
and Cell Biology, University of Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 307, 69120
Heidelberg, Germany.

Received: 21 September 2016 Revised: 15 March 2017
Accepted: 26 April 2017 Published online: 05 June 2017

References

1.

20.

Cassel M, Baur H, Hirschmuller A, Carlsohn A, Frohlich K, Mayer F. Prevalence
of Achilles and patellar tendinopathy and their association to intratendinous
changes in adolescent athletes. Scand J Med Sci Sports. 2015;25(3):.e310-8.
Maffulli N, Wong J. Rupture of the Achilles and patellar tendons. Clin Sports
Med. 2003;22(4):761-76.

Ross MW. Movement. In: Ross MW, Dyson SJ, editors. Diagnosis and
Management of Lameness in the Horse. 2nd ed. St. Louis: Elsevier Saunders;
2011. p. 64-80.

O'Meara B, Bladon B, Parkin TD, Fraser B, Lischer CJ. An investigation of the
relationship between race performance and superficial digital flexor
tendonitis in the Thoroughbred racehorse. Equine Vet J. 2010;42(4):322-6.
Williams RB, Harkins LS, Hammond CJ, Wood JL. Racehorse injuries, clinical
problems and fatalities recorded on British racecourses from flat racing and
National Hunt racing during 1996, 1997 and 1998. Equine Vet J. 2001;33(5):
478-86.

Lam KH, Parkin TD, Riggs CM, Morgan KL. Descriptive analysis of retirement
of Thoroughbred racehorses due to tendon injuries at the Hong Kong
Jockey Club (1992-2004). Equine Vet J. 2007;39(2):143-8.

Riemersma DJ, Schamhardt HC. In vitro mechanical properties of equine
tendons in relation to cross-sectional area and collagen content. Res Vet Sci.
1985;39(3):263-70.

Stephens PR, Nunamaker DM, Butterweck DM. Application of a Hall-effect
transducer for measurement of tendon strains in horses. Am J Vet Res. 1989;
50(7):1089-95.

Geburek F, Stadler P. Regenerative therapy for tendon and ligament
disorders in horses. Terminology, production, biologic potential and in vitro
effects. Tieraerztl Prax G N. 2011;39(6):373-83.

Dyson SJ. Medical management of superficial digital flexor tendonitis: a
comparative study in 219 horses (1992-2000). Equine Vet J. 2004;36(5):415-9.
Goodship AE, Birch HL, Wilson AM. The pathobiology and repair of tendon
and ligament injury. Vet Clin North Am Equine Pract. 1994;10(2):323-49.
Stewart MC, Stewart AA. Cell-based therapies in orthopedics. Vet Clin North
Am Equine Pract. 2011;27(2):xiii—xiv.

Smith RK, Werling NJ, Dakin SG, Alam R, Goodship AE, Dudhia J. Beneficial
effects of autologous bone marrow-derived mesenchymal stem cells in
naturally occurring tendinopathy. PLoS One. 2013;8(9), e75697.

Guest DJ, Smith MR, Allen WR. Equine embryonic stem-like cells and
mesenchymal stromal cells have different survival rates and migration
patterns following their injection into damaged superficial digital flexor
tendon. Equine Vet J. 2010;42(7):636-42.

Watts AE, Yeager AE, Kopyov OV, Nixon AJ. Fetal derived embryonic-like
stem cells improve healing in a large animal flexor tendonitis model. Stem
Cell Res Ther. 2011;2(1):4.

Violini S, Ramelli P, Pisani LF, Gorni C, Mariani P. Horse bone marrow
mesenchymal stem cells express embryo stem cell markers and show the
ability for tenogenic differentiation by in vitro exposure to BMP-12. BMC
Cell Biol. 2009;10:29.

Park A, Hogan MV, Kesturu GS, James R, Balian G, Chhabra AB. Adipose-
derived mesenchymal stem cells treated with growth differentiation factor-
5 express tendon-specific markers. Tissue Eng Part A. 2010;16(9):2941-51.
Lovati AB, Corradetti B, Cremonesi F, Bizzaro D, Consiglio AL. Tenogenic
differentiation of equine mesenchymal progenitor cells under indirect co-
culture. Int J Artif Organs. 2012;35(11):996-1005.

Tan SL, Ahmad RE, Ahmad TS, Merican AM, Abbas AA, Ng WM, Kamarul T.
Effect of growth differentiation factor 5 on the proliferation and tenogenic
differentiation potential of human mesenchymal stem cells in vitro. Cells
Tissues Organs. 2012;196(4):325-38.

Raabe O, Shell K, Fietz D, Freitag C, Ohrndorf A, Christ HJ, Wenisch S,
Arnhold S. Tenogenic differentiation of equine adipose-tissue-derived stem
cells under the influence of tensile strain, growth differentiation factors and
various oxygen tensions. Cell Tissue Res. 2013;352(3):509-21.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Page 19 of 21

Rehman J, Traktuev D, Li J, Merfeld-Clauss S, Temm-Grove CJ, Bovenkerk JE,
Pell CL, Johnstone BH, Considine RV, March KL. Secretion of angiogenic and
antiapoptotic factors by human adipose stromal cells. Circulation. 2004;
109(10):1292-8.

Caplan Al, Dennis JE. Mesenchymal stem cells as trophic mediators.

J Cell Biochem. 2006;98(5):1076-84.

Richardson LE, Dudhia J, Clegg PD, Smith R. Stem cells in veterinary
medicine—attempts at regenerating equine tendon after injury. Trends
Biotechnol. 2007;25(9):409-16.

Caplan Al. Why are MSCs therapeutic? New data: new insight. J Pathol.
2009;217(2):318-24.

Sorrell JM, Baber MA, Caplan Al. Influence of adult mesenchymal stem cells
on in vitro vascular formation. Tissue Eng Part A. 2009;15(7):1751-61.
Herrero C, Perez-Simon JA. Immunomodulatory effect of mesenchymal
stem cells. Braz J Med Biol Res. 2010;43(5):425-30.

Alves AG, Stewart AA, Dudhia J, Kasashima Y, Goodship AE, Smith RK. Cell-
based therapies for tendon and ligament injuries. Vet Clin North Am Equine
Pract. 2011;27(2):315-33.

Koch TG, Berg LC, Betts DH. Current and future regenerative
medicine—principles, concepts, and therapeutic use of stem cell therapy
and tissue engineering in equine medicine. Can Vet J. 2009;50(2):155-65.
Peroni JF, Borjesson DL. Anti-inflammatory and immunomodulatory
activities of stem cells. Vet Clin North Am Equine Pract. 2011,27(2):351-62.
Nixon AJ, Dahlgren LA, Haupt JL, Yeager AE, Ward DL. Effect of adipose-
derived nucleated cell fractions on tendon repair in horses with
collagenase-induced tendinitis. Am J Vet Res. 2008,69(7):928-37.

Taylor SE, Clegg PD. Collection and propagation methods for mesenchymal
stromal cells. Vet Clin North Am Equine Pract. 2011;27(2):263-74.

Burk J, Gittel C, Heller S, Pfeiffer B, Paebst F, Ahrberg AB, Brehm W. Gene
expression of tendon markers in mesenchymal stromal cells derived from
different sources. BMC Res Notes. 2014;7:826.

Vidal MA, Kilroy GE, Lopez MJ, Johnson JR, Moore RM, Gimble JM.
Characterization of equine adipose tissue-derived stromal cells: adipogenic
and osteogenic capacity and comparison with bone marrow-derived
mesenchymal stromal cells. Vet Surg. 2007;36(7):613-22.

Kern S, Eichler H, Stoeve J, Kluter H, Bieback K. Comparative analysis of
mesenchymal stem cells from bone marrow, umbilical cord blood, or
adipose tissue. Stem Cells. 2006,24(5):1294-301.

Dahlgren LA. Fat derived mesenchymal stem cells for equine tendon repair.
Regen Med. 2009;4(6 Suppl 2):S14.

Leppanen M, Miettinen S, Makinen S, Wilpola P, Katiskalahti T, Heikkila P,
Tulamo RM. Management of equine tendon & ligament injuries with
expanded autologous adipose derived mesenchymal stem cells: a clincal
study. Regen Med. 2009;4(6 Suppl 2):S21.

Leppanen M, Heikkild P, Katiskalahti T, Tulamo RM. Follow up of recovery of
equine tendon & ligament injuries 18-24 months after treatment with
enriched autologous adipose-derived mesenchymal stem cells: a clinical
study. Regen Med. 2009;4(6 Suppl 2):S21.

Ricco S, Renzi S, Del Bue M, Conti V, Merli E, Ramoni R, Lucarelli E, Gnudi G,
Ferrari M, Grolli S. Allogeneic adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells in combination with platelet rich plasma are safe and effective in the
therapy of superficial digital flexor tendonitis in the horse. Int J
Immunopathol Pharmacol. 2013;26(1 Suppl):61-8.

Carvalho AD, Alves ALG, de Oliveira PGG, Alvarez LEC, Amorim RL,

Hussni CA, Deffune E. Use of adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells for experimental tendinitis therapy in equines. J Equine Vet Sci.
2011,31(1):26-34.

Carvalho AD, Badial PR, Alvarez LEC, Yamada ALM, Borges AS, Deffune E,
Hussni CA, Alves ALG. Equine tendonitis therapy using mesenchymal stem
cells and platelet concentrates: a randomized controlled trial. Stem Cell Res
Ther. 2013,4(85):1-13.

Patterson-Kane JC, Firth EC. The pathobiology of exercise-induced
superficial digital flexor tendon injury in Thoroughbred racehorses.

Vet J. 2009;181(2):79-89.

Lui PP, Maffulli N, Rolf C, Smith RK. What are the validated animal models
for tendinopathy? Scand J Med Sci Sports. 2011;21(1):3-17.

Schramme M, Hunter S, Campbell N, Blikslager A, Smith R. A surgical
tendonitis model in horses: techinque, clinical, ultrasonographic and
histological characterisation. Vet Comp Orthopaed. 2010;23(4):231-9.

van Schie HT, Bakker EM, Cherdchutham W, Jonker AM, van de Lest CH, van
Weeren PR. Monitoring of the repair process of surgically created lesions in

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 181

Geburek et al. Stem Cell Research & Therapy (2017) 8:129

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

equine superficial digital flexor tendons by use of computerized
ultrasonography. Am J Vet Res. 2009;70(1):37-48.

Bosch G, van Schie HT, de Groot MW, Cadby JA, van de Lest CH,
Barneveld A, van Weeren PR. Effects of platelet-rich plasma on the
quality of repair of mechanically induced core lesions in equine
superficial digital flexor tendons: a placebo-controlled experimental
study. J Orthop Res. 2010;28(2):211-7.

Conze P, van Schie HT, Weeren RV, Staszyk C, Conrad S, Skutella T, Hopster
K, Rohn K, Stadler P, Geburek F. Effect of autologous adipose tissue-derived
mesenchymal stem cells on neovascularization of artificial equine tendon
lesions. Regen Med. 2014;9(6):743-57.

Cadby JA, David F, van de Lest C, Bosch G, van Weeren PR, Snedeker JG,
van Schie HT. Further characterisation of an experimental model of
tendinopathy in the horse. Equine Vet J. 2013;45(5):642-8.

Rantanen NW. The use of diagnostic ultrasound in limb disorders of the
horse: a preliminary report. J Equine Vet Sci. 1982,2(2):62-4.

Reef VB. Musculoskeletal ultrasonography. In: Reef VB, editor. Equine
Diagnostic Ultrasound. 1st ed. Philadelphia: W.B. Saunders; 1998. p. 39-186.
van Schie JT, Bakker EM, van Weeren PR. Ultrasonographic evaluation of
equine tendons: a quantitative in vitro study of the effects of amplifier gain
level, transducer-tilt, and transducer-displacement. Vet Radiol Ultrasound.
1999,40(2):151-60.

van Schie HT, Bakker EM, Jonker AM, van Weeren PR. Ultrasonographic
tissue characterization of equine superficial digital flexor tendons by means
of gray level statistics. Am J Vet Res. 2000,61(2):210-9.

van Schie HT, Bakker EM, Jonker AM, van Weeren PR. Computerized
ultrasonographic tissue characterization of equine superficial digital flexor
tendons by means of stability quantification of echo patterns in contiguous
transverse ultrasonographic images. Am J Vet Res. 2003;64(3):366-75.

van Schie HT, Bakker EM, Jonker AM, van Weeren PR. Efficacy of
computerized discrimination between structure-related and non-structure-
related echoes in ultrasonographic images for the quantitative evaluation of
the structural integrity of superficial digital flexor tendons in horses.

Am J Vet Res. 2001,62(7):1159-66.

Bosch G, Rene van Weeren P, Barneveld A, van Schie HT. Computerised
analysis of standardised ultrasonographic images to monitor the repair of
surgically created core lesions in equine superficial digital flexor tendons
following treatment with intratendinous platelet rich plasma or placebo. Vet
J.2011;187(1):92-8.

Docking SI, Daffy J, van Schie HT, Cook JL. Tendon structure changes after
maximal exercise in the Thoroughbred horse: use of ultrasound tissue
characterisation to detect in vivo tendon response. Vet J. 2012;194(3):338-42.
Geburek F, Gaus M, van Schie HT, Rohn K; Stadler PM. Effect of intralesional
platelet-rich plasma (PRP) treatment on clinical and ultrasonographic parameters
in equine naturally occurring superficial digital flexor tendinopathies—a
randomized prospective controlled clinical trial. BMC Vet Res. 2016;12(1):191.
Docking SI, Rosengarten SD, Cook J. Achilles tendon structure improves on
UTC imaging over a 5-month pre-season in elite Australian football players.
Scand J Med Sci Sports. 2016;26(5):557-63.

de Jonge S, Rozenberg R, Vieyra B, Stam HJ, Aanstoot HJ, Weinans H, van
Schie HT, Praet SF. Achilles tendons in people with type 2 diabetes show
mildly compromised structure: an ultrasound tissue characterisation study.
Br J Sports Med. 2015;49(15):995-9.

de Vos RJ, Heijboer MP, Weinans H, Verhaar JA, van Schie JT. Tendon
structure’s lack of relation to clinical outcome after eccentric exercises in
chronic midportion Achilles tendinopathy. J Sport Rehabil. 2012;21(1):34-43.
Astrom M, Rausing A. Chronic Achilles tendinopathy. A survey of surgical
and histopathologic findings. Clin Orthop Relat Res. 1995,(316):151-64.
https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=astrom-rausing+1995.
Crevier-Denoix N, Collobert C, Pourcelot P, Denoix JM, Sanaa M, Geiger D,
Bernard N, Ribot X, Bortolussi C, Bousseau B. Mechanical properties of
pathological equine superficial digital flexor tendons. Equine Vet J Suppl.
1997;23:23-6.

Majewski M, Ochsner PE, Liu F, Fluckiger R, Evans CH. Accelerated healing of
the rat Achilles tendon in response to autologous conditioned serum.

Am J Sports Med. 2009;37(11):2117-25.

Little D, Schramme MC. Ultrasonographic and MRI evaluation of a novel
tendonitis model in the horse. Vet Surg. 2006;35(6), E15.

Schmidt H. Die Behandlung akuter und chronischer Sehnenerkrankungen
beim Pferd mit hochmolekularer Hyaluronséure. Dr. med. vet. thesis.
Hannover: Tierarztliche Hochschule Hannover; 1989.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

81.

82.

83.

84.

86.

87.

Page 20 of 21

Geburek F, Lietzau M, Beineke A, Rohn K, Stadler PM. Effect of a single
injection of autologous conditioned serum (ACS) on tendon healing in
equine naturally occurring tendinopathies. Stem Cell Res Ther. 2015,6:126.
Edinger J. Orthopédische Untersuchung der Gliedmal3en und der
Wirbelsdule. In: Wissdorf H, Gerhards H, Huskamp B, Deegen E, editors.
Praxisorientierte Anatomie und Propéadeutik des Pferdes. Hannover: M. u. H.
Schaper; 2010. p. 890-926.

Genovese RL, Rantanen NW, Hauser ML, Simpson BS. Diagnostic ultrasonography
of equine limbs. Vet Clin North Am Equine Pract. 1986,2(1):145-226.

Rantanen NW, Jorgensen JS, Genovese RL. Ultrasonographic evaluation of
the equine limb: technique. In: Ross MW, Dyson SJ, editors. Diagnosis and
Management of Lameness in the Horse. Tst ed. St. Louis: Elsevier; 2003. p.
166-88.

Kim YJ, Sah RL, Doong JY, Grodzinsky AJ. Fluorometric assay of DNA in
cartilage explants using Hoechst 33258. Anal Biochem. 1988;174(1):168-76.
Dudhia J, Scott CM, Draper ER, Heinegard D, Pitsillides AA, Smith RK. Aging
enhances a mechanically-induced reduction in tendon strength by an
active process involving matrix metalloproteinase activity. Aging Cell. 2007;
6(4):547-56.

Fleiss JL. The design and analysis of clinical experiments. New York: Wiley;
1986.

Marx C, Silveira MD, Beyer NN. Adipose-derived stem cells in veterinary
medicine: characterization and therapeutic applications. Stem Cells Dev.
2015;24(7):803-13.

Eyre D. Collagen cross-linking amino acids. Methods Enzymol. 1987;144:115-39.
Last JA, Armstrong LG, Reiser KM. Biosynthesis of collagen crosslinks.

Int J Biochem. 1990,22(6):559-64.

Eyre DR, Koob TJ, Van Ness KP. Quantitation of hydroxypyridinium crosslinks
in collagen by high-performance liquid chromatography. Anal Biochem.
1984;137(2):380-8.

Fu SC, Chan KM, Rolf CG. Increased deposition of sulfated glycosaminoglycans
in human patellar tendinopathy. Clin J Sport Med. 2007;17(2):129-34.
Parkinson J, Samiric T, llic MZ, Cook J, Feller JA, Handley CJ. Change in
proteoglycan metabolism is a characteristic of human patellar tendinopathy.
Arthritis Rheum. 2010;62(10):3028-35.

Birch HL, Bailey AJ, Goodship AE. Macroscopic ‘degeneration’ of equine
superficial digital flexor tendon is accompanied by a change in extracellular
matrix composition. Equine Vet J. 1998;30(6):534-9.

Estrada RJ, van Weeren R, van de Lest CHA, Boere J, Reyes M, lonita JC,
Estrada M, Lischer CJ. Effects of Autologous Conditioned Plasma (R) (ACP)
on the healing of surgically induced core lesions in equine superficial digital
flexor tendon. Pferdeheilkunde. 2014;30(6):633-42.

Lin YL, Brama PA, Kiers GH, DeGroot J, van Weeren PR. Functional
adaptation through changes in regional biochemical characteristics during
maturation of equine superficial digital flexor tendons. Am J Vet Res. 2005;
66(9):1623-9.

Batson EL, Paramour RJ, Smith TJ, Birch HL, Patterson-Kane JC, Goodship AE. Are
the material properties and matrix composition of equine flexor and extensor
tendons determined by their functions? Equine Vet J. 2003;35(3):314-8.

Silver 1A, Brown PN, Goodship AE, Lanyon LE, McCullagh KG, Perry GC,
Williams IF. A clinical and experimental study of tendon injury, healing and
treatment in the horse. Equine Vet J Suppl. 1983;(1):1-43. https://www.ncbi.
nim.nih.gov/pubmed/9079042.

Crevier N, Pourcelot P, Denoix JM, Geiger D, Bortolussi C, Ribot X, Sanaa M.
Segmental variations of in vitro mechanical properties in equine superficial
digital flexor tendons. Am J Vet Res. 1996,57(8):1111-7.

Caniglia CJ, Schramme MC, Smith RK. The effect of intralesional injection of
bone marrow derived mesenchymal stem cells and bone marrow
supernatant on collagen fibril size in a surgical model of equine superficial
digital flexor tendonitis. Equine Vet J. 2012;44(5):587-93.

