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1 Einleitung

Ein Organismus entwickelt sich aus einer einzigen befruchteten Eizelle. Daraus entstehen
nach und nach etwa 300 verschiedene Zelltypen mit spezifischen Aufgaben. Unter Stamm-
zellen versteht man die teilungsfreudigen Vorlaufer der differenzierten Koérperzellen. Sie kon-
nen sich unbegrenzt teilen, wobei immer eine neue Stammzelle und eine Tochterzelle ent-
stehen. Letztere kann sich dann zu einer der unterschiedlichen Zellarten ausdifferenzieren.
Diese Fahigkeit haben Stammzellen nicht nur im embryonalen Leben, sie bleibt weitgehend
auch im adulten Organismus erhalten.

Embryonale Stammzellen sind unbegrenzt teilungsfahig und omnipotent. Sie konnen sich
also zu jeder beliebigen Zellart entwickeln. Daher sind sie theoretisch ideal flr Zelltherapien
geeignet. Dieses Forschungsgebiet ist allerdings ethisch stark umstritten. Aus diesem Grund
sind adulte Stammzellen in den Mittelpunkt des Interesses geruckt (ZANDER et al., 2002).
Auch adulte Stammzellen kénnen sich zu unterschiedlichen Zelltypen differenzieren, wenn
auch nicht mehr in demselben Ausmall wie embryonale Stammzellen. Sie werden daher
multipotent genannt. Zu den adulten Stammzellen gehéren auch die hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark. Sie sind schon lange bekannt und ihre Verwendung ist im
Rahmen der Krebstherapie etabliert. Auch in den Organen kommen Stammzellen vor, wel-
che dem Ersatz abgestorbener Zellen und der Reparatur von Verletzungen in diesen Orga-
nen dienen. Die Stammzellen dienen also der Entstehung eines Organismus sowie der Re-
generation und Reparatur von Geweben im erwachsenen Leben.

In der jingeren Vergangenheit wurden in immer mehr Organen Stammzellen nachgewiesen.
Des Weiteren hauften sich Berichte Uber die Fahigkeit von adulten Stammzellen, sich auch
Uber Keimblattgrenzen hinweg zu transdifferenzieren. In der jlingsten Vergangenheit werden
allerdings Zweifel an dieser Moglichkeit geduRert und andere Mechanismen als Erklarung flr
viele beobachtete Phanomene angenommen (GOODELL, 2003, ALISON et al.,, 2004;
CAMARGO et al., 2004; SCOTT, 2004).

Die Stammzelltherapie stellt den Versuch dar, geschadigte Gewebe oder Organe zu reparie-
ren oder zu ersetzen. Allerdings ist bei vielen Zellarten noch nicht in ausreichendem Malie
bekannt, aus welchen Stammzellen und Uber welche Vorlauferzellen sie sich entwickeln und
welche Faktoren an dieser Differenzierung beteiligt sind. Transplantationsexperimente sind
ein sinnvoller Ansatz, die Entstehung und Herkunft einzelner Zellpopulationen zu verfolgen
KISSEBERTH et al., 1999; MUJTABA et al., 2002).

Transplantationsexperimente kénnen aber nur dann mit Erfolg eingesetzt werden, wenn ge-

wahrleistet werden kann, dass die transplantierten Zellen im Empfanger auch als solche
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wiedererkannt werden kénnen. Dies stellt hohe Anspriiche an Tiermodelle fir Transplanta-
tionsexperimente, da die Zellen fur die Transplantation dem Empfangerorganismus einer-
seits mdglichst ahnlich sein missen, um keine AbstolRungsreaktionen hervorzurufen, an-
dererseits jedoch mindestens einen deutlichen Unterschied aufweisen missen, um eine spa-
tere Differenzierung zu erlauben. Fir die Durchfiihrung von Transplantationsexperimenten

existieren diverse Tiermodelle.

Ein solches Tiermodell ist die R26-hPLAP-transgene Fischer-344-Ratte. Dieses Ratten-
modell wurde von der Arbeitsgruppe um E. P. Sandgren, Madison, Wisconsin, USA, erzeugt
(KISSEBERTH et al., 1999). Bei dem Transgen handelt es sich um das Enzym humane
plazentare alkalische Phosphatase (hPLAP), welches bei Transplantationsexperimenten als
Marker verwendet werden kann.

hPLAP ist aullerst hitzestabil, was es geeignet erscheinen lasst, die hohen Temperaturen,
welche bei der routinemafligen Paraffineinbettung von Organen entstehen, zu Gberdauern.
Damit sollte dieses Enzym insbesondere fur Studien, in denen histologische Techniken ver-
wendet werden, einen brauchbaren Marker darstellen. hPLAP wird in den transgenen Tieren
wahrend der Embryonalphase und auch postnatal ubiquitar in allen Kérperzellen gleichmaRig
exprimiert.

Es handelt sich bei diesem Tiermodell um einen Inzuchtstamm, die Tiere weisen also eine
grol3e genetische Einheitlichkeit auf. Diese Eigenschaft ist von groltem Vorteil, da auf diese
Weise Transplantationen zwischen den Tieren dieses Stammes ohne Gefahr von Absto-
Rungsreaktionen durchgefuhrt werden kdnnen. Die einzige Ausnahme zu der genetischen

Identitat innerhalb der Linie stellt das Transgen selbst dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte es sein, die Nutzbarkeit von R26-hPLAP-transgenen
Fischer 344 Ratten als Tiermodell fir Studien tber Zelltherapien mit mesenchymalen Zellen
zu Uberprifen.

Ferner sollten die hierfiir notwendigen Methoden erarbeitet werden.

Ein praktischer Nutzen dieses Modells kénnte in der Entwicklung neuer Therapiemethoden
fur Arthropathien unterschiedlicher Genese liegen, die in der Kleintiermedizin, insbesondere
bei Hunden, aber auch in der Pferdemedizin eine grofte Rolle spielen. Vorstellbar ware in
diesem Zusammenhang beispielsweise die autologe Transplantation von mesenchymalen
Stammzellen in Gelenke mit Knorpelschdden oder Verletzungen zur Beschleunigung der

Heilungsprozesse.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Stammzellen

Stammzellen sind Zellen, die nicht auf die Entwicklung zu einer bestimmten Zell-Linie festge-
legt sind. Erst ihre Nachkommen entwickeln sich zu definierten Zellpopulationen.
Stammzellen spielen in der embryonalen Entwicklung eine entscheidende Rolle. Embryonale
Stammzellen sind multipotent und daher theoretisch ideal fur Zelltherapien geeignet. Dieses
Forschungsgebiet ist allerdings ethisch stark umstritten. Aus diesem Grund sind adulte
Stammzellen in den Mittelpunkt des Interesses geruckt.

Im Jahr 2000 hielt WEISSMAN es flr mdglich, dass alle Organe nicht nur von (embryonalen)
Stammzellen abstammen, sondern auch spater noch teilungsfahige multipotente Zellen ge-
funden werden kénnen. Die Existenz von Stammzellen in adulten Geweben wurde seither flir
immer mehr Organe nachgewiesen.

Adulte Stammzellen sind fast ebenso gut expandierbar wie embryonale Stammzellen, leicht
gewinnbar, autolog transplantierbar und gut vertraglich sowie nicht mit ethischen Bedenken
verbunden (ZANDER et al., 2002). Sie proliferieren nach einem asymmetrischen Schema.
Eine Tochterzelle entwickelt sich weiter, die andere ist eine neue Stammzelle.

Die Nachkommen kénnen verschiedenen Zell-Linien angehdren. Aus den verschiedenen
Linien entwickeln sich zuletzt differenzierte Zellpopulationen, die bestimmte Gewebe bilden.
Jeder dieser Entwicklungsschritte wird durch ein spezifisches Zusammenspiel von Einfllissen
durch die Zelle selbst (z.B. durch ihr Genom), von aufieren Faktoren (z.B. Wachstumsfakto-
ren wie TGF-B oder IGF Il) (CAPLAN, 1991; BRUDER et al., 1994; JAISWAL et al., 2000)
sowie der unmittelbaren Umgebung der Zellen (TSAI und MC KAY, 2000) bestimmt.

2.2 Mesenchymale Stammzellen

Neben hamatopoetischen Stammzellen enthalt Knochenmark auch Stammzellen fiir das
Stromazell-System, welche die Fahigkeit haben, sich zu verschiedenen mesenchymalen
Zell-Linien zu entwickeln. Diese Fahigkeit haben nicht nur embryonale Zellen, sie bleibt auch
beim ausgewachsenen Organismus erhalten. Die mesenchymalen Stammzellen bilden den
Stammzellpool fir nicht-hamatopoetische Zellen wie Osteoblasten, Chondrozyten, Adipo-
zyten und Fibroblasten, die Knochen, Knorpel, Sehnen und Bander, Fettgewebe und Musku-
latur aufbauen kénnen (FRIEDENSTEIN et al., 1976; BRUDER et al., 1998b; MAJUMDAR et
al., 1998; PITTENGER et al., 1999; GAO et al., 2001; JACKSON et al., 2002).
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Solche multipotenten Zellen kdnnen aus dem Knochenmark gewonnen und in Kultur expan-
diert werden. In Kolonien, die aus einer einzelnen Knochenmark-Stromazelle entstehen,
kdnnen drei Zelltypen unterschieden werden, von denen sich die Population der kleinsten
Zellen am schnellsten vermehrt. Diese Population scheint das grofRte Potenzial fir multi-
potente Differenzierung aufzuweisen und ist damit sehr interessant fiir die Erforschung adul-
ter Stammzellen (COLTER et al., 2001). In Zellkulturen kénnen durch Zugabe spezieller Fak-
toren Knochenmark-Stromazellen in ihrer weiteren Differenzierung zu osteoblastaren,
chondrozytischen, adipozytischen oder anderen mesenchymalen Zell-Linien beeinflusst
werden (OWEN et al., 1988).

Méglicherweise lassen sich pluripotente mesenchymale Zellen auch aus anderen Geweben
als dem Knochenmark bei einem adulten Organismus isolieren. Berichtet wird dies zum Bei-
spiel von Periost (NAKAHARA et al., 1990 und 1992), Skelettmuskulatur (DEASY et al.
2001), Synovialmembran (DE BARI et al., 2001), sowie Fettgewebe (GRONTHOS et al.,
2001).

2.3 Zelltherapie mit adulten mesenchymalen Stammzellen

Die Forschung der letzten Jahre auf dem Gebiet der Stammzellen hat ergeben, dass pluripo-
tente mesenchymale Vorlauferzellen, welche in bestrahlte Empfangermause injiziert werden,
dort nicht nur Uberleben, sondern auch in vielen Geweben (Knochen, Knorpel, Lunge, Milz
und Knochenmark) proliferieren (PEREIRA et al., 1995, 1998).

Darlber hinaus ist bereits gezeigt worden, dass die Transplantation von Wildtyp- Knochen-
mark in transgene Mause mit einem Osteogenesis imperfecta-Phanotyp (PEREIRA et al.,
1998) oder in Hyp-Mause mit hypophosphatadmischer Rachitis (MIYAMURA et al., 2000) zu
einer deutlichen Verbesserung der Knochenphanotypen dieser Mause gefiihrt hat. Auch
GUSSONI et al. (1999) berichten von deutlicher Verbesserung des Muskel-Phanotyps durch
die Transplantation von Wildtyp-Knochenmark in einem Mausmodell fir muskulare Dystro-
phie.

All dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass diesen Empfangertieren mesenchymale Zell-
populationen erfolgreich transplantiert werden konnten. Es scheint einiges dafir zu spre-
chen, dass native oder bis zu 24 Stunden kultivierte Zellen hierfur besser geeignet sind als
langer kultivierte mesenchymale Stammzellen (ROMBOUTS und PLOEMACHER, 2003).
Mesenchymale Stammzellen bieten vielfaltige Moglichkeiten fur Therapieansatze. Es konnte
sich als lohnenswert erweisen, mesenchymale Vorlauferzellen auch fir ex vivo Gen- und
Zelltherapien zu nutzen (PROCKOP, 1997).
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24 Geweberegeneration mit mesenchymalen Stammzellen.

Die hierzu vorliegenden Daten aus der Literatur sollen im Folgenden flr die verschiedenen

Organsysteme im Einzelnen geschildert werden.

2.4.1 Knochen

Die zellularen Bestandteile des Knochens leiten sich Uberwiegend von einer gemeinsamen
Progenitorzelle ab, aus welcher (unter anderem) Osteoblasten, Chondroblasten und
Fibroblasten entstehen. In Zellkulturen differenzieren sich diese Vorlauferzellen durch den
Einfluss von Dexamethason bevorzugt zu Osteoblasten aus (MANIATOPOULOS et al.,
1988; LEBOQY et al., 1991; KASUGAI et al., 1991). JAISWAL et al. (1997) beschreiben eine
Methode, mit der die osteogenetische Entwicklung von humanen mesenchymalen Stamm-
zellen in Zellkultur beobachtet werden kann. Osteoblasten bilden an ihrer basalen Seite die
organische, extrazellulare Knochenmatrix, das Osteoid. Diese Matrix besteht aus ca.
90% Collagen | und 10% Nicht-Collagen-Proteinen, Glykoproteinen und Proteoglykanen.
Das Osteoid wird durch die Aktivitdt der Osteoblasten mineralisiert. Danach kann die
Knochensubstanz aus bis zu 65% Mineralien bestehen (v.a. Hydroxylapatit,
[Ca1o(PO4)s(OH),]). Osteoblasten mauern sich auf diese Weise selbst ein und werden so zu
Osteozyten. Diese bleiben Uber feine Fortsatze in Kanalchen der extrazellularen
Knochensubstanz miteinander in Verbindung und dienen der Versorgung des sie
umgebenden Gewebes.

Es wurde nun angenommen, dass mesenchymale Stammzellen zur Unterstiitzung der Kno-
chenheilung eingesetzt werden kénnten. OLMSTEDT-DAVIS et al. (2003) berichten von ei-
ner aus dem Knochenmark von Mausen isolierten Stammzell-Population, die bei letal be-
strahlten Mausen zur Regeneration des Osteoblasten-Vorlaufer-Pools gefiihrt hat. Darlber
hinaus kann der Phanotyp von Mausmodellen mit genetischen Osteoblastendefekten durch
Knochenmarktransplantation verbessert werden (PEREIRA et al., 1998; MIYAMURA et al.,
2000). HAYNESWORTH et al. (1992) berichten, dass menschliche Knochenmarkzellen nach
Expansion in Zellkultur und Zucht von Subpopulationen in Maus-Empfangern Knochengewe-
be bilden kdnnen. WERNTZ et al. (1996) legen einen Bericht Uber Knochenheilung unter
Verwendung von Knochenmarkzellen bei Ratten vor. Nach Implantation von autologen le-
benden Knochenmarkzellen in einen frischen Knochendefekt im Femur konnte nach drei
Wochen die Bildung von Geflechtknochen und nach sechs Wochen dessen Umbildung in
lamellaren Knochen nachgewiesen werden. Auch PALEY et al. (1986) konnten eine schnel-

lere Frakturheilung nach Implantation von mesenchymalen Zellzubereitungen nachweisen.
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Ein weiterer Ansatz in Experimenten Uber die Beeinflussung von Knochenheilung beinhaltet
die Kombination von Keramikimplantaten mit Zellzubereitungen aus Knochenmarkzellen
(OHGUSHI et al., 1989; GOSHIMA et al., 1991; GRUNDEL et al.,, 1991; DENNIS et al.,
1992; KADIYALA et al., 1997; BRUDER et al., 1998a). Obwohl diese Versuche an verschie-
denen Tierarten (meist Ratten oder Hunde) und mit unterschiedlichen Keramikimplantaten
(massive oder pordse Blocke) durchgefiihrt wurden, lassen die verschiedenen untersuchten
Parameter auf bessere Einheilung der Keramikimplantate in den Knochen bei Anwendung
von Stammzell-Zubereitungen schlief3en. In histologischen und histomorphometrischen Ana-
lysen wurden signifikant grofiere Mengen von Geflechtknochen und lamellarem Knochen in
den Implantaten der Tiergruppen nachgewiesen, die mit mesenchymalen Stammzellen be-

handelt worden waren, als in den Kontrollgruppen.

