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Einleitung

1 Einleitung

Die regenerative Medizin und die Kklinische Applikation von multipotenten
mesenchymalen Stromazellen (MSC) haben in den letzten Jahrzehnten eine grolRe

Bedeutung nicht nur in der Human-, sondern auch in der Veterindrmedizin erlangt.

Als regenerative Therapeutika werden biologische Materialien wie Zellen,
Wachstumsfaktoren und Matrixsubstanzen eingesetzt, um Gewebedefekte und
Organe zu regenerieren und ihre Funktionsfahigkeit wiederherzustellen. Die
zellbasierte Therapie wird meist allein mit MSC oder in Kombination mit anderen
orthobiologischen Blutprodukten durchgefiihrt. Zu den orthobiologischen Blutpro-
dukten gehoéren autologes konditioniertes Serum (autologous conditioned serum
[ACS]), Thrombozytenkonzentrat (TK), thrombozytenreiches Plasma (PRP) oder
Thrombozytenlysat (PL).

Aufgrund ihrer Herkunft aus mesodermalen Geweben bieten die MSC eine optimale
Voraussetzung als biomedizinisches Therapeutikum und kdnnen sehr vielseitig
eingesetzt werden. Die MSC nehmen direkt an regenerativen Prozessen teil, indem
sie zur Matrix-Remodellierung und Produktion bioaktiver Proteine wie z.B.
Wachstumsfaktoren und Zytokinen fahig sind. Diese Zytokine kénnen einen anti-
apoptotischen, anti-inflammatorischen oder chemotaktischen Effekt austiben, wodurch
die MSC die Immunmodulation positiv beeinflussen und z.B. die Neovaskularisierung
im betroffenen Gewebe fordern oder weitere Vorlauferzellen anlocken (Singer und
Caplan 2011, Voga et al. 2020). Durch diese parakrinen Signale beteiligen sich die
MSC an der Entziindungs-, Proliferations- und Remodellierungsphase der Gewebe-
regeneration und vorhandenes Narbengewebe kann dadurch reduziert und normales
funktionsfahiges Gewebe induziert werden (Guillamat-Prats 2021).

Nachdem die MSC in der Humanmedizin bereits in verschiedenen Bereichen (Fekete
et al. 2012) verwendet werden, haben MSC-basierte Therapien in den letzten Jahren
auch in der Veterindrmedizin enorm an Interesse gewonnen. Insbesondere in der
equinen Medizin wurden erste Erfolge in der Orthopadie (Smith et al. 2003, Pacini et
al. 2007, Godwin et al. 2012, Renzi et al. 2013, De Schauwer et al. 2013, Smith et al.
2013, Broeckx et al. 2014, Ferris et al. 2014, Marinas-Pardo et al. 2018, Broeckx et al.
2019) aber auch in der Wundheilung (Spaas et al. 2013, Sherman et al. 2017, Textor
et al. 2018) und in der Behandlung von respiratorischen Erkrankungen wie Recurrent
Airway Obstruction (RAO, equines Asthma) (Adamic et al. 2022) dokumentiert.
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Die Potenz der MSC hangt von verschiedenen Faktoren, wie z.B. den In-vitro-
Zellkulturbedingungen, ab. Um eine ausreichend grofRe Anzahl an MSC fiur die
therapeutische Applikation zu gewinnen, ist eine vorherige In-vitro-Kultivierung
erforderlich, da die MSC nur in geringen Mengen in ihrem Ursprungsgewebe
vorhanden sind (Pittenger et al. 1999, Koch et al. 2009). Wahrend dieser Kultivierung
kénnen die Kulturbedingungen die Zellqualitdt und Effektivitdt der Therapie stark

beeinflussen (Karnieli et al. 2017).

Der wichtigste Faktor der Kulturbedingungen ist die verwendete Proteinquelle des
Kulturmediums. Dieses muss die MSC mit Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren
versorgen. Der aktuelle Goldstandard als Supplement zum Basalmedium fir die In-
vitro-Kultivierung vieler Zelltypen, inklusive MSC, ist das fetale bovine Serum (FBS)
(Doucet et al. 2005, van der Valk et al. 2010, Bieback 2013, Burnouf et al. 2016). Die
Verwendung dieses FBS ist allerdings mit verschiedenen Problemen behaftet. So
existieren variable Kosten fir das FBS aufgrund saisonal und értlich schwankender
Angebote (Jochems et al. 2002). Der Gewinnungsprozess ist ethisch duferst
umstritten (Hodgson 1995, Jochems et al. 2002, van der Valk et al. 2004) und das FBS
weist eine inkonstante Qualitdt sowie Chargenvariabilitat auf (Gstraunthaler 2003,
Zheng et al. 2006, Baker 2016). Es ist ein xenogenes Produkt wodurch die Gefahr
einer Immunreaktion des Empfangers (Sundin et al. 2007, Bieback 2013) sowie der
Ubertragung boviner Pathogene besteht (Erickson et al. 1991, World Health
Organization 2006, Hawkes 2015). Um diese Probleme zu vermeiden, empfehlen die
European Medicines Agency (EMA) (Guideline on the use of bovine serum, EMA 2013)
und die International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT) (Karnieli et al. 2017)
den Ersatz des FBS durch andere sicherere Alternativen. Vor diesem Hintergrund
wurden einige Alternativen, wie kommerziell erhaltliche xeno- oder serumfreie Medien,
autologes oder allogenes Serum sowie PL, untersucht und vielversprechende
Ergebnisse vor allem mit PL-supplementierten Medien erzielt. Aufgrund dieser
Erkenntnisse wurde das FBS in der Humanmedizin bereits in 77 % der Protokolle guter
Herstellungspraxis durch humanes PL (hPL) fir die Kultivierung humaner MSC
(hMSC) ersetzt (Trento et al. 2018). Um dieser Entwicklung zu folgen, wurden auch
erste Studien mit equinem PL (ePL) fiur die Kultivierung equiner MSC (eMSC)
durchgeflhrt (Del Bue et al. 2007, Seo et al. 2013, Russell und Koch 2016, Gilbertie
et al. 2018, Naskou et al. 2018, Yaneselli et al. 2019). Nach dem derzeitigen

Kenntnisstand ist ePL eine vielversprechende Alternative zu FBS, da die eMSC ihre
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typischen Charaktereigenschaften wie Proliferationsrate, Morphologie und Differen-
zierung beibehalten (Seo et al. 2013, Naskou et al. 2018, Yaneselli et al. 2019). Im
Gegensatz zu humanen Blutprodukten sind equine TKs als Ausgangsmaterial flr ePL
jedoch nicht kommerziell erhaltlich, so dass eine Eigenproduktion notwendig ist. Bisher
wurden zur ePL-Herstellung ein PRP-basiertes Verfahren (Del Bue et al. 2007, Seo et
al. 2013, Russell und Koch 2016, Gilbertie et al. 2018, Yaneselli et al. 2019) und die
Thrombozytapherese (Sumner et al. 2017, Naskou et al. 2018) veréffentlicht. Letztere
ist zwar skalierbar, aber es wird eine spezialisierte Ausrustung bendtigt. Die Ansatze
der verschiedenen Studien zur ePL-Herstellung waren bisher sehr unterschiedlich,
wodurch die Vergleichbarkeit der Studien eingeschrankt ist. Somit sollte der erste
Schritt, um ein standardisiertes ePL in gréeren Mengen als Alternative zum FBS
herzustellen, die Entwicklung eines standardisierten Protokolls sein.

Das Ziel dieses Projektes und der vorliegenden Dissertation war es, die Herstellung
eines standardisierten ePL zu etablieren und in einem zweiten Schritt den Effekt des
ePL auf die MSC zu untersuchen. Hierflr sollte das ePL in der MSC-Kultivierung mit
Hinblick auf eine mdgliche Verwendung in der klinischen Applikation evaluiert und mit

FBS als Zellkultursupplement verglichen werden.
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Abbildung 1: Stammzellarten und ihre Differenzierungspotenziale (zusammengestellt
aus Caplan und Bruder 2001, De Schauwer et al. 2011, Medpertise 2022)

Im Korper sind verschiedene Arten von Progenitorzellen vorhanden, aus denen sich
die Vielzahl an Zelltypen des Koérpers entwickeln kann. Bei diesen Vorlauferzellen wird

zwischen embryonalen und adulten Stammzellen unterschieden.

Embryonale Stammzellen liegen in der friihen Embryogenese vor und besitzen bis
zum Stadium der Morula ein totipotentes Differenzierungspotenzial. Somit haben sie
die Fahigkeit einen vollstandigen Organismus inklusive aller plazentaren Strukturen,
die fir die fetale Entwicklung notwendig sind, auszubilden (Mitalipov und Wolf 2009,
Condic 2014, Voga et al. 2020). Durch nachfolgende Zellteilungen entsteht aus der
Morula die Blastozyste, die in der inneren Zellmasse pluripotente embryonale
Stammzellen enthalt. Diese Zellen mit dem pluripotenten Differenzierungspotenzial
kénnen sich in die drei Keimblatter Entoderm, Mesoderm und Ektoderm differenzieren
und somit jeden fetalen oder adulten Zelltyp hervorbringen, allerdings sind sie nicht in
der Lage einen vollstandigen Embryo auszubilden (Mitalipov und Wolf 2009, Voga et

al. 2020). Da aber bei der Gewinnung der embryonalen humanen Stammzellen der
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Embryo zerstort wird, ist die Forschung und therapeutische Verwendung ethisch
auBerst umstritten (Ach et al. 2006). Des Weiteren untersagt das Embryonenschutz-
gesetz (ESchG §1 (1) 2. u. (2)) eine Erzeugung von Embryonen, ohne die Schwanger-
schaft einer Frau herbeifiihren zu wollen und es besteht die Gefahr der Teratombildung
aufgrund des hohen Differenzierungspotenzials der embryonalen Stammzellen
(Suman et al. 2019). Somit werden in Deutschland therapeutisch und in der Forschung

bisher weitestgehend adulte Stammzellen verwendet.

Adulte Stammzellen mesodermaler Herkunft werden ebenfalls in zwei Gruppen
unterschieden. Die hamatopoetischen Stammzellen, welche das Reservoir fir die
Blutzellen darstellen und die MSC.

Die Abklrzung MSC steht fur ,Mesenchymale Stromazellen®, welche erstmals von
Friedenstein et al. (1966) als knochenbildende Progenitorzellen stromalen Ursprungs
beschrieben wurden. MSC sind spindelférmige Vorlauferzellen, die sich in
verschiedenen Geweben des Korpers befinden. Haufig werden die MSC auch
synonym als ,mesenchymale Stammzellen® bezeichnet, was falschlicherweise
suggeriert, dass es sich um dieselbe Art von Zellen handelt. Der Begriff Stammzelle
bezieht sich auf Zellen, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen und sich in
spezialisierte Zellen differenzieren konnen (Fekete et al. 2012, Viswanathan et al.
2019). Fur MSC konnte diese Differenzierungsfahigkeit bisher noch nicht zuverlassig
in vivo nachgewiesen werden, weshalb die Bezeichnung Stammzelle fir diese Zellen
nicht korrekt ware. Zur Klarung der Nomenklatur wurde bereits 2005 ein
Positionspaper von der ISCT (Dominici et al. 2006) verfasst, in welchem auch die
Minimalkriterien zur Definition von hMSC formuliert wurden. Im Jahr 2019 wurde
dieses Positionspaper noch einmal erganzt. Infolgedessen bestehen MSC nicht aus
einer einheitlichen Stammzellpopulation, sondern stellen ein heterogenes Zellgemisch
unter Ausschluss von hdmatopoetischen und endothelialen Zellen dar (Viswanathan
et al. 2019). Die Abkiirzung MSC stand im Laufe der historischen Entwicklung des
Namens fur verschiedene Begriffe, wie marrow stromal cells, multipotent stromal cells,
mesodermal stem cells, mesenchymal stromal cells (mesenchymale Stromazellen)
oder seit kurzem auch medicinal signaling cells (medizinische Signalzellen) (Caplan
2017). Der Name medicinal signaling cells (medizinische Signalzellen) wurde
vorgeschlagen, um die Wirkungsweise der MSC bereits in ihrem Namen zu

verdeutlichen (Caplan 2017). Dennoch bezieht sich im Folgenden die Abkirzung MSC
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immer auf mesenchymale Stromazellen, da dies die aktuell am haufigsten genutzte

Bezeichnung darstellt.

Nach der Definition der ISCT sind MSC multipotente, plastikadharente Zellen, die in
vitro unter Standardkulturbedingungen eine tripotente Differenzierbarkeit (adipogen,
osteogen und chondrogen) und einen spezifischen Immunophanotyp zeigen (Dominici
et al. 2006). Das multipotente Differenzierungspotenzial der MSC zeichnet sich
dadurch aus, dass die MSC sich im Gegensatz zu den embryonalen Stammzellen nur
noch in verschiedene Zelltypen einer Linie differenzieren kénnen. Aufgrund ihres
mesodermalen Ursprungs kdnnen sich daher die MSC nur in Gewebe des Mesoderms,
wie Knochen-, Knorpel-, Muskel-, Sehnen- und Fettgewebe, differenzieren. Allerdings
muss hierzu angefuhrt werden, dass es mittlerweile auch Aussagen dazu gibt, dass
sich multipotente Zellen unabhangig von ihrem Ursprungsgewebe in verschiedene
Gewebelinien differenzieren kdnnen (Fortier 2005, De Schauwer et al. 2011). Diese
Aussagen sollten aber mit Vorsicht betrachtet werden, da das Datenmaterial bisher
sehr klein ist und nur wenige Studien die Funktionalitat der ausdifferenzierten Zellen
zeigen (Fortier 2005, Brehm 2006). In vitro kann die tripotente Differenzierbarkeit durch
entsprechende Differenzierungsmedien induziert werden (Pittenger et al. 1999). Der
Immunophanotyp der MSC kann Uber spezifische Oberflachenantigene im Durchfluss-
zytometer analysiert werden. Hierfir wurden von der ISCT bestimmte In- (> 95 %) und
Exklusionsmarker (< 2 %) fir hMSC beschrieben (Dominici et al. 2006). Die Inklusions-
marker fir hMSC sind CD105, CD73 und CD90 und zu den Exklusionsmarkern zahlen
CD45 (Marker fur Leukozyten), CD34 (Marker fur hamatopoetische Progenitorzellen
und Endothelzellen), CD14 oder CD11b (Marker fiir Monozyten und Makrophagen),
CD79a oder CD19 (Marker fur B-Lymphozyten) und HLA-DR (Marker fiir antigen-

prasentierende Zellen) (Dominici et al. 2006).

Im Gegensatz zu hMSC fehlen vergleichbare Definitionskriterien fir MSC von anderen
Spezies, wie dem Pferd (De Schauwer et al. 2011). Dennoch hat De Schauwer et al.
(2011) angestrebt ein einheitliches Protokoll zur Charakterisierung von eMSC zu
entwerfen. Demnach missen eMSC ebenfalls plastikadharent sein und eine tripotente
Differenzierbarkeit unter Standardkulturbedingungen zeigen. Zusatzlich sollten auf
den eMSC die Inklusionsmarker CD29, CD44 und CD90 nachgewiesen werden
kénnen und die Exklusionsmarker CD14, CD79a und MHC Il nicht. Mittlerweile konnte
aber gezeigt werden, dass sowohl hMSC als auch eMSC positiv auf CD29, CD44,
CD90 und CD105 sind und alle Exklusionsmarker (CD14, CD34, CD45, CD79a und
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MHC Il) sowohl bei den hMSC als auch bei den eMSC fehlen. Der Inklusionsmarker
CD73 konnte sowohl bei den hMSC als auch bei den eMSC oft nicht nachgewiesen
werden (Hillmann et al. 2016). Somit sind die Minimalkriterien der hMSC weitest-

gehend auf die eMSC Ubertragbar.

Als Quelle fir die MSC kénnen verschiedene Gewebe des Korpers herangezogen
werden, wobei die MSC je nach Ursprung unterschiedliche Eigenschaften besitzen,
was bei der Auswahl des Entnahmeortes der MSC fir die therapeutische Anwendung
berticksichtigt werden sollte (Vidal et al. 2012, Voga et al. 2020). Die derzeit am
haufigsten verwendeten Entnahmeorte fiir eMSC sind das Knochenmark (Arnhold et
al. 2007, Godwin et al. 2012) und Fettgewebe (Del Bue et al. 2008, Nixon et al. 2008).
Beim Pferd kann eine Knochenmarkspunktion am Sternum oder Tuber coxae
durchgefihrt werden (Stewart und Stewart 2011), allerdings ist es eine invasive
Entnahmeprozedur, bei der die Gefahr von Komplikationen wie Blutungen, Infektionen,
Pneumothorax oder Pneumoperikard besteht (Brehm et al. 2012). Der Anteil der eMSC
an den kernhaltigen Zellen im Knochenmark ist mit 0,001-0,01 % sehr gering (Geburek
und Stadler 2011). Im Gegensatz zum Knochenmark kann das Fettgewebe relativ
komplikationslos an verschiedenen Stellen des Kérpers enthommen werden wie z.B.
intestinal, in der Glutealregion oder am stehend sedierten Pferd seitlich am
Schweifansatz. Im Vergleich zum Knochenmark ist der Anteil an eMSC an den
kernhaltigen Zellen im Fettgewebe mit 1-4 % (Geburek und Stadler 2011) deutlich
hoéher. Aufgrund der unkomplizierten Gewinnung und dem bereits beschriebenen
héheren Proliferationspotenzial der adipogenen eMSC haben wir uns in dieser Arbeit
ausschlieBlich auf eMSC aus dem Fettgewebe beschrankt. Weitere Quellen, aus
denen man MSC gewinnen konnte, sind peripheres Blut (Brehm et al. 2012),
Synovialflissigkeit oder -membran (Prado et al. 2015) sowie Nabelschnurblut oder

Nabelschnurgewebe (Burk et al. 2013).

2.1.2 Wirkmechanismen der MSC

Die Wirkmechanismen der MSC sind bis heute noch nicht vollstandig geklart,

allerdings werden verschiedene Theorien diskutiert und untersucht.



Literaturlibersicht
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Abbildung 2: Wirkungsmechanismen der MSC (modifiziert nach Spees et al. 2016)

2.1.2.1 Differenzierung der MSC

Zu Beginn der MSC-Forschung ist man davon ausgegangen, dass die Wirkung der
MSC hauptsachlich auf ihrer Fahigkeit zur Differenzierung in verschiedene
Gewebetypen beruht (Miyahara et al. 2006, Quinn und Flake 2008) (Abbildung 2a).
Die Hypothese war, dass MSC nach ihrer Transplantation an Orte mit Gewebe-
schadigung migrieren, dort anwachsen und sich in funktionelle Zelltypen entsprechend
des Gewebes differenzieren und somit das geschadigte Gewebe wiederherstellen
(Spees et al. 2016). Diese Ansicht spiegelt die damalige allgemeine Vorstellung der
MSC als selbsterneuerbare Stammzellen, die sich in spezialisierte Zellen
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differenzieren koénnen, wider (Caplan und Bruder 2001). Allerdings konnten
verschiedene Differenzierungen der MSC wie z.B. die tenogene Differenzierung
(Raabe et al. 2013, Youngstrom et al. 2015, Burk et al. 2016) bisher nur in vitro
nachgewiesen werden. Eine erfolgreiche In-vitro-Differenzierung bestatigt aber nicht
auch die Fahigkeit der Zellen zur In-vivo-Differenzierung, da letztere deutlich
komplexer ist (Stewart und Stewart 2011). Ein weiterer Punkt, der bei der
Differenzierungstheorie beachtet werden sollte, ist die Tatsache, dass nach einer
Injektion von MSC in ein verletztes Gewebe nur ein relativ kleiner Anteil der injizierten
MSC an der Verletzungsstelle verbleibt (24 % nach 24 h) und die restlichen MSC lber
den Blutfluss im Koérper verteilt werden (Becerra et al. 2013). Aufgrund der geringen
Anzahl und dem kurzen Anwachsen am Ort der Schadigung ist man sich mittlerweile
einig, dass sich die vielversprechende Wirkung der MSC, die bereits in verschiedenen
Krankheitsmodellen gezeigt werden konnte, nicht nur durch die Differenzierung
erklaren lasst, sondern dass die MSC noch Uber andere Wirkungsmechanismen zur
Geweberegeneration verfligen. AuRerdem beruht die beobachtete Differenzierung der
MSC in Zellen nicht-mesodermalen Ursprungs eher auf Fusionen von MSC und
anderen Zellen und nicht auf der Differenzierung adulter Stammzellen, da diese in der

Regel auf Gewebe der Ursprungskeimlinie beschrankt ist (Spees et al. 2016).

2.1.2.2 Parakriner Effekt der MSC

Immer mehr Hinweise deuten darauf hin, dass der primare Wirkmechanismus der MSC
auf parakrinen Signalen beruht, die zu funktionellen Veranderungen in den
Immunzellen fihren (Aggarwal und Pittenger 2005, Akiyama et al. 2012), sowie eine
anti-apoptotische (Selek et al. 2014), anti-fibrotische (Spees et al. 2016),
angiogeneseférdernde (Conze et al. 2014, Machova Urdzikova et al. 2014) und

chemotaktische Wirkung (Spees et al. 2016) hervorrufen kénnen.
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2.1.2.2.1 Immunmodulatorische und anti-inflammatorische Wirkung
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Abbildung 3: Imnmunmodulatorische Wirkung der MSC (modifiziert nach Regmi et al.
2019)

Ein wichtiger Schritt im Wund-/Gewebeheilungsprozess ist die Phase der
Entziindungsreaktion, in welcher Bakterien, Gewebereste, apoptotische Zellen oder
Gerinnsel aus dem Defektbereich entfernt werden. Diese kénnen MSC Uber ihre
immunmodulatorische Wirkung, die zahlreiche molekulare Mechanismen umfasst,
beeinflussen. Die entziindlichen Faktoren treten in eine Wechselwirkung mit den MSC,
was zur Produktion und Freisetzung verschiedener sekretorischer Faktoren oder
Chemokine (Abbildung 2b), die immunsuppressive Wirkungen haben, flhrt (Regmi et
al. 2019). Durch die freigesetzten Faktoren oder Uber Zell-Zell-Kontakte interagieren
die MSC mit zahlreichen Immunzellen (Wang et al. 2018) (Abbildung 3). So haben
die MSC eine hemmende Wirkung auf T-Zellen, indem sie in der Lage sind die T-Zell-
Proliferation durch =zellulare oder andere unspezifische mitogene Stimuli zu
unterdriicken (Di Nicola et al. 2002, Regmi et al. 2019) oder die Apoptose der T-Zellen
Uber den Fas/Fas-Liganden (Akiyama et al. 2012) zu induzieren. Durch eine Sekretion
von Prostaglandin E2 (PGE2) und anderen Faktoren werden die dendritischen Zellen
zu einer erhdhten Ausschiittung des entziindungshemmenden Zytokins Interleukin (IL)
10 induziert und gleichzeitig wird die Sekretion des pro-inflammatorischen Tumor-
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nekrosefaktors-alpha (TNF-a) reduziert (Aggarwal und Pittenger 2005). Dies fihrt zu
einer Verschiebung des Verhaltnisses der pro-inflammatorischen T-Helferzellen (Th1
und Th17) zu Gunsten der anti-inflammatorischen Th2-Zellen (Spees et al. 2016).
Durch die Inhibition der Th1- und Th17-Zellen kommt es zur Hemmung der Interferon-
v (IFN-y)- und IL-17-Sekretion und die Th2-Zytokine IL-4 und IL-5 werden stimuliert
(Betz und Fox 1991, Guillamat-Prats 2021).

Aber die MSC haben nicht nur eine immunsuppressive Wirkung auf die T-Zellen selbst,
sondern auch auf die dendritischen Zellen als friihe Schnittstelle der Immunantwort.
Dabei hemmen die MSC die Differenzierung der dendritischen Zellen aus Monozyten
Uber den Faktor PGE2 und reduzieren somit die IFN-y- und TNF-a-Sekretion der
dendritischen Zellen und stimulieren eine Ausscheidung von IL-10, wodurch eine
Induktion der Lymphozyten unterdriickt wird (Jiang et al. 2005, Gao et al. 2017, Wang
et al. 2018).

Zusatzlich haben die MSC die Fahigkeit die Aktivitdt der Makrophagen zu
beeinflussen. Durch die MSC findet ein Shift vom pro-inflammatorischen M1-Phanotyp
zum alternativen anti-inflammatorischen M2-Phanotyp statt, was die phagozytische
Aktivitat und die Sekretion von IL-10 und IL-6 stimuliert und die Freisetzung von IFN-y
sowie TNF-a hemmt (Mosser und Edwards 2008, Zhang et al. 2010, Spees et al. 2016,
Wang et al. 2018). Induziert wird dieser Shift unter anderem durch das
Tumornekrosefaktor-induzierbare Gen-6-Protein (TSG-6) und PGE2 der MSC (Spees
et al. 2016, Voga et al. 2020).

AuRBerdem hemmen MSC die Proliferation der B-Zellen, ihre Differenzierung in
antikérperbildende Zellen und ihre Chemotaxis (Corcione et al. 2006, Luk et al. 2017).
In nicht-entzlindlicher Umgebung unterstiitzen die MSC das Wachstum der B-Zellen
und induzieren die Bildung von regulierenden B-Zellen. Wohingegen die MSC in
entziindlicher Umgebung durch IFN-y, das unter anderem durch T-Zellen freigesetzt
wird, zur Hemmung der B-Zell-Proliferation und Immunglobulin G (IgG)-Produktion
stimuliert werden. Zeitgleich verlieren die MSC die Fahigkeit zur Induktion der
regulierenden B-Zellen. Diese hemmende Wirkung der MSC auf die B-Zellen scheint
durch den Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO)-vermittelten Tryptophan-Katabolismus
abzulaufen (Luk et al. 2017).
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Des Weiteren inhibieren die MSC den Effekt der Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
durch immunsupressive Faktoren wie PGEz, Transforming growth factor-f1 (TGF-31)
und l6sliches humanes Leukozytenantigen-G (sHLA-G), was zur Reduktion der IFN-y-
Sekretion fihrt und somit die Helferfunktion der NK-Zellen bei der Induktion der Th1-
Reaktion durch die dendritischen Zellen verhindert (Wang et al. 2018).

2.1.2.2.2 Angiogenese-induzierende, anti-apoptotische und anti-fibrotische

Wirkung

Eine adaquate Blutversorgung ist ein kritischer Punkt bei der Wundheilung und
Geweberegeneration, da der Zu- und Abtransport von Geweberesten, Entziindungs-
mediatoren und Enzymen gewahrleistet werden muss und anabole Prozesse sowie
das Uberleben von Zellen am Ort der Lasion stark von einer ausreichenden Sauerstoff-
und Nahrstoffversorgung abhéngen (Carmeliet und Jain 2011). Eine unzureichende
Blutversorgung wahrend des Heilungsprozesses kann zu schlecht vaskularisiertem
Narbengewebe flihren, wodurch es zu Rezidiven an der Lasionsstelle kommen kann,
wie es haufig bei der Heilung von Tendinopathien der Fall ist. Aus diesem Grund ist
die Neovaskularisierung in der entzindlichen und proliferativen Phase des
Heilungsprozesses von groflter Bedeutung (Conze et al. 2014). Die MSC unterstiitzen
die Angiogenese sowohl durch parakrine Effekte als auch durch eine Trans-
differenzierung in Zellen mit funktionellen und phéanotypischen Eigenschaften von
Endothelzellen (Tao et al. 2016). In-vivo-Studien zeigten, dass ein grofler Teil der
angiogenen Wirkung der MSC Uber den parakrinen Weg abzulaufen scheint (Al-Khaldi
et al. 2003, Wu et al. 2007). Hierbei sezernieren MSC verschiedene angiogene
Wachstumsfaktoren wie Vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A), Hepatocyte
growth factor (HGF), basic Fibroblast growth factor (bFGF), Platelet-derived growth
factor (PDGF), Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), TGF-B1, Angiopoietin 1 (Ang1), IL-
6 und Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) (Bronckaers et al. 2014, Kwon et al.
2014, Tao et al. 2016, Maacha et al. 2020). Der wichtigste pro-angiogene Faktor ist
VEGF-A, welches seine Wirkung Uber den VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) vermittelt
(Carmeliet und Jain 2011). VEGF-A liefert das Uberlebenssignal fiir die
Endothelzellen, reguliert ihre Migration und Differenzierung und fordert die

Rekrutierung der Endothelzellen fiir die Angiogenese und Endothelialisierung in
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verletzte Gewebe und regt dadurch die Gefallneubildung an (Carmeliet und Jain 2011,
Kwon et al. 2014, Tao et al. 2016). Des Weiteren wurde gezeigt, dass VEGF-A fir die
Transdifferenzierung von MSC in Endothelzellen und auch fir die GefaRbildung der
MSC verantwortlich ist (Oswald et al. 2004, Haack-Sorensen et al. 2008, Wang et al.
2010, Trojahn Kaglle et al. 2013). Im Zusammenhang mit der Transdifferenzierung
wurde aullerdem berichtet, dass isolierte MSC negativ auf die typischen
Endothelzellmarker wie endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), vascular
endothelial cadherin (VE-cadherin), von-Willebrand-Faktor (vWF), CD31, VEGFR1,
VEGFR2 oder den Perizytenmarker Neural/Glial Antigen 2 (NG2) getestet wurden.
Nach einer Transdifferenzierung der MSC in endothelzelldhnliche Zellen steigt die
Konzentration dieser Endothelzellmarker aber signifikant an und kapillardhnliche
Strukturen entstehen (Aguilera et al. 2014, Bronckaers et al. 2014, Tao et al. 2016).
Dennoch sollte man die Transdifferenzierung von MSC in Endothelzellen kritisch
betrachten, da endgiltige morphologische und ultrastrukturelle Beweise noch
ausstehen. Bis zu dieser endgiltigen Klarung ist es angebrachter von der
Transdifferenzierung in endothelartige Zellen zu sprechen (Bronckaers et al. 2014).
Insgesamt wurde die pro-angiogene Wirkung der MSC bereits in zahlreichen Studien
in vitro und in vivo untersucht. Dabei wurde unter anderem dargestellt, dass durch eine
Therapie mit MSC bei ischamischen Erkrankungen an den Hintergliedmallen von
Mausen eine Autoamputation durch Neovaskularisierung und Wiederherstellung des
Blutflusses verhindert werden konnte (Kinnaird et al. 2004, Rehman et al. 2004, Moon
et al. 2006, Gangadaran et al. 2017). AuRBerdem fiihrte eine Transplantation von MSC
in Tiermodellen mit Myokardinfarkten zu einer deutlichen Verbesserung des
linksventrikularen Auswurfs, da die MSC die Angiogenese durch pro-angiogene
Wachstumsfaktoren und durch eine Differenzierung in Kardiomyozyten induzierten
(Bronckaers et al. 2014).

Ein weiterer Effekt der MSC ist die Inhibition des programmierten Zelltods (Apoptose).
Die Apoptose beinhaltet einen Rezeptor-abhangigen extrinsischen und einen
Mitochondrien-assoziierten intrinsischen Signalweg. Beim intrinsischen Signalweg
kommt es zur Aktivierung der pro-apoptotischen Faktoren, wie unter anderem Bax
oder Bak, sodass das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen
zu Gunsten der pro-apoptotischen Proteine verlagert wird. Dadurch kommt es zur
Porenbildung in den Mitochondrien, wodurch pro-apoptotische Proteine wie

Cytochrom C in das Cytoplasma der Zelle freigesetzt werden. Durch Cytochrom C
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kommt es zur Bildung des ,Apoptosom“-Komplexes, wodurch die Pro-Caspase 9
aktiviert wird, welche Uber die Aktivierung der Caspase 3 die Caspase-Kaskade
einleitet und die Zelle abbaut (Kiraz et al. 2016). Dieser komplexe Vorgang des
intrinsischen Signalwegs kann durch parakrine Faktoren der MSC beeinflusst werden.
Einige Studien zeigten, dass nach einer MSC Applikation die Bax und Caspase 3
Konzentrationen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen deutlich
reduziert waren (Zhou et al. 2013, Selek et al. 2014, Yin et al. 2014, Yao et al. 2015,
Chen et al. 2017). Auferdem wurde auch eine Hochregulierung der anti-apoptotischen
Bcl-2 Proteine (Zhou 2013, Yin et al. 2014, Yao et al. 2015, Tao et al. 2016, Chen et
al. 2017) und eine verminderte Konzentration des cytosolischen Cytochrom C (Chen
et al. 2017) nachgewiesen. Diese Ergebnisse zeigen, dass MSC die Apoptose

verhindern und somit Zellen vor dem programmierten Zelltod schiitzen kénnen.

Im Laufe des Wundheilungsprozesses ist ein Organismus haufig nicht in der Lage ein
geschadigtes Gewebe vollstandig zu regenerieren und es kommt zum Ersatz durch
fibroses Narbengewebe. Eine Narbe entsteht durch eine UbermaRige Kollagen-
synthese und Ansammlung von extrazellularen Matrix (EZM)-Komponenten
(Guillamat-Prats 2021). Im normalen Geweberegenerationsprozess kommt es nach
der entzlindlichen Phase zu einer proliferativen Phase, in der die Lasion bedeckt und
mit neuem Gewebe aufgefillt wird. In diesem Stadium spielen die Fibroblasten eine
entscheidende Rolle, denn sie differenzieren sich zu Myofibroblasten und sorgen fiir
eine Kontraktion der Wundrander sowie die Synthese von EZM und pro-fibrotischen
Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 (Usunier et al. 2014, Guillamat-Prats 2021). Durch
Reepithelisierung und -endothelialisierung kommt es danach zur vollstdndigen
Ausbildung von Narbengewebe. Unter normalen Umstanden wird die provisorische
EZM wieder durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und ihre Inhibitoren, TIMPs, ab-
bzw. umgebaut, sobald ein vollstdndiger Gewebeersatz erfolgt ist. Bei dieser
Matrixremodellierung wird das initial gebildete Kollagen Il durch Kollagen | ersetzt. Im
Falle einer bakteriellen Infektion, Ischamie, chronischen Entziindung oder anderer
Storfaktoren kommt es zu einer dauerhaften Myofibroblastenaktivierung und dadurch
zu einer Uberschiefenden EZM-Bildung, was zu einem Funktionsverlust und einer
Versteifung des Gewebes fiihrt (Usunier et al. 2014, Guillamat-Prats 2021). Eine
Applikation von MSC hat bereits in einigen Geweben wie Herz (Li et al. 2008), Lunge
(Ortiz et al. 2003, Gazdhar et al. 2013, Gad et al. 2020), Leber (Rabani et al. 2010),

Niere (Semedo et al. 2009) und Cornea zu einer deutlichen Reduktion solcher Fibrosen
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geflihrt (Wu et al. 2015). Diese anti-fibrotische Wirkung der MSC beruhte einerseits
auf einer Modulation der Immunzellen, aber auch auf einer Sekretion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen mit anti-fibrotischen Eigenschaften wie HGF, IL-10
und Adrenomedullin (Spees et al. 2016). AulRerdem reduzieren die MSC durch ihre
anti-inflammatorische Wirkung die Expression von TNF-a und IL-6 und unterdriicken
die TGF-B/SMAD 3 Expression, was der Hauptsignalweg fiir die Fibrose zu sein
scheint (Usunier et al. 2014, Gad et al. 2020). Durch TGF-31 werden die Fibroblasten
und Myofibroblasten Ulber einen SMAD 2/3-abhangigen Signalweg aktiviert und
dadurch die Produktion fibrotischer Komponenten wie EZM, a-smooth muscle actin (a-
SMA) und Kollagen angeregt, was letztendlich zur Fibrose flihrt (Gad et al. 2020). In
vielen Studien wurde bereits der Einfluss der MSC auf die Matrix-Remodellierung
untersucht, wobei ein positiver Effekt der MSC auf die bestehende Dysbalance
zwischen MMPs und TIMPs, wie sie bei einer Fibrose vorherrscht, gezeigt wurde. So
konnte eine erhéhte Expression von MMP-2, MMP-9, MMP-13 und MMP-14 und eine
verminderte Expression von TIMP1-4 nach MSC-Applikation dargestellt werden
(Semedo et al. 2009, Rabani et al. 2010, Usunier et al. 2014, Wu et al. 2014).

2.1.2.3 Transfer von Molekiilen aus MSC-Exosomen oder Mikrovesikeln

Ein besonderes Interesse hat in den letzten Jahren die Wirkung der MSC uber die
Freisetzung von Exosomen und Mikrovesikeln gewonnen (Abbildung 2c). Exosomen
sind 30-100 nm groRe extrazelluldre Vesikel, die durch den Mechanismus der
Endozytose aus der Zelle freigegeben werden. Bei der Endozytose verschmilzt ein
multivesikularer Kérper, der zahlreiche intraluminale Membranvesikel enthalt, mit der
Zellmembran und dadurch werden die Membranvesikel, welche dann als Exosomen
bezeichnet werden, ausgeschittet (Biancone et al. 2012, Spees et al. 2016).
Mikrovesikel hingegen sind 50—-1000 nm grof3 und entstehen durch Ausstilpungen der
Plasmamembran. Die Exosomen und Mikrovesikel enthalten fir die Ursprungszelle
charakteristische zytoplasmatische Bestandteile und Oberflachenrezeptoren, wie
biologisch aktive Molekile, Lipide, Wachstumsfaktoren, Nukleinsduren und mRNA
(Biancone et al. 2012, Camussi et al. 2013). Dadurch tragen die Exosomen und
Mikrovesikel zur bidirektionalen Zell-Zell-Kommunikation bei. Uber spezifische

Rezeptor-Liganden-Interaktionen kénnen die Exosomen und Mikrovesikel mit den
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Zielzellen in Kontakt treten und werden von diesen aufgenommen, wodurch ihr Inhalt
in das Zytoplasma dieser Zellen freigesetzt wird (Biancone et al. 2012). Die enthaltene
mRNA wird dabei in den Zielzellen in Proteine translatiert. Damit die Exosomen und
Mikrovesikel auch therapeutisch genutzt werden kdnnen, ist ihre Gewinnung aus
konditioniertem Medium, in dem die MSC kultiviert wurden, notwendig (Pachler et al.
2017). Das therapeutische Potenzial dieses zellfreien Produktes aus Exosomen und
Mikrovesikeln ist insgesamt vergleichbar mit der parakrinen Wirkung der MSC, was
bereits in einigen Studien gezeigt werden konnte. So wurde eine anti-inflammatorische
(Lee et al. 2012, Yang et al. 2015), immunmodulatorische (Ha et al. 2020) und
Angiogenese-fordernde (Komaki et al. 2017, Hu et al. 2021) Wirkung beschrieben.
Zusatzlich scheinen die zellfreien Produkte aus Exosomen und Mikrovesikeln einige
Vorteile gegeniiber vollstandigen MSC zu haben. So bieten sie eine hdhere Sicherheit
aufgrund einer geringeren Immunogenitat, zeigen keine Tumorgenese und aufgrund
ihrer geringen Grofke kénnen die Exosomen und Mikrovesikel nach der Applikation
zum Zielorgan gelangen, ohne im pulmonalen Gefal3system abgefangen zu werden
(Mendt et al. 2019).

2.1.2.4 MSC-vermittelter Transfer von Organellen und/oder Molekiilen durch

Tunneling Nanotubes (TNTs)

Ein weiterer Wirkmechanismus der MSC beruht auf diinnen Membrankanalen, den
sogenannten Tunneling Nanotubes (TNTs) (Abbildung 2d), welche sich zwischen den
MSC und Zielzellen ausbilden. Diese aus Aktin-Mikrofilamenten bestehenden TNTs
wurden erstmalig von Rustom et al. (2004) entdeckt und haben einen Durchmesser
von 50-200 nm (Rustom et al. 2004, Spees et al. 2016). Durch die TNTs erfolgt eine
interzellulare Kommunikation zwischen den Zellen und ein Austausch von zellularen
Komponenten und Signalmolekiilen wie zytoplasmatischen und Membranbestand-
teilen, Calcium (Ca®*)-lonen, Pathogenen und Organellen der Zellen, wie vor allem
Mitochondrien (Rustom et al. 2004, Onfelt et al. 2006, Plotnikov et al. 2010,
Vallabhaneni et al. 2012). Je nach Zelltyp erfolgt der Transport durch die TNTs uni-
oder bidirektional (Gerdes et al. 2007, Marzo et al. 2012). In vitro konnte bereits gezeigt
werden, dass gestresste Zellen als Schutzmechanismus eine vermehrte Bildung von
TNTs induzieren (Wang et al. 2011, Yasuda et al. 2011, Marzo et al. 2012) und dass
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durch die Bildung von TNTs mit MSC der Stress von solchen Zellen reduziert wurde
(Liu et al. 2014). So schutzten MSC postischdmische Endothelzellen mit
dysfunktionalen Mitochondrien durch den Transfer funktioneller Mitochondrien Uber
TNTs und reduzierten die Anzahl apoptotischer Zellen deutlich (Liu et al. 2014). Auch
in anderen Studien konnte gezeigte werden, dass MSC durch den Transfer von
Organellen wie Mitochondrien Uber TNTs die Lebensfahigkeit verschiedener
geschéadigter Zellen wiederherstellen (Plotnikov et al. 2008, Cselenyak et al. 2010,
Plotnikov et al. 2010, Spees et al. 2016, Adami¢ et al. 2022) und gleichzeitig eine Art
Transdifferenzierung der MSC durch die Aufnahme von Molekilen, der tGber TNTs

verbundenen Zelle, induzieren (Plotnikov et al. 2008, Plotnikov et al. 2010).

2.1.3 Therapeutische Anwendung von MSC
2.1.3.1 Anwendung von humanen MSC

Aufgrund ihrer vielfaltigen Wirkungsweisen und der besonderen Eigenschaften wie
einer schnellen Proliferation, einer ausgepragten Fahigkeit zur Differenzierung sowie
zum Ort der Erkrankung zu migrieren, sind die MSC vielversprechende Kandidaten zur
Zelltherapie bei einem groften Feld an Erkrankungen. Dabei kdnnen die MSC auf
verschiedenen Wegen appliziert werden. Entweder erfolgt eine lokale Injektion bei gut
zuganglichen Erkrankungen wie z.B. Osteoarthritiden oder Sehnenerkrankungen, oder
eine systemische Behandlung, bei der die Zellen an den Ort der Schadigung migrieren
und am Prozess der Heilung teilnehmen. Die systemische Behandlung kommt bei
Erkrankungen der inneren Organe oder bei Autoimmunerkrankungen zum Einsatz
(Wei et al. 2013). Nachdem Lazarus et al. (1995) die erste klinisch-experimentelle
Studie mit hMSC veroffentlichte, ist die Anzahl klinischer Studien mit hMSC in den
letzten Jahren enorm gestiegen (Galderisi et al. 2022). So gab es zwischen den Jahren
1995-2005 auf clinicaltrial.gov insgesamt 9 Studien (Jovic et al. 2022) und zwischen
2016-2022 waren es bereits fast 500 Studien mit hMSC (Jovic et al. 2022). Die hMSC
werden bei einer Vielzahl von Erkrankungen eingesetzt, bei welchen die derzeitigen
Therapien keine vollstandige Heilung bewirken. Somit liegt eine groRe Bandbreite an

Bereichen vor, in denen die hMSC genutzt werden (Abbildung 4).

In den letzten zwei Jahren sind die meisten neuen klinischen Studien mit h(MSC als

Therapeutikum im Zusammenhang mit der Behandlung von COVID-19 entstanden
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(Jovic et al. 2022). Dabei wurde bereits in einigen Studien ein positiver Effekt und eine
sichere Anwendung der hMSC nachgewiesen (Feng et al. 2020, Meng et al. 2020,
Lanzoni et al. 2021).