Manferdini C, Maumus M, Gabusi E, Piacentini A, Filardo G, Peyrafitte JA,
Jorgensen C, Bourin P, Fleury-Cappellesso S, Facchini A, et al. Adipose-
derived mesenchymal stem cells exert antiinflammatory effects on
chondrocytes and synoviocytes from osteoarthritis patients through
prostaglandin E2. Arthritis Rheum. 2013;65(5):1271-81.

Ceserani V, Ferri A, Berenzi A, Benetti A, Ciusani E, Pascucci L, Bazzucchi C,
Cocce V, Bonomi A, Pessina A, et al. Angiogenic and anti-inflammatory
properties of micro-fragmented fat tissue and its derived mesenchymal
stromal cells. Vascular Cell. 2016;8:3.

Shen H, Kormpakis |, Havlioglu N, Linderman SW, Sakiyama-Elbert SE,
Erickson IE, Zarembinski T, Silva MJ, Gelberman RH, Thomopoulos S. The

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



182  Anhang

Geburek et al. Stem Cell Research & Therapy (2017) 8:129

88.

89.

90.

91

92.

93.

94.

95.

9.

97.

98.

99.

100.

103.

effect of mesenchymal stromal cell sheets on the inflammatory stage of
flexor tendon healing. Stem Cell Res Ther. 2016;7(1):144.

Dahlgren LA. Management of tendon injuries. In: Robinson NE, Sprayberry
KA, editors. Current Therapy in Equine Medicine. 6th ed. St. Louis: Saunders
Elsevier; 2009. p. 518-23.

Frisbie DD, Smith RK. Clinical update on the use of mesenchymal stem cells
in equine orthopaedics. Equine Vet J. 2010;42(1):86-9.

Otsu K, Das S, Houser SD, Quadri SK, Bhattacharya S, Bhattacharya J.
Concentration-dependent inhibition of angiogenesis by mesenchymal stem
cells. Blood. 2009;113(18):4197-205.

Awad HA, Boivin GP, Dressler MR, Smith FN, Young RG, Butler DL. Repair of
patellar tendon injuries using a cell-collagen composite. J Orthop Res. 2003;
21(3):420-31.

Taylor SE, Smith RK, Clegg PD. Mesenchymal stem cell therapy in equine
musculoskeletal disease: scientific fact or clinical fiction? Equine Vet J. 2007;
39(2):172-80.

Godwin EE, Young NJ, Dudhia J, Beamish IC, Smith RK. Implantation of bone
marrow-derived mesenchymal stem cells demonstrates improved outcome
in horses with overstrain injury of the superficial digital flexor tendon.
Equine Vet J. 2012,44(1):25-32.

Geburek F, Mundle K, Conrad S, Hellige M, Walliser U, van Schie HT, van
Weeren R, Skutella T, Stadler PM. Tracking of autologous adipose tissue-
derived mesenchymal stromal cells with in vivo magnetic resonance
imaging and histology after intralesional treatment of artificial equine
tendon lesions-a pilot study. Stem Cell Res Ther. 2016;7:21.

Burk J, Berner D, Brehm W, Hillmann A, Horstmeier C, Josten C, Paebst F,
Rossi G, Schubert S, Ahrberg AB. Long-term cell tracking following local
injection of mesenchymal stromal cells in the equine model of induced
tendon disease. Cell Transplant. 2016;25(12):2199-211.

Pacini S, Spinabella S, Trombi L, Fazzi R, Galimberti S, Dini F, Carlucci F,
Petrini M. Suspension of bone marrow-derived undifferentiated
mesenchymal stromal cells for repair of superficial digital flexor tendon in
race horses. Tissue Eng. 2007;13(12):2949-55.

Hraha TH, Doremus KM, Mcllwraith CW, Frisbie DD. Autologous conditioned
serum: the comparative cytokine profiles of two commercial methods (IRAP
and IRAP 1) using equine blood. Equine Vet J. 2011;43(5):516-21.
Dabareiner RM, Carter GK, Chaffin MK: How to perform ultrasound guided-
tendon splitting and intralesional tendon injections in the standing horse.
In: 46th Annual Convention of the AAEP. Lexington: American Association
of Equine Practitioners; November 26-29 2000.

Avella CS, Smith RKW. Diagnosis and management of tendon and ligament
disorders. In: Auer JA, Stick JA, editors. Equine Surgery. 4th ed. St. Louis:
Elsevier Saunders; 2011. p. 1157-79.

Jann H, Stashak TS. Equine wound management. In: Stashak TS, Theoret CL,
editors. Equine Wound Management. Ames: Wiley-Blackwell; 2008. p. 489-508.

. Bosch G, Moleman M, Barneveld A, van Weeren PR, van Schie HT. The effect

of platelet-rich plasma on the neovascularization of surgically created
equine superficial digital flexor tendon lesions. Scand J Med Sci Sports.
2011,21(4):554-61.

. Ohberg L, Lorentzon R, Alfredson H. Neovascularisation in Achilles tendons

with painful tendinosis but not in normal tendons: an ultrasonographic
investigation. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc. 2001;9(4):233-8.
Kristoffersen M, Ohberg L, Johnston C, Alfredson H. Neovascularisation in
chronic tendon injuries detected with colour Doppler ultrasound in horse
and man: implications for research and treatment. Knee Surg Sports
Traumatol Arthrosc. 2005;13(6):505-8.

Page 21 of 21

Submit your next manuscript to BioMed Central
and we will help you at every step:

* We accept pre-submission inquiries

e Our selector tool helps you to find the most relevant journal
* We provide round the clock customer support

¢ Convenient online submission

® Thorough peer review

¢ Inclusion in PubMed and all major indexing services

e Maximum visibility for your research

Submit your manuscript at

www.biomedcentral.com/submit () BiolVled Central

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.




Anhang

183

Gradually increasing exercise programme adapted from Bosch et al. 2010 [45]

Week after lesion induction Walking (min / day) Trot (min/day)

1-3 Box rest Box rest
4-6 10 -
7-10 20 -
11-14 30 -
15-18 40 -

19 -21 35 5
22-24 30 10

min = minutes
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Semi-quantitative four point scale according to Astrom and Rausing (1995) [60],
modified by Bosch et al. (2010) [45]

Scale:

0 = normal appearance, 1 = slightly abnormal, 2 = moderately abnormal, 3 = markedly
abnormal

Features of sub-scores:

e Fibre structure (0 = linear, no interruption; 3 = short with early truncation)
Fibre alignment (0 = regularly ordered, 3 = no pattern identified)
Morphology of tenocyte nuclei (0 = flat; 3 = round)

Variations in cell density (0 = uniform, 3 = high regional variation)

Vascularization (0 = absent; 3 = high)
Scores:

e Fibre structure + Fibre alignment = structural integrity
e Morphology of tenocyte nuclei + variations in cell density + vascularization =
metabolic activity

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 185

13.8 Publikation 8

Conze, P., van Schie, H.T.M., van Weeren, R., Staszyk, C., Conrad, S., Skutella, T., Hopster, K., Rohn.
K., Stadler, P., Geburek, F.

Effect of autologous adipose tissue-derived mesenchymal stem cells on neovascularization of artificial
equine tendon lesions.

Regen. Med. 2014, 9 (6): 743-757.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



186  Anhang

Research Article

@ Regenerative

Medicine

Effect of autologous adipose
tissue-derived mesenchymal stem cells
on neovascularization of artificial equine
tendon lesions

Aims: To investigate whether autologous adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells (AT-MSCs) treatment of tendon lesions increases neovascularization during
tendon healing. Materials & methods: A standardized surgical model was used to
create lesions in both front limb superficial digital flexor tendons (SDFTs) of nine
horses. Either AT-MSCs or control substance was injected intralesionally 2 weeks post-
surgery. Color Doppler ultrasonography of SDFTs was performed at regular intervals.
Horses were euthanized 22 weeks post-treatment and SDFTs were harvested for
histology. Results: The color Doppler ultrasonography signal was significantly more
extensive at 2 weeks post-treatment and the number of vessels counted on histologic
slides was significantly higher at 22 weeks post-treatment in AT-MSC-treated SDFTs.
Conclusion: Our findings indicate that AT-MSC treatment has a beneficial effect on

neovascularization of healing tendons.

Keywords: adipose tissue-derived e color Doppler ultrasonography e Factor VIII
e mesenchymal stem cells ® neovascularization e superficial digital flexor tendon

e von Willebrand factor

Background

Injury of the superficial digital flexor tendon
(SDFT) is a common, often career-ending
condition in race and performance horses.
The healing of tendons is time consuming
and associated with high costs. Furthermore,
reported re-injury rates are considerable,
ranging from 16 to 53% [12]. The risk of re-
injury seems to decline from flat racehorses
to National Hunt horses, to event horses and,
finally, to show jumpers [1], probably because
of differences in maximal loading. The front
limbs are more often involved than hind
limbs [3.4].

One of the reasons for the high re-injury
rate is the inferior quality of the repair tis-
sue compared with normal tendon tissue [5,6].
The immature scar tissue gains strength dur-
ing the remodeling phase of tendon healing,
but also becomes stiffer, which compromises
the ability of the tendon to act like a spring
(7], thereby putting the healed tendon at risk
of re-injury [8]. Reported durations for tendon

healing range between 9 and 14 months, or
even 18 months or longer [2,5.6.9.10]. Various
blood- and cell-based therapies have been
proposed as intralesional treatment options
to promote faster and qualitatively improved
healing for tendon injuries. Among these,
adipose-derived substrates, for example,
adipose-derived nucleated cells and adi-
pose tissue-derived mesenchymal stem cells
(AT-MSCs), have gained importance. Adi-
pose tissue is easy to collect and the num-
ber of MSCs obtained compared with bone
marrow can be up to 222-fold higher 1.
AT-MSCs may differentiate into multiple
cell lines, increase expression of transcripts
for bioactive proteins, and reduce the num-
bers of inflammatory cells (6,12-15]. [n vitro
differentiation of AT-MSCs toward the teno-
genic lineage has shown the most promising
results under the influence of tensile stimu-
lation, supplementation of growth differen-
tiation factor 5 or 7 and an oxygen tension
of 21% p15]. Canine AT-MSCs co-cultured
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with primary tenocytes increased the expression of
tendon-specific transcripts, such as scleraxis, decorin,
tenomodulin, collagen I and collagen III [12). Intral-
esional AT-MSCs treatment in collagenase-induced
tendinitis in horses led to more well-defined collagen
fibers characterized by better organization and align-
ment, a more natural crimp angle, and less inflam-
matory infiltrates compared with untreated controls
6]. Intralesional administration of AT-MSCs sus-
pended in platelet concentrate prevented SDFT lesion
progression and resulted in better organization, less
inflammation and increased vascularity in collagenase
gel-induced tendon lesions [17]. Allogeneic AT-MSCs
were applied in combination with platelet-rich plasma
(PRP) in a clinical trial to treat 19 horses affected by
acute or subacute SDFT lesions [18]. The authors found
no adverse tissue reactions and no formation of abnor-
mal tissue. The 24-month follow-up showed an 89.5%
return to the previous level of competition. A rabbit
Achilles tendon model revealed that the application of
AT-MSCs mixed with PRP led to enhanced primary
tendon healing and an increase in collagen type I, and
VEGF and consecutive repair, in contrast to controls
that were treated exclusively with PRP [19]. PRP alone
has been used for treatment of SDFT lesions as well
(20]. This autologous platelet concentrate is rich in vari-
ous endogenous growth factors and, after treatment
of artificially created SDFT lesions, an increase in
blood flow detected by color Doppler ultrasonography
(CDU) was noted in treated versus control limbs [2021].
AT-MSCs have been used in a rat ischemic hind-
limb model and markedly improved vascular supply
[22]. Jeon et al. [23] found that human AT-MSCs stimu-
late tumor angiogenesis in an 7z vivo xenograft tumor
model. Similarly, Beckermann et al. [24] saw stimula-
tion of angiogenesis through MSCs by the secretion of
VEGEF in pancreatic carcinoma. Other studies showed
that AT-MSCs secrete a number of angiogenic growth
factors, such as HGF, VEGF, PGF, TGF-f, and angio-
poietin 1 and 2 [2325]. They also demonstrated that
VEGF and HGF were secreted at bioactive levels.
Adequate healing, especially in the normally sparsely
vascularized tendon tissue, demands sufficient blood
supply in order to promote extrinsic healing mecha-
nisms, facilitating the transportation of nutrients and
inflammatory mediators, as well as enzymes, towards
and away from the lesion site [26]. On the other hand,
insufficient blood supply, caused by poorly vascular-
ized scar tissue formed during tendon healing, might
contribute to the recurrence of lesions [27]. Treatment
of tendon lesions with AT-MSCs could, therefore, be
a promising therapeutic choice. Areas of neovascu-
larization in humans, as seen in some chronic tendon
lesions, are classified as undesired by some authors who

incriminate vascular in-growth and the accompanying
nerves as possible sources of pain [28-30]. However, per-
sistent chronic pain is not a feature of chronic tendon
lesions in the horse [31].

Blood flow and, thereby, vascularization in patients
with tendinopathy can be detected via CDU [30].
CDU-based diagnosis achieved 92% sensitivity and
100% specificity in human patellar tendinosis [32]. Even
though vascularization in healthy tendons is too sparse
to be visualized effectively using CDU, neovasculariza-
tion after tendon injury has been detected in humans
and horses with this imaging modality [20.33]. Another
possible tool for blood flow assessment is power Dop-
pler ultrasonography (PDU). PDU was found to be
superior to CDU in assessing blood flow in 66% of clin-
ical cases, including renal, testicular, hepatic, pancreatic
and penile vascularization [34]. Similarly, PDU was able
to visualize more of the microvasculature than CDU
in Achilles tendons of human patients presenting with
pain or an Achilles mass [35]. By contrast, no superiority
of PDU over CDU was demonstrated for the detection
of low flow velocities in another study (3¢]. The main
disadvantage of PDU is its inability to demonstrate flow
direction or to allow velocity estimation. In addition,
PDU did not allow diagnostic images to be obtained
in uncooperative patients because of its extreme motion
sensitivity [34].

Hematoxylin—ecosin (HE) histology in combination
with an immunohistochemical staining with antibod-
ies against endothelial cell epitopes can be employed to
detect the number of blood vessel cross-sections within
a tissue sample. However, the differentiation between
blood and lymphatic vessels is still a challenge, regard-
less of the type of staining. Factor VIII (von Willebrand
factor) is a pro-cofactor in coagulation and can be found
exclusively in intact and functional endothelial cells [37].
Thus, immunohistological staining against Factor VIII
highlights all endothelial cells, in blood vessels as well as
in lymphatic vessels. Lymphatic vessels, therefore, have
to be distinguished from blood vessels by morphologic
criteria. Compared with blood vessels, lymphatic vessels
are lined by flattened endothelial cells in the presence
or absence of lymphocytes and without the presence of
erythrocytes. They are located in the stroma or adjacent
to arteries and veins 38]. The hypothesis of this study
was that AT-MSCs treatment of surgically induced
SDFT tendon lesions increases the neovascularization
during tendon healing compared with controls, and
that this increase in vascularization would be detectable

with CDU and immunobhistology.

Materials & methods
Eight warmblood horses and one standardbred, with
a mean age of 4 years (range 3—6 years) were used

744

Regen. Med. (2014) 9(6)

future science group

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.

Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



188  Anhang

Effect of autologous adipose tissue-derived MSCs on neovascularization of artificial equine tendon lesions

for this study. These included two geldings and seven
mares with a mean bodyweight (bwt) of 545 + 34 kg.
Neither lameness nor tendon injury were reported in
their histories. Clinical lameness examination and
ultrasonography of front-limb SDFTs at the beginning
of the study revealed no lameness and no clinical or
ultrasonographic signs of previous or present tendon
disorder were present. The study was approved by the
ethics committee of the German federal state authority
responsible (Lower Saxony State Office for Consumer
Protection and Food Safety, 33.9-42502-04-08/1622).

Surgical procedure

A standardized model developed by Little and Sch-
ramme [39] and modified by Bosch et /. [40] was used
for the creation of the tendon lesions. The procedure
was performed on both front limbs of each horse dur-
ing anesthesia in lateral recumbency. After premedica-
tion with 0.03 mg/kg bwt intramuscularly aceproma-
zine (Vetranquil®, CEVA Tiergesundheit, Diisseldorf,
Germany), 0.8 mg/kg bwt intravenously (iv.) xylazine
(Xylazin 2%, CP Pharma, Burgdorf) and 25 pg/kg
bwt iv. butorphanol (Alvegesic®, Vet 10 mg/ml, CP
Pharma, Burgdorf, Germany), anesthesia was induced
with 2.2 mg/kg iv. ketamine (Narketan®, 100 mg/ml,
Vétoquinol, Ravensburg, Germany) and 0.05 mg/kg
iv. midazolam (Midazolam 15 mg/ml, Braun Melsun-
gen, Germany) and maintained with isolflurane (Iso-
fluran CP®, CP Pharma, Burgdorf, Germany) in 100%
oxygen and a constant rate infusion of 0.8 mg/kg/h
xylazine. Intravenous fluids (lactated Ringers solu-
tion; Ringer-Laktat-Losung®, Braun Melsungen AG,
Germany) were administered at a rate of 5 1/kg/h and
dobutamine (Dobutamin-ratiopharm 250 mg/50 ml,
Ratiopharm, Ulm, Germany) was given to maintain a
mean arterial blood pressure of greater than 70 mmHg.
After presurgical aseptic preparation, a 1.5 cm longitu-
dinal incision through skin, meso- and peri-tenon was
centered over the palmar aspect of the SDFT, about
2 cm proximal to the proximal recess of the common
digital flexor tendon sheath. A blunt arthroscopic
obturator (@ 2.5 mm) was introduced and advanced
proximally within the center of the SDFT for 7 cm
under ultrasonographic guidance. The obturator was
exchanged for an arthroscopic burr (Abrador Burr
28200RN, @ 3.5 mm, Karl Storz, Tuttlingen, Ger-
many), which was then activated and tilted alter-
nately laterally and medially against the tendon tissue
while being slowly retracted over approximately 20
s. Paratenon and skin were closed in a simple inter-
rupted pattern with polyglactin 910 (Vicryl 2—-0 USP,
Ethicon®, Johnson & Johnson Medical, Norderstedt,
Germany) and with vertical mattress sutures and poly-
amide (Dafilon® 2—0 USP, Braun Melsungen, Melsun-

gen, Germany), respectively. A sterile dressing and a
double layer of cotton bandage were applied. Bandage
changes were performed every other day for 14 days.
Skin sutures were removed on day 12 post-operatively.
All horses received 0.6 mg/kg meloxicam (Metacam®,
20 mg/ml, Bochringer Ingelheim Vetmedica, Ingel-
heim, Germany) once a day iv. pre-operatively and for
2 days post-operatively. All horses were kept on box
rest for 3 weeks after surgery. Intralesional injection
of AT-MSCs or the control substance was performed
14 days after surgery. All horses were subjected to a
controlled exercise program, as used previously [40],
from week 4 onwards (Table 1).