Aus den genannten Resultaten ergeben sich vielfaltige Forschungsansatze im Hinblick auf
Therapiemoglichkeiten von Knochenerkrankungen. Es sollte allerdings Beachtung finden,
dass offenbar deutliche Unterschiede zwischen den Spezies bestehen (JOHNSON et al.,
1988), so dass nach Ubertragung einer Methode auf eine andere Art nicht immer mit ent-

sprechenden Erfolgen gerechnet werden kann.

2.4.2 Knorpel

Chondroblasten leiten sich unter dem Einfluss anderer Wachstumsfaktoren aus derselben
Progenitorzelle ab wie Osteoblasten. JOHNSTONE et al. (1998) zeigen, dass sich aus dem
Knochenmark von Kaninchen isolierte mesenchymale Vorlauferzellen unter dem Einfluss von
TGF-p1 und Dexamethason zu chondrogenen Zellen differenzieren. Die Zellen produzieren
Typ 1l-Collagen und ahneln hypertrophen Chondrozyten. Auch DENKER et al. (1995) und
YOO et al. (1998) berichten von chondrogener Wirkung von TGF-1, KADIYALA et al. (1997)
von der chondrogenen Wirkung von Dexamethason. Durch Zusatz von TGF-B3, Dexametha-
son und Thyroxin in veranderlichen Mengen zum Kulturmedium waren auch MACKAY et al.
(1998) in der Lage, adulte, humane mesenchymale Stammzellen zur Knorpelsynthese anzu-
regen. Die Zellen synthetisierten eine extrazellulare Matrix, welche Typ II-Collagen und knor-
pelspezifische Proteine enthielt. Entsprechend berichten auch BARRY et al. (2001) von
chondrogener Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen unter dem Einfluss von
TGF-p2 oder -B3, die in Kultur knorpelspezifische Proteine und Collagen Typ Il und X synthe-

tisierten.

Chondroblasten produzieren Chondroid, mauern sich auf ahnliche Weise selbst ein wie die
Osteoblasten und werden so zu Chondrozyten. Das Chondroid kann unterschiedliche Zu-

sammensetzungen aufweisen, je nach der Art des gebildeten Knorpels. Hyaliner Knorpel
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enthalt zum Beispiel viel Chondroitinschwefelsaure, welche die kollagenen Fasersysteme
.,maskiert‘, so dass sie nur in polarisiertem Licht sichtbar sind. Elastischer Knorpel enthalt
starke elastische Fasern und weniger Grundsubstanz. Faserknorpel schliellich besteht aus
stark miteinander verflochtenen Kollagenfaserbiindeln. Seine Chondroblasten erzeugen kein

Chondroitinsulfat.

WAKITANI et al. Gberprifen bereits 1994 den Einfluss von osteochondralen Vorlauferzellen
auf den Heilungsverlauf von Knorpelsubstanzverlusten auf der Gelenkflache in Knien von
Kaninchen. Die Vorlauferzellen wurden aus dem Knochenmark und aus Periost gewonnen
und in einem Typ I-Collagen-Gel in die Knorpeldefekte transplantiert. Als Kontrollen wurden
Knorpeldefekte entweder mit zellfreiem Collagen-Gel versorgt oder nicht behandelt. Das
Narbengewebe der unter Verwendung von Zellen versorgten Defekte war nach Abschluss
der Untersuchungen deutlich fester und belastbarer als die ohne Zellzubereitung behandel-
ten oder die unbehandelten Kontrollen, wenn auch nicht so belastbar wie unverletzter Ge-
lenkknorpel. Auch JOHNSTONE und YOO beschreiben 2001 verschiedene Mdglichkeiten,
verletztes Knorpelgewebe durch Transplantation von Chondrozyten und ihren mesenchyma-
len Vorlauferzellen in der Heilung zu unterstutzen. In einem Ziegen-Modell fur Osteoarthrose
wurden autologe mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark gewonnen, in Kultur ver-
mehrt und mit GFP transfiziert. Diese Zellen wurden dann in die Kniegelenke injiziert und
konnten dort die Regeneration von Meniskus-Gewebe verbessern sowie progressive Knor-
peldegenerationsprozesse verlangsamen (MURPHY et al., 2003). Zu ahnlich lautenden Re-
sultaten gelangen auch PASCHER et al. (2004). Die Zellen wurden in der letztgenannten
Studie mit adenoviralen Vektoren und Markergenen versehen und in die Kniegelenkshdhle

von Kaninchen implantiert.

Zusammengenommen lassen diese Resultate hoffen, dass sich die Zelltherapie mit
mesenchymalen Stammzellen in naher Zukunft zu einer sehr interessanten Therapieform flr

Osteoarthrosen entwickeln konnte.

2.4.3 Sehnen und Béander

Neben Knochen und Knorpel, den wichtigsten Stltzgeweben in Sdugerorganismen, sind
auch Sehnen und Bander mesenchymalen Ursprungs. Auch auf diesem Gebiet liegen Be-
richte Uber die Verwendung von Stammzellen zur Zelltherapie vor. So fihrt zum Beispiel die
Implantation von mesenchymalen Stammzellen zu deutlichen Verbesserungen im Heilungs-

verlauf von Sehnenverletzungen (YOUNG et al., 1998). Einen ahnlich lautenden Bericht le-
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gen KANEMARU et al. (2003) vor. Sie zeigen die Anwendung von mesenchymalen Stamm-

zellen bei der Therapie von verletzten Stimmbandern.

2.4.4 Skelettmuskulatur

Eine weitere Zellpopulation mesenchymaler Herkunft bildet die quergestreifte Skelettmusku-
latur. WAKITANI et al. (1995), FERRARI et al. (1998) und BITTNER et al. (1999) konnten in
unterschiedlichen Versuchen mit Ratten (WAKITANI) oder Mausen (FERRARI und
BITTNER) nachweisen, dass myogene Vorlauferzellen aus dem Knochenmark stammen.
GALLI et al. konnten 2000 sogar bei neuralen Stammzellen das Potenzial zur Differenzie-

rung zu Skelettmuskulatur nachweisen.

2.4.5 Herzmuskel

Ein weiteres Forschungsgebiet fur die Zelltherapie stellt das Herz dar, das ebenfalls mesen-
chymalen Ursprungs ist. ORLIC et al. (2001a und 2001b) zeigen, dass lokale Injektionen von
adulten Maus-Knochenmarkzellen bei Tieren derselben Mauslinie zur de novo Genese myo-
kardialer Zellen fuhren. Fir dieses Experiment wurden durch Ligatur von Koronararterien
Infarkte ausgeldst und die Knochenmarkzellen in gesundes Gewebe direkt neben den infar-
zierten Arealen injiziert. Erste Versuche, humane mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmark in den Herzventrikel von Mausen zu injizieren und dort ihre Entwicklung zu
beobachten, scheinen zu zeigen, dass diese Zellen dort anwachsen und sich weiterent-
wickeln, wenn auch nur in geringer Anzahl (TOMA et al., 2002). Die Zellen, die langer als
eine Woche Uberlebten, entwickelten im Laufe der Zeit die gleiche Morphologie wie die sie

umgebenden Kardiomyozyten.

In einer anderen Studie wurden Kardiomyozyten in Herzen von Frauen gefunden, die ein Y-
Chromosom aufwiesen. Die Frauen hatten zuvor Knochenmarktransplantationen von mann-
lichen Spendern erhalten. Dies zeigt, dass die mesenchymalen Stammzellen aus dem Kno-
chenmark der Spender in der Lage sind, sich auch zu Kardiomyozyten zu differenzieren
(DEB et al., 2003). Bestatigt wurde dies auch durch die Studie von BITTIRA et al. (2003), in
der Ratten markierte Knochenmark-Stromazellen intravenods injiziert bekamen. Bei einigen
dieser Ratten wurde kinstlich ein myokardialer Infarkt verursacht und zu verschiedenen
Zeitpunkten untersucht, ob sich in den verletzten Herz-Regionen markierte Stromazellen
nachweisen lassen. Dies war bei allen operierten Tieren der Fall. SHAKE et al. (2002) kom-

men mit ihren Experimenten an Schweinen zu ahnlichen Ergebnissen.
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2.4.6 Blutgefalie

Interessant sind auch die Ergebnisse der Experimente von MAJKA et al. (2003), die zeigen,
dass sich aus dem Knochenmark stammende Zellen in Skelettmuskulatur zu Gefallendothel

und glatter Muskulatur von BlutgefaRwanden differenzieren kénnen.

2.4.7 Nieren

Um zu erforschen, ob extrarenale Zellen bei der Regeneration von Nierengewebe eine Rolle
spielen, untersuchen POULSOM et al. (2001) die Nieren weiblicher Mause, die von mannli-
chen Mausen Knochenmarkzellen erhalten hatten, sowie menschliche Nierenproben von
mannlichen Patienten, welche weibliche Nieren transplantiert bekommen hatten. Durch in
situ Hybridisierung wurde in beiden Fallen das Y-Chromosom nachgewiesen. Auch ITO et al.
(2001) kommen in ihren Experimenten mit einem transgenen Rattenstamm zu dem Ergebnis,
dass Knochenmarkzellen in vivo an der Regeneration von Glomerula beteiligt sein kdnnen.
Diese Ergebnisse fihren zu der Hoffnung, dass Knochenmarkzellen bei Nierenerkrankungen

therapeutisch eingesetzt werden kdnnen.

2.4.8 Leber

In den letzten Jahren sind einige Studien publiziert worden, die vermuten lassen, dass sich
Stammzellen aus dem Knochenmark auch zu epithelialen Gewebe transdifferenzieren kon-
nen. Ob es sich dabei um mesenchymale Stammzellen handelt, ist derzeit unklar. THEISE et
al. (2000a) und LAGASSE et al. (2000) berichten von Mause-Experimenten, in denen die
Abstammung der Hepatozyten von Knochenmarkzellen nachgewiesen werden konnte. Nur
wenig spater veroffentlichen THEISE et al. (2000b) eine Studie Uber weibliche Patienten, die
von mannlichen Spendern Knochenmark transplantiert bekommen hatten, und Uber mannli-
che Patienten, welche von weiblichen Spendern Lebergewebe empfangen hatten. Bei Unter-
suchungen von Leberbiopsien beider Gruppen wurden Y-Chromosom-positive Leberzellen
sowohl in den weiblichen Knochenmark-Empféangern sowie den mannlichen Empfangern
weiblichen Lebergewebes nachgewiesen. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass
Hepatozyten und eventuell auch Cholangiozyten durch extrahepatische Stammzellen, wahr-
scheinlich aus dem Knochenmark, regeneriert werden kdnnen. In ihren Experimenten mit
verschiedenen Mausmodellen kommen auch FUJII et al. (2002), JIANG et al. (2002) und
POULSOM et al. (2003) zu dem Ergebnis, dass Knochenmarkzellen an der Regeneration
von Leberzellen teilhaben kénnen. Auch im Blut zirkulierende Stammzellen kdnnen sich an-
geblich zu Hepatozyten differenzieren (KORBLING et al., 2002). So ergeben sich vielleicht

auch auf dem Gebiet der Lebererkrankungen Chancen durch Zelltherapien.
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2.4.9 Zentrales Nervensystem

MAHMOOD et al. (2003) berichten von Ergebnissen, die darauf schlieRen lassen, dass Zell-
therapien unter Verwendung von Stromazellen auch flir Erkrankungen des ZNS méglich sein
kdnnten. In dieser Studie wurden Ratten 24 Stunden nach einem Hirntrauma menschliche
Knochenmark-Stromazellen injiziert. Diese Zellen wanderten in die betroffenen Areale ein
und differenzierten sich zu Glia- und Nervenzellen. Zu ahnlichen Ergebnissen kommen auch
BONILLA et al. (2002), die Knochenmarkzellen intrazerebral injizierten und ihre weitere Ent-
wicklung beurteilten. Dies bestatigte friihere Berichte von KENNEDY und ABKOWITZ (1997)
und von PRILLER et al. (2001), welche die Herkunft von Glia- und Nervenzellen aus Kno-
chenmarkzellen beschrieben. Von MEZEY et al. (2000; 2003) liegen mehrere Berichte vor,
nach denen sich aus transplantierten Knochenmarkzellen Zellen mit neuronalem Phanotyp

entwickelten.

2.4.10 Lunge

In der retrospektiven Analyse von Lungenproben von knochenmarktransplantierten Patien-
tinnen, die von mannlichen Spendern Zellen erhalten hatten sowie bei der Ubertragung die-
ser Gegebenheiten auf einen Tierversuch konnten Zellen nachgewiesen werden, die eindeu-
tig vom Spender stammen (SURATT et al., 2003). Auch KENNEDY und ABKOWITZ (1997),
KOTTON et al. (2001) und JIANG et al. (2002) berichteten von der Differenzierung von mul-
tipotenten Vorlauferzellen aus dem Knochenmark von adulten Spendertieren zu epithelialen
Lungenzellen. Es wird daher angenommen, dass adulte Stammzellen in Zukunft eine Rolle

bei der Therapie von Lungenerkrankungen spielen kénnten.
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2.5 Genetische Marker und Tiermodelle

Fir die Beantwortung von Fragen zum therapeutischen Potential von Zelltherapien sind Tier-
modelle von enormer Wichtigkeit. Transplantationsexperimente erfordern eine Methode, die
es erlaubt, einzelne Zellen oder ganze Gewebe so zu markieren, dass spater Rickschlisse
auf die Herkunft dieser Zellen méglich werden. Die zur Verfiigung stehenden Techniken zur
in vivo Markierung von Zellen waren lange Zeit unbefriedigend. Ein Ansatz fir die Losung
dieser Probleme ist es, einen stabilen genetischen Marker in alle Kérperzellen eines Tieres
einzubauen. Wenn erreicht werden kann, dass ein solcher genetischer Marker auch in allen
Abkémmlingen der Zellen exprimiert wird, ware dies eine besonders sinnvolle Heran-
gehensweise.

Ein idealer genetischer Marker sollte den folgenden Kriterien entsprechen: Er sollte keinen
Einfluss auf die Ontogenese des Tieres haben, in dem er exprimiert wird; er sollte in allen
Kdrperzellen und wahrend des ganzen Lebens des Tieres gleichmallig exprimiert werden
und er sollte in diesen Kdrperzellen eindeutig nachweisbar sein, und zwar in lebenden Zellen

sowie in verschiedenen fixierten Zell- oder Gewebe-Praparationen.