Cinical trials classified by medical specialty-disease category
Medical specialty Number of CT

Musculoskeletal 212 ® Musculoskeletal
Hewsology 163 m Neurology
Pneumology * 117

Immunology 73 m Pneumology *
Cardiology 63 COVID-Il 9
Heptatology 50 Immunology
Endocrinology 48 u Cardiology
Reproduction 33

Oncology 27 = Heptatology
Denmatology 30 ®m Endocrinology
Nephrology 27

Gastroenterology 26 ® Reproduction
Opthalmology 15

Anal Disorders 14 m Oncology
Aging 7 m Dermatology
Urology 6

Hematology 6 m Nephrology
Psychiatry 4 m Gastroenterology
HIV 2

Other 91 = Opthalmology
Total 1014 *COVID-19 (65)

Abbildung 4: Humane MSC in klinischen Studien: die verschiedenen Anwendungs-
bereiche (Jovic et al. 2022)

Dennoch beziehen sich mit 212 die meisten klinischen Studien auf die Verwendung
von hMSC als Therapeutikum bei muskuloskelettalen Erkrankungen, wobei die
Anwendung in diesem Bereich aufgrund ihrer Differenzierungsfahigkeit in Osteo- und
Chondrozyten naheliegend ist. Die haufigste muskuloskelettale Erkrankung, die mit
hMSC behandelt wurde, ist die Osteoarthritis, eine degenerative Erkrankung, die vor
allem am Kniegelenk vorkommt (Galderisi et al. 2022, Jovic et al. 2022). Der
Gelenkknorpel weist in dem Zusammenhang eine langsam, fortschreitende Erosion
auf, wodurch es zu einem zunehmend schmerzhafter werdenden Knochenabrieb
kommt (Galderisi et al. 2022). Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch kein Medikament,
welches die Struktur und Funktion des Gelenks wiederherstellt. Allerdings berichteten
bereits viele Studien, dass eine lokale intraartikulare Injektion von autologen hMSC

einen positiven Effekt auf Knie-Osteoarthritiden hat und die Funktionalitdt und
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Schmerzhaftigkeit des erkrankten Kniegelenks deutlich verbessert wurden, ohne
negative Nebeneffekte (Freitag et al. 2019, Matas et al. 2019, Prodromos et al. 2020,
Galderisi et al. 2022).

Da die Neuronen des Nervensystems nur ein sehr begrenztes Regenerationspotential
haben, wurden die hMSC auch als Therapeutikum bei neurologischen Erkrankungen
wie z.B. Schlaganfallen, Multipler Sklerose oder Alzheimer Erkrankungen angewandt
(Galderisi et al. 2022, Jovic et al. 2022). Humane MSC sind in der Lage, die Blut-Hirn-
Schranke problemlos ohne weitere Schadigung zu passieren und kénnen somit die
Regeneration der Neuronen durch die Produktion neurotropher Faktoren verbessern
(Jovic et al. 2022).

Des Weiteren kamen die hMSC auch in der Behandlung zahlreicher immunbedingter
Erkrankungen wie steroidrefraktarer Graft-versus-Host Disease (GVHD), Leukamie,
oder Lymphomen zum Einsatz. Hier nutzt man die immunmodulatorische Wirkung der
hMSC (Le Blanc et al. 2004, Squillaro et al. 2016, Kelly und Rasko 2021, Galderisi et
al. 2022).

Der Anteil der kardiovaskularen Erkrankungen, bei denen hMSC als Therapeutikum
genutzt wurden, liegt bei 63 klinischen Studien, die bereits vielversprechende
Ergebnisse erlangen konnten (Squillaro et al. 2016). Die hMSC unterstitzten die
Regeneration des Herzmuskels und verbesserten die Kontraktilitat (Squillaro et al.
2016, Galderisi et al. 2022).

AuBBerdem macht man sich die anti-inflammatorische, immunmodulatorische und
regenerative Wirkung der hMSC bei der Therapie verschiedener Lungen- (Averyanov
et al. 2020, Wick et al. 2021), Leber- (Shi et al. 2012, Zhang et al. 2012) und
Nierenerkrankungen (Squillaro et al. 2016) sowie bei chronischen Darmerkrankungen

wie Morbus Crohn (Duijvestein et al. 2010, Ciccocioppo et al. 2015) zunutze.

Wie man anhand der hier aufgefiihrten gréfiten Anwendungsbereiche der hMSC
erkennen kann, haben sich die hMSC in den letzten Jahren zu einem der wichtigsten
Zelltypen flr neuartige Therapien entwickelt. Doch trotz des exponentiellen Anstiegs
an klinischen Studien mit hMSC fehlen immer noch aussagekraftige Ergebnisse, da
die meisten Studien noch in Bearbeitung sind (Squillaro et al. 2016, Galderisi et al.
2022).
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Aufgrund ihrer Fahigkeit die Funktion eines geschadigten Gewebes oder Organs zu
verbessern, werden hMSC von den wichtigsten Gesundheitsbehdérden der Welt als
Arzneimittel angesehen. Sie unterliegen daher spezifischen Regelungen, die sich vor
allem auf den komplexen Prozess der Entwicklung von kommerziellen hMSC-
basierten Produkten mit praklinischen und klinischen Studien bis hin zur endgdltigen
Registrierung und Zulassung erstrecken (Lopez-Beas et al. 2020). Da dieser Prozess
bisher sehr kompliziert und langwierig war, gab es bis zum Jahr 2020 nur 9 hMSC-
basierte Produkte mit einer Marktzulassung weltweit (Alofisel; Cellgram AMI;
Cartistem; Cupistem; Neuronata-R; Prochymal; Stempeucel; TEMCELL HS;
STEMIRAC) (L6pez-Beas et al. 2020). Die Verabreichung von hMSC an Patienten ist
nur im Zusammenhang mit einer klinischen Studie (als hMSC-basiertes Priifpraparat)
oder nach erfolgter Marktzulassung erlaubt. Je nach Region, in der das hMSC-basierte
Produkt zugelassen werden soll, gibt es unterschiedliche Regelungen, da jede
Gesundheitsbehdrde ihre eigenen Vorschriften hat. In Europa stuft die EMA hMSC-
basierte Produkte als Arzneimittel fir neuartige Therapien (ATMP) ein. Die ATMPs
sind auf Genen, Geweben oder Zellen basierende Arzneimittel fir die Anwendung
beim Menschen und werden durch die Verordnung (EG) Nr. 1394/2007 geregelt
(Arzneimittel fir neuartige Therapien, Paul-Ehrlich-Institut 2012). In dieser Verordnung
ist eine Ausnahme flr Krankenhauser (,hospital exception®) verankert, welche die nicht
routinemaRige Herstellung von ATMP in Krankenhausern aufierhalb des standar-
disierten Zulassungsweges unter der Verantwortung eines Arztes erlaubt. Durch diese
Ausnahme ist es moglich einer individuellen arztlichen Verschreibung eines einzelnen
Patienten fiir ein spezielles Produkt nachzukommen und somit die regenerativen
Therapeutika deutlich mehr Patienten zuganglich zu machen. Aufgrund der ,hospital
exception® ist bei einer reinen ,in-house“ Herstellung und Anwendung keine weitere
Genehmigung durch das Paul-Ehrlich-Institut notwendig, welche bei einer Abgabe des
ATMP innerhalb Deutschlands erforderlich ist (Verordnung (EG) Nr. 1394/2007;
Arzneimittel fir neuartige Therapien, Paul-Ehrlich-Institut 2012).

2.1.3.2 Anwendung von equinen MSC

In der equinen Medizin lag der Fokus der eMSC-basierten Therapie urspriinglich auf

orthopadischen Problemen, wie muskuloskelettalen und Gelenkerkrankungen.
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Lasionen des Sehnen- und Bandapparates sind nicht nur in der Human-, sondern auch
in der Veterinarmedizin und hier besonders in der equinen Medizin ein grof3es Problem
und haben eine hohe klinische sowie auch wirtschaftliche Relevanz, indem sie (mit
43-53 %) eine der haufigsten Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems
darstellen (Thorpe et al. 2010). Eine Heilung von Sehnenlasionen ist konservativ oft
sehr schwierig, da Sehnengewebe aufgrund einer eingeschrankten Vaskularisierung
und verminderten zelluldren Aktivitat eine geringe Fahigkeit zur Restitution besitzt. Im
Rahmen einer natlrlichen Reparation kommt es nach einer initialen Entzindungs-
reaktion zur Bildung eines fibroblastenreichen Narbengewebes, welches haupt-
sachlich aus Kollagen lll besteht und eine deutlich geringere Elastizitat im Vergleich
zu gesundem Sehnengewebe aufweist (Richardson et al. 2007, Nixon et al. 2008,
Crovace et al. 2010). Durch diese Elastizitatseinschrankung ist die Rezidivrate einer
erneuten Sehnenlésion besonders im Bereich des Ubergangs vom Narbengewebe
zum gesunden Bereich sehr gro3 (Crevier-Denoix et al. 1997, Dyson 2004). Eine
geeignete Therapie der Sehnenlasion sollte also darauf abzielen die urspriingliche
Struktur und Funktion des Sehnengewebes wiederherzustellen. Nachdem 2003 der
erste Fallbericht Uber die Anwendung von eMSC zur Therapie der oberflachlichen
Beugesehne veroffentlicht wurde (Smith et al. 2003), haben mittlerweile einige Studien
gezeigt, dass Pferde mit Tendinopathien, die mit eMSC behandelt wurden, reduzierte
Rezidivraten und eine bessere Organisation der Kollagenfasern des heilenden
Sehnengewebes aufweisen (Dowling et al. 2000, Dyson 2004, Pacini et al. 2007, Smith
et al. 2008, Burk und Brehm 2011, Godwin et al. 2012, Renzi et al. 2013, Smith et al.
2013). Zusatzlich wurde eine héhere Synthese von Kollagen | und eine Reduktion von
Kollagen 1ll 21 Wochen nach einer eMSC-Therapie nachgewiesen, wodurch die

Fahigkeit zur Matrix-Remodellierung der eMSC deutlich wird (Crovace et al. 2010).

AuRerdem stellen degenerative Gelenkerkrankungen wie Osteoarthritiden bei Pferden
einen haufigen Grund flr ein friihzeitiges Karriereende oder chronische Lahmheiten
dar. Auch hier liefert eine konventionelle Therapie bei Pferden nicht den endgiiltigen
Erfolg und die Prognose fur die Rickkehr in den Sport ist oft schlecht (Voga et al.
2020). In einigen Studien wurde allerdings bereits berichtet, dass durch intraartikulare
Therapien mit eMSC die Lahmheit bei den Pferden mit Osteoarthritis deutlich
verbessert wurde und auch eine groRere Anzahl an Pferden wieder in den Sport
zurlickkehrte verglichen mit einer konventionellen Therapie (Marifias-Pardo et al.
2018, Broeckx et al. 2019).
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Daruber hinaus zeigten sich die eMSC als vielversprechendes Therapeutikum
gemeinsam mit ManagementmalRnahmen und angepasster Hufbearbeitung bei
chronisch refraktarer Hufrehe/Laminitis. Bei dieser Erkrankung liegt ein Verlust der
epidermalen Stammzellen in der Huflamelle vor, wodurch das Hufepithel ein
begrenztes Proliferationspotenzial aufweist. Nach einer regionalen Applikation der
eMSC in die Digitalvene wurde eine verbesserte Zellproliferation, Gewebequalitat
sowie eine Stabilisierung der Gefafle und Kontrolle des entziindlichen Zustandes
beobachtet (Morrison 2011, Angelone et al. 2017).

Neben den orthopadischen Problemen wurden die eMSC aber auch in vielen anderen
Anwendungsbereichen untersucht. So zeigte die intratracheale Anwendung mono-
nuklearer Zellen aus dem Knochenmark (Barussi et al. 2016) und die intrabronchiale
Nutzung von eMSC aus dem Fettgewebe (Adamic et al. 2022) bei Pferden mit RAO
eine Verbesserung der klinischen Symptome und der Entziindungsreaktion im

Vergleich zur Dexamethason-Therapie.

Des Weiteren trugen eMSC zu einer erfolgreichen Wundbehandlung bei Verletzungen
z.B. an der distalen GliedmaRe bei. Besonders im Bereich der distalen Gliedmalie
fihren eine hohe Hautspannung, eine geringe Vaskularisierung und eine reduzierte
Entziindungsreaktion haufig zu einer verschlechterten Wundheilung. Es kommt dann
zu einer fibroproliferativen Reaktion, die zu einer dysplastischen Heilung mit
UberschieBendem Granulationsgewebe fiihrt (Cequier et al. 2021). Pferde und
Menschen sind die einzigen beiden Spezies, die diese fibroproliferativen Wund-
heilungsstérungen entwickeln. Daher ist das Pferd auch ein geeignetes translationales
Modell fur die Pathophysiologie und Behandlung von Keloiden und hypertrophen
Narben beim Menschen (Theoret und Wilmink 2013). Aufgrund ihrer vielfaltigen
parakrinen Aktivitat konnten die eMSC bereits in einigen Studien nach lokaler oder
systemischer Verabreichung zur Verbesserung und Beschleunigung der dermalen
Wundheilung beitragen (Spaas et al. 2013, Textor et al. 2018, Mund et al. 2020). Auch
die Anwendung von eMSC bei Dekubitalstellen neonataler Fohlen zeigte
vielversprechende Ergebnisse, da eMSC eine Schllsselrolle in der Homdostase und
Heilung der Haut spielen, indem sie die Zelldifferenzierung, Immunmodulation und die
Sekretion von Wachstumsfaktoren fiir die Reepithelisierung und Neovaskularisierung

unterstitzen (Chen et al. 2009, lacono et al. 2012, lacono et al. 2016).
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Auch in der Ophthalmologie konnten positive Effekte in der Behandlung von bakteriell
bedingten ulzerativen Keratitiden (Spaas et al. 2011, Marfe et al. 2012) mit
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) und mit eMSC bei der Therapie

immunbedingter Keratitiden erzielt werden (Davis et al. 2019).

Zuletzt finden sich auch zahlreiche vielversprechende Studien zur Anwendung von
eMSC bei Erkrankungen der Reproduktionsorgane wie Endometriose (Mambelli et al.
2013, Mambelli et al. 2014) und Endometritis (Ferris et al. 2014, Navarrete et al. 2020)
sowie bei neurologischen Erkrankungen. Allerdings konnte bei letzteren die
Verbesserung der Nervenregeneration durch die eMSC-Therapie, wie sie bisher bei
anderen Tierarten, z.B. Schafen, beschrieben wurde, beim Pferd bisher noch nicht

eindeutig dargestellt werden (Cequier et al. 2021).

Wie man anhand der zahlreichen Studien mit eMSC sehen kann, bergen die
spezifischen Eigenschaften der eMSC ein groRes therapeutisches Potenzial in der
equinen Medizin, wo andere herkdmmliche Therapieansatze keine zufrieden-
stellenden Ergebnisse liefern. Aus diesem Grund hat das Committee for Medicinal
Products for Veterinary Use (CVMP) der EMA einige grundsatzliche Regeln zur
Nutzung von MSC in der Veterindrmedizin aufgestellt (Committee for Medicinal
Products 2019). Demnach muss eine strikte mikrobiologische Kontrolle wahrend des
gesamten Herstellungsprozesses erfolgen und die Zellspender sollten nach
Mdglichkeit klinisch gesund und frei von Ubertragbaren Krankheiten sein. Das MSC-

Produkt sollte aseptisch hergestellt werden.

Innerhalb der Europadischen Union (EU) liegt bisher noch keine genauere
Gesetzeslage zur Therapie mit zellbasierten Produkten in der Veterinarmedizin vor.
Aus diesem Grund muss jeder EU-Mitgliedstaat zunachst seine eigenen Regelungen
treffen. Im Jahr 2015 hat die US Food and Drug Administration (FDA) Empfehlungen
fur die Verwendung von zellbasierten Produkten bei Tieren ausgesprochen (Guidance
Document, FDA 2015). Demnach sollen zellbasierte Produkte, einschlielich tierischer
stammzellbasierter Produkte (Animal stem cell-based products [ASCP]), als neue
Tierarzneimittel behandelt werden und erfordern eine Zulassung vor dem
Inverkehrbringen (Voga et al. 2020). Das erste zellbasierte Tierarzneimittel, welches
chondrogen-induzierte eMSC aus dem Pferdeblut enthalt (Arti-Cell® Forte), wurde
2019 zur Behandlung von gering- bis mittelgradigen wiederkehrenden Lahmheiten im

Zusammenhang mit nicht infektiosen Gelenkentziindungen bei Pferden zugelassen.
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Ebenfalls seit 2019 ist ein Tierarzneimittel bestehend aus umbilikalen eMSC
(HorStem®) zur Therapie von leichter bis mittelschwerer Osteoarthritis bei Pferden auf
dem Markt verfugbar. Ein weiteres Praparat bestehend aus tendogen geprimten eMSC
aus peripherem Blut (RenuTend®) erhielt 2022 die Zulassung und dient zur

Heilungsférderung von Sehnen- und Fesseltragerverletzungen bei Pferden.

2.2 Kultivierung von MSC

MSC sind nur in geringen Mengen in ihrem Ursprungsgewebe vorhanden. Um eine
ausreichend groRe Anzahl an MSC fir die therapeutische Applikation zu gewinnen, ist
daher eine In-vitro-Kultivierung erforderlich (Pittenger et al. 1999, Bieback et al. 2008,
Koch et al. 2009). Dabei stellen die Kulturbedingungen ein wichtiges Element dar und
koénnen die Sicherheit, Zellqualitdt und auch das therapeutische Potenzial der MSC

stark beeinflussen (Karnieli et al. 2017).

Standardmafig werden die MSC bei 37 °C, hoher Luftfeuchtigkeit (> 95 %) und 5 %
COz2in Plastikzellkulturflaschen mit einem entsprechenden Zellkulturmedium kultiviert.
Dabei proliferieren MSC zweidimensional (2D) als Monolayer in den entsprechenden
Zellkulturflaschen. Diese 2D-Kulturtechniken wurden fir die Etablierung von
Primérkulturen, Zelllinien, der Differenzierung von MSC und verschiedenen
analytischen Assays entwickelt. Allerdings weist diese nicht naturgemafe 2D-
Kultivierung der MSC einige Einschréankungen auf. Erstens ist diese Technik sehr
ineffektiv, da der Gewinn einer ausreichend groRen Anzahl an MSC fiir die klinische
Anwendung relativ langsam erfolgt. Zweitens kann es zusatzlich auch zu einer
heterogenen Population an MSC und Veradnderungen des Zytoskeletts der MSC
kommen (Rady et al. 2020). Um diese Einschrankungen zu (iberwinden und die
natlrliche Nische der MSC nachzuahmen wurden dreidimensionale (3D)
Zellkulturtechniken entwickelt, wie z.B. die Scaffold-basierte Kultur, die Spharoidkultur
oder die komplexe Kultivierung der MSC in Bioreaktoren. Bei der Scaffold-basierten
Kultur ist es das Ziel Eigenschaften einer EZM zu erzeugen, die fiir die Funktion der
Zellen erforderlich sind. Typische Scaffolds sind hierbei Hydrogele oder
Gerlstsubstanzen wie z.B. dezellularisiertes Sehnengewebe. Die Scaffolds erleichtern
den Transport von Sauerstoff, Nahrstoffen und Abfallstoffen, wodurch sich die Zellen

besser vermehren und in das Gerilstgewebe einwandern konnen. Bei der
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Spharoidkultur haben die MSC Zell-Zell- oder Zell-EZM-Kontakt. Dabei kdnnen die
Sphéaroide durch unterschiedliche Techniken, wie eine hdngende Tropfenkultur, eine
Suspensionskultur in Ultra-Low-Attachment-Kulturplatten oder eine Rotationskultur,
hergestellt werden (Rady et al. 2020). In Sphéaroidkultur kultivierte MSC zeigen eine
deutlich verbesserte pro-angiogene, immunsuppressive sowie wundheilungsférdernde
Wirkung im Vergleich zu MSC, die in Monolayern kultiviert wurden, was fiir eine
Férderung der parakrinen Wirkmechanismen spricht (Cheng et al. 2013, Miceli et al.
2019). Allerdings kann es bei Sphéaroidkulturen ab einem Durchmesser von 1 mm zu
hypoxischen Zentren mit nekrotischen Zellen kommen, da in diesem Bereich ein
Nahrstoffmangel und eine toxische Dosis an Metaboliten vorliegt (Haycock 2011).
Bioreaktoren hingegen ermdglichen die prazise und reproduzierbare Kontrolle Gber
viele Umgebungsbedingungen, die flr die Zellkultur erforderlich sind. Dazu gehoéren
Temperatur, pH-Wert, Strémungsgeschwindigkeit des Mediums, Sauerstoff, Nahrstoff-
zufuhr und Abtransport von Abfallstoffen (Haycock 2011). Somit kénnen in Bioreak-
toren sehr zuverldssig groRe Mengen an MSC ohne den Verlust typischer MSC-
Charakteristika kultiviert werden.

Zusatzlich kénnen die Zelleigenschaften wie die Proliferationsfahigkeit und die
Sekretion parakriner Faktoren der MSC durch hypoxische Bedingungen erhdoht werden
(Egger et al. 2017, Rady et al. 2020). Auch das Alter der Zellspender und die Zelldichte,
mit der die MSC ausgesat werden, haben einen Einfluss (Rady et al. 2020). So kénnen
MSC von jungeren Spendern eine hohere Anzahl an Zellverdopplungszyklen
durchlaufen als MSC von alteren Spendern, bevor sie in den seneszenten Zustand
Ubergehen (Stenderup et al. 2003). Des Weiteren scheint die Proliferationsfahigkeit
der MSC von der Aussaatdichte zu Beginn der Kultivierung abzuhangen. So weisen
MSC mit einer geringeren Aussaatdichte von 100 Zellen/cm? eine hodhere Pro-
liferationsrate auf als MSC mit einer Aussaatdichte von 5000 Zellen/cm? (Both et al.
2007). Dieser Effekt lasst sich durch die Kontaktinhibition bei héheren Zellzahlen sowie
durch das Vorliegen vieler kleiner Zellen in der Log-Phase mit exponentiellem
Wachstum bei niedriger Aussaatdichte, erklaren (Rady et al. 2020).
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2.21 Zellkulturmedien und Supplemente

Wahrend der Kultivierung missen die MSC mit Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren
versorgt werden. Aus diesem Grund ist eins der wichtigsten Elemente der
Kulturbedingungen das Zellkulturmedium. Ein typisches Zellkulturmedium besteht aus
Aminosauren, Vitaminen, anorganischen Salzen, Glucose, Hormonen, Bindungs-
faktoren und Serum als Quelle fir Wachstumsfaktoren. Aulerdem reguliert das
Zellkulturmedium den pH-Wert und die Osmolalitat (Arora 2013).

Das Zellkulturmedium setzt sich in der Regel aus einem Basalmedium plus
spezifischen Supplementen zusammen. Als Basalmedien werden fiir die MSC-
Kultivierung am haufigsten Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) und Alpha-
Minimum Essential Medium (a-MEM) verwendet. Sie liefern den Grundbaustein eines
Zellkulturmediums und enthalten zahlreiche Aminosauren, Vitamine, anorganische
Salze und Glucose. AuBerdem enthalten die meisten kommerziell erhaltlichen
Produkte auch Phenolrot als pH-Indikator, da ein konstant regulierter pH-Wert wichtig
fur eine erfolgreiche MSC-Kultivierung ist. Die Regulierung des pH-Wertes findet durch
ein natlrliches Puffersystem statt, bei dem sich das gasférmige CO2 mit dem
CO3/HCO3 des Zellkulturmediums so ausgleicht, dass der pH-Wert konstant bleibt. Fir
dieses System ist eine Kultivierung in einem Inkubator mit 5-10 % CO2-Gehalt
notwendig. Das Phenolrot zeigt Veranderungen des pH-Wertes durch die Freisetzung
von Metaboliten wahrend des Wachstums der MSC an. Der optimale pH-Wert liegt bei
7,4, welchen das Phenolrot durch eine hellrote Farbe des Mediums anzeigt (Arora
2013).

Zuséatzlich zu den Basalmedien werden in den meisten Zellkulturmedien Antibiotika
oder Antimykotika verwendet. Dadurch koénnen besonders in Primarkulturen
Kontaminationen vermieden werden. Bei der Dosierung dieser Antibiotika oder
Antimykotika ist es wichtig, dass mindestens die minimale Hemmkonzentration
verwendet wird und die Dosen auch nicht zu hoch gewahlt werden, da dies zytotoxisch
wirken kann und damit ein negativer Effekt auf die Zellkultur entsteht (Nygaard et al.
2015). Allerdings sollte die Verwendung von Antibiotika mit Hinblick auf die
Resistenzlage kritisch betrachtet werden und durch hygienisches und steriles Arbeiten
eine Reduktion der Anwendung von Antibiotika auf Zellkulturen, bei denen ein Einsatz
unumganglich ist, wie z.B. bei Primarkulturen, erfolgen. Eine routinemaRige
Verwendung von Antibiotika in der Zellkultur kann dazu fihren, dass Kontaminationen
mit resistenten Bakterien oder Mykoplasmen verdeckt werden (Arora 2013).
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Typische Antibiotika fur die Zellkultur sind Kombinationen aus Penicillin und
Streptomycin sowie Tetracyclin, Gentamycin oder Kanamycin. Als Antimykotika

werden ublicherweise Amphotericin B, Nystatin oder Clotrimazol verwendet.

Da das Basalmedium nicht alle Faktoren enthalt, die die MSC zur Proliferation,
Differenzierung und fir ihren Zellmetabolismus bendtigen, ist die Supplementierung
von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Bindungs- und Adh&sionsproteinen, Hormonen,
Signalmolekilen und vielen weiteren Substanzen, die fir ein erfolgreiches
Zellwachstum notwendig sind, ein essenzieller Schritt bei der Herstellung von
Zellkulturmedien (Arora 2013, Rady et al. 2020). Der aktuelle Goldstandard als
Zellkultursupplement ist FBS (Doucet et al. 2005, van der Valk et al. 2010, Bieback
2013, Burnouf et al. 2016). Dieses FBS ist allerdings mit diversen Problemen behaftet
und durch seine ethisch bedenkliche Herstellung &uferst umstritten, worauf im
folgenden Abschnitt genauer eingegangen wird. Um diese Probleme zu vermeiden,
empfehlen die EMA (Guidline on the use of bovine serum, EMA 2013) und die ISCT
(Karnieli et al. 2017) den Ersatz des FBS durch andere sicherere Alternativen.
Mittlerweile wurden bereits verschiedene Alternativen zum FBS untersucht, welche im

Folgenden genauer erlautert werden.

2.2.1.1 Fetales bovines Serum (FBS)

FBS ist das am haufigsten verwendete Zellkultursupplement bei der Kultivierung von
Saugetierzellen in der Forschung und Pharmazie seit vielen Jahren, da es die
wesentlichen Komponenten enthalt, die die meisten Zelltypen fiir ihre Vermehrung
bendtigen.

Somit ist FBS eine komplexe Mischung aus einer Vielzahl an Bestandteilen, die fir
das Zellwachstum und die Funktion von Bedeutung sind. Es dient als Quelle
zahlreicher Wachstumsfaktoren, Hormone, Aminosauren, Proteine wie Fibronektin,
Mineralstoffe wie Na+, K+, Zn?* und Fe?*, Vitamine (besonders fettldsliche Vitamine
wie A, D, E und K) und verschiedener Bindungsproteine wie Albumin oder Transferrin,
die fiir den Transport von Molekdlen in die Zelle verantwortlich sind. AuRerdem schiitzt
das FBS die Zellen sowohl vor einer Proteolyse, indem es Proteaseinhibitoren enthalt,

als auch vor einer mechanischen Schadigung in Suspensionskulturen, da es die
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Viskositat des Mediums erhoht, und es dient als Puffer im Zellkulturmedium. Normale
Zellkulturmedien enthalten oft Anteile von 10-20 % des FBS (Arora 2013).

FBS ist ein Nebenprodukt der Nahrungsmittelindustrie, da es am Schlachthof bei der
Schlachtung gravider Mutterkiihe gewonnen wird. Der Fetus wird dafiir aus der
Gebarmutter und seinen Eihlllen entfernt und das Blut durch eine direkte Herzpunktion
steril in Blutbeutel Uberfihrt. Damit das Herz fiir die Herzpunktion nicht zu klein ist,
sollte der Fetus mindestens 3 Monate alt sein (Jochems et al. 2002). Die Blutgerinnung
lauft im Anschluss bei 5 °C oder auf Eis ab und danach wird das geronnene Blut vom
Schlachthof zu einem anderen Standort transportiert, wo dann die Zentrifugation und
weitere Verarbeitung zu reinem Serum stattfindet. Das fertige Serum wird in Einheiten
von 3 L bei —20 °C eingefroren. Diese kleineren Einheiten werden spéater zu gréReren
Batches gepoolt und sie durchlaufen drei Durchgange einer sterilen Filtration mit 0,1
um Sterilfiltern. Als letztes wird das FBS in einem aseptischen Prozess steril abgefullt
und schlieRlich als finales Produkt mit einem Analysezertifikat verkauft (European
Serum Products Association (ESPA) Value Chain)

Diese Gewinnung des FBS ist ethisch dufRerst umstritten, da die Blutentnahme fiir die
Feten mit erheblichen Schmerzen und Leiden verbunden ist, vor allem wenn die
Entwicklung des Fetus schon sehr weit fortgeschritten ist (Jochems et al. 2002, Van
der Valk und Gstraunthaler 2017, van der Valk et al. 2018, Weber et al. 2021).
Nachdem man friher davon ausgegangen ist, dass die Schlachtung gravider Kiihe
eine Ausnahme darstellt, ist diese Einschatzung heute nicht mehr haltbar. Anhand
Erhebungen an Schlachthéfen wurde gezeigt, dass im Durchschnitt 9,6 % der
geschlachteten Kiihe tragend waren. Bezieht man dies auf ganz Deutschland, kommt
man auf ca. 180 000 Tiere pro Jahr (Antwort der Bundesregierung 2014). 90 % dieser
graviden Kiihe befanden sich im zweiten oder dritten Trimester der Trachtigkeit (Riehn
et al. 2011). Abweichend von diesen Zahlen ermittelte der Verband der
Fleischwirtschaft e.V. (VDF) in den Jahren 2013-2014, dass nur bei 1 % der weiblichen
Rinder bei der Schlachtung eine Trachtigkeit im dritten Trimester vorlag (Verband der
Fleischwirtschaft e.V. 2015). Diese beiden Studien kommen zwar auf verschiedene
Ergebnisse und sind aufgrund der unterschiedlichen Methodik schwer zu vergleichen,
allerdings beweisen beide das regelméaRige Auftreten der Schlachtung gravider Kiihe.
Bis zum Jahre 2017 gab es weder in der europdischen noch der nationalen
Gesetzgebung eine genaue Regelung zur Schlachtung gravider Kiihe. Laut Anhang |

Kapitel | Nr. 2 Verordnung (EG) Nr. 1/2005 (Tierschutztransportverordnung) gelten
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Mutterkiihe innerhalb der letzten 10 % der Trachtigkeit als nicht transportfahig, da
durch den Transport eine erhdhte Stressbelastung bei graviden Tieren zu Schmerzen,
Leiden oder Verkalbungen fihren kann (Riehn et al. 2011). Dennoch kommt es aus
unterschiedlichsten Griinden zu VerstoRen gegen dieses Transportverbot. Seit 2017
untersagt das Tiererzeugnisse-Handels-Verbotsgesetz (TierErzHaVerbG) jedoch eine
Schlachtung von Saugetieren im letzten Drittel der Trachtigkeit. Somit hat man jetzt
eine rechtliche Handhabe und es bleibt nur noch zu klaren, inwieweit jingere Feten
zur Schmerzwahrnehmung fahig sind.

Obwohl wissenschaftliche Untersuchungen herausgefunden haben, dass Rinderfeten
zumindest im letzten Drittel der Trachtigkeit bereits leidensfahig sind (Marahrens und
Schwarzlose 2013), werden weder zugelassene Toétungsmethoden noch
entsprechende Anasthesien vor der Blutentnahme fir die Feten angewendet. Die
Tierschutz-Schlachtverordnung (TierSchiV) sieht im Grundsatz eine Ttung von Tieren
nach Betaubung durch den Bolzenschuss, den Kugelschuss, die elektrische
Durchstrdomung, die Anwendung von Gasen oder die Verabreichung eines
Betaubungsmittels vor. Dabei ist das Tier als “jedes lebende Tier” definiert und es
bleibt aber sowohl in der TierSchlV als auch im Tierschutzgesetz unklar, ob Tiere
wahrend der fetalen Phase der vorgeburtlichen Entwicklung unter diese Definition
fallen, denn der Begriff Fetus wird in diesen Gesetzestexten nicht erwahnt. Im
Tierschutzgesetz werden Feten zwar als Teil des Muttertieres angesehen und sollen
auch in dem Zusammenhang geschiitzt werden, allerdings gibt es in der TierSchlV
keine spezifischen Regelungen fir die Schlachtung (Betdubung und Tétung) gravider
Tiere (Marahrens und Schwarlose 2013). Somit sind die Feten durch die aktuell
geltenden tierschutzrechtlichen Vorschriften nicht geschitzt und sterben durch
Sauerstoffmangel (Hypoxie) nach dem Tod der Mutterkuh. Insgesamt lasst sich also
der Schluss ziehen, dass noch ein erheblicher Handlungsbedarf beziiglich der
Gesetzgebung zur Schlachtung gravider Kiihe besteht und unter diesem Hinblick auch
die Frage der Schmerz- und Leidensfahigkeit der Feten noch genauer untersucht
werden muss.

Dennoch sollte der Einsatz des FBS unter diesen ethischen Aspekten deutlich
reduziert und auf alternative Zellkultursupplemente zuriickgegriffen werden.
Zusatzlich zur ethischen Komponente ist FBS noch mit einigen weiteren Problemen
behaftet. So variiert der Preis und die Verfligbarkeit des FBS sehr stark in Abhangigkeit
vom weltweiten Viehbestand, den Fleisch- und Futtermittelpreisen und vielen weiteren
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Bedingungen (Jochems et al. 2002, Cimino et al. 2017). Bereits 1995 wurden zur
Herstellung von 500 000 L FBS 1 000 000 Feten bendtigt und die Nachfrage nach FBS
ist seitdem deutlich angestiegen (Hodgson 1995, Gstraunthaler 2003). Aul3erdem ist
das FBS ein Naturprodukt, welches von saisonalen und ortlichen Schwankungen
abhangt und somit eine inkonstante Qualitdt und Chargenvariabilitat aufweist. Durch
diese Varianz muss jede Charge vor Beginn von Zellkulturexperimenten aufwendig
getestet werden, da es sonst zu Veranderungen in der Zellkultur und abweichenden
Ergebnissen kommen kann oder Einschrankungen in der Reproduzierbarkeit zwischen
den Zellkulturexperimenten verschiedener Chargen entstehen kdnnen (Gstraunthaler
2003, Zheng et al. 2006, van der Valk et al. 2010, Baker 2016). In den meisten Fallen
ist FBS zusatzlich ein xenogenes Produkt, wodurch die Gefahr einer Immunreaktion
des Empfangers auf applizierte Zellprodukte besteht (Sundin et al. 2007, Bieback
2013). MSC selbst sind nur in einem geringen MafRe immunogen. Dennoch kann nach
einer Kultivierung in FBS bei der ersten, aber vor allem bei wiederholter Verabreichung
im Patienten eine Immunreaktion hervorgerufen werden. Eine Immunogenitat
gegeniiber dem FBS kann den therapeutischen Erfolg beeintrachtigen (Horwitz et al.
2002, Sundin et al. 2007). So wurde berichtet, dass Patienten nach einer Behandlung
mit Zellen, die vorher in FBS-Medium kultiviert wurden, eine eingeschrankte Wirkung
der Therapie oder sogar Therapieversagen aufgrund von Antikérpern gegen
Bestandteile des FBS entwickelten (Selvaggi et al. 1997, Horwitz et al. 2002, Tuschong
et al. 2002). Obwohl aktuell noch einige Zulassungsbehérden xenogene Komponenten
in klinischen Studien der Phase | tolerieren, sollte der Gehalt an xenogenem FBS
reduziert werden, denn ein Waschverfahren oder die anschlieBende Kultivierung in
autologem oder allogenem Serum reduziert zwar den Gehalt an xenogenem Protein,
ein Restrisiko bleibt allerdings erhalten (Bieback 2013). Des Weiteren besteht durch
das FBS auch die Gefahr der Ubertragung boviner Pathogene, wie Viren, Bakterien
oder Prionen (Erickson et al. 1991, World Health Organisation 2006, Hawkes 2015).
Um eine Kontamination des FBS mit bovinen Pathogenen zu verhindern, wird jede
Charge entsprechend der Richtlinien der EMA (Guideline on the use of bovine serum,
EMA 2013) auf Viren und Bakterien getestet und anschlieBend zusatzlich noch eine
Hitze- oder Gammastrahlenbehandlung durchgefihrt.

Schlussendlich sollte das FBS aufgrund der beschriebenen Probleme, wie von der
EMA (Guideline on the use of bovine serum, EMA 2013) und der ICST (Karnieli et al.

30



Literaturlibersicht

2017) empfohlen, durch Alternativen ersetzt werden. Einige Alternativen wurden

bereits detaillierter untersucht, welche hier im Folgenden genauer erldutert werden.

2.2.1.2 Alternativen zum FBS
2.2.1.2.1 Serumfreie Medien

Geeignete Alternativen zum FBS sollten eine genau definierte Zusammensetzung,
einen geringeren Anteil an Verunreinigungen, niedrige Produktionskosten, eine
langere Haltbarkeit und eine einfache Verfligbarkeit aufweisen (Cimino et al. 2017).
Solche Ersatzstoffe werden aktuell als serumfreie, xenofreie oder chemisch definierte
Medien bezeichnet. Allerdings herrscht oft Unklarheit bezuglich der Terminologie der
unterschiedlichen Medien. Normalerweise bestehen komplette Zellkulturmedien aus
einem definierten Basalmedium plus einem Serumzusatz (Tier- oder Humanserum).
Hingegen bestehen serumfreie Medien aus einem Basalmedium und erfordern keinen
Zusatz von Tier- oder Humanserum. Stattdessen enthalten sie z.B. gereinigtes Protein
oder Proteinfraktionen, Hormone, Wachstumsfaktoren oder Lipide (tierischer oder
humaner Herkunft). Alternativ kénnen serumfreie Medien auch andere tierische oder
humane Zusatze wie z.B. PL enthalten. Serumfreie Medien gelten als chemisch
undefinierte Medien, da einige Bestandteile unbekannt sind (van der Valk et al. 2010,
Karnieli et al. 2017). Im Gegensatz dazu beinhalten chemisch definierte Medien nur
Komponenten, deren chemische Zusammensetzung und Struktur bekannt ist, wie z.B.
rekombinante oder hochgereinigte Proteine, Wachstumsfaktoren oder Zytokine (van
der Valk et al. 2010, Karnieli et al. 2017). Von den serumfreien Medien mussen die
xenofreien Medien in gewisser Weise abgegrenzt werden. Bei den xenofreien Medien
fir hMSC durfen z.B. nur Supplemente humaner Herkunft wie hPL, humanes
gereinigtes Protein oder rekombinante Proteine, Wachstumsfaktoren oder Lipide

verwendet werden.

Nachdem im Jahr 1976 erstmalig durch Zusatz ausgewahlter Hormone ein chemisch
definiertes, serumfreies Medium hergestellt wurde (Hayashi und Sato 1976), konnten
im Anschluss daran in den letzten Jahren zahlreiche Komponenten, die fiir die
Entwicklung moderner serumfreier Zellkulturmedien nitzlich sind, identifiziert werden.
Zum jetzigen Zeitpunkt sind viele serum- und/oder xenofreie Medien kommerziell

erhaltlich und somit konnen mittlerweile viele verschiedene Zelllinien mit serum-
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/xenofreien Medien kultiviert werden und die Zahl der zellspezifischen Medien steigt
stetig. Es konnte auch bereits in einigen Studien gezeigt werden, dass verschiedene
kommerziell erhéltliche serumfreie/chemisch definierte Medien in der Lage sind die
Morphologie, Expansion und Differenzierung der hMSC zu unterstiitzen (Cimino et al.
2017, Schubert et al. 2018). Interessanterweise gab es aber auch Berichte Uber eine
Veranderung der Morphologie der hMSC nach einer Kultivierung in serumfreien
Medien, wo die hMSC je nach Medium schlanker und spindelférmiger oder in
vermehrten Bundeln als mit standardmaRigem FBS-Medium wuchsen (Chase et al.
2010, Gottipamula et al. 2013, Al-Saqi et al. 2014, Swamynathan et al. 2014). Die
Analyse des Immunophéanotyps der hMSC ergab bei der Verwendung serumfreier
Medien inkonsistente Ergebnisse. So zeigten die serumfrei kultivierten hMSC in
einigen Studien eine konsistente Markerexpression (Swamynathan et al. 2014,
Oikonomopoulos et al. 2015, Schubert et al. 2018), wohingegen andere Uber einen
reduzierten Gehalt an CD105 (Mark et al. 2013) oder CD90 (Al-Saqi et al. 2014)
berichteten. Auch wenn die chemisch definierten Medien sich auf den ersten Blick
vielversprechend zeigen, weisen sie dennoch auch einige Nachteile auf, die eine
breitere Anwendung von chemisch definierten Medien bei der Expansion von hMSC
im klinischen MaRstab einschranken kdnnten. So bleibt die genaue Zusammensetzung
solcher kommerziell erhaltlicher Medien fir den Anwender immer ungewiss, da die
Firmen diese Informationen unter Verschluss halten. AuRerdem sind sie sehr
zellspezifisch und ihre Herstellung ist sehr kostspielig und zeitaufwendig (Cimino et al.
2017).

Im Gegensatz zu dem sehr groen Spektrum an verschiedenen serumfreien Medien,
die fur die Kultivierung von hMSC zur Verfligung stehen, gibt es zum jetzigen Zeitpunkt
noch kein geeignetes serumfreies kommerziell erhaltliches Medium fir die
Veterinarmedizin. In der Studie von Schubert et al. (2018) wurden die eMSC mit
humanem serumfreiem kommerziell erhaltlichem Kulturmedium kultiviert. Hierbei
zeigten die eMSC eine veranderte Morphologie und das Handling in der Zellkultur
wurde deutlich erschwert, da die eMSC sich in Zellaggregaten anordneten und sich
spontan von der Zellkulturoberflache abldsten (Schubert et al. 2018). Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die MSC speziesabhangig gewisse Adhdsionsmolekdle flr ihr
Wachstum benétigen, die sonst im FBS in zahlreicher Form vorhanden sind (Pilgrim
et al. 2022). Des Weiteren variierte die Proliferation und der Immunophéanotyp deutlich

zwischen den eMSC in serumfreiem Medium und denen im Standardmedium mit FBS.
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Insbesondere die Expression von CD90 wies einen Unterschied zwischen den
verschiedenen Mediengruppen auf, mit einer niedrigen Prozentzahl (5,21-83,40 %) in
eMSC mit serumfreiem Medium und deutlich héheren Werten im FBS-Medium (86,20—
99,50 %) (Schubert et al. 2018). Diese Ergebnisse korrespondieren nicht mit anderer
bereits bestehender Literatur, wo canine und eMSC, die in serumfreiem Medium
kultiviert wurden, ihren Phanotyp, ihre Proliferation und den inhibitorischen Effekt auf
die Lymphozytenproliferation beibehielten (Clark et al. 2016). Allerdings sekretierten
canine und eMSC in der Abwesenheit von FBS eine deutlich geringere Konzentration
des Schlisselmediators PGE2, Uber den die MSC viele ihrer immunmodulatorischen
und trophischen Wirkungen austiben. Aufgrund der niedrigen PGE2 Konzentration war
die Hemmung der pro-inflammatorischen Zytokinproduktion und die Fahigkeit der
eMSC, die IFN-y-Sekretion durch aktivierte T-Zellen zu hemmen, eingeschrankt. Es
sollte als Erganzung hinzugefligt werden, dass in der Studie von Clark et al. (2016)
zwar das Serum aus den Kulturbedingungen entfernt wurde, allerdings bovines
Fibronektin als xenogene Komponente erganzt worden ist. Viele der derzeit
verfigbaren serumfreien Medien bendtigen eine solche Vorbeschichtung der
KulturgefaRe mit EZM-Proteinen, wie Fibronektin, um die Zellanhaftung der MSC zu
verbessern (Cimino et al. 2017).