Adipose tissue harvesting & preparation

of AT-MSCs

Subcutaneous adipose tissue was collected from the
paraxial caudo-dorsal gluteal region simultaneously
with SDFT lesion creation. A 4 cm, slightly curved
skin incision was made in cranio-caudad direction.
Approximately 20 g of subcutaneous adipose tissue
was harvested using surgical forceps and curved Mayo
scissors. The skin incision was closed with simple inter-
rupted vertical mattress sutures using polyamide suture
material (Dafilon® 1 USP, Braun Melsungen, Melsun-
gen, Germany). If the surgical site did not yield enough
subcutaneous adipose tissue, a second incision was
made in the contralateral gluteal region. Sutures were
removed 14 days post-operatively. Adipose tissue was
stored in a medium consisting of 1 g/l DMEM, 25 mM
2-4-2-hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethansulfonic acid,
1% L-gluthamine (DMEM with 25 mM HEPES with
L-glutamine, PAA Laboratories, Pasching, Austria),
10% fetal bovine serum (PAA Laboratories) and 1%
of penicillin-streptomycin (Penicillin—Streptomycin
100, PAA Laboratories), and maintained at 5°C. All
specimens were sent chilled by overnight express to the
BSL-1 laboratory of the Institute of Anatomy, Univer-
sity of Tiibingen where the AT-MSCs were expanded.
Cell pellets of 1 x 107 MSCs were suspended with 1 ml

Research Article

Table 1. Exercise protocol.

Weeks before and after Walking
treatment (min/day)
-1-1 -

2-4 10

5-8 20

9-12 30

13-16 40

17-19 35

20-22 30

Protocol adapted from [40].

Trot
(min/day)
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of inactivated autologous serum and kept at 4°C on
ice until injection. All techniques were performed as
described elsewhere [41-43].

Intralesional injection of ATMSCs

A total of 14 days after SDFT lesion creation, the
horses were sedated with 0.03 mg/kg iv. detomidine
(Cepesedan®, CP Pharma, Burgdorf, Germany) and
0.01 mg/kg iv. butorphanol (Alvegesic®, Vet 10 mg/ml,
CP Pharma). Thelateral and medial palmar nerves were
anaesthetized at the level of the proximal metacarpus
using 5 ml mepivacain (Scandicain® 2%, AstraZeneca,
Wedel, Germany). The lateral and palmar metacarpal
regions of both front limbs were clipped and aseptically
prepared. One front limb was randomly assigned to
the intralesional treatment with AT-MSCs, the other
front limb was treated with inactivated autologous
serum as control. The clinician performing the injec-
tion (F Geburek) was blinded towards treatment and
control limb. Half a milliliter of autologous inactivated
serum containing 1 x 107 AT-MSC:s or an equivalent
volume of serum alone was injected from lateral into
the center of the lesions, 3 and 5 cm proximal of the
incisional scar, respectively. Injection was performed
under ultrasound guidance (Logiq E9, GE Healthcare,
W1, USA) with a 22G canula transverse to the long
axis of the limb using a 6—15 MHz linear probe. Sterile
dressings and bandages were applied for 10 days and
changed every other day.

Ultrasound evaluation

CDU was performed on all limbs immediately before
treatment (2 weeks post-surgery), weekly thereafter
until week 4 post-treatment, and from then every
other week until week 10. Additional examinations
took place at 16, 19 and 22 weeks post-treatment
(Figure 1). The ultrasound examinations were carried
out by a senior clinician, experienced in ultrasono-
graphic examinations (F Geburek), who was blinded
towards the treatment side.

Horses were sedated with 0.04-0.08 mg/kg romifi-
dine (Sedivet® 10 mg/ml, Boehringer Ingelheim
Vetmedica, Ingelheim, Germany) and 0.01 mg/kg
butorphanol iv. for the CDU. Both front limbs were
clipped and degreased with medical soap and alco-
hol on the palmar aspect of the metacarpal region. A
thin layer of acoustic coupling gel was applied. Before
performing the CDU, the maximal injury zone of
the lesion was located with B-mode ultrasonogra-
phy (Logiq E9, GE Healthcare) while the limb was
weight-bearing, using a 6-15 MHz linear transducer
(GE ml 6-15, GE Healthcare) with a standoff pad. In
order to carry out the CDU, the hoof was placed in
an Oxspring—(Hickman) block with the digit in slight

extension and the carpus flexed at an angle of 80-90°
while the limb was held in position by an assistant from
dorsal/cranial (Figure 2). Settings were set at 11.9 MHz
Doppler frequency, 1.5 KHz pulse repetition frequency
and Doppler gain just below random noise. The set-
tings were saved and used for each ultrasound session.
No standoff pad was used for the CDU and the probe
was held in a longitudinal direction centered on the
maximal injury zone with as little pressure as possible.
All limbs were scanned continuously from lateral over
palmar to medial. All recordings were saved as video
clips on the ultrasound machine and on a separate hard
drive. All video clips were evaluated after the end of
the study by one examiner (P Conze), blinded towards
horse, limb and treatment modality.

Harvesting of SDFTs

All horses were euthanized 24 weeks post-operatively.
After sedation with acepromazine and xylazine, anes-
thesia was induced with midazolam and ketamine
as described earlier. Thereafter, the horses received
70 mg/kg iv. pentobarbital (Release® 300 mg/ml,
WDT, Garbsen, Germany). Both front limbs were
exarticulated in the antebrachiocarpal joint and the
SDFTs were harvested. A 5-cm long tendon segment
was excised between 2 and 7 cm proximal to the sur-
gical scar and then longitudinally sectioned into two
halves. A 2-cm long segment from the lateral half of
the SDFT was obtained between 4 and 6 cm proxi-
mal to the surgical scar for histologic examination and
fixed immediately in 4% formaldehyde solution and
stored at 4°C. A total of 7 days later, all samples were
transferred into phosphate-buffered saline (PBS) and
stored at 4°C for another 4 months. The remaining
tissue was stored for further investigations described
elsewhere.

Histology (HE staining)

Specimens were stained with HE within a Shandon
Varistain 24-3 slide stainer (Varistain 24—3, Shandon,
Frankfurt) after preparation of slides with 5 pm thick-
ness in a standardized fashion. The slides were stored
at room temperature in shaded cabinets. The observer
(P Conze), blinded to horse, limb and treatment,
examined the entire tissue sections mounted on the
slides for evaluation. All clearly identifiable vessels of
the tissue sections were counted. The sum of all vessels
counted within each specimen was recorded.

Immunohistochemistry

A standardized protocol was used for immunohisto-
chemical staining with Factor VIII, as described else-
where [20]. In brief, the samples were dehydrated, cleared
inxyleneand embedded in paraffin. Longitudinal serial
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Weeks
-2 0 1 2 3 4 6 8 10 16 19 22
Lesion CDU CDU CbuU CbU CDbuU Cbhu Cbu CDhu CDhu
creation
CDU and CDU,
treatment )
euthanasia
and SDFT
harvesting

Figure 1. Time line of ultrasound evaluation.

CDU: Color Doppler ultrasonography; SDFT: Superficial digital flexor tendon.

sections of 5-pum thickness were cut and mounted on
microscope slides. These slides were dried overnight,
deparaffinized, rehydrated in xylene, followed by a
series of decreasing concentrations of alcohol (100%,
96%, 70% and H,O) and incubated with 0.1% pro-
nase for 30 min. Endogenous peroxidase activity was
inhibited by incubation in 1% H,O, in methanol for
another 30 min. After treatment with normal goat
serum (1:10 in PBS), all slides were incubated with a
primary polyclonal rabbit antibody (1:250 in PBS) to
von Willebrand factor (primary polyclonal rabbit anti-
human von Willebrand factor antibody Dako A 0082/
EFG/LGJ/01.03.03, Hamburg, Germany) overnight
at 4°C. Incubation with a biotinylated secondary anti-
body (Vectastain Elite ABC Standard Kit-Peroxidase,
PK-6100, Biologo, Kronshagen, Germany) for 30 min
and an AEC substrate system (Peroxidase Substatkit,
AEC AE002, Biologo, Kronshagen, Germany) for 30
min followed. Subsequently, the slides were mounted
using Eukitt® quick-hardening mounting medium.
All slides were rinsed thoroughly with PBS/Tween in
between the steps. The evaluation was performed by
one observer (P Conze), blinded to horse, limb and
treatment. The entire tissue sections mounted to the
slides were examined systematically. All visible vascu-
lar structures were counted and either assigned to the
group of small vessels (capillaries and small arterioles/
venules consisting of <five endothelial cells) or large
vessels (large arterioles, arteries, venules, and veins
consisting of >five endothelial cells) (Figure 3). Stained
cells without recognizable vascular structure were
also semi-quantitatively graded as present in small,
moderate or large numbers.

Statistical analysis
All datawere analyzed using the statistics program pack-
age SAS (Version 9.3, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Model residuals were tested for normal distribution by
the Kolmogorov—Smirnov test and visual assessment
of Q—Q plots. The main model design was the com-
parisons of treated versus control tendons, each pair
of the same horse at several time points. Geometric
mean and standard error of geometric mean were cal-
culated and shown graphically for descriptive statistics
frequencies. Because of the right-skewed distribution
of the CDU and immunohistochemical data (blood
vessel numbers), data were transformed into their loga-
rithmical form prior to calculation to meet the crite-
ria of normal distribution. However, after calculation,
which was carried out with the normally distributed
logarithmic data, the results were retransformed into
the original scale (geometric mean and standard error
of geometric mean) for the diagramming of descriptive
statistics. A two-way analysis of variance with repeated
measurements in both effects with a post-hoc Dunnett’s
test for pairwise comparison of time points against the
pre-injection status and pairwise comparison of treat-
ment versus control by t-test for paired observations,
stratified by time points, were calculated. The two-
sided Fisher’s exact test was used to compare the large
to small vessel ratio between the treatment and control
group. The chi-square test for proportion was calcu-
lated for the vascularity of the treatment group versus
control group. The resulting p-values of p < 0.05 were
regarded as statistically significant.

Results

Ccbu

For evaluation of CDU the region of highest color flow
was chosen as the region of interest (ROI) (Figure 4).
Freeze frames were produced of that ROI. The pic-
ture processing program Fiji-win32 [44] was utilized
for further evaluation of the ultrasound images. A
field of comparable size for analysis was marked by
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Figure 2. Positioning of the front limb during color
Doppler ultrasound examination. The hoof is placed in
an Oxspring—(Hickman) block with the digit in slight
extension and the carpus flexed at an angle of 80-90°
while the limb is held in position by an assistant from
dorsal/cranial.

setting a rectangular ROI of defined length which was
bordered by the dorsal and palmar paratenon of the
SDFT. The color threshold was changed in this ROI,
converting all colored pixels to black and all grey pix-
els to white (Figure 5). The exact percentage of black
pixels was calculated, giving a definite number, exactly
describing the area with a positive Doppler signal.
Five consecutive freeze frames of the ROI displaying
the highest color flow were chosen for each time point
and their mean value was calculated. The calculation
of the two-way analysis of variance shows significance
in both treatment (p = 0.048) and time (p < 0.0001)
without significant interaction (p = 0.75) between
treatment and time points. An increase in blood flow
was detected in AT-MSC-treated, as well as in control

substance-treated, lesions at all time points through-
out the study period compared with the pre-injection
status. The blood flow in AT-MSC-treated lesions was
visually higher compared with controls at all but two
time points (3 and 10 weeks). The difference at 2 weeks
(p = 0.03) post-treatment (4 weeks post-surgery) was
statistically significant. Blood flow increased in both
groups until week 6 and then declined towards week
22 post-treatment slowly back to values approxi-
mately equal to those measured before the injection of
AT-MSC:s or the control substance (Figure 6). A signifi-
cant difference was noted between the values at time
point 0 and 2 weeks post-treatment within the group
of AT-MSC-treated (p = 0.0009) and control limbs
(p = 0.005).

HE histology

HE histology showed a significantly higher number of
vessels in specimens of AT-MSC-treated SDFTs versus
control substance-treated ones (p < 0.0001) at 22 weeks
post-treatment (Figure 7). Altogether, 1248 vessel cross-
sections were counted in AT-MSC-treated and 1026
vessel cross-sections were counted in control substance-
treated tendons. Most vessels in both AT-MSC-treated
and control substance-treated tendons were located in
between connective tissue in intratendinous septa.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining for Factor VIII at
22 weeks post-treatment revealed a statistically signifi-
cant higher total number of vessels (p = 0.039) in tendon
specimens of the AT-MSC-treated limbs. Altogether,
2314 vessel cross-sections were counted in AT-MSC-
treated and 1640 in control substance-treated tendons.
When large and small vessels were evaluated separately,
there was only a statistically significant difference in the
large vessels, with a higher number in AT-MCS-treated
tendons (p = 0.011) (Figure 7). Comparing the ratio of
small to large vessels, there was a significantly higher
proportion of large vessels in the AT-MSC-treated ten-
dons (p = 0.002) with 29.3% of vessels being marked
as large versus 24.9% of vessels being assigned to the
large vessel group in placebo-treated limbs. When each
of the nine horses was examined individually, three
horses showed a significant difference in the percent-
age of large vessels compared with small vessels in their
AT-MSC-treated limb versus their control substance-
treated limb with p-values between 0.004 and 0.047.
In one horse, there was only a tendency, and all other
horses showed a similar large to small vessel ratio in
AT-MSC- and placebo-treated tendons. Most vessels
in AT-MSC- and placebo-treated tendons were located
within connective tissue in intratendinous septa.
Stained endothelial cells without recognizable vascular
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structure were evident in both groups of tendons in
equally moderate to high numbers.

Discussion

The results of the present study show a significantly
higher blood flow on the CDU 2 weeks after treat-
ment, that is, 4 weeks post-surgery, and higher num-
bers of vessels at post-mortem histology 22 weeks after
the intralesional injection of AT-MSCs into SDFT
lesions in contrast to controls. AT-MSCs are known
to enhance the expression of various angiogenic fac-
tors, such as HGF, VEGF, PGF, TGF-B, Ang-1 and
Ang-2 [2325]. Furthermore, an increased blood flow
in tendons 6 weeks after intralesional treatment of
collagenase-induced SDFT lesions with AT-MSCs sus-
pended in platelet concentrate was observed via power
Doppler ultrasonography (17]. These findings suggested
a potential positive effect of AT-MSCs treatment on
neo-angiogenesis in equine tendon lesions. However,
to the best of our knowledge, this effect has not yet
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been verified for intralesional application of AT-MSCs
suspended in inactivated serum in surgically induced
SDFT lesions of living horses.

Neovascularization is an essential part of tendon
healing, as it is for any injured tissue. Without sufficient
blood supply to the injury zone there would be a lack of
nutrients, mediators and growth factors; impairment of
tendon healing would occur, especially in the naturally
sparsely vascularized tendon [26,45].

During the inflammatory and proliferative phases of
wound or tendon healing, that is, the first 45 days, neo-
vascularization is of utmost importance to assure extrin-
sic healing mechanisms and transportation of nutrients
towards and away from the lesion site [31,46,47). Lesions
in this study were caused by single macrotrauma, were
of acute nature and blood perfusion peaked relatively
early (2 weeks) after AT-MSC treatment, that is, dur-
ing the proliferative phase (14—45 days) of tendon heal-
ing, when sufficient blood supply is highly important.
Therefore, we regarded neovascularization as AT-MSC-
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Figure 3. Immunohistochemical staining for Factor VIl and hematoxylin and eosin staining. Longitudinal
sections of (A, C & D) an adipose tissue-derived mesenchymal stem cell treated and (B) control superficial digital
flexor tendon at 22 weeks after intralesional injection; that is, 24 weeks after creation of lesions. Samples

(A, B & D) were obtained from horse number 1; sample (C) was obtained from horse number 9. (A & B) Factor
VIl (100x magnification); (C) Factor VIII, endothelial cells of blood vessels are indicated by brown color and

Research Article

arrowheads. Larger vessels are labeled with asterisk and hashtag (200x magnification); (D) hematoxylin and eosin;
arteriole (open arrowhead), venule (hashtag) and capillaries (arrowhead; 400x magnification).
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Figure 4. Evaluation of color Doppler ultrasonography. Color Doppler ultrasonography of (A) adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells-treated and (B) control superficial digital flexor tendons of all horses (1-9) at
2 weeks after intralesional injection (i.e., 4 weeks after creation of lesions).

induced and as an indicator of improved tendon heal-
ing in this study. Even though we cannot completely
exclude the association of permanent vascular ingrowth
with low grade discomfort during the early stages of
tendon healing, the horses in this study did not show
any signs of lameness, neither at walk until week 15
after lesion creation, nor at trot until the end of the
observation period.

The model used for SDFT lesion creation in this
study is standardized and was used in other equine

SDFT studies previously [39.40.48]. Since all the dam-
aged tendon tissue and cell debris caused by the
mechanical destruction with the arthroscopic burr was
left in place, natural processes, such as matrix degrad-
ing inflammation and demarcation, were initiated, as
occurring in naturally caused tendon lesions. However,
development of hypercellularity and a strong inflam-
matory response that extends to the peritendinous
tissues, which can be seen after collagenase injection,
were avoided. Furthermore, in contrast to other models
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causing tendon lesions by use of proteolytic enzymes,
or by use of direct surgical damage, this standardized
model created a compartment located centrally in
the SDFT, mirroring the central core lesions seen in
naturally encountered SDFT lesions [48,49]. Recently,
the model used in the present study has been fur-
ther characterized histologically, histochemically and
biochemically, from which it was concluded that the
model displayed the key features of the most common
human and equine degenerative tendon disorders [49].
However, since it remains an artificial model, it does,
of course, not absolutely reflect the naturally occurring
pathophysiology in tendon lesion development. While
most SDFT injuries tend to become manifest acutely,
it is thought that they are preceded by degenerative
changes caused by repetitive microtrauma, rather than
one major insult (1450]. This pathogenesis is hard, if
not impossible, to mimic and standardize. Standard-
ized procedures are essential for experimental trials,
not only for reasons of reproducibility, but also for
reduction in variation in research on the mechanisms
of action and efficacy of new treatments.

CDU has previously been used in various studies
in human and veterinary medicine for the detection
of blood flow in a defined area of interest. Placing
the hoof in an Oxspring—(Hickman) block for CDU
examination with the digit in slight extension and the
carpus flexed at an angle of 80-90° helped to increase
the sensitivity of measurements by prevention of par-
tial vessel occlusion, which could occur by keeping the
leg in an weight-bearing position. In most of the stud-
ies evaluating blood flow by use of CDU in human
and veterinary medicine, the intensity of the Doppler
signal was determined semi-quantitatively aided by
scoring systems [20,28,51-56].

We further objectified the intensity of the Doppler
signal in this study by capturing freeze frames from
loops and using picture-processing software. Since the
3D extent of the ROI could not be captured within
one image, we used video sequences to store each CDU
examination of the lesion sites. The Doppler signal was
quantified in five consecutive freeze frames of each
video sequence displaying the highest color flow to
keep evaluation errors as minimal as possible.

’ 4 * f: ¥ |
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Figure 5. Analysis of ultrasonograms with the picture-processing program Fiji-win32. Longitudinal color Doppler
ultrasonography of (A) adipose tissue-derived mesenchymal stem cell-treated and (C) control superficial digital
flexor tendons 2 weeks after intralesional injection (i.e., 4 weeks after creation of lesions). (B & D) show the
regions of interest of (A & C) after change of color threshold, converting all colored pixels into black and all grey

pixels into white.
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CDU signal intensity
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Figure 6. Color Doppler ultrasonography signal intensity. Geometric mean and standard error of geometric

mean for the percent of coloured pixels picked up by CDU throughout the study period. The asterisk (*) marks a
statistically significant difference between AT-MSC-treated and control substance-treated superficial digital flexor
tendons (SDFT; p = 0.03). A statistically highly significant difference in AT-MSC-treated SDFTs between time point
0 (a) and 2 weeks post-treatment (b) was observed (p = 0.0009). There was also a statistically significant difference
in the control substance-treated SDFTs between time point 0 (a) and 2 weeks post-treatment (b) (p = 0.005).
AT-MSC: Adipose tissue-derived mesenchymal stem cell; CDU: Color Doppler ultrasonography.