Zu den am haufigsten verwendeten genetischen Markern gehéren das LacZ-Gen aus dem
Bakterium Escherichia coli, welches fir B-Galaktosidase (ein sensitiver histochemischer
Marker) codiert, GFP (green fluorescent protein) aus der Qualle Aequorea victoria und
hPLAP (humane plazentare alkalische Phosphatase). All diese genetischen Marker haben

spezifische Vor- und Nachteile.

2.5.1 LacZ

LacZ wird haufig als Reportergen in Knockout-Mausen und als Marker fir Promotor-Fallen-
Experimente sowie fUr transfizierte Zell-Linien verwendet. Allerdings kann die postnatale
Expression von LacZ unzuverlassig sein (CUI et al., 1994). Aulterdem ist LacZ nicht hitze-
stabil und daher wird durch die Paraffineinbettung die Enzymaktivitat zerstort (GOSSLER
und ZACHGO, 1993). Ein weiterer Nachteil von LacZ bei Fragestellungen zu Knochenzellen
ist die Tatsache, dass Osteoklasten selbst lber eine sehr hohe B-Galaktosidase-Aktivitat
verfigen, was den Nachweis von LacZ-Expression in Knochen schwierig macht (ZHENG et

al., 1991). Die Einsatzméglichkeiten von LacZ sind also beschrankt.
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2.5.2 GFP

Ein wichtiger Vorteil von GFP ist, dass es im Gegensatz zu LacZ und hPLAP auch in leben-
den Zellen direkt sichtbar zu machen ist, da die Fluoreszenz vom bioluminiszenten chro-
mophoren Protein selbst ausgeht und nicht erst durch Farbung oder Markierung sichtbar
gemacht werden muss (CUBITT et al., 1995). Allerdings ist GFP fir histologische Untersu-
chungen nur eingeschrankt verwendbar.

Temperaturen Uber 15°C flihren zu mangelhafter Ausbildung von GFP. Erst wenn das Pro-
tein fertig ausdifferenziert vorliegt, ist es stabil und vertragt auch Temperaturen bis zu 65°C.
Dennoch kann wahrend der Paraffineinbettung ein groRRer Teil der Fluoreszenz verloren ge-
hen (TAKEUCHI et al., 2003). AuBerdem miussen fir eine deutliche Fluoreszenz sehr viele
(etwa 10°) GFP-Molekiile pro Zelle exprimiert werden. Ein indirekter Marker, der eine Reakti-
on katalysiert, deren Produkt dann nachgewiesen werden kann, musste in sehr viel geringe-
rem Umfang exprimiert werden und kénnte dennoch zu denselben Ergebnissen fuhren.
Dessen ungeachtet wurden sowohl GFP-transgene Mausestdamme (OKABE et al., 1997) als
auch transgene Rattenstamme (HAKAMATA et al., 2001) generiert und bei einigen Frage-
stellungen mit Erfolg verwendet. In jungeren Studien wird Uber einen weiteren GFP-
transgenen Rattenstamm berichtet (TAKEUCHI et al., 2003). Die GFP-Expression war nicht
in allen Organen gleichmaRig und wurde im Laufe der Ontogenese der transgenen Tiere
immer schwacher. Die Expression des Transgens konnte sogar von Zelle zu Zelle in dersel-
ben Population unterschiedlich ausfallen. Dies wird von den Autoren durch den verwendeten
Promotor (Cytomegalovirus enhancer, chicken B-actin enhancer-promoter, and rabbit B-
globin poly (A) signal; CAG) erklart.

2.5.3 hPLAP

hPLAP wurde urspringlich als Reporterenzym in Genexpressionstudien an transfizierten
Zellen entwickelt (HENTHORN et al., 1988). Spater wurde mit Erfolg versucht, hPLAP als
histochemisch nachweisbares Reportergen in transgenen Mausen zu verwenden (DEPRIMO
et al., 1996). Es handelt sich um ein Enzym, welches spezifisch in nur einigen Geweben we-
niger Sauger vorgefunden wird. Zu nennen sind hier die Plazenta von Primaten sowie man-
che maligne Zell-Linien. Daher wird hPLAP auch als Tumormarker verwendet (BENHAM et
al., 1981; O'CONNOR und CULP, 1994; CULP et al., 1998).

Die Eigenschaft, die hPLAP zu einem interessanten Markerenzym macht, ist seine Hitzesta-
bilitdt. Sie wird ausgenutzt, um das Enzym von anderen alkalischen Phosphatasen unter-
scheiden zu kénnen. Die meisten alkalischen Phosphatasen Uiberstehen Temperaturen nicht,

die im Verlauf einer normalen Paraffineinbettung entstehen. Dieser Unterschied zwischen
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hPLAP und alkalischen Phosphatasen aus anderen Geweben wird durch strukturelle Unter-
schiede zwischen den Isozymen erklart (LE DU und MILLAN, 2002). Darlber hinaus liegen
die Gene flur diese Enzyme auf verschiedenen Chromosomen (FISHMAN, 1990). hPLAP
verliert seine Enzymaktivitat bei einer Paraffineinbettung nicht (KISSEBERTH et al., 1999).

Die Enzymaktivitat von hPLAP kann also nach der Einbettung noch in Gewebeschnitten
nachgewiesen werden. Dazu werden histochemische Methoden angewendet. Diese Metho-
den wurden bisher nur an Weichteil-Organen erprobt, welche routinemafig in Paraffin einge-
bettet werden. Bisher ist nicht bekannt, ob hPLAP seine Enzymaktivitat auch wahrend einer
Einbettung in Methylmethacrylat (MMA) behalt. Die Einbettung in MMA aber ist zur Bearbei-
tung von histologischen Fragestellungen an Knochen von entscheidendem Vorteil, da der
Knochen nicht entkalkt werden muss. Nicht nur in Knochenproben bleiben aulterdem mor-

phologische Details besser erhalten.

2.6 Die R26-hPLAP-transgene Fischer-344-Ratte

Fur die Herstellung von transgenen Tiermodellen sind insbesondere Mause und Ratten ge-
eignet. Sie sind mit relativ geringem Aufwand zu halten und vermehren sich schnell. Fr ei-
nige Experimente werden Ratten bevorzugt, weil ihre KérpergroRe verschiedene Eingriffe
einfacher durchflihrbar macht.

Die ubiquitdre Expression eines genetischen Markers in allen Zellen ist eine wichtige Vor-
aussetzung fir ein vielseitig einsetzbares Tiermodell mit genetisch markierten Zellen. Der
CAG-Promotor, den TAKEUCHI et al. (2003) einsetzten, scheint keine ubiquitéare Expression
von GFP zu gewahrleisten, was dazu fuhrt, dass GFP in Gehirn, Lunge, Leber und Pankre-
as-Inselzellen nur in friihen Entwicklungsstadien der transgenen Tiere exprimiert wird. Dage-
gen hat sich gezeigt, dass insbesondere der ROSA Bgeo 26 (ROSA26) Genpromotor ubiqui-
tare Expression von Markergenen in Mausen und Ratten erzeugt (ZAMBROWICZ et al.,
1997 und KISSEBERTH et al., 1999). hPLAP- oder GFP-transgene Ratten und Mause, die
ihr Transgen unter der Kontrolle des R26-Promotors (ein 0.8 kb-Stick der ROSA26 Promo-
tor-Sequenz) exprimieren, zeigen ubiquitare, einheitliche und stabile Expression ihres jewei-
ligen Transgens (KISSEBERTH et al., 1999).

Sowohl fur das R26-hPLAP- als auch fur das R26-GFP-Konstrukt konnte nachgewiesen
werden, dass die Expression des Transgens im Verlauf der Ontogenese von transgenen
Ratten und Mausen nicht verandert wird (KISSEBERTH et al., 1999).

Die R26-hPLAP-transgene Fischer-344-Ratte ist ein Inzuchtstamm, die Tiere sind also gene-
tisch sehr einheitlich. Die einzige Ausnahme zu ihrer genetischen Identitat stellt das transge-

ne Enzym selbst dar. Diese genetische Einheitlichkeit der Tiere ist vorteilhaft, da auf diese
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Weise Transplantationen zwischen Tieren dieses Stammes ohne Gefahr von AbstoRungs-
reaktionen durchgeflihrt werden kénnen.

Die R26-hPLAP-transgene Ratte wurde hergestellt, indem das DNA-Fragment, welches flr
das Enzym codiert, zusammen mit dem R26-Promotor und einem SV40-poly-A-Signal aus
dem entsprechenden Plasmid isoliert und dann in befruchtete Eizellen von F-344-Ratten
mikroinjiziert wurde. Diese Eizellen wurden dann in hormonell vorbereitete weibliche Ratten
Ubertragen, die so die erste Generation von transgenen Tieren austrugen. Diese Nach-

kommen wurden durch PCR-Screenings auf Anwesenheit des Transgens Uberprift.

Die vorliegenden Experimente wurden entworfen, um zu erkunden, welches Potential sich flr
Zellabstammungsstudien, insbesondere im Hinblick auf Knochen- und Knorpelzellen, in den
ingezlchteten R26-hPLAP-transgenen Fischer-344-Ratten verbergen konnte.

Von diesem Modell wurde angenommen, dass es sich als hochst nitzlich fur die Markierung
von Spenderzellen in syngenen Transplantationsversuchen erweisen wirde (KISSEBERTH
et al., 1999).

Im Folgenden werden die Methoden beschrieben, welche fur die optimale Nutzung dieses

Tiermodells fur Zell-Lineage-Studien von mesenchymalen Zellen benétigt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung des Tierschutzgesetzes geplant und ausgefihrt.
Der Tierversuch wurde unter der Nummer 209.1/211-2531-92/01 durch die Regierung von
Oberbayern genehmigt.

Ausgehend von drei jungen, weiblichen R26-hPLAP-transgenen Fischer-344-Ratten, die uns
Eric P. Sandgren aus Madison, Wisconsin, USA, dankenswerterweise Uberliel3, wurde eine
eigene hPLAP-transgene Zuchtlinie etabliert. Da berichtet wurde, dass heterozygote Tiere
das Transgen in fir den Nachweis ausreichendem Umfang exprimieren (MUJTABA et al.,
2002), wurde folgendes Zuchtschema angewendet: heterozygote Tiere (tg / wt) wurden mit
Wildtyp F-344-Ratten (wt / wt) verpaart, so dass in der F;-Generation mit ca. 50% heterozy-
goten, transgenen Tieren und 50% Wildtyp-Tieren zu rechnen ist (siehe Abb. 1). Um dabei
den Inzuchtgrad des Rattenstammes zu erhalten, wurden Bruder/Schwester-Verpaarungen
vorgenommen.

Welches Geschlecht in der Eltern-Generation das Transgen tragt, ist fir die Zucht ohne Be-
lang, da es sich um einen autosomalen Erbgang handelt. Dieses Zuchtschema wurde seither

weitergeflhrt.

wi / wt
tg tg / wt tg / wt
/
wit wt/ wt wt / wt

Abbildung 1: Zuchtschema fur R26-hPLAP-transgene Fischer-344-Ratten
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3.2 Tierhaltung

Die Ratten wurden in den institutseigenen, fensterlosen Tierhaltungsraumen paarweise in
Makrolon Typ lll Kafigen gehalten, die in Kafigstandern von jeweils 48 Kafigen pro Stander
angeordnet waren. Die Raumtemperatur im Tierraum lag stets bei ca. 24°C, die relative Luft-
feuchtigkeit bei ca. 55%. Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurde ein konstantes
Lichtprogramm mit jeweils 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit im Wechsel ein-
gehalten.

Die Tiere hatten zu jeder Zeit freien Zugang zu Leitungswasser sowie kommerziell erhaltli-
chen Alleinfuttermitteln (Altromin 1324 als Erhaltungsfutter, Altromin 1314 als Zuchtfutter;
Altromin, Lage).

3.3 Genotypisierung

3.3.1 Histochemische Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wurde den Tieren im Alter von ca. 3 Wochen ein Tropfen Blut aus
einer Schwanzvene enthommen und auf Filterpapier aufgebracht. Das Filterpapier wurde
sodann zur Inaktivierung der endogenen alkalischen Phosphatasen 30 Minuten auf 65°C
erhitzt. Anschliel’end wurde das Filterpapier in TNM-Puffer (0.1M Tris-HCI, 0.1M NaCl, 5mM
MgCl,, pH 9.5) kurz inkubiert. Das Filterpapier wurde nun erneut in TNM-Puffer, welcher je-
doch jetzt mit 0.17 mg/ml des Substrates 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) sowie
dem Farbstoff Nitroblautetrazolium (NBT) versetzt wurde, fiir etwa 5 Minuten inkubiert.

Bei Anwesenheit von alkalischen Phosphatasen wird BCIP dephosphoryliert und oxidativ in
einen blauen Indigofarbstoff Gberfiihrt. Als Oxidationsmittel dient NBT, welches bei dieser
Reaktion ebenfalls zu einem blauen Farbstoff reagiert. NBT wirkt also farbverstarkend.

Blau gefarbte Blutstropfen auf dem Filterpapier zeigen also ein transgenes Tier an, solche,

die blass rétlich erscheinen, ein Wildtyp-Tier.
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Diese histochemische Methode wurde anfanglich bei einem Teil der Tiere durch Anwendung
einer PCR (Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion) verifiziert.
Da die Ergebnisse vollstandig Ubereinstimmten, wurde spater nur noch die einfachere Me-

thode, die Histochemie, angewendet.

Abbildung 2: Histochemische Genotypisierung.
Filterpapier mit Blutstropfen von Wildtyp-Tieren (## 21, 22, 23) und hPLAP transgenen Tie-
ren (## 36, 37, 38).

3.3.2 Genotypisierung durch PCR

Zunachst wurde ein kleines Schwanzstick (0.5 cm) von ca. 3 Wochen alten Tieren unter
kurzer Ethernarkose abgesetzt und mit Proteinase K (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) uber
Nacht verdaut. AnschlieRend wurde die DNA mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Isopropa-
nol gefallt und in TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA) aufgenommen.
Zu den Anséatzen wurden nun DNA-Polymerase und ein Nukleotidgemisch (HotStarTaq™,
QIAGEN, Hilden) sowie die folgenden Primer gegeben:

SVpoly-1f (5-CTGATGAATGGGAGCAGTGGGGAATG-3") und

SVpoly-2r (5'-GCAGACACTCTATGCCTGTGTGGAG-3").
Die eigentliche Kettenreaktion wurde nun in einem Biometra® TRIO-Thermoblock™ -Cycler
(Géttingen) durchgefihrt:
Dabei fand die Denaturierung bei 90°C statt, bei 60°C wurden dann die Primer an die ent-
standenen Einzelstrange angelagert. Nun wurden die Primer durch die Polymerase bei 72°C
in 5°-3"-Richtung verlangert. Das Produkt wurde nun erneut bei 90°C denaturiert und der
Zyklus begann von neuem. Dieser PCR-Zyklus wurde 30 Mal durchlaufen und dann durch
AbklUhlen der Proben auf 4°C abgebrochen. Die Probenansatze wurden nun in einem

1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (90 min, 80 V).
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In Proben von transgenen Tieren war ein 360 bp langes Produkt nachweisbar, das den Wild-

typ-Tieren (wt) fehlt.