Insgesamt scheinen die kommerziell erhaltlichen serumfreien Medien fir die
Kultivierung von hMSC sehr vielversprechend. Allerdings konnten bei der Kultivierung
von eMSC mit diesen Medien nur inkonsistente Ergebnisse gewonnen werden. Dies
kdnnte daran liegen, dass die detaillierte Zusammensetzung des verwendeten
Mediums unbekannt ist, wodurch die Moglichkeit besteht, dass einige Inhaltsstoffe fiir
das Pferd ungeeignet sind. Unter Anbetracht dieser Ergebnisse sollten entsprechende
speziesspezifische serumfreie Medien auch fir die veterinarmedizinische MSC-Kultur
entwickelt und bis zu diesem Zeitpunkt auf andere Alternativen als FBS-Ersatz
zurlickgegriffen werden.

2.2.1.2.2 Serum

Eine logische Alternative zum FBS ist die Verwendung eines artspezifischen Serums.
Dieses Serum beinhaltet keine xenogenen Komponenten und die Herstellung ist

kostenguinstig und ethisch nur wenig bedenklich (Cimino et al. 2017). Allerdings sollte
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man auch bei artspezifischen Seren beachten, dass genau wie beim FBS
Unterschiede in der Zusammensetzung bestehen (Pilgrim et al. 2022) oder
artspezifische Erkrankungen uUbertragen werden kdnnen. Des Weiteren muss das
Serum in der Zellkultur oft mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen ergénzt werden
(Cimino et al. 2017).

Die Herstellung des Serums erfolgt durch Zentrifugation kérpereigener oder allogener
Vollblutspenden, bei denen die Gerinnung bereits abgelaufen ist. Das dadurch
entstehende Serum beinhaltet bis auf die Gerinnungsfaktoren alle physiologischen in
der Blutflissigkeit gelosten Stoffe, wie Albumin, verschiedene Globuline, Elektrolyte,
Nahrstoffe, Abfallstoffe (wie z.B. Harnstoff), Hormone, Wachstums- und Adhé&sions-

faktoren.

Bei der Kultivierung von hMSC zeigte sich das autologe Humanserum bisher mit
positiven Ergebnissen. So erwies sich ein Medium, welches mit 10 % autologem
Humanserum supplementiert wurde, als ebenso wirksam wie die gleiche Menge an
FBS fiir die Isolierung und Expansion von hMSC (Stute et al. 2004, Cimino et al. 2017).
Die osteogene Differenzierung der hMSC wurde durch das autologe Humanserum im
Vergleich zu FBS-supplementiertem Standardmedium nicht beeintrachtigt (Yamamoto
et al. 2003), sondern in einer Studie sogar verbessert (Stute et al. 2004). Ein
vergleichbar positiver Effekt konnte auch mit allogenem Humanserum nachgewiesen
werden. Die hMSC zeigten mit allogenem Serum eine bessere Proliferation, einen
identischen Immunophéanotyp und eine geringere Apoptoserate im Vergleich zu FBS-
Medium (Popov et al. 2019, Thaweesapphithak et al. 2019). Im Gegensatz dazu wurde
in einer Studie von einer reduzierten metabolischen Aktivitat der h(MSC besonders mit
allogenem aber auch mit autologem Humanserum berichtet. In dieser Studie erreichte
die metabolische Aktivitat der hMSC mit allogenem Humanserum nur 60-70 % der
MSC in FBS-Medium und lag somit in einem hemmenden oder zytotoxischen Niveau
(Tonarova et al. 2021). Gleichzeitig konnte Tonarova et al. (2021) aber auch zeigen,
dass Serum von Spendern mit der Blutgruppe AB eine mit FBS vergleichbare
metabolische Aktivitat der hMSC hervorruft und nach 48 h den Metabolismus sogar
starker anregte als das FBS-supplementierte Standardmedium. Wie man anhand der
Ergebnisse des AB-Serums sieht, birgt auch das artspezifische Serum einige
Probleme, denn die Qualitat des autologen Serums kann je nach Patient nicht immer
optimal sein, vor allem nicht bei Patienten, die sich anderen Therapien unterziehen

(Cimino et al. 2017). AuRerdem wurde eine negative Korrelation zwischen dem Alter
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des Serum-Spenders und dem Wachstum der hMSC nachgewiesen. Hier zeigte sich,
dass die Verwendung von autologem Serum alterer Patienten fur die hMSC-
Kultivierung nicht geeignet ist, da es die Expansion der hMSC schlechter unterstitzt
(Shigeno und Ashton 1995). Des Weiteren kann es auch problematisch sein eine
ausreichende Menge des Humanserums zu gewinnen, da das menschliche
Blutvolumen begrenzt ist. Um diesen Nachteil der geringen Verflgbarkeit zu
Uberwinden, wurden die hMSC zuerst in FBS-supplementiertem Standardmedium
kultiviert und dieses dann am Ende durch autologes Humanserum und
Wachstumsfaktoren ersetzt (Spees et al. 2004), wodurch eine Reduktion der FBS-
Kontamination um 99,99 % erreicht werden konnte. Jedoch eliminierte der Ersatz
durch Humanserum die Kontamination mit dem xenogenen Kohlenhydrat N-
Glykolylneuraminsaure (NeuGc) nicht vollstandig, da die hMSC das NeuGc auf ihrer
Oberflache exprimieren und somit beim Empféangerorganismus immer noch eine

Immunreaktion hervorrufen kdnnen (Heiskanen et al. 2007, Cimino et al. 2017).

In der Veterindrmedizin gibt es bisher nur vereinzelte Forschungsarbeiten, in denen
autologes oder allogenes Serum als Kulturmediumsupplement verwendet wurde. In
diesen zeigte sich, dass eine Kultivierung mit autologem und allogenem Serum
moglich ist, die eMSC aber eine bessere Proliferation und kiirzere Verdopplungszeiten
mit FBS-Medium aufweisen (Pezzanite et al. 2021). Bei der Verwendung von
autologem Serum konnte eine leichte Steigerung der Proliferationsrate der eMSC im
Vergleich zum FBS-Medium festgestellt werden (Eydt et al. 2016). Allerdings gelang
die Kultivierung mit autologem Serum in zwei Fallen gar nicht, wodurch der Nachteil
des autologen Serums aufgezeigt werden kann, welcher in der variablen
Zusammensetzung des Serums verschiedener Individuen liegt (Eydt et al. 2016). Mit
kommerziell erhaltlichem allogenem Pferdeserum zeigten die eMSC im Vergleich zu
FBS-Medium eine deutlich geringere Proliferation (Eydt et al. 2016). Des Weiteren
besalen die Kulturmedien mit FBS eine deutlich héhere Zytokinkonzentration im
Vergleich zu Medien mit autologem oder allogenem Serum. Auch das Bakterien-
wachstum wurde durch die eMSC, die mit FBS-Medium kultiviert wurden, am starksten
gehemmt. Somit sind die eMSC mit FBS-Medium funktionell deutlich aktiver als die

eMSC mit Serum-supplementiertem Medium (Pezzanite et al. 2021).

Diese Ergebnisse mit autologem und allogenem Serum wurden mit equinen primaren
bronchialen Fibroblasten bestatigt. Auch hier war die Proliferationsrate der equinen

Bronchialfibroblasten, die in kommerziell erhaltlichem Pferdeserum kultiviert wurden,

35



Literaturlibersicht

deutlich geringer im Vergleich zu Zellen, die mit FBS-supplementiertem Medium
kultiviert wurden (Franke et al. 2014). Im Gegensatz zu den eMSC traten bei den
equinen Bronchialfibroblasten morphologische Veradnderungen auf, wie eine
schmalere, kompaktere Form in Verbindung mit Granula im Zytoplasma. Auf’erdem
wuchsen die Zellen in Clustern und Ketten. Ab Passage 9 nahm die Lebensfahigkeit
der Bronchialfibroblasten mit Serum-supplementiertem Medium deutlich ab (Franke et
al. 2014).

Insgesamt veranschaulicht die bisherige Literatur, dass eine Kultivierung der eMSC
mit Serum maoglich ist, die Proliferationsfahigkeit und funktionellen Eigenschaften der
eMSC aber mit FBS-Medium besser ausgepragt sind, wodurch eine Etablierung von

Serum als FBS-Alternative nicht empfehlenswert ist.

2.2.1.2.3 Thrombozytenlysat (PL)

Eine vielversprechende Alternative zum FBS sind aktuell verschiedene Blutprodukte.
Neben dem Blutserum, welches aus dem Vollblut hergestellt werden kann, gibt es noch
einige Thrombozyten-basierte Produkte, die sich durch ihre Herstellungsweise
unterscheiden. In den letzten Jahren haben sich viele verschiedene Verfahren und
Bezeichnungen am Markt etabliert, wodurch es teilweise schwer geworden ist den
Uberblick zu behalten, um welches Praparat es sich tatsachlich handelt. In Tabelle 1

sind die derzeit wichtigsten Blutprodukte mit ihren Eigenschaften aufgefihrt.
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Tabelle 1: Verschiedene Blutprodukte und ihre Eigenschaften (zusammengestellt

aus den Referenzen der Literaturiibersicht)

Abkiirzung | Bezeichnung Bedeutung Eigenschaften
PRP Platelet-rich Thrombozyten- Aus dem Vollblut separiertes Blut-
Plasma angereichertes plasma, in dem die Thrombozyten
Blutplasma durch Zentrifugation tber deren Kon-
zentration im Vollblut angereichert sind
L-PRP Leukocyte-rich | Leukozytenreiches | PRP mit Anteilen der Leukozyten-
(Lr-PRP) PRP PRP fraktion als weiterer zellularer Bestand-
teil
P-PRP Leukocyte-poor | Leukozytenarmes | PRP mit geringem Leukozytenanteil
(Lp-PRP) PRP PRP
PPP Platelet-poor | Thrombozytenarmes | PPP entsteht, wenn die oberste
Plasma Blutplasma Schicht des aufgetrennten Vollblutes
erneut  zentrifugiert wird. Dabei
entsteht ein PRP mit hoher Thrombo-
zytenkonzentration im unteren Bereich
und das PPP bildet die obere Schicht
PL Platelet Lysate | Thrombozytenlysat | Mit Wachstumsfaktoren, Chemokinen,
und Zytokinen angereichertes Blut-
plasma, das durch mechanische Lyse
der Thrombozyten durch Gefrier-
/Auftauzyklen entsteht
PR/PRGF Platelet Wachstumsfaktor- | Mit Wachstumsfaktoren, Chemokinen,
Releasate/ angereichertes und Zytokinen angereichertes Blut-
Plasma Rich in Blutplasma plasma, das durch chemische Akti-
Growth Factors vierung der Thrombozyten durch
Calciumchlorid- oder Thrombinbe-
handlung entsteht
ACS Autologous Korpereigenes Zellfreies Serum ohne Gerinnungs-
conditioned konditioniertes faktoren mit einem hohen Gehalt an
serum Blutserum kérpereigenen Zytokinen und Wachs-

tumsfaktoren z.B. Interleukin-1 Rezep-
(IRAP), die
durch Inkubation von vendsem Vollblut

tor Antagonist Protein

in Anwesenheit einer definierten Ober-
flache und Koagulation des Blutes

freigesetzt wurden
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Die Thrombozyten spielen nicht nur in der Blutgerinnung eine wichtige Rolle, sondern
auch in der Wundheilung und Geweberegeneration. Aus diesem Grund kommen die
verschiedenen Thrombozyten-basierten Produkte als Supplement fir die Zellkultur
oder als biologisches Therapeutikum, um naturliche Heilungsprozesse zu unter-
stutzen, in Frage. Die Thrombozyten sind anukleére, sichelférmige Blutzellen, die zahl-
reiche sekretorische Granula besitzen (Abbildung 5), welche fiir ihre Funktion ent-
scheidend sind. Es gibt drei verschiedene Arten der sekretorischen Granula: a-
Granula, §-Granula (Dense Granula) und lysosomale Granula, wobei die a-Granula
den grolten Anteil ausmachen. So enthalt jeder Thrombozyt 50-80 a-Granula mit

einer GréRRe von 200-500 nm, was ca. 10 % des Thrombozytenvolumens darstellt.

ﬁGranules: \
Chemokines

Coagulation Factors s
Factor V. a,-Macroglobulin ::::rzzs
Factor XI a,-Antiplasmin MCP-1,3 Regulators of
Factor Xl Plasmin, Plasminogen MIP-1a
Prothrombin Protein S p-Thromboglobulin Growth and
Antithrombin PAI-1, TFPI . i i
Adheci bFGF EGF
HGF cT6F
P-Selectin Complement factors IGF-1 TGF-f
Von Willebrand factor Platelet factor H VEGF-A, -C Angiopoietin-1
Vitronectin B1H Globulin PDGF-AA,-AB,-BB SDF-1
Fibrinogen Factor D BDNF MMP-1,-2,-9
Integrin allbp3 C1 Inhibitor Angiostatin Endostatin
. Integrin aVp3 g6 PF4 TIMP-1,-4
Membrane Glycoproteins anmin Thymosin-Ba Thrombospondin  BMP-2,4,.6
\
\ , @ Mltochondrla

/\\.

/0 ® /U gﬂ
Metabolites: - __ [5s . ‘.5} vwv
57 e o
TXA, s

PAF

Spingosine 1 — s ‘[ Lysosomal Granules

phosphate > a-Arabinoside
B-Galactosidase

B-Glucuronidase

/ n-Acetylglucosaminidase
Receptores for primary Dense Granules: Elastase
i Collagenase
agonlsts: ADP/ ATP A
Cathepsine
ADP Ca?*
Thrombin Serotonin
TXA2 Histamine

PAF Dopamine
Epinephrin Catecholamines

Qerotonin

Abbildung 5: Struktur der Thrombozyten mit ihren intrazelluldren Organellen
(modifiziert nach Anitua et al. 2004, Burnouf et al. 2016)
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Diese a-Granula sind mit zahlreichen Chemokinen, Enzymen, Wachstums- und
Adhésionsfaktoren gefillt. Die relevantesten Faktoren fir die Zellkultur sind
gemeinsam mit ihrer Funktion in Tabelle 2 aufgefihrt (Blair und Flaumenhaft 2009,
Schallmoser et al. 2009, Astori et al. 2016, Burnouf et al. 2016).

Die Wachstumsfaktoren und Chemokine wie z.B. PDGF-BB, TGF-B1, bFGF, IGF-1,
VEGF-A und Epidermal growth factor (EGF) kénnen nach ihrer Freisetzung durch
Thrombozytenaktivierung andere Zellen parakrin beeinflussen und chemotaktisch
wirken (Golebiewska und Poole 2015). Somit besitzen die Thrombozyten durch diese
zahlreichen Faktoren aus den unterschiedlichen Granula ein sehr breites
Wirkungsspektrum. Die bekannteste Funktion der Thrombozyten ist die Beteiligung an
der Hamostase, wo sie zum Ablauf der gesamten Gerinnungskaskade und dem
anschlieBenden Wundheilungsprozess beitragen, indem sie die Vaskularisierung
wieder herstellen und einen bindegewebigen Wundverschluss initiieren. Auferdem
kénnen die Thrombozyten eine pro- oder anti-inflammatorische sowie antimikrobielle
Wirkung ausuben (Blair und Flaumenhaft 2009, Golebiewska und Poole 2015).

Tabelle 2: Inhalt der a-Granula der Thrombozyten und ihre funktionellen Kategorien
(modifiziert nach Anitua et al. 2004, Burnouf et al. 2016, Zamani et al. 2019)

Kategorie Bezeichnung Funktion

Multifunktional, Wundheilung, Angio-

genese, Knochenheilung, Prolifera-
Basic fibroblast growth factor | ~ ) ) o )
tion, Differenzierung, Migration, Hei-

(bFGF)
lung der Cornea, Haarwachstum, Em-
bryonalentwicklung, vermittelt Stoff-
wechselfunktionen
Mitogene Faktoren:
Vaskularisierung, Angiogenese, Mi-
Wachstumsfaktoren,
. tose vaskularer Endothelzellen, In-
Zytokine und Vascular endothelial growth . .
i duktion der Metalloproteinase-Syn-
Chemokine factor-A, -C
these, Differenzierung, Chemotaxis,
(VEGF-A, C)

Knochenheilung, Neurogenese, Neu-

roprotektiv

. Mitogen, Chemotaxis, Wundheilung,
Platelet-derived growth

factor-AA, -AB, -BB
(PDGF-AA, -AB, -BB)

Stimulation der Zellproliferation, Mi-

gration, Angiogenese, Entwicklung
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von Neuronen, Knochenheilung, Re-
epithelisierung

Epidermal growth factor
(EGF)

Wundheilung, Mitose und Migration
von Keratinozyten, Angiogenese, Re-

epithelisierung, Heilung der Cornea

Transforming growth factor-8
(TGF-B)

Proliferation, Differenzierung, Migra-
tion, Regeneration des Bindegewe-
bes,

Reepithelisierung, Forderung

der Angiogenese, Wundheilung,
extrazelluldare und Knochenmatrix-
Synthese durch Induktion der Osteo-

blasten

Hepatocyte growth factor
(HGF),
Angiopoietin-1 (Ang1),
Metalloproteinasen (MMPs),
Tissue inhibitor of

metalloproteinases (TIMPs)

Regulation der Angiogenese, Che-

motaxis, Proliferation, Differenzie-

rung

Adhasionsmolekiile

P-Selectin,
von-Willebrand-Faktor (VWF),
Vitronektin, Fibrinogen,

Fibronektin, Integrine

Zellkontakt, Gerinnung, Zusammen-

setzung der extrazellularen Matrix

Gerinnungs- und
fibrinolytische

Faktoren

Faktor V, XI, XIlI,
Prothrombin, Antithrombin,
az-Macroglobulin,
az-Antiplasmin,
Plasmin, Plasminogen,
Protein S,
Plasminogen Aktivator
Inhibitor-1 (PAI-1),
Tissue factor pathway
inhibitor (TFPI)

Regulation der Thrombinproduktion,
Angiogenese, Plasminproduktion und

Gefalmodellierung

Immunologische

Molekiile

Komplementfaktoren,
Platelet factor H,
B1H Globulin, Faktor D,
C1 Inhibitor, 1gG,
Thymosin-g4

Immunreaktion
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Um diese Thrombozyten-basierten Faktoren fiir die weitere Nutzung zu konzentrieren,
muss ein TK hergestellt werden. Dieses kann auf drei unterschiedlichen Wegen
gewonnen werden. Entweder es erfolgt eine direkte Entnahme reiner Thrombozyten
durch eine Thrombozytapherese mittels einer speziell dafiir vorgesehenen Maschine
oder es werden Uber die Buffy-Coat- oder die PRP-Methode aus Vollblutspenden
GMP-konforme TKs produziert.

Ein PRP wird hergestellt, indem antikoaguliertes Blut zuerst sanft zentrifugiert wird
(Soft Spin). Dabei teilen sich die Blutbestandteile nach deren Grofte und Gewicht auf
und in der obersten Schicht sammelt sich das Plasma mit den darin enthaltenen
Thrombozyten, Proteinen und anderen Zellbestandteilen. Die Erythrozyten setzen sich
unten ab und in der Zwischenschicht bildet sich der sogenannte Buffy Coat, der
hauptsachlich aus Thrombozyten und Leukozyten besteht (Abbildung 6).

Gewinnt man das mit Thrombozyten angereicherte Plasma
ohne Anteile des Buffy Coats, erhadlt man ein P-PRP; mit
Anteilen des Buffy Coats erhalt man ein L-PRP. Durch eine
zweite starkere Zentrifugation (Hard Spin) der separierten
obersten Schicht kann eine weitere Konzentration der
Thrombozyten im PRP erreicht werden oder die Gewinnung
von PPP erfolgen. Bei der Buffy-Coat-Methode werden die

Thrombozyten direkt aus dem Buffy Coat gewonnen, indem

Buffy Coat

Erythrozyten
konzentrat

antikoaguliertes Blut zuerst stark zentrifugiert wird (Hard Spin)
und dann durch eine zweite sanfte Zentrifugation (Soft Spin)

die Thrombozyten aus dem abgetrennten Buffy Coat von den

Leukozyten separiert werden.

Um die verschiedenen Faktoren aus den Thrombozyten appiidung 6:
freizusetzen, missen diese aktiviert werden. Hierbei gibt es prp_Herstellung:
zwei unterschiedliche Arten der Aktivierung. Erstens die ayfgetrenntes Vollblut
mechanische Aktivierung durch Gefrier-/Auftauzyklen oder p5ch Zentrifugation
Ultraschallbehandlung oder zweitens die chemische Akti-

vierung durch Calciumchlorid-, Thrombin- oder Solvent/Detergent-Behandlung
(Burnouf et al. 2016, Strunk et al. 2018, Schallmoser et al. 2020). Bei einer chemischen
Aktivierung setzen die Thrombozyten ihre Faktoren durch Exozytose in das
umgebende Medium frei und ein PR/PRGF entsteht.
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Im Gegensatz dazu beinhaltet eine mechanische Aktivierung eine Lyse der
Thrombozyten, wobei die Zellen vollstandig zerstért und die bioaktiven Substanzen
aus den Granula freigesetzt werden. Die dabei entstehenden Zellfragmente missen
im Anschluss an die Lyse durch Zentrifugations- und Filtrationsschritte entfernt werden
(Burnouf et al. 2016, Strunk et al. 2018). Bei dieser Lyse der Thrombozyten entsteht
das PL, welches sich mittlerweile als vielversprechende Alternative zum FBS als
Zellkultursupplement besonders in der Humanmedizin, aber teilweise auch schon in
der Veterinarmedizin, erwiesen hat. Das PL ist ein zellfreies, protein- und
wachstumsfaktorreiches Produkt, dessen Herstellung im Vergleich zum FBS ethisch
unbedenklicher ist. Es beinhaltet keine xenogenen Komponenten, wodurch das Risiko
einer immunologischen Reaktion oder Infektionsiibertragung reduziert werden kann
(Bieback 2013, Burnouf et al. 2016, Schallmoser et al. 2020). Allerdings liegt zum
jetzigen Zeitpunkt keine Standardisierung des Herstellungsprotokolls und der Art der
Thrombozytengewinnung flr die Herstellung des PLs als Zellkultursupplement vor
(Henschler et al. 2019). Durch die Tatsache, dass das PL einen direkten Kontakt zu
den kultivierten Zellen hat, stellt es eine kritische Komponente in der Zellkultur dar, die
die Sicherheit, Qualitat und Potenz des finalen Zellproduktes beeinflussen kann. Aus
diesem Grund besteht ein dringender Bedarf an der Durchfiihrung kontrollierter und
standardisierter Studien. Denn nur auf diesem Wege kann eine Entwicklung GMP-
konformer Herstellungsprotokolle erreicht und damit auch eine genauere Definition des
Produktes PL, sowohl in der Human- als auch in der Veterindrmedizin, gewahrleistet
werden (Strunk et al. 2018, Bieback et al. 2019, Henschler et al. 2019). In den nachsten
Abschnitten soll somit der derzeitige Stand zu den Eigenschaften, der Verwendung

und Herstellung des hPL und ePL erlautert werden.

2.2.1.2.3.1 Humanes Thrombozytenlysat (hPL)

In der Humanmedizin werden zu Transfusionszwecken kontinuierlich Vollblutspenden
oder reine Thrombozyten tber Thrombozytapheresen gewonnen. Fir eine Zulassung
dieser Blutprodukte zur Transfusion bei erkrankten Patienten muss eine Freiheit von
Infektionskrankheiten gewahrleistet sein, weshalb alle erforderlichen Tests an diesen
Produkten durchgefiihrt werden (Strunk et al. 2018). Aus dem Vollblut kdnnen
entweder durch die PRP- oder die Buffy-Coat-Methode TKs hergestellt werden. Die
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Haltbarkeit dieser TKs beschrankt sich bei einer Lagerung unter permanenter Agitation
bei 22 + 2 °C auf maximal 5—7 Tage, um das Risiko eines bakteriellen Wachstums zu
vermeiden (Corash 2011, Burnouf et al. 2016). Selbst in einer gut organisierten
Blutbank missen 10-20 % der TKs entsorgt werden, da sie nicht innerhalb des
definierten Zeitraums zu Transfusionszwecken verwendet wurden (Jonsdottir-Buch et
al. 2013, Schallmoser et al. 2020). Andererseits kdnnen diese TKs am Ende ihres
Haltbarkeitszeitraums bei —80 °C eingefroren werden und dann als Ausgangsmaterial
fur die hPL-Produktion dienen. Die Sicherheit dieser nachhaltigen Verwendung der
abgelaufenen TKs wurde bereits in mehreren Studien bestatigt, in denen sich keine
Unterschiede zwischen frischen und gelagerten TKs als Quelle fir hPL zeigten
(Bieback 2013, Astori et al. 2016, Burnouf et al. 2016). Ebenso geht auch die
International Society of Blood Transfusion (ISBT) von einem begrenzten Risiko eines
Bakterienwachstums und somit einer sicheren Verwendung alterer eingefrorener TKs
aus (Strunk et al. 2018, Schallmoser et al. 2020).

Aus diesem Grund steht in der Humanmedizin immer eine gewisse Menge an frischen

oder abgelaufenen/gefrorenen TKs fiir die hPL-Produktion zur Verfligung.

Die derzeit in Europa am haufigsten verwendete Methode zur Produktion von hPL in
der Humanmedizin ist die Buffy-Coat-Methode zur Herstellung der TKs und eine
anschlieBende Lyse der Thrombozyten durch wiederholte Gefrier-/Auftauzyklen
(Gulliksson 2012, Burnouf et al. 2016). Hierbei steht eine systematische Analyse der
optimalen Anzahl und Temperatureinstellungen der Gefrier-/Auftauzyklen bisher noch
aus. Die ISBT empfiehlt eine Anzahl von 3-5 Gefrier-/Auftauzyklen und Temperaturen
von =70 °C und +37 °C, um eine maximale Freisetzung von Wachstumsfaktoren zu
erreichen (Strunk et al. 2018, Schallmoser et al. 2020).

Des Weiteren ist die Zusammensetzung der TKs stark spenderabhangig und Faktoren
wie das Geschlecht, das Alter, die Blutgruppe und die Thrombzytenanzahl haben
einen Einfluss auf die Zellkultur (Horn et al. 2010, Lohmann et al. 2012). Diese
spenderbedingten Schwankungen lassen sich nicht vollstandig vermeiden, allerdings
kann eine Chargenvariabilitat des hPL durch das Poolen einer groRen Anzahl von
Spendern verringert werden (Schallmoser und Strunk 2013, Burnouf et al. 2016,
Bieback et al. 2019). Dieses Pooling erhéht jedoch das Risiko einer Kontamination mit
hamatogen Ubertragbaren Krankheitserregern. Aus diesem Grund sollte die Anzahl

der gepoolten Blutprodukte begrenzt werden, wie es das Europaische Arzneibuch
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(Kapitel 5.2.12) (The European Pharmakopoeia 2019) empfiehlt, es sei denn, das hPL
und/oder die TKs werden einer Pathogeninaktivierung oder -reduktion unterzogen. Im
Prozess jeder PL-Herstellung sollte routinemafRig ein Sterilitatsnachweis, der die
Freiheit von Viren, Bakterien, Mykoplasmen, Pilzen und Endotoxinen bestatigt,
durchgeflhrt werden (Viau et al. 2017, Bieback et al. 2019, Henschler et al. 2019,
Schallmoser et al. 2020).

Die bereits beschriebene Vielfalt an Thrombozyten-basierten Faktoren sowie ihr
breites Wirkungsspektrum flihrte zu einem immer gréRer werdenden Interesse an
Thrombozyten-basierten Produkten, wie PRP und hPL, in der Humanmedizin. Der
wissenschaftliche Hintergrund einer Thrombozyten-basierten Therapie liegt darin,
dass eine Injektion von PRP oder PL in einen Bereich geschadigten Gewebes dazu
fuhrt, dass die biologisch aktiven Faktoren der Thrombozyten (Wachstumsfaktoren,
Zytokine, Chemokine) die Gewebereparatur einleiten, indem sie die Hamostase,

Synthese von Bindegewebe und Revaskularisierung initiieren (Everts et al. 2020).

Das PRP wurde bereits erfolgsversprechend in einigen medizinischen Bereichen wie
der Dermatologie (Gupta et al. 2019), der Herzchirurgie (Kirmani et al. 2017), der
plastischen Chirurgie (Willemsen et al. 2018, Hasiba-Pappas et al. 2022), der
orthopadischen Chirurgie (Muchedzi und Roberts 2017), bei Schmerztherapien
(Cengiz et al. 2019), bei Wirbelsdulen-/Riuckenerkrankungen (Tuakli-Wosornu et al.
2015, Xuan et al. 2020), bei Osteoarthrosen (Lana et al. 2019, Belk et al. 2020) und
bei muskuloskelettalen Erkrankungen in der Sportmedizin (Filardo et al. 2018, Mariani

und Pulsatelli 2020) eingesetzt.

Aber nicht nur als Orthobiologikum wurde das PRP vielseitig angewandt, sondern auch
als Zellkultursupplement in der hMSC-Kultvierung. Hierbei zeigte sich mit PRP eine
deutlich verbesserte Proliferation und Migration (Goedecke et al. 2011, Rubio-Azpeitia
und Andia 2014, Anitua et al. 2022) und das PRP verzdgerte die Seneszenz der hMSC
und sorgte flr eine bessere chromosomale Stabilitdt als FBS (Rubio-Azpeitia und
Andia 2014). Auflerdem konnte demonstriert werden, dass das PRP die Wund-
heilungsfahigkeit der h(MSC steigert, indem es das pro-angiogene Potenzial sowie die
Proliferation, Migration und Uberlebensfahigkeit der hMSC verbessert und gleichzeitig
die Differenzierungsfahigkeit der hMSC nicht beeintrachtigt (Mahmoudian-Sani et al.
2018, Hersant et al. 2019). Eine kombinierte Verabreichung von PRP und hMSC
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scheint die Wundheilung effizienter zu férdern als die Verabreichung von PRP oder
hMSC allein.

Das PL stellt eine praktikable Alternative zum PRP dar und ist gleichzeitig ein
hochwertiger und vielversprechender xenofreier Ersatz des FBS in der Zellkultur.
Vergleichbar mit dem PRP sind auch beim PL als koérpereigenes Produkt bisher keine
Nebenwirkungen bekannt. Allerdings weist das PL gegeniiber dem PRP einige Vorteile
auf. So liegen beim PL die biologisch aktiven Faktoren der Thrombozyten bereits
freigesetzt im Produkt vor und eine weitere Aktivierung der Thrombozyten entfallt. Im
Gegensatz zum PRP ist das PL ein zellfreies Produkt, bei dem alle Zellmembranen
und Zellreste nach der Lyse durch Filtration entfernt wurden. Aufgrund dieser
Eigenschaften ist eine tiefgekihlte Lagerung des PL flr l&ngere Zeit ohne Probleme
moglich, wohingegen das PRP sehr temperatursensitiv ist und nicht bei Temperaturen
<4 °C gelagert werden kann (Zamani et al. 2019).

Auch hPL wird in der Humanmedizin in verschiedenen Bereichen zunehmend als
orthobiologisches Therapeutikum verwendet. So wurde berichtet, dass eine
intraartikulare Injektion von hMSC, autologem hPL und Dexamethason bei einem
humanen Patienten mit Osteoarthritis des Knies zu einer signifikanten Verringerung
des Knorpeldefekts flhrte (Centeno et al. 2008). Ebenfalls konnte in einer Studie mit
56 Patienten gezeigt werden, dass das hPL nach dreimaliger Injektion die
Regeneration von geschadigtem Gewebe bei lateraler Epicondylitis des
Ellenbogengelenks forderte und eine normale Funktion des Gelenks wiederhergestellt
werden konnte (Tan et al. 2016). AuRerdem wurde hPL erfolgreich in der Behandlung
humaner Alopezie eingesetzt und induzierte ein verbessertes follikuldres Wachstum
und eine héhere Haardichte (Cole et al. 2017). Ein weiterer umfangreicher Bereich, in
dem hPL verwendet wird, ist die Therapie okularer Erkrankungen; hier verbessert das
hPL die Symptome und Reepithelisierung cornealer Defekte (Geremicca et al. 2010,
Abu-Ameerh et al. 2019). Des Weiteren scheint hPL auch in der Behandlung von
Infertilitat und GvHD positive Effekte zu haben (Zamani et al. 2019).

Obwohl eine standardisierte Herstellung des hPL noch aussteht, konnten mittlerweile
schon einige Studien nachweisen, dass hPL fiir die Kultivierung der hMSC besser
geeignet ist als FBS (Doucet et al. 2005, Blande et al. 2009, Mojica-Henshaw et al.
2013, Mohammadi et al. 2016, Becherucci et al. 2018, Schallmoser et al. 2020) und
dass die hMSC bei einer Kultivierung mit hPL die Definitionskriterien der ISCT
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(Dominici et al. 2006, Mojica-Henshaw et al. 2013, Becherucci et al. 2018) erfiillen. So
zeigten die hMSC bei einer Kultivierung mit hPL eine bessere Expansion, eine kiirzere
Zellverdopplungszeit, eine Aufrechterhaltung des zellspezifischen Immunophanotyps
sowie der Differenzierungsfahigkeit (Ben Azouna et al. 2012, Becherucci et al. 2018,
Barro et al. 2020, Guiotto et al. 2020, Schallmoser et al. 2020, Kirsch et al. 2021,
Palombella et al. 2022). AuBerdem verzbgerte das hPL die Seneszenz der hMSC in
gleicher Weise wie auch das PRP (Giriffiths et al. 2013). Ebenso regulierte das hPL die
pro-apoptotischen Faktoren tBid und Bim herunter (Refolo et al. 2014), wahrend es
gleichzeitig die anti-apoptotischen Faktoren BcL-xL und Survivin hochregulierte
(Refolo et al. 2014). Folglich scheint das hPL eine schitzende Wirkung auf Zellen vor
Apoptose zu haben (Carr et al. 2014, Refolo et al. 2014).

Aber nicht nur bei der Kultivierung der hMSC, sondern auch bei der Expansion anderer
humaner Zellen, die an der Wundheilung beteiligt sind, wie Endothelzellen,
Monozyten, Fibroblasten und Keratinozyten, konnte hPL positive Effekte bewirken
(Barsotti, et al. 2013).

Die Ergebnisse dieser Studien verdeutlichen, dass das hPL eine Vielzahl positiver
Effekte auf die Isolierung und Kultivierung von hMSC und auch anderen humanen
Zellen hat und somit auch fiir die spatere klinische Anwendung dieser Zellen von
Vorteil sein kann. Aus diesem Grund kann das hPL als eine vielversprechende und
effiziente xenofreie Alternative zum FBS angesehen werden und das FBS wurde
bereits in 77 % der Protokolle guter Herstellungspraxis durch hPL ersetzt (Trento et al.
2018).

2.2.1.2.3.2 Equines Thrombozytenlysat (ePL)

Im Gegensatz zur Humanmedizin werden in der Pferdemedizin keine routinemaRigen
Vollblutspenden zu Transfusionszwecken in speziell dafiir vorgesehenen Blutbanken
durchgefihrt. Aus diesem Grund gibt es nicht die Mdglichkeit bei der ePL-Herstellung
auf bereits gewonnene oder abgelaufene TKs zuriickzugreifen, sondern es ist
erforderlich neue Vollblutspenden durchzufiihren. Vergleichbar zur Humanmedizin
konnen die TKs fiir die ePL-Herstellung auch auf drei unterschiedlichen Wegen

gewonnen werden: entweder aus antikoaguliertem Vollblut durch die PRP- oder Buffy-
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Coat-Methode oder direkt durch Thrombozytapherese. In der Literatur wurden bisher
nur die PRP-Methode (Del Bue et al. 2007, Seo et al. 2013, Russell und Koch 2016,
Gilbertie et al. 2018, Yaneselli et al. 2019) und die Thrombozytapherese (Naskou et
al. 2018) veroffentlicht, wobei erstere in der Mehrzahl der equinen Studien genutzt
wurde. Im Gegensatz zur Humanmedizin wurde das Blut fur die Herstellung der
equinen TKs in Spritzen abgenommen und dann mittels PRP-Methode aufbereitet
(Seo et al. 2013, Russell und Koch 2016, Gilbertie et al. 2018, Yaneselli et al. 2019)
und nicht mit Blutbeuteln und grofReren Ausgangsmengen gearbeitet. Auch in der
Pferdemedizin unterscheiden sich die Herstellungsprotokolle der verschiedenen
Studien, wie in Publikation 1 Tabelle 3 dieser Arbeit aufgelistet. Damit eine
Vergleichbarkeit der Studien uneingeschrankt méglich ist, sollte ein standardisiertes

Protokoll, um ePL in groReren Mengen herzustellen, entwickelt werden.

Die Anwendung Thrombozyten-basierter Produkte hat in den letzten Jahren auch in
der Pferdemedizin enorm an Bedeutung gewonnen. So wurde das PRP im Bereich der
Sportpferdemedizin zur Behandlung von Band- und Sehnenverletzungen eingesetzt
(Arguelles et al. 2008, Waselau et al. 2008, Bosch et al. 2010, Zuffova et al. 2013,
Geburek et al. 2016, Montano et al. 2021). Nach ersten Erfolgen in der Therapie von
Tendinopathien wurden auch erfolgreiche Behandlungen mit PRP in anderen
Bereichen, wie bei degenerativen Gelenkerkrankungen/Osteoarthritiden (Broeckx et
al. 2014, Garbin und Olver 2020), bei gynakologischen Problemen (Metcalf 2014,
Dawod et al. 2021) sowie in der Wundheilung (Carter et al. 2003, Pereira et al. 2019)
durchgefihrt. Allerdings gibt es auch kontroverse Studien zur Anwendung von PRP
bei Pferden. So zeigte eine Studie an Pferden mit Osteochondrosis, dass die PGE2-
Konzentration in der Synovialflissigkeit 48 h nach der Gelenksinjektion mit PRP
deutlich erhdéht war (Machado et al. 2019), wodurch das PRP eine eher pro-
inflammatorische Wirkung hatte. In einer anderen Studie bewirkte das PRP eine
vermehrte Bildung von Granulationsgewebe in der Wundheilung und keine
Verbesserung der Heilungsqualitat (Monteiro et al. 2009). Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde die Skepsis gegenuber der klinischen Wirksamkeit von PRP verstarkt.
Allerdings beruhen die unterschiedlichen Ergebnisse, die sowohl experimentell als
auch in klinischen Behandlungen erzielt wurden, wahrscheinlich eher auf den Zell- und
Zytokinprofilen sowie auf den verschiedenen Anwendungsmethoden (Garbin et al.
2021). Das biologische Profil und die Konzentration an Thrombozyten und Leukozyten

sowie der Gehalt an Wachstumsfaktoren und Zytokinen hangt von der Art der
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Herstellung ab, die sich in den verschiedenen Studien stark unterscheidet. Darliber
hinaus verstarkt die genetische und physiologische Variabilitdt der Pferdepatienten die
Uneinheitlichkeit der PRP-Wirksamkeit (Garbin et al. 2021). Neben der klinischen
Anwendung des PRP wurde dieses auch bereits als Zellkultursupplement angewandt
und untersucht. Dabei beeinflusste das PRP die zellspezifischen Charakteristika
positiv und induzierte die Differenzierung der eMSC (Castro et al. 2014).
Interessanterweise gibt es im Gegensatz zum PRP nur sehr wenige In-vivo-Studien,
in welchen das ePL als Orthobiologikum Anwendung fand. Es wurde berichtet, dass
eine intraartikuldre Injektion von ePL bei Pferden mit Osteoarthritis zu einer
temporaren Verbesserung der Lahmheit gefiihrt hat (Tyrnenopoulou et al. 2016,
Perrone et al. 2020), da die Aktivitdt von MMP-9 und MMP-2 reduziert und die
Konzentration an Glykosaminoglykanen und TIMP-1 durch das ePL erhéht wurden
(Perrone et al. 2020). Des Weiteren unterstiitzt das ePL die Regeneration von
Skelettmuskelerkrankungen (Fukuda et al. 2022) und scheint bei einer intrauterinen
Behandlung von Stuten, die als anféllig fur persistierende belegungsinduzierte
Endometritiden eingestuft wurden, die Entziindungsreaktion nach dem Deckakt zu
reduzieren (Colombo et al. 2022).

Um den Entwicklungen in der Humanmedizin zu folgen, wurden bereits einige Studien
mit ePL als Zellkultursupplement fir die eMSC-Kultivierung durchgefihrt (Del Bue et
al. 2007, Seo et al. 2013, Russell und Koch 2016, Gilbertie et al. 2018, Naskou et al.
2018, Yaneselli et al. 2019, Even et al. 2022). Die eMSC zeigten mit ePL eine ahnliche
Proliferationsrate, Morphologie und Differenzierung wie mit FBS-Medium (Seo et al.
2013, Naskou et al. 2018). Des Weiteren konnte dokumentiert werden, dass durch das
ePL keine Veranderung des Immunophéanotyps oder der immunmodulatorischen
Eigenschaften der eMSC erfolgt (Naskou et al. 2018, Yaneselli et al. 2019). Dennoch
inhibierten die eMSC die T-Zell-Proliferation starker nach einer Kultivierung mit
equinem Serum als mit autologem oder gepooltem ePL, wobei die Inhibition mit FBS-
supplementiertem Medium am geringsten war (Even et al. 2022). Bisher konnte nur
einmal eine deutlich gesteigerte Proliferation der eMSC mit ePL-Medium im Vergleich
zu FBS-Medium festgestellt werden, allerdings wurde in dieser Studie eine 20 %-ige
Supplementierung mit ePL verwendet (Yaneselli et al. 2019). In zwei equinen Studien
wurde Uber ein dosisabhangiges Wachstum der eMSC in ePL-Medium berichtet (Del
Bue et al. 2007, Russell und Koch 2016), wobei bis zu einer Konzentration von 30 %

kein signifikanter Unterschied zwischen dem gepoolten ePL- und FBS-Medium

48



Literaturlibersicht

bestand. Ab einer Konzentration von mehr als 30 % ePL im Medium zeichneten sich
signifikante Unterschiede zwischen den Medien ab, wobei die proliferative Reaktion
der eMSC auf ePL abnahm und die auf FBS weiter anstieg (Russell und Koch 2016).

Auf Grundlage der bisherigen humanen und equinen Studien stellt das PL eine
vielversprechende Alternative zum FBS als Zellkultursupplement dar. Allerdings waren
die Herstellungsprotokolle in den bisherigen Studien sehr variabel, wodurch die
Vergleichbarkeit der Studien eingeschrankt ist und eine Skalierbarkeit und
Standardisierung fehlt. Daher ist die Entwicklung eines skalierbaren und
standardisierten ePL sowie der Vergleich des hergestellien ePL mit FBS als
Zellkultursupplement in der Kultivierung von eMSC mit Hinblick auf eine mdgliche
Verwendung in der klinischen Applikation Gegenstand dieser Arbeit.
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3 Zielstellung und Hypothesen dieser Arbeit
3.1 Zielstellung

1. Das Ziel der ersten Studie war es ein standardisiertes Protokoll zur ePL-Herstellung
zu etablieren und das dadurch gewonnene ePL als Zellkultursupplement bei der In-
vitro-Kultivierung von eMSC im Vergleich zu FBS, besonders im Hinblick auf die

Beeinflussung der zellspezifischen Charakteristika der eMSC, zu untersuchen.