Immunohistochemical staining for Factor VIII has
been successfully used before for the detection of vas-
cularization in various human tissues, as well as in
canine cranial cruciate ligaments and equine tendons
(17.20,57-59]. Even though Wang er al. 58] found the
immunohistochemical staining for CD31 more sen-
sitive than Factor VIII in a human tumor xenograft
mice model, and Jones ez a/. [60] were able to stain the
vessels in rabbit, human and equine tendons using this
marker, we found it excessively more complicated to
produce useful, evaluable histologic specimens with
a CD31 marker since the tendon specimens tended
to fold during the staining process and the staining
itself was of poor quality. As all the slides in our study
had a good or excellent staining quality after staining
for Factor VIII and this same staining modality has
been used in a comparable study by Bosch ez al. [20],
we decided to use immunohistochemical staining for
Factor VIII in this study.

Factor VIII and CD31 do not exclusively stain the
endothelial cells of blood vessels, but also more or less
weakly endothelial cells of lymphatic vessels [37,57-64].

Examining multiple consecutive slices may seem
more representative than using a single histologic tissue
slice. However, considering that vessels will progress
through the depth of the tissue, consecutive slices can
be assumed to yield comparable vessel numbers. There-
fore, we considered a thorough examination of one his-
tologic slice of the tissue sample sufficient. Comparing

vessel numbers of immunohistochemically stained and
HE-stained histology samples of treated and control
tendons, more vessels were counted on slides stained for
Factor VIII. This highlights the superiority of immu-
nohistochemistry in depicting blood vessels and is not
caused by an increase in accidently counted lymphatic
vessels, as morphologic differentiation on HE histol-
ogy is more adequate than on immunohistochemically
stained samples [59].

Based on the CDU examinations and end-stage
HE histology and immunohistochemistry, this study
shows a statistically significant increase of neovascu-
larization in artificially created SDFT lesions after
intralesional AT-MSCs injection. Although CDU
represents the intensity of blood flow rather than the
number of vessels, this blood flow will almost certainly
occur through newly formed vessels, as most original
vessels in the ROI were destroyed mechanically during
the creation of the tendon lesions. A statistically sig-
nificant increase of blood flow in AT-MSC-treated ten-
dons was noted at 2 weeks post-treatment (i.e., 4 weeks
post lesion creation). This is in the middle of the pro-
liferative phase of tendon healing when angiogenesis is
a highly important element of the healing process [46],
as underlined by the fact that blood flow values in both
AT-MSC-treated and in control tendons were signifi-
cantly higher at 2 weeks than at baseline before treat-
ment (p < 0.001 and p = 0.005 for AT-MSC-treated
and control tendons, respectively). The decrease in

752

Regen. Med. (2014) 9(6)

future science group

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



196  Anhang

Effect of autologous adipose tissue-derived MSCs on neovascularization of artificial equine tendon lesions

blood flow towards the end of the proliferative phase
(day 45) was expected, considering the well-described
decrease in blood vessel-rich granulation tissue dur-
ing this phase of tendon healing [46,56]. This finding
is in accordance with Carvalho ez /. (17], who found a
decrease in power Doppler signal 6 weeks after intra-
lesional injection of collagenase-induced SDFT lesions
within platelet concentrate-suspended AT-MSCs. The
slight difference in time between the findings in that
study and in ours might be attributable to the different
lesion models and substrates used. CDU did not show
any noteworthy difference between treatment groups
at 22 weeks post-treatment even though immunohis-
tochemical staining for Factor VIII and HE histology
revealed a significantly higher number of blood ves-
sels in AT-MSC-treated SDFTs compared with the
ones treated with control substance. This finding is in

2500 —
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Vessel numbers

HE histology F. VIl total

contrast to the results of Bosch ez /. [20], who found
higher blood flow in PRP-treated artificially created
SDFT lesions throughout almost their whole study
period and still at 22 weeks post-treatment, which was
in line with their histological findings. Carvalho ez al.
1171 did not find significant differences with immuno-
histochemical staining for Factor VIII, but their blood
flow measurements at 16 weeks post-treatment are in
accordance with ours at 22 weeks. The discrepancy
between theirs and our histological findings may be
explained by the different evaluation systems used.
Choosing five fields of view for each biopsy fragment
rather than examining the whole slide, and using a
four-point scoring system instead of using absolute
vessel numbers might have influenced the results. Our
findings may illustrate the higher sensitivity of histol-
ogy in comparison to CDU, probably underlining the

B AT-MSC

H Control

F. VIl small vessels F. VIII large vessels

Figure 7. Hematoxylin and eosin histology and immunohistochemical staining for Factor VIIl. Numbers of
vessels (+ standard deviation) counted for AT-MSC-treated and control substance-treated superficial digital
flexor tendons (SDFTs) at 22 weeks post-treatment. Immunohistichemical staining for F. VIl and plain (HE)
histology were used. Asterisks (*) mark statistically significant differences between AT-MSC-treated and control
SDFTs for large vessels (p = 0.01) and total number of vessels (p = 0.04) after immunohistochemical staining

for F. VIl and between total vessel numbers of AT-MSC-treated and control SDFTs evaluated with HE histology

(p < 0.0001).

AT-MSC: Adipose tissue-derived mesenchymal stem cell; F. VIII: Factor VIII; HE: Hematoxylin and eosin.
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limited diagnostic value of CDU in detecting blood
flow in vessels smaller than a certain size. Since Fac-
tor VIII does not exclusively stain endothelial cells of
blood vessels, but also endothelial cells of lymphatic
vessels, we might have counted lymphatic vessels as

well, even though exclusion of lymphatic structures by
morphology was attempted [57.59]. By keeping strictly to
the same method of differentiation between blood and
lymphatic vessels, any counting error would have been
the same for all tissue samples inspected and, therefore,

Executive summary

Rationale & hypothesis

histology.
Materials & methods

Results
e CDU

staining for Factor VIII (p = 0.039).
Discussion
e CDU

e Histology

endothelial cells were clearly depicted.

flow in vessels smaller than a certain size.
Conclusion

have a beneficial effect on tendon healing.
Future perspective

observation period.

treatment for tendon lesions in the horse.

¢ Injury of the superficial digital flexor tendon (SDFT) is a common, often career-ending condition in equine
athletes. The healing of tendons is time consuming and associated with a high recurrence rate and high costs.

e The hypothesis of this study was that adipose tissue-derived mesenchymal stem cell (AT-MSC) treatment of
surgically induced SDFT lesions increases neovascularization during tendon healing compared with controls,
and that this increase in vascularization would be detectable with color Doppler ultrasonography (CDU) and

¢ Nine non-lame adult horses without signs of tendinopathy were included. A standardized surgical model
was used to create central lesions in both front limb SDFTs. Either AT-MSCs or control substance was injected
intralesionally 14 days after surgery. CDU of SDFTs was performed at regular intervals. At 22 weeks post-
treatment horses were euthanized and SDFTs were harvested for hematoxylin and eosin histology and for
immunohistochemical detection of Factor VIII (von Willebrand factor).

- CDU showed that the blood flow in AT-MSC-treated lesions was significantly higher compared with
controls at 2 weeks (p = 0.03) post-treatment (i.e., 4 weeks after creation of lesions).
¢ Hematoxylin and eosin histology and immunohistochemistry
- At 22 weeks post-treatment significantly higher numbers of vessels were counted in tendon specimens
of AT-MSC-treated limbs using hematoxylin and eosin histology (p < 0.0001) and immunohistochemical

- The intensity of the Doppler signal was objectified by capturing five consecutive freeze frames displaying
the highest color flow from video sequences stored during CDU. The picture processing program used for
analysis proved to be a valuable tool to quantify the intensity of the Doppler signal.

- All slides in our study had a good or excellent staining quality after staining for Factor VIl and all

- When comparing vessel numbers of immunohistochemically stained and hematoxylin and eosin-stained
histology samples of treated and control tendons, more vessels were counted on slides stained for
Factor VIII. This highlights the superiority of immunohistochemistry in depicting blood vessels.
¢ The findings of this study indicate a higher diagnostic value of histology in comparison to CDU, with regard to
neovascularization, considering the non-significant difference of CDU signal intensity between treatment and
control group at the end of the observation period. This underlines the limitations of CDU in detecting blood

¢ Intralesional injection of AT-MSCs into artificially created equine SDFT lesions increased neovascularization
during the proliferative phase of tendon healing in treated limbs compared with controls, and might therefore

e Further investigations are warranted to elucidate why Doppler signal intensity was higher in AT-MSC-treated
tendons only 2 weeks post-treatment although histology showed increased vascularity at the end of the

¢ Future research should investigate whether higher AT-MSC numbers, multiple injections at different
time points or combinations of AT-MSCs with other blood- or cell-based substrates further increase
neovascularization during the process of tendon healing.

e More work on the effects of AT-MSCs alone on the structural integrity and biochemical, as well as
biomechanical, properties of healing tendons is needed before AT-MSCs can be advocated as evidence-based
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of no influence for the comparison. As histology in the
clinical setting requires harvesting of (repeated) tendon
biopsies, which may themselves influence the process
of tendon healing (17], this method is highly impracti-
cal for the monitoring of the healing process and detec-
tion of neovascularization, and CDU, therefore, still
seems to be a useful clinical tool.

Conclusion & future perspective

The ideal source of MSCs for treatment of equine
tendinopathy is still a point of debate. To the authors
knowledge no iz vivo studies concentrating on the
effect of cultured autologous AT-MSCs alone on neo-
vascularization during tendon healing in a standard-
ized surgical model have been published [16-18). Addi-
tionally, in the present study an objective system to
evaluate Doppler ultrasonograms was established by
analyzing sequential images with the picture process-
ing program Fiji-win32. In conclusion, intralesional
injection of AT-MSC:s into artificially created equine
SDFT lesions increased neovascularization in treated
limbs compared with control limbs at 2 weeks post-
treatment of acute SDFT tendinopathies. As neo-
vascularization is considered a crucial part of tendon
healing during the inflammatory and proliferative
phase, intralesional AT-MSCS treatment is, therefore,
likely to have a beneficial effect on tendon healing.
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Effect of a single injection of autologous
conditioned serum (ACS) on tendon healing
in equine naturally occurring tendinopathies

Florian Geburek'”, Maren Lietzau', Andreas Beineke?, Karl Rohn® and Peter M. Stadler’

Abstract

Introduction: Autologous blood-derived biologicals, including autologous conditioned serum (ACS), are frequently used
to treat tendinopathies in horses despite limited evidence for their efficacy. The purpose of this study was to describe the
effect of a single intralesional injection of ACS in naturally occurring tendinopathies of the equine superficial digital flexor
tendon (SDFT) on clinical, ultrasonographic, and histological parameters.

Methods: Fifteen horses with 17 naturally occurring tendinopathies of forelimb SDFTs were examined clinically and
ultrasonographically (day 0). Injured tendons were randomly assigned to the ACS-treated group (n = 10) receiving a single
intralesional ACS injection or included as controls (n = 7) which were either untreated or injected with saline on day 1. All
horses participated in a gradually increasing exercise programme and were re-examined nine times at regular intervals
until day 190. Needle biopsies were taken from the SDFTs on days 0, 36 and 190 and examined

histologically and for the expression of collagen types | and Il by immunohistochemistry.

Results: In ACS-treated limbs lameness decreased significantly until day 10 after treatment. Swelling (scores) of the SDFT
region decreased within the ACS group between 50 and 78 days after treatment. Ultrasonographically, the percentage of
the lesion in the tendon was significantly lower and the echogenicity of the lesion (total echo score) was significantly
higher 78 and 106 days after intralesional ACS injection compared to controls. Histology revealed that, compared to
controls, tenocyte nuclei were more spindle-shaped 36 days after ACS injection. Immunohistochemistry showed that
collagen type | expression significantly increased between days 36 and 190 after ACS injection.

Conclusions: Single intralesional ACS injection of equine SDFTs with clinical signs of acute tendinopathy contributes to
an early significant reduction of lameness and leads to temporary improvement of ultrasonographic parameters of repair
tissue. Intralesional ACS treatment might decrease proliferation of tenocytes 5 weeks after treatment and increase their
differentiation as demonstrated by elevated collagen type | expression in the remodelling phase. Potential enhancement
of these effects by repeated injections should be tested in future controlled clinical investigations.

Keywords: Horse, Tendon, Ultrasonography, Biopsy, Histology, Collagen, Autologous conditioned serum, ACS, Irap®

Introduction

Tendinopathy of the superficial digital flexor tendon
(SDFT) is a common injury in Thoroughbred racehorses
and other horse breeds and is regarded as a career-
limiting disease with a high recurrence rate [1]. Numerous
treatment modalities have shown limited success in im-
proving tendon repair [2]. Regenerative therapy aims to
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restore structure and function after application of biocom-
patible materials, cells, and bioactive molecules [3, 4].
There is growing knowledge about the clinical effects of
potentially regenerative substrates, e.g. mesenchymal stem
cells (MSCs) [5, 6] and autologous blood products such as
platelet rich plasma [7, 8] on equine tendinopathies. To
date, however, ideal treatment strategies for naturally oc-
curring tendinopathies have not been established [1, 2].
Autologous conditioned serum (ACS; synonyms irap®,
Orthokine®, Orthogen, Diisseldorf, Germany) is used for
intralesional treatment of tendinopathy in horses but, to

© 2015 Geburek et al. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://

creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.

Dieses Werk ist copyrightgeschitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Anhang 203

Geburek et al. Stem Cell Research & Therapy (2015) 6:126

the best of our knowledge, its clinical effect is only docu-
mented anecdotally [8—10]. ACS is prepared by exposing
whole blood samples to glass beads, which has been shown
to stimulate the secretion of anti-inflammatory cyto-
kines, including interleukin (IL)-4 and IL-10 and IL-1
receptor antagonist (IL-1Ra) in humans [11]. A recent
investigation has shown that ACS from equine blood
also contains high levels of IL-1Ra and IL-10 [12].
Equine studies have focused on the IL-1Ra-mediated
anti-inflammatory effects of ACS [13]; however, in tendon
healing, the high concentrations of growth factors such as
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and transforming
growth factor-beta (TGF-) may be equally or more
important [14-16]. Blood samples from different horses
and the use of different kits for the preparation of ACS
may lead to differences in the cytokine and growth factor
concentration in vitro [12, 17]. However, the relevance of
these differences for the clinical effect is unknown.

ACS was originally described to improve muscle re-
generation in a murine muscle contusion model [18]
and to exhibit anti-inflammatory effects in an experi-
mental model of carpal osteoarthritis in horses [13] and
in a placebo-controlled clinical trial in humans with
knee osteoarthritis [19].

The rationale for the use of ACS to treat equine tendino-
pathies is based on several findings: 1) It was shown in an
experimental study that the expression of IL-1p (and matrix
metalloproteinase-13) is upregulated following overstrain in-
jury of rat tendons, demonstrating that these molecules are
important mediators in the pathogenesis of tendinopathy
[15, 20]. 2) IL-1Ra protein and heterologous conditioned
serum prepared with the irap® kit reduced the production
of prostaglandin E, by stimulated cells derived from macro-
scopically normal SDFTs in vitro [21]. 3) Growth factors
concentrated in ACS, e.g. IGF-1 and TGF-, have the po-
tential to attract resident precursor cells, e.g. MSCs
and tenoblasts, and to increase cell proliferation dur-
ing tendon healing [14, 15, 17]. Rat Achilles tendons
exposed to ACS in an experimental study showed an
enhanced expression of the Col1A1 gene, which led to
an increased secretion of type I collagen and acceler-
ated recovery of tendon stiffness and improved histo-
logic maturity of the repair tissue [22]. It was shown in
another rodent Achilles tendon transection model that
ACS generally increases the expression of basic fibro-
blast growth factor (bFGF), bone morphogenetic protein-
12 and TGF-P1 [16], representing growth factors import-
ant for the process of tendon regeneration [15].

The process of tendon healing is mainly divided into
three phases which merge into each other. The acute in-
flammatory phase (<10-14 days) is characterized by
phagocytosis and demarcation of injured tendon tissue.
A fibroproliferative callus is formed during the prolifera-
tive phase (4—45 days), while collagen fibrils are organised
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into tendon bundles during the remodelling or maturation
phase (45-120 days; <3 months) [1, 23].

The aim of the present study was to support the hypoth-
esis that a single intralesional ACS injection into SDFT le-
sions 1) has a clinically detectable anti-inflammatory
effect, 2) leads to improved B-mode ultrasonographic
parameters and 3) improves the organization of repair
tissue.

Materials and methods

Inclusion criteria for client-owned adult horses was a
history of acute uni- or bilateral SDFT tendinopathy
(tendon disorder) without cutaneous injury but with
clinical signs of inflammation being reported to be
present for up to 14 days prior to the presentation at the
Equine Clinic of the University of Veterinary Medicine,
Hannover, Foundation, or to collaborating veterinarians.
Horses were only included if the clients agreed to the
study design and tendons had not received intralesional
injections before. Injured limbs were randomly assigned
to the group treated with ACS (n = 10) or to controls
(n = 7). The study was carried out between 2009 and
2012 and approved by the animal welfare officer of the
University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation,
Germany, and the ethics committee of the responsible
German federal state authority in accordance with the
German Animal Welfare Law (Lower Saxony State
Office for Consumer Protection and Food Safety, Az.
33.9-42502-05-09A652).

Clinical examination

All horses were examined clinically on the day of first
presentation (day 0). This examination included visual
assessment of lameness (5 grade score) [24] and signs of
inflammation which were scored semiquantitatively by
palpation (skin surface temperature in the palmar meta-
carpal region and sensitivity of the SDFT to palpation: 0
= no abnormality, 1 = mild abnormality, 2 = moderate
abnormality, and 3 = severe abnormality; swelling of the
SDFT was determined by palpation as an increase in
diameter relative to normal tendon: 0 = no increase, 1 =
increase by factor 1.5; 2 = increase by factor 1.5 to 2; in-
crease by more than factor 2 [25]).

B-mode ultrasonography

All injured tendons were examined with B-mode ultra-
sound on the day of first presentation (day 0) in a trans-
verse and longitudinal fashion with a linear 5-7.5 MHz
linear scanner (Logiq e, GE Healthcare, Wauwatosa, WI,
USA), according to the seven zone designations as de-
scribed previously [26, 27]. Images were stored digitally
and analysed according to the following parameters to
determine the degree- and time-related changes of the
lesions: maximal injury zone (MIZ), type of lesion
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determined on transverse images in the MIZ (core
lesion = centrally located, focal hypo-/anechoic region;
marginal lesion = peripherally located, focal hypo-/
anechoic region; diffuse lesion = homogenous or
heterogenous changes in echogenicity of the whole/
most parts of the cross sectional area), summarized
cross-sectional areas of the tendon (total cross-sectional
area, T-CSA), summarized cross-sectional areas of the le-
sion (total lesion cross-sectional area, TL-CSA), and per-
centage of the lesion in the tendon [percent total lesion,
%T-lesion = (TL-CSA / T-CSA) x 100]. Echogenicity and
fibre alignment were graded semiquantitatively at each
zone and the scores for all levels were summarized (total
echo score, TES; total fibre alignment score, T-FAS).
Echogenicity was assigned to 0 (normoechoic), 1 (hypoe-
choic), 2 (mixed echogenicity), and 3 (anechoic) [27, 28],
and fibre alignment was graded according to the estimated
percentage of parallel fibres in the lesion: 0 (>75 %), 1
(50-74 %), 2 (25-49 %), and 3 (<25 %) [27, 28]. Analyses
of ultrasonograms were performed by one examiner (ML)
blinded to the individual treatment modality.