Abbildung 3: Genotypisierung durch PCR
Bei funf transgenen (tg) Tieren ist eine Bande bei 360 bp sichtbar.

3.4 Schwanzveneninjektion

Um den Empfangertieren bei den verschiedenen Teilexperimenten die Spenderzellen syste-
misch verabreichen zu kénnen, kam nur die intravendse Applikation in Frage. Auf einfachste
und sicherste Weise lasst sich eine solche intravenése Injektion bei Ratten an der Schwanz-
vene durchfiihren.

Zur Fixierung der Tiere wurde eine Kriechrohre verwendet, aus welcher der Schwanz der
Tiere hinten hinausschaut. Um die Venen besser sichtbar zu machen, wurde der gesamte
Schwanz kurz in warmes Wasser getaucht. Wahrend dieser kurzen Zeitspanne wurde ein
Stauschlauch angelegt. Nach kurzem Abtrocknen wurde die Haut nun mit Sterillium®-Lésung
(Bode Chemie, Hamburg) desinfiziert, was die Hyperamisierung des Gewebes noch ver-
starkte. Nach erneutem kurzem Abtrocknen wurde in eine der lateralen Schwanzvenen eine
Venenverweilkanlle der GroRRe 24 G (Braun, Melsungen) eingefuhrt. Bei erfolgreicher Punk-
tion der Vene wurde der Stauschlauch entfernt. Nun konnten je nach Bedarf kleine Blutmen-
gen entnommen werden und/oder Injektionen durchgeflihrt werden.

Nach Beendigung der entsprechenden Prozedur wurde die Venenverweilkanlle wieder ent-
fernt und eventuelle kleine Blutungen aus der Punktionswunde durch leichten Druck gestillt.

Die Ratten tolerierten diese Vorgange nach kurzer Eingewdhnungszeit.
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3.5 Intraartikulare Injektion

Da die lokale Applikation von Spenderzellen in die Kniegelenkshoéhle zeitlich und methodisch
etwas aufwendiger ist, wurde entschieden, die intraartikuldre Injektion unter einer kurzen
antagonisierbaren Narkose vorzunehmen.

Den Empfangertieren wurde eine Mischung aus Medetomidin (0.15 mg/kg; Domitor®, Pfizer,
Karlsruhe), Midazolam (0.2 mg/kg, Dormicum®, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen) und
Fentanyl (0.005 mg/kg, Fentanyl®-Janssen, Neuss) intramuskulér verabreicht. Innerhalb we-
niger Minuten erreichten die Tiere ein fir diesen Eingriff ausreichend tiefes Narkosestadium.
Die das Kniegelenk umgebende Haut wurde nun geschoren, fir die Injektion vorbereitet und
desinfiziert (Sterillium® -Lésung). Die Ratten wurden in Riickenlage verbracht, das Knie ge-
beugt, die Haut tGber der Punktionsstelle sanft verschoben und eine Kaniile der Groflte 27G
schrag latero-medial in Richtung auf das gegeniliberliegende Hiftgelenk eingeflihrt.

Nach Entfernung der Kanule aus der Gelenkhohle rutschte die Haut wieder in ihre naturliche
Lage zurtck, so dass der Stichkanal weitgehend verschlossen wurde. Zur Analgesie erhiel-
ten die Tiere nun 100 pl Buprenorphin (Temgesic® Essex Pharma, Miinchen) pro Tier subku-
tan verabreicht, im Anschluss wurde die Narkose mit Atipamezol (0.37 mg/kg, Antisedan®,
Pfizer, Karlsruhe), Flumazenil (0.1 mg/kg, Anexate®, Hoffmann-La Roche, Grenzach-
Wyhlen) und Naloxon (0.06 mg/kg, Naloxon-ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm) antagonisiert.
Diese sanfte Antagonisierung lasst die Tiere langsam und ohne Exzitationen wieder erwa-
chen.

Es hat sich als sinnvoll erwiesen, den so anasthesierten Tieren unmittelbar post operationem
einige aufgeweichte Futterpellets in direkt erreichbarer Nahe anzubieten, da sie in der Auf-
wachphase zu Allotriophagie neigen. Auf diese Weise kénnen die Tiere davon abgehalten

werden, Einstreu aufzunehmen.

3.6 Gewinnung von transgenen Spenderzellen

Fir die Gewinnung von transgenen Spenderzellen wurden die R26-hPLAP-transgenen
Spendertiere unter Ketamin (50 mg/kg; Hostaket®, Intervet, UnterschleiBheim)/ Xylazin (10
mg/kg; Xylazin 2% Bernburg, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg)-Narkose durch Entbluten
aus der Aorta abdominalis getétet. Dazu wurden mit EDTA beschichtete Monovetten (Sar-
stedt, NUmbrecht) verwendet. Damit aus dem so gewonnenen Blut die peripheren Blut-
Leukozyten zur Transplantation isoliert werden konnen, wurde bei diesem Vorgang peinlich
genau darauf geachtet, die Vollblutproben der Spendertiere nicht zu verunreinigen.

Aus dem Vollblut der Spender wurden dann die weil3en Blutzellen gewonnen.
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3.6.1 Isolierung von weilRen Blutzellen

Zur Praparation der peripheren Blut-Leukozyten (PBL) aus dem Spender-Vollblut wurde ein
Dichtegradienten-Zentrifugations-Kit (NycoPrep™ 1.077 A, Oslo, Norwegen) nach Anleitung
verwendet.

Die Auftrennung der verschiedenen Zellarten erfolgt unter der Ausnutzung ihrer jeweils spe-
zifischen Dichte. Bei Suspension von Blutzellen in einer Losung mit der passenden Dichte
lassen sich die bei Zentrifugation entstehenden Zellschichten deutlich voneinander trennen.
Diese Dichte ist abhangig von den zu trennenden Zellpopulationen. Es gibt dementspre-
chend unterschiedliche, kommerziell erhaltliche Kits.

Den Spendertieren wurde Vollblut in ein EDTA-beschichtetes Réhrchen abgenommen und
dieses mit demselben Volumen 0.9% NaCl-Lésung verdunnt. Diese Mischung wurde dann
vorsichtig auf die in einem anderen GefaR vorgelegte NycoPrep™ -L&sung geschichtet. Das
Gefall wurde verschlossen und 20 Minuten bei 600 g zentrifugiert. Anschliefiend konnten die
peripheren Blutleukozyten aus der oberen Schicht abpipettiert werden. Vor der weiteren Ver-
wendung der Zellen wurden sie noch zweimal in 0.9% NaCl-Losung gewaschen. Der Anteil
an lebenden Zellen nach dieser Prozedur wurde mittels Trypanblau-Exklusion bestimmt und
lag bei Uber 90%. Bis zur anschlieRenden Zelltransplantation wurden die Zellsuspensionen

auf Eis gekuhlt gehalten.

3.6.2 Gewinnung von Knochenmarkzellen

Die Gewinnung von Knochenmarkzellen (BMC) ging folgendermalien vonstatten: Unverziig-
lich nach der Entblutung der Spendertiere wurden die Femora und Tibiae zlgig freiprapariert
und entnommen. Die Markhohle wurde eroffnet, indem die Knochen etwa in der Mitte des
Schaftes durchgesagt wurden. Es wurden die beiden Halften der Femora und die proximale
Halfte der Tibiae verwendet. Um das Knochenmark aus den Knochenhalften herauszulésen,
mussten diese an beiden Enden eroffnet sein. Dies wurde entweder durch Aufbohren mit
einer Kanule oder durch Absagen der Epiphysen erreicht.

Die Knochenmarkzellen wurden durch vorsichtiges, kurzes Zentrifugieren in Probengefal3e
uberfuhrt und in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung (PBS) aufgenommen.
Dann wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt, indem die Zellen mehrfach in PBS re-
suspendiert wurden und schlie3lich durch ein engmaschiges Sieb sowie durch eine Kanule
der Grole 21G gedrickt wurden. Der Anteil an lebenden Zellen nach diesen Praparations-
schritten wurde durch Trypanblau-Exklusion bestimmt und lag in allen Ansatzen bei Gber
95%. Die so gewonnenen Knochenmarkzellen wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung auf
Eis gekihlt.
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3.7 Transplantation von transgenen Zellen

Dieses Experiment wurde entworfen, um das Schicksal von transplantierten Zellen im Emp-
fangerorganismus verfolgen zu konnen. Als Spender- und Empfangertiere wurden aus-
schliellich mannliche Tiere ausgewahlt. Neun Wildtyp-Empfangertiere erhielten von trans-
genen Tieren isolierte periphere Blutleukozyten (PBL), neun weitere Wildtyp-Empfanger er-
hielten Knochenmarkzellen (BMC); PBL-Empfanger erhielten ca. 25 x 10° Zellen, BMC-
Empfanger ca. 5 x 10° Zellen pro Tag. Fir die Gewinnung der transgenen Blut- und Kno-
chenmarkzellen wurden insgesamt 63 Spendertiere bendtigt: Uber einen Zeitraum von 7
Tagen hinweg wurden taglich neun Spender durch Blutentzug aus der Aorta abdominalis
getotet. Blut- und Knochenmarkzellen wurden dann prapariert wie bereits beschrieben. Die
Empfanger erhielten die transgenen Spenderzellen t&glich als Schwanzveneninjektion
(Tage 1 bis 7 des Experiments). Nach der Punktion der Schwanzvene wurden den Tieren an
jedem Tag einige Tropfen Blut enthommen und dieses fir die Durchflusszytometrie auf Eis
gelegt. Dies sollte es erlauben, einen detaillierten Zeitverlauf bei der erwarteten Zunahme

von transgen markierten Zellen in den Wildtyp-Empfangern zu dokumentieren.

Nach Abschluss der Zell-Transplantationsperiode wurden an den Tagen 8, 15 und 22 jeweils
drei Empfangertiere beider Gruppen durch Blutentzug aus der Aorta abdominalis unter Ke-
tamin/Xylazin-Narkose getotet. Allen Empfangertieren wurde eine grof3e Anzahl an Proben
der verschiedenen Organe entnommen (Knochen: Tibia und der erste Lendenwirbel; aulier-
dem Herz, Lunge, Leber, Pankreas, Darm, Niere, Nebenniere, Milz, Skelettmuskel, Thymus

und Gehirn) und flr die spatere histologische Untersuchung asserviert.



Material und Methoden 22

3.8 Bestrahlung

Um eine Ausgangslage herzustellen, die es ermoéglichen sollte, Wildtyp-Tieren transgene,
markierte Zellen zu transplantieren, wurden die Empfangertiere bestrahlt.

Die Tiere erhielten eine letale Dosis von 8.5 Gy bei 0.9473 Gy/min im Eldorado, einer Cobalt-
60-Quelle der GSF in Neuherberg. Die Bestrahlungsanordnung wurde so gewahlt, dass die
Tiere moglichst wenig fixiert werden mussten, andererseits jedoch moglichst in einer Positi-
on bleiben mussten, um gewahrleisten zu kénnen, dass die Tiere alle dieselbe Dosisleistung
erhalten wirden. Dazu wurde eine spezielle Bestrahlungsbox gebaut. Die Bestrahlungsan-
ordnung wird aus Abbildung 4 ersichtlich.

Ungefahr 4 Stunden spéter erhielten die Ratten ca. 3 — 4 x 10° transgen markierte Kno-
chenmarkzellen, die nach dem bereits beschriebenen Verfahren gewonnen worden waren.
Um sicherzugehen, dass die Tiere Zellen in ausreichender Menge erhalten wirden, um ihr
Uberleben zu sichern, wurde die Transplantation am Tag nach der Bestrahlung mit frisch

praparierten Zellen noch einmal wiederholt.

Anordnung :
i“‘.ﬁ E——
i
- L
| Vo J I‘E g 232 mm
| I!]l
143 mm r — T z:a,'z_
\ 69 elens
L J ,
Feldgrosse: ~ 50 cm X 50 cm (maximale Feldgrosse,~ Tischgrosse)
Abstand: ~ 64 cm (Tisch — Unterkante Filterhalterung)

— Quellenabstand ~130 cm
Kalibrierung in Bestrahlungsanordnung mit Streu im unteren Kiifig

Zur Sicherstellung von Sekundirteilchengleichgewicht bei Bestrahlung, befindet sich eine
zusitzliche Perspexschicht von 3 mm Dicke im Strahlengang

Abbildung 4: Bestrahlungsanordnung
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3.9 Methoden zur Fixierung und Entkalkung von Gewebeproben

Zunachst musste die am besten geeignete Fixierungsmethode sowohl flir Knochen als auch
fur Proben von anderen Organen ermittelt werden.

Zu diesem Zweck wurden ein transgenes und ein Wildtyp-Tier euthanasiert und beiden Tie-
ren jeweils mehrere Proben von Knochen, Leber, Niere und diversen weiteren Organen ent-
nommen. Die Proben wurden entweder in 4% Paraformaldehyd (PFA) in 0.1M Phosphatpuf-
fer bei pH 7.4 und 4°C fur 24 h oder aber in 40% Ethanol (EtOH) bei 4°C fur 48 h fixiert. Die
PFA-fixierten Proben wurden anschlieRend mit 0.1M Phosphatpuffer mit 10% Sucrose 12 h
lang gewaschen.

Wenn von in Paraffin eingebetteten Knochen histologische Schnitte angefertigt werden sol-
len, ist es notwendig, die Knochenproben nach erfolgter Fixierung zu entkalken. Hierzu wur-
de eine Losung aus 0.5M Ethylendiamin-Tetraessigsdure (EDTA) von pH 8.0 mit
5% EtOH als Konservierungsmittel in PBS verwendet. Die Entkalkungsldsung wurde wo-

chentlich ausgetauscht. Die Entkalkung wurde ebenfalls bei 4°C durchgeflihrt.

3.10 Einbettungsmethoden

Es wurden zwei verschiedene Einbettungsprotokolle getestet. Insbesondere musste der Er-
halt der Enzymaktivitat von hPLAP Uberpruft werden.

Ein Teil der Organe wurde in Paraffin eingebettet, fir den anderen Teil der Proben wurde ein
modifiziertes Methylmethacrylat (MMA)-Einbettungsprotokoll verwendet, welches Enzymakii-
vitaten weitgehend erhalten sollte (ERBEN, 1997).

Das Protokoll fir die Paraffineinbettung sah wie folgt aus:

70% EtOH 2 Tage

95% EtOH 1 Stunde

100% EtOH 1 Stunde

Xylol 1 Stunde

Paraffin 2 x 1 Stunde (ca. 60°C, Vakuum)

Dann wurden die mit Wachs infiltrierten Organe unter Verwendung von Metallférmchen in
Blockform gegossen und abgekihlt. Die in Paraffin (Medite, Burgdorf) eingegossenen Pro-

ben waren nunmehr bereit zum Schneiden.
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Die MMA-Einbettung wurde wie folgt ausgefihrt:

70% EtOH 2 Tage
95% EtOH 2 Tage
100% 2-Propanol 2x1Tag
Xylol 2 x 2 Tage
MMA | 3 Tage
MMA I 3 Tage
MMA I 3-4 Tage

Dabei bestanden 100 ml MMA I-Lésung aus 60 ml MMA (VWR, Darmstadt), 35 ml Butylme-
thacrylat (Sigma), 5 ml Methylbenzoat (VWR) und 1.2 ml Polyethylenglykol 400 (VWR). Die
MMA 1l-Lésung enthielt 100 ml MMA [-Lésung und 0.4 g trockenes Benzoylperoxid (VWR);
MMA lll-Lésung bestand aus 100 ml MMA I-Lésung mit 0.8 g trockenem Benzoylperoxid.