2. Das Ziel der zweiten Studie war es, den Einfluss des ePL auf die funktionellen
Eigenschaften der eMSC, wie Zellfitness oder pro-angiogenes Potenzial, im

Vergleich zu FBS zu analysieren.

3.2 Hypothesen

1a.Die Buffy-Coat-Methode ist nitzlich, um equine TKs mit erhéhter Thrombozyten-

und erniedrigter Leukozytenzahl herzustellen.

1b.Die eMSC weisen nach einer Kultivierung mit den verschiedenen Zellkultur-

supplementen ePL und FBS ahnliche zellspezifische Charakteristika auf.

2a.Das ePL-Medium unterstiitzt die Zellfitness und die genetische Stabilitat der eMSC.

2b.Die eMSC besitzen nach einer Kultivierung mit ePL- und FBS-Medium &hnliche

funktionelle Eigenschaften.
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Translation of multipotent mesenchymal stromal cell (MSC)-based therapies is advancing
in human and veterinary medicine. One critical issue is the in vitro culture of MSC before
clinical use. Using fetal bovine serum (FBS) as supplement to the basal medium is still the
gold standard for cultivation of many cell types including equine MSC. Alternatives are
being explored, with substantial success using platelet lysate-supplemented media for
human MSC. However, progress lags behind in the veterinary field. The aim of this study
was to establish a scalable protocol for equine platelet lysate (ePL) production and to test
the ePL in equine MSC culture. Whole blood was harvested into blood collection bags
from 20 healthy horses. After checking sample materials for pathogen contamination,
samples from 19 animals were included. Platelet concentrates were prepared using a
buffy coat method. Platelets, platelet-derived growth factor BB, and transforming growth
factor 1 concentrations were increased in the concentrates compared with whole blood
or serum (p < 0.05), while white blood cells were reduced (p < 0.05). The concentrates
were lysed using freeze/thaw cycles, which eliminated the cells while growth factor
concentrations were maintained. Donor age negatively correlated with platelet and
growth factor concentrations after processing (p < 0.05). Finally, all lysates were pooled
and the ePL was evaluated as culture medium supplement in comparison with FBS,
using adipose-derived MSC from four unrelated donor horses. MSC proliferated well
in 10% FBS as well as in 10% ePL. However, using 5 or 2.5% ePL entailed highly
inconsistent proliferation or loss of proliferation, with significant differences in generation
times and confluencies (p < 0.05). MSC expressed the surface antigens CD90, CD44,
and CD29, but CD73 and CD105 detection was low in all culture media. Adipogenic
and osteogenic differentiation led to similar results in MSC from different culture media.
The buffy coat method is useful to produce equine platelet concentrate with increased
platelet and reduced white blood cell content in large scales. The ePL obtained supports
MSC expansion similar as FBS when used at the same concentration (10%). Further
investigations into equine MSC functionality in culture with ePL should follow.

Keywords: mesenchymal stromal cells, platelet concentrate, platelet lysate, fetal bovine serum, equine, cell culture
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INTRODUCTION

Cell-based therapies are promising tools for regenerative
treatment of human and animal diseases. While some
approaches have already been successfully implemented in
clinical practice, most are still in developmental stages. In horses,
particularly treatment of orthopedic conditions with multipotent
mesenchymal stromal cells (MSC) has a well-documented history
(Smith, 2003; Pacini et al., 2007; Godwin et al., 2012; Renzi et al,,
2013; Schauwer et al.,, 2013; Ferris et al., 2014; Marifias-Pardo
et al,, 2018; Broeckx et al., 2019). One current challenge in the
development of successful cell-based products, irrespective of the
target species, is the implementation of manufacturing processes
that comply with legal regulations and maintain cellular potency.
As most research focuses on cell therapies for human patients,
it remains particularly challenging to adopt suitable procedures
for cells derived from large animal species. However, this is
crucial with respect to the treatment of companion animals as
well as for the use of large animal species in translational studies.
Both, clinical application and translational aspects apply to the
equine species.

The cell culture medium is a critical element in cell
manufacturing processes and may strongly impact on cell quality
and efficacy of therapies. To supply the cells with hormones,
nutrients, and growth factors, the supplementation of basal
medium with fetal bovine serum (FBS) is still the gold standard
for in vitro culture of many cell types, including equine MSC
(Doucet et al., 2005; van der Valk et al., 2010; Bieback, 2013;
Burnouf et al, 2016). However, the use of FBS is afflicted
with several problems, including an expected shortage of supply
(Jayme et al,, 1988; Jochems et al., 2002), the ethically critical
harvesting procedures (Hodgson, 1995; Jochems et al., 2002; van
der Valk et al., 2004), inconsistent quality (Gstraunthaler, 2003;
Zheng et al., 2006; Baker, 2016), and its xenogeneic use with the
possibility of recipient immune reactions (Sundin et al,, 2007;
Bieback, 2013) and transmission of bovine pathogens (Erickson
et al,, 1991; World Health Organization, 2006; Hawkes, 2015).
For these reasons, efforts should be made to reduce or replace
the use of FBS. In this line, both the European Medicines
Agency (EMA) (European Medicines Agency, London, 2013) and
the International Society for Cellular Therapy (ISCT) (Karnieli
et al,, 2017) have recommended the control of quality and safety
of FBS and if possible, its replacement. Several alternatives to
using FBS have been explored, with most encouraging results
using chemically defined/serum-free or platelet lysate (PL)-
supplemented media.

For human MSC, commercially available serum-free culture
media were developed. However, when investigating the
applicability of such serum-free media in equine adipose-derived
MSC, we observed differences in morphology and expression of
the surface marker CD90, as well as increased aggregation and
spontaneous detachment of these MSC (Schubert et al., 2018).
These results underlined that culture condition requirements
are species-specific with regard to nutrient and growth
factor supplementation. Consequently, the use of commercially
available serum-free media for large animal MSC is not a
consummate approach.

Production and use of human PL (hPL) for MSC cultivation
was first reported in 2005 (Doucet et al,, 2005). Platelets (PLT)
exhibit an important role not only in primary hemostasis
but also in wound healing and tissue regeneration. Their o-
granules are rich in chemokines and growth factors, such as
platelet-derived growth factor (PDGF), basic fibroblast growth
factor (bFGF), insulin-like growth factor (IGF), transforming
growth factor-B (TGF-B), vascular endothelial growth factor
(VEGF), epidermal growth factor (EGF), adhesion factors, and
enzymes (Blair and Flaumenhaft, 2009; Schallmoser et al.,
2009; Astori et al.,, 2016; Burnouf et al., 2016). When released
upon PLT activation, these factors support cell proliferation
and recruitment (Golebiewska and Poole, 2015). Therefore,
PL was considered as a suitable acellular culture media
supplement. By now, several studies have shown that hPL is
better suited for human MSC expansion than FBS (Blande
et al, 2009; Mojica-Henshaw et al., 2013; Mohammadi et al,,
2016; Becherucci et al, 2018; Schallmoser et al, 2020),
and that the MSC cultured with hPL fulfill the definition
criteria recommended by the International Society for Cellular
Therapy (ISCT) in 2006 (Dominici et al, 2006; Mojica-
Henshaw et al., 2013; Becherucci et al, 2018). Interestingly,
it was reported that hPL already replaces FBS in 77% of the
good manufacturing practice protocols for MSC production
in human medicine (Trento et al, 2018), demonstrating
significant progress.

In order to follow this development, first studies have already
been carried out with equine PL (ePL) for equine MSC cultivation
(Del Bue et al.,, 2007; Seo et al., 2013; Russell and Koch, 2016;
Gilbertie et al., 2018; Naskou et al., 2018; Yaneselli et al., 2019).
The equine MSC cultured with ePL showed similar proliferation
rates, a fibroblast-like morphology, trilineage differentiation, and
improved viability compared with FBS-supplemented cultures
(Seo et al,, 2013; Naskou et al., 2018) and maintained their
immunomodulatory properties (Naskou et al., 2018; Yaneselli
etal,, 2019). Thus, based on the current state of knowledge, ePL is
a promising alternative to FBS for the cultivation of equine MSC.
However, in contrast to human blood products, availability of ePL
is very limited, entailing the necessity of in-house production.
So far, published ePL production procedures mainly include
platelet-rich-plasma-based methods in small-scale syringe format
(Del Bue et al., 2007; Seo et al., 2013; Russell and Koch, 2016;
Gilbertie et al., 2018; Yaneselli et al., 2019) and a plateletpheresis-
based method (Naskou et al., 2018), which is scalable but requires
specialized equipment. Hence, the procedures used by different
laboratories comprise highly distinct approaches, limiting the
comparability between studies.

The aim of this study was to provide an ePL production
protocol which does not rely on specialized equipment, could
easily be adopted by other laboratories, and is scalable to
production of large batches. For this purpose, we evaluated
a procedure based on the most commonly used techniques
in human medicine (Burnouf et al, 2016), a buffy coat-
based method to obtain PLT concentrate, followed by repeated
freeze/thaw cycles for PLT lysis. In a second step, we tested
the obtained ePL in comparison with FBS for its suitability for
MSC culture.
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MATERIALS AND METHODS

Blood Collection

Whole blood for ePL preparation was collected over a period
of 2 months from 20 healthy warmblood horses of similar
breeds (5 geldings, 14 mares, and 1 stallion) aged 4-15
years (median: 9 years; interquartile range (IQR): 6) after
approval by the local regulatory authority (i.e., regional council
Giessen, A14/2019). These donor horses had not received any
medication in the last 2 weeks as confirmed by their owners.
Furthermore, their health status was evaluated by clinical
examination and blood tests comprising complete blood counts
with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) whole blood,
blood chemistry with Li-heparin blood and serum, as well as
microbiological and virological analyses as specified below.

The whole blood was obtained aseptically from the jugular
vein. One milliliter lidocaine hydrochloride 2% was administered
subcutaneously at the venipuncture site. A permanent venous
catheter (12 G) was inserted in cranial direction and fixed with
non-resorbable sutures. First, blood samples were collected into
tubes for the blood tests specified above, as well as for an
erythrocyte sedimentation rate test.

A total of 2L whole blood was then collected into four 600 ml
commercial blood bags loaded with 70ml citrate-phosphate-
dextrose (CPD; Composelect, Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Germany) (500ml whole blood in each), which had been
connected via a four-way connector (LS-four-way-connector,
B. Braun, Melsungen, Germany) using a sterile tube welder
(Compodock, Fresenius Kabi). A blood donation scale (MW5001
electronic, Biotrans GmbH, Dreieich, Germany) was used to
standardize the filling volume of the blood bags. After the
blood collection was completed, the samples were placed in a
CompoCool®Box (Fresenius Kabi) containing butane-1,4-diol
cooling plates to cool the whole blood to 20°C within a short
time and to improve temperature uniformity. The blood was left
there for at least 2 h and a maximum of 3 h until processing in the
laboratory. Three of the four blood bag samples per horse were
processed as described in the following.

Platelet Concentrate and Lysate
Preparation
The blood bags were centrifuged at 711 x g for 20 min using
a commercial centrifuge designed for blood separation (Hettich
Rotanta 460R, Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Germany) with acceleration settings of 1, deceleration settings
of 0, at 22°C, for blood component separation. The buffy coat
was recovered by separating the plasma, and the erythrocyte
concentrate by a top-bottom method with a blood-separating
device (Optipress® II; Fenwal, Baxter S.A., Maurepas, France).
The buffy coat was left to rest for 1h, then 70ml plasma
were added again for resuspension. The resuspended buffy coat
was then centrifuged at 159 x g for 10min, acceleration 1,
deceleration 0, at 22°C, in the same centrifuge. After that, the
resulting supernatant, corresponding to the concentrate, was
separated using a manual press (NPBI Holland) (Figure 1).

The concentrates from the three separate blood collection bags
from each horse were then pooled in transfer bags (R6R2021,

Compoflex, Fresenius Kabi) to obtain one bag of concentrate
per horse, referred to as “concentrate pooled,” and frozen at
—80°C. In order to lyse the PLT, three freeze/thaw cycles were
performed, in which the PLT concentrate was thawed at 37°C
in a dry heating device designed to thaw frozen products
intended for infusion under continuous agitation (Plasmatherm,
Barkey GmbH &CO.KG, Leopoldshoehe, Germany) for 4h
and then frozen again at —80°C for 20h. Afterwards, the
bags were centrifuged at 4,000 x g for 30 min, acceleration
9, deceleration 2, in the same centrifuge described above. The
supernatant, corresponding to the lysate, was filtered via gravity
using Macopharma Plas4 filters (Lot 11290588BM, Macopharma,
Langen, Germany) for cell debris removal. The PLT lysate from
each donor was stored at —80°C, until the lysate units from all
suitable horses (1 = 19) were pooled under aseptic conditions
(Figure 1). The lysate from the remaining horse was not included
due to a positive herpes virus finding.

Microbiological and Virological

Assessment

Absence of pathogens was confirmed in blood samples from the
individual animals as well as in the final pooled ePL before its
use in cell culture. This comprised a bacteriological analysis with
Oxoid signal blood culture system (BC0100M, Oxoid Limited,
Hampshire, England), incubated at 37°C for 7 days. On days 1,
2, 4,and 6, the cultured blood was streaked on blood agar (Blood
Agar Base, Oxoid, Wesel, Germany) containing 5% defibrinated
sheep blood and on water-blue metachrome-yellow lactose agar
(Water-blue Metachrome-yellow Lactose Agar acc. to Gassner,
sifin diagnostics, Berlin, Germany). The plates were incubated
under aerobic conditions at 37°C for 48h. Additionally, Brain-
Heart-Infusion agar (Brain Heart Infusion Agar, Oxoid) was
incubated under microaerobic conditions (10% CO;, 37°C) and
analyzed after 24 and 48 h. Schaedler agar (BBL™ Schaedler Agar,
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) and Columbia
agar (Columbia Agar (base), E. Merck, Darmstadt, Germany)
were incubated at 37°C for 72h under anaerobic conditions
in a jar using AnaeroGen™ gas sachets (AnaeroGen™ 2.5L,
Oxoid). For selective culturing of fungi, Kimmig agar (Agar
for fungi (base) acc. to Kimmig modified, E. Merck) was
incubated for 72h at 28°C under aerobic conditions. Lastly, a
16S ribosomal RNA gene polymerase chain reaction analysis
for mycoplamas (van Kuppeveld et al.,, 1992) was performed.
In addition, a virological examination for equine herpes virus 1
and 4 (virus genome detection), equine arteritis virus (antibody
detection by serum neutralization test), equine infectious anemia
virus (antibody detection), and virus cultivation in cell culture
was commissioned.

Platelet and Leukocyte Counts

Complete blood counts were obtained from samples harvested
at different processing stages using an automated flow cytometric
hematology analyzer (ADVIA 2120i, Siemens Healthcare GmbH,
Erlangen, Germany) with Multispecies software MS 5.9. This
included EDTA blood samples, citrated whole blood samples
from each blood collection bag before further processing, plasma
samples from each collection bag, concentrate samples from each
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FIGURE 1 | Graphical overviews of the buffy coat-based method to produce concentrate from equine whole blood in blood collection bags (A) and the freeze/thaw

collection bag, pooled concentrate from each animal, lysate from
each animal, and the final ePL pooled from all horses.

Growth Factor Quantification and

Chemical Analyses

Growth factor concentrations were analyzed in serum, plasma,
pooled concentrate, and lysate from each horse, as well as in
the final pooled ePL. All samples including the concentrates had
been stored at —80°C before the growth factors were measured.
For comparison, the same growth factors were also measured
in the FBS which was used as standard cell culture medium
supplement. Specifically, platelet-derived growth factor (PDGF-
BB) and transforming growth factor beta 1 (TGF-Bl) were
quantified using the respective Quantikine ELISA kits (catalog

numbers #DBB00 and #DB100B, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), which have been used for equine samples in previous
studies (Anderson et al., 1998; Desjardins et al., 2004; Donnelly
et al., 2006; Boswell et al., 2014; McClain and McCarrel, 2019).
Procedures were performed according to the product manuals,
which included TGF-B1 activation with hydrochloric acid, and
samples were analyzed using an Infinite F50 (Tecan) plate
reader and the corresponding Magellan software (Tecan Ltd.,
Maennedorf, Switzerland).

Furthermore, in the same samples, according to the
chemical quality analysis of FBS, electrolyte and total protein
analyses were performed using a blood gas and electrolyte
analyzer (Cobas b 123 POC system, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). The total protein and albumin content
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was determined using a clinical chemistry analyzer C400 (Pentra
C400 Option I.S.E, HORIBA ABX SAS, Montpellier, France).

MSC Culture With FBS and ePL Media

Supplements

The final pooled ePL was evaluated as cell culture supplement for
equine adipose-derived MSC, in comparison with FBS. Adipose-
derived MSC had been harvested from four healthy standard-
bred horses (three geldings, one stallion) aged 5-9 years (median:
8 years; IQR: 1) in the framework of an unrelated previous study
as approved by the respective local authority (Landesdirektion
Leipzig, TV34/13). MSC had been isolated by collagenase
digestion and expanded in FBS-supplemented culture medium
until cryopreservation. The cells were thawed and seeded in
Dulbecco’s modified Eagle's medium (1 g/L glucose; Gibco®,
ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Germany) supplemented
with either 10% FBS (Lot: 2078409, Gibco®, ThermoFisher
Scientific) or 10, 5, and 2.5% ePL, 1% penicillin-streptomycin,
and 0.1% gentamycin. When using ePL, 1 U/ml heparin-natrium
(B. Braun, Melsungen, Germany) was additionally added to
the culture medium. MSC were then cultured under standard
conditions (humidified atmosphere, 37°C, 5% CO) for at least
one passage prior to any experiment to allow for possible
adaptations to the respective culture media. All experiments were
performed using the MSC from all donor horses and except
for the flow cytometry experiments, mean values from technical
replicates were used for further statistical analyses.

Cell Proliferation and Viability Assays

For estimation of the generation time, population doublings in
passages 2 and 3 were evaluated. MSC were seeded at a density of
3,000 cells/cm? and incubated for 5 days, with a medium change
after 3 days. Phase-contrast photomicrographs were obtained at
standardized settings using a Nikon Eclipse Ts2-FL microscope
with a DS-Fi3 camera (Nikon GmbH, Duesseldorf, Germany)
at day 5 before passaging. Cells were then trypsinized and
counted using a hemocytometer and trypan blue for exclusion
of dead cells. The generation times were calculated using the
following formula:

days in culture

In cell count harvest
cell count seeding

In2

Generation time =

Using Fiji Image] software, the images obtained before passaging
were uniformly enhanced in contrast, a background subtraction
was done and images were binarized, with adapted thresholds
for each image, and the confluent area within each image was
measured. In addition, MSC metabolic activity was measured
at day 1 and 5 using a tetrazolium compound (MTS) assay
according to the manufacturer’s instructions (CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega,
Mannheim, Germany). The mean absorbance at day 5 was
divided by the mean absorbance at day 1 as an indicator for
metabolic activity.

Immunophenotyping

Immunophenotypic analyses were performed in passage 3 MSC
to assess the presence of inclusion and exclusion marker antigens
recommended for MSC characterization, based on procedures
established previously for equine MSC (Paebst et al., 2014).
Briefly, MSC were analyzed by flow cytometry for CD29,
CD44, CD73, CD90, and CD105, as well as for CD14, CD34,
CD45, CD79a, and MHC-II. First, MSC were detached in
ice-cold 0.01M EDTA using cell scrapers to prevent loss of
surface molecules due to enzymatic detachment. Next, cells
were successively incubated with fixable viability dye (1:1,000;
eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780, ThermoFisher
Scientific) for 20 min, the respective blocking sera (15% goat
serum for CD73 staining and 5% mouse or rat serum for
all other stainings, all Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany),
followed by the antibodies detailed in Table 1. Incubation steps
were performed protected from light for 15min at 4°C, with
interjacent washing steps in staining buffer (phosphate-buffered
saline (PBS) supplemented with 0.01% sodium azide and 10%
FBS). Finally, all cells were fixed in 2% paraformaldehyde,
washed with PBS, and stored in staining buffer overnight at
4°C. For CD79a staining, fixation and permeabilization solutions
(BD Cytofix/Cytoperm™, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)
were used according to the manufacturer’s instructions. Flow
cytometric measurements of a minimum of 20,000 events
per sample were performed on an LSR Fortessa II (BD)
equipped with FACS Diva 6.2 software (BD). Data was analyzed
using FlowJo™ v10.7 software (FlowJo, LLC, BD Biosciences,
Ashland, OR, USA). Live MSC were gated as large cells
after duplet exclusion and marker expression gates were set
based on the corresponding isotype-, secondary antibody- or
conjugate controls.

Trilineage Differentiation

The in vitro differentiation assays were performed in passage 2
MSC cultured in 10% FBS, 10% ePL, or 2.5% ePL. The MSC
differentiation assay was not performed with 5% ePL, as previous
approaches had already shown a tendency for a higher ePL
concentration to be more potent and therefore the differentiation
was only conducted with one low ePL concentration (2.5%).

For adipogenic differentiation, MSCs were seeded at 1,500
cells/em? and incubated for 3 days under standard culture
conditions. Then, standard medium was replaced by StemPro™
adipogenic differentiation medium (catalog number A1007001,
Gibco®, ThermoFisher Scientific) with 0.1% gentamycin and
5% rabbit serum. After 7 days of incubation, samples were
fixed with 50% ethanol for 20 min and stained with Oil Red
O and hematoxylin counterstain. The intensity of adipogenic
differentiation was assessed by two blinded observers using a
scoring system based on the percentage of differentiated cells
and the size and arrangement of lipid droplets in these cells, as
previously described (Gittel et al., 2013).

For osteogenic differentiation, MSC were seeded at 1,000
cells/cm? and incubated for 3 days under standard culture
conditions. Then, standard medium was replaced by StemPro™
osteogenic differentiation medium (catalog number A1007201,
Gibco®, ThermoFisher Scientific) with 0.1% gentamycin.
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TABLE 1 | Antibodies used for immunophenotyping.

Subset Antibody Host species, Clone Reactivity Company References Dilution
isotype
| CD29-A488 Mouse IgG1 TS2/16  Anti-human Biolegend, San Diego, CA Schauwer et al. (2012) and Paebst et al. 1:20
(2014)
I CD44-APC Rat IgG2b IM7 Anti-mouse BD, Franklin Lakes, NJ Schauwer et al. (2012) and Paebst et al. 1:100
(2014)
v CD73 Mouse IgG1 10f1 Anti-human  Abcam, Cambridge, UK Schauwer et al. (2012) and Paebst et al. 1:5
(2014)
1] CD90-APC Mouse IgG1 5E10 Anti-human  BD, Franklin Lakes, NJ Hillmann et al. (2016) 1:100
] CD105-PE Mouse IgG1 SN6 Anti-human  Bio-Rad, Hercules, CA/ Schauwer et al. (2012) and Paebst et al. 1:10
Serotec, Kidlington, UK (2014)
] CD14-APC Mouse IgG1 134620  Anti-human R&D, Minneapolis, MN Braun et al. (2010) and Paebst et al. 1:50
(2014)
A CD14 Mouse IgG1 105 Anti-equine  Cornell University, Dr. Bettina Wagner Kabithe et al. (2010) 1:1,500
biotinylated
(1] CD34-FITC Mouse IgG3 43A1 Anti-human  AdipoGen Lifesciences, San Diego, CA  Paebst et al. (2014) 1:25
I CD45-A488 Mouse IgG2a F10-89-4 Anti-human Bio-Rad, Hercules, CA/ Schauwer et al. (2012) and Paebst et al. 1:5
Serotec, Kidlington, UK (2014)
\ CD79a-PE Mouse IgG1 HM57 Anti-human  Bio-Rad, Hercules, CA/ Schauwer et al. (2012) and Paebst et al. 1:50
Serotec, Kidlington, UK (2014)
I MHCII (equine),  Mouse IgG1 CVvs20 Anti-equine  Bio-Rad, Hercules, CA/ Kydd et al. (1994) and Lunn et al. (1998), 1:25
PE Serotec, Kidlington, UK Schauwer et al. (2012), and Paebst et al.
(2014)
v Goat anti-mouse  Polyclonal IgG Anti-mouse  Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 1:100
Ig3, AITC Texas
\2 SAV-APC APC Biolegend, San Diego, CA 1:250
streptavidin
Isotyp control Corresponding antibody Host species Company Dilution
IgG1k, A488 CD29 Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:20
IgG2bk, APC CD44 Rat Biolegend, San Diego, CA 1:100
IgG2ax, APC CD90 Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:100
IgG1k, PE CD105 Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:10
IgG1k, APC CD14 (Clone:134620) Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:50
1gG3k, FITC CD34 Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:25
IgG2axk, A488 CD45 Mouse Biolegend, San Diego, CA 15
IgG1k, PE CD79%a Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:50
IgG1k, PE MHCII Mouse Biolegend, San Diego, CA 1:50

This medium was changed twice weekly for 21 days of
incubation. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for
10min and von Kossa staining was performed to detect
extracellular mineralization. Bright field photomicrographs were
obtained, and mean grayscale values were extracted using Fiji
Image] software.

Chondrogenic differentiation of MSC was performed in pellet
culture with 500,000 cells per pellet. MSC were washed in
PBS before StemPro™ chondrogenic differentiation medium
(catalog number A1007101, Gibco®, ThermoFisher Scientific),
and 0.1% gentamycin were added, and then centrifuged at
280 x g at 4°C for 5min to form a cell pellet. Medium was
changed twice a week until day 21. Pellets were fixed with
4% paraformaldehyde for 12h, paraffin sections prepared and
stained with Alcian blue and Masson’s Trichrome. Samples
were evaluated by two blinded observers, based on the Grogan

score (Grogan et al, 2006) adapted to the stainings used
in the current study (Supplementary File1). In addition,
bright field photomicrographs were analyzed using Fiji Image]
software (Ruifrok and Johnston, 2001). This included color
deconvolution and binarization of the resulting images, followed
by the measurement of the percentage areas stained with the
respective staining component. Results are presented as ratios of
cartilaginous matrix staining and counterstaining (i.e., turquoise
to purple staining for Alcian blue and blueish to red staining for
Masson’s trichrome).

Statistical Analysis

Statistical analyses and graphical presentation of data were
performed using IBM SPSS Statistics 26 and GraphPad Prism
8.4.3. Data obtained during blood processing (n 19) are
presented as median and 95% confidence interval. These data
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were additionally categorized based on donor age [4-9 years
(n=11) and 10-15 years (n = 8)] and sex [female (n = 13)
and male (n = 6)] for comparisons between these groups. Data
from the cell culture experiments (n = 4) are presented as scatter
plots with median and interquartile range. Correlation between
parameters was evaluated based on Spearman’s rank correlation,
and comparisons between related samples were performed using
non-parametric tests for paired samples (Friedman tests with
Wilcoxon post-hoc tests and Bonferroni correction for multiple
testing). For age and sex group comparisons, Mann-Whitney
U-tests were computed. Differences were considered significant
atp < 0.05.

RESULTS

Platelet Lysate Preparation

Absence of Pathogen Contamination

No microbiological contamination was evident in the blood
samples from the donors or in the final pooled ePL. However, one
donor animal tested positive for herpes viridae. Consequently,
the ePL obtained from this horse was not included in the final
product and data obtained were excluded from all analyses.

Platelet Concentration and WBC Removal

A medium whole blood volume of 504.9 ml (IQR: 25.7) yielded
a medium concentrate volume of 86.2ml (IQR: 7.1) per
collected blood bag, with recovery rates of 70.2% (IQR: 19.3)
of the total processed PLT and 6.3% (IQR: 2.6) of the total
processed WBC. As compared with the whole blood, the obtained
PLT concentrates had 4.2-fold increased PLT concentrations
and 0.4-fold decreased WBC concentrations (p < 0.01 and
P < 0.05, respectively). The remaining plasma showed low PLT
concentrations and very low WBC concentrations (p < 0.01
compared with whole blood and concentrate). After lysis of
the concentrates, PLT and WBC counts in the lysates were
neglectable (Figure 2).

Whole blood and concentrate PLT concentrations correlated
strongly (p < 0.001 and r = 0.743). A moderate correlation was
also observed between the respective WBC concentrations (p <
0.05 and r = 0.564). Furthermore, recovery rates of PLT and
WBC were correlated (p < 0.01 and r = 0.617) (Figure 2).

Growth Factor Concentration and Chemical Analyses
After storage at —80°C, growth factor concentrations were higher
in the PLT concentrates (p > 0.05 for PDGF-BB and p < 0.01 for
TGF-B1) as well as in the lysates (p < 0.01 for PDGF-BB and p <
0.05 for TGF-B1), as compared with the corresponding serum.
The plasma showed very low growth factor concentrations
(p < 0.01 for all comparisons, except for serum vs. plasma TGE-
1) (Figure 3), corresponding to its low PLT content.

Platelet concentrations in the concentrates showed moderate
to strong correlations with the growth factor concentrations in
the concentrates (p < 0.01 and r = 0.599 for PDGF-BB; p < 0.001
and r = 0.785 for TGF-B1) as well as in the lysates (p < 0.05 and r
= 0.526 for PDGF-BB; p < 0.01 and r = 0.626 for TGF-1). This
same trend was observed for PLT concentrations in whole blood
which also correlated with the growth factor concentrations in

the concentrates (p < 0.05 and r = 0.542 for PDGF-BB; p
= 0.001 and r = 0.687 for TGF-B1) and in the lysates (p <
0.05 and r = 0.514 for PDGF-BB; p < 0.05 and r = 0.503 for
TGF-1) (Figure 3).

The chemical analysis of the samples from the different
production steps showed a stable pH value. Electrolyte, glucose,
total protein, and albumin concentrations differed between
serum and the samples from lysate production as anticipated
due to binding and/or dilution by the anticoagulant citrate-
phosphate-dextrose used in the latter. No major changes were
observed throughout blood processing. Compared with FBS,
glucose and protein concentrations were higher in serum and
all steps of lysate production than in FBS, while potassium and
lactate concentrations were lower (Table 2).

Donor-Related Parameters Influencing Outcome
Donor age was linked to the outcome of blood processing, despite
a lack of correlation between age and whole blood PLT or serum
growth factor concentrations (p > 0.05). Nevertheless, age was
negatively correlated with PLT concentrations in the concentrates
(p < 001 and r = —0.582), as well as with PDGF-BB and
TGF-B1 concentrations in the concentrates (p < 0.01 and r =
—0.627 for PDGF-BB; p < 0.05 and r = —0.545 for TGF-B1)
and lysates (p < 0.05 and r = —0.483 for PDGF-BB; p < 0.05
and r = —0.566 for TGF-B1). When grouping the donors based
on their age (4-9 vs. 10-15 years), the younger animals had
higher serum PDGF-BB concentrations as well as higher PDGF-
BB concentrations in the concentrates and lysates (p < 0.05).
Fewer differences were found for PLT or TGF-B1 concentrations
between age groups (Figure 4).

No differences were observed with respect to donor sex (p >
0.05 in sex group comparisons for all parameters).

Attempting to identify further attributes of suitable donor
animals, parameters typically obtained by routine blood tests
were also considered. EDTA whole blood PLT concentrations,
similar as the respective values obtained from the blood
collection bags, moderately correlated with concentrate PLT
concentrations (p = 00.01 and r = 0.573), but not with the PLT
recovery rate. The erythrocyte sedimentation time (median: 37
mm/30 min; IQR: 33.8) appeared to have no predictive effect
at all, with no correlation observed for any relevant outcome
parameter (p > 0.05).

Platelet Lysate in Equine MSC Culture
Growth Factors in Medium Supplements

The pooled ePL used for the cell culture experiments had a
PDGF-BB concentration of 3,783 pg/ml, whereas FBS displayed a
PDGF-BB concentration near or below the detection level of the
assay. The concentration of TGF-B1 was 3,966 pg/ml in ePL and
3,380 pg/ml in FBS.

MSC Morphology, Proliferation, and Viability

MSC displayed the characteristic fibroblast-like morphology in
all media, yet their shape tended to be more rounded in ePL-
supplemented media and MSC supplemented with 10% ePL
appeared to grow in more dense clusters.
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been pooled; Friedman and Wilcoxon tests for group comparisons were performed for the former (p-values are indicated); bars represent the median values, error
bars the 95% confidence intervals. (C-E) PLT (C) and WBC (D) counts in whole blood vs. concentrate, and WBC vs. PLT recovery rates (E) (p < 0.05, based on
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FIGURE 3 | (A,D) Platelet-derived growth factor (PDGF-BB; A) and transforming growth factor (TGFB1; B) concentrations at the different stages of blood processing;
serum samples were directly drawn from each horse and the remaining values were obtained after pooling the replicate samples, i.e., blood bags, for each horse;
samples were stored at —80°C before analysis; Friedman and Wilcoxon tests for group comparisons were performed (p-values are indicated); bars represent the
median values, error bars the 95% confidence intervals. (B-F) Correlations between whole blood (B,E) or concentrate (C,F) platelet (PLT) counts and PDGF-BB (B,C)
or TGFB1 (E,F) concentrations in concentrates as well as lysates (o < 0.05, based on Spearman’s rank correlation). All data were obtained from n = 19 horses.

The most consistent viability and proliferation was observed
in medium supplemented with 10% ePL, but confluency at day 5,
generation time, and metabolic activity were similar between 10%
ePL MSC and 10% FBS MSC. However, proliferation was highly
variable in medium supplemented with 5% ePL and insufficient
in medium supplemented with 2.5% ePL. Correspondingly,

confluency was lowest in 2.5% ePL medium (p < 0.05 compared
with 10% ePL in passage 2), and generation time was higher in 5%
ePL medium compared with FBS medium (p < 0.05 in passage
2) (Figure 5). Here, it is of note that in one out of four samples
in 5% ePL and in all four samples in 2.5% ePL, generation time
calculation generated negative results, thus these values had to
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be excluded from further comparative analyses. Yet interestingly,
there were no significant differences between groups with respect
to MSC metabolic activity (Figure 5).

MSC Immunophenotype

MSC were positive for CD90, with the most consistent expression
(>92% CD90* cells in all samples) in MSC cultured in 10%
ePL. In addition, MSC expressed CD44 and CD29. However,
MSC were largely negative for CD73 and CD105 in FBS and ePL
media (Figure 6).

MSC hardly expressed CD34 (<4% in FBS medium and <2%
in all ePL media), CD45 (<2% in all media), and MHC II
(<2% in all media). Surprisingly, small subpopulations (up to
26.1% in 10% ePL medium) appeared to be positive for CD79a
(Figure 6). Furthermore, MSC CD14 staining strongly depended
on the antibody used (Supplementary File 2). Using the anti-
equine CD14 antibody (clone 105), the majority of MSC appeared
CD14-positive (>62% CD14" cells in 10% FBS medium and
>87% CD147 cells in 10% ePL medium) (Figure 6).

No statistically significant differences of the marker
expressions were found between groups. Yet due to their
low yield, MSC cultured in 5 or 2.5% ePL media could not be
analyzed by flow cytometry in appropriate cell numbers and with
appropriate controls. The attempted analysis suggested a similar
but more inconsistent marker expression as in the other media,
but this result is of preliminary character (data not shown).

MSC Trilineage Differentiation

Adipogenic differentiation was evident in all samples, with a high
percentage of cells containing distinct lipid vacuoles. Similarly,
all samples showed extensive extracellular mineral depositions
after osteogenic differentiation. Chondrogenic differentiation
appeared weaker in MSC expanded in 10% ePL, with the
same trend being reflected by Alcian blue and Masson’s
trichrome stainings, yet these differences were not statistically
significant (Figure 7).

DISCUSSION

Here, we propose a buffy coat-based protocol for equine
PLT concentrate and ePL production, which could provide a
basis for improved xeno-free cell culture media for equine
MSC expansion. The ePL was prepared without the specific
plateletpheresis equipment and with quality controls at different
processing steps and can be reproduced in large scales.

PL is produced from PLT concentrate. The shelf life of human
PLT concentrates prepared for transfusion medicine is limited to
5-7 days at 22 & 2°C under permanent agitation to minimize
the risk of bacterial growth (Corash, 2011; Burnouf et al,, 2014).
Even in well-organized blood transfusion services, 10-20% of the
platelet concentrates produced have to be discarded because they
were not transfused within the specified time (Schallmoser et al.,
2020). Those expired PLT concentrates can be allocated for hPL
production to avoid an additional donation from blood donors,
because several studies showed no differences between fresh and
stored PLT concentrates as a source for hPL (Bieback, 2013;
Astori et al., 2016; Burnouf et al., 2016), thus a certain amount
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FIGURE 4 | (A-C) Negative correlation of donor age with platelet (PLT; A), platelet-derived growth factor (PDGF-BB; B) and transforming growth factor (TGFB1; C)
concentrations (p < 0.05 based on Spearman’s rank correlation). (D-F) PLT (D), PDGF-BB (E), and TGFB1 (F) concentrations in EDTA whole blood or serum samples
drawn directly from the donor horses, as well as in samples from different processing stages (replicate blood bags pooled for each animal), obtained from younger and
older donors; pairwise comparisons between the samples from younger and older animals were performed (Mann-Whitney U-test; p-values are given for significant

differences compared with the respective samples from the older age group). Data were obtained from n = 11 younger and n = 8 older horses.
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FIGURE 5 | (A) Representative phase-contrast photomicrographs of equine mesenchymal stromal cells (MSC) from one donor at day 5 ater seeding for population
doubling assays in media supplemented with fetal bovine serum (FBS) or equine platelet lysate (ePL). (B-D) Confiuent area at day 5, measured using Fiji ImageJ (B),
generation times calculated from cell doubling numbers (C), and metabolic activity as determined by MTS tetrazolium-based cell proliferation assay (D) for MSC in
passage 2 (P2) cultured in the different media; Friedman and Wilcoxon tests for group comparisons were performed (p-values are indicated); the plots display the
individual values, median, and interquartile ranges. Data were obtained from MSC from n = 4 donors. Note that missing generation time data are due to the lack of
proliferation in these samples (1 out of 4 in the 5% ePL group, 4 out of 4 in the 2.5% ePL group).

of PLT concentrate is always available for hPL production.
However, in contrast to human medicine, PLT concentrates
from transfusion services are not available in equine medicine
and therefore, PLT concentrates must be prepared directly for
ePL production.

Platelet concentrate can be obtained by three distinct
procedures: Either from anticoagulated whole blood by the

buffy coat-based or the platelet-rich plasma (PRP) method or
directly by plateletpheresis. In the buffy coat method, PLT are
harvested directly from the buffy coat after a so-called hard
spin and subsequently separated from the white blood cells
in a second soft spin. In the PRP method, a first soft spin
centrifugation is followed by a second hard spin centrifugation,
in order to first harvest the PLT together with the plasma
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FIGURE 6 | Flow cytometry analysis of equine mesenchymal stromal cells (MSC) cultured with 10% fetal bovine serum (FBS) or 10% equine platelet lysate (ePL) after
cells were mechanically detached and stained for 10 different surface markers. (A) Gating strategy for live MSC after duplet exclusion. (B) Representative examples of
overlaid histograms of the surface marker staining and the respective isotype or conjugate control for MSC from one donor, and frequencies of surface marker positive
MSC as % of live MSC plotted as individual values; horizontal bars mark the median and interquartile ranges. Data were obtained from MSC from n = 4 donors.
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FIGURE 7 | (A) Representative brightfield photomicrographs of equine mesenchymal stromal cells (MSC) after adipogenic (A), osteogenic (B), and chondrogenic (C)
differentiation and corresponding data obtained by scoring (A,C) and image analysis using Fiji ImageJ (B,C). MSC were cultured in the media indicated before
differentiation was induced (FBS, fetal bovine serum; ePL, equine platelet lysate). The plots display the individual values, median, and interguartile ranges. Data were
obtained from MSC from n = 4 donors.

supernatant and then pellet them, at which the second step  PLT concentrates have only been produced by the PRP method
might lead to reversible PLT aggregation (Gulliksson, 2012).  or plateletpheresis, with the PRP method performed in most
In Europe, the buffy coat method and repeated freeze/thaw  studies, using small sample volumes only. In the present study,
cycles represent the most commonly used techniques in human  we propose the first buffy coat-based method to produce ePL
medicine, while the PRP method is not frequently used anymore ~ from the donor horses’ whole blood collected in commercial
(Gulliksson, 2012; Burnouf et al, 2016). In contrast, equine  blood bags.
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For the buffy coat as well as for the PRP method,
centrifugation settings are critical for the correct separation of
blood components. However, neither in human nor in equine
medicine, protocols are standardized. In previous equine studies
using the PRP method, the centrifugation settings for the first and
second steps varied as detailed in Table 3. In human medicine,
protocols are available for the buffy coat method, but they differ
not only in the centrifugation settings (200-3,200 x g for the
second centrifugation) but also in the PLT counts yielded in the
concentrates (100-10,000 x 10°/L) (Burnouf et al., 2016).

Using the buffy coat-based method to produce equine PLT
concentrate in the present study, we yielded a median PLT
count of 484 x 10°/L. In previous equine studies, PLT counts
ranged between 591 x 10°/L and 1,000-2,000 x 10°/L using the
PRP method with multiple centrifugations (Del Bue et al., 2007;
Seo et al., 2013; Russell and Koch, 2016; Gilbertie et al., 2018;
Bozorgmanesh et al., 2019; Yaneselli et al., 2019) and 350 + 106
x 10%/L to 357 £ 177 x 10°/L by plateletpheresis (Sumner et al.,
2017; Naskou et al., 2018) (Table 3). Data regarding the buffy coat
method for equine PLT concentrate production are not available
for comparison. Nevertheless, the PLT concentration in the
current study was in the same order of magnitude as described
for the PRP method (Del Bue et al., 2007; Seo et al., 2013; Russell
and Koch, 2016; Gilbertie et al., 2018; Bozorgmanesh et al., 2019;
Yaneselli et al,, 2019) and higher than the PLT concentrations
yielded by plateletpheresis (Sumner et al., 2017; Naskou et al.,
2018).

Besides PLT counts, WBC removal is a central aspect in
PLT concentrate production and near-complete WBC depletion
by filtration is recommended by the guidelines for transfusion
procedures (Wildt-Eggen et al, 2001; European Committee
(Partial Agreement) on Blood Transfusion, 2020; Schallmoser
et al, 2020). Leukocytes can enhance PLT aggregation and
thromboxane release, and, thus, promote further recruitment
of activated PLT, as in vitro studies with human PLT have
shown (Faraday et al., 2001; Hoareau et al., 2014). However, it
should be differentiated between conventional intravenous PLT
transfusion and other applications of PLT concentrates, such
as local injections in regenerative therapies, where leukocyte
removal is controversial (DeLong et al.,, 2012; Lana et al., 2019).
With respect to concentrates for PL production as MSC culture
supplement, it is unclear whether a reduction of leukocytes
is necessary or whether leukocytes in the concentrate may be
even useful in the sense of MSC priming. Yet, as this remains
to be investigated, we aimed at a reduction of leukocytes in
the present work. In a previous experiment (unpublished data),
we had aimed to produce PLT concentrate by sedimentation
of whole blood, followed by hard spin centrifugation of the
supernatant similar to the PRP method. We had obtained higher
PLT counts than with the buffy coat method presented here,
but the leukocytes were also concentrated compared with the
whole blood (unpublished data), which was in accordance with
previous equine studies (Ionita et al., 2014; Bozorgmanesh et al.,
2019). Furthermore, we did not succeed to deplete WBC using
leukocyte reduction filters for the equine PLT concentrates. The
filters were immediately clogged, which could be due to the
different characteristics of equine PLT compared with human

PLT (Roscher, 2019) or a stronger activation of the PLT in the
filter and thus an increased surface activity. Therefore, to avoid
increased leukocyte values, we used the buffy coat method for the
preparation of ePL. In this line, it needs to be acknowledged that
plateletpheresis, while requiring costly and specific equipment,
has an even better outcome with respect to leukocyte reduction,
with 0.15 x 10° WBC/L (Sumner et al., 2017; Naskou et al.,
2019).