Intralesional treatment, follow-up examinations and
controlled exercise

Ten millilitres of autologous blood were collected by a
single venipuncture of one jugular vein into an irap®—10
syringe system (Orthogen, Diisseldorf, Germany). Blood
samples were incubated at 37 °C (range 6-9 hours).
After centrifugation at 4,000 rotations per minute for
10 minutes (centrifuge: Universal 320, rotor: no. 1624,
Hettich, Tuttlingen, Germany), serum was aseptically
aspirated from the syringe and passed through a 0.22
pm syringe-driven filter unit (Millex-MP, Millipore
Corporation, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland). Depending
on the size of the lesion as determined ultrasonographi-
cally (TL-CSA), tendons allocated to the ACS group re-
ceived a single intralesional injection of 1-3 ml through a
22G needle (diameter 0.7 mm, length 30 mm) into the
SDFT defect (day 1). Control tendons either received a
single injection of a placebo, i.e. 1-3 ml saline through a
22G needle (diameter 0.7 mm, length 30 mm) or were
untreated in case the owner declined an intralesional
application of saline. Horses were sedated for the intra-
lesional injections with detomidine (0.01-0.03 mg/kg
intravenously) and butorphanol (0.04-0.05 mg/kg intra-
venously), and the medial and lateral palmar nerves
were anaesthetized 2 cm distal to the carpometacarpal
joints with 2 ml of a 2 % mepivacaine solution. After
aseptic preparation of the skin, superficial digital tendon
lesions were injected under sonographic guidance at a
single site from the lateral aspect of the tendon perpen-
dicularly to its long axis directly into the most hypoechoic
areas, i.e. the MIZ while the limb was weight-bearing. All
horses participated in a gradually increasing exercise
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programme as described previously [7]. The programme
started the first day after the reported onset of SDFT
tendinopathy. From week 25 to 27 horses were exercised
for 25 minutes at a walk and for 15 minutes at a trot.

Horses were re-examined clinically and ultrasonogra-
phically at regular intervals for 27 weeks on days 11, 22,
36, 50, 78, 106, 134, 162, and 190. Thereafter horse
owners were advised to gradually increase exercise on an
individual basis until the previous level of performance
was reached. Data concerning signs of acute tendon in-
jury, the level of performance horses reached and the
discipline they were used for were obtained by telephone
inquiry with horse owners or trainers until the prepar-
ation of the manuscript.

Needle biopsies and histologic examinations
On days 0, 36 and 190, one needle biopsy was taken
aseptically from each SDFT at its MIZ with a 20G auto-
mated biopsy needle (Biopsiepistole PlusSpeed™, Peter
Pflugbeil GmbH, Zorneding, Germany), with the needle
entering the MIZ of the SDFT from distal at a 45° angle
while the carpus was flexed approximately 90° and the
metacarpophalangeal joint was moderately extended
[29]. Pain reaction and intensity of bleeding from the bi-
opsy site were evaluated using an established score [29].
The MIZ was recorded as distance from the accessory
carpal bone (cm) so that repeat biopsies were taken from
the same anatomic area as the day 0 biopsy while avoid-
ing previous biopsy sites. Limbs were protected with a
distal limb bandage for 2 days after taking needle biop-
sies and after intralesional injections. All needle biopsies
were fixed in 10 % formalin, paraffin-embedded, sectioned
at a thickness of 1-2 pm, mounted on microscope slides,
and stained with haematoxylin and eosin. A single histo-
logical slide of each biopsy was examined histologically ac-
cording to a score described previously [7, 30]; findings
were graded using a semiquantitative four-point scale (0 =
normal appearance, 1 = slightly abnormal, 2 = moderately
abnormal, and 3 = markedly abnormal) considering the
following parameters: fibre structure (0 = linear, no inter-
ruption; 3 = short with early truncuation), fibre alignment
(0 = regularly ordered; 3 = no pattern identified), morph-
ology of tenocyte nuclei (0 = flat; 3 = round), variations in
cell density (0 = uniform; 3 = high regional variation), and
vascularisation (0 = absent; 3 = high). Histological sections
were independently scored by two observers blinded to
horse and treatment modality (FG and ML). In total, five
high power fields (40x magnification) per section were ex-
amined and scored. Mean averages of score values deter-
mined by each observer were calculated for each
parameter (see above) before score values of both exam-
iners were averaged.

Immunohistochemical analysis of paraffin-embedded
tissue sections was used to determine the formation of
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collagen type I and collagen type III. A commercially
available mouse-anti-bovine antibody (NB600-450 anti-
COL 1A1, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) and a
rabbit-anti-bovine antibody (CL197P anti collagen type
I alpha 1 chain, Acris Antibodies GmbH, Herford,
Germany) were applied as primary antibodies against
collagen type I and collagen type III, respectively. Sec-
ondary biotinylated antibodies were obtained from rele-
vant species allowing binding to the primary antibody.
Colour production from the chromogen diaminobenzi-
dine tetrachloride was catalysed by streptavidin-
conjugated peroxidase (avidin-biotin-complex-method)
[31]. Finally, the sections were counterstained with
haematoxylin. Immunohistochemical cross-reactivity of
antibodies with uninjured equine tendon tissue was
tested prior to analysis of the needle biopsies. Positive
control tissues included bovine aorta and bovine tendon
for collagen type I antigen-specific antibodies and bo-
vine skin for collagen type III antigen-specific anti-
bodies. In negative control sections, primary antibodies
were replaced by appropriately diluted Balb/c mouse as-
cites and rabbit serum, respectively.

Photomicrographs were taken from all immunostained
slides (Color View II, 3.3 Megapixel CCD, Soft Imaging
System GmbH, Miinster, Germany). Quantitative mor-
phometric analysis of the immunoreaction was achieved
by determination of the immunostained area using
image analysis software (analySIS® 3.1, Soft Imaging
System GmbH, Miinster, Germany). A threshold for a
positive signal was defined and the percentage of posi-
tively immunostained area in the tissue section as a
whole was calculated [32, 33].

Statistical analysis

Analysis of data was performed using SAS™ Version 9.3
(SAS Institute, Cary, NC, USA). The level of significance
was set at p < 0.05. All values in the graphs are expressed
as arithmetic mean values with standard error (X + SEM).
The assumption of normality was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test and visual assessment of qq-
plots of model residuals. In the case of rejection of normal
distribution, distribution-free nonparametric methods
were applied. Fisher’s exact test was applied to test the
differences between groups on each examination day
with regard to the parameters of degree of lameness,
swelling and skin surface temperature. To compare
not-normally distributed parameters within a group
between examination days, the permutation test for
nonparametric analysis of repeated measurements with
the Sidak post hoc test for multiple pairwise compari-
sons was used. The influence of groups and time points
on ultrasonongraphic parameters (T-CSA, TL-CSA,
%T-lesion, TES and T-FAS), histology scores and
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percentages of positively immunostained areas were
tested using a two-way analysis of variance for inde-
pendent samples (groups) and repeated measurements
(dependent time points, biopsies), followed by the
Tukey post hoc test for multiple pairwise comparisons.
The intraclass correlation coefficient was calculated by
analysis of variance components to test inter-observer
repeatability of histological scores.

Results
Description and history of horses, intralesional injections
Seventeen limbs of 15 horses between 2 and 19 years old
(mean 8.46 years old) met the inclusion criteria. Ten of
the limbs were included in the ACS-treated group (ACS
group) and seven served as controls. Limbs allocated to
the ACS group belonged to five Warmbloods (50 %),
four Thoroughbreds (40 %) and one Arabian (10 %). The
limbs of five Warmbloods (71.42 %), one Thoroughbred
(14.28 %) and one Half-blood (14.28 %) were included as
controls. Of these, one Thoroughbred and one Warm-
blood with bilateral SDFT lesions served for both groups
(Table 1). The horses” history (i.e. high-speed exercise,
increased age >12 years) was suggestive of tendinopathy
to be strain-induced in at least 6 of 10 SDFTs (60 %) al-
located to the ACS group and in at least 4 of 7 (57 %)
control SDFTs. Two tendons had a definitive history of
blunt external trauma. One was included in the ACS
group and one served as control.

In total ten SDFTs were injected with ACS. Five con-
trol SDFTs were not treated and two control tendons re-
ceived a single intralesional injection of saline.

Lameness

On day 0, the mean degree of lameness was 0.8 in the
ACS group. In control limbs, the mean degree of lameness
was 1.42 on day 0. One of the two horses with bilateral
tendinopathy that served for the ACS group and as a con-
trol was not lame. The second one showed a unilateral
front limb lameness (SDFT in the lame limb was treated
with ACS). The mean degree of lameness did not differ
between groups on any day of examination (p > 0.05).
Regardless of treatment modality all horses became
sound by day 36. Compared to day 0, lameness decreased
significantly by day 11 (p = 0.046) within the ACS group
and it decreased significantly by day 36 (p = 0.021) in
limbs serving as controls (Fig. 1a).

Long-term follow-up

Recurrence of tendon injury was not reported in any horse
after 2 to 4 years post-diagnosis. Of the eight horses with
SDFTs being allocated to the ACS group, five horses (63
%), among these three racehorses, returned to their pre-
vious or a higher performance level, two horses (25 %)
died of reasons unrelated to tendinopathy, and one
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Table 1 Description, clinical history, diagnostic data, and treatment of 15 horses with 17 SDFT lesions
Horse Breed Age Gender For which Reported duration Reported Limb Maximal Lesion  Treatment
number (years) purpose used  of SDFT tendinopathy initiating event affected injury type
until initial zone
examination (days)
ACS group
2241/09  Thoroughbred 2 S Racing 2 Training RF 2b Diffuse  ACS
2240/09  Thoroughbred 3 S Racing 2-3 Training RF 2b Core ACS
2489/09° Thoroughbred 4 M Racing 7 Racing RF b Core ACS
2539/09  Warmblood 3 S Dressage 14 Blunt trauma RF 2b Marginal  ACS
1672/10  Arabian 17 G Pleasure 14 Running free RF 1b Core ACS
6264/10° Warmblood 8 G Dressage 9 Unknown RF 3a Marginal  ACS
6335/10  Warmblood 10 G Pleasure 10 Unknown LF 2b Diffuse  ACS
4793/10  Thoroughbred 3 S Racing 7 Training LF 2b Core ACS
6263/10  Warmblood 20 M Pleasure 14 Stumbling at cross ~ RF 1b Core ACS
country ride
2378/10  Warmblood 11 M Pleasure 13 At ride LF 2b Diffuse  ACS
Mean
8.1
Controls
2489/09° Thoroughbred 4 Racing 7 Racing LF 1b Diffuse  No
6264/10°  Warmblood 8 G Dressage 9 Unknown LF 2a Core Saline
6111/10  Warmblood 5 Jumping 14 Kicking himself over RF b Marginal No
the jump
6265/10  Warmblood 5 M Pleasure 7 Unknown RF 1b Marginal Saline
6383/11  Warmblood 18 M Pleasure 10 At cross country LF 2a Marginal No
ride
5461/11  Warmblood 14 Police horse 4 At gallop on beach  LF 2b Diffuse ~ No
6384/11  Half-blood 8 Eventing 1 After eventing LF 2a Core No
competition
Mean
8.86

2 PHorses had bilateral SDFT lesions and served for the ACS group and as control. ACS autologous conditioned serum (treated with single intralesional injection of
autologous conditioned serum); G gelding, LF left front limb, M mare, RF right front limb, S stallion, Saline treated with single intralesional saline injection,

SDFT superficial digital flexor tendon

horse (12 %) was retired due to osteoarthritis of inter-
phalangeal joints after the observation period. One of
the horses which was included in the ACS group and
served as a control did not resume training and was re-
tired as a broodmare; the second one performed as a
dressage horse. Of the five horses with tendons serving
only as control, four individuals (80 %) performed in
their discipline at the previous or a higher level, and one
horse (20 %) was lost to follow-up.

Signs of inflammation

No statistically significant differences between groups
were observed during the entire observation period, in-
cluding day 0, with regard to scores for swelling, skin
surface temperature and sensitivity to palpation. Swelling
scores of the SDFT region decreased significantly in the
ACS group (p = 0.005) between day 50 (mean score 1.1)

and day 78 (mean score 0.7) and remained reduced until
the end of the observation period (Fig. 1b). In controls,
swelling scores did not decrease significantly during 27
weeks. Skin surface temperature and sensitivity to palpa-
tion scores decreased up to day 22 within both groups
and remained at a low level until day 190.

B-mode ultrasonography
The horses included presented with core lesions (seven
limbs), marginal lesions (five limbs) or diffuse lesions
(five limbs) of the SDFT (Table 1). The MIZ of most le-
sions was located in zone 2b (41.17 % of limbs), followed
by zone 1b (35.29 % of limbs), zone 2a (17.64 % of limbs)
and zone 3a (5.88 % of limbs).

The mean %T-lesion was 21.73 = 7.16 in the ACS
group and 18.51 + 5.07 in controls on day 0. This par-
ameter was significantly lower (p < 0.05) in the ACS
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Fig. 1 Degree of lameness and palpable swelling of tendons. a Degree of lameness of control limbs and those treated with autologous
conditioned serum (ACS) over time. b Scores for palpable swelling of ACS-treated and control superficial digital flexor tendons (SDFTs) over time.
Mean =+ SE. Different letters (ACS normal, and control italic) indicate significant differences (p < 0.05) within treatment group. ACS-group, n = 10
limbs (SDFTs treated with a single injection of ACS); controls, n = 7 limbs (SDFTs treated with a single injection of control substance or left
untreated). Black arrow day (d)0 — diagnosis, first tendon biopsy; red arrow d1 — intralesional injection of ACS/control substance; blue arrows
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group than in controls on days 78, 106 and 162 (Fig. 2a).
TES were significantly lower in the ACS group versus
controls on days 78 and 106 (Fig. 2b). There was no dif-
ference in T-CSA, TL-CSA (Fig. 2c) or T-FAS between
the groups at any time point.

Mean %T-lesion showed a continuous decrease over
time within the ACS group which was significant (p =
0.02) for the first time on day 78 compared to day O.
After this period, this parameter remained below the 10
% range. In control tendons, mean %T-lesion continu-
ously remained on a similar elevated level (p > 0.05)
throughout the entire observation period (Fig. 2a).

Compared to day O, the mean TES decreased signifi-
cantly on day 22 and again between days 22 and 78 in

the ACS group (p < 0.05), while in controls compared to
day O the TES decreased significantly (p < 0.05) the first
time on day 78 (Fig. 2b).

Mean T-CSA did not change significantly throughout
the observation period in either group. Regarding the
progression of TL-CSA within the ACS group over time,
it was significantly lower (p < 0.05) from day 78 onwards
until the end of the examination period compared to
levels on day O, while values from control tendons
remained on a similar level from day 0 to 190 (Fig. 2c).
Mean T-FAS decreased significantly between day 0 and
day 78 (p = 0.023) within the ACS group; in controls this
parameter decreased significantly on day 134 compared
to day O (p = 0.04).
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(See figure on previous page.)

Fig. 2 Ultrasonographic measurements. a Percent total lesion (%T-Lesion) of autologous conditioned serum (ACS)-treated and control superficial
digital flexor tendons (SDFTs) over time. b Total echo scores of ACS-treated and control SDFTs over time. ¢ Total lesion cross-sectional area
(TL-CSA) of ACS-treated and control SDFTs over time. Mean + SE. *p < 0.05, between groups. Different letters (ACS normal, and control italic)
indicate significant differences (p < 0.05) within treatment group. ACS-group, n = 10 limbs (SDFTs treated with a single injection of ACS); controls,
n =7 limbs (SDFTs treated with a single injection of control substance or left untreated). Black arrow day (d)0 — diagnosis, first tendon biopsy; red
arrow d1 - intralesional injection of ACS/control substance; blue arrows d36/d190 — second/third tendon biopsy

Needle biopsies and histology

A total of 51 needle biopsies were taken. Pain reaction
was mild in 78.43 % of the procedures, mild to moderate
in 17.64 % and moderate in 3.92 % of the cases. A mod-
erate to severe or severe pain reaction was not observed.
No bleeding was observed after taking biopsies in 25.49
% of the cases, mild bleeding occurred in 58.82 % and
moderate bleeding in 15.68 % of cases. Severe bleeding
was not observed.

Of 51 biopsies, 47 were available for tendon histology
[7, 30]. Four biopsies from severely oedematous lesions
were not evaluated due to limited tissue content. The
intra-class correlation for inter-observer repeatability
was 0.72 for fibre structure, 0.88 for fibre alignment,
0.84 for nuclei morphology and 0.92 for variations in cell
density.

Scores for tenocyte nuclei morphology were signifi-
cantly lower (i.e. cell nuclei more flattened; p = 0.01) in
the ACS group (Fig. 3a) than in controls (Fig. 3b) on day
36 (Fig. 4a). Scores for cell density showed a tendency to
be lower (i.e. more uniform) in the ACS group than in
controls on day 36 (p = 0.052). Scores for fibre structure,
fibre alignment (Fig. 4b), vascularisation, and subscores
for structural integrity and metabolic activity did not
show differences between the ACS group and controls at
any time point.

With regard to development of fibre alignment during
the healing of tendons treated with ACS, scores for this
parameter were significantly lower (i.e. fibres were more
regularly ordered; p = 0.04) in biopsies taken at the end
of the observation period (day 190; Fig. 3d, Fig. 4b) than
in those taken on day 0 (Fig. 3¢, Fig. 4b). In control ten-
dons, scores for fibre alignment (Fig. 4b), scores for
morphology of tenocyte nuclei (Fig. 4a) and scores for cell
density decreased significantly (i.e. tissue morphology im-
proved; p < 0.05) between day 36 and day 190 biopsies.

There were no differences between the ACS group and
controls with regard to collagen type I and collagen type
III expression in biopsies taken on days 0, 36 and 190.
Within the ACS group, the collagen type I content
increased significantly (p = 0.03) between the biopsies
taken on day 36 (Fig. 3e) and day 190 (Fig. 3f), while it
remained at the same level (p > 0.05) in controls
(Fig. 4c). The collagen type III content showed a ten-
dency (p = 0.056) to decrease in the ACS group between
samples taken on days 0 and 190.

Discussion

Results of the present study show that a single intrale-
sional ACS injection into SDFT lesions leads to a tem-
porary improvement of ultrasonographic parameters
[27, 28]. Transient flattened morphology of tenocyte
nuclei and an increased collagen type I expression in
ACS-treated tendons over time are indicative of reduced
proliferation and increased differentiation of this cell
type, respectively [1, 34, 35]. The therapeutic effect of
ACS treatment is also demonstrated by an earlier
decrease in lameness as compared to controls [2].

The history of the horses was suggestive of strain-
induced tendinopathy in the majority of tendons treated
with either modality. However, it remains unclear
whether the effects shown in the current study equally
apply to tendinopathies related to other etiologies. Al-
though the reported duration of tendinopathy of up to 2
weeks before first examination (day 0) referred to clin-
ical signs in the present study, subclinical degeneration
is known to precede obvious clinical symptoms of
strain-induced tendinopathies, especially in equine ath-
letes [36]. It cannot be excluded that at least some of the
tendons on day O were not in the inflammatory, but in
the early proliferative phase of tendon healing, although
neither B-mode ultrasonography nor histology yielded
clear evidence of potential chronicity of the tendinopa-
thies. As an alternative, either more extensive tendon bi-
opsies or ultrasonographic tissue characterization as a
noninvasive diagnostic tool could have been used ini-
tially to further determine the age of the lesions [37, 38].