Fir die Einbettung wurden zunachst Schnappdeckelglaschen mit einem Fassungsvermogen
von 10 ml mit ca. 3 ml MMA I1lI-Lésung beschickt. Die hierzu verwendete MMA IlI-L6sung
wurde mit 600 pl N,N-Dimethyl-p-Toluidin pro 100 ml vermischt, welches als Polymerisati-
onsbeschleuniger wirkt. Nun wurden die Glaschen flur ca. 30 Sekunden mit CO, begast, um
Luftsauerstoff zu entfernen, dann schnell verschlossen und bei 4°C bis zur vollstandigen
Aushartung belassen. Auf die solcherart hergestellten Béden wurden nun die entwasserten
und mit MMA infiltrierten Organe oder Knochen platziert, und das Volumen der Glaschen mit
MMA [lI-Lésung aufgefullt. Zu diesem Zweck wurden je 100 ml der MMA [lI-Lésung mit 400l
des Polymerisationsbeschleunigers vermischt. Diese Arbeitsschritte wurden auf Eis ausge-
fuhrt. Danach wurden die Glaschen sofort verschlossen und in eine Klimakammer (Binder,
Tuttlingen) zur Polymerisation bei ca. - 23°C verbracht.

Nach erfolgter Aushartung wurden die Glaschen mit leichten Hammerschlagen zerstért und
entfernt. Der MMA-Block konnte nun unter Verwendung von Sage und Feile in die fiir das
Schneiden optimale Form gebracht werden (,trimmen®).

Die so getrimmten Blocke waren nunmehr ebenfalls bereit, geschnitten zu werden.

3.11  Herstellung der Schnitte fiir die Histologie

Von den so hergestellten Paraffin- und MMA-Blécken wurden nun mit einem Mikrotom
(HM 360, Mikrom, Walldorf) 5 um dicke Schnitte hergestellt. Fir die in Paraffin eingebetteten
Organe wurden Einwegklingen (Leica, Bensheim) verwendet. Die Schnitte wurden erst kurz

in raumwarmes, dann in ca. 37°C warmes aqua dest. Uberflhrt, um sie zu strecken.



Material und Methoden 25

Fir die in MMA eingebetteten Organe wurden Hartmetallmesser (Mikrom) verwendet. Wah-
rend des Schneidens wurden Messer und MMA-Blocke mit Schneideflissigkeit (WIV,
Schwetzingen) feucht gehalten. Zum Strecken der Schnitte wurde in diesem Falle 70% EtOH
sowie eine Stachelschweinborste und ein sehr feines Pinselchen verwendet.

Die Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen, welche mit 3-Amino-Propyltriethoxysilan
(APES, Sigma) vorbehandelt wurden. Diese Behandlung dient der Aufrauung der Oberflache
und flhrt zu besserer Haftung der Schnitte auf dem Objekttrager. Die fertig gestreckten
MMA-Schnitte wurden zu ihrem Schutz mit einer Plastikfolie bedeckt und dann zum Pressen
aufgestapelt.

AnschlieRend wurden sowohl die Paraffinschnitte als auch die in der Presse befindlichen
MMA-Schnitte flr 2 Tage bei ca. 45°C getrocknet.

3.12 Farben der Schnitte flir die Histologie

Aus allen Schnitten wurde vor der Farbeprozedur das jeweilige Einbettmedium wieder ent-
fernt.

Das Entparaffinierungsprotokoll sah dabei folgendermalien aus:

Xylol 2 x 10 Minuten
100% EtOH 5 Minuten
70% EtOH 5 Minuten
40% EtOH 5 Minuten
aqua dest. 5 Minuten

Das Entplasten ging auf folgende Art und Weise vonstatten:

2-Methoxyethylacetat 3 x 20 Minuten
Aceton 2 x 5 Minuten
aqua dest. 2 x 5 Minuten

Anschlielend wurden alle Schnitte in aqua dest. fir 30 Minuten auf 65°C erhitzt, um endo-
gene alkalische Phosphatasen zu inaktivieren. Hiernach wurden die Schnitte waagrecht in
einer ,feuchten Kammer® in TNM-Puffer mit BCIP und NBT wie bereits beschrieben inkubiert.
Es wurden verschiedene Inkubationsmethoden miteinander verglichen: Die Schnitte wurden
jeweils im Dunklen fir 1, 2, 3, 4, 5 oder 6 Stunden bei 37°C inkubiert, sowie Uber Nacht bei

Raumtemperatur.
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Anschlielend wurden die Schnitte kurz mit aqua dest. gespult und 5 Minuten mit Kernechtrot
(Sigma) gegengefarbt, Uberschissiger Farbstoff danach mit aqua dest. abgewaschen
(2 x 5 Minuten). Dann wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe entwassert.

Das folgende Dehydrierungsprotokoll wurde dafir verwendet:

30% EtOH 5 Minuten
60% EtOH 5 Minuten
80% EtOH 5 Minuten
100% EtOH 5 Minuten
Xylol 15 Minuten

SchlieRlich wurden alle Schnitte mit Vectamount ™ (Vector, Burlingame, CA, USA) einge-
deckt.

3.13  Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Untersuchungen oder FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting)-
Untersuchungen kénnen unter Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. FITC,
PE) zur Analyse von Molekullen auf Zelloberflachen oder von intrazellularen Molekilen ver-
wendet werden. Aulierdem kénnen Aussagen zur GrofRe und Ausstattung mit Organellen
von Zellen gemacht werden. Da diese Parameter alle gleichzeitig betrachtet werden kénnen,
eignen sich FACS-Analysen hervorragend zur Charakterisierung und Abgrenzung von unter-

schiedlichen Zellpopulationen oder Subpopulationen.

Das Prinzip der FACS-Analyse ist folgendes:

Zellen werden in einem laminaren Fluss in einer Tragerflissigkeit hydrodynamisch so fokus-
siert, dass sie einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeflihrt werden kénnen. Sodann wird die
Streuung des Laserlichtes, die durch eine Zelle hervorgerufen wird, opto-elektronisch erfasst.
Streuung in Richtung des Laserstrahls gibt Aufschluss Uber die GroRe der Zelle, Streuung
quer zum Laserstrahl macht Aussagen Uber die Ausstattung der Zelle mit Organellen mog-
lich. Werden die Zellen vor der Messung mit bestimmten Fluoreszenzfarbstoffen markiert,
kénnen diese durch ein System von optischen Filtern, welche Lichtstrahlen spezifischer Wel-

lenlangen auf bestimmte Detektoren lenken, ebenfalls gemessen werden.
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Durchflusszytometrische Messungen wurden sowohl an Blutzellen als auch an Knochen-
markzellen durchgefihrt. Die Blutmengen, die flr diese Messungen bendtigt werden, sind
sehr klein (50 pl). Sie wurden unter kurzer Ethernarkose entweder unter Verwendung hepa-
rinisierter Mikrohamatokrit-Réhrchen (Brand, Wertheim) aus dem Retroorbitalsinus der Tiere
oder aber aus der Schwanzvene entnommen und in ProbengefalRe Uberfihrt, in welche
EDTA (1.6 mg/ml Blut) als Anticoagulans vorgelegt worden war. Knochenmarkzellen wurden

gewonnen wie bereits beschrieben.

Fur die Markierung von hPLAP auf der Oberflache von Blut- und Knochenmarkzellen wurden
fir jeden Ansatz ca. 10° Zellen in Einzelzellsuspension verwendet. Nach jeder Antikdrperzu-
gabe werden die Ansatze geschuttelt, um die Zellen in Einzelzellsuspension zu halten. Die
Zellen wurden flir 30 Minuten auf Eis und im Dunklen mit einem monoklonalen Maus 1gG2,
anti-hPLAP Antikorper (1:2 verdinnt in PBS, 1 ul pro Ansatz, clone 8B6, Dako, Hamburg)
inkubiert. Maus 1gG, (1:10 verdinnt in PBS, 10 pl pro Ansatz, MOPC-21, Sigma) sowie Zell-
Suspensionen von Wildtyp-Tieren dienten als Negativkontrollen. Um Uberschissigen Anti-
kérper zu entfernen, wurden die Ansatze nach der Inkubation zweimal gewaschen (je 1 ml
PBS mit 2% FCS und 0.02% Natriumacid; 3500 U/min, 4 min). AnschlieRend wurden die
Zellen erneut auf Eis und im Dunklen mit FITC-markiertem Ziege-anti-Maus-IgG-Antikdrper
(1:40 verdinnt in PBS, 50 yl pro Ansatz, Serotec, Harwell, UK) inkubiert. Bevor die so mar-
kierten Zellen gemessen werden konnten, wurden nicht gebundene Antikdrperreste wie oben
beschrieben ausgewaschen und die Zellen mit 500 pyl PFA-LOsung (1% in PBS) je Ansatz

fixiert.

In Vollblutproben wurden vor der Fixierung die Erythrozyten unter Verwendung von FACS
Lysing Solution (Becton Dickinson, Heidelberg) lysiert. Dazu wurden die Ansatze nach dem
letzten Waschen erneut griindlich geschiittelt. Danach wurden alle Ansatze mit 1 ml der
FACS lysing solution versetzt, noch einmal sehr griindlich geschittelt, 10 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert und einmal zentrifugiert (3500 U/min, 4 min). Der Uberstand war nach
dem Zentrifugieren von Blutfarbstoff aus den zerstorten Erythrozyten rot gefarbt.

Die FACS Lysing Solution wurde dann in zwei Wasch-Schritten wie bereits oben beschrie-
ben entfernt. Sollte die Lyse einmal nicht vollstidndig genug ausgefallen sein, wurde die Pro-
zedur wiederholt.

Die Messungen wurden auf einem FACScan Durchflusszytometer unter Zuhilfenahme von

CellQuest Pro Software (Becton Dickinson) durchgefuhrt.
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3.14  Zellkultur

3.14.1 Osteoblasten

Um die Expression von hPLAP in kultivierten osteoblastaren Zellen untersuchen zu kénnen,
wurden Knochenmarkzellen von Wildtyp-Tieren und transgenen Tieren gewonnen wie be-
schrieben. Die Zellen wurden nun unter speziellen, auf die osteoblastare Differenzierung von
Zellen ausgelegten Bedingungen kultiviert. Hierzu wurde das folgende Kulturmedium
(ERBEN et al., 1997) verwendet:

DMEM (high Glucose) mit 15% FCS und 100 I.E./ml Penicillin/Streptomycin (P/S) sowie
1 mM Natrium-Pyruvat und 10 nM Dexamethason. Nach einigen Tagen wurden demselben
Medium 50 pg/ml Ascorbinsaure und 10 mM B-Glycerophosphat zugegeben, was zur Kalzifi-
zierung der osteoblastaren Zellen flihrte.

Die Zellen wurden flir 1, 2, 3, 7 oder 14 Tage kultiviert und anschlief3end fir 10 Minuten mit
40% EtOH fixiert. Nach Inaktivierung der endogenen Phosphatasen durch Erhitzen auf 65°C
fur 30 Minuten wurden die kultivierten Zellen mit BCIP und NBT in TNM-Puffer inkubiert.
Nachdem eine ausreichende Farbintensitat zu erkennen war, wurde die Farbeldsung abge-
kippt und Uberschissige Reste mit aqua dest. kurz abgewaschen. Die Gegenfarbung wurde
auch in den Zellkulturen mit Kernechtrot vorgenommen. Nach Erreichen einer zufrieden stel-

lenden Farbung wurde das Kernechtrot entfernt und die Zellen luftgetrocknet.

3.14.2 Osteoklasten

Fur die Beurteilung der Expression von hPLAP in Osteoklasten-Vorlauferzellen sowie in rei-
fen Osteoklasten wurden Knochenmarkzellen auf folgende Art und Weise kultiviert:

Das Kulturmedium bestand in diesem Falle aus DMEM (high Glucose) mit 15% FCS,
100 LE./ml P/S und 1 mM Natrium-Pyruvat mit 10 nM Calcitriol (nach TAKAHASHI et al.,
1988). Die Zellen wurden auf diese Weise fiir 7 bis 10 Tage kultiviert und nach der Fixierung
mit 40% EtOH weiter ebenso behandelt und mit BCIP/NBT sowie Kernechtrot gefarbt wie die
Osteoblasten.

Im Unterschied dazu wurden die Kulturschalen zum Teil aber auch mit einer Doppelfarbung
versehen. Dabei wurden die Zellen nach der Fixierung und Hitzeinaktivierung der endogenen
alkalischen Phosphatasen zunachst flr den Nachweis von Tartrat-resistenter saurer
Phosphatase (TRAP) gefarbt. TRAP kommt in hohen Konzentrationen in Osteoklasten vor,
so dass seine Anwesenheit zum Nachweis von Osteoklasten genutzt werden kann (ERBEN,
1997).
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Die TRAP-Farbung sah im Einzelnen wie folgt aus:

Acetat-Puffer (0.1 M, pH 5.0, 100 mM Tartrat)
Inkubation mit TRAP-Reagenz

aqua dest.

70% EtOH

aqua dest.

Hamalaun

Abspllen in Leitungswasser

FlieRendes Leitungswasser

Abspdllen in aqua dest.

5 Min.

30 Min bis 2 Stunden
5 Min

30 Min

2 x 2 Min

2 Min

1x

15 Min

1 x

Anschlielend konnte fur die Doppelfarbung die bekannte BCIP/NBT-Farbung durchgeflhrt

werden.

Fir das TRAP-Reagenz wurden das folgende Rezept verwendet:

Pararosanilin und

4% wassriges NaNO, werden zu gleichen Teilen vermischt.
65 pl dieser Mischung werden zu

1.25 ml Acetatpuffer gegeben. Dazu kommen

16 mg Naphtol-ASTR-Phosphat  in
1 ml Dimethylformamid (DMF) sowie
12.5 yl MnSO, .

Das TRAP-Reagenz wurde immer frisch angesetzt und innerhalb einer Stunde verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der Fixierung auf die Enzymaktivitat von hPLAP

Aus Abbildung 5 wird ersichtlich, dass die Enzymaktivitdt von hPLAP in Schnitten von in
Paraffin eingebetteten Leber-Proben einer R26-hPLAP-transgenen Ratte wahrend der Ein-
bettung erhalten wurde.

In allen Schnitten wurden die endogenen alkalischen Phosphatasen stets vor dem Farben
durch Erhitzen auf 65°C fur 30 Minuten inaktiviert, dann die histochemische Farbung mit
BCIP/NBT und die Gegenfarbung mit Kernechtrot vorgenommen.