Lysis of PLT concentrate releases growth factors and
chemokines from the PLT. Repeated freeze/thaw cycles are
mainly used for this purpose, but direct PLT activation by calcium
chloride (CaCl,), sonication, or solvent/detergent treatment is
also feasible (Astori et al., 2016; Burnouf et al., 2016; Schallmoser
etal,, 2020). In contrast to the method presented here, using three
freeze/thaw cycles, other equine studies used only one (Del Bue
et al., 2007; Seo et al., 2013; Russell and Koch, 2016; Yaneselli
et al,, 2019) or two freeze/thaw cycles and three centrifugation
steps (Sumner et al., 2017; Naskou et al., 2018). During the last
centrifugation after lysis, again different centrifugation forces
were used (Table3). A systematic analysis determining the
optimal number and conditions of the freeze/thaw cycles and
centrifugation settings is still pending.

In the present study, the growth factor concentrations in
the PLT concentrates were in a similar range as in the ePL,
suggesting that PLT lysis is already evident after one freezing
step, which was necessary to store the concentrates until the
ELISA analyses were performed. However, unexpectedly, we
found a discrepancy between the median TGF-B1 concentration
in the individual lysates of one horse and its concentration
measured in the pooled ePL. This suggests that there is TGF-
B1 activation during final processing steps, possibly leading to
successively less activatable TGF-B1 over a short time. This issue
should be further investigated and procedures or materials used
improved. In previous studies, similar (PDGF-BB: 3.5 ng/ml and
TGF-B1: 6.1ng/ml) (Sumner et al, 2017) or higher (PDGF-
BB: 5.2ng/ml and TGF-B: 24.5 ng/ml) (Russell and Koch, 2016)
growth factor concentrations were found in ePL prepared
from plateletpheresis- or PRP method-derived concentrates,
respectively. Furthermore, corresponding to previous data
(Russell and Koch, 2016), we could not detect PDGF-BB in
FBS. Yet, the concentrations of growth factors measured may
not only vary depending on the PL preparation process, but
they are also affected by the assay specificity (Doucet et al.,
2005; Textor and Tablin, 2012; Sumner et al., 2017), thus direct
comparisons between studies or samples from different species
are not entirely conclusive.

It was previously reported that breed, sex, and age of the
donors can influence the cellular and growth factor profile of
equine PLT products. Female horses and horses aged <5 years
showed significantly higher concentrations of PDGF-BB and
TGF-1 in blood products. For PDGE, this was also observed
in pony breeds (Giraldo et al, 2013). These findings were
partially reproduced in our study, in which the PLT and growth
factor concentrations in the PLT concentrates and lysates were
negatively correlated with the age of the horses. To overcome
the individual variations, pooling of the ePL from a large
number of animals is beneficial for producing uniform batches.
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TABLE 3 | Preparation technique for equine platelet (PLT) concentrate and PLT lysate and resulting PLT counts in the platelet concentrates in previous publications from

2007 to 2019.
References First Second Final PLT concentration  Lysis
Del Bue et al. (2007) 350 x g, 10min 510 x g, 10min 1,000-2,000 x 109/L Single freeze/thaw cycle

Seo et al. (2013) 230 x g, 10min, 10°C 900 x g, 15min, 10°C
Russell and Koch (2016) 200 x g, 15min 400 x g, 15min
Yaneselli et al. (2019) 200 x g, 10min 1,500 x g, 20min

Bozorgmanesh et al. (2019)
Gilbertie et al. (2018)

1,000 x g, 5min 45s
250 x g, 15min

2,000 x g, 8min
1,500 x g, 15min

Sumner et al. (2017) and
Naskou et al. (2018)

Plateletpheresis

+ centrifugation (20,000 x g, 10min)

1,000 x 10%/L Single freeze/thaw cycle

+ centrifugation (1,600 x g, 30min, 10°C)
1,000 x 10%/L Single freeze/thaw cycle

+ centrifugation (4,000 x g, 15min)
591 x 10%/L Single freeze/thaw cycle

+ centrifugation (1,600 x g, 30 min)
713,333 x 10°/L
1,226.38 x 10%/L 5 freeze/thaw cycles
+ centrifugation (20,000 x g, 20min)
2 freeze/thaw cycles + 3 centrifugation cycles
(4,800 x g, 1.60min and 2./3. 30 min)
+ centrifugation (3,485 x g, 10min, 4°C)

357 +£ 177 x 10°/L

Nevertheless, it remains recommendable to harvest the blood
samples from young donor horses in uniform cohorts in order
to obtain PLT concentrate and ePL of high quality.

We further compared the obtained ePL with EBS, in
terms of their potential to support equine adipose-derived
MSC expansion. PL is an attractive alternative to FBS, which
could solve several issues related to FBS. First, it is an
allogeneic product, which reduces the possibility of recipient
immune reaction, and secondly, harvesting the materials for
ePL production is ethically less critical. However, given that the
use of MSC and other cell types in large animal models and
veterinary medicine will further increase, ePL would be required
in large quantities for MSC expansion. Furthermore, producing
large batches of ePL according to standardized protocols would
support consistent cell culture conditions. In this respect, it is
a major advantage that horses tolerate regular blood collection
of large amounts up to 8L (16 ml/kg bodyweight) very well,
and there are no adverse effects in the hematological variables
(Malikides et al., 2000).

When analyzing the MSC proliferation kinetics, the most
consistent viability and proliferation was observed in medium
supplemented with 10% ePL. There were no major differences
between 10% ePL MSC and 10% FBS MSC with respect to
the proliferation parameters assessed. This supports the notion
that ePL can be used as a replacement of FBS for equine
MSC expansion. Our results are in agreement with the findings
of two other studies, one using the PRP method (Seo et al,
2013) and the other using plateletpheresis (Naskou et al., 2018)
to produce PLT concentrate and ePL. Furthermore, two other
equine studies showed a dose-dependent proliferation of MSC
in ePL medium (Del Bue et al., 2007; Russell and Koch, 2016).
Yet only in one study, using supplementation with 20% ePL,
MSC proliferation was actually increased as compared with FBS
(Yaneselli et al., 2019). In comparison with these results, it is well-
documented that hPL supplementation increases human bone
marrow- and adipose-derived MSC proliferation as compared
with FBS (Doucet et al., 2005; Blande et al., 2009; Cholewa

et al,, 2011; Becherucci et al., 2018). As already suggested earlier
(Naskou et al., 2018), we also tested different concentrations
of ePL for equine MSC cultivation. However, the proliferation
was highly variable in medium supplemented with 5% ePL
and insufficient in medium supplemented with 2.5% ePL. This
is again in conflict with the findings in human medicine,
where basal media supplemented with 5% hPL resulted in a
significant increase in the proliferation rates of human MSCs
compared with supplementation with FBS (Griffiths et al., 2013).
Here, species-specific differences become evident. In contrast
to an optimal growth factor content in 5% hPL for improved
expansion of human MSC, the growth factor content in a
medium supplemented with 5 or 2.5% ePL was not sufficient
to support consistent equine MSC expansion. The different PLT
concentrations in human and equine whole blood are a probable
reason for this. The reference range for PLT counts in humans
is 150-450 x 10°/L (Burnouf et al., 2016), but only 94-232 x
10°/L in horses (Stokol, 2020). Based on the resulting higher PLT
count in the human PLT concentrates, it is not surprising that
the growth factor concentrations reported for hPL (Klatte-Schulz
et al., 2018) appear higher than in ePL, which may explain that
less hPL is needed to support cell growth.

Human MSC characterization, as recommended by the ISCT,
includes the evaluation of the positive marker antigens CD73,
CD90, and CD105 and the exclusion marker antigens CD14,
CD34, CD45, CD79a, and HLA-DR (Dominici et al., 2006).
For equine MSC, it was suggested to further include CD29
and CD44 as inclusion markers (Paebst et al., 2014; Hillmann
et al,, 2016). Until today, the scarcity of reliable commercially
available monoclonal antibodies specific for equine cells is a
major drawback (Schauwer et al., 2011). The current analysis
revealed that the immunophenotype of MSC cultured in media
supplemented with FBS or ePL is similar. There were no
significant differences in the expression of positive markers
CD29, CD44, CD90, CD73, and CD105, while CD73 and CD105
were largely negative in all media. Furthermore, the MSC did
not express the exclusion markers CD34, CD45, and MHC II.
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These observations are widely comparable with other equine
and human studies, where similar expression of surface markers
was observed with different media (Doucet et al., 2005; Horn
et al., 2010; Mojica-Henshaw et al., 2013; Yaneselli et al., 2019).
Lack of CD73 in equine MSC is also in accordance with most
previous equine studies (Ranera et al, 2011; Schauwer et al,,
2012; Paebst et al., 2014; Hillmann et al.,, 2016) while CD105
has shown both high (Braun et al., 2010) or minimal or variable
expressions in previous studies (Ranera et al., 2011; Schauwer
et al,, 2012; Paebst et al., 2014). However, in one previous study,
a CD45% population was observed in MSC cultured with FBS
as well as with ePL, and CD90 expression was found in a
higher percentage of MSC cultured with FBS compared with
ePL (Naskou et al., 2018). In contrast, we observed the most
consistent expression of CD90 in MSC cultured with 10% ePL
media and expression of CD45 was almost undetectable in all
media. Furthermore, we made an interesting observation of
CD14 detection on the majority of MSC when using an equine-
specific antibody for CD14 (Kabithe et al., 2010; Wagner et al.,
2013; Bonelli et al., 2017; Schnabel et al., 2019; Larson et al.,
2020; Patel et al., 2020). According to the ISCT, CD14 should
not be expressed on human MSC (Dominici et al.,, 2006) as it
is a glycolipid anchored membrane glycoprotein expressed on
monocytes and macrophages (Tesfaigzi, 2006; Braun et al., 2010)
and a leukocyte-secreted molecule in response to LPS stimulation
and inflammation, as demonstrated in horses (Wagner et al,,
2013). Previously, we described equine MSC as CD14 negative
(Paebst et al., 2014). These analyses were based on an anti-human
CD14 antibody (clone 134620), which stains putative monocytes
in equine peripheral mononuclear blood cells but not equine
MSC (Paebst et al., 2014) (Supplementary File 2), but its exact
specificity for equine CD14 has not been shown. In the current
work, we used an equine-specific antibody for the flow cytometric
analysis (clone 105, Kabithe et al., 2010), which discriminates
the monocyte population in peripheral blood mononuclear cells
more clearly (Supplementary File 2). While our current finding
of equine MSC staining positive for CD14 is in accordance with
previous studies (Braun et al,, 2010; Hackett et al, 2011), it
remains to be clarified if the cells actually express the whole
functional CD14 molecule or only part of it, or if the MSC
bind soluble CD14 present in FBS and ePL. On human MSC,
cross-reactive epitopes have been observed, despite absence of
the complete CD14 molecule (Pilz et al., 2011). The details and
relevance of our finding of CD14* equine MSC here will be
subject of further research.

We finally verified MSC in vitro trilineage differentiation
potential. In accordance with previous studies, the MSC
expanded in ePL showed no significant differences in osteogenic
and adipogenic differentiation (Doucet et al., 2005; Schallmoser
et al,, 2007; Ben Azouna et al, 2012; Naskou et al., 2018).
Interestingly, MSC expanded in medium supplemented with
2.5% ePL differentiated into both adipocytes and osteocytes,
although their proliferation had not been satisfying in this
medium. In addition, we obtained unexpected results in
chondrogenic differentiation, which was weaker in MSC
expanded in 10% ePL medium than when expanded in
FBS or 2.5% ePL medium. In contrast, others reported that

chondrogenic differentiation was improved in equine and human
MSC cultured with ePL (Mishra et al., 2009; Shih et al., 2011;
Gottipamula et al., 2012; Naskou et al, 2018). It is widely
discussed in the literature that MSC express the chondrogenic
markers aggrecan and Sox 9 and extracellular cartilage matrix
depending on the amount of (platelet-derived) growth factors
(Mishra et al., 2009; Prins et al., 2009; Shih et al., 2011; Rubio-
Azpeitia and Andia, 2014). In this context, TGF-B appeared to
be crucial for chondrogenic differentiation (Grimaud et al., 2002;
Chapman et al., 2020). A possible and pragmatic explanation for
the discrepancy observed here could be that MSC expanded in
10% ePL medium would have needed more extensive washing
steps to remove the ePL completely before being transferred to
the chondrogenic differentiation medium.

The current study provides the first evaluation of a buffy
coat-based protocol for ePL production. The method presented
has several advantages over previously described protocols for
equine PLT concentrate and ePL production and complies much
better with the current state of the art in human medicine.
Therefore, it can serve as a basis to improve the culture of
equine MSC and other equine cell types. MSC characterization
in the present study was limited in that only four MSC
donor horses were investigated, and because so far, we only
investigated basic properties of MSC but not their functionality in
clinically relevant settings. Based on the herein obtained results,
it appears highly promising to continue with the functional
characterization of equine MSC in conjunction with their culture
in ePL.
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Adapted Grogan score for semiquantitative analysis of chondrogenic differentiation

Score categories

Score

A) Uniformity and lightblue*'/ blueish*? of Alcian blue/ Masson’s Trichrome stain
No stain
Weak staining of poorly formed matrix
Moderately even staining
Even strong stain

W N -=O

B) Distance between cells/ of matrix lated
High cell densities with no matrix in between (no spacing between cells)
High cell densities with little matrix in between (cells < 1 cell-size apart)
Moderate cell density with matrix (cells approx. 1 cell-size apart)
Low cell density with moderate distance between cells (> 1 cell) and an extensive matrix

wWN-=Oo

C) Cell morphologies represented
Condensed/ necrotic/ pycnotic bodies
Spindle/ fibrous
Mixed spindle/ fibrous with rounded chondrogenic morphology
Majority rounded/ chondrogenic

W N -=O

D) % of differentiated areas of the pellet in field of view (10x magnification)
0-5%
5-30%
30-60%
60—100%

W N - O

*1= Alcian blue staining

*, .
2= Masson’s Trichrome
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Hagen et al., Supplementary file 2:
Flow cytometric analysis of CD14 expression on equine peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and equine mesenchymal stromal cells (MSC) using the antibody clones 105 and 134620

Equine cryopreserved PBMC after 2 h medium incubation or mechanically detached MSC
cultured with 10% fetal bovine serum (FBS) or 10% equine platelet lysate (ePL) were stained for
surface CD14 and analyzed by flow cytometry. Either biotinylated anti-equine CD14 clone 105
(Kabithe et al., 2010) was used (followed by Streptavidin-APC) or anti-human CD14 clone 13460
(Paebst et al., 2013) (directly conjugated with APC). The gating strategies are illustrated for each
cell type by zebra plots; large mononuclear cells (MNC) in PBMC comprise mainly monocytes
and few large lymphocytes (A). Examples of overlaid histograms of the surface marker staining
and the respective conjugate or isotype control are shown (B). The frequencies of surface marker
positive MSC as % of live MSC are plotted, horizontal bars mark the median and interquartile
range of n=4 (C).
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4.2 Publikation 2 (Funktionelle Eigenschaften der eMSC mit ePL-Medium)
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Functional properties of equine
adipose-derived mesenchymal
stromal cells cultured with
equine platelet lysate
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Successful translation of multipotent mesenchymal stromal cell (MSC)-based
therapies into clinical reality relies on adequate cell production procedures.
These should be available not only for human MSC, but also for MSC from
animal species relevant to preclinical research and veterinary medicine. The
cell culture medium supplementation is one of the critical aspects in MSC
production. Therefore, we previously established a scalable protocol for
the production of buffy-coat based equine platelet lysate (ePL). This ePL
proved to be a suitable alternative to fetal bovine serum (FBS) for equine
adipose-derived (AD-) MSC culture so far, as it supported AD-MSC proliferation
and basic characteristics. The aim of the current study was to further analyze
the functional properties of equine AD-MSC cultured with the same ePL,
focusing on cell fitness, genetic stability and pro-angiogenic potency. All
experiments were performed with AD-MSC from n = 5 horses, which were
cultured either in medium supplemented with 10% FBS, 10% ePL or 2.5%
ePL. AD-MSC cultured with 2.5% ePL, which previously showed decreased
proliferation potential, displayed higher apoptosis but lower senescence levels
as compared to 10% ePL medium (p < 0.05). Non-clonal chromosomal
aberrations occurred in 8% of equine AD-MSC cultivated with FBS and only
in 4.8% of equine AD-MSC cultivated with 10% ePL. Clonal aberrations in the
AD-MSC were neither observed in FBS nor in 10% ePL medium. Analysis of
AD-MSC and endothelial cells in an indirect co-culture revealed that the ePL
supported the pro-angiogenic effects of AD-MSC. In the 10% ePL group, more
vascular endothelial growth factor (VEGF-A) was released and highest VEGF-A
concentrations were reached in the presence of ePL and co-cultured cells (p
< 0.05). Correspondingly, AD-MSC expressed the VEGF receptor-2 at higher
levels in the presence of ePL (p < 0.05). Finally, AD-MSC and 10% ePL together
promoted the growth of endothelial cells and induced the formation of vessel-
like structures in two of the samples. These data further substantiate that
buffy-coat-based ePL is a valuable supplement for equine AD-MSC culture
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media. The ePL does not only support stable equine AD-MSC characteristics
as demonstrated before, but it also enhances their functional properties.

KEYWORDS

mesenchymal stromal cells (MSC), platelet lysate, equine, cell fitness, functional
properties, co-cultivation

Introduction

Mesenchymal stromal cells (MSC) offer regenerative
properties, but their potency depend 1
factors, including cell culture conditions. In vitro cultivation
of MSC is inevitable to obtain a sufficiently large number of
MSC for therapeutic applications, as MSC are only present in
small numbers in their tissue of origin (1, 2). During this in
vitro cultivation, the culture conditions strongly influence the
cell quality and efficacy of therapy (3). The culture medium,
which is required to provide the MSC with nutrients and
growth factors, is one of the most important elements of the
culture conditions. The current gold standard supplement
to basal medium for in vitro cultivation of many cell types,
including MSC, is fetal bovine serum (FBS) (4-7). However,
the use of FBS is not without problems and a reduction or
replacement of FBS was recommended by the European
Medicines Agency (EMA) (8) and the International Society
for Cell and Gene Therapy (ISCT) (3). As platelet lysate is a
promising cell culture supplement and it already replaces FBS

on several envir

in human medicine in 77% of good manufacturing practice
protocols (9), equine platelet lysate (ePL) could replace FBS
in equine MSC culture in an analogous way. Several studies
have already shown that ePL is a suitable alternative for FBS in
equine MSC culture and that basic MSC characteristics are not
altered with ePL (10-14). Nevertheless, conflicting results have
also been reported, showing a dose-dependent proliferation
of equine MSC with ePL in two studies (15, 16), with MSC
proliferation decreasing at ePL concentrations higher than
30% (15). In another study, in which platelet-derived growth
factors were not released by freeze-thaw cycles but by CaCl,
activation, an adversely altered morphology of equine BM-MSC
was described (17). The studies on ePL published so far by
several research groups have used neither uniform protocols
for the preparation of the platelet concentrates nor for the
activation or release of the platelet-derived factors, which limits
the comparability between the different studies. Therefore, we
have previously reported the first scalable buffy-coat-based
protocol for ePL production, and we have shown that this
ePL supports equine AD-MSC expansion and differentiation
similar to FBS when used in the same concentration (10%)
(13, 14). Yet, as MSC are capable to adapt their functions
to their environment (18, 19), prior to its introduction into
the clinically used protocol, it remains crucial to further
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investigate the effects of ePL on MSC fitness, safety and
functional characteristics.

Alterations in cell fitness can be triggered by stress
factors in the cell culture conditions. The same stressors
can influence the cell cycle of MSC in different ways,
which entail a mitotically inactive, senescent state or the
programmed cell death, apoptosis (20). In contrast to this,
irreversible cell damage results in necrosis, a passive cell
death that is ac p d by an
(21). During MSC expansion culture, stressors should be
kept at a minimum, resulting in low levels of cell death
or senescence.

Regarding the safety of a cell-based product, its genomic

s

y reaction

integrity is of major relevance (22). The genetic stability
of human MSC after cultivation with human PL (hPL)
has already been investigated several times (23-25). In
this context, a comparable or even higher genetic stability
was already shown with hPL compared to FBS (23, 24).
However, the genetic stability of equine MSC has so
far only been studied with FBS (22, 26-28). For this
reason, in the present study, we analyzed the genetic
stability of equine AD-MSC cultivated with either FBS
orePL.

The best-known functional properties of MSC rely on the
modulation and support of other cell types by paracrine
signaling and cell-to-cell contacts. Neovascularization
represents a critical issue in wound healing and tissue
regeneration, because anabolic processes and the survival of
(cell) transplants strongly rely on sufficient oxygen and nutrient
supply. Studies investigating the effect of MSC in wound
healing have not yielded consistent results in clinical trials
(29, 30). Nevertheless, it was shown that human MSC have a
positive effect on the treatment of ischemic tissue by releasing
angiogenic factors (29). In addition, others demonstrated that
platelets or platelet-containing preparations can be used to
promote the regenerative potential of human AD-MSC (30)
and several studies have reported an improved therapeutic
efficacy of MSC from different sources induced by platelet
rich plasma (31-33). After numerous promising studies have
reported the preservation of the basic characteristics of human
BM- and AD-MSC with hPL (34-37), and functional studies
using hPL (38, 39) have also been carried out in human
medicine, the time has come to perform functional assays for
ePL as well.
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In the present study, we aimed to test whether the
cell fitness and angiogenic potency of the equine AD-
MSC is synergistically supported by ePL, comparing MSC
cultivated with FBS or ePL in terms of their apoptotic,
necrotic and senescent state, genetic stability as well as their
angiogenic potency.

Materials and methods

AD-MSC culture, cell fitness analysis and
karyotyping

AD-MSC culture with FBS and PL media
supplements

Adipose-derived (AD-) MSC were obtained from seven
horses aged 2 to 8 years (median: 5 years; IQR: 2), either
after h lated
framework of a previous study approved by the respective
local authority (Landesdirektion Leipzig, TV34/13). AD-
MSC isolation was performed by collagenase digestion
in accordance to the protocol described in (40). The
AD-MSC were ded culture
medium and then cryopreserved in passage (P) 1, in
cryomedium consisting of Dulbeccos modified Eagle’s
medium (DMEM, 1 g/L glucose; Gibco™, ThermoFisher
Scientific, Darmstadt, Germany) with 40% FBS and 10%
dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma Aldrich GmbH, Miinchen,
Germany) using a freezing c (Mr Frosty, Nalgene,
ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Germany), and stored in
liquid nitrogen.

For the current experiments, the cells were thawed
and seeded in DMEM supplemented with 10% FBS (Lot:
2078409, Gibco™, ThermoFisher Scientific), 10% ePL or
2.5% ePL. To all media, 1% penicillin-streptomycin and
0.1% gentamycin were added. To ePL media, 1 U/ml
heparin-natrium (B. Braun, Melsungen, Germany) was
additionally added. The ePL used in this study had been
produced from whole blood obtained from n = 19 horses
(approved by the regional council Giessen, A14/2019)
using a buffy-coat based protocol as previously described
(13). This protocol included production of a platelet
concentrate with 4.2-fold increased platelet concentrations

due to reasons or within the

in FBS 1 d
in F pp

and 0.4-fold decreased white blood cell concentrations, and
freeze/thaw cycles to lyse the platelets before the lysates from all
donors were pooled.

AD-MSC were cultivated in the respective culture media
under standard culture conditions (humidified atmosphere,
37 °C, 5% CO3) for at least one passage prior to their
use in the experiments to allow for adaptation to the
culture media. All experiments were carried out using
AD-MSC from n 5 donors as biological replicates,
whereby the same donors were used for the AD-MSC
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cell fitness analyses and the karyotyping, or the co-culture
experiment, respectively.

Apoptosis and necrosis assay

An apoptosis and necrosis live-cell assay (catalog#:
JA1011, RealTime-Glo™ Annexin V  Apoptosis
Necrosis Assay, Promega, Mannheim, Germany)
performed in P3 and P5 to analyze cell death. This involved
measuring the apoptosis marker phosphatidylserine on
the outer cell membrane and determining the level of

and
was

necrosis using a fluorescent and cell-impermeable DNA
dye. For this purpose, the AD-MSC were seeded at 5,000
cells/em? in a 96-well plate and the assay was performed
according to the manufacturer’s instructions. On day 5,
the extent of apoptosis was determined by luminescence
measurement and the intensity of necrosis by fluorescence
measurement, using an Infinite M PLEX plate reader
(Tecan Ltd., Maennedorf, Switzerland).

Senescence assay

To evaluate the aging process of the AD-MSC, a cellular
senescence activity assay [catalog# ENZ-KIT129-0120,
Enzo Life Sciences (ELS) AG, Lausen, Switzerland] was
performed according to the manufacturer’s instructions in
P3 and P5. For this purpose, the AD-MSC were seeded at
3,000 cells/cm? in a 12-well plate and incubated for 5 days,
with a medium change on day 3. On day 5, the medium
was removed and after a washing step with phosphate-
buffered saline (PBS), AD-MSC were lysed on ice with a
lysis buffer g 0.5% phenylmethyl 1 fluoride
(PMSF) and a cell scraper. The lysate was centrifuged at
14,000 x g for 10min at 4 °C and the supernatant was
frozen at —80 °C. When all samples had been collected,
they were thawed and SA-B-galactosidase (SA-B-gal)
activity was measured using the fluorescent substrate in the
Infinite M PLEX plate reader.

16

Karyotype analyses

The equine karyotype analysis was conducted according
to a previously described protocol for equine stem cells
(41). Chromosome preparation was performed on P5
AD-MSC monolayer cultures in 10% FBS or 10% ePL
medium, using standard cytogenetic techniques (colcemid
treatment, hypotonic treatment and methanol/acetic acid
fixation). GTG analyses were carried out according to
(42, 43) for cytogenetic analyses on metaphase cells. In
total, 125 metaphase cells per group (25 metaphase cells
per sample) were analyzed to exclude clonal occurrence of
chromosomal aberrations.
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Endothelial cell culture and angiogenesis
assays

Collection of umbilical cord arteries and
endothelial cell isolation

Umbilical cords from 4 foals were collected immediately
after birth and 10cm length of the umbilical cord was
placed in a jar with PBS and 5% penicillin-streptomycin
for transport. In the laboratory, the umbilical cord was
first washed in 70% ethanol and then again in PBS. Next,
the vein and Wharton’s jelly tissue were removed and the
umbilical arteries were carefully dissected. One artery was
used to recover endothelial cells for co-culture experiments
as described below, and the other artery was subjected to an
arterial ring assay as described in Supplementary material 1.
In order to obtain the endothelial cells, the respective
umbilical artery was filled with collagenase I [Gibco™,
ThermoFisher Scientific; 0.8 mg/ml in Hank’s Balanced Salt
Solution (HyClone Laboratories, Logan, Utah, USA)] and
the ends were closed with clamps. Then the umbilical

10.3389/fvets.2022.890302

Vascular endothelial growth factor in ePL and
cell culture supernatants

To analyze the level of vascular endothelial growth factor
A (VEGF-A) in the cell culture supernatants from the co-
cultivation of the endothelial cells and AD-MSC, an equine
VEGF-A ELISA (catalog#: ELE-VEGFA, Ray Biotech, Norcross,
GA, USA) was performed according to the manufacturer’s
instructions. For this purpose, the cell culture supernatants were
obtained on the third day of co-cultivation and frozen at —80
°C until the assay was performed. The ELISA was read on
the Infinite M PLEX plate reader. Data from the cell culture
supernatants were normalized by subtracting the results from
the respective cell culture media before further comparison.

Fluorescence staining and microscopy
For morphological evaluation, endothelial cells were
stained with lectin (Lectin from Bandeiraea simplicifolia,
FITC conjugated, Sigma Aldrich) and AD-MSC were
stamed with phallmdm (Dylight™ 554 Phalloidin, Cell
Tech , Danvers, MA, USA); DAPI (Carl Roth

artery was incubated for 30min at 37 °C and d
twice during this time. After the incubation period, the
content of the artery was transferred to a centrifuge tube
and the artery was massaged again while washed with
PBS, which was also transferred to the same centrifuge
tube thereafter. The isolated cells were pelleted (390 x g,
5min), washed with PBS and seeded in tissue-culture-coated
flasks in FBS-supplemented medium until cryopreservation
in liquid nitrogen.

Co-culture of AD-MSC and endothelial cells

For the co-culture, a 12-well transwell system was
used and the wells representing the bottom compartment
were filled with 600 pl of either rat collagen I matrix
(Cultrex, Minneapolis, MN, USA) or ePL matrix. The
rat collagen I matrix was prepared according to the
manufacturer’s instructions. The ePL matrix consisted of
DMEM, 10% ePL and 1% penicillin-streptomycin, and
coagulation of the matrix was allowed in the absence of
heparin. The matrices were prepared 24h before seeding
the cells.

Next, P3 AD-MSC from five horses were co-cultured with
P3 endothelial cells from one foal. For this purpose, 2.5 x
10% endothelial cells per well were seeded on the matrices
and 1.0 x 10 AD-MSC were seeded per insert (0.4um PET
insert; Falcon ~ Cell Culture Inserts, Corning, NY, USA). Wells
with collagen matrix were filled with 10% FBS-supplemented
medium and wells with ePL matrix were filled with 10% ePL-
supplemented medium, and cells were incubated for three days.
Controls using AD-MSC from each donor or the endothelial
cells only were prepared correspondingly.
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GmbH Karlsruhe, Germany) was used for counterstaining
of nuclei. The cells were fixed with 4% paraformaldehyde
(Carl Roth GmbH) for 30min. Then the endothelial cells
were permeabilized with PBS (containing Ca?* and Mg?*)
+ 0.25% Triton X-100 (Carl Roth GmbH) for 30min at
room temperature. Next, 5% bovine serum albumin (Carl
Roth GmbH), dissolved in distilled water, was added as a
blocking solution for 30min at 37 °C. After removing the
blocking solution, the lectin (0.1 mg/ml, diluted in 0.9% saline
solution) was added and incubated overnight at 4 °C. The
AD-MSC were stained with phalloidin (1:200) for 30 min. Cells
were washed with PBS + 0.1% Triton X-100 three times for
15 min, then DAPI (1:1000) was added for 30 min for nuclear
staining. Directly after staining of the endothelial cells and
AD-MSC, three images were obtained from each replicate at
standardized settings using a Leica DMI6000 B microscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Photomicrographs
were analyzed using Fiji Image] software to determine
endothelial cell counts.

Quantitative RT-polymerase chain reaction
(qRT-PCR)

The relative gene expression of angiogenesis-related
factors (Table 1) in AD-MSC was analyzed by qRT-PCR.
Glyceraldehyde-3 ph dehydrog: (GAPDH)
and hypoxanthine phosphoribosyl-transferase 1 (HPRT1)
were used as reference genes. Total RNA of the AD-MSC
was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Germany) with an on-column DNAse treatment, according
to the manufacturer’s instructions. The obtained RNA was
converted to cDNA using the Reverse Transcriptase RevertAid
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TABLE 1 Equine primers for real-time PCR.

Gene Primer sequence Accession no. PCR product (bp)
¢GAPDH For: CGATGGTGAAGGTCGGAGTAAA NM_001163856.1 93

Rev: TGGCGACAATATCCACTTTGC
€HPRT1 For: ATTCTTTGCTGACCTGCTGGA XM_023634464.1 147

Rev: AGGTCATCTCCACCAATCACTT
eVEGFR2 For: TCGGAAATGACACTGGAGCC XM_023638078.1 130
Rev: TACACCACTCCATGCTGGTC

eACTA2 For: GACCCTGTTCCAGCCATCTT XM_001503035.6 125
Rev: CGGAGAGGACGTTGTTAGCAT

eCDH5 For: TGTGTTCACGCACCAGTTGT XM_001495895.5 127
Rev: GTACACGACAGAGGCATGGT

eHGF For: GAACAGTGCAGACCAATGTGC XM_014739139.2 108
Rev: GGGAACCAGAGGCATCGTT

eANGPT1 For: CCTGATCTTACACGGTGCTGA XM_001494946.6 122

Rev: TCAGATTGGATGGGCCACAA
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FIGURE 1
Apoptosis (A), necrosis (B), and senescence (C) levels in equine mesenchymal stromal cells (MSC) cultured with 10% fetal bovine serum (FBS),
10% equine platelet lysate (ePL) or 2.5% ePL as medium supplements, in passage (P) 3 and 5. Apoptosis was measured by a luminescence-based
Annexin V assay, necrosis was measured using a cell-impermeant and pro-fluorescent DNA dye, and senescence was determined based on
SA-B-galactosidase activity. The bars display the median relative fluorescence or luminescence units (RFU and RLU, respectively), error bars the
95% confidence intervals. Data were obtained with MSC from n = 5 donors. Friedman tests for group comparisons and subsequent post hoc
tests with Bonferroni corrections were performed to compare the groups within P3 or P5, and Wilcoxon tests were performed to compare
between P3 and P5. Asterisks mark significant differences between the indicated groups (p < 0.05).

H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher CT values of all FBS control samples for normalization
Scientific GmbH). QRT-PCR was performed using SYBR within the formula.

Green Mastermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and a

qTowerG (Analytik Jena GmbH, Jena, Germany). In each

qPCR reaction, 1 pl (corresponding to 30 ng RNA) was Statistical analysis

used as template. The primers (Table 1) were designed using

PrimerBlast (NCBI) and hesized at IDT (Integrated Statistical analysis was performed with SPSS software
DNA Technologies, Leuven, Belgium). The performance of version 28 (IBM, Ehningen, Germany) and GraphPad Prism
the PCR reaction was determined by a melting curve and a 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). For paired

dilution series of pooled experimental cDNA. The relative comparisons involving three different culture media, Friedman
quantification of gene expression changes was performed tests and subsequent post hoc tests with Bonferroni corrections
based on the Pfaffl formula (44), using the respective geomean were performed. For pairwise comparisons between passages or
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FIGURE 2
GTG karyotype analyses on metaphases from equine mesenchymal stromal cells (MSC) after cultivation in 10% fetal bovine serum (FBS) or 10%
equine platelet lysate (ePL). The upper images display examples of metaphase cells with a normal karyotype (A), polyploidy (B), and premature
centromeric division (C). The bar plot (D) displays the number of abnormal cells found per 25 metaphase cells from each sample (n = 5 per
group; the difference was not statistically significant).

corresponding groups in the co-culture experiments, Wilcoxon
tests were performed. Differences were considered as significant
atp < 0.05.

Results
AD-MSC fitness and genetic stability

Apoptosis, necrosis and senescence

The AD-MSC showed lower apoptosis levels in 10% ePL
medium than in 2.5% ePL medium (p < 0.05 in P3). No
significant differences were found regarding necrosis. The SA-
B-gal activity, indicating strongly i d from
P3 to P5 in all three media (p < 0.05). Surprisingly, AD-MSC
cultivated with 2.5% ePL medium displayed the lowest SA-B-gal
activity (p < 0.05 for 2.5% ePL vs. 10% ePL in P3) (Figure 1).

AD-MSC genetic stability

Applying cytogenetic analyses (GTG), equine AD-MSC
cultured with 10% ePL showed chromosomal aberrations in 6
out of 125 (4.8%) analyzed phases. Ch
metaphases included polyploidy (5 out of 6 aberrant metaphase

| aberrant

cells) and premature centromeric division (PCD; 1 out of
6 aberrant metaphase cells). According to the international
system for human cytogenomic nomenclature (ISCN 2020),
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the PCD may be used to describe premature separation of
centromeres in metaphases (45). The PCD may affect one or
more chromosomes in a fraction of the cells. AD-MSC cultured
with 10% FBS showed chromosomal aberrations in 10 out of
125 (8%) analyzed metaphases, at which polyploidy was detected
1 aberrant Nevertheless, the
results did not suggest the presence of clonal numerical and/or
structural chromosomal aberrations in the analyzed metaphases,
neither in AD-MSC cultured with ePL nor in AD-MSC cultured
with FBS. Figure2 illustrates the observed aberrations and
displays the numbers of aberrations found per donor.

in all chr h

Pro-angiogenic effects of ePL and
AD-MSC

Vascular endothelial growth factor in ePL and
cell culture supernatants

The 10% ePL medium contained 246 pg/mL VEGF-A, but
no VEGF-A was detected in 10% FBS medium. Analyzing the
cell culture data normalized to the respective medium, it was
evident that AD-MSC released VEGF-A in all conditions, while
no VEGF-A was measured in supernatants from endothelial cells
with FBS medium and collagen matrix (data not shown). The
cell culture supernatants from the groups with ePL medium
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FIGURE 3

Vascular endothelial growth factor (VEGF-A) (A) released into the supernatants and relative expression of angiogenesis-related genes in equine

mesenchymal stromal cells (MSC) (B-F), after MSC were cultured alone or in co-culture with endothelial cells (EC), either with 10% fetal bovine

serum (FBS) and collagen matrix or 10% equine platelet lysate (ePL) and ePL matrix. Bars display the median values and error bars the 95%

confidence intervals. Wilcoxon tests were performed to compare the corresponding groups. Asterisks mark significant differences between the
(Continued)
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FIGURE 3

indicated groups (p < 0.05). V -A release, it is of note that the data shown were normalized by subtracting the results
obtained with FBS- or ePL-supplemented medium alone, thus they are indicative for VEGF-A released by the cells and from the ePL matrix
Endothelial cells from n = 1 donor were co-cultured with MSC from n = 5 donors

>
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FBS + Co-Culture ePL + Co- Culture
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FIGURE 4

Representative images of fluorescence microscopy of equine endothelial cells (A) and mesenchymal stromal cells (MSC) (B) in indirect
co-culture, cultured either with 10% fetal bovine serum (FBS) and collagen matrix or with 10% equine platelet lysate (ePL) and ePL matrix. Note
the different densities of endothelial cells, while MSC morphology did not appear to be different between groups

and matrix showed significantly higher VEGF-A concentrations the co-cultivation of AD-MSC and endothelial cells in 10% ePL
than with FBS medium and collagen matrix (p < 0.05 for both medium and ePL matrix (p < 0.05 compared to AD-MSC alone
AD-MSC alone and co-culture), which may be due to higher in 10% ePL medium and matrix), and lowest after co-culture in
VEGF-A release by the AD-MSC as well as VEGF-A release from 10% FBS medium and collagen matrix (p < 0.05 compared to
the ePL matrix. The concentration of VEGF-A was highest after AD-MSC alone in 10% FBS and collagen matrix) (F A).

Frontiers in Veterinary Science 08

81



Publikationen

Hagen et al.

Expression of angiogenesis-related genes in
AD-MSC

AD-MSC showed an increased gene expression of VEGFR2
(Figure 3B), encoding for VEGF receptor-2, with 10% ePL
medium and matrix, both in AD-MSC alone and in co-culture
with endothelial cells (p < 0.05), demonstrating their response
to the higher VEGF-A levels in these culture conditions.

The gene expression of CDH5, encoding for the endothelial
cell junction marker VE cadherin, was not different between
groups (Figure 3E). The expression of ACTA2, encoding for the
pericyte-related a-smooth muscle actin (a-SMA), was highest
in AD-MSC cultured alone with 10% ePL but decreased in the
respective co-culture (p < 0.05) (Figure 3F).

No major differences between groups were observed in the
expression of HGF and ANGPT1, genes encoding for the pro-
angiogenic hepatocyte growth factor and angiopoietin-1 (Ang-
1), respectively. The expression of HGF was lower in the ePL
co-culture than in the FBS co-culture, but despite statistical
significance (p < 0.05), this difference was relatively small
(Figure 3C). ANGPT1 expression increased in the presence
of ePL and AD-MSC, but this in turn was not significant
(Figure 3D).

Effects of ePL and AD-MSC on endothelial cell
growth and morphology

The endothelial cells appeared to be more functional
with 10% ePL medium and matrix than in 10% FBS
medium and collagen matrix. This was evident in the arterial
ring assay, at which they exhibited more outgrowth and
migration with ePL (Supplementary material 1), as well as
in the co-culture assay with AD-MSC. In the latter, again
more consistent endothelial cell growth was observed with
ePL (Figure 4). Furthermore, the endothelial cell arrangement
indicated the formation of capillaries in two of the samples
co-cultured with AD-MSC and with ePL, but not in the other
groups (Figure 5).

The AD-MSC showed no difference regarding cell density
and cytoskeleton appearance between groups (Figure 4).

Discussion

In this study, we demonstrated that ePL positively influences
the cell fitness and genetic stability of equine AD-MSC and at
the same time promotes the pro-angiogenic properties of equine
AD-MSC and endothelial cells. The current work is based on
a recent study (13) in which we had evaluated a protocol for

the production of an ePL cell culture 1 factured

10.3389/fvets.2022.890302

minimal criteria for MSC definition, as suggested by the ISCT
(46). Aiming to further ensure that the ePL does not compromise
the biological and functional properties of the MSC, we now
analyzed apoptosis, necrosis, senescence, genetic stability, and
pro-angiogenic potency of the equine AD-MSC cultivated in
FBS- or ePL-supplemented medium. This revealed that the cell
culture medium supplemented with 10% ePL does not only
enable equine AD-MSC expansion, but also appears to improve
AD-MSC pro-angiogenic functionality.

MSC have a limited capacity for replication and after a
certain number of divisions, these cells either enter a senescent
state or die by programmed cell death (apoptosis) (47, 48).
So far, we had observed that equine AD-MSC expansion is
well feasible with culture medium supplemented with 10% ePL,
but limited with 2.5% ePL, as underlined by the respective
generation times and metabolic activities until P5 (13, 14). To
further elucidate this issue, we here investigated equine AD-
MSC senescence and apoptosis, as these stress reactions could
be triggered by altered cell culture conditions (49, 50). We
found that the limited proliferation observed with 2.5% ePL
(13, 14) was rather due to increased apoptosis than senescence.
However, we also observed a significantly increased activity of
the senescence marker SA-B-gal in all media from P3 to P5.
This was not unexpected, but is not fully consistent with other
human studies that have analyzed senescence of human BM- and
AD-MSC cultured with FBS or 5% hPL (51, 52). Surprisingly,
one of these studies showed negative SA-B-gal activity up to
P7 in both media (52). In the other study, SA-B-gal activity
was only determined from P5 onwards, showing significantly
lower activity in human BM-MSC cultured with hPL (51). Both
studies concluded that senescence in human BM- and AD-MSC
cultured with hPL is lower than in BM- and AD-MSC cultured
with FBS, which we could not reproduce for equine AD-MSC.
However, the equine AD-MSC showed lower apoptosis levels
in 10% ePL medium than in 2.5% ePL medium (p < 0.05 in
P3). Interestingly, it was shown that platelet products such as
platelet lysate de lated the pro-apoptotic factors tBid and
Bim (53). At the same time, the anti-apoptotic factors BcL-xL
and survivin were upregulated (53). Thus, platelet lysate seems
to have a protective effect on cells against apoptosis (53, 54),
which could explain our finding and is consistent with the
high proliferation rates of the equine AD-MSC cultured with
10% ePL. Our results are in agreement with the findings of

other equine studies comparing ePL and FBS. In this context,
two studies showed similar proliferation rates with ePL and
FBS (10, 11).

MSC proliferation is crucial as the cells have to be expanded
in vitro prior to their therapeutic use, in order to obtain a

on the basis of a leukocyte-reduced platelet concentrate and
pooled from healthy donor animals. In this previous work, we
had evaluated the suitability of this ePL for equine AD-MSC
culture with a focus on feasibility of MSC expansion and the
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fficiently large number of cells. However, during in vitro
expansion of cells, there is a risk of genetic transformation
(50, 55). Therefore, as interest in the clinical use of equine
MSC is becoming more and more widespread, the safety profile
of the cultivated MSC needs monitoring. Several studies have
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5 donors; differences were not statistically significant.