As tendon composition and biomechanical properties
may vary significantly between horses [39] intraindivi-
dual controls (control = contralateral limb) are preferred
in experimental settings [7]. For these reasons, both
front limbs of two horses showing clinical signs of bilat-
eral SDFT tendinopathy were included in the ACS group
and as controls. Unfortunately, this could not be realised
in more horses. Only two out of five clients who agreed
to their horse or the respective limb being included as a
control accepted an intralesional injection of these con-
trol tendons. Thus, the objective to create two separate
control groups, one with the lesion left untreated and
one with an intralesional saline injection, could not be
achieved. Treatment modalities of control groups in
clinical and experimental trials may be seen controver-
sially. On the one hand, it is of interest to compare the
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Fig. 3 Longitudinal sections of tendon biopsies from superficial digital flexor tendons with tendinopathy. a-d Histopathological specimens

stained with haematoxylin & eosin using a 40x objective. Tendons of horses on day 36 after intralesional treatment with autologous conditioned
serum (ACS) (horse no. 4793/10; a) and no treatment (control tendon, horse no. 6384/11; b). The number of round cell nuclei was higher in
control tendons than in ACS-treated tendons 36 days after treatment. Scale bars = 10 um. Tendon of horse no. 2241/09 1 day before (day 0, c)
and 190 days after (d) intralesional treatment with ACS. Alignment of collagen fibres improved significantly between day 0 and day 190 after ACS
treatment. Scale bars = 10 um. Tendon of horse no. 2240/09 36 days (e) and 190 days (f) after intralesional treatment with ACS. Immunohisto-

chemistry revealed a significant increase of collagen type | expression between day 36 and day 190 after ACS treatment. Scale bars = 20 um

effect of controlled exercise plus the effect of the sub-
strate injected intralesionally with the effect of con-
trolled exercise alone (= argument against intralesional
injection of a control substance into control tendons).
On the other hand, the mere puncture and needle decom-
pression of acute tendon defects may have a therapeutic ef-
fect independent of the substrate injected [2]. Against that
background, it seems preferable to treat control tendons
with sham injections to demonstrate the effect of the sub-
strate injected [5, 7] (ACS in the present case).

Tendon biopsies were used because clinical assessment
of tendon healing and B-mode ultrasonography alone
are limited with regard to sensitivity and reproducibility
[40] and longitudinal needle biopsies were established in
human [41, 42] and equine surgery [29, 43] as minimally
invasive and well-tolerated techniques. They allow an

insight into tendon architecture as well as the immunohis-
tochemical detection of, for example, collagen type I and
III [44]. Disadvantages, however, are the potentially thera-
peutic, albeit unknown, effect of the biopsy process on ten-
don healing [2, 45], their limited reproducibility and the
relatively small volume of tendon tissue harvested [29, 43].

Although mean degree of lameness did not differ be-
tween groups, this does not necessarily imply similar
functional repair of the lesions, since SDFTSs are gener-
ally more exposed to maximal load during heavy
athletic activities than during trot, i.e. later during re-
habilitation [46]. The observation that, compared to
day O, a significant decrease in lameness occurred earl-
ier in the ACS group, i.e. until day 11, compared to the
controls (day 36) may be influenced by effects attrib-
uted to ACS [8, 11, 13].
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Fig. 4 Histologic scores and collagen type | content of superficial digital flexor tendons. a Histologic scores for morphology of tenocyte nuclei in
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injection of ACS); controls, n = 7 limbs (SDFTs treated with a single injection of control substance or left untreated)
J

Detection of lameness in horses with bilateral SDFT
lesions may be more challenging than detection of unilat-
eral gait abnormality [47]. It cannot be excluded that the
two horses with bilateral SDFT tendinopathy may have
shown bilateral lameness or an additional contralateral

lameness, respectively, if diagnostic analgesia had been
performed.

Clinical signs of inflammation were monitored using
semiquantitative clinical score systems which may be
subject to some inaccuracy. This could have been improved
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by the use of computerized gait analysis, thermography [48]
and measurements of the metacarpal circumference in
combination with ultrasonography [49]. None of the in-
flammatory signs, including swelling, differed between
groups, but palpable swelling decreased significantly within
the ACS group between days 50 and 78 in contrast to con-
trols. On the one hand this may be attributed to auto- and
paracrine effects of ACS on endogenous growth factor ex-
pression, since in a rodent Achilles tendon transection
model bFGF expression was enhanced but not before 8
weeks, i.e. delayed after ACS injection [16]. On the other
hand controlled exercise exerted anti-inflammatory effects
on tendons from both groups [50] which did not, however,
lead to a significant decrease in swelling in controls.

The decrease of palpable swelling in the ACS group
between days 50 and 78 correlates positively with the
ultrasonographic finding that TL-CSA and %T-lesion de-
creased only in the ACS group between before treatment
and day 78. T-CSA, however, remained unchanged
throughout the entire observation period in both groups.
This proves that the decrease in swelling in the ACS
group rather reflects a decrease in cutaneous, subcutane-
ous and peritendinous swelling than an altered tendon
thickness in the late proliferation and early remodelling
phase (i.e. until around day 45). This may be due to a
therapeutic effect of inadvertent reflux of small volumes
of ACS into the subcutis during intralesional injection.
Ultrasonographic measurements of extratendinous swell-
ing are challenging and were not included in the present
study, although they could have been helpful to further
confirm findings of palpation. In contrast to the results of
this study, rat Achilles tendons showed an increase in ten-
don thickness after ACS treatment compared to the con-
trol tendons [22]. However, comparability is limited since
the rat tendons, in contrast to the present study, were su-
tured and received three treatments of ACS.

The present study shows that, compared to control
tendons, a single intralesional injection of ACS leads to
a significant reduction of %T-lesion and an increase in
echogenicity (TES) 78 and 106 days after treatment. This
finding corresponds to an earlier (until day 22) increase
in TES and an earlier (until day 78) increase of the per-
centage in parallel orientated fibre bundles (T-FAS) in
the ACS group compared to controls. These effects
could be the result of stimulation of repair tissue, i.e. im-
proved fibrillogenesis in the early proliferative phase of
tendon healing (4-45 days after injury) [23, 28, 37] in
which most horses were presented and treated. This
may have been a consequence of the potential IL-1Ra-
mediated anti-inflammatory action which is attributed to
ACS by several authors [8, 11, 13], although IL-1Ra con-
centrations in ACS were not determined in the present
study. Another potential pathway may be the supple-
mentation of growth factors, such as IGF-1 and TGEF-p,
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which are supposed to be increased in equine ACS
[12, 16, 21]. IGF-1 is known to be decreased for approxi-
mately 2 weeks in experimentally induced tendinopathy
and a beneficial bolstering effect of exogenous IGF-1 on
low endogenous IGF-1 production during the early re-
pair phase of tendinopathy has been hypothesized [34].
ACS has been shown to display significant effects on the
endogenous expression of growth factors potentially via
auto- and paracrine pathways [16]. It remains unclear why
the significant differences between groups with regard to
%T-lesion and TES were not consistent until the end of
the observation period despite tendencies to significance.
This may be attributed to a time-limited effect of ACS
(see above). Ultrasonographic tissue characterization has
been established in recent years as a more precise alterna-
tive to B-mode ultrasonography to monitor the process of
tendon healing [37, 38], particularly if only a probe with a
relatively low resolution is available as in the present
study.

With regard to histologic scores, a difference between
groups was seen at day 36. Here, cell nuclei were flat-
tened in the ACS group compared to controls, which is
suggestive of decreased tenocyte proliferation in the late
proliferative phase (4—45 days) [1, 23, 34, 35] as a re-
sponse to the ACS injection. In agreement with this, it
has been shown that tendon fibroblasts with a spindle-
shaped nucleus have reduced apoptotic and proliferative
indices, as demonstrated in human patellar tendons [35].
A consequence might be a decreased cellular production
of inelastic collagen type III, which has been described
to peak between 3 to 6 weeks after injury in equine ex-
perimental studies [34, 51]. However, immunohisto-
chemistry in the present study revealed no difference of
collagen type III expression between groups which might
be due to considerable variations of different types of
collagen between individual lesions, as described for nat-
urally developed lesions in horses [1, 44].

The more favourable development of collagen type I
expression in the ACS group between days 36 and 190
indicates qualitative improvement [34, 51], such as in-
creased tensile strength of the repair tissue in the re-
modelling or maturation phase (45-120 days) [36],
which is potentially caused by the mechanisms men-
tioned, ie. an IL-1Ra-mediated anti-inflammatory mech-
anism or the supplementation of growth factors, such as
IGF-1 and TGF-p. Collagen type I was seen to be ele-
vated for 6 months after injury in equine experimental
studies [34]. This rather reflects the progress in control
tendons of the present study and correlates with previ-
ous findings in naturally injured equine tendons [44]. In
contrast to an experimental Achilles tendinopathy model
using ACS-treated rats [22], no difference in collagen
type I expression was detected between groups in the
present study. However, rat Achilles tendons were
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treated three times at 24-hour intervals with the first in-
jection 24 hours after induction of the lesion, i.e. in the
acute inflammatory phase of tendon healing. By contrast,
tendons in the present study received only a single intra-
lesional injection of ACS up to 14 days after the onset of
clinical symptoms, i.e. mostly at the end of or even after
the acute inflammatory phase. In the latter investigation,
real-time quantitative polymerase chain reaction was
used, which allows quantification of mRNA transcription
of different collagen types, provided that enough tissue
is available. Cytokines such as IL-1Ra and the growth
factors IGF-1 and TGF- have a short half-life and they
may be degraded and consumed within a short time
period after exogenous application [14—16]. Neverthe-
less, tendon healing may not only be enhanced by direct
binding of cytokines and growth factors to cell surface
receptors, but also due to indirect effects by stimulation
of endogenous production of growth factors [13, 16, 52].
Therefore, the effect of ACS is potentially enhanced by
several consecutive injections [22], as reported anec-
dotally to be common in equine practice and as recom-
mended for the treatment of joint pathology [13]. A
single ACS injection was chosen to determine the effect
of a low dose as a basis for research because, to date,
neither dose-dependent in vivo studies nor a consensus
on the treatment protocol are available for blood prod-
ucts such as ACS. Another aim was to keep the number
of factors influencing outcome, such as repeated needle
puncture of tendons, as low as possible.

The increase in collagen I expression after ACS injec-
tion in an experimental rat study did not coincide with
an improved maximum load to failure, despite leading to
an improvement in tendon stiffness during biomechan-
ical testing [22]. Although biomechanical testing is
regarded as the method of choice, it could not be ac-
complished in the present study due to the inclusion of
client-owned horses. In general, the degree of lameness
and, to a limited extent, the echo pattern of the injured
tendon reflect biomechanical properties. These parame-
ters, however, did not significantly differ between groups
in the present study at the end of the observation period.
Due to the reduced group size, differences in long-term
recurrence rate after return of the horses to full exercise
could not be calculated statistically.

Conclusions

This clinical trial in horses with acute tendinopathies of
the SDFT shows that a single intralesional ACS injection
contributes to significant reduction of lameness within
10 days and to improvement of ultrasonographic param-
eters of repair tissue between 11 and 23 weeks after
treatment. Intralesional ACS treatment potentially de-
creases proliferation of tenocytes 5 weeks after treatment
and increases their differentiation, as demonstrated by
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an elevated collagen type I expression in the remodelling
phase. Repeated ACS injections should be considered to
enhance positive effects. Future controlled long-term in-
vestigations should be performed in a larger number of
horses to determine the effect on recurrence rate.
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Abstract

Background: Regenerative and anti-inflammatory effects on tendinopathies have been attributed to blood-derived
biologicals. To date the evidence for the efficacy of autologous platelet-rich plasma (PRP) treatment of naturally
occurring equine tendinopathies is limited. The purpose of this placebo-controlled clinical trial was to describe the
effect of a single treatment of equine superficial digital flexor tendon (SDFT) disease with PRP on clinical and
ultrasonographic parameters. Twenty horses with naturally occurring tendinopathies of forelimb SDFTs were
randomly assigned to the PRP-treated group (n = 10) or control group (n = 10) after clinical and ultrasonographic
examination. The SDFTs received an intralesional treatment with autologous PRP or were injected with saline,
respectively (day 0). All horses participated in a standardized exercise programme and were re-examined clinically,
with B-mode ultrasonography (5 times at regular intervals) and ultrasound tissue characterization (week 12 and 24
after treatment) until week 24. Long-term performance was estimated via telephone inquiry.

Results: Compared to day 0, lameness decreased significantly by week 8 after treatment with PRP and by week 12
in the control group. Ultrasonographically there was no difference in the summarized cross sectional area between
the groups at any time point. Ultrasound tissue characterization showed that echo types representing disorganized
matrix decreased significantly throughout the observation period in the PRP-treated group. Echo type ||,
representing discontinuous fascicles, not yet aligned into lines of stress was significantly higher 24 weeks after PRP
treatment. Eighty percent of the PRP treated horses reached their previous or a higher level of performance after
12 months compared to 50 % in the CG. After 24 months these proportions were 60 % and 50 %, respectively.

Conclusions: A single intralesional treatment with PRP up to 8 weeks after onset of clinical signs of tendinopathy
contributes to an earlier reduction of lameness compared to saline treatment and to an advanced organization of
repair tissue as the fibrillar matrix is getting organized into fascicles while remodelling continues. Long term, PRP
treatment has the potential to increase the number of horses reaching their previous level of performance. Earlier
treatment of tendinopathy with PRP should be considered to enhance these effects.

(Continued on next page)
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Keywords: Horse, Tendon, Lameness, Ultrasonography, B-mode, Ultrasound tissue characterization, UTC, Platelet-

rich plasma, PRP

Abbreviations: ACD-A, Acid citrate dextrose-A; CG, Control group; DICOM, Digital imaging and communications in
medicine; EDTA, Ethylendiamintetraacetate; G, Gauge; IV, Intravenously; MIZ, Maximal injury zone; PDGF-BB, Platelet
derived growth factor-BB; PPP, Platelet poor plasma; PRP, Platelet-rich plasma; PRPG, Platelet-rich plasma-treated
group; SDFT, Superficial digital flexor tendon; SEM, Standard error of the mean; T-CSA, Total cross-sectional areg;
TES, Total echo score; T-FAS, Total fibre alignment score; TGC, Time gain compensation;

TGF-, Transforming growth factor-3; US, Ultrasound; UTC, Ultrasound tissue characterization.

Background

Tendinopathy of the superficial digital flexor tendon
(SDFT) is a common injury in Thoroughbred racehorses
and other horse breeds [1, 2] and is regarded as a career-
limiting disease [3]. Clinical injury is mostly strain induced
and characterized by chronic degeneration after repetitive
microtrauma in sport horses [3]. Tendinopathy may also be
caused by a single external percutaneous trauma, such as a
kick [4]. A plethora of substrates for intralesional injection
with a potentially regenerative effect on tendinopathy are
currently under investigation [5, 6]. Among these are plate-
let concentrates such as platelet-rich plasma (PRP) [7].

Concentrated platelets release numerous cytokines
and growth factors, e.g. platelet derived growth factor-
BB (PDGEF-BB), transforming growth factor-3 (TGF-f3)
and vascular endothelial growth factor. These factors are
known to exercise specific actions during tendon healing
(for review see Docheva et al. 2015) [6, 8]. PDGF-BB,
e.g. stimulates tendon healing depending on its concen-
tration [9]. PRP has been shown to enhance tenocyte
proliferation [10], collagen and matrix synthesis [11, 12]
and to influence vascular density [13].

PRP has shown significant enhancing effects on ten-
don healing such as improved biomechanical properties
in a surgical model of equine SDFT lesions [13, 14] and
is increasingly used for intralesional treatment of tendi-
nopathy and desmopathy in humans [15] and horses
[16-19] in clinical practice. However, the efficacy of PRP
treatment on tendinopathy is seen controversially in
human studies: In a randomized controlled clinical trial
on chronic human Achilles tendinopathy intralesional
PRP treatment showed no beneficial effects compared to
saline injection [20]. These results are supported by a
further randomized controlled study demonstrating no
differences in elasticity modulus of PRP- versus non-
treated Achilles tendons [21]. In other clinical studies
without control groups PRP treatment of chronic
Achilles and patellar tendinopathy significantly improved
symptoms and function [22, 23]. To the best of our
knowledge the effect of a single intralesional treatment
with autologous PRP on equine naturally occurring SDF

tendinopathy has not been documented in a prospective
randomized placebo-controlled clinical study with long
term follow-up in the literature to date (for review see
Brossi et al. 2015) [18].

Autologous platelet concentrates are prepared by centri-
fugation or by gravitational cellular filtration [24]. Blood
samples from different horses and the use of different non-
standardised and commercial kits for the preparation of
PRP lead to differences in the platelet, leucocyte and
growth factor content [24]. Different breed, age and gender
influences growth factor and cytokine release of platelets
and leucocytes [25, 26]. The optimal platelet and leucocyte
contents in PRP are a point of debate. Recent investiga-
tions have shown that a moderate increase in platelets
seems to enhance equine tenocyte growth and collagen
synthesis more effective than high platelet concentrations
[27, 28]. High leucocyte counts in PRP were observed to
enhance the inflammatory reaction in rabbit tendons [29].

The process of tendon healing is mainly divided into
three phases which merge into each other: The acute in-
flammatory phase (<10-14 days) is characterized by
phagocytosis of disrupted tendon tissue and demarcation
of injured tendon tissue. A fibroproliferative callus is
formed during the proliferative phase (4—45 days), while
collagen fibrils are organised into tendon bundles during
the phase remodelling (45-120 days; < 3 months) which
may be divided into an consolidation (earlier) and
maturation (later) phase [3, 30].

A critical parameter to determine the success of tendi-
nopathy treatment is functionality, which can be charac-
terized by lameness evaluation, long term recurrence
rate [2, 31] and biomechanical testing [32]. To deter-
mine the quality of repair tissue tendon needle biopsies
have been used successfully [33]. Ultrasound based
modalities such as B-mode ultrasonography [34] and
colour Doppler ultrasonography [13] have been estab-
lished to monitor the process of tendon healing non-
invasively. However, B-mode ultrasonography has several
limitations, e.g. lack of axial information, operator-
dependence, influence of ultrasound beam angle and
limited resolution that impair its sensitivity [35, 36].
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Ultrasound tissue characterization (UTC) is a new tech-
nique to quantify tendon integrity based on a computer-
ized analysis of the stability of echo-patterns in
contiguous US images [37, 38]. Based on the echo-
pattern stability, 4 different echo types can be discrimi-
nated, with histo-morphology of tendon specimen as ref-
erence test [37, 39]. Ultrasound tissue characterization
has been shown a viable diagnostic tool to monitor ex-
perimental tendinopathy in horses [39-42] and is in-
creasingly used for the quantification of Achilles and
patellar tendon integrity in humans [43, 44].

Aim of current study

The aim of the present study was to support the hypoth-
esis that a single intralesional injection of autologous
PRP into SDFT lesions up to 8 weeks after clinical onset
(1) has a clinically detectable effect and (2) leads to im-
proved ultrasonographic parameters (3) influences long
term functionality.

Methods

Inclusion criteria for client-owned adult horses was an an-
amnesis of clinical signs of uni- or bilateral SDFT disease
in front limbs for up to 8 weeks (56 days) prior to the
presentation at the Equine Clinic of the University of Vet-
erinary Medicine, Hannover, Foundation, or to collaborat-
ing veterinarians. Horses were only included if the clients
agreed to the study design and tendons had not received
intralesional injections before. Twenty horses with a mean
age of 8.46 years (range: 4-21 years) and a mean body-
weight of 548 kg (range: 398—-644 kg) met the inclusion
criteria (Table 1). Horses were randomly assigned to the
group treated with PRP (PRPG, n=10) or the control
group (CG, n =10). The PRPG comprised 7 Warmbloods
(70 %), 1 Haflinger (10 %), 1 New Forest Pony (10 %) and
one Pinto (10 %). Eight Warmbloods (80 %), 1 Andalusian
(10 %) and 1 German Riding Pony (10 %) were included in
the CG (Table 1). The study was carried out between 2012
and 2014.

Clinical examination

All horses were examined clinically on the day of first
presentation (day 0). This examination included assess-
ment of lameness (5 grade score) [45] and palpable signs
of inflammation scored semi-quantitatively by palpation
(skin surface temperature in the palmar metacarpal region,
sensitivity of the SDFT to palpation: 0 = no abnormality, 1
= mild abnormality, 2 = moderate abnormality, and 3 = se-
vere abnormality) [46]. All clinical examinations through-
out the study were performed by the same person (M.G.).