Es wird aus der Abbildung erkennbar, dass die Enzymaktivitat in der mit 40% EtOH fixierten
Probe (Abb. 5 a) viel besser erhalten bleibt als in der mit 4% PFA fixierten Probe (Abb. 5 b).
Zum Vergleich ist eine ebenfalls mit 40% EtOH fixierte und in Paraffin eingebettete Leber-
probe einer nicht-transgenen Ratte abgebildet (Abb. 5 c).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Gewebeproben in allen weiteren Versuchen mit
40% EtOH fixiert.
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Abbildung 5: Einfluss der Fixierung auf die Enzymaktivitat von hPLAP: 40% EtOH im
Vergleich zu 4% PFA

Abb. 5 a: Paraffinschnitt der Leberprobe
eines transgenen Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

Abb. 5 b: Paraffinschnitt der Leberprobe
eines transgenen Tieres.

Fixierung: 4% PFA

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

Die Enzymaktivitat ist nur noch teil-

weise erhalten.
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4.2 Einfluss der Einbettungsmethode auf die Enzymaktivitat von hPLAP

Aus Abbildung 6 wird ersichtlich, dass auch die Einbettung mit MMA verwendet werden
kann, ohne dass die Enzymaktivitdt von hPLAP verloren geht. Hier kénnen anhand von
Nierenproben die beiden Einbettungsmethoden miteinander verglichen werden: In Abbildung
6 a wurde die Probe in MMA eingebettet, in Abbildung 6 b in Paraffin. Abbildung 6 c zeigt
wieder zum Vergleich eine Nierenprobe einer nicht-transgenen Ratte. Alle Proben wurden
mit 40% EtOH fixiert und alle Schnitte sind vor dem Farben auf die bereits beschriebene
Weise erhitzt worden.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass in den mit MMA eingebetteten Gewebeproben die
Zellmorphologie besser erhalten werden kann als in den Paraffin-eingebetteten Proben. Es
kénnen so genauere Aussagen dariiber gemacht werden, wo genau das Transgen exprimiert
wird. Zum Beispiel kann Abbildung 6 a entnommen werden, dass hPLAP am starksten in der
luminalen Membran des Tubulusepithels exprimiert wird. Die etwas diffusere Farbung in der

in Paraffin eingebetteten Probe lasst solch detaillierte Schlusse nicht zu.
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Abbildung 6: Paraffin- und MMA-Einbettung im Vergleich

Abb. 6 a: MMA-Schnitt einer Nierenprobe
eines transgenen Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach
Beachtenswert ist insbesondere

die gute Erhaltung der Gewebemorphologie.

Abb. 6 b: Paraffinschnitt einer Nierenprobe
einer transgenen Ratte.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

Die Enzymaktivitat bleibt in

gleichem Mal} erhalten wie in der MMA-

eingebetteten Probe, die Zellmorphologie

ist dagegen weniger deutlich erkennbar.

Abb. 6 c: MMA-Schnitt einer Nierenprobe ' &% 35
eines Wildtyp-Tieres als Negativ-Kontrolle. \ , |
Fixierung: 40% EtOH 3 A
Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréfRerung: 400fach



Ergebnisse 34

4.3 Expression von hPLAP in Knochenzellen der hPLAP-transgenen Ratten

Bei der Beurteilung von Knochen transgener Ratten, welche in MMA eingebettet worden
waren, stellte es sich heraus, dass alle mesenchymalen Knochenzellen eine starke Expres-
sion von hPLAP aufweisen (Abb. 7 a bis e). Osteoblasten und Osteozyten, aber auch die
Chondrozyten des Gelenkknorpels sind gleichermalRen stark angefarbt. Die Osteoblasten
zeigen eine deutliche membranstandige Expression von hPLAP. Osteoklasten dagegen
zeigen eine nur schwache Expression des Transgens in der Zellmembran und keine
zytoplasmatische Expression von hPLAP. Die hamatopoetischen Zellen im Knochenmark der
transgenen Ratten zeigen eine deutliche Farbung (Abb. 7 e€). Ganz besonders deutlich aus-

gepragt ist die Expression von hPLAP im Zytoplasma der Megakaryozyten.

Im Knochenmark und in Knochen- und Knorpelzellen von Wildtyp-Tieren kann keine Farbung
erkannt werden (Abb. 8 a bis d). Alle Proben wurden auch hier mit 40% EtOH fixiert und vor

der Farbung der Hitzebehandlung unterzogen.

Eine interessante Frage war es, ob die Enzymaktivitat von hPLAP auch nach der Entkalkung
von Knochen und der Einbettung in Paraffin noch nachgewiesen werden koénnte. Zur Entkal-
kung wurde 0.5M EDTA verwendet, um die Enzymaktivitat zu erhalten. Da wir herausgefun-
den hatten, dass PFA die Enzymaktivitat angreift, wurde es in diesem Fall durch EtOH als
Konservierungsmittel fir die Entkalkungslosung ersetzt. Trotz all dieser Mallnahmen stellte
es sich aber heraus, dass die Entkalkung die Enzymaktivitat von hPLAP massiv beeintrach-

tigt. Es konnte so gut wie keine Enzymaktivitat mehr nachgewiesen werden.

Adharente mesenchymale Zellen in Zellkulturen von Knochenmarkzellen transgener Tiere
zeigen ebenfalls in allen Stadien der Differenzierung eine starke Expression von hPLAP
(Abb. 9).

Ebenso kann in kultivierten Vorlauferzellen von Osteoklasten und reifen Osteoklasten von
transgenen Tieren die Expression von hPLAP in der Membran gezeigt werden (ohne Abbil-

dung).
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Abbildung 7: Ubiquitare Expression von hPLAP in Knochenzellen (proximale Tibia)
P o e s, Gl PSS

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Abb. 7 a:Osteoblasten (Pfeile) und Osteozyten (Pfeilspitzen). Originalvergrofierung: 400fach
Abb. 7 b:. Osteoklasten (Pfeile) u. Osteozyten (Pfeilspitzen). OriginalvergréRerung: 400fach
Abb. 7 c: Chondrozyten im Gelenkknorpel. OriginalvergréRerung: 400fach

Abb. 7 d: Chondrozyten in der Wachstumsfuge. OriginalvergréRerung: 200fach

Abb. 7 e: Hdmatopoetische Knochenmarkzellen; insbesondere Megakaryozyten (Pfeile)

Originalvergréfierung: 400fach
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Abbildung 8: Histologie von Wildtyp-Tieren als Negativ-Kontrolle (proximale Tibia)
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Abb. 8 a:

Knochenmarkzellen eines Wildtyp-Tieres.
Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRRerung: 400fach

Abb. 8 c:

Gelenkknorpelzellen eines Wildtyp-Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

b)

Abb. 8 b:

Knochenzellen eines Wildtyp-Tieres.
Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Originalvergréferung: 400fach

Abb. 8 d:

Wachstumsfuge eines Wildtyp-Tieres.
Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Originalvergréferung: 200fach
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Abbildung 9: Expression des Transgens in kultivierten Zellen

Abb. 9a:

Adharente Zellen, 14 Tage

kultiviert aus dem Knochenmark eines
transgenen Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

b)

Abb. 9a:
Adhéarente Zellen, 14 Tage kultiviert aus
dem Knochenmark eines Wildtyp-Tieres
als Negativ-Kontrolle.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Originalvergréfierung: 400fach
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4.4 Syngene Transplantation transgener Zellen in Wildtyp-Tiere

Um herauszufinden, ob Blut- und Knochenmarkzellen transgener Spenderratten in nicht-
transgenen (Wildtyp) Empfangertieren derselben Zuchtlinie tberleben und proliferieren kén-
nen, wurden folgende Transplantationen vorgenommen: Wildtyp-Empfanger erhielten eine
Woche lang téglich 25 x 10° periphere Blut-Leukozyten (PBL) oder 5 x 10° Knochenmarkzel-
len (BMC) von transgenen Spendertieren intravends injiziert.

Interessanterweise konnten bei Auswertung der histologischen Schnitte und der FACS-
Analysen die transgenen Zellen in keinem Fall wieder gefunden werden. Es war also offen-
bar nicht mdglich, eine syngene Transplantation in dieser Weise vorzunehmen. Dieses lber-
raschende Ergebnis flihrte zu der Frage, ob die membranstindige Expression des Trans-
gens zu einer Antikdrperbildung bei den nicht-transgenen Empfangern fihrt.

Untersuchungen mittels der Durchflusszytometrie bestatigten die Annahme, dass beinahe
alle peripheren Blutleukozyten und Knochenmarkzellen von transgenen Tieren das Transgen
auf der Zellmembran exprimieren (Abb. 10 a und b). Immunisierungsphanomene kdnnten
also zur Zerstérung von hPLAP-exprimierenden Zellen in Wildtyp-Empfangern flihren.
Grundsatzlich ware dies denkbar, da das humane Enzym hPLAP fir das Immunsystem der

Ratte ein korperfremdes Protein darstellt.

Abbildung 10: Expression von hPLAP in der FACS-Analyse
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Abb. 10 a: Immunofluoreszenz-Farbung Abb. 10 b: Immunofluoreszenz-Farbung
von Blutzellen einer transgenen (grau) und von Knochenmarkzellen einer transgenen
einer Wildtyp-Ratte (weil3). Die Zellen wur- (grau) und einer Wildtyp-Ratte (weil3). Die
den zunachst mit Maus 1gG,, anti-hPLAP- Zellen wurden zunachst mit Maus 1gGy,
Antikorper und dann mit FITC-konjugier- anti-hPLAP-Antikorper und dann mit FITC-
tem Ziege-anti-Maus-IgG-Anti-kdrper mar- konjugiertem  Ziege-anti-Maus-IgG-Anti-
kiert. Das Histogramm zeigt, dass hPLAP korper markiert. Anndhernd alle BMC des
auf dem Grofdteil der PBL der transgenen transgenen Tieres exprimieren hPLAP.

Tiere exprimiert wird.
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Um zu untersuchen, ob Wildtyp-Tiere nach der Injektion von Zellen von transgenen Spender-
tieren desselben Stammes wirklich Antikdrper entwickeln, wurde der folgende Versuch un-
ternommen:

Periphere Blutleukozyten von transgenen Ratten wurden mit Serum von Wildtyp-Tieren, die
3 Monate zuvor transgene Zellen erhalten hatten, inkubiert. Durchflusszytometrisch wurde
dann Uberprift, ob Antikérper an der Zelloberflache von transgenen Zellen gebunden worden
waren. Wie erwartet reagierte Serum von Wildtyp-Ratten, die noch nie mit dem Transgen in
Beriihrung gekommen waren, nicht mit den transgenen PBL (Abb. 11 a). Das Serum der
Tiere hingegen, die bereits Kontakt mit transgenen Zellen gehabt hatten, zeigte einen kleinen
aber doch deutlich zu erkennenden Anstieg der Zellen, die mit einem FITC-konjugierten Anti-
Ratten-lgG-Antikorper markiert werden konnten (Abb. 11 b).

Dies weist auf die Anwesenheit von zirkulierenden Antikérpern gegen hPLAP oder andere
Oberflachenantigene im Serum dieser Tiere hin. Auch wenn dieser Anstieg nach einmaligem
Kontakt zu den transplantierten transgenen Zellen nur klein ist, erklart dieses Ergebnis ver-
mutlich die Resultate der Experimente, bei denen die transgenen Zellen in den Empfangern
nicht wieder gefunden werden konnten. Es ist wahrscheinlich, dass wiederholter oder standi-
ger Kontakt mit dem Transgen diese immunvermittelte Zerstérung der transplantierten Zellen

verstarkt.
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Abbildung 11: Darstellung der Antikérperbildung in der FACS-Analyse
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Abb. 11 a: Immunfluoreszenzfarbung von
Serum einer Wildtyp-Ratte, welches mit
Blutzellen eines transgenen Tieres inku-
biert und mit FITC-konjugiertem Anti-Rat-
ten-IlgG-Antikérper markiert wurde. Das

Histogramm zeigt keine Farbung der Zel-

len.
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Abb. 11 b: Immunfluoreszenzfarbung von
Serum eines Wildtyp-Empfangertieres,
welches zuvor mit transgenen PBL injiziert
worden war. Dieses Serum wurde mit
Blutzellen einer transgenen Ratte inkubiert
und anschliefend mit FITC-konjugiertem
anti-Ratten-IgG-Antikérper markiert.

Das Histogramm zeigt eine deutliche
Rechtsverschiebung. Das heiflt, dass die
transgenen Zellen von Antikdrpern im Se-
rum des Wildtyp-Emfangertieres erkannt

werden.

Knochenmarkiransplantation in bestrahlte Ratten

Bisher mussten die Erfahrungen mit den R26-hPLAP-transgenen Ratten zu dem Schluss

fuhren, dass dieses Tiermodell in besonderem Malie geeignet ist, Fragen zur Zell-

Abstammung von Knorpel- und Knochenzellen zu beantworten. Die ubiquitare und starke

Expression des Transgens besonders in mesenchymalen Knochenzellen und die gute Halt-

barkeit des Markerenzyms in Knochen wahrend der MMA-Einbettung flhrten zu dieser An-

nahme. Die Antikérperbildung von Wildtyp-Tieren gegen transgene Zellen machte es aller-

dings unmoglich, das Tiermodell fir die eindeutige Beantwortung solcher Fragen zu nutzen.

Es musste also ein Ausweg aus dieser Situation gefunden werden.
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Um immunvermittelte Reaktionen der Empfangertiere zu vermeiden, wurden die Wildtyp-
Empfangertiere letal bestrahlt und anschliefend mit Knochenmarkzellen von transgenen
Tieren transplantiert.

Die Abbildungen 12 a bis f zeigen, dass vier Wochen nach dieser Transplantation alle hama-
topoetischen Zellen in den bestrahlten und transplantierten Tieren das Transgen exprimieren
und somit von den Spenderzellen abstammen. Der Zeitraum von vier Wochen lasst auf eine
stabile Expression des Transgens schliel3en. Insbesondere bei Vergleich der Abbildungen 10
und 12 wird deutlich, dass die Expression von hPLAP auf den hamatopoetischen Zellen in
transgenen Tieren und in den bestrahlten und transplantierten Tieren annahernd dieselbe ist.
Auffallend ist in der Histologie der bestrahlten Tiere, dass die mesenchymalen Zellen (z.B.
Osteozyten, Chondrozyten) nicht vom transgenen Spendertier abstammen (Abb. 12 c bis f).
Die bestrahlten und transplantierten Tiere Uberleben viele Monate ohne erkennbare Krank-

heitsanzeichen.

Abbildung 12: Knochenmarktransplantierte Tiere in FACS-Analyse und Histologie
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Abb. 12 a: Immunofluoreszenz-Farbung Abb. 12 b: Immunofluoreszenz-Farbung
von Blutzellen einer bestrahlten und trans- von Knochenmarkzellen eines bestrahlten
plantierten Wildtyp-Ratte (grau) und einer und transplantierten Wildtyp-Tieres (grau)
Kontroll-Wildtyp-Ratte (weil). Die Zellen und einer Kontroll-Wildtyp-Ratte (weil).
wurden zunachst mit Maus IgG,, anti- Die Zellen wurden zunachst mit Maus
hPLAP-Antikérper und dann mit FITC-kon- IgG.. anti-hPLAP-Antikdrper und dann mit
jugiertem Ziege-anti-Maus-1gG-Antikérper FITC-konjugiertem Ziege-anti-Maus-IgG-
markiert. Das Histogramm zeigt, dass Anti-kérper markiert. Das Histogramm
hPLAP auf dem Grofteil der PBL des kno- zeigt, dass annahernd alle BMC in diesem
chenmarktransplantierten Tieres expri- transplantierten Tier hPLAP exprimieren.

miert wird.
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Abb. 12 c: Paraffinschnitt der Milz eine
transplantierten Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

Pfeil: Lymphozyten in Lymphfollikeln
Pfeilspitzen: Megakaryozyten

Abb. 12 e: MMA-Schnitt vom Gelenk-
knorpel eines transplantierten Tieres.
Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Originalverg6Rerung: 400fach
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Abb. 12 d: MMA-Schnitt der Tibia eines
transplantierten Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergréRerung: 400fach

Pfeile: Megakaryozyten im Knochenmark
Kleine Pfeilspitzen: Osteoblasten

Grol3e Pfeilspitzen: Osteozyten

Abb. 12 f: lleum-Querschnitt eines trans-
plantierten Tieres.