FBS FBS+MSC ePL ePL+MSC

Images of equine endothelial cells displaying the formation of a vessel-like structure (A), which was only observed in co-culture with
mesenchymal stromal cells (MSC) and with 10% equine platelet lysate (ePL) medium and ePL matrix. To the left, a stitched phase contrast image
is displayed. The image to the right presents the corresponding merged fluorescence microscopy image after lectin (green) and DAPI (blue)
staining. The diagram (B) shows the endothelial cell counts per field of view, determined by quantitative analysis of the images obtained after
co-culture with MSC. For the groups in which biological replicates in the form of co-culture with MSC from different donors were available, bars
display the median values and error bars the 95% confidence intervals. Endothelial cells from n = 1 donor were co-cultured with MSC fromn =

demonstrated that human BM- and AD-MSC have a low risk
of tumorigenicity (55-57), and it was shown that cytogenetic
aberrations cause a reduction or arrest of cell proliferation
followed by an elimination of the affected cells (22). In the study
presented here, genetic stability of P5 equine AD-MSC tended
to be higher after cultivation with 10% ePL than with 10% FBS.
This corresponds to the findings we have already reported for
canine AD-MSC and platelet lysate (14), and is consistent with
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studies that already demonstrated that hPL does not adversely
alter the genetic stability of human BM- and AD-MSC (23, 24,
58). Nevertheless, and most importantly, neither equine AD-
MSC cultured with FBS nor equine AD-MSC cultured with
ePL displayed clonal aberrations, which if present would have
warranted their exclusion from clinical use.

The primary mechanisms of action of MSC are based
on paracrine signaling and cell-to-cell contacts. Due to
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the paracrine release of biologically active substances such
as cytokines, chemokines or growth factors, MSC have
an immunomodulating and pro-angiogenic effect and can
participate in the regeneration of damaged or inflamed tissues
(25, 59). Several studies have already shown that murine and
human MSC of different sources migrate into ischemic tissue
and improve vascular perfusion by releasing pro-angiogenic
substances (29, 60-63). Vascular perfusion plays a crucial role in
the regeneration of damaged tissues, as it is responsible for the
oxygen and nutrient supply, as well as for the removal of waste
products (64, 65). Therefore, we chose to evaluate AD-MSC
functionality based on their pro-angiogenic potency.

During neovascularization, human BM-MSC support the
endothelial cells by acting as perivascular cells and stabilizing
the newly formed vessels (64). In this process, the human BM-
MSCs were also described to differentiate into endothelial cells
or smooth muscle cells by interacting with endothelial cells
(64, 66, 67). Pericyte recruitment and attachment along the
newly formed vessels is of tremendous importance. However,
the migration of endothelial cells is independent of pericyte
migration, indicating that endothelial cells and pericytes only
have indirect contact via the basement membrane. As a
consequence, communication between endothelial cells and
pericytes mainly takes place via paracrine substances and rarely
via direct contact (68). For this reason, we chose indirect co-
culture via transwells in our study. This co-culture system allows
an exchange of soluble substances, but no direct contact of
the cells.

The paracrine factors involved in angiogenesis are HGF,
VEGE, basic fibroblast growth factor (bFGF), transforming
growth factor-g (TGF-B) and Ang-1 (61, 69). However, the
most important growth factor for angiogenesis is VEGF-A,
which is the survival signal for the endothelial cells and induces
the formation of new vessels (60, 61, 68, 70). In contrast
to 10% FBS medium, 10% ePL medium already contained a
significant concentration of VEGF-A. Furthermore, consistent
with other studies (24, 71), we observed a significantly higher
VEGF-A release in the cell culture supernatants with ePL
medium than with FBS medium, adding to the VEGF-A
already present in the ePL-supplemented medium. In ePL
medium, the VEGF-A release was further increased in co-
culture, so that the highest VEGF-A concentrations were
measured in the equine AD-MSC and endothelial cell co-
culture with ePL medium, suggesting a synergism of ePL
and AD-MSC in providing high concentrations of VEGF-A.
The effect of VEGF-A is mediated via the VEGF-receptor-
2. In accordance with others (66, 67), our data underlined
the relationship between these two, as the VEGFR2 gene
expression levels followed a similar trend as the VEGF-A
protein concentrations.

VEGF-A has also been shown to be responsible for the
differentiation of human BM-MSC into endothelial cells (66,
67), and to stimulate the proliferation (72) and tube formation
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of human BM- and AD-MSC (24, 66, 67). However, the low
and unchanging CDH5 (encoding for VE cadherin) expression
in equine AD-MSC did not support the assumption that
endothelial cell differentiation had been induced in the current
experiments. Based on the close relationship of equine BM-
and AD-MSC and pericytes (73), MSC differentiation into
this cell type might be more likely. Alpha-SMA expression
is related to the regulatory function of the pericytes and
involved in the control of vasoconstriction in arterioles and
capillaries via endothelin-1 pathways (68). Co-cultivation of
endothelial progenitor cells or human umbilical vein endothelial
cells increased ACTA2 (encoding for a-SMA) expression
in human BM-MSC in a time-dependent manner (64),
indicating that BM-MSC differentiate into pericytes during
co-cultivation. In the current study, we observed no increase
but rather a small decrease in ACTA2 expression after co-
cultivation, which could be due to the lack of the direct cell
pr ly reported as y for the diffe
of human BM-MSC into pericytes induced by endothelial
cells (64, 74).
Finally, demonstrating equine AD-MSC functionality when
cultured with ePL, their pro-angiogenic effects could be

iation

observed in the endothelial cells. Equine PL medium, together
with the equine AD-MSC, appeared to provide trophic
support for the endothelial cells, leading to higher cell counts
in the co-culture experiments. In addition, ePL medium
alone increased the outgrowth of endothelial cells in the
arterial ring assay (Supplementary material 1). Last not least,
although not observed in all biological replicates, only ePL
and equine AD-MSC together induced tube formation in
the endothelial cells. Considering these results, platelets can
improve the effect of equine AD-MSC, as the pro-angiogenic
potency of AD-MSC was higher with ePL medium than with
FBS medium.

Despite the promising results, some limitations of the study
presented here must be taken into account. For instance, the
MSC were all isolated in FBS and then cryopreserved in P1.
After thawing, the MSC were allowed to adapt to the ePL
media for one passage, but the change of medium could still
have had an impact on viability and proliferation. Another
aspect worth discussing is the large variability within our data.
Given that the ePL was pooled, this variability represents the
differences between the AD-MSC from different donor horses,
demonstrating that differences in cell quality and behavior have
to be expected, irrespective of the medium used.

In summary, in this study, ePL supported cell fitness
similarly as FBS. The biological properties of equine AD-MSC
were positively influenced by ePL, as shown by improved pro-
angiogenic effects. Thus, ePL seems to be a safe and promising
cell culture suppl pl of FBS by ePL in
equine AD-MSC cultivation can be recommended. Moreover,
based on the positive influence on the pro-angiogenic effect of
equine AD-MSC, further in vivo studies should be conducted

and a
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to establish ePL in therapeutic use alone or in combination
with MSC.
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Supplementary Material to Hagen et al.
1 Arterial Ring Assay
Method:

Fresh umbilical artery rings from n = 4 foals were cut into 3 mm thick rings. Prior to placing the
arterial rings in the 24-well plate, 50 pl of either a bovine collagen matrix I (Gibco™, ThermoFisher
Scientific, Darmstadt, Germany) or equine platelet lysate (ePL) matrix were added to the bottom of
the wells, and further 50 pl were later added above the arterial rings. The 3 mg/ml bovine collagen I
matrix was produced according to the manufacturer's instructions. The ePL matrix used in this
experiment was prepared from ePL obtained by a sedimentation-based method, which involved 1 h
sedimentation and then centrifugation of the obtained supernatant at 878 x g for 20 min at 22 °C to
produce the platelet concentrate. This method retained more leukocytes than the buffy-coat-based
method otherwise used for ePL production (Hagen et al., 2021), and we had chosen to use this type
of matrix for the arterial ring assay to better mimic a wound healing environment. For ePL matrix
formation, DMEM was mixed with 10% ePL, 1% penicillin-streptomycin but no heparin. The
matrices were incubated for 1.5 h at 37 °C for curing. Afterwards, the culture medium was added.
The arterial rings with collagen matrix were cultivated in 10% FBS-supplemented medium and those
with ePL matrix were cultivated in 10% ePL-supplemented medium, using the buffy-coat-based ePL
as in the other experiments. Part of the arterial rings were supplemented with 30 ng/mL equine
VEGF-A (Kingfisher Biotech, Inc., St. Paul, MN, USA) and 30 ng/mL bFGF (Gibco™,
ThermoFisher Scientific) once at the beginning of the cultivation period of 21 days. After cultivation,
samples were stained with lectin-FITC and DAPI, and the migration of the endothelial cells from the
arterial ring was examined by fluorescence microscopy and image analysis with Fiji ImageJ software.

Results:

In all groups with 10% ePL medium, more outgrowth from the umbilical arteries and superior
expansion of the endothelial cells was observed. VEGF-A and bFGF supplementation tended to
improve endothelial cell migration and expansion in both media, but the effect was weaker than the
effect of the ePL. The highest endothelial cell densities were achieved with ePL medium + VEGF-A
+ bFGF (Supplementary Figure 1).

2 Supplementary Figure 1

Representative images of fluorescence microscopy of the endothelial cells migrated from the
umbilical arteries, cultured in either 10% FBS (A) or 10% ePL medium (B) and supplemented with
either VEGF-A or VEGF-A + bFGF. The diagram (C) shows the endothelial cell counts per field of
view, determined by quantitative analysis of the images obtained after 21 days of cultivation. Bars
display the median values and error bars the 95% confidence intervals. Arterial rings were prepared
from n = 4 donors.
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5 Diskussion

5.1 Publikation 1 — Thrombozytenlysatherstellung und vergleichende
Charakterisierung der eMSC

5.1.1 Reflexion von Material und Methoden

In der ersten In-vitro-Studie dieser Dissertation ging es zunachst um die
hochskalierbare Herstellung eines standardisierten ePL. Im zweiten Schritt fand eine
Evaluierung des gewonnenen ePL als Zellkultursupplement bei der In-vitro-
Kultivierung von eMSC im Vergleich zu FBS, besonders im Hinblick auf die

Beeinflussung der zellspezifischen Charakteristika der eMSC, statt.

Das ePL wurde aus dem Vollblut von n = 20 klinisch gesunden Spenderpferden mittels
Buffy-Coat-Methode hergestellt. Es wurden n = 20 Spenderpferde verwendet, da es in
der Literatur keine einheitlichen Angaben zur Menge an gepoolten Spendern gibt, die
notwendig sind, um die individuelle Variabilitdt der Spender auszugleichen. In einer
Studie wurde von 5 Spendern (Hemeda et al. 2014) gesprochen und in einer anderen
von 2-52 (Burnouf et al. 2016). Da eine grolRe Menge ePL fiir die Zellkultur und auch
weitere geplante Experimente hergestellt werden sollte, wurden jeweils 2 L Vollblut
von den 20 Spenderpferden entnommen. Fir die Entnahme des Vollblutes lag eine
Genehmigung im Rahmen einer Tierversuchsanzeige durch das Regierungsprasidium
GieBen (A14/2019) vor. Da die ePL-Herstellung auf einem Qualitatsniveau
vergleichbar zur Humanmedizin erfolgen sollte, mussten die Spenderpferde gewisse
Einschlusskriterien erfiillen. Es mussten Warmbliiter zwischen 3—15 Jahren sein, die
in den letzten zwei Wochen vor der Blutentnahme keine Medikamente erhalten hatten
und auch sonst klinisch gesund waren. Die klinische Gesundheit wurde durch eine
allgemeine Untersuchung des Pferdes vor der Blutenthnahme sowie durch eine
hamatologische und chemische Blutuntersuchung tberprift. Zusatzlich wurde das Blut
aller Spender bakteriologisch und mykologisch auf Sterilitdt, sowie virologisch auf
Freiheit von hdmatogen Ubertragbaren Erkrankungen wie Equines Herpesvirus 1 und
4 (Virusdetektion), Equines Arteritis Virus (Antikérpernachweis mittels Serumneutra-
lisationstest) sowie Equines infektioses Anamievirus (Antikdrpernachweis) untersucht.
Die Auswahl der mikrobiologischen und virologischen Untersuchungen richtete sich
unter anderem nach den Leitlinien zur Gewinnung, Lagerung, Transport und
Verabreichung von Blut und Blutprodukten im Veterindrbereich (2011) und das

Endprodukt ePL sollte hinsichtlich der Qualitat fur eine In-vivo-Anwendung geeignet
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sein. Durch diese Untersuchungen auf Sterilitat und Virusfreiheit konnte auf eine
spatere Pathogenreduktion durch UV-Lichtbehandlung ohne (Viau et al. 2017) oder
mit Psoralen (Castiglia et al. 2014) verzichtet werden. Ein Spenderpferd wurde positiv
auf Equines Herpesvirus 2 (EHV2) getestet und somit aus der Studie ausgeschlossen,
sodass im weiteren Verlauf die ePL-Herstellung und auch die Erhebung aller Daten
mit n = 19 durchgefiihrt wurde. In Anlehnung an eine Studie in der beschrieben wurde,
dass Rasse, Geschlecht und Alter die Zellzahlen und Wachstumsfaktorkonzen-
trationen in Thrombozyten-basierten Produkten beeinflussen (Giraldo et al. 2013),
wurde das Kriterium festgelegt, dass alle Spenderpferde Warmbliter sein mussten und
maximal 15 Jahre alt. Auch in den Vorversuchen zu dieser Studie zeigte sich, dass
jungere Pferde héhere Thrombozytenkonzentrationen besitzen als altere und somit
wurde versucht moglichst junge Spenderpferde fiir die Studie zu gewinnen. Zeitgleich
zu jeder Vollblutspende wurde eine Blutsenkungsreaktion durchgefihrt, um zu
beurteilen, ob Abnormalitaten im Sedimentationsverhalten des Blutes vorliegen. Das
Pferdevollblut weist im Vergleich zum Vollblut von anderen Tierarten oder dem
Menschen eine dulierst schnelle Blutsenkung auf, was auf die besonders ausgepragte
Geldrollenbildung der Erythrozyten zurickzufihren ist (Osbaldiston 1971). Die
Blutsenkung wird zwar nicht durch Alter, Geschlecht oder Tageszeit beeinflusst,
allerdings hat die Rasse des Pferdes einen Einfluss, wobei Vollbllter eine langsamere
Senkung als Warmbliter zeigen (Van Zijl 1948). Aufgrund der guten Sedimentations-
eigenschaften des Pferdevollblutes wurde wahrend der Etablierung des Protokolls zur
ePL-Herstellung auch eine modifizierte PRP-Methode, in der die erste Soft-Spin-
Zentrifugation durch eine Sedimentation von 60 min ersetzt war, durchgefiihrt. Der
dadurch entstandene Uberstand entsprach einem PRP und wurde mithilfe einer
Handpresse gewonnen. Dieses PRP wurde zur weiteren Konzentrierung erneut
zentrifugiert (Hard Spin, 1111 x g 20min) und anschlieRend der Uberstand bis auf 70
ml abgepresst. Diese 70 ml Plasma wurden mit dem Pellet aufgeschwenkt und das
daraus gewonnene TK als Ausgangsmaterial der ePL-Herstellung verwendet. Diese
Methode wurde mit der Buffy-Coat-Methode verglichen und es zeigte sich eine deutlich
héhere Thrombozytenkonzentration durch die Sedimentationsmethode als durch die
Buffy-Coat-Methode. Allerdings wurden gleichzeitig auch die Leukozyten durch die
Sedimentationsmethode stark konzentriert, was mit friiheren Studien an Pferden
Ubereinstimmte (lonita et al. 2014, Bozorgmanesh et al. 2019). Neben der Thrombo-

zytenkonzentration ist die Reduktion der Leukozyten ein zentraler Aspekt bei der
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Herstellung von TKs, und eine Leukozytendepletion durch Filtration wird in den
Leitlinien fur Transfusionsverfahren empfohlen (De Wildt-Eggen et al. 2001, Guide to
the preparation, use and quality assurance of blood components 2020, Schallmoser et
al. 2020), da Leukozyten beim Empfanger zahlreiche unerwiinschte Wirkungen
auslésen kdnnen. Hierzu gehéren in der Humanmedizin die Alloimmunisierung gegen
HLA-Antigene, die febrile nicht-hamolytische Transfusionsreaktion, die Ubertragung
leukozytenstandiger Krankheitserreger, die GvHD und die Beeinflussung immunolo-
gischer Funktionen beim Empfanger. Durch eine geringe Leukozytenzahl kdnnen die
meisten der unerwiinschten Wirkungen verhindert werden, auRer der GvHD, die nur
durch eine Bestrahlung der Blutprodukte verhindert werden kann. Daher diirfen in der
Humanmedizin nur noch Erythrozytenkonzentrate und TKs verwendet werden, bei
denen eine Leukozytendepletion durchgefiihrt wurde und die < 1 x 108 Leukozyten pro
Einheit enthalten (Sachs und Bux 2010, Guide to the preparation, use and quality
assurance of blood components 2020). Des Weiteren kénnen Leukozyten die
Thrombozyten-Aggregation und die Thromboxanfreisetzung verstarken und damit die
weitere Rekrutierung von aktivierten Thrombozyten férdern, wie In-vitro-Studien mit
humanen Thrombozyten gezeigt haben (Faraday et al. 2001, Hoareau et al. 2014). Es
ist jedoch zwischen herkdmmlichen TKs zur intravendsen Transfusion und anderen
Anwendungen von TKs, wie z. B. als Orthobiologikum bei lokalen Injektionen in der
regenerativen Therapie, bei denen die Entfernung von Leukozyten umstritten ist, zu
unterscheiden (DelLong et al. 2012, Lana et al. 2019). In Bezug auf TKs zur PL-
Produktion als Zellkultursupplement fiir die MSC-Kultivierung ist unklar, ob eine
Reduktion der Leukozyten notwendig ist oder ob Leukozyten im Konzentrat sogar im
Sinne eines MSC-Primings nitzlich sein kénnen. Da dies jedoch noch zu untersuchen
ist, wurde in der Arbeit zu Publikation 1 eine Reduktion der Leukozyten angestrebt.
Der Versuch der Leukozytendepletion mit Hilfe von Leukozytenreduktionsfiltern war
bei den equinen TKs nicht praktikabel, da die Filter sehr schnell verstopft waren. Dies
kann auf die unterschiedlichen Eigenschaften der equinen und humanen Throm-
bozyten zuriickgefiihrt werden (Roscher 2018) oder auf eine starkere Aktivierung der
Thrombozyten im Filter und damit eine erhdhte Oberflachenaktivitdt. Um erhohte
Leukozytenwerte zu vermeiden, wurde daher die Buffy-Coat-Methode fir die
Herstellung von ePL in der Publikation 1 verwendet. Allerdings wurde fir jedes

Spenderpferd ein Blutbeutel zusatzlich mit der Sedimentationsmethode aufbereitet
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und das dadurch entstandene ePL als Matrix in der Zellkultur fir Publikation 2

angewandt.

In Europa stellt die Buffy-Coat-Methode und wiederholte Gefrier-/Auftauzyklen zur
Lyse die derzeit am haufigsten verwendete Methode zur hPL-Herstellung in der
Humanmedizin dar (Gulliksson 2012, Burnouf et al. 2016). In Anlehnung an die dort
verwendeten Protokolle wurde das in der Publikation 1 beschriebene Protokoll zur
ePL-Herstellung entwickelt. Hierflr wurde das Vollblut in einem Mehrbeutelsystem mit
70 ml der Antikoagulans Citrat-Phosphat-Dextrose (CPD) entnommen. Die Wahl der
geeigneten Antikoagulanzien wurde im Vorfeld intensiv untersucht, da das
Antikoagulans die Wirksamkeit des endgultigen Thrombozytenproduktes beeinflussen
kann (Arora und Agnihotri 2017). Das Ziel war es, die Aggregation und Aktivierung der
Thrombozyten wahrend der Antikoagulation des Blutes auf ein Minimum zu reduzieren
und ein Maximum an naiven Thrombozyten zu gewinnen. Dies erfolgte am besten bei
einer Antikoagulation des Vollblutes mit CPD, weshalb dieses Antikoagulans bei allen
Spendern verwendet wurde. Die Vollblutbeutel wurden zu Beginn einer Hard-Spin-
Zentrifugation (711 x g, 20 min) zur Separation der einzelnen Blutkomponenten
unterzogen. Die Auftrennung in die einzelnen Bestandteile Plasma, Buffy Coat und
Erythrozytenkonzentrat erfolgte durch die Top-Bottom-Methode mithilfe eines
automatisierten Blutkomponenten-Extraktors (Optipress® Il). An dieser Stelle wurde
ein programmierbarer Blutkomponenten-Extraktor verwendet, da dadurch eine
standardisierte und automatische Auftrennung der Blutbestandteile erfolgen konnte.
Der resultierende Buffy Coat wurde nach einer 1-stiindigen Ruhepause mit 70 ml des
gewonnen Plasmas resuspendiert. An dieser Stelle ware auch eine partielle oder
vollstandige Resuspendierung in einer entsprechenden Additividsung wie z.B. SSP+
maoglich gewesen, einerseits um Plasma zur Transfusion bei erkrankten Patienten zu
erhalten oder um die Stabilitdt des Produktes zu verbessern. In der Literatur wurde
bereits beschrieben, dass die Additividsungen eine Aufrechterhaltung des pH-Wertes
und einen reduzierteren Glukoseverbrauch bewirkten (Zheng et al. 2006, Haines et al.
2021). Allerdings scheint der Gewinn an Thrombozyten mit Plasma héher zu sein als
mit den Additiviésungen, was vermutlich auf die unterschiedliche Viskositat
zurickzufihren ist, da die Additividsungen eine &ahnliche Viskositat wie Wasser
besitzen und das Plasma aufgrund der l6slichen Proteine eine hdhere Viskositat
aufweist (Zheng et al. 2006, Haines et al. 2021). In der Arbeit zu Publikation 1 wurde

aus diesem Grund Plasma zur Resuspendierung des Buffy Coats verwendet, da
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moglichst viele Thrombozyten gewonnen werden sollten und im Pferdebereich bisher
noch keine Ergebnisse zur Vertraglichkeit solcher Additividsungen vorliegen.

Der resuspendierte Buffy Coat wurde daraufhin erneut mit einem Soft Spin zentrifugiert
(159 x g, 10 min) und der entstandene Uberstand, der das sogenannte TK darstellt,
wurde mittels einer Handpresse vollstandig abgepresst. Die erneute Verwendung
eines automatisierten Blutkomponenten-Extraktors hatte das Protokoll an dieser Stelle
noch weiter standardisiert, allerdings war es bei dem vorhandenen Blutkomponenten-
Extraktor nicht moglich ein entsprechendes Programm fiir diesen Schritt einzustellen.
Die gewonnenen 3 Beutel TK jedes Spenderpferdes wurden gepoolt und bei —80 °C

eingefroren.

Zur Lyse der Thrombozyten wurden drei Gefrier-/Auftauzyklen durchgefiihrt, da diese
Methode einfach, effizient und 6konomisch ist und, wie bereits beschrieben, die am
haufigsten genutzte Methode zur Lyse von Thrombozyten in Europa darstellt.
Alternativ ware eine Aktivierung durch Calciumchlorid, Ultraschall- oder Solvent-
/Detergent-Behandlung mdéglich gewesen (Astori et al. 2016, Burnouf et al. 2016,
Schallmoser et al. 2020). In den bisherigen equinen Studien zur ePL-Herstellung
wurden entweder ein Gefrier-/Auftauzyklus (Del Bue et al. 2007, Seo et al. 2013,
Russell und Koch 2016, Yaneselli et al. 2019) oder zwei mit drei zusatzlichen
Zentrifugationsschritten angewandt (Sumner et al. 2017, Naskou et al. 2018). Die
optimale Anzahl an Gefrier-/Auftauzyklen ist bisher noch unbekannt und variiert
voraussichtlich zwischen 1-5 Zyklen und entsprechende Untersuchungen in diesem
Bereich stehen noch aus (Burnouf et al. 2016). In einer Studie wurde die optimale
Anzahl an Zyklen im Hinblick auf die Wachstumsfaktorkonzentration untersucht und
dabei ergab eine Anzahl von 3-5 Zyklen die hdchsten Konzentrationen (Strandberg et
al. 2017) und auch die ISBT empfiehlt eine Anzahl von 3 — 5 Gefrier-/Auftauzyklen und
Temperaturen von -70 °C und +37 °C, um eine maximale Freisetzung von
Wachstumsfaktoren zu erreichen (Strunk et al. 2018, Schallmoser et al. 2020). Somit
wurden unter Anbetracht dieser Ergebnisse in der Publikation 1 drei Gefrier-
/Auftauzyklen durchgefiihrt, wofiir die Proben jeweils 20 h bei -80 °C im
Ultratiefkiihischrank und 4 h bei 37 °C unter permanenter Agitation (Plasmatherm
Barkey GmbH & CO.KG) gelagert wurden. Im Anschluss an die Gefrier-/Auftauzyklen
wurde eine Zentrifugation mit 4000 x g fir 30 min durchgefihrt mit einer

anschlieBenden Filtration, um die noch vorhandenen Zellreste nach der Lyse zu
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entfernen. Das ePL von allen 19 Spenderpferden wurde gepoolt, um den individuellen

Einfluss der Spender und die Chargenvariabilitdt moglichst gering zu halten.

Alle Zentrifugationseinstellungen, die wahrend der ePL-Herstellung verwendet
wurden, beruhten auf eigenen Vorversuchen, da es nicht mdglich war die
Einstellungen aus der Humanmedizin zu tibernehmen. Equines Blut muss mit deutlich
geringeren Zentrifugalkraften zentrifugiert werden als humanes. Aullerdem gab es
weder in der Human- noch in der Pferdemedizin standardisierte Protokolle zur PL-
Herstellung, die (bernommen werden konnten. In anderen Studien zur ePL-Herstel-
lung wurde bisher neben der Thrombozytapherese immer nur die PRP-Methode
verwendet und dabei variierten die Zentrifugationseinstellungen zwischen den
verschiedenen Studien enorm, weshalb diese in der Publikation 1 in der Tabelle 3 zur
Verdeutlichung aufgefiihrt wurden. Im Gegensatz dazu waren in der Humanmedizin
zwar Protokolle fir die Buffy-Coat-Methode vorhanden, die sich jedoch nicht nurin den
Zentrifugationseinstellungen (200-3200 x g fiir die zweite Zentrifugation), sondern
auch bei der gewonnenen Thrombozytenkonzentration im TK deutlich unterschieden
(100-10 000 x 10%L) (Burnouf et al. 2016). Um den Verlauf der Thrombozyten- und
Leukozytenkonzentration wahrend der ePL-Herstellung in den Arbeiten zu Publikation
1 zu analysieren, wurden die Blutbeutel an samtlichen Herstellungsschritten gewogen

und Proben zur hdmatologischen Untersuchung gewonnen.

Das ePL enthalt plasmatische Koagulationsfaktoren wie Fibrinogen. In einigen Studien
wurde empfohlen eine Fibrinogendepletion durchzuflihren, da bei Zugabe von
calciumhaltigen Kulturmedien eine physiologische Koagulation des Kulturmediums mit
ePL ablauft und ein viskoelastisches Fibringel entsteht (Laner-Plamberger et al. 2015).
AuRerdem wurde bereits demonstriert, dass das Fibrinogen die immunmodulierenden
Eigenschaften der hMSC negativ beeinflusst und die Adh&sion peripherer humaner
NK-Zellen aus dem Blut erh6ht, wodurch nicht nur die Gewebereparatur, sondern auch
eine verstarkte Entziindungsreaktion ausgel6st wird (Almeida et al. 2012, Copland et
al. 2013). Dennoch wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine Fibrinogendepletion
verzichtet und stattdessen wurde dem Kulturmedium 1 U/ml Heparin-Natrium
zugesetzt, um eine spontane Koagulation des Kulturmediums zu verhindern.
Mittlerweile ist auch eine Pferdestudie zur Fibrinogendepletion von ePL publiziert
worden, in welcher eine reduzierte Wachstumsfaktorkonzentration nach der Fibrino-

gendepletion sowie eine Verringerung der Proliferation und immunmodulatorischen
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Fahigkeiten der eMSC im Vergleich zu fibrinogenhaltigem ePL nachgewiesen wurde
(Naskou et al. 2019). Trotz dieser Ergebnisse sollte unter dem Ziel einer xenofreien
Zellkultur bei einer erneuten Herstellung des ePL eine Fibrinogendepletion
durchgefiihrt werden, da das verwendete Heparin-Natrium aus Schweinemukosa
hergestellt wird und somit ein xenogener Zusatz des Kulturmediums ist, der vermieden

werden sollte.

Die Konzentration an Wachstumsfaktoren im gewonnenen gepoolten ePL sowie in
seinen Vorstufen (Serum, Plasma, gepooltes TK und Lysat jedes Spenderpferdes)
wurde mittels kommerziell erhaltlicher Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-
Kits quantifiziert. Alle Proben wurden vor der Messung bei —80 °C gelagert. PDGF-BB
und TGF-B1 Quantikine ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), welche bereits
in fruheren equinen Studien bei Pferdeproben Anwendung fanden (Anderson et al.
1998, Desjardins et al. 2004, Donelly et al. 2006, Boswell et al. 2014, McClain und
McCarrel 2019), wurden in der Arbeit zu Publikation 1 entsprechend der
Herstellervorgaben einschliefllich der TGF-pB1-Aktivierung mit Salzsdure zur
Quantifizierung der Wachstumsfaktoren verwendet. Die Intra- und Inter-Assay-
Genauigkeit fur die Messung von Pferdeproben im TGF-B1 ELISA wurde bereits
untersucht (Anderson et al. 1998, Desjardins et al. 2004), wobei eine Spezifitat des
Anti-human TGF-p1 fur equines TGF-1 gezeigt wurde und somit sichergestellt ist,
dass der ELISA das equine TGF-B1 zuverlassig nachweist. AuRerdem wurde in Bezug
auf PDGF veroffentlicht, dass das equine PDGF-B (aber nicht PDGF-A) eine
Nukleotid- und Peptidsequenzhomologie von > 90 % mit der humanen Version des
PDGF aufweist (Donelly et al. 2006), wodurch eine Verwendung humaner PDGF-BB
ELISA-Kits fir equine Proben mdglich ist. Zusatzlich wurde der humane PDGF-BB
Quantikine ELISA bereits erfolgreich in mehreren equinen Studien eingesetzt (Donelly
et al. 2006, Boswell et al. 2014, McClain und McCarrel 2019). Im Vergleich zu den
Wachstumsfaktoren im ePL sowie seinen Vorstufen wurden PDGF-BB und TGF-f1
ebenfalls im FBS bestimmt. Hierbei ist allerdings die mdéglicherweise eingeschrankte
Spezifitdt des Assays flir bovine Wachstumsfaktoren als Restriktion zu beachten
(siehe unten). In der Publikation 1 wurden nur die Wachstumsfaktoren PDGF-BB und
TGF-B1 untersucht, da sie einen Einfluss auf die MSC-Kultivierung im Hinblick auf
Proliferation und Differenzierung haben. In zukiinftigen Untersuchungen sollten aber
auch noch weitere Wachstumsfaktoren sowie Zytokine in Bezug auf
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Geweberegeneration/Wundheilung sowie Entziindungsmodulation analysiert werden.
Aus diesem Grund wurden in einer Studie der eigenen Arbeitsgruppe als Zusatz zur
vorliegenden Arbeit die Konzentrationen von IL-18, -4, -6 und -10, IFN-y und TNF-a in
den Serum-, Plasma-, TK- und ePL-Proben jedes Pferdes mithilfe von Sandwich-
ELISA untersucht. Die Zytokinkonzentrationen im Serum, Plasma, TK und ePL waren
ahnlich und korrelierten signifikant. Allerdings gab es eine groRe interindividuelle
Variabilitdt der Zytokinkonzentrationen zwischen den verschiedenen Spenderpferden.
Bei genauerer Analyse konnte ein Zusammenhang zwischen abnormen Befunden in
der Blutchemie der Spenderpferde und hohen Zytokinkonzentrationen in den Proben
nachgewiesen werden. Somit kdénnte eine Blutchemie niltzlich sein, um die
Zytokinkonzentration in Blutprodukten vorherzusagen, was fiir die Verwendung des
ePL als Therapeutikum oder in der Zellkultur von grofer Bedeutung sein koénnte
(Moellerberndt et al. 2023). Zuséatzlich zur Quantifizierung der Wachstumsfaktoren
wurden in der vorliegenden Arbeit in den gleichen Proben, die fir die ELISA verwendet
wurden, auch noch die Elektrolyt-, Totalprotein- sowie Albumin-Gehalte entsprechend

der chemischen Qualitatsanalyse des FBS bestimmt.

In der anschlieBenden Zellkultur wurde evaluiert, ob eine Kultivierung der eMSC aus
Fettgewebe in ePL-supplementiertem Kulturmedium mdglich ist und inwiefern sich die
zellspezifischen Charakteristika im Vergleich zu eMSC, welche in FBS-Medium

kultiviert wurden, unterscheiden.

Die Gewinnung der dafir verwendeten eMSC erfolgte von 4 Spenderpferden im
Zusammenhang mit einer vorherigen Studie der eigenen Arbeitsgruppe
(Landesdirektion Leipzig TV34/13), wobei das Fettgewebe an der Kruppe lateral des
Schweifansatzes entnommen wurde. Aus dem gewonnenen Fettgewebe wurden die
MSC mittels Kollagenase-Digestion entsprechend des etablierten Protokolls der
Arbeitsgruppe (Gittel et al. 2013) gewonnen und in FBS-Medium bis zur ersten
Passage kultiviert und dann kryokonserviert. Fir den Vergleich der Zellkultur-
supplemente FBS und ePL wurden die kryokonservierten eMSC entsprechend des
standardmaRig in der Arbeitsgruppe genutzten Protokolls aufgetaut und in
Kulturmedium entweder mit 10 % FBS oder mit 10 %, 5 % oder 2,5 % ePL, sowie 1 %
Penicillin-Streptomycin und 0,1 % Gentamycin unter Standardkulturbedingungen (37
°C, 5 % CO) fir eine Passage zur Adaptation der eMSC an die verschiedenen

Kulturmedien kultiviert. Wie bereits angemerkt wurden die Kulturmedien, die ePL
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enthielten mit 1 U/ml Heparin-Natrium versetzt, um eine Koagulation zu vermeiden.
Alle eMSC wurden zu Beginn in FBS-Medium isoliert und kryokonserviert. Erst nach
dem Auftauen wurde das Kulturmedium teilweise auf ePL-Medium umgestellt. Es ist
ungewiss, inwiefern dieser Supplementwechsel zu einer Beeintrachtigung der
Lebensfahigkeit und Proliferation der eMSC gefiihrt hat. Allerdings wurde berichtet,
dass hMSC, die erst in FBS-Medium kultiviert und dann in hPL-Medium Uberfiihrt
wurden, eine verbesserte Proliferation, geringere Seneszenz und kleinere Zellgréfie
im Vergleich zu kontinuierlich in FBS-Medium kultivierten hMSC zeigten (Giriffiths et al.
2013).

Im Anschluss an die Passage zur Adaptation wurden die eMSC in die verschiedenen
Versuchsansatze Uberfihrt. Dabei wurden je Spender pro Medium zwei technische
Replikate angelegt, aus deren Daten ein Median ermittelt und in die statistische

Auswertung der biologischen Replikate einbezogen wurde.

Zur Bestimmung der Generationszeiten wurde eine standardmafig in der Zellkultur
genutzte Methode verwendet, auf die daher hier nicht naher eingegangen wird. Um
weitere Daten zur Zellproliferation zu erhalten, wurden jeweils an Tag 5 vor dem
Passagieren der eMSC Aufnahmen mit standardisierten Einstellungen an einem
Phasenkontrastmikroskop (Nikon Eclipse Ts2-FL) mit einer DS-Fi3 Kamera
aufgenommen. Die Zellkonfluenz auf diesen Bildern wurde mit der Software Fiji Image
J bestimmt. Dafiir wurde der Kontrast der Bilder einheitlich verstéarkt, der Hintergrund
subtrahiert und dann jedes Bild binarisiert mit einem entsprechend auf jedes Bild
angepassten Grenzwert. So konnte an jedem Bild die konfluente Flache bestimmt
werden. Zuséatzlich wurde ein MTS-Assay, der eine photometrische Bestimmung der
metabolischen Aktivitat in der Zellkultur ermdglicht, durchgefiihrt. Hierfir wurde ein
kommerziell erhaltliches Assay-Kit (Cell Titer 96R AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet, bei dem eine
Umwandlung der Tetrazolium-Verbindung in ein kolorimetrisch messbares Formazan-
Produkt abhangig vom Energiestoffwechsel der eMSC erfolgt. Insgesamt ergaben die
verschiedenen Untersuchungen zur Zellproliferation fur die Kulturmedien mit 10 %
FBS und 10 % ePL weitestgehend Ubereinstimmende Ergebnisse. Allerdings sind die
Ergebnisse des MTS-Assays flr die eMSC, die in 2,5 % ePL-Medium kultiviert wurden,
kritisch zu reflektieren, da die Proliferation der eMSC mit 5 % ePL- und 2,5 % ePL-

Medium sehr variabel und insuffizient war, sodass eine Berechnung der
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Generationszeit fur die eMSC in 2,5 % ePL-Medium nicht méglich war. Im Gegensatz
dazu war im MTS-Assay kein Unterschied hinsichtlich der metabolischen Aktivitat der
eMSC zwischen den verschiedenen Kulturmedien mit 10 % FBS, 10 % ePL, 5 % ePL
oder 2,5 % ePL zu erkennen. Eine mogliche Begriindung fiir dieses Phanomen kdnnte
sein, dass die eMSC bei einer Kultivierung mit 5 % ePL- oder 2,5 % ePL-Medium zwar
nur eine geringe Verdopplung zeigen, dennoch aber metabolisch &hnlich aktiv sind wie
die eMSC in 10 % FBS- oder 10 % ePL-Medium. Eine andere mégliche Erklarung
koénnte aber auch sein, dass die eMSC in 10 % FBS- oder 10 % ePL-Medium so schnell
proliferieren, dass es durch eine hohe Konfluenz zu einer Kontaktinhibition kommt und
die eMSC somit keine aktive Proliferation mehr zeigen und daher auch fiir die MTS-
Reagenz nur noch schwer zu detektieren sind. Unter Betrachtung dieser Ergebnisse
scheint der MTS-Assay fir die Untersuchung sehr unterschiedlich schnell proliferie-

render Zellen nur eingeschrankt geeignet zu sein.

Um eine vollstandige Charakterisierung der eMSC in den verschiedenen Medien
entsprechend der Empfehlungen der ISCT (Dominici et al. 2006) durchzufiihren,
wurden der Immunophéanotyp und die tripotente Differenzierungsfahigkeit der eMSC
untersucht. Die Immunophanotypisierung mittels Durchflusszytometrie wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Christiane Schnabel durchgefiihrt. Aufgrund des
insuffizienten Wachstums der eMSC mit 5 % oder 2,5 % ePL-Medium wurde der
Immunophéanotyp nur an den eMSC in 10 % FBS- und 10 % ePL-Medium bestimmt.
Entsprechend bereits verdffentlichter equiner Studien zur Immunophénotypisierung
von eMSC (Paebst et al. 2014, Hillmann et al. 2016) wurden die Inklusionsmarker
CD29, CD44, CD73, CD90 und CD105 sowie die Exklusionsmarker CD14, CD34,
CD45, CD79a. und MHC Il analysiert. Des Weiteren wurde zur Bestimmung des Anteils
vitaler eMSC eine Lebend-Tot-Farbung verwendet. Interessanterweise zeigte sich der
Nachweis einer mdglichen CD14-Expression der eMSC abhangig vom verwendeten
Antikdrper. Unter Verwendung eines Anti-Human-CD14-Antikorpers (Klon 134620)
konnte die Expression von CD14 auf den eMSC als negativ beschrieben werden,
vergleichbar zu vorherigen equinen Studien, welche den gleichen Klon verwendeten
und eine positive Expression von CD14 auf equinen Monozyten, aber nicht auf eMSC
nachwiesen (Paebst et al. 2014). Die genaue Spezifitat dieses Anti-Human-CD14
Antikdrpers fiir equines CD14 konnte allerdings bisher noch nicht gezeigt werden. In
der Arbeit zu Publikation 1 wurde fir die durchflusszytometrische Analyse ein

pferdespezifischer Antikoérper (Klon 105, Kabithe et al. 2010) verwendet. Mit diesem
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pferdespezifischen Antikorper (Klon 105) wurde CD14 auf der Mehrheit der eMSC
dargestellt. Dieses Ergebnis einer positiven CD14-Farbung von eMSC stimmt mit einer
anderen equinen Studien in der Literatur Uberein, die ebenfalls eine CD14-Expression
auf eMSC mit dem Klon 105 nachgewiesen hat (Hackett et al. 2011). Allerdings sollte
CD14 laut der ISCT nicht auf hMSC exprimiert werden (Dominici et al. 2006), da es
ein Glykolipid-verankertes Membranglykoprotein ist, welches auf Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird (Tesfaigzi und Daheshia 2006, Braun et al. 2010). Es
dient als Rezeptor fiir den Komplex aus bakteriellem LPS und LPS-Bindungsprotein
und ist gleichzeitig mit dem Toll-like Rezeptor 4 auf der Zelloberflache assoziiert
(Wagner et al. 2013) und somit an der pro-inflammatorischen Wirkung beteiligt. Aus
diesem Grund sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden, ob die eMSC
tatsachlich das gesamte funktionelle CD14-Molekill oder nur einen Teil davon
exprimieren, oder ob die eMSC eventuell I16sliches CD14 binden, welches in FBS und
ePL vorhanden ist, da das Phanomen in beiden Medien auftrat. In der Publikation 1
wurden aufgrund dieser neuen interessanten Beobachtung die Ergebnisse zu beiden
Antikdrpern mithilfe eines Supplements (Supplement 2) angefiigt, wo die beiden
Antikérper an equinen PBMC und eMSC in 10 % FBS und 10 % ePL-Medium
untersucht wurden. Die Varianz zwischen den beiden Antikdrpern verdeutlicht das
Problem bei der Immunophanotypisierung equiner Zellen. Da es nur wenige
kommerziell erhaltliche Antikorper fir Pferde gibt, muss haufig auf Antikorper gegen
andere Spezies zuriickgegriffen werden, die dann zunachst validiert und etabliert

werden muissen.