B-mode ultrasonography
Horses were sedated with romifidine (0.04—0.08 mg/kg
intravenously [IV]) and butorphanol (0.01 mg/kg [IV]).
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Injured and contralateral SDFTs were examined by one
examiner with B-mode ultrasound on day O in a trans-
verse and longitudinal fashion with a linear 6-15 MHz
linear scanner (Logiq E9, GE Healthcare, Wauwatosa,
WI, USA) using a standoff (GE 12 L 2302652 Standoff,
Veterinary Sales & Service Inc., Stuart, USA), according
to the seven zone designations as previously described
[47, 48]. Settings were 13 MHz, gain 52, depth 25 mm,
focus position 15 mm. Images were stored digitally and
analysed retrospectively with a DICOM workstation pro-
gram (easyVET®, IFS Informationssysteme, Hannover,
Germany) by one observer (M.G.) being unaware of the
treatment modality. The following parameters were eval-
uated to determine the degree- and time-related changes
of the lesions: maximal injury zone (MIZ), summarized
cross sectional areas of tendon (total cross-sectional
area, T-CSA). Echogenicity and fibre alignment were
graded semiquantitatively at each zone and the scores
for all levels were summarized (total echo score = TES,
total fibre alignment score = T-FAS). Echogenicity was
assigned to 0 (normoechoic), 1 (hypoechoic), 2 (mixed
echogenicity), and 3 (anechoic), and fibre alignment was
graded according to the estimated percentage of parallel
fibres in the lesion: 0 (>75 %), 1 (50-74 %), 2 (25—49 %),
and 3 (<25 %) [34, 48].

Ultrasound tissue characterization (UTC)

Injured SDFTs were scanned with the commercially
available ultrasound tissue characterization (UTC) unit
(UTC scan unit, configuration 2011, UTC Imaging B.V.,
6171 GD Stein, Netherlands) on day 0. It consisted of 5—
10 MHz linear transducer (LA T Transducer, Terason
Ultrasound, Teratech Corporation, Burlington, USA)
which was fixed in transverse position, perpendicular to
the integrated stand-off, in a motorized tracking device
(UTC scan unit, configuration 2011, Fa. UTC Imaging
B.V., GD Stein, Netherlands) that moves the transducer
automatically along the tendon. Within the UTC proto-
col the instrumental settings for the SDFT were selected
which facilitated standard settings like persistence,
depth, focal point, gain, TGC-curve, to be used for all
scans. During scanning, transverse US images were cap-
tured at regular distances of 0.2 mm over a distance of
12 cm and stored real-time in a high-capacity laptop
computer (MacBook Pro® 17 Apple, Cupertino, USA).
Compilation of these images created a 3-D block of US
information that was used for quantification of stability
of contiguous echo-patterns. Based on the echo-pattern
stability, 4 different echo-types were discriminated, with
histo-morphology of tendon specimen as reference test:
type I, generated by intact and fully aligned fascicles
(secondary collagen bundles); type II, generated by
discontinuous, waving, not (yet) aligned and/or swollen
fascicles (secondary collagen bundles); type III, generated
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Table 1 Signalement, clinical history, diagnostic data and treatment of 20 horses with SDFT lesions

Horse number Breed Age (y) Gender Purpose Reported duration of Reported Limb Maximal injury  Lesion type
used for SDFT tendinopathy  initiating event  affected zone (MIZ)
until initial exam (w)
PRP-group
1 Hannoverian 4 G Dressage Unknown LF 23, lat Marginal
2 Hannoverian 8 Dressage Training LF 33, palm Marginal
3 Haflinger 21 G Trained horse Pasture LF 2b Diffuse
turnout
4 Trakehner 5 S Dressage Pasture RF 3b, med Marginal
turnout
5 Oldenburger 16 G Police horse Ride RF 2b Diffuse
6 Rhenish 13 Dressage Unknown RF 3a Core
Warmblood
7 Hannoverian 6 Dressage Running free  LF 2b, palm Marginal
8 New Forest Pony 13 G Pleasure Pasture LF 2b Diffuse
turnout
9 Hannoverian 11 Eventing Training RF 3a Core
10 Pinto 20 Pleasure Unknown LF 2b, lat Marginal
a11.7
Control group
1 Oldenburger 9 Jumping Jumping LF 33, lat Marginal
2 Hannoverian 5 G Dressage Unknown LF 3a, med Marginal
3 Andalusian 18 Pleasure Pasture LF 2b Diffuse
turnout
4 Hannoverian 15 M Dressage, Training LF 2b, med Marginal
jumping
5 German Riding 9 M Jumping Jumping LF 33, lat Marginal
Pony
6 Hannoverian 12 G Police horse Running free  RF 1b, lat Marginal
7 Hannoverian 20 Pleasure Unknown RF 2a diffuse
8 Rhenish 7 G Eventing Training LF 3a Core
Warmblood
9 Hannoverian 10 Eventing Jumping LF 2b, lat Marginal
10 Hannoverian 6 G Pleasure Unknown RF 3a Diffuse
111

SDFT superficial digital fexor tendon, w week(s), y years, S stallion, M mare, G gelding, LF left front, RF right front, PRP-group SDFT treated with intralesional
injection of platelet-rich plasma, Control group SDFT treated with intralesional saline injection, lat lateral, med medial, palm palmar, & mean

by a mainly fibrillar matrix (collagen fibrils not/no yet
organized into fascicles) and type IV, generated by a
mainly amorphous matrix and/or fluid [37, 39].

Scanning for UTC was performed in standing, fully
sedated horses while all limbs were weightbearing. As
the UTC device allows to scan a metacarpal segment of
approximately 12 cm, the device was applied to the
metacarpal area in a way during the initial exam that the
zone of maximal injury (MIZ) was centered in the
middle of the standoff. The distance from the most
prominent point of the accessory carpal bone to the
proximally located edge of the standoff was measured
and recorded to ensure that the same segment would be
scanned during following UTC scans. Additionally this

point was marked in the horse’s latero-palmar metacarpal
haircoat with a shaving blade. A corresponding segment
of the SDFT of the opposite front limb was scanned in the
same manner.

With the help of the software, the stability of the echo
pattern of corresponding pixels over 9 contiguous trans-
verse images was analysed by UTC algorithms. Images
were controlled for movement artifacts and repeated if
necessary. Data sets were stored digitally on the
computer until final analysis.

A single scan of each tendon was analyzed retrospect-
ively with the analyzing-software (UTC2011° Analyser
V1.0.1, Fa. UTC Imaging, 6171 GD Stein, The
Netherlands) by one observer (M.G.) being blinded to
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the treatment modality: A 6 cm long tendon segment was
defined from 3 cm distally and proximally to the MIZ, re-
spectively, on the colour coded longitudinal image pro-
duced during the first examination (day 0). Within this
segment, the entire cross sectional area of the SDFT was
analyzed using every 15" consecutive transverse image,
i.e. every 3 mm. Ratios of echo types were analyzed quan-
titatively as fractions of the entire cross sectional area and
mean values for the proportion of each type were calcu-
lated. The distance from the center of MIZ to the prox-
imal end of the scan was measured to retrieve the MIZ
and thereby the segment to be analyzed in control scans
during the remaining examination period.

Preparation of PRP, Intralesional treatment, controlled
exercise and follow-up examinations
Fiftyfour millilitres of autologous blood were collected
by a single venipuncture of one jugular vein into a 60 ml
syringe preloaded with 6 ml of the anticoagulant acid
citrate dextrose (ACD-A). Approximately 5 ml of whole
blood was aspirated into a tube containing EDTA
(Vacuette®, Greiner Bio-One International AG, Krems-
miinster, Austria) for later cell counts. To ensure that
the whole blood and anticoagulant homogenously mix,
the syringe was inverted gently 4 times. The content was
transferred aseptically into bag A of a commercially
available PRP preparation system (Osteokine®, Orthogen,
Diisseldorf, Germany). The bag system was inserted in a
swingout bucket of a centrifuge (Universal 300°, Andreas
Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Germany) and a
corresponding swingout bucket was filled with a coun-
terweight. According to the manufacturer’s instruction
the first centrifugation step was performed at a relative
centrifugation force of 900 g for 3 min. The plasma in-
cluding the buffy coat was transferred via the connecting
tube to bag B by gently rolling the bottom of bag A up-
wards with a clamp. After closing the ports between bag
A and B the system was centrifugated for 10 min at a
relative centrifugation force of 1470 g. The supernatant
platelet poor plasma (PPP) was aspirated via the with-
drawal port. The remaining pellet of platelets and re-
sidual erythrocytes was resuspended by reinjecting a
volume of 3 ml of PPP into bag B. The resulting PRP
was completely aspirated from bag B which led to a vol-
ume of 4 ml. An aliquot of 1 ml PRP was transferred to
a tube containing EDTA (Vacuette®, Greiner Bio-One
International AG, Kremsmiinster, Austria), while the
remaing 3 ml were used for intralesional injection. Plate-
let- and leucocyte content was determined from whole
blood and PRP with an automated cell counter (KX-
21 N°, Sysmex, Norderstedt, Germany).

Horses were sedated for the intralesional injections
with detomidine hydrochlorid (0.01-0.03 mg/kg [IV])
and butorphanol (0.04-0.05 mg/kg [IV]), and the medial
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and lateral palmar nerves were anaesthetized 2 cm distal
to the carpometacarpal joints with 2,5 ml of a 2 %
mepivacain solution, respectively.

After aseptic preparation of the skin, superficial digital
tendon lesions were injected under sonographic
guidance from the lateral aspect of the tendon perpen-
dicularly to its long axis directly into the most
hypoechoic areas through a 22G (@ 0.7 mm, 30 mm)
canula (BD Microlance™ 3, Becton Dickinson S.A.,
Fraga, Huesca, Spain) while the limb was weight-
bearing. SDFTs allocated to the PRPG received an intra-
lesional treatment of 3 ml into the tendon defect (day 0).
Tendons in the CG were injected intralesionally with 3 ml
0,9 % sterile saline solution (Isotone Kochsalzlosung
0,9 %°, B. Braun Melsungen, Melsungen, Germany). The
volume of PRP or saline was equally distributed to 3 sites.
The first injection was performed at the maximal injury
zone. Further injection sites were 1-2 c¢m distally and
proximally to the first injection. A padded distal limb
bandage was applied and left in place during a period of
3 days box rest in all horses. The contralateral SDFT was
not injected. All front hooves of all horses were shod with
a closed horse shoe with a straight bar [49]. All horses
participated in a gradually increasing exercise programme
adapted from Bosch et al. [14]. Depending on the
anamnestically reported duration of clinical SDF tendino-
pathy of less than 4 weeks or 5-8 weeks, horses were
either given box rest for another 4 weeks or commenced
with handwalking for 10 min, respectively (Table 2). The
horses were re-examined clinically and with B-mode ultra-
sonography at 4, 8, 12, 18 and 24 weeks after injection.
Ultrasound tissue characterization was repeated 12 and
24 weeks after treatment.

All owners were asked about the performance of their
horses via telephone inquiry 12 and 24 months after
treatment according to the following categories: reached
previous or higher level of performance; was ridden at a
lower level of performance; was retired; died.

Statistical analysis
Analysis of data was performed using SAS® Version 9.3
(SAS Institute, Cary, NC, USA). The level of significance

Table 2 Gradually increasing exercise programme adapted from
Bosch et al. [14] and modified

Exercise/day Period

Box rest 4 weeks

10 min walk Weeks 5-8
20 min walk + 2 x 3 min trot Weeks 9-12
30 min walk + 15 min trot Weeks 13-15
30 min walk + 15 min trot+ 3 x 1 min gallop Weeks 16-18
35 min walk + 15 min trot + 3 x 5 min gallop Weeks 19-24

min minutes
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was set at p < 0.05. All values in the graphs are expressed
as arithmetic mean values with standard error (X + SEM).
The assumption of normality was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test and visual assessment of qq-
plots of model residuals. In the case of rejection of normal
distribution, distribution-free nonparametric methods
were applied. Fisher’s exact test was applied by evaluation
of contingency tables to test the differences between
groups (PRP-treated group and control group) on each
examination day with regard to the parameters degree of
lameness, sensitivity to palpation and skin surface
temperature. To work out the differences of these parame-
ters within a group between examination days, non-
adjusted p-values were used provided that the global test
was significant (p < 0,05) or showed a tendency to signifi-
cance (p=0,05 - 1). The influence of the groups and time
points on the ultrasonongraphic parameters (T-CSA,
T-FAS and TES) was tested using a two-way analysis of
variance for independent samples (groups) and repeated
measurements (time points), followed by the Tukey post
hoc test for multiple pairwise comparisons. P-values were
used in terms of comparison to assess differences of
parameters between individual days of examination within
a group and vice versa, and to determine the differences be-
tween the two groups on the respective examination day.

Results

Clinical examination

Lameness

On day 0, 60 % (1 = 6) of the horses included in the PRPG
were lame. Fifty percent (n=5) of the control horses
showed a lameness. In all horses it was the lame limb
where tendinopathy was diagnosed. After 24 weeks 2
horses in the PRPG were still lame and 1 horse in the CG
was lame. The mean degree of lameness did not differ
between groups on any day of examination. Compared to
day O lameness decreased significantly by week 8 after
treatment within the PRPG (p =0.011) and it decreased
significantly by week 12 in the CG (p = 0.014) (Fig. 1a).

Clinical signs of inflammation

No statistically significant differences between the two
groups with regard to scores for sensitivity to palpation
and skin surface temperature were observed on day O
and during the entire observation period (Fig. 1b, c).
Within the PRPG scores for sensitivity to palpation of
the SDFTs decreased significantly for the first time be-
tween week 4 and week 8 (p =0.003) and in the CG be-
tween day 0 and week 4 (p =0.02). From week 12 until
the end of the observation period no painful reaction
could be elicited in all horses (Fig. 1b). Scores for skin
surface temperature (Fig. 1c) decreased significantly be-
tween day 0 and week 4 (p =0.001) in the PRPG. Within
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Fig. 1 Clinical findings after PRP and saline treatment of SDFT
lesions over time. a Degree of lameness. b Scores for sensitivity to
palpation. ¢ Scores for skin surface temperature in the palmar
metacarpal region. Mean + SE; global test for PRPG and CG p < 0.001;
Different letters (PRP normal and control italic) indicate significant
differences (p < 0.05) within groups; PRPG = PRP-group: n= 10 limbs,
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diagnosis, intralesional injection of PRP/saline; PRP = platelet-rich
plasma; w = weeks; SDFT = superficial digital flexor tendon

the CG it took until week 8 that skin surface
temperature decreased significantly (p =0.001). From
week 8 onwards scores for this parameter remained at a
low level up to 24 weeks in both groups.
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B-mode ultrasonography

The horses included were presented with core lesions
(3 horses), marginal lesions (11 limbs) or diffuse lesions
(6 limbs) of the SDFT (Table 1). Control horses no. 3
and 7 had ultrasonographic signs of scarring of the
SDFT in the contralateral non-lame limb on day 0. The
MIZ of most lesions was located in zones 2b and 3a
(80 % of horses in PRPG and CG, respectively),
followed by zone 2a (10 % of horses in PRPG and CG,
respectively), and zones 1b (10 % of horses in PRPG)
and 3b (10 % of horses CG), respectively). There was
no difference in T-CSA between the groups at any time
point (Fig. 2a). Compared to the contralateral SDFT,
T-CSA was significantly higher in PRP treated and in
control limbs than in the respective contralateral limbs
during the whole observation period (p < 0.05). Within
the PRP group T-CSA was significantly higher (p = 0.024)
only in week 4 as compared to week 18 (Fig. 2a). TES was
significantly higher in the PRPG than in the CG at weeks 4,
8, 12 and 24 (p = 0.0397, p = 0.0069, p = 0.00297, p = 0.0424)
(Fig. 2b); and T-FAS was significantly higher in the PRPG
than in the CG at weeks 4, 8 and 12 (p = 0.0387, p = 0.0140,
p =0.0283) (Fig. 2c). Regarding the progression of TES and
T-FAS they decreased significantly between day 0 and week
12 in the PRPG (TES: p=0.002; T-FAS: p=0.001) and
between day 0 and week 8 the CG (TES: p <0.001, T-FAS:
p =0.023) (Fig. 2b, ¢).

Ultrasound tissue characterization

The percentages of echo types I, III, IV (Fig. 3a, ¢, d),
combined types I + II and combined types III + IV (Fig. 4)
did not differ between groups at any time point. The per-
centage of echo type II was significantly higher (p = 0.0492)
in the PRPG than in the CG at the end of the observation
period (Fig. 3b).

In the PRPG percentages of combined type I + II pixels
representing fascicular structures increased significantly
between week 12 and 24 (p = 0.009) (Fig. 4a). Combined
types III+IV percentages representing disorganized
matrix decreased significantly between day 0 and week 12
(p <0.001) and again between weeks 12 and 24 (p = 0.024)
in the PRPG (Fig. 4b). In the CG both, combined type I +
II and combined type III + IV did not change throughout
the observation period (p > 0.05) (Fig. 4).

In the CG echo type I, ie. intact and fully aligned
fascicles increased significantly between day 0 and week
12 (p =0.001) and after PRP treatment between week 12
and 24 (p=0.012) (Fig. 3a). Echo type III representing
mainly fibrillary matrix decreased significantly in both
groups between day 0 and week 12 (p < 0.001). It further
decreased significantly between week 12 and 24 in the
PRPG (p = 0.006) while it remained on the same level in
the CG (Fig. 3c). The percentage of echo type IV, ie.
amorphous matrix/fluid decreased siginificantly between
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day 0 and week 12 in the PRPG (p < 0.001). In the CG
this type remained on the same level throughout the
whole observation period (Fig. 3d).

Concentration of platelets and leucocytes

The mean number of platelets was 157.3 + 35.9 x 10°/pl
in whole blood and 892.37 +364.7 x 10>/ul in PRP.
Leucocyte content was 7.8 + 1.5 x 10*/pul in whole blood
and 14.1 + 7.0 x 10°/pul in PRP. Compared to whole blood
platelets and leucocytes were concentrated significantly
by factor 5.67 (p =0.0001) and 1.81 (p = 0.0139), respect-
ively in PRP.

Long-term follow-up

One horse allocated to the PRPG and one control horse
developed recurrence of tendon injury in the treated
limb within 2 years post diagnosis. One PRP treated
horse developed tendinopathy in the SDFT of the
contralateral front limb. Twelve months after treatment
80 % (8/10) of the horses allocated to the PRPG
performed at the previous or at a higher level while this
was the case in 50 % (5/10) of the control horses.
Twenty-four months after treatment 60 % (6/10) were
still ridden at the previous or higher level of perform-
ance in the PRPG while this was the case in 50 % (5/10)
of the control horses. Horses that were ridden at a lower
level of performance made up 10 % (1/10) of the PRP
treated horses after 12 months and 20 % (2/10) after
24 months. In the CG 40 % (4/10) of the horses per-
formed at a lower level after 12 months and 20 % (2/10)
after 24 months. One horse included in the PRPG was
retired within 12 months while one control horse was
retired between 12 and 24 months after treatment. One
PRP treated horse died of reasons unrelated to
tendinopathy between 12 and 24 months and one control
horse died within 12 months after treatment. Long term
outcome did not differ significantly between groups.

Discussion

Results of this controlled clinical trial demonstrate that,
compared to controls, single intralesional PRP treatment
leads to an earlier reduction of the degree of lameness
until week 8 and to an earlier decrease in palpable skin
temperature of the SDFT region until week 4 after treat-
ment. At 24 weeks after PRP treatment ultrasound tissue
characterization showed a significantly higher percentage
of type II echoes which, in combination with decrease of
type III and 1V, is indicative for advanced repair as the
fibrillar matrix is getting organized into fascicles,
although not yet aligned into lines of stress. Eighty per-
cent of the PRP treated horses reached their previous or
a higher level of performance after 12 months and 60 %
continued to perform at this level after 24 months com-
pared to 50 % in the CG at both time points.
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Because of the generally limited availability of
adequate patients for a controlled experimental study in
a clinical setting, horses of different ages, breeds and

types of use were included in the current study. It is
established that the potential for tendon healing is
greater in younger horses [50] and that among others
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(See figure on previous page.)