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Originalverg6Rerung: 400fach
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4.6 Verwendbarkeit dieses Modells fur Studien Uber Knorpelschéden

Ein Beispiel daflr, dass dieses Modell fiir mesenchymale Zell-Abstammungsfragen nutzlich
sein kann, ist Abbildung 13. Fur dieses Experiment wurden bestrahlten und transplantierten
Tieren transgene Knochenmarkzellen in das Kniegelenk injiziert. Eine Woche nach der Injek-
tion bilden die transgenen Knochenmarkzellen eine dichte, ca. 2 bis 3 Zellen dicke Schicht
auf der intakten Knorpeloberflache im Gelenk (Abb.13 a). Diese Ergebnis lasst den Schluss
zu, dass sich diese Zellen zuvor auf der Knorpeloberflache geteilt und vermehrt haben mus-
sen. Nach vier Wochen zeigen die genetisch markierten Zellen eine deutlicher differenzierte
Auspragung: lhre Phanotypen ahneln denen von Fibroblasten und Chondrozyten und die
Zellen scheinen in das sie umgebende nicht-transgene Knorpelgewebe integriert zu sein
(Abb. 13 b).

Dieses Experiment zeigt sehr deutlich die Vorteile und Starken dieses Modells auf. Es be-
weist, dass mesenchymale transgene Vorlauferzellen an nativem Gelenkknorpel von Wild-
typ-Tieren nicht nur anwachsen kénnen, sondern dass sie sich dort dann auch zu

Fibroblasten- und Chondrozyten-ahnlichen Zellen weiterentwickeln kénnen.

Abbildung 13: Transgene Zellen in der Kniegelenkshdhle nach Injektion in das Kniegelenk
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Abb. 13 a: Kniegelenk eine Woche post
injectionem

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

OriginalvergoRerung: 400fach

Pfeilspitzen: transgene Zellen

Abb. 13 b: Kniegelenk vier Wochen post
injectionem

Fixierung: 40% EtOH

Farbung: Histochemischer Nachweis von
hPLAP mit BCIP/NBT; Gegenfarbung mit
Kernechtrot

Originalverg6Rerung: 400fach

Pfeile: Chondrozyten-ahnliche Zellen

Pfeilspitzen: Fibroblasten-ahnliche Zellen
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5 Diskussion

5.1 Das R26-hPLAP-transgene Rattenmodell

Die vorliegende Studie zeigt deutlich, dass hPLAP ein sehr gut geeignetes Markerenzym fir
Experimente ist, bei welchen transplantierte, genetisch markierte Zellen in Knorpel und Kno-
chen wieder aufgefunden werden sollen. Besonders wichtig fiir die gute Verwendbarkeit von
hPLAP ist, dass seine Enzymaktivitat wahrend der MMA-Einbettung erhalten bleibt und dass
endogene alkalische Phosphatasen durch einfache Hitzebehandlung inaktiviert werden kon-
nen, wahrend die Enzymaktivitdt von hPLAP durch diese Prozedur nicht zerstért wird. Daher
kénnen mit Hilfe dieses Markerenzyms genetisch markierte Zellen hervorragend identifiziert

werden.

Die Uberlegenheit von 40% EtOH gegeniiber 4% PFA als Fixierungsmittel ist typisch fur die
alkalischen Phosphatasen (DOTY und SCHOFIELD, 1984; ERBEN, 1997). Es ist bekannt,
dass die Enzymaktivitat von alkalischen Phosphatasen auf Fixierungsmittel sehr empfindlich
reagiert (DOTY und SCHOFIELD, 1984).

Darlber hinaus bestatigen unsere Daten den Bericht von KISSEBERTH et al. (1999), in wel-
chem beschrieben wird, dass der R26-Promotor sehr gut geeignet ist, um stabile und gleich-
malfige Expression von Markergenen in fast allen Koérperzellen zu erreichen. Auch in
unseren Experimenten konnten wir in allen untersuchen Proben eine sehr gleichmafige Ex-
pression des Transgens innerhalb der einzelnen Organe und Zellpopulationen bei R26-
hPLAP-transgenen Tieren nachweisen. Allerdings scheinen Osteoklasten das Markerenzym

nur schwach zu exprimieren.

Ein bedeutender Nachteil der R26-hPLAP-transgenen Ratte ist die membranstandige Ex-
pression des Transgens in den meisten Zellen, welche in dieser Studie sowohl in der Histo-
logie als auch in den durchflusszytometrischen Analysen nachgewiesen werden konnte. Es
stellte sich heraus, dass diese Membranexpression des genetischen Markers eine Immun-
antwort der Empfangertiere hervorruft, welche zur AbstoBung der intravends applizierten
transgenen Zellen fiihrt. Obwohl die transplantierten Wildtyp-Tiere nur auf zirkulierende Anti-
korper untersucht wurden, kann davon ausgegangen werden, dass auch T-Zell-vermittelte
Vorgange bei den AbstolRungsreaktionen eine Rolle spielen. Es ist bekannt, dass die Memb-
ranexpression koérperfremder Proteine zu immunvermittelten AbstoRungsreaktionen unter
Beteiligung von B- und T-Zellen fihren kann (SARUKHAN et al., 2001; GROSS et al., 2003).
Obwohl hPLAP fir das Immunsystem der Ratten nur ein schwaches Immunogen darzustel-

len scheint, wird die Anzahl der Fragestellungen, die mit dem R26-hPLAP-transgenen Rat-
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tenmodell bearbeitet werden kénnen, durch diese Problematik doch stark eingeschrankt.
Eindeutige Ergebnisse kdnnen mit Transplantationsexperimenten auf diese Weise nicht er-

reicht werden.

Die vorliegende Studie zeigt allerdings einen Weg auf, mit dem diese Probleme gelést wer-
den koénnen: die Transplantation von hPLAP-transgenem Knochenmark in bestrahlte Wild-
typ-Empfangertiere. Nach dieser Transplantation ist es moglich, den so vorbereiteten Emp-
fangertieren transgene nicht-hamatopoetische Zellen zu verabreichen, ohne dass es zu im-
munvermittelter Abstolung kommt. Die Resultate der vorliegenden Experimente zeigen,
dass die Expression des Transgens nach der Transplantation von transgenem Knochenmark

in Wildtyp-Tiere in allen hamatopoetischen Zellen stabil bleibt.

Das Vorkommen von hPLAP-markierten hamatopoetischen Zellen im ganzen Korper der
bestrahlten und transplantierten Tiere fuhrt naturlich dazu, dass Zell-Abstammungsfragen mit
diesem Modell nur fur nicht-hdmatopoetische Zellen sinnvoll zu klaren sind. Es ware zwar
theoretisch méglich, fur Untersuchungen von hamatopoetischen Zellen den umgekehrten
Weg zu beschreiten und nicht genetisch markierte Zellen in transgene Empféanger zu trans-
plantieren, um sie dort zu studieren. Allerdings wird dieser Weg doch eher von geringerem

Interesse bleiben.

5.2 Knorpelregeneration mit mesenchymalen Stammzellen

Als ein Beispiel fur die vielseitigen Moglichkeiten, die sich mit dem R26-hPLAP-transgenen
Ratten-Modell bieten, wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass transgene Knochen-
markzellen, die in das Kniegelenk von bestrahlten und mit R26-hPLAP-transgenem Kno-
chenmark transplantierten Tieren injiziert werden, dort anwachsen, sich vermehren und sich
zu Fibroblasten- und Chondrozyten-ahnlichen Zellen differenzieren kénnen. Diese Befunde
stehen in sehr guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von WAKITANI et al. (1994), die
in einem Kaninchenmodell mesenchymale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark und aus
Periost in einem Typ | Collagen-Gel in Knorpeldefekte transplantierten und bei diesen Tieren
eine schnellere Knorpelregeneration feststellten als bei Kontrolltieren, die keine Zelltherapie
erhielten. Ahnliche Beobachtungen konnten auch in einem Ziegen-Modell fiir Osteoarthrose
gemacht werden. Dabei wurden autologe mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark
gewonnen, in Kultur vermehrt und mit GFP transfiziert. Diese Zellen wurden dann in die
Kniegelenke injiziert und konnten dort die Regeneration von Meniskus-Gewebe verbessern
sowie progressive Knorpeldegenerationsprozesse verlangsamen (MURPHY et al., 2003).

PASCHER et al. (2004) konnten ebenfalls in vivo und ex vivo mit Markergenen transduzierte
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Knochenmarkszellen bis zu 21 Tage lang in Knorpeldefekten der Femurkondylen beim Ka-
ninchen nachweisen.

Insgesamt betrachtet scheint also eine Zelltherapie mit Knochenmarkzellen oder mesenchy-
malen Stammzellen eine sehr aussichtsreiche Therapieform sowohl flr akute Knorpel-

Iasionen als auch fur chronisch-degenerative Knorpelerkrankungen darzustellen.

5.3 Potenzial von Zelltherapien mit mesenchymalen Stammzellen fiir andere Organe

Man geht heute davon aus, dass eine Zelltherapie mit adulten mesenchymalen Stammzellen
nicht nur flr die Regeneration von Knorpel, sondern auch fiir die Reparatur von Schaden an
anderen Organen genutzt werden kann (PROCKORP et al., 2003). Diese Vorstellung basiert
zum einen auf Daten, die gezeigt haben, dass Knochenmark-Stromazellen in der Lage sind,
sich zu Knochen- Knorpel-, Fett- und verschiedenen Muskelzellen zu differenzieren. Es lie-
gen auch Berichte vor, nach denen sich Knochenmark-Stromazellen —zumindestens in vitro-
sogar zu nicht-mesenchymalen Zellen wie GefalRendothelien und verschiedenen epithelialen
Zellarten (Leber, Lunge, Gastrointestinaltrakt; JIANG et al., 2002) entwickeln kénnen sollen.
Méglicherweise gibt es auch zirkulierende mesenchymale Stammzellen im Blut (KORBLING
et al., 2002). Zum anderen hat eine Flille von tierexperimentellen und klinischen Daten aus
der Humanmedizin nahe gelegt, dass Zellen aus dem Knochenmark an der physiologischen
Zellregeneration von verschiedenen Organen beteiligt sein kdnnten. Viele Studien werteten
hier Patientendaten retrospektiv aus. Haufig wurden Daten von Patienten genutzt, die im
Rahmen einer (Krebs-)Therapie Knochenmarktransplantationen erhalten hatten. Wenn
Frauen von mannlichen Spendern Zellen erhalten, kann das Y-Chromosom als naturlicher
Marker verwendet werden. In Patientinnen, die eine Knochenmarktransplantation von mann-
lichen Spendern erhielten, wurden spater mannliche, ein Y-Chromosom enthaltende Hepato-
zyten (THEISE et al., 2000b), Cholangiozyten (THEISE et al., 2000b), Kardiomyozten (DEB
et al., 2003), Neurone und Gliazellen (MEZEY et al., 2003), Lungenepithelzellen (SURATT et
al., 2003) und Nierenzellen (POULSOM et al., 2003) gefunden. Haufig wurden auch Daten
von Patienten ausgewertet, die andere Organspenden (Herz, Niere, Leber) erhalten hatten.
Wenn mannlichen Empfangern weibliche Organe oder Teile davon transplantiert werden,
kann auch in diesem Fall das Y-Chromosom als naturlicher Marker verwendet werden: In
Biopsien der weiblichen Organe kénnen so mannliche Zellen nachgewiesen werden
(THEISE et al., 2000b; POULSOM et al., 2001). Dartiber hinaus wurden Ergebnisse aus die-
sen Studien dann haufig im Tierversuch Uberprift. Tierexperimentelle Daten haben gezeigt,
dass Knochenmarkzellen an der Regeneration von Leberzellen (LAGASSE et al.; 2000;
THEISE et al., 2000a; FUJII et al., 2002; JIANG et al., 2002; POULSOM et al., 2003) und
von Nierenzellen (ITO et al., 2001; POULSOM et al., 2001) teilhaben kénnen. Ahnliches gilt
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auf fir neuronale Zellen (MEZEY et al. 2000; 2003) und epitheliale Zellen in der Lunge
(KENNEDY und ABKOWITZ, 1997; KOTTON et al., 2001; JIANG et al., 2002). Die Tatsache,
dass eine Knochenmarktransplantation den Phanotyp von Mausmodellen mit genetischen
Osteoblastendefekten verbessert, spricht ebenfalls daflir, dass sich mesenchymale, osteo-
gene Zellen aus den Spender-Knochenmarkzellen entwickeln kénnen (PEREIRA et al.,
1998; MIYAMURA et al., 2000). Auch aus der Humanmedizin liegt ein Bericht Gber die The-
rapie von Kindern, die an Osteogenesis imperfecta leiden, mit allogenen mesenchymalen
Stammzellen vor. Die Kombination der therapeutischen Knochenmarktransplantation mit
zusatzlichen Gaben kultivierter Knochenmarkzellen von demselben Spender schien zu ei-
nem groReren Therapieerfolg zu fihren als die Knochenmarktransplantation allein
(HORWITZ et al., 2002).

Die Hypothese, dass Stammzellen aus dem Knochenmark in der Lage sind, adulte Gewebe-
zellen zu regenieren, wird auch durch Berichte gestutzt, in denen Knochenmarkzellen direkt
in verschiedene Organe injiziert wurden:

Nach lokaler Injektion von humanen mesenchymalen Knochenmark-Stammzellen in das
Myokard von Mausen wachst ein Teil der Zellen dort an und differenziert sich offenbar zu
Kardiomyozyten (TOMA et al., 2002). Auch fir nicht-mesenchymale Gewebe liegen Berichte
Uber den Erfolg von lokalen Injektionen von Knochenmark vor. BONILLA et al. (2002) injizier-
ten Knochenmarkzellen intrazerebral, und beobachteten die Entwicklung der transplantierten

Zellen nicht nur zu Gliazellen, sondern auch zu Neuronen.