Die tripotente Differenzierung der eMSC in Passage 2 wurde jeweils mit kommerziell
erhéltlichen Differenzierungsmedien (Gibco®, ThermoFisher Scientific) nach einer
Kultivierung in 10 % FBS-, 10 % ePL- und 2,5 % ePL-Medium durchgeflihrt und wie
zuvor beschrieben, ausgewertet (Brandt et al. 2018). Auf eine Differenzierung der
eMSC in 5% ePL-Medium wurde verzichtet, da sich bereits in vorherigen Versuchen
gezeigt hatte, dass die eMSC in héher konzentriertem ePL-Medium eine bessere
Expansion aufweisen als in geringer konzentriertem und somit wurde nur eine niedrige
ePL-Konzentration mit dem 2,5 % ePL-Medium untersucht. Fir die adipogene
Differenzierung musste dem Differenzierungsmedium Kaninchenserum zugesetzt
werden, um die Lipidvakuolenbildung zu aktivieren. Zur Auswertung wurde eine Oil
Red O-Farbung kombiniert mit einer Hamatoxylin-Gegenféarbung angewandt. Die

Intensitat der adipogenen Differenzierung wurde von zwei verblindeten Personen
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anhand eines Punktesystems, das wie zuvor beschrieben (Gittel et al. 2013) auf dem
Prozentsatz der differenzierten Zellen sowie der GroRe und Anordnung der
Lipidtropfen in diesen Zellen basierte, bewertet. Bei der osteogenen Differenzierung
wurde eine von Kossa-Farbung zum Nachweis der extrazelluldren Mineralisierung
durchgefihrt. Wahrend in anderen Studien die quantitative Beurteilung der
osteogenen Differenzierung mittels einer Absorption bei 492 nm fir gefarbte
differenzierte und undifferenzierte Kontrollen stattfand, wurden in Publikation 1
lichtmikroskopische Aufnahmen erstellt und daran die mittleren Graustufenwerte mit
der Software Fiji Image J extrahiert und evaluiert. Die chondrogene Differenzierung
wurde in Pelletkultur untersucht und die anschlieBend von den Pellets angefertigten
Paraffinschnitte mit Alcianblau und Masson's Trichrom geférbt. Die Bewertung der
chondrogenen Differenzierung erfolgte durch zwei verblindete Personen auf der
Grundlage des Grogan Scores (Grogan et al. 2006). Eine entsprechende Adaptation
des Scores an die zwei unterschiedlichen Farbungen wurde durchgefiihrt und im
Supplement 1 der Publikation 1 aufgefuhrt. Wie schon bei der osteogenen Differen-
zierung wurden auch fiir die chondrogene Differenzierung lichtmikroskopische
Aufnahmen erstellt und diese zur Auswertung der Qualitdt der chondrogenen
Differenzierung genutzt. Dafiir wurde bei den Aufnahmen mithilfe der Software Fiji
Image J vergleichbar zu Ruifrok und Johnston (2001) eine Farbdekonvolution und
Binarisierung durchgefiihrt und anschlielRend der prozentuale Anteil der jeweiligen
Farbekomponenten der gefarbten Pellets bestimmt. Das Verhaltnis aus Knorpelmatrix-
und Gegenfarbung wurde ermittelt und zusatzlich zum Groganscore zur Beurteilung
der chondrogenen Differenzierung der eMSC nach einer Kultivierung in den drei
verschiedenen Medien herangezogen. Optimal ware eine weitere Auswertung der
chondrogenen Differenzierung durch eine qPCR oder Proteinanalyse gewesen,
allerdings konnte dies aufgrund unzureichender Zellzahlen in einigen eMSC-Proben,
die mit 2,5 % ePL-Medium kultiviert wurden, nicht ausgefiihrt werden. Die eMSC in 10
% ePL-Medium zeigten eine schwachere chondrogene Differenzierung als die eMSC
in 10 % FBS- und 2,5 % ePL-Medium. Im Gegensatz dazu beschrieben andere Studien
eine gesteigerte chondrogene Differenzierung mit ePL- und hPL-Medium (Mishra et al.
2009, Shih et al. 2011, Gottipamula et al. 2012, Naskou et al. 2018). Eine mdgliche
Erklarung fir diese beobachtete Diskrepanz konnten zusatzlich bendtigte
Waschschritte zur vollstandigen Entfernung des ePL sein, die durchgeflihrt werden
sollten, bevor die eMSC in das Differenzierungsmedium Uberfihrt werden. In diesem
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Zusammenhang scheinen weitere Untersuchungen notwendig zu sein, um die

Differenzierung mit ePL-Medium zu optimieren.

Fir die gesamte Publikation 1 wurden die eMSC nur in 3 Passagen untersucht, da die
eMSC bei Pferden in der Regel nur bis Passage 3 oder 4 therapeutisch eingesetzt
werden. Der Grund daflr ist, dass die eMSC bis zu diesem Zeitpunkt als stabil
angesehen werden und erst danach die Entwicklung genetischer Instabilitdten beginnt
(Yang et al. 2018). Dementsprechend wurden die Untersuchungen der eMSC in den
verschiedenen Medien auf die Passagen 2-4 beschrankt, da die Ergebnisse so auch

Hinweise fiir die spatere klinische Anwendung liefern.

5.1.2 Diskussion der Ergebnisse

Vorrangiges Ziel der ersten Studie dieser Dissertation war die Herstellung eines
standardisierten ePL und die weitere Evaluierung des gewonnenen ePL als
Zellkultursupplement bei der In-vitro-Kultivierung von eMSC im Vergleich zu FBS. In
der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Buffy-Coat-Methode verwendet, um ein
standardisiertes ePL herzustellen. Die Buffy-Coat-Methode entspricht dem aktuellen
Stand der Technik in der Humanmedizin und unterstitzt durch eine wissenschaftliche
Kooperation mit Dr. Hatim Hemeda PL BioScience GmbH, konnten Standardisierung
und Qualitatskontrollen bei der ePL-Herstellung in Anlehnung an den Ablauf bei der
Produktion von hPL erfolgen. Wahrend der ePL-Herstellung wurden mehrere
Qualitétskontrollen in verschiedenen Verarbeitungsschritten sowie im fertigen
gepoolten ePL durchgefiihrt. Mittels bakteriologischer/mykologischer sowie virolo-
gischer Untersuchungen wurden weder in den Vollblutproben der Spender noch im
endgiiltigen ePL-Pool bakteriologische/mykologische Verunreinigungen festgestellt.
Ein Spenderpferd wurde jedoch positiv auf Herpesviridae getestet. Das ePL dieses
Pferdes wurde nicht in das Endprodukt mit aufgenommen und die gewonnenen Daten

dieses Pferdes wurden von allen Analysen ausgeschlossen.

Entsprechend der Anforderungen an die Qualitatskontrollen bei der Herstellung von
TKs in der Humanmedizin wurden auch fur Publikation 1 das Volumen, die
Thrombozyten-, Leukozyten- und Wachstumsfaktorkonzentrationen sowie der pH-

Wert der unterschiedlichen Vorstufen der ePL-Herstellung bestimmt. Somit konnte aus
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einem Vollblutvolumen von 504,9 ml im Median (IQR: 25,7) ein TK-Volumen von 86,2
ml im Median (IQR: 7,1) pro entnommenem Blutbeutel gewonnen werden. Dies erfullt
die Anforderungen der Humanmedizin, wo aus einem Vollblutbeutel > 40 ml TK mit
mindestens 60 x 10° Thrombozyten gewonnen werden miissen (Guide to the
preparation, use and quality assurance of blood components 2020). In der
Veterindrmedizin existieren bisher noch keine vergleichbaren Anforderungen an die
Qualitatskontrollen, weshalb fir die Publikation 1 die humanmedizinischen
Anforderungen als Richtwerte verwendet wurden. Durch die Buffy-Coat-Methode
wurden im Median 70,2 % (IQR: 19,3) der Thrombozyten aus dem Vollblut im TK
zuriickgewonnen und eine Gesamtthrombozytenzahl von 484 x 10°L erreicht, was
einer 4,2-fachen Erhéhung der Thrombozytenkonzentration entsprach. Im Vergleich
dazu lagen die Thrombozytenkonzentrationen in anderen equinen Studien zur ePL-
Herstellung zwischen 591 x 10%L und 1 000-2 000 x 10%L unter Verwendung der
PRP-Methode mit mehreren Zentrifugationen (Del Bue et al. 2007, Seo et al. 2013,
Russell und Koch 2016, Gilbertie et al. 2018, Bozorgmanesh et al. 2019, Yaneselli et
al. 2019) und 350 * 106 x 10%L bis 357 + 177 x 10%L durch Thrombozytapherese
(Sumner et al. 2017, Naskou et al. 2018) (Tabelle 3 Publikation 1). Daten zur Buffy-
Coat-Methode fiir die ePL-Herstellung liegen bisher zum Vergleich nicht vor. Allerdings
lag die Thrombozytenkonzentration in der Publikation 1 in der gleichen GroRen-
ordnung wie fir die PRP-Methode in anderen Studien beschrieben (Del Bue et al.
2007, Seo et al. 2013, Russell und Koch 2016, Gilbertie et al. 2018, Bozorgmanesh et
al. 2019, Yaneselli et al. 2019) und sogar hoher als die Thrombozyten-
konzentrationen, die durch Thrombozytapheresen erzielt wurden (Sumner et al. 2017,
Naskou et al. 2018). Des Weiteren entspricht die erlangte Thrombozytenkonzentration
der equinen TKs ebenfalls der GroRenordnung der Thrombozytenkonzentration (100—
10 000 x 10°L) (Burnouf et al. 2016) in humanen TKs und erflllt somit gleichzeitig

auch die Anforderungen der humanen Qualitatskriterien an ein TK.

Von den Leukozyten aus dem Vollblut wurden im Median 6,3 % (IQR: 2,6) in den TKs
zurlickgewonnen und somit eine Leukozytenkonzentration von rund 2 x 10%L in den
TKs erreicht, was einer 0,4-fachen Reduktion der Leukozyten entspricht. Der Richtwert
in der Humanmedizin liegt bei einer Leukozytenkonzentration von 0,05 x 10° pro
Einheit (Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components
2020). In der vorliegenden Arbeit lag die Leukozytenkonzentration pro Einheit bei 0,15

x 10° und somit nur minimal oberhalb der Richtwerte der Humanmedizin. Dennoch
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zeigte sich, dass eine Thrombozytapherese zwar kostspieliger ist und spezielle Gerate
erfordert, aber im Hinblick auf die Leukozytenkonzentration mit 0,15 x 10°L ein noch
besseres Ergebnis bei der Leukozytenreduktion im Vergleich zur Buffy-Coat-Methode

erzielt (Sumner et al. 2017).

Das fur die Zellkulturexperimente verwendete gepoolte ePL wies eine PDGF-BB-
Konzentration von 3,8 ng/ml auf, wahrend FBS eine PDGF-BB-Konzentration nahe
oder unterhalb der Nachweisgrenze des Assays aufwies. Die Konzentration von TGF-
B1 betrug 3,96 ng/ml im ePL und 3,4 ng/ml im FBS. Die Wachstumsfaktorkonzen-
trationen in den TKs befanden sich in einem ahnlichen Bereich wie die des ePL. Dies
deutet darauf hin, dass die Lyse der Thrombozyten bereits nach einem Gefrierschritt,
der fur die Lagerung der TK-Proben bis zur Durchfihrung der ELISA-Analysen
erforderlich war, nahezu vollzogen ist. Unerwarteterweise zeigte sich eine Diskrepanz
zwischen dem Median der TGF-B1-Konzentration der einzelnen Lysate der Pferde und
der gemessenen Konzentration im gepoolten ePL, was darauf hindeutet, dass eine
TGF-B1-Aktivierung wahrend der letzten Verarbeitungsschritte stattfindet, die
moglicherweise zu sukzessive weniger aktivierbarem TGF-B1 im gepoolten ePL fiihrt.
Dieses Ergebnis sollte weiter untersucht und die verwendeten Verfahren oder
Materialien analysiert und gegebenenfalls verbessert werden. In frilheren Studien,
welche die PRP-Methode oder Thrombozytapheresen zur ePL-Produktion verwendet
haben, wurden ahnliche (PDGF-BB: 3,5 ng/ml und TGF-1: 6,1 ng/ml) (Sumner et al.
2017) oder sogar héhere (PDGF-BB: 5,2 ng/ml und TGF-31: 24,5 ng/ml) (Russell und
Koch 2016) Wachstumsfaktorkonzentrationen im ePL ermittelt. In einer anderen
Studie, in der ebenfalls der Quantikine ELISA zur Bestimmung der PDGF-BB-
Konzentration verwendet wurde, konnte in gleicher Weise kein PDGF-BB im FBS
nachgewiesen werden (Russell und Koch 2016). Jedoch sollte in diesem
Zusammenhang beachtet werden, dass die gemessenen Wachstumsfaktorkonzen-
trationen nicht nur je nach PL-Herstellungsverfahren variieren, sondern dass sie auch
durch die Spezifitat des ELISA beeinflusst werden (Doucet et al. 2005, Textor und
Tablin 2012, Sumner et al. 2017), so dass direkte Vergleiche zwischen Studien oder
Proben von verschiedenen Spezies nicht immer eindeutig méglich sind. Fur bovine
Proben wie das FBS ist eine vergleichbare Homologie zu humanem PDGF-BB bisher
nicht bekannt und somit kann eine nicht vorhandene Spezifitat des Assays der Grund
fiir geringe bzw. nicht detektierbare PDGF-BB-Konzentrationen im FBS sein. Ob dies

die Ursache fir die in bisherigen Studien gering erscheinende PDGF-BB-
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Konzentration im FBS ist, sollte in weiterflihrenden Untersuchungen mit einem fir die

bovine Spezies validierten ELISA evaluiert werden.

Des Weiteren wurde bereits berichtet, dass Rasse, Geschlecht und Alter der Spender
das Wachstumsfaktorprofil der equinen TKs beeinflussen. Weibliche Pferde und
Pferde im Alter von < 5 Jahren wiesen signifikant hdhere Konzentrationen an PDGF-
BB und TGF-B1 in Blutprodukten auf. Fiir PDGF-BB wurde dies auch bei Ponyrassen
beobachtet (Giraldo et al. 2013). Diese Ergebnisse wurden in Publikation 1 teilweise
reproduziert, wobei die Thrombozyten- und Wachstumsfaktorkonzentrationen in den
TKs und Lysaten negativ mit dem Alter der Pferde korreliert waren. Um die
individuellen Schwankungen auszugleichen und einheitliche Chargen herzustellen,
wurde das ePL der 19 Pferde gepoolt. Dennoch bleibt es empfehlenswert, die
Blutproben von jungen Spenderpferden einheitlicher Rassen zu entnehmen, um ein

TK und ePL von hoher Qualitat zu erhalten.

Zusatzlich zur Analyse der Thrombozyten-, Leukozyten-, und Wachstumsfaktor-
konzentrationen wurden der Elektrolyt-, Glukose-, Laktat-, Totalprotein- und
Albumingehalt der unterschiedlichen Vorstufen der ePL-Herstellung in Anlehnung an
die Qualitatskontrollen beim FBS bestimmt. Dabei ergab sich ein stabiler pH-Wert bei
den unterschiedlichen Vorstufen. Die Elektrolyt-, Glukose-, Laktat-, Totalprotein- und
Albuminkonzentrationen zeigten in den Proben aus der Lysatherstellung geringe
Unterschiede zum Serum, was durch die Bindung an und/oder die Verdiinnung durch
das verwendete Antikoagulans CPD erklart werden kann. Ein Zusammenhang mit der
Verarbeitung des Blutes konnte bei den Veranderungen nicht hergestellt werden. Im
Vergleich zum FBS waren die Glucose- und Proteinkonzentrationen im equinen Serum
und in allen Schritten der Lysatherstellung héher als im FBS, wahrend die Kalium- und
Laktatkonzentrationen im FBS hoher waren, was auf speziesspezifische Unterschiede

zurlckgefiihrt werden kann.

Das gewonnene gepoolte ePL wurde schliefllich mit FBS im Hinblick auf die Eignung
als Zellkultursupplement fiir die In-vitro-Kultivierung von aus Fettgewebe gewonnenen
eMSC verglichen. Dabei wurde das ePL entsprechend friheren Empfehlungen
(Naskou et al. 2018) in drei unterschiedlichen Konzentrationen angewandt (2,5 %, 5
% und 10 %), wohingegen das FBS nur in der standardmaRig verwendeten Konzen-

tration (10 %) genutzt wurde. Die eMSC zeigten in allen Medien die charakteristische

105



Diskussion

fibroblastenahnliche Morphologie, allerdings war die Form der eMSC, die mit ePL-
Medium kultiviert wurden, eher rundlich und sie schienen in dichteren Clustern zu
wachsen. Das Wachstum in dichteren Clustern konnte bei den eMSC mit ePL-Medium
in einer anderen equinen Studie ebenfalls nachvollzogen werden, hingegen
erschienen dort die eMSC kleiner und spindelférmiger als die mit FBS-Medium (Seo
et al. 2013). Diese subtil unterschiedliche Morphologie der eMSC mit ePL-Medium
kénnte auch auf die verschiedenen Quellen der eMSC zurlickzufiihren sein, da in der
Studie von Seo et al. (2013) Knochenmark-eMSC und in der hier vorliegenden Studie
Fettgewebe-eMSC verwendet wurden. Wie bereits beschrieben, kdnnen die MSC aus
verschiedenen Quellen unterschiedliche Eigenschaften bezuglich der Proliferations-

und Differenzierungskapazitat haben (Burk et al. 2013).

Bei der Analyse der Proliferationskinetik konnte die konsistenteste Lebensfahigkeit
und Proliferation bei den eMSC, die mit 10 % ePL-Medium kultiviert wurden,
beobachtet werden. Allerdings war die Konfluenz an Tag 5, die Generationszeit und
die metabolische Aktivitdt der eMSC mit 10 % ePL- und 10 % FBS-Medium &ahnlich.
Mit 5 % ePL-Medium war die Proliferation sehr variabel und mit 2,5 % ePL-Medium
auBerst unzureichend, wodurch die Konfluenz in 2,5 % ePL-Medium am geringsten
war und die Generationszeit in 5 % ePL-Medium langer als in 10 % FBS-Medium. Hier
ist anzumerken, dass die Berechnung der Generationszeit bei einer von vier Proben
in 5 % ePL-Medium und bei allen vier Proben in 2,5 % ePL-Medium zu negativen
Ergebnissen fihrte, so dass diese Werte von den weiteren Vergleichsanalysen
ausgeschlossen werden mussten. Interessanterweise gab es jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die metabolische
Aktivitat der eMSC. Allerdings konnte in einer weiterfliihrenden Studie mit teilweise den
gleichen eMSC und der gleichen Charge ePL gezeigt werden, dass die metabolische
Aktivitat der eMSC, die mit 10 % ePL-Medium kultiviert wurden, im Vergleich zu FBS-
und 2,5 % ePL-Medium am héchsten war (Hagen et al. 2022). Das insuffiziente
Wachstum der eMSC mit niedriger konzentriertem ePL-Medium steht im Widerspruch
zu den Ergebnissen aus der Humanmedizin. Dort bewirkte das 5 % hPL-Medium eine
signifikante Erhéhung der Proliferationsrate der hMSC im Vergleich zur Supplemen-
tierung mit FBS (Griffiths et al. 2013). Hier werden artspezifische Unterschiede
deutlich. Denn im Gegensatz zu 5 % hPL-Medium, wo der Wachstumsfaktorgehalt
optimal fiir die Proliferation der hMSC ist, reicht der Wachstumsfaktorgehalt in 5 %

oder 2,5 % ePL-Medium nicht aus, um eine konsistente Proliferation der eMSC zu
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unterstitzen. Eine modgliche Ursache hierfliir kénnten die unterschiedlichen
Thrombozytenkonzentrationen in humanem und equinem Vollblut sein. Der
Referenzbereich fir Thrombozyten beim Menschen liegt bei 150—-450 x 10°/L (Burnouf
et al. 2016), bei Pferden jedoch nur bei 94-232 x 10%/L (Stokol 2020). Auch wenn die
Thrombozytenzahl in den equinen TKs der vorliegenden Studie den humanen
Richtwerten entsprach, kann die héhere Thrombozytenzahl im Vollblut des Menschen
dennoch zu héheren Thrombozytenzahlen in den humanen TKs fuhren. Aufgrund
dessen ist es nicht Uberraschend, dass die flir hPL berichteten
Wachstumsfaktorkonzentrationen (Klatte-Schulz et al. 2018) héher erscheinen als in
ePL, was erklaren konnte, dass weniger hPL bendtigt wird, um die Proliferation zu

unterstitzen.

Die Proliferationsergebnisse in der Publikation 1 stimmen mit den Erkenntnissen
zweier anderer equiner Studien Uberein, von denen eine die PRP-Methode (Seo et al.
2013) und die andere die Thrombozytapherese (Naskou et al. 2018) zur Herstellung
der TKs und des ePL verwendet hat. Dartiber hinaus zeigten zwei weitere equine
Studien eine dosisabhangige Proliferation der eMSC in ePL-Medium (Del Bue et al.
2007, Russell und Koch 2016). Doch nur bei einer Supplementierung mit 20 % ePL
wurde die Proliferation der eMSC im Vergleich zu FBS deutlich erhéht (Yaneselli et al.
2019). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen mit eMSC fiihrte eine Kultivierung der
hMSC aus Knochenmark und Fettgewebe mit hPL-Medium im Vergleich zu FBS-
Medium zu einer erhéhten Proliferation der hMSC (Doucet et al. 2005, Blande et al.
2009, Cholewa et al. 2011, Becherucci et al. 2018).

Der Immunophénotyp der eMSC nach der Kultivierung mit 10 % FBS- oder 10 % ePL-
Medium wurde in dieser Studie mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Diese Analyse
ergab, dass der Immunophanotyp der eMSC, die in FBS- oder ePL-Medium kultiviert
wurden, ahnlich ist. Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Expression der
Inklusionsmarker CD29, CD44, CD90, CD73 und CD105, wahrend CD73 und CD105
in allen Medien weitestgehend negativ waren. Darliber hinaus wiesen die eMSC auch
keine Expression der Exklusionsmarker CD34, CD45 und MHC Il auf. Diese
Beobachtungen sind vergleichbar mit anderen equinen und humanen Studien, bei
denen eine ahnliche Expression von Oberflachenmarkern in verschiedenen Medien
beobachtet wurde (Doucet et al. 2005, Horn et al. 2010, Mojica-Henshaw et al. 2013,
Yaneselli et al. 2019, Even et al. 2022). Das Fehlen von CD73 in eMSC steht ebenfalls

107



Diskussion

im Einklang mit den meisten friiheren equinen Studien (Ranera et al. 2011, De
Schauwer et al. 2012, Paebst et al. 2014, Hillmann et al. 2016), wahrend CD105 in
friheren Studien sowohl eine hohe (Braun et al. 2010) als auch eine sehr niedrige oder
variable Expression gezeigt hat (Ranera et al. 2011, De Schauwer et al. 2012, Paebst
et al. 2014). In einer Studie wurde eine CD45+-Population in den eMSC
nachgewiesen, deren Anteil nach einer Kultivierung mit FBS-Medium deutlich hdher
als nach einer Kultivierung mit ePL-Medium war (Naskou et al. 2018). Des Weiteren
wurde ebenfalls dariber berichtet, dass die eMSC mit FBS-Medium einen héheren
Prozentsatz CD90 exprimierten als mit ePL-Medium (Naskou et al. 2018). Im
Gegensatz dazu stellte sich in der hier aufgefiihrten Studie die konsistenteste
Expression von CD90 in eMSC, die mit 10 % ePL-Medium kultiviert wurden, dar und
die Expression von CD45 war in allen Medien fast nicht nachweisbar. Die CD14-
Expression variierte abhangig vom verwendeten Antikérper. So konnte CD14 auf der
Mehrheit der eMSC nachgewiesen werden, wenn ein pferdespezifischer Antikdrper fiir
CD14 (Klon 105, Kabithe et al. 2010) verwendet wurde, wie es auch in der Literatur fur
diesen Antikorper-Klon bereits beschrieben wurde. Unter Verwendung eines Anti-
Human-CD14-Antikérpers (Klon 134620) konnte keine Expression von CD14 auf den
eMSC nachgewiesen werden, was im Einklang mit der Empfehlung der ISCT steht,
wonach CD14 auf Monozyten, aber nicht auf MSC vorliegen sollte (Dominici et al.
2006). In vorherigen equinen Studien, welche ebenfalls den Anti-Human-CD14-
Antikdrper verwendeten, konnte eine Expression von CD14 auf Monozyten, aber nicht
auf eMSC nagewiesen werden (Paebst et al. 2014). Da aber die genaue Spezifitat
dieses Anti-Human-CD14-Antikorpers fir equines CD14 bisher noch nicht endgiiltig
geklart ist (Tesfaigzi und Daheshia 2006, Braun et al. 2010), sollten weitere
Untersuchungen zur CD14-Expression der eMSC durchgefiihrt werden. In der
vorliegenden Studie wurden im Supplement 2 die Ergebnisse zu beiden Antikorpern
mit equinen PBMC und eMSC nach einer Kultivierung mit 10 % FBS- und 10 % ePL-

Medium dargestellt.

Bei der tripotenten Differenzierung zeigten die eMSC in den verschiedenen Medien in
Ubereinstimmung mit frilheren Studien keine signifikanten Unterschiede in der
osteogenen und adipogenen Differenzierung (Doucet et al. 2005, Schallmoser et al.
2007, Ben Azouna et al. 2012, Naskou et al. 2018). Uberraschenderweise
differenzierten sich auch die eMSC, die mit 2,5 % ePL-Medium kultiviert wurden

problemlos in Adipozyten und Osteozyten, obwohl die Proliferation in diesem Medium

108



Diskussion

eher insuffizient war. Bei der chondrogenen Differenzierung mit 10 % ePL-Medium
ergaben sich unerwartete Ergebnisse, denn die eMSC in 10% ePL-Medium wiesen
eine geringere chondrogene Differenzierung als die eMSC in 10 % FBS- oder 2,5 %
ePL-Medium auf. Dieses Ergebnis stand im Gegensatz zu anderen Studien, in denen
berichtet wurde, dass die chondrogene Differenzierung von eMSC und hMSC durch
die Kultivierung mit PL verbessert wurde (Mishra et al. 2009, Shih et al. 2011,
Gottipamula et al. 2012, Naskou et al. 2018). AuRerdem wurde bereits nachgewiesen,
dass MSC wahrend der chondrogenen Differenzierung die chondrogenen Marker
Aggrecan und Sox 9 sowie die extrazellulare Knorpelmatrix je nach Konzentration der
Wachstumsfaktoren aus den Thrombozyten exprimieren (Prins et al. 2009, Mishra et
al. 2009, Shih et al. 2011, Rubio-Azpeitia und Andia 2014). Eine entscheidende Rolle
fur die chondrogene Differenzierung scheint TGF- zu spielen (Grimaud et al. 2002,
Chapman et al. 2020). Eine Dysbalance oder Inhibition der Differenzierung durch
andere Faktoren im ePL, die im 10 % ePL-Medium hoher konzentriert sind als im 2,5
% ePL-Medium, kénnten eine mdgliche Erklarung fur die schwachere Differenzierung
der eMSC nach der Kultivierung in 10 % ePL-Medium sein. Daher lasst sich vermuten,
dass eventuell umfangreichere Waschschritte notwendig sind, um das ePL vollstadndig
zu entfernen, bevor die eMSC in das chondrogene Differenzierungsmedium uberfiihrt
werden. Somit sollten in diesem Zusammenhang weitere Untersuchungen bezlglich

der chondrogenen Differenzierung der eMSC mit ePL-Medium durchgefiihrt werden.

5.1.3 Interpretation der Publikation 1 in Bezug auf die gestellten Hypothesen

Das Ziel der ersten Studie, ein standardisiertes Protokoll zur ePL-Herstellung zu
etablieren, wurde in der Arbeit zu Publikation 1 erfolgreich umgesetzt. Dabei erwies
sich die vor der Durchfiihrung der Studie aufgestellte erste Hypothese, dass die Buffy-
Coat-Methode nitzlich ist, um equine TKs mit erhdhter Thrombozyten- und erniedrigter
Leukozytenzahl herzustellen, als korrekt. Es konnte in der vorliegenden Studie das
erste Buffy-Coat-basierte ePL in Anlehnung an die humanmedizinischen Standards
hergestellt werden, welches eine 4,2-fach erhéhte Thrombozyten- und eine 0,4-fach
reduzierte Leukozytenkonzentration aufwies. Nach der erfolgreichen Herstellung des
ePL konnte auch das weitere Ziel der ersten Studie, das ePL als Zellkultursupplement

bei der In-vitro-Kultivierung von eMSC im Vergleich zu FBS besonders im Hinblick auf
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die Beeinflussung der zellspezifischen Charakteristika der eMSC zu untersuchen,
erfolgreich umgesetzt werden. Hierbei erwies sich auch die zweite aufgestellte
Hypothese, dass die eMSC nach einer Kultivierung mit den verschiedenen
Zellkultursupplementen ePL und FBS ahnliche zellspezifische Charakteristika
aufweisen, als korrekt. In der Publikation 1 wurden zwar nur die von der ISCT als
Basischarakterisierung der MSC vorgegebenen Eigenschaften im Vergleich zwischen
ePL- und FBS-Medium untersucht, allerdings zeigten sich hier zwischen den Medien
keine groReren Unterschiede und das 10 % ePL-Medium unterstitzte die Proliferation
der eMSC a&hnlich wie das FBS-Medium. Somit kann das ePL als eine
vielversprechende Alternative zum FBS angesehen werden und ist in der Lage die
eMSC-Kultivierung zu verbessern. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der
Publikation 1 sollten weitere Untersuchungen der funktionellen Eigenschaften der
eMSC mit ePL durchgefiihrt werden, wie es in der nachfolgenden Publikation 2 erfolgt

ist.

5.2 Publikation 2 — Funktionelle Eigenschaften der eMSC mit ePL-Medium
5.2.1 Reflexion von Material und Methoden

In der ersten Studie (Publikation 1) wurde das ePL standardisiert hergestellt und in
Zellkulturexperimenten zur Basischarakterisierung untersucht, wobei gezeigt werden
konnte, dass dieses ePL die Expansion und Differenzierung von eMSC vergleichbar
zum FBS-Medium unterstitzt, wenn es in der gleichen Konzentration (10 %)
verwendet wird (Hagen et al. 2021, Hagen et al. 2022). Da MSC jedoch in der Lage
sind, ihre Funktionen an ihre Umgebung anzupassen (Vallés et al. 2015, Luk et al.
2017), ist es vor der Einflhrung dieses ePL in die klinische Anwendung von
entscheidender Bedeutung den Effekt des ePL auf die Zellfitness, Sicherheit und
funktionellen Eigenschaften der eMSC ausfiihrlich zu untersuchen. Somit war es das
Ziel der zweiten In-vitro-Studie, den Einfluss des gewonnenen ePL auf die
funktionellen Eigenschaften der eMSC, wie Zellfitness oder pro-angiogenes Potenzial,

vergleichend zum FBS zu analysieren.

Hierfir wurden eMSC mit den in Publikation 1 beschriebenen Methoden aus

Fettgewebe von aus anderen Grinden euthanasierten Pferden oder im
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Zusammenhang mit einer vorherigen Studie der eigenen Arbeitsgruppe
(Landesdirektion Leipzig TV34/13) (n = 7) isoliert und in den drei unterschiedlichen
Kulturmedien entweder mit 10 % FBS, 10 % ePL oder 2,5 % ePL kultiviert. Das
verwendete ePL entsprach dem mittels Buffy-Coat-Methode und Gefrier-/Auftauzyklen
gewonnenen gepoolten ePL aus der Arbeit zu Publikation 1 und wurde in der hier
beschriebenen Studie in der gleichen Charge verwendet. Eine mdgliche Beeinflussung
der Zellfitness kdnnte durch den Supplementwechsel entstanden sein, da alle eMSC
in FBS-Medium isoliert und kryokonserviert und erst nach dem Auftauen teilweise in
ePL-Medium uberfiihrt wurden. Zwar wurden die eMSC in der Publikation 1 ebenfalls
zuerst in FBS-Medium isoliert und kryokonserviert, was zu keiner offensichtlichen
Beeinflussung der eMSC gefiihrt hat, allerdings ist es dennoch ungewiss, inwiefern
dieser Supplementwechsel einen Einfluss auf die eMSC hatte. Es konnte bereits
nachgewiesen werden, dass hMSC, die nach einer Kultivierung in FBS-Medium in
hPL-Medium Uberflihrt wurden, eine verbesserte Proliferation, geringere Seneszenz
und kleinere ZellgroRe im Vergleich zu kontinuierlich in FBS-Medium kultivierten hMSC
aufwiesen (Griffiths et al. 2013).

Alle Experimente zur Zellfithess-Analyse wurden mit eMSC von n = 5 der 7 Spender
als biologische Replikate durchgefiihrt, wobei die gleichen Spender fir die Zellfitness-
Analysen und die Karyotypisierung verwendet wurden. Fur die Angiogenese-Co-
Kultur-Assays wurden ebenfalls n = 5 der 7 Spender verwendet, wobei sich dort 2
Spender von den eMSC, die zur Zellfitness-Analyse verwendet wurden, aufgrund nur

begrenzt zur Verfligung stehender Zellzahlen unterschieden.

Nach der Adaptation an die unterschiedlichen Kulturmedien wurden die eMSC in die
verschiedenen Versuchsansatze (berfihrt. MSC haben nur eine begrenzte
Replikationskapazitat und nach einer bestimmten Anzahl von Teilungen treten diese
Zellen entweder in einen seneszenten Zustand ein oder sterben durch den
programmierten Zelltod (Apoptose) (Campisi und Di d'Adda Fagagna 2007, Childs et
al. 2014). Da diese Stressreaktionen durch veranderte Zellkulturbedingungen
ausgel6st werden kénnen (Schallmoser et al. 2010, Neri 2019), wurden die Seneszenz
und Apoptose der eMSC untersucht. Fir letzteres wurde ein Apoptose- und Nekrose-
Assay fir lebende Zellen verwendet (RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and
Necrosis Assay, Promega, Mannheim, Deutschland), der die Exposition des

Apoptosemarkers Phosphatidylserin an der duReren Zellmembran misst und das
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Ausmafd der Nekrose mit einem fluoreszierenden und zellundurchlassigen DNA-

Farbstoff bestimmt.

Entsprechend der Empfehlungen, dass bei der Beurteilung therapeutischer Zell-
praparate auch die zellulare Seneszenz als Qualitatskriterium untersucht werden sollte
(Turinetto et al. 2016), wurde in der Publikation 2 ein zellularer Seneszenz-Assay
(ENZ-KIT129-0120, Enzo Life Sciences (ELS) AG, Lausen, Schweiz) gemaR der
Herstelleranweisungen in Passage 3 und 5 durchgefiihrt. Seneszenz-assoziierte 3-
Galactosidase (SA-B-Gal) ist derzeit der am haufigsten verwendete Biomarker fir
seneszente Zellen. Das Farbeverfahren ist einfach und zuverldssig, aber die
Ergebnisse lassen sich kaum quantifizieren und es werden fast ausschlief3lich die
vergrofierten, spat-seneszenten Zellen positiv fiir SA-B-Gal gefarbt, was die Detektion
der frih-seneszenten Zellen ausschlief3t (Turinetto et al. 2016). Eine weitere
Mdoglichkeit die Seneszenz der MSC zu ermitteln, ist die Nutzung der Verkirzung der
Telomerlangen als Indikator fur die Seneszenz. Allerdings kann eine stressinduzierte
Seneszenz auch unabhangig von der Zellteilung und Telomerverkiirzung auftreten und
kann somit durch diese Methode nicht erfasst werden (Turinetto et al. 2016). Auch die
Anzahl der Zellpassagen kann zur Vorhersage der replikativen Seneszenz genutzt
werden. Da aber die Aussaatdichten und der Zeitpunkt des Passagierens stark
variieren, flhrt die Anzahl der Passagen unter nicht-standardisierten Bedingungen zu
unzuverlassigen Ergebnissen. AulRerdem werden Ereignisse wie Apoptose, Nekrose
oder Verluste beim Passagieren nicht beachtet, was zeigt, dass eine Vorhersage, bei
welcher Passage sich MSC einem seneszenten Zustand nahern, schwierig ist
(Turinetto et al. 2016). Aus diesem Grund wurde hier ein kommerziell erhaltliches SA-
B-Gal Detektionskit verwendet, da dadurch quantitative Ergebnisse ermittelt werden
konnten, was mit einer Farbung fir SA-p-Gal, wie sie in anderen Studien verwendet
wurde (Griffiths et al. 2013, Sgndergaard et al. 2016), nicht so zuverlassig moglich ist
(Griffiths et al. 2013, Turinetto et al. 2016). Zu diesem Zweck wurden die eMSC mit
3.000 Zellen/cm? in einer 12-Well-Platte ausgesat und 5 Tage in ihrem entspre-
chendem Medium mit 10% FBS, 10% ePL oder 2,5% ePL inkubiert. An Tag 5 wurde
das Medium entfernt und die eMSC auf Eis mit einem Lysepuffer, der 0,5 %
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) enthielt, lysiert. Da sich die eMSC in den
Vorversuchen durch den Lysepuffer allein nicht ausreichend von der Plastikoberflache
der Wellplatte ablésten, wurden zusatzlich Zellschaber verwendet, um eine
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vollstandige Lyse der eMSC zu erreichen. AnschlieRend wurde das Lysat bei 14 000
x g fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand bei —80 °C eingefroren.
Nach der Probengewinnung von allen Spendern fand die Messung der SA-B-Gal-

Aktivitat an den aufgetauten Uberstdnden mit einem fluoreszierenden Substrat statt.

Da bei der In-vitro-Expansion von Zellen das Risiko einer genetischen Transformation
besteht (Roemeling-van Rhijn et al. 2013, Neri 2019) und aufgrund des immer gré3er
werdenden Interesses an der klinischen Verwendung von eMSC das Sicherheitsprofil
der kultivierten eMSC (berwacht werden muss, wurde eine Karyotyp-Analyse in
Kooperation mit Dr. Heidrun Holland und ihrem Team am Sachsischen Inkubator fiir
klinische Translation durchgefiihrt. In vorherigen Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass hMSC aus Knochenmark und Fettgewebe ein geringes Risiko der
Tumorigenitat aufweisen (Bernardo et al. 2007, Zaman et al. 2012, Roemeling-van
Rhijn et al. 2013). Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass zytogenetische Aberrationen
zu einer Verringerung oder einem Stillstand der Zellproliferation fiihren, woraus eine
Eliminierung der betroffenen Zellen resultiert (Alizadeh et al. 2018). Bei der Analyse
des eMSC Karyotyps in dieser Studie wurde nach einem zuvor beschriebenen
Protokoll fir eMSC vorgegangen (Raudsepp 2021). Nach einer Kultivierung der eMSC
in 10 % FBS- oder 10 % ePL-Medium wurde eine Chromosomenpraparation unter
Verwendung zytogenetischer Standardtechniken (Colcemid-Behandlung, hypoto-
nische Behandlung und Methanol/Essigsaure-Fixierung) durchgefiihrt. Mithilfe bereits
beschriebener Verfahren flr zytogenetische Analysen an Metaphasezellen (Seabright
1972a, 1972b) wurden reproduzierbare Bandenmuster durch die Behandlung mit
Trypsin und Farbung mit Giemsa (G-bands by trypsin using Giemsa [GTG]-Analysen)
erzeugt. Insgesamt wurden 125 Metaphasezellen pro Gruppe (25 Metaphasezellen
pro Probe) analysiert, um das klonale Auftreten von Chromosomenaberrationen
auszuschlieRen. Fur eMSC, die mit 2,5 % ePL-Medium kultiviert wurden, konnte keine
Karyotyp-Analyse durchgefiihrt werden, da aufgrund des insuffizienten Wachstums zu

wenige proliferierende eMSC fir die Analyse vorhanden waren.

Im zweiten Teil der Publikation 2 wurde der Einfluss des ePL auf das pro-angiogene
Potenzial der eMSC untersucht. Daftir wurden die Nabelschnire von n = 4 Fohlen in
der Kilinik flr Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Justus-Liebig-Universitat
in GieRen unmittelbar nach der Geburt entnommen und dann im Labor fir die

Isolierung von Endothelzellen fiir die Co-Kultur-Assays und Gewinnung von
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Arterienringen verwendet. Eine Schwierigkeit bei der Gewinnung der Nabelschniire
war das Management der Proben, da die unsterile Umgebung der Geburtswege und
der Stallumgebung bei der Geburt zu Kontaminationen des Probenmaterials fiihren
kénnen und damit auch zum Eintrag von Kontaminationen in die Zellkultur. Aus diesem
Grund wurden die Nabelschnire direkt nach der Geburt auf einer Lange von 10 cm
relativ plazentanah entnommen und in ein Transportgefal? mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS), versetzt mit 5 % Penicillin-Streptomycin, gegeben. Im Labor wurden
die Nabelschniire zunachst fiir 3 min in 70 %igem Ethanol gewaschen und dann erneut
mit PBS abgespllt. Diese antiseptische Vorgehensweise reichte in der hier
aufgefiihrten Studie zur Vermeidung von Kontaminationen aus. Allerdings war dies
Uberraschend, da zuvor berichtet wurde, dass nur Proben, die entweder fiir 24 h in
Medium mit 5 % Penicillin-Streptomycin und 2 % Amphotericin B gelagert oder welche
die erst mit Chlorhexidin desinfiziert und dann in antibiotikahaltiges Medium tberfuhrt

wurden, fir die Zellkultur geeignet sind (Bartholomew et al. 2009, Passeri et al. 2009).

Die Nabelschnurvene und das Wharton's-Jelly-Gewebe wurden entfernt und die
Nabelschnurarterien freiprapariert. Die eine Nabelschnurarterie wurde zur Gewinnung
von Endothelzellen fir die Co-Kultur-Assays verwendet und die andere fir den
Arterien-Ring-Assay. Die Endothelzellen wurden aus der Nabelschnurarterie durch
Kollagenase-Digestion isoliert wie bei Jaffe et al. (1973) fir die Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells [HUVEC]) beschrieben.
Aufgrund der GroéfRe und Dicke der equinen Nabelschnurarterie im Vergleich zur
humanen wurde die Inkubationszeit in der vorliegenden Arbeit von 15 min (Jaffe et al.
1973) auf 30 min verlangert. Die gewonnenen equinen Endothelzellen wurden bis zur
Kryokonservierung in 10 % FBS-Medium kultiviert.

Die primaren Wirkmechanismen der MSC beruhen auf parakrinen Signalen und Zell-
Zell-Kontakten, wodurch die MSC die Endothelzellen bei der Neovaskularisierung als
perivaskulare Zellen unterstitzen und die neu formierten GeféRe stabilisieren (Goerke
et al. 2012). Es wurde beschreiben, dass die MSC sich in diesem Prozess in
Endothelzellen oder in Zellen mit dem Phanotyp von Smooth Muscle Cells/Perizyten
differenzieren (OSWALD et al. 2004, Haack-Sorensen et al. 2008, Goerke et al. 2012).
Allerdings zeigte sich die Migration der Endothelzellen unabhangig von der
Perizytenmigration, was bedeutet, dass die Endothelzellen und Perizyten nur

indirekten Kontakt (iber die Basalmembran hatten. Somit lasst sich die Konsequenz
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daraus ziehen, dass die Endothelzellen und Perizyten hauptsachlich ber parakrine
Substanzen kommunizieren und nur zu einem sehr geringen Anteil Uber den direkten
Zell-Zell-Kontakt (Chiaverina et al. 2019). Aus diesem Grund wurde fur die
Untersuchung, welchen Einfluss das ePL auf die Co-Kultur von eMSC und
Endothelzellen hat, ein Transwell-System ausgewahlt, da dies einen Austausch
l6slicher Substanzen uber die Transwellmembran ermdglicht, aber keinen direkten

Kontakt der Zellen.