Fig. 3 Ultrasound tissue characterization: Proportion of echo-types I-IV. Proportion of echo types a |, b Il, ¢ lll and d IV for PRP and saline treated
SDFTs; PRP-group: solid lines; Control group: dotted lines; Mean + SE; Values labelled with asterisk (*) differ significantly (p < 0.05) between groups.
Global tests: echo type I: PRPG p =0.099, CG p = 0.004; echo type Il: PRPG p=0.204, CG p=0.057; echo type lll: PRPG p < 0.001, CG p = 0.002; echo
type IV: PRPG p < 0.001, CG p = 0.940; Different letters (PRP normal and control italic) indicate significant differences (p < 0.05) within groups;

PRPG = PRP-group: n= 10 limbs, SDFTs treated intralesionally with PRP; CG = control group: n =10 limbs, SDFTSs treated intralesionally with saline;

PRP = platelet-rich plasma; SDFT = superficial digital flexor tendon; w = weeks

male gender and high body weight are risk factors for
tendinopathy [51]. The CG contains more horses used
for show jumping and eventing which generally implies
a higher tendon load and a potentially higher risk for
self-inflicted blunt trauma than the use as e.g. dressage
horse [52]. This has a potential impact on the severity of
tendon lesions and during the long term rehabilitation
after 24 weeks.

Fiftyfive percent of the horses included in the current
study had ultrasonographic signs of marginal/peripheral
SDEFT lesions which was considered as a high proportion
compared to centrally located tendon lesions frequently

diagnosed in race- and performance horses [4]. The eti-
ology of peripheral tendon lesions has not been investi-
gated separately. However, it has been assumed that
these lesions typically occur in show jumpers, dressage
horses [52] and cutting horses [53]. They may be attrib-
uted to degeneration or blunt trauma, e.g. self-kicking
with the ipsilateral hind hoof, or to excessive strain on
the lateral aspect of the affected limbs [53]. By contrast
centrally located (“core”) lesions are the result of repeti-
tive micro-injuries at high speed exercise and consecu-
tive repair with insufficient tissue [3]. This lesion pattern
was detected in only 3 horses in the current study
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Fig. 4 Ultrasound tissue characterization: Proportion of combined echo-types (@) |+l and (b) Ill + V. PRP-group: solid lines; Control
group: dotted lines; Mean + SE; Global tests: combined echo type | + IIl: PRPG p = 0.0826, CG p = 0318; combined echo type | + II: PRPG p < 0.001; CG
p =0362; Different letters (PRP normal and control italic) indicate significant differences (p < 0.05) within groups; PRPG = PRP-group: n = 10 limbs, SDFTs
treated intralesionally with PRP; CG = control group: n = 10 limbs, SDFTs treated intralesionally with saline; PRP = platelet-rich plasma; SDFT = superficial
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population which predominantly consisted of warm-
blood horses used for jumping and dressage purposes.

This might explain why the effect of a single PRP
injection on several parameters of tendon healing study
was less profound in the current than in the surgical
model used by Bosch et al. (2010) [14] that mimics cen-
tral core-lesions after single macro-trauma in young
mature horses, thus no effects of underlying ageing and/
or degeneration. A recent systematic literature review
revealed that generally more experimental, especially in
vitro PRP studies yield positive results than clinical trials
do, which proves that experimental settings only imper-
fectly replicate conditions of natural tendon repair [18].
Although the number of peripheral tendon lesions was
similar in both groups of the current study, different lesion
patterns potentially respond differently to intralesional in-
jections. Fluid might more easily reflux to the subcutis after
injection into marginally compared to centrally located le-
sions as the former are only surrounded by the peritendi-
neum at their peripheral aspect. At the same time larger
tendon lesions generally have a worse prognosis for func-
tional repair [54] and CSA of peripheral lesions is small in
most cases. It has been shown that peripheral tendon
lesions in cutting horses required a mean convalescent
period of 4 months before horses returned to full exercise
[53] which is shorter than the usual rehabilitation period
for other SDFT injuries [2].

In the current study all tendon lesions were injected
with the same volume of PRP or saline to avoid an
impact of a variable volume on the outcome. This was
practiced inconsistently in previous studies including
injections of naturally occurring, i.e. non-standardized ten-
don or ligament lesions with variable dimensions [16, 55].
A volume of 3 ml was chosen based on encouraging results
of an equine study using the same volume in an experimen-
tal model of SDFT tendinopathy [14]. Volumes used in
previous case series mostly focusing on suspensory
ligament desmopathy varied between 0.5 and 12 ml [16, 17,
19, 55]. The volume chosen in the current study seemed to
be appropriate as no resistance of the syringe plunger oc-
curred during injection of the SDFTs being slightly under
tension in a weightbearing position.

The volumes of PRP and saline were evenly distributed
to three injection sites in the current study. A compar-
able approach was chosen in a human study comparing
the effect of PRP and saline on chronic Achilles tendino-
pathy [20]. Saline led to similar improvements of the
tendon structure as PRP which might indicate that also
multiple injections with tiny volumes of sterile saline at
one single time-point may trigger a healing response.

The number of horses with owner consent for a
controlled clinical trial is generally limited and the
current study was conducted in an equine referral clinic
where horses are usually presented within several weeks
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after onset of clinical signs of tendinopathy. This led to
the decision to include horses with a history of clinical
signs of tendinopathy for up to 8 weeks. It had to be ac-
cepted that some tendons were most probably already in
the late proliferative or even in the remodelling phase of
tendon healing while most were in the late inflammatory
and early proliferative phase. By contrast mechanically
induced core lesions were treated as early as 1 week
after creation of lesions, ie. at the end of a well-defined
acute inflammatory phase in the experiment by Bosch et
al. (2011) [13]. There is evidence that timing of intrale-
sional tendon treatment has a significant influence on
outcome supported by a comparative experimental
equine investigation showing that PRP treatment 7 days
after SDFT lesion creation led to an earlier improvement
of ultrasonographic parameters than treatment on day
14 [56]. It is known that growth factors from the o-gran-
ula of platelets such as PDGF and TGF-f3 have a positive
influence during the inflammatory phase of tendon heal-
ing: [57-59]. In an experimental model of rat collateral
ligament injury the effectiveness of PDGF dropped
markedly if it was administered more than 24 h after in-
jury [60]. This is in accordance with results after treat-
ment of chronic human Achilles tendinopathy which
showed no beneficial effects of PRP versus placebo treat-
ment with sterile saline [20]. At the same time PRP in-
jections have been reported to be beneficial in chronic
human tendon disorders refractory to other treatment
modalities in several uncontrolled clinical studies [23,
61]. During the proliferation and remodelling phase of
tendon healing Vascular Endothelial Growth Factor,
which is a major component of PRP, might play a role as
promotor of angiogenesis [58].

Horses in the current study received a single PRP
treatment. This decision was based on the finding that
growth factor and cytokine release from platelets
continues from their mRNA reserves for at least 7 days
after activation [62] and on a significant and long-lasting
effect of a single injection approach in an experimental
equine tendinopathy study [14]. Another reason was the
intention to investigate a low dose of PRP as a basis for
further research in equine naturally occurring
tendinopathies [33], because to date no dose dependent
studies are available with regard to treatment of equine
tendinopathies. The limited long term effect in the
current study may have been influenced by the fact that
most growth factors contained in PRP are per se short
lived which probably contributed to a low concentration
over time in the clinical setting chosen. In a study using
a rodent experimental model it was also shown that a
single injection of heterologous PRP immediately after
Achilles tendon transection only had time-limited effects
on tendon healing during the observation period of up
to 6 weeks [63]. Results of another experimental study
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in a rodent model of tendinosis suggested that a single
intratendinous injection of PRP does not lead to a local
and systemic increase in several cytokines and growth
factors over the observation period of 25 days [64].

The adequate number of injections over time is also a
point of debate in naturally occurring human tendinopa-
thy: In a long term clinical trial in humans it was shown
that a second early PRP injection does not rapidly
improve clinical signs of tendinopathy in case of incom-
plete resolution after the first treatment [65]. However,
it has been shown in a controlled human clinical trial
that patients with chronic patellar tendinopathy
receiving two injections of a leucocyte poor platelet
concentrate (autologous conditioned plasma®) showed
better improvement in outcomes when compared to a
monoinjection [66]. Accordingly application of 3 consecu-
tive PRP injections significantly improved clinical symp-
toms and function of human athletes with chronic patellar
tendinopathy [22]. Summarily it cannot be excluded that
more than one intralesional treatment might have en-
hanced the clinical effects observed in the current study.

Based on whole blood platelets and leucocytes were
concentrated by a mean factor of 5.67 and 1.81, respect-
ively in PRP in the current study. Compared to other
PRP systems the bag system used in this study leads to
an intermediate platelet and low leucocyte concentration
[24]. By contrast platelets and leucocytes were enriched
with factors 3.78 and 6, respectively, utilizing a different
double centrifugation system in an equine surgical
model of tendinopathy [14]. Among various other
factors the different concentrations of platelets and
leucocytes might have contributed to the differences in
outcome between the latter and the current study.

Low platelet counts have been demonstrated to be
inefficient in bone regeneration [67] and increasing
platelet concentrations in a leucocyte reduced PRP prep-
aration leads to delivery of more anabolic and less pro-
inflammatory cytokines in vitro [28]. However, with
increasing platelet concentrations the synthesis of
collagen type I and III decreases suggesting a diminish-
ing effect on tendon metabolism [28]. This observation
corresponds to a dose dependent in vitro investigation
showing that intermediate platelet concentrations, such
as used in the current study, have stronger effects on
tenocyte proliferation, migration and collagen produc-
tion than highest concentrations [68].

While some beneficial effects such as anti-infectious
properties [69], growth factor content [70] and promo-
tion of chemotaxis, proliferation and differentiation of
cells [71] have been attributed to leucocytes they also
contribute to a greater acute inflammatory response [29,
72] and to the expression of catabolic factors, e.g. MMPs
and IL-1, that may influence tendon healing negatively
[27, 73, 74], so that a low leucocyte content seems to be
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preferable to enhance anabolic effects during tendon
healing.

In summary PRP characteristics vary significantly de-
pending on the technique and preparation kit used for
its production [24, 75] which has a significant impact on
clinical outcome and makes comparison between clinical
trials difficult [61]. The optimal platelet to leucocyte
ratio for treatment of tendinopathy is unknown to date
and most probably dependent on the stage of tendon
healing [76].

Clinical parameters did not differ between the PRPG
and controls at any time point which corresponds to the
results of an equine PRP study using an experimental
model of tendinopathy [14]. However, clinical signs of
inflammation such as the degree of lameness and scores
for skin surface temperature decreased earlier in the
PRPG than in the CG which may be attributed to anti-
inflammatory and analgesic effects of PRP [40, 77, 78].
This correlates well to reduced pain scores in humans
after PRP treatment of tendinopathy [79, 80] and to un-
controlled observations in two horses that returned to
competition level performance as soon as 4,5 months
after PRP treatment of SDFT lesions [17]. However,
mean scores for sensitivity to palpation decreased earlier
in controls than in PRP treated tendons despite a similar
curve progression in both groups. This is potentially
attributed to a high interindividual variation of score
values due to the inclusion of different lesion patterns.
Established semi-quantitative clinical score systems were
used to monitor clinical parameters in the current study.
Accuracy could have been increased by the use of
computerized gait analysis and thermography [81].

With regard to B-mode ultrasonography total cross
sectional area (T-CSA) decreased significantly between
week 4 and 18 after PRP treatment while it did not
change throughout the observation period in the CG.
Sensitivity of CSA is potentially low to detect minor
changes as shown by routine ultrasound assessment of
racehorses [82]. However, a delayed decrease of T-CSA
after the inflammatory phase of tendon healing can be
interpreted as a therapeutic effect of the PRP injection.

In contrast to controls, scores for echogenicity were
significantly higher which implies a low echogenicity of
the tendon lesions at 4, 8 and 12 weeks after PRP treat-
ment and at week 24, i.e. at the end of the observation
period. Similarly scores for fiber alignment were signifi-
cantly higher in the PRPG than in the CG at 4, 8 and
12 weeks after treatment suggesting a lower degree of
continuity of fibrous structures. A potential explanation
for the differences between groups is that TES and FAS
as determined by B-mode were higher in the PRP group
from the beginning of the experiment onwards, as com-
parison of the different time points reveals a tendency to
a significant difference (p =0.05-0.1) for most of the
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remaining time points. Consequently the intermittent
significant difference between groups should be inter-
preted with caution. However, it cannot be excluded that
PRP injection effectively induced a transient inflamma-
tory response [29, 83] which might have contributed to
a temporary decrease in echogenicity and in alignment
of fibrous structures. This contrasts with results of an
experimental equine study showing no differences at all
for several B-mode parameters between SDFTs treated
with a leucocyte poor single centrifugation plasma prod-
uct and saline [84]. Although echogenicity and fiber
alignment scoring using B-mode ultrasonograms are
established tools in clinical settings, they have a limited
sensitivity to adequately reflect tendon intergrity [35].
Additionally lesion types included in the current study
were heterogenous and the number of cases per group
was relatively low. These factors made B-mode ultrason-
ography not the ideal modality to comparatively monitor
especially subtle changes during the process of tendon
repair in the current study. It could be proved that echo-
genicity and fibre alignment scores based on B-mode
ultrasonograms do not correspond to the degree of echo
continuity as determined by UTC implying a higher sen-
sitivity of the latter technique [35, 37].

During ultrasound tissue characterization of PRPG
tendons there was a significant drop in the proportion of
non-structure related echo-type type IV representing a
mainly amorphous matrix and/or free fluid between day
0 and week 12 while proportions for this echo type
remained on the same level in the CG throughout
24 weeks. This phenomenon was previously observed in
an experimental equine study after a single PRP injec-
tion and may be attributed to acute anti-inflammatory
effects exerted by PRP [40, 77, 78].

The decreasing proportions of non-structure related
echo types III and IV between day O and week 12 after
PRP treatment in the current study rather resembles the
course between week 4 and 12 after surgical induction
of SDFT lesions without treatment [39] and the progres-
sion between week 5 and 18 after PRP treatment in
another experimental equine study [40] and might there-
fore be an indicator for the chronicity of some tendon
lesions included in the current study population. Hence,
the delayed treatment up to 8 weeks after the onset of
clinical signs might have contributed to a right-shift of
the healing pattern as determined by UTC compared to
experimental tendon lesions. However, more frequent
UTC examinations between day 0 and week 12 would
have been necessary to further prove this. This could
not be realized due financial constraints and organisa-
tory reasons as all horses were client owned and horses
have to be sedated for 30—60 min during UTC scanning.

Between week 12 and week 24 combined echo-types I
and II (fascicular structures) increased significantly
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within the PRPG. This resulted in a significantly higher
percentage of echo type II being representative for the
organization of a fibrillary matrix into fascicles that are
still discontinous and not yet aligned, thus still remodel-
ling after 24 weeks in PRP treated compared to control
tendons. An echo-type II ratio described for normal
tendon tissue, i.e. approximately 0.18 [39], was almost
reached. In combination with a significant decreases of
summarized echo-types III and IV between week 12 and
week 24 this indicates an advanced organization of fibril-
lar and amorphous matrix into fascicles that are less
continuous, more swollen and not aligned yet. The latter
interpretation is supported by a lack of significant
differences between groups with regard to echo-type I
proportions representing intact and fully aligned
fascicles (secondary tendon bundles).

In contrast to the current study PRP treated SDFTs had
a significantly lower percentage of echo type II than con-
trols in a surgical tendon model at the end of the observa-
tion period of 24 weeks [40]. This indicates that in the
Bosch et al. study, using a single macro-trauma, the PRP-
treated tendons passed already the remodelling stage
while during the experiment described in this manuscript
the fascicles were still not aligned yet and still requiring
remodelling. In general the higher proportion of echo-
type II in the PRPG is an indicator of an active process of
remodelling 24 weeks after treatment [40].

The proportion of echo type III being representative for
mainly fibrillar matrix continued to decrease significantly
between week 12 and 24 only in the PRPG. Comparison
of the proportion of this echo type to others in the PRPG
suggests that the decrease in echo type III is rather in
favour of echo type I than in favour of echo type II be-
tween week 12 and 24 as could be expected from a previ-
ous study [39]. Main reason for this observation is that in
our study there are only limited time-points for UTC
scanning, missing some detailed information on stages of
repair. Anyhow, this finding suggests a transformation
from fibrillar components into intact and aligned tendon
bundles during the remodelling phase after PRP treatment
of naturally occurring tendinopathies.

All horses included in the current study underwent
the same controlled exercise regimen as it is known
that controlled exercise has a therapeutic effect on
tendon healing [85]. The duration of the controlled
exercise prescribed for the included horses started on
the basis of the estimated duration of tendinopathy
(<4 weeks or 5-8 weeks) to adequately address the
potentially therapeutic effect of gradually increasing
controlled exercise on the process of tendon healing
in each individual. To avoid inadequate loading of the
tendons immediately after treatment all horses were
given 3 days box rest and the first actual exercise
level was restricted to 10 min walk.
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Similarly all horses were shod with a closed horse shoe
with a straight bar because this type of shoeing has been
described as adequate during rehabilitation in cases of
SDFT tendinopathy [49]. Despite potential alternative ap-
proaches to decrease strain in the SDFT via orthopaedic
shoeing [86] authors intended to assure that rehabilitation
conditions including shoeing were as similar as possible
for all horses which seemed to be achievable most consist-
ently with the type of shoeing chosen.

Recurrence rate is one of the most critical parameters
of long-term functionality after tendon injury [31]. Only
1 out of 10 horses in either group developed recurrence
of tendinopathy in the treated limb within 24 months
after treatment. This is a lower recurrence rate than that
previously reported after conventional intralesional
treatment of SDF tendinopathy in different types of per-
formance horses [2]. However, it has to be considered
that several previous equine tendon studies mainly
included racehorses typically developing centrally
located core lesions [3, 31] which probably have a differ-
ent etiology than most of the tendon lesions in the
current study [53]. Due to the relatively low number of
horses included and different types of use, recurrence
rate in the current study should be interpreted cau-
tiously. Biomechanical testing using tendon explants is
the gold standard to determine elasticity and strength of
tendon tissue. Due to the inclusion of client owned
horses it could not be performed in the current study.

The performance level which is another important
indicator of functionality did not differ statistically
between groups at 12 and 24 months after treatment.
However, the current study revealed that 8 versus 5
horses reached their previous level of performance
12 months after PRP and saline treatment respectively.
After another 12 months only 6 of the PRP treated and
5 control horses performed at their previous level. This
finding reflects the results of a clinical study including
racehorses with midbody suspensory ligament demopa-
thies [16]. Horses treated with PRP had fewer starts than
control horses delayed only during the third year after
return to racing.

Conclusions

This controlled clinical trial shows that a single intrale-
sional injection of PRP up to 8 weeks after onset of
clinical signs of tendinopathy contributes to an earlier
reduction of lameness compared to a single intralesional
treatment with saline. Compared to controls fibrillar
matrix in PRP treated tendons is getting organized into
fascicles that are not aligned yet after six months which
is a sign of advanced tendon repair while remodelling
continues. PRP treatment has the potential to increase
the number of horses reaching their previous or a higher
level of performance after 12 months which is not
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sustained after 24 months. Earlier treatment of tendino-
pathy with PRP should be considered to enhance these
effects. Future controlled clinical studies should include
higher numbers of horses.
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