Eine wachsende Zahl von Experimenten hat zusatzlich gezeigt, dass intravenés oder lokal
applizierte Knochenmarkzellen oder kultivierte Stromazellen sich an der Reparatur von Ge-
weben nach Traumatisierung beteiligen kénnen: In einem Ratten-Myokardinfarkt-Modell lie-
Ren sich nach intravenoéser Infusion markierte Knochenmark-Stromazellen in den Infarktge-
bieten nachweisen, die sich spater zu Myozyten-ahnlichen Zellen differenzierten (BITTIRA et
al., 2003). ORLIC et al. (2001a und 2001b) machten ahnliche Beobachtungen nach lokaler
Applikation von Knochenmarkzellen in einem Myokardinfarkt-Modell in der Maus. Wurden
humane Knochenmark-Stromazellen 24 Stunden nach einer experimentell induzierten Hirn-
lasion bei Ratten intravenos verabreicht, so lieRen sich humane Zellen im Bereich der Lasio-
nen wieder finden, die sich im weiteren Verlauf des Experiments zu Glia- und Nervenzellen
differenzierten (MAHMOQOD et al., 2003). Daruber hinaus ist gezeigt worden, dass die lokale
Implantation von mesenchymalen Stammzellen zu deutlichen Verbesserungen im Heilungs-
verlauf von Sehnen- und Stimmbandverletzungen fuhrt (YOUNG et al., 1998; KANEMARU et
al., 2003).
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Aus diesen Resultaten ergeben sich vielfaltige Forschungsansatze und grofe Hoffnungen im
Hinblick auf die Therapiemdglichkeiten einer ganzen Reihe von Organerkrankungen. Neuer-
dings ist ein Teil dieser Befunde jedoch wieder in Frage gestellt worden, da in der Regel kei-
ne genauen Aussagen Uber die den beobachteten Phdnomenen zugrunde liegenden Me-
chanismen gemacht werden konnten. Die in den Organen oder Traumatisierungsgebieten
nachgewiesenen Spenderzellen kénnten somit vielleicht nicht aus der Proliferation von
Stammzellen, sondern durch Zellfusionen oder Gentransfer entstanden sein (ALISON et al.,
2004; CAMARGO et al., 2004 und SCOTT, 2004).

5.4 Transplantation von mesenchymalen Zellen im Rahmen von Knochenmark-
Transplantationen?

Obwohl es, wie oben beschrieben, eine Fllle von tierexperimentellen und auch klinischen,
meist retrospektiv erhobenen Daten aus der Humanmedizin gibt, die nahe legen, dass im
Knochenmark vorhandene Stromazellen nach einer Knochenmarktransplantation im Emp-
fanger nicht nur Uberleben sondern auch proliferieren kénnen, liegen auch eine Reihe von

gegensatzlichen Beobachtungen vor.

KEATING et al. (1982) berichteten von einer Gruppe von Patienten, die Knochenmarkspen-
den vom jeweils anderen Geschlecht erhalten hatten. Als natirlicher Marker wurde auch in
dieser Studie das Y-Chromosom verwendet. Immer mehr Stromazellen dieser Patienten

schienen im Laufe der Zeit von den transplantierten Zellen abzustammen.

Spéatere Untersuchungen kamen jedoch zu dem Ergebnis, dass die Stromazellen von Patien-
ten, die allogene Knochenmarktransplantationen erhalten hatten, auch nach der Transplanta-
tion von ihnen selbst stammten und nicht vom Knochenmarkspender (SIMMONS et al.,
1987; LAVER et al., 1987; AGEMATSU und NAKAHORI, 1991; LEE et al., 2003). Die Me-
thoden, die in diesen Studien angewendet wurden, um die Herkunft der Stromazellen zu er-
mitteln, waren unterschiedlich. LAVER et al. (1987) kombinierten in situ Hybridisierung mit
Fluoreszenz-Markierungen. Auch SIMMONS et al. (1987) sowie AGEMATSU und
NAKAHORI (1991) verwendeten in situ Hybridisierung mit einer Y-Chromosom-spezifischen
DNA-Sonde, LEE et al. (2003) verglichen die Telomerlange von Empfanger- und Spender-
zellen. Die letztgenannten Studien scheinen dafir zu sprechen, dass mesenchymale Vorlau-
ferzellen in Knochenmark in zu geringer Anzahl vorhanden sind, um sie unter den Bedingun-
gen einer ,normalen“ Knochenmarktransplantation (mit der Intention der Transplantation von

hamatopoetischen Zellen) in Empfangergewebe verpflanzen zu kénnen.
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In Ubereinstimmung dazu zeigten auch die Resultate aus der hier vorliegenden Studie vier
Wochen nach der Transplantation keinen Hinweis auf transgene mesenchymale Zellen in
den bestrahlten und transplantierten Wildtyp-Tieren. Langere Zeitrdume konnten zum jetzi-
gen Zeitpunkt noch nicht berlcksichtigt werden. Unsere vorlaufigen Daten sprechen jedoch
daflir, dass die mesenchymalen Vorlauferzellen, die im Knochenmark stets zu finden sind,
nach syngener Transplantation nicht im Empfangerknochenmark oder anderen Organen
nachweisbar sind. Die Tatsache, dass wir mit einem identischen Protokoll fiir die Gewinnung
von Knochenzellen nach Injektion in das Kniegelenk transgene mesenchymale Zellen nach-
weisen konnten, die an der Knorpeloberflache hafteten, proliferierten und differenzierten,
zeigt, dass unsere Knochenmarkpraparationen sehr wohl mesenchymale Vorlauferzellen
enthielten. Ausgehend von den humanen Daten aus knochenmarktransplantierten Patienten
und unseren eigenen Experimenten muss es - insgesamt betrachtet - also als eher unwahr-
scheinlich gelten, dass Stromazellen, die in Knochenmark enthalten sind, bei einer Kno-

chenmarktransplantation unter Standardbedingungen mit verpflanzt werden.

5.5  Ausblick

Obwohl somit noch immer nicht sicher gesagt werden kann, ob Stromazellen bei Knochen-
marktransplantationen beim Menschen oder bei Tieren mit verpflanzt werden, sprechen viele
der genannten Studien dennoch deutlich fir die Tatsache, dass zirkulierende Stromazellen
an Heilungsprozessen von verletzten Organen teilhaben konnten. FANG und POULSOM
(2003) sehen auch Méglichkeiten bei der Therapie von Geburtsschaden. Zelltherapien unter
Verwendung von mesenchymalen Zellen kénnten also eine sehr gut brauchbare Alternative
darstellen, um Heilungsvorgange in verschiedenen Geweben zu férdern (PROCKORP et al.,
2003).

Mittlerweile werden viele dieser natlrlich groRe Hoffnungen weckende Berichte wieder in
Zweifel gestellt (GOODELL, 2003). Dies liegt unter anderem daran, dass einige sehr faszi-
nierende Beobachtungen nicht wiederholt werden konnten. Eine Erklarung kénnte darin lie-
gen, dass die transplantierten Zellen sich in den Empfangern nicht im Sinne von Stammzel-
len teilen, um so zur Regeneration der unterschiedlichen Gewebe beizutragen, sondern dass
sie mit anderen Zellen verschmelzen und so deren Genotyp annehmen (ALISON et al.,
2004). Auch CAMARGO et al. (2004) und SCOTT (2004) stellen die Hypothese auf, dass
Zellfusionen und ein damit verbundener Gentransfer ebenfalls als Erklarung fir viele Beo-
bachtungen in Betracht kommt. Ferner gibt es auch einen Bericht Uber ,Nebenwirkungen*

von mesenchymalen Stammzellzubereitungen. Es wird unter speziellen Bedingungen von
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einer systemischen immunsupprimierenden Wirkung mit damit verbundener erhéhter Tumor-
inzidenz gesprochen (DJOUAD et al., 2003).

Aus diesen Ausfuhrungen wird deutlich, dass sich auf diesem Forschungsgebiet in naher
Zukunft eine sehr groRe Dynamik entwickeln wird. Es bleibt sicherlich gerechtfertigt, in der
Anwendung insbesondere von adulten mesenchymalen Stammzellen viele neue Moéglichkei-
ten in Bezug auf die Therapie der unterschiedlichsten Krankheitsbilder zu sehen. Es ist aller-
dings von grofer Dringlichkeit, zu diesem Zweck die zugrunde liegenden Mechanismen bes-
ser zu erforschen. Fur diese Forschungsarbeit kdnnte der in dieser Arbeit vorgestellte R26-
hPLAP-transgene F-344-Rattenstamm von groflem Nutzen sein. Insbesondere das hier be-
schriebene Modell, die bestrahlte und mit hPLAP-transgenem Knochenmark transplantierte
Wildtyp-F344-Ratte, dirfte in Zukunft sehr nitzlich sein, um viele weitere Fragen zur Zell-

und Gentherapie mit mesenchymalen Zellen beantworten zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die R26-hPLAP-transgene Fischer-344-Ratte auf ihre Ver-
wendbarkeit flr Studien Uber Zelltherapien unter Verwendung von mesenchymalen Zellen
Uberprift. Besondere Berlicksichtigung fanden dabei Knochen- und Gelenkknorpelzellen. Es
wurden diverse Techniken und Methoden auf ihre Anwendbarkeit bei diesem Tiermodell hin
getestet.

Das fur humane plazentare alkalische Phosphatase (hPLAP) transgene Rattenmodell sollte
insbesondere flr Transplantationsexperimente geeignet sein, da die Tiere einer Inzuchtlinie
entstammen und demzufolge eine grofe genetische Einheitlichkeit aufweisen. Transplanta-
tionen zwischen den Tieren sollten also ohne AbstoRungsreaktionen mdglich sein. Das
Transgen, ein menschliches Enzym, das als Marker verwendet werden kann, stellt den ein-
zigen Unterschied zwischen den Tieren dar.

Es wurde angenommen, dass jede beliebige Zellpopulation aus den das Transgen exprimie-
renden Tieren isoliert werden und den ansonsten genetisch weitgehend identischen Wildtyp-
Tieren verabreicht werden kann. Dort sollten die transgenen Zellen anhand ihres Markers zu
jeder Zeit wieder lokalisiert werden kénnen. So sollten die unterschiedlichsten Fragen zu
Abstammung, Herkunft und Schicksal von Zellen beantwortet werden kénnen. Aufgrund die-

ser Voraussetzungen wurden an dieses Tiermodell hohe Erwartungen geknupft.

Zunachst wurden verschiedene Fixierungs- und Einbett-Protokolle daraufhin Uberprift, wie
sie die Enzymaktivitat des Markerenzyms hPLAP beeinflussen. 40% Ethanol konnte als sehr
gut geeignetes Fixierungsmittel bestimmt werden. Paraformaldehyd hingegen verminderte
die Enzymaktivitat von hPLAP stark.

Erwartungsgemal Uberstand das Enzym die routinemafRige Paraffineinbettung gut. Vorteil-
hafterweise konnte auch ein Protokoll fir eine Plastikeinbettung in Methylmethacrylat gefun-
den werden, die fur dieses Tiermodell geeignet ist. Knochen kénnen mit dieser Methode oh-
ne vorherige Entkalkung (welche die Enzymaktivitat fast vollstandig zerstort) eingebettet und
histologisch aufgearbeitet werden. Auch fir Weichteil-Organe ist die Plastikeinbettung gut
geeignet, denn die Morphologie der Gewebe bleibt aul3erordentlich gut erhalten.

Bei Transplantationen von transgenen Zellen in Wildtyp-Empfangertiere konnten Uberra-
schenderweise die transgenen Spenderzellen in den Empfangertieren nicht wieder aufge-
funden werden. Bei weitergehenden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass
das Transgen in hohem Malle auf der Zellmembran exprimiert wird und dass diese mem-
branstandige Expression offenbar ausreicht, um eine immunvermittelte AbstoRungsreaktion

bei den Empfangertieren auszuldsen.
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Es wurde daher nach einer Losung gesucht, wie Transplantationsexperimente mit diesem
Tiermodell dennoch durchgefihrt werden kénnen.

Die Empfangertiere wurden durch Bestrahlung und anschlieRende Transplantation von
transgenen Knochenmarkzellen auf weitere Transplantationen vorbereitet. Ihr Immunsystem
wurde auf diese Art so manipuliert, dass spater injizierte, das Transgen exprimierende Zel-
len nicht mehr als fremd erkannt und abgestoRen wurden. Allerdings stammen nach dieser
Vorbereitung alle hdmatopoetischen Zellen im Empfanger von den transgenen Spenderzel-
len ab. Das Tiermodell kann also vor allen Dingen flir Fragestellungen zu nicht-
hamatopoetischen Zellen eingesetzt werden und ist nicht in dem Malie vielseitig einsetzbar

wie urspringlich erwartet worden war.

Trotzdem stellt das Modell der R26-hPLAP-transgenen Fischer-344-Ratte ein wertvolles
Werkzeug fur die Erforschung von mesenchymalen Zellen dar. Ein Beispiel hierfiir bietet die
lokale Injektion von transgen markierten Knochenmarkzellen in ein Gelenk. Die Ergebnisse
dieses Teilexperiments lassen darauf schlieRen, dass durch solche Zelltherapien die Heilung

von Knorpelschaden positiv beeinflusst werden kann.
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6 Summary

R26-hPLAP transgenic Fischer 344 rats as a model for questions towards cell

therapy using mesenchymal stem cells

The examination of the utility of R26-hPLAP transgenic Fischer 344 rat as a model for mes-
enchymal cell lineage experiments was the aim of the present study. Special attention was
paid to cells of bone and cartilage. Different methods and techniques were tested on their
applicability in this model.

The rat model carrying human placental alkaline phosphatase (hPLAP) as a transgene was
expected to be highly suitable for experiments involving transplantations of cells or tissues,
because the animals are genetically largely identical, coming from an inbred rat strain.
Therefore, transplantations among these animals should be possible without any rejection
phenomenons. The transgene, an enzyme that can be used as a marker, is the only excep-
tion to the genetic identity of the animals.

It was expected to be possible to isolate any given cell population of the transgenic animals
and to inject them into wildtype recipient animals, where these cells should be easily detect-
able at any time. Thus it was assumed that cell lineage questions could be answered for
many types of cells with this model. Based on these assumptions, high hopes were tied to

this model.

Initially, different methods of fixation and embedding methods were tested on their influence
on the activity of the marker enzyme. Ethanol proved to be a good fixative. Paraformalde-
hyde, on the other hand, strongly reduced the enzyme activity.

As expected, the enzyme activity was preserved well during routine paraffin embedding. For-
tunately, it was also possible to find a plastic-embedding protocol (methylmethacrylate) suit-
able for this model. Employing this method, bones can be embedded and processed for his-
tology without the need of prior decalcification, which severely diminishes enzyme activity.
This method is also highly suitable for soft tissue samples, as it preserves morphological de-
tails better than paraffin embedding.

Surprisingly, no transgenic cells could be tracked in wild type recipient animals after trans-
plantation. Further investigations revealed the transgene being expressed on the membranes
of many cells. This membrane expression seems to be sufficient to produce immune-

mediated rejection of transgenic cells in wildtype recipients.
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Therefore, a way was being searched for to make transplantation experiments possible with
this model. The recipients were lethally irradiated and subsequently received a bone marrow
cell transplantation of transgenic origin, and were thereby prepared for further transplanta-
tions. Their immune system was manipulated in a way that prevented transgenic cells to be
recognized as being non-self and being destroyed afterwards.

However, after this kind of preparation, all haematopoietic cells in recipient animals are of
donor origin. This limits the utility of the hPLAP-transgenic rat to questions towards non-

haematopoietic cells, the model therefore not being as versatile as expected.

Nevertheless, the R26-hPLAP-transgenic Fischer-344-rat promises to be a very useful tool
for the investigation of mesenchymal cells. One example is the local injection of transgenic
bone marrow cells into joint cavities. The results in these experiments suggest that cell

therapies could positively influence the healing of joint injuries.
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