Fir die Co-Kultur wurden in 12-Well-Platten 600 pl einer ePL- oder einer Ratten-
Kollagen | Matrix, die nach Herstellerangaben produziert wurde, aufgebracht. Die ePL-
Matrix wurde aus dem ePL der Sedimentationsmethode hergestellt. Auf die Produktion
dieses ePL mittels Sedimentationsmethode wurde bereits in der Publikation 1
eingegangen, weshalb diese hier nicht erneut beschrieben wird. Durch die
Sedimentationsmethode wurde eine hohere Leukozytenkonzentration erreicht als
durch die Buffy-Coat-Methode und somit stellt die ePL-Matrix ein adaquate
Wundheilungsumgebung fiir die Angiogenese dar. Fir die Herstellung der ePL-Matrix
wurde DMEM mit 10 % ePL und 1 % Penicillin-Streptomycin ohne den Zusatz von
Heparin gemischt. Das ePL-Medium bildete ohne Zugabe eines Antikoagulans wie
Heparin innerhalb von 1 h ein Hydrogel, wie auch bereits in der Literatur beschrieben
(Walenda et al. 2012). Der Hauptbestandteil des Gels war ein Fibringerist, welches
sich normalerweise in der letzten Phase der Gerinnungskaskade zu einem netzartigen
Gerinnsel polymerisiert. Bei der Bildung des ePL-Gels I16sen die Ca?*-lonen im DMEM-
Kulturmedium die Polymerisation des Fibrinogens, welches noch im ePL enthalten ist,
zur Fibrinmatrix aus. Das ePL-Gel stellte eine geeignete 3D-Matrix fur die Zellkultur
dar, denn die eMSC zeigten eine 3D-Expansion an der Grenzflache zwischen dem
ePL-Gel und dem ePL-Medium. Auch mit einer Matrix aus hPL wurde bereits eine
bessere Expansion in der 3D-Matrix als auf der normalerweise verwendeten 2D-
Plastikoberflache nachgewiesen (Walenda et al. 2012). In der vorliegenden Studie
wurden die Endothelzellen eines Fohlens auf den Matrizes ausgesat und in den
entsprechenden Transwells die eMSC in Passage 3, die bereits vorher entsprechend
standardmafig verwendeter Protokolle aufgetaut und eine Passage in ihrem jeweiligen
Kulturmedium mit 10 % FBS oder 10 % ePL kultiviert wurden. Die Wells mit
Kollagenmatrix wurden mit 10 % FBS-Medium gefiillt und die mit ePL-Matrix mit 10 %
ePL-Medium.
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Bei der Auswertung der Co-Kultivierung wurde der Gehalt des bedeutendsten pro-
angiogenen Wachstumsfaktors VEGF-A bestimmt, die Expression von Genen, die im
Zusammenhang mit der Angiogenese stehen, untersucht und der Effekt der zwei
verschiedenen Kulturmedien auf das Wachstum und die Morphologie der
Endothelzellen und eMSC analysiert. Die Bestimmung des Gehalts an VEGF-A wurde
an den Zellkulturiberstanden, die an Tag 3 der Co-Kultivierung gewonnen wurden,
mittels eines VEGF-A ELISA (ELE-VEGFA, Ray Biotech, Norcross, GA, USA)
entsprechend der Herstellervorgaben durchgefiihrt. Es wurde hier der Wachstums-
faktor VEGF-A von den samtlichen Wachstumsfaktoren, die einen Einfluss auf die
Angiogenese haben, ausgewahlt, da es der wichtigste Wachstumsfaktor fir die
Angiogenese ist, der das Uberlebenssignal fiir die Endothelzellen liefert und die
Gefalneubildung induziert (Carmeliet und Jain 2011, Schlosser et al. 2012, Kwon et
al. 2014, Chiaverina et al. 2019). Zusatzlich wurde der Gehalt des VEGF-A im ePL
allein gemessen und auch in den jeweiligen Ausgangskulturmedien, sodass diese
ermittelten Konzentrationen von den Konzentrationen in den Uberstanden subtrahiert

werden konnten.

Zur Beurteilung der Zellmorphologie wurden die Endothelzellen mit 4 % Paraform-
aldehyd fixiert und mit Lectin aus der Gliicksbohne (Banderiaea simplicifolia), welches
an den a-D-Galaktosyl-Resten auf der Endothelzellmembran spezifisch bindet,
angefarbt. Somit diente Lectin als Endothelzellmarker und die Fluoreszeinfarbung
wurde in Anlehnung an ein bereits verwendetes Protokoll (Baker et al. 2011)
durchgefuhrt. Gleichzeitig wurden die Aktin-Mikrofilamente der eMSC mit einer
Phalloidinfarbung dargestellt. Fiir die Phalloidinfarbung wurden die eMSC ebenfalls
mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und das Phalloidin (1:200) fir 30 min aufgetragen. Zur
Darstellung der Zellkerne erhielten sowohl die Endothelzellen als auch die eMSC eine
Kernfarbung mit DAPI (1:1000) fiir 15 min. Unmittelbar im Anschluss an die Fluores-
zenzfarbungen wurde die Mikroskopie durchgefihrt, wobei unter gleichbleibenden
Einstellungen jeweils 3 Bilder je Replikat angefertigt wurden. Mithilfe des
Bildbearbeitungsprogramms Fiji Image J wurden anhand dieser Bilder die

Endothelzellzahlen ermittelt und ein Median aus den drei Bildern je Replikat errechnet.

Die relative Genexpression von Faktoren, die im Zusammenhang mit der Angiogenese
stehen, wie eVEGFR2 (VEGF-Rezeptor 2), eACTA2 (a-Smooth-Muscle-Actin),
eCDHS5 (VE-Cadherin), eHGF (Hepatocyte growth factor) und eANGPT1 (Angiopoetin-
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1), wurde in den eMSC mittels quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (qQRT-PCR) analysiert. ACTA 2 ist ein wichtiger Perizytenmarker und
eCDHS5 kodiert fiir das Adhasionsmolekul VE-Cadherin der Endothelzellen. Durch die
Untersuchung dieser beiden Faktoren sollte die Differenzierung der eMSC wahrend
der Angiogenese in Richtung Perizyten oder Endothelzellen genauer evaluiert werden.
Die Basensequenzen der Boten-Ribonukleinsduren (mMRNA) wurden aus der Daten-
bank des National Centre for Biotechnology Information (NCBI) enthommen und die
Primer mittels PrimerBlast (NCBI) entworfen und bei Integrated DNA Technologies
(IDT) synthetisiert. Die durchgefiihrte PCR-Reaktion wurde anhand einer Schmelz-
kurve sowie einer Verdunnungsreihe gepoolter cDNA beurteilt. Fur die relative
Quantifizierung der Genexpressionsveranderungen wurde die Expression der Ziel-
gene ins Verhaltnis zur Expression der Referenzgene Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1)
gesetzt. Zur Auswertung der PCR wurde der C+-Wert verwendet, der den Zyklus
bezeichnet, an dem die Fluoreszenz des Genproduktes die Hintergrundfluoreszenz
Ubersteigt. In der hier vorliegenden Studie wurden die Genexpressionsveranderungen
auf der Grundlage der Pfaffl-Formel (Pfaffl 2001) unter Verwendung der jeweiligen
geomean CWerte aller FBS-Kontrollproben zur Normalisierung innerhalb der Formel

berechnet.

Der Arterien-Ring-Assay wurde in Anlehnung an den erstmals 1982 berichteten
Aorten-Ring-Assay durchgefiihrt, wo Ringe aus Ratten-Aorten verwendet wurden
(Nicosia et al. 1982). Er dient dazu die grundlegenden Mechanismen der Angiogenese
zu untersuchen und die Wirksamkeit von pro- oder anti-angiogenen Substanzen zu
evaluieren (Nowak-Sliwinska et al. 2018). In dieser Studie wurden dafir in Anlehnung
an bereits verwendete Protokolle (Nicosia et al. 1982, Baker et al. 2011, Igbal et al.
2017, Chiaverina et al. 2019) mit dem Skalpell 3 mm dicke Ringe der Nabelschnur-
arterie geschnitten. Diese Arterien-Ringe wurden in einer 24-Well-Platte platziert, in
der vorher eine EZM vorgelegt wurde. Als EZM wurde hier eine bovine Kollagen |
Matrix, die nach Herstellerangaben produziert worden ist, sowie eine ePL-Matrix, wie
bereits fir den Co-Kultur-Versuch beschreiben, verwendet. Es wurden jeweils 50 pl
dieser Matrix auf den Boden des Wells aufgebracht und dann nach einer Inkubation
noch eine zusatzliche Schicht oberhalb des Arterien-Rings. Die Arterien-Ringe in der
Kollagenmatrix wurden mit 10 % FBS-Medium und die in der ePL-Matrix mit 10 % ePL-

Medium fir 21 Tage kultiviert. Das Kulturmedium einiger Arterien-Ringe wurde zu
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Beginn des Kultivierungszeitraums mit 30 ng/ml VEGF-A und 30 ng/ml bFGF
supplementiert, um zu evaluieren, ob ein initial hoherer Gehalt dieser Wachstums-
faktoren die Angiogenese verstarkt, da VEGF und bFGF laut der Literatur die Endothel-
zellproliferation induzieren (Basilico und Moscatelli 1992, Carmeliet und Jain 2011,
Tancharoen et al. 2020). Die Auswertung des Arterien-Ring-Assays erfolgte vergleich-
bar zur Auswertung der eMSC- und Endothelzell-Co-Kultivierung. Die aus den Arterien
ausgewanderten Endothelzellen wurden mittels Lectin- und DAPI-Farbung dargestellt
und eine Quantifizierung der Endothelzellzahl wurde mithilfe der Software Fiji Image J

erlangt.

5.2.2 Diskussion der Ergebnisse

Das Ziel der zweiten In-vitro-Studie war es den Einfluss des ePL auf die funktionellen
Eigenschaften der eMSC, wie Zellfitness oder pro-angiogenes Potenzial im Vergleich

zu FBS zu analysieren.

Dabei zeigte sich, dass die eMSC in 10 % ePL-Medium in Passage 3 und 5 die
geringsten Apoptosewerte im Vergleich zur Kultivierung in 10 % FBS- und 2,5 % ePL-
Medium aufwiesen, wobei nur zwischen 10 % ePL- und 2,5 % ePL-Medium in Passage
3 ein signifikanter Unterschied vorlag. Hinsichtlich der Nekrose wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Kulturmedien festgestellt. Diese
Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen in anderen Studien Uberein, wo berichtet
wurde, dass Thrombozytenprodukte wie PL die pro-apoptotischen Faktoren tBid und
Bim herunterregulieren und gleichzeitig die anti-apoptotischen Faktoren BcL-xL und
Survivin hochregulieren (Refolo et al. 2014). Zusétzlich exprimierten die hMSC mit
hPL-Medium mehr anti-apoptotische Gene und die mit FBS-Medium mehr pro-
apoptotische Gene (De Becker et al. 2022). Die bisherigen Studien zur Apoptose
bezogen sich auf Untersuchungen mit hPL und vergleichbare Studien zu ePL liegen
bisher nicht vor. Das ePL scheint aber vergleichbar zum hPL eine schiitzende Wirkung
auf Zellen vor Apoptose zu haben (Carr et al. 2014, Refolo et al. 2014), was im
Einklang mit den hohen Proliferationsraten der eMSC mit 10 % ePL-Medium in den

eigenen bisherigen Studien steht (Hagen et al. 2021, Hagen et al. 2022).
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Auf Basis der gewonnenen Ergebnisse in Publikation 2 scheint die eingeschrankte
Proliferation der eMSC, die mit 2,5 % ePL-Medium kultiviert wurden, eher aus einer
erhOhten Apoptoserate als aus einem seneszenten Zustand zu resultieren, da ein
Anstieg der Aktivitatt des Seneszenzmarkers SA-B-Gal in allen drei Medien von
Passage 3 zu 5 beobachtet werden konnte. Uberraschenderweise wiesen die eMSC,
die mit 2,5 % ePL-Medium kultiviert wurden, die geringste SA-B-Gal-Aktivitat auf. Dies
koénnte allerdings auf eine geringere Zellzahl infolge der eingeschrankteren
Zellverdopplung im Laufe der 5 Tage Inkubation zurlickzufiihren sein. Zwischen 10 %
FBS- und 10 % ePL-Medium war kaum ein Unterschied bei der SA-B-Gal-Aktivitat zu
erkennen, was sich kontrar zu den bisherigen humanen Studien darstellte, in welchen
die hMSC nach einer Kultivierung mit hPL-Medium eine deutlich geringere SA-3-Gal-
Aktivitat aufwiesen als nach einer Kultivierung mit FBS-Medium (Griffiths et al. 2013,
De Becker et al. 2022). Eine mégliche Erklarung fur diese Differenz in den Ergebnissen
zu vorherigen Studien kdnnte sein, dass in der Publikation 2 die eMSC nur bis Passage
5 untersucht wurden, da die eMSC bei Pferden in der Regel nur bis Passage 3 oder 4
therapeutisch eingesetzt werden. Bis zu diesem Zeitpunkt werden die eMSC als stabil
angesehen und erst danach kann es zur Entwicklung genetischer Instabilitaten
kommen (Yang et al. 2018). Aus diesem Grund wurden die Untersuchungen der eMSC
in den verschiedenen Medien auf die Passagen 3 bis 5 beschrankt, da die Ergebnisse
so auch Hinweise fir die spatere klinische Anwendung liefern. Allerdings konnte in
einer humanen Studie bis Passage 7 keine Seneszenz in beiden Medien nach-
gewiesen werden (Sgndergaard et al. 2016) und in einer anderen Studie wurde die
SA-B-Gal-Aktivitat erst ab Passage 5 bestimmt und ab Passage 10 konnte ein Anstieg
beobachtet werden (Griffiths et al. 2013). Hingegen berichteten De Becker et al. (2022)
von einer geringeren Seneszenz der hMSC in hPL bereits in Passage 4 (De Becker et
al. 2022). Somit sollte in einer weiterfihrenden Untersuchung die Seneszenz der
eMSC mit 10 % FBS- und 10 % ePL-Medium in hdheren Passagen beurteilt werden,
um herauszufinden, ob sich der seneszente Zustand der eMSC zwischen den Medien
bei héherer Passagezahl andert, oder ob sich die hMSC und eMSC an diesem Punkt
unterscheiden.

Die genetische Stabilitat der eMSC in Passage 5 war nach der Kultivierung mit 10 %
ePL-Medium tendenziell héher als mit 10 % FBS-Medium. So zeigten die eMSC, die
mit 10 % ePL-Medium kultiviert wurden, unter Anwendung zytogenetischer Analysen

(GTG) in 6 von 125 (4,8 %) analysierten Metaphasen chromosomale Aberrationen. Zu
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den chromosomal aberranten Metaphasen gehorten Polyploidie (5 von 6 aberranten
Metaphasezellen) und vorzeitige zentromerische Teilung (Premature centromere
division [PCD], 1 von 6 aberranten Metaphasezellen). Nach dem internationalen
System fur die zytogenomische Nomenklatur des Menschen (ISCN 2020) kann die
PCD zur Beschreibung einer vorzeitigen Trennung der Zentromere in Metaphasen
verwendet werden (McGowan-Jordan et al. 2020). Die PCD kann ein oder mehrere
Chromosomen in einem Teil der Zellen betreffen. Im Gegensatz dazu wiesen die
eMSC, die mit 10 % FBS-Medium kultiviert wurden, in 10 von 125 (8 %) analysierten
Metaphasen Chromosomenaberrationen auf, wobei in allen chromosomal aberranten
Metaphasen Polyploidie festgestellt wurde. Diese Beobachtungen entsprechen den
Ergebnissen einer eigenen Studie mit caninen MSC und caninem PL (Hagen et al.
2022) und stimmen ebenfalls mit anderen humanen Studien Uberein, die bereits
berichteten, dass hPL die genetische Stabilitat von hMSC aus Knochenmark und
Fettgewebe nicht nachteilig verandert (Schallmoser et al. 2008, Crespo-Diaz et al.
2011, Trojahn Kglle et al. 2013). Auch die eMSC wiesen weder nach einer Kultivierung
mit 10 % FBS- noch mit 10 % ePL-Medium klonale numerische und/oder strukturelle
Chromosomenaberrationen in den analysierten Metaphasen auf, die sonst zum

Ausschluss von der klinischen Verwendung gefiihrt hatten.

Bei der Untersuchung des pro-angiogenen Effektes des ePL und der eMSC ergab sich
ein VEGF-A Gehalt von 246 pg/ml im 10 % ePL-Medium. Das ePL allein enthielt 1397
pg/ml VEGF-A. Im Gegensatz dazu konnte im FBS-Medium kein VEGF-A mit dem
equinen VEGF-A ELISA nachgewiesen werden. Auch im FBS allein war mit diesem
ELISA kein VEGF-A nachweisbar. Dieses unerwartete Ergebnis im FBS kann
eventuell auf eine nicht vorhandene Spezifitdt des equinen VEGF-A ELISA fiir bovines
VEGF-A zuruckgefuhrt werden und weitere Untersuchungen mit einem anderen
VEGF-A ELISA sollten fir das FBS durchgefiihrt werden. Der VEGF-A Gehalt im ePL
lag in einem vergleichbaren Bereich wie im hPL, wo Werte wie 103 + 0,96 pg/ml
(Tancharoen et al. 2020), 740 £ 110 pg/ml (Barsotti et al. 2013) oder 5 000-10 000
pg/ml (Burnouf et al. 2016) beschrieben wurden. Nach einer Normalisierung auf das
jeweilige Kulturmedium zeigte sich, dass die eMSC unter allen Bedingungen VEGF-A
freisetzten, wohingegen die Endothelzellen bei alleiniger Kultivierung in FBS-Medium
kein VEGF-A produzierten. In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Schallmoser et
al. 2007, Trojahn Kglle et al. 2013) stellte sich eine signifikant héhere VEGF-A
Freisetzung in den Zellkulturiberstdnden mit ePL-Medium im Vergleich zu FBS-
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Medium dar. Der Effekt des VEGF-A wird Uber den VEGFR2 vermittelt. Wie bereits in
der Literatur beschrieben (Oswald et al. 2004, Haack-Sorensen et al. 2008), liegt eine
Beziehung zwischen VEGF-A und VEGFR2 vor, was in der hier vorliegenden Studie
bestatigt werden konnte, da die VEGFR2 Genexpression dem Trend der VEGF-A-
Konzentration folgte. So exprimierten die eMSC VEGFR2 mit 10 % ePL-Medium
sowohl allein als auch in Co-Kultur mit den Endothelzellen deutlich starker, sodass
eine Beziehung zum VEGF-A-Anstieg und 10 % ePL-Medium zu erkennen war. Die
Genexpression von eCDH5, welches fiir das Adhasionsmolekiil VE-Cadherin kodiert,
war fur die unterschiedlichen Gruppen der Co-Kultivierung annahernd gleich niedrig
und unverandert, was gegen eine Differenzierung der eMSC in Richtung
Endothelzellen in der vorliegenden Studie spricht. Aufgrund der engen Verwandtschaft
der eMSC mit Perizyten (Esteves et al. 2017) ist eine Differenzierung der eMSC in
diesen Zelltyp wahrscheinlicher. Die Expression von ACTA2 (a-SMA) steht im
Zusammenhang mit der regulatorischen Funktion der Perizyten und ist an der Kontrolle
der Vasokonstriktion in Arteriolen und Kapillaren beteiligt (Chiaverina et al. 2019). Bei
einer Co-Kultivierung mit endothelialen Vorlduferzellen oder HUVECs konnte die
ACTA2-Expression in hMSC zeitabhangig erhéht werden, was darauf hindeutet, dass
sich die hMSC wahrend einer Co-Kultivierung in Perizyten differenzieren (Goerke et
al. 2012). Gegensatzlich zu diesen Beobachtungen war in der vorliegenden Studie die
eACTA2 Expression der eMSC, die allein mit 10 % ePL-Medium kultiviert wurden, am
héchsten, entwickelte aber in der entsprechenden Co-Kultur mit 10 % ePL-Medium
einen leichten Rickgang. Diese Abnahme der eACTA2-Expression nach der Co-
Kultivierung kdnnte auf das Fehlen direkter Zellkontakte zurlickzufiihren sein, da zuvor
berichtet wurde, dass eine Differenzierung der hMSC in Perizyten nur bei direktem
Zellkontakt zwischen den Endothelzellen und hMSC mdéglich ist (Lozito et al. 2009,
Goerke et al. 2012).

Die Funktionalitdt der eMSC wurde durch das ePL verstarkt, wie anhand des pro-
angiogenen Effektes, den die eMSC gemeinsam mit dem ePL-Medium auf die
Endothelzellen hatten, in der hier vorliegenden Studie dargestellt werden konnte.
Dabei scheinen die eMSC gemeinsam mit dem ePL-Medium die Endothelzellen
trophisch zu unterstiitzen, was zu einer héheren Zellzahl in dem Co-Kultur-Versuch
fuhrte. Durch den Arterien-Ring-Assay konnte allerdings auch gezeigt werden, dass
das ePL-Medium allein ohne den Zusatz der eMSC die Expansion der Endothelzellen

im Vergleich zum FBS-Medium steigert. Wie zu erwarten, wurde die Migration und
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Expansion der Endothelzellen im Arterien-Ring-Assay durch die weitere Zugabe der
Wachstumsfaktoren VEGF-A und bFGF induziert und die hdchste Endothelzelldichte
wurde mit ePL-Medium + VEGF-A + bFGF erreicht. Zuséatzlich bildeten die Endothel-
zellen in einigen biologischen Replikaten mit ePL-Medium und in Co-Kultur mit eMSC
ringartige Strukturen aus. Die Ausbildung lumenhaltiger kapillarer Strukturen, die
sogenannte Tube Formation, ist eine typische angiogene Eigenschaft der
Endothelzellen, wodurch ein fortgeschrittenes Angiogenesestadium reprasentiert wird.
Vergleichbare Ergebnisse lieferten humane Studien, in denen die Tube Formation
ebenfalls durch hPL geférdert wurde (Hofbauer et al. 2014, Fortunato et al. 2016,
Tancharoen et al. 2020). Hierbei ist anzumerken, dass in der Studie von Tanchaeron
et al. (2020) kein Vergleich zu FBS-Medium durchgefiihrt wurde und das hPL in einer
héheren Konzentration (20 %) verwendet wurde. In den zwei Studien, die einen
vergleichbaren Versuchsaufbau hatten wie die Publikation 2 wurden keine
Unterschiede zwischen FBS- und hPL-Medium festgestellt (Trojahn Kglle et al. 2013,
Hofbauer et al. 2014). Dabei konnte in der Studie von Trojahn Kaelle et al. (2013) bis
zur zusatzlichen Supplementierung mit VEGF keine Tube Formation in beiden Medien
nachgewiesen werden und im Gegensatz dazu bildeten die Endothelzellen bei
Hofbauer et al. (2014) in beiden Medien ahnliche kapillare Strukturen aus.

In Anbetracht der Ergebnisse der Publikation 2 kbnnen Thrombozyten die Wirkung von
eMSC verbessern, da die pro-angiogene Wirkung der eMSC mit ePL-Medium héher

war als mit FBS-Medium.

5.2.3 Interpretation der Publikation 2 in Bezug auf die gestellten Hypothesen

Das Ziel der zweiten Studie den Einfluss des ePL auf die funktionellen Eigenschaften
der eMSC, wie Zellfitness oder pro-angiogenes Potenzial, im Vergleich zu FBS zu
analysieren, wurde in der Publikation 2 erfolgreich umgesetzt. Es wurde
nachgewiesen, dass eine Kultivierung mit 10 % ePL-Medium die geringsten
Apopotoseraten der eMSC bewirkt. AuBerdem zeigten die eMSC eine hdhere
genetische Stabilitdét mit ePL- als mit FBS-Medium. Somit erwies sich die vor der
Durchfiihrung der Studie aufgestellte erste Hypothese, dass das ePL-Medium die
Zellfitness und die genetische Stabilitdt der eMSC unterstiitzt, als korrekt. Auch die

zweite Hypothese, dass die eMSC nach einer Kultivierung mit ePL- und FBS-Medium
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ahnliche funktionelle Eigenschaften besitzen, konnte in dieser Studie mindestens
bestatigt werden. Vielmehr wiesen die eMSC sogar eine verbesserte pro-angiogene
Wirkung durch die Kultivierung mit 10 % ePL-Medium auf. Die Kombination aus eMSC
und 10 % ePL-Medium férderte die Expansion und Migration der Endothelzellen und

induzierte die Tube Formation.

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde das erste standardisierte Buffy-Coat-basierte Protokoll zur ePL-
Herstellung angewandt. Die verwendete Buffy-Coat-Methode entspricht dem aktuellen
.State of the Art* der Humanmedizin, sie benétigt kein kostspieliges Equipment wie
beispielsweise die Thrombozytapherese und lieferte deutlich niedrigere Leukozyten-
konzentrationen im Vergleich zur PRP-Methode. Es zeigte sich, dass spender-
abhangige Faktoren wie Alter und Rasse einen Einfluss auf die individuellen
Thrombozyten- und Wachstumsfaktorkonzentrationen wahrend der ePL-Herstellung
haben. Um mdglichst hohe Thrombozyten- und Wachstumsfaktorkonzentrationen zu
erlangen, empfiehlt es sich klinisch gesunde, mdglichst junge Warmbliter als
Spenderpferde zu verwenden. Die Variationen zwischen den verschiedenen Spendern

konnten durch die Verwendung eines Pools aus 19 Pferden ausgeglichen werden.

Das gewonnene ePL kann als Zellkultursupplement fir die Herstellung von
zellbasierten Arzneimitteln genutzt werden. Aufgrund des direkten Kontakts des ePL
mit den kultivierten Zellen ist es eine kritische Komponente in Bezug auf Sicherheit,
Reinheit und Wirksamkeit des endgultigen Zellproduktes. Um ein optimales
Zellwachstum und dadurch den groRtmdglichen Therapieerfolg zu erhalten, ist es von
Vorteil die eMSC unter xenofreien Verhaltnissen zu kultivieren. Aus diesem Grund wird
bereits seit langerem ein Ersatz des problembehafteten FBS empfohlen. Das ePL stellt
eine vielversprechende Alternative zum FBS dar und ist in der Lage einige Probleme
im Zusammenhang mit FBS zu I6sen. So handelt es sich beim ePL um ein allogenes
Produkt, wodurch eine Immunreaktion des Empfangers deutlich reduziert werden
kann. AuRerdem ist die Gewinnung des Blutes flr die ePL-Produktion ethisch weniger
umstritten und kdnnte mit der Gewinnung von Blutplasma zu Transfusionszwecken

kombiniert werden.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das ePL als Zellkultur-
supplement fur die Kultivierung der eMSC geeignet ist. Es unterstitzt die zelltypischen
Charaktereigenschaften wie Proliferation, Differenzierung und Zellfitness der eMSC
vergleichbar zum FBS. Des Weiteren werden die biologischen Eigenschaften der
eMSC durch das ePL positiv beeinflusst, wie durch die verbesserten pro-angiogenen
Eigenschaften der eMSC dargestellt werden konnte. Auch die Sicherheit des ePL
konnte bestatigt werden, da die eMSC eine hdéhere genetische Stabilitat mit ePL- als
mit FBS-Medium aufwiesen.

Somit kann ePL als Alternative zum FBS bei der eMSC-Kultivierung empfohlen werden
und bis zur erfolgreichen Etablierung und Zulassung chemisch definierter serumfreier
Medien fur die eMSC-Kultivierung als Zellkultursupplement dienen. Allerdings ist auch
das ePL zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig definiert und die genaue
Zusammensetzung sowie auch die Wirkung der einzelnen Komponenten ist bislang
noch nicht genau erforscht. Weitere Studien zur Analyse der detaillierten Zusammen-
setzung des ePL und der Wirkung einzelner Komponenten kénnen zur Herstellung
chemisch definierter Medien und unter Umstidnden auch zu einem genaueren
Verstandnis der biologischen Prozesse in den eMSC beitragen. In diesem
Zusammenhang sollte auch die immunmodulatorische Wirkung der eMSC mit ePL-
Medium genauer analysiert werden. AuRerdem sollten, basierend auf dem positiven
Einfluss des ePL auf die pro-angiogenen Eigenschaften der eMSC, In-vivo-Studien mit
ePL als Therapeutikum allein oder in Kombination mit eMSC im Bereich der
Wundheilung durchgefiihrt werden.

Somit zeigt sich, dass weitere Arbeiten in diesem Forschungsgebiet unbedingt
erforderlich sind und dass das hier vorgestellte Buffy-Coat-basierte Protokoll als
Grundstein fir die weitere standardisierte eMSC-Kultivierung angesehen werden

kann.
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Einleitung — Die regenerative Medizin und die klinische Anwendung von multipotenten
mesenchymalen Stromazellen (MSC) haben in der Veterinarmedizin enorm an
Bedeutung gewonnen. Um eine ausreichende Anzahl der MSC fiir eine therapeutische
Anwendung zu erhalten, ist ihre In-vitro-Kultivierung erforderlich, da die MSC in ihrem
Ursprungsgewebe nur in einer geringen Menge vorhanden sind. Ein kritischer Aspekt
bei der In-vitro-Kultivierung der MSC ist das Zellkulturmedium, welches die Qualitat
und Wirksamkeit des zellbasierten Therapeutikums stark beeinflussen kann. Derzeit
ist das kritisch diskutierte fetale bovine Serum (FBS) der Goldstandard als Basal-
mediumsupplement fiir die In-vitro-Kultivierung von tierischen MSC. Es zeichnet sich
jedoch ein Trend zur Verwendung von xenofreien Zellkultursupplementen ab und die
European Medicines Agency (EMA) und die International Society for Cell and Gene
Therapy (ISCT) empfehlen den Ersatz von FBS. Wa&hrend einige Alternativen
untersucht wurden, hat die Verwendung von humanem Thrombozytenlysat (hPL) in

der Humanmedizin vielversprechende Ergebnisse gezeigt.

Ziele — Das Ziel der ersten Studie war die Entwicklung eines skalierbaren Protokolls
fur die Herstellung von equinem Thrombozytenlysat (ePL) in Anlehnung an das hPL-
Produktionsprotokoll und der Vergleich des hergestellten ePL mit FBS als Zellkultur-
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supplement in der Kultivierung von equinen MSC (eMSC) im Hinblick auf die Erhaltung
ihrer Basischarakteristika. Die Potenz und die funktionellen Eigenschaften der MSC
sind stark von verschiedenen Umweltfaktoren abhangig. Daher zielte die zweite Studie
darauf ab den Einfluss des ePL auf die Zellfitness und das pro-angiogene Potenzial

der eMSC zu untersuchen.

Material und Methoden — In der ersten In-vitro-Studie wurde das Vollblut von 20
gesunden Pferden in Blutbeuteln entnommen. Nach einem Screening des Vollblutes
auf Erregerkontamination wurde das Blut von 19 Pferden in die Studie aufgenommen.
Mithilfe der Buffy-Coat-Methode wurden die Thrombozytenkonzentrate aus dem
Vollblut hergestellt und anschlieend durch Gefrier-/Auftauzyklen lysiert. Wahrend des
Herstellungsprozesses wurden die Thrombozyten-, Leukozyten-, Platelet-derived
growth factor-BB (PDGF-BB)- und Transforming growth factor-p1 (TGF-B1)-
Konzentrationen bestimmt. Nach der Herstellung wurde das finale, gepoolte ePL als
Zellkultursupplement fir die Kultivierung von eMSC aus Fettgewebe von n = 4
Spenderpferden im Vergleich zu FBS bewertet. Die Generationszeit, der
Immunophédnotyp und das tripotente Differenzierungspotenzial der eMSC wurden
unter Verwendung der drei verschiedenen Mediensupplemente 10 % FBS, 10 % ePL
und 2,5 % ePL untersucht. In der zweiten Studie wurde analysiert, ob die Zellfithess
und das pro-angiogene Potenzial der eMSC aus Fettgewebe durch ePL vergleichbar
unterstiitzt werden wie durch FBS-Medium. Zu diesem Zweck wurden eMSC von n =
5 Spenderpferden, die in 10 % FBS, 10 % ePL oder 2,5 % ePL-Medium kultiviert
wurden, hinsichtlich ihres apoptotischen, nekrotischen und seneszenten Zustands,
ihrer genetischen Stabilitat und ihres pro-angiogenen Potenzials untersucht. Fir die
Analyse des pro-angiogenen Potenzials in Co-Kultur wurden equine Endothelzellen
aus equinen Nabelschnurarterien mit Hilfe des Digestionsverfahrens gewonnen und
ein Arterien-Ring-Assay auf der Grundlage von Arterien-Ringen, die ebenfalls aus
diesen Nabelschnurarterien gewonnen wurden, durchgefiihrt. Fir die Co-Kultivierung
von eMSC und equinen Endothelzellen wurde ein indirektes Transwell-System
verwendet. Das pro-angiogene Potenzial der eMSC wurde durch eine Messung der
vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A)-Konzentration in den verschiedenen
Zellkulturiberstanden nach der Co-Kultivierung sowie durch die Untersuchung der
Genexpression von Faktoren, die mit der Angiogenese verbunden sind, mittels qRT-
PCR, bewertet. Darliber hinaus wurde eine morphologische Analyse der Zellen

durchgefihrt, fir welche die eMSC mit einer Phalloidin-Farbung und die
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Endothelzellen sowohl im Arterien-Ring-Assay als auch nach der Co-Kultivierung mit
eMSC mit Lektin angefarbt wurden. Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS

und Graphpad Software und basierte auf nicht-parametrischen Testmethoden.

Ergebnisse — In der Studie 1 wurde erstmals ein Buffy-Coat-basiertes Protokoll fiir die
ePL-Produktion evaluiert. Dabei wurde eine 4,2-fach erhéhte Thrombozytenkonzen-
tration (p < 0,05) und eine 0.4-fach reduzierte Leukozytenkonzentration (p < 0,05) in
den Thrombozytenkonzentraten im Vergleich zum Vollblut beobachtet. Zudem zeigte
sich eine Aufkonzentrierung der Wachstumsfaktoren PDGF-BB und TGF-B1 in den
Thrombozytenkonzentraten (p < 0,05 fir PDGF-BB und p < 0,01 fiir TGF-B1) sowie in
den Thrombozytenlysaten (p < 0,01 fir PDGF-BB und p < 0,05 fir TGF-p1). Das Alter
der Spender korrelierte negativ mit der Thrombozytenkonzentration (p < 0,01 und r =
—0,582) sowie mit den PDGF-BB- (p < 0,01 und r=-0,627) und TGF-B1- (p < 0,05 und
r = —-0,483) Konzentrationen in den Thrombozytenkonzentraten. Bei der Beurteilung
von ePL als Zellkultursupplement forderte das ePL die Proliferation und Basis-
charakteristika der eMSC in einer ahnlichen Art und Weise wie das FBS, wenn es in
der gleichen Konzentration (10 %) verwendet wurde. Im Gegensatz dazu wiesen die
eMSC bei der Kultivierung mit 2,5 % ePL-Medium eine inkonstante Proliferation oder
sogar einen vollstandigen Verlust der Proliferation auf, was sich in einer signifikant
verlangerten Generationszeit und einer verdnderten Konfluenz darstellte (p < 0,05). In
der Studie 2 wurde demonstriert, dass eMSC, die mit 2,5 % ePL-Medium Kkultiviert
wurden, eine hdhere Apoptose aufwiesen (p < 0,05) als eMSC nach einer Kultivierung
in 10 % ePL-Medium. Die Zellfitness der eMSC, die mit 10 % ePL-Medium kultiviert
wurden, war vergleichbar mit der von eMSC mit FBS-Medium. Interessanterweise
zeigten die eMSC eine héhere genetische Stabilitét nach einer Kultivierung mit 10 %
ePL-Medium. Etwa 8 % der eMSC mit FBS-Medium wiesen nicht-klonale Chromo-
somenaberrationen auf und nur 4,8 % der eMSC, die mit 10 % ePL-Medium kultiviert
wurden. Klonale Aberrationen der eMSC wurden weder mit 10 % FBS- noch mit 10 %
ePL-Medium beobachtet. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass 10 % ePL die
pro-angiogenen Eigenschaften der eMSC unterstiitzt, da bei der Kultivierung mit 10 %
ePL-Medium eine deutlich héhere VEGF-A-Konzentration (p < 0,05) freigesetzt wurde
und der VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2) vermehrt exprimiert wurde als mit FBS-Medium
(p < 0,05). AuRerdem forderten die eMSC und das ePL das Wachstum von

gefalRahnlichen Strukturen in zwei der Co-Kulturproben und auch im Arterien-Ring-
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Assay war die Migration und Proliferation der equinen Endothelzellen mit 10 % ePL-
Medium héher als mit FBS-Medium.

Schlussfolgerung — Aufgrund der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit ist das ePL
eine vielversprechende Alternative zum FBS als Zellkultursupplement fiir die In-vitro-
Kultivierung von eMSC. In diesem Zusammenhang hat sich die Buffy-Coat-Methode
als nitzliches Verfahren zur Herstellung eines standardisierten ePL in groflem
Mafstab erwiesen. Es sollten allerdings vorzugsweise junge Spenderpferde
ausgewahlt werden, um die maximal mogliche Thrombozyten- und Wachstumsfaktor-
konzentration zu erhalten. Das ePL unterstiutzte die Proliferation und die
Basischarakteristika der eMSC, wenn es in der gleichen Konzentration wie FBS (10
%) verwendet wurde. Darlber hinaus forderte das ePL die Zellfitness der eMSC
vergleichbar zum FBS und die funktionellen Eigenschaften der eMSC wurden durch
ePL positiv beeinflusst, was sich in den verbesserten pro-angiogenen Eigenschaften
darstellte. Aufgrund dieser Ergebnisse kann das ePL als Zellkultursupplement fir die
Kultivierung von eMSC empfohlen werden. Jedoch sind weitere Studien notwendig,
um die detaillierte Zusammensetzung des ePL zu analysieren. Aufgrund des positiven
Einflusses auf die pro-angiogene Wirkung von eMSC sollten auch In-vivo-Studien im
Bereich der Wundheilung durchgefiihrt werden, um ePL fir den therapeutischen

Einsatz allein oder in Kombination mit eMSC zu etablieren.
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Introduction — Regenerative medicine and the clinical application of multipotent
mesenchymal stromal cells (MSC) have gained tremendous importance in veterinary
medicine. In order to obtain a sufficient number of MSC for a therapeutic application,
their in vitro cultivation is required, as there is only a small amount of MSC in their
tissue of origin. One critical aspect in the in vitro cultivation of MSC is the cell culture
medium, which may strongly impact the quality and efficacy of the cell-based
therapeutic. Currently, the critically discussed fetal bovine serum (FBS) is the gold
standard as a basal medium supplement for the in vitro cultivation of MSC in animal
species. However, the trend towards the use of xeno-free culture supplements is
emerging, and replacement of FBS is recommended by the European Medicines
Agency (EMA) and the International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT). While
several alternatives have been investigated, the use of human platelet lysate (hPL) in

human medicine has shown promising results.

Aims — The aim of the first study was to establish a scalable protocol for equine platelet
lysate (ePL) production based on hPL production protocols and to compare the
obtained ePL with FBS as cell culture supplement in equine MSC (eMSC) culture
regarding the preservation of their basic characteristics. The potency and functional
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properties of MSC are strongly dependent on varying environmental factors. Therefore,
the second study aimed to investigate the influence of ePL on cell fitness and pro-

angiogenic potency of eMSC.

Materials and methods — In the first in vitro study, whole blood from 20 healthy horses
was harvested into blood collection bags. After screening the whole blood for pathogen
contamination, the blood of 19 horses was included in the study. The platelet
concentrates were prepared from whole blood using the buffy coat method and
subsequently lysed by freeze/thaw cycles. During the manufacturing process, platelet,
leukocyte, platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) and transforming growth
factor-p1 (TGF-B1) concentrations were determined. After preparation, the final pooled
ePL was evaluated as a cell culture supplement for cultivation of adipose-derived
eMSC of n = 4 donor horses, in comparison with FBS. The generation time,
immunophenotype and trilineage differentiation potential of eMSC were investigated
using the three different media supplements 10 % FBS, 10 % ePL and 2,5 % ePL. The
second study analyzed if the cell fitness and pro-angiogenic potential of adipose-
derived eMSC is comparably supported by ePL as by FBS medium. For this purpose,
eMSC from n = 5 donor horses cultured in 10 % FBS, 10 % ePL or 2,5 % ePL medium
were evaluated in terms of their apoptotic, necrotic and senescent state, genetic
stability and pro-angiogenic potency. For analysis of pro-angiogenic potential in co-
culture, equine endothelial cells were obtained from equine umbilical arteries using a
digestion procedure. Additionally, an arterial ring assay was initiated based on arterial
rings extracted from the umbilical arteries. An indirect transwell system was used for
the co-cultivation of eMSC and equine endothelial cells. The pro-angiogenic potential
of the eMSC was assessed by measuring the vascular endothelial growth factor-A
(VEGF-A) concentration of the different cell culture supernatants after co-cultivation
and by examining the gene expression of the angiogenesis-related factors using gRT-
PCR. In addition, morphological analysis of the cells was performed after staining the
eMSC with Phalloidin and the endothelial cells with lectin both in the arterial ring assay
and after co-cultivation with eMSC. Statistical analysis was performed using IBM SPSS

and GraphPad based on non-parametric tests.

Results — The study 1 provides the first evaluation of a buffy-coat-based protocol for
ePL production. In this process, a 4.2-fold increased platelet concentration (p < 0.05)

and a 0.4-fold decreased leukocyte concentration (p < 0.05) was observed in the
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platelet concentrates in comparison to the whole blood. In addition, the concentrations
of the growth factors PDGF-BB and TGF-B1 were increased in the platelet
concentrates (p < 0.05 for PDGF-BB and p < 0.01 for TGF-f1) as well as in the platelet
lysates (p < 0.01 for PDGF-BB and p < 0.05 for TGF-1). The age of the donors
correlated negatively with the platelet counts in the platelet concentrates (p < 0.01 and
r = -0.582) as well as with the PDGF-BB (p < 0.01 an r = -0.627) and TGF-B1 (p <
0.05 and r = —0.483) concentrations in the concentrates. Evaluating the ePL as a cell
culture supplement, it supported eMSC proliferation and basic characteristics similar
to FBS when used in the same concentration (10 %). In contrast, during cultivation with
2.5 % ePL medium, the eMSC exhibited inconstant proliferation or even a complete
loss of proliferation, as evidenced by a significantly prolonged generation time and
altered confluency (p < 0.05). The study 2 demonstrated that eMSC cultured with 2,5
% ePL medium exhibited higher apoptosis levels than eMSC after cultivation in 10 %
ePL medium (p < 0.05). The cell fithess of eMSC cultured with 10 % ePL medium was
comparable to that of eMSC cultivated with FBS medium. Interestingly, the eMSC
showed a higher genetic stability after cultivation with 10 % ePL medium. Roughly 8 %
of the eMSC with FBS medium showed non-clonal chromosomal aberrations and only
4.8 % of the eMSC cultivated with 10 % ePL medium. Clonal aberrations of the eMSC
were neither observed in 10 % FBS nor in 10 % ePL medium. In addition, it was
demonstrated that ePL supported the pro-angiogenic properties of eMSC, because a
significantly higher concentration of VEGF-A was released during cultivation with 10 %
ePL medium (p < 0.05) and the VEGF-receptor 2 (VEGFR2) expression was increased
as compared to FBS medium. In addition, the eMSC and ePL promoted the growth of
vessel-like structures in two of the co-cultured samples. Furthermore, the migration
and proliferation of equine endothelial cells in the arterial-ring assay was higher with
10 % ePL than with FBS medium.

Conclusion — Based on the results in the present work, the ePL is a promising
alternative to FBS as a cell culture supplement for in vitro cultivation of eMSC. In this
regard, the buffy coat method has proven to be a useful procedure to produce a
standardized ePL in large scales. However, preferably young donor horses should be
selected to obtain the highest possible platelet and growth factor concentrations. The
ePL supported the proliferation and basic characteristics of eMSC when used at the
same concentration as FBS (10 %). In addition, ePL promoted the cell fitness of eMSC
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comparably to FBS, and the functional properties of eMSC were positively affected by
ePL, as evidenced by the improved pro-angiogenic properties. Based on these results,
the ePL can be recommended as a cell culture supplement for eMSC cultivation.
However, further studies on the detailed composition of ePL are necessary and, due
to the positive influence on the pro-angiogenic effect of eMSC, in vivo studies in the
field of wound healing should also be conducted to establish ePL for therapeutic use

alone or in combination with eMSC.
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Melzer und Julia Méllerberndt, die ich durch ihre tatkraftige Unterstiitzung zu allen
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Freundinnen schatzen gelernt habe. Auch Dr. Sabine Niebert und Hannelore
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e Meiner ehemaligen Kollegin Dr. Carla Doll und ihrem Vater Dr. Matthias Lechner-
Doll danke ich fir die Unterstiitzung bei der Beschaffung von Probenmaterial.

e Bedanken mochte ich mich auch bei Dr. Hendrik Lehmann, der mich bei der ePL-
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e Dr. Christiane Schnabel danke ich fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung der
Durchflusszytometrie.
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