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Zusammenfassung: Autologes konditioniertes Serum (Autologous Conditioned Serum, ACS) ist ein orthobiologisches Produkt, welches
aus patienteneigenem Blut gewonnen und in der Pferdepraxis héufig zur Therapie von Osteoarthritis verwendet wird. Die von den Blutzellen
freigesetzten, enthaltenen Zellmediatoren bestimmen seine anabole und anti-katabole Wirkung. Auch das rote Knochenmark ist reich an
Zellen, die ebenfalls eine grole Menge an Wachstumsfaktoren und anderer Mediatoren enthalten, sodass es maglicherweise auch als Aus-
gangssubstanz zur Herstellung von ACS verwendet werden kann. Das Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob (1) Knochenmark grund-
sétzlich als Substrat zur Herstellung von ACS verwendet werden kann und (2) ob eine héhere Zytokinanreicherung im Knochenmark-ACS
als im Blut-ACS erreicht werden kann. Fir die erste Zielsetzung wurde Knochenmark von 12 erwachsenen Warmblutpferden entnommen
und verarbeitet, um Knochenmarkiberstand (KMU) und Knochenmark-ACS (KM-ACS) zu gewinnen. Das KM-ACS wurde mittels eines kom-
merziell erhéltlichen Kits produziert. Ein Teil des KMU wurde mit einem Detergenz versehen (LyskMU), um den Inhalt der Zellen freizusetzen.
Die Konzentrationen an insulin-like growth factor-1 (IGF-1), platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), transformig growth factor-1
(TGF-B,) und Inferleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1Ra) wurden mittels ELISA-Kits gemessen und zwischen den drei Endpréparaten ver-
glichen. Fir die zweite Zielstellung der Studie wurde von 10 dieser Pferde Blutproben zeitgleich zur KM Entnahme gewonnen, um Blut-ACS
herzustellen. Die Konzentrationen der vier benannten Zellmediatoren wurden mittels ELISA bestimmt und zwischen Blut- und KM-ACS ver-
glichen. Die medianen IGF-1-Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Erzeugnissen. Die mittleren PDGF-BB-Kon-
zentrationen waren im LyskM und im KM-ACS signifikant héher als im KMU. Die héchste mittlere TGF- B,-Konzentration wurde im KM-ACS
gemessen und war signifikant héher als die Konzentration im KMU. Die medianen IL-1Ra-Konzentrationen im KM-ACS und im LysKMU
waren signifikant hoher als die im KMU. Blut-ACS zeigte eine signifikant héhere mediane IGF-1 und mittlere PDGF-BB-Konzentration als
KM-ACS. Die mittlere TGF-B,- und mediane IL-1Ra Konzentration unterschieden sich nicht signifikant zwischen Blut- und KM-ACS. Nach
dem Koagulations- und Inkubationsprozess konnten @hnliche Werte im KM-ACS wie im LyskMU nachgewiesen werden. Mit Ausnahme von
IL-1Ra, zeigte Knochenmark-ACS im direkten Vergleich allerdings tiefere Zytokinkonzentrationen als Blut-ACS. Auf Grundlage der vorlie-
genden Ergebnisse scheint die invasivere Entnahme von Knochenmark zur Herstellung von KM-ACS nicht gerechtfertigt. Da zusétzliche hier
nicht untersuchte Zytokine in héheren Konzentrationen in KM-ACS vorhanden sein kénnten, sind allerdings weitere In vitro-Studien nétig,
um genauere Schlussfolgerungen zu ziehen. Auch In vivo-Studien sollten durchgefihrt werden, um die klinische Bedeutung dieser Ergeb-
nisse zu beurteilen, da eine hthere Konzentration der Zytokine nicht zwangsldufig eine bessere Wirksamkeit des Produktes bedeuten muss.
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Qualitative comparison between equine bone marrow- and blood-derived autologous conditioned serum

Autologous conditioned serum (ACS) is an orthobiological preparation that is obtained from the patient’s own blood after an incubation
period and commonly used for the treatment of osteoarthritis in the equine practice. The anti-catabolic and anabolic effects of the product
are determined by the blood cell-derived (such as PDGF-BB, TGF-B, and IL-1Ra, mainly originating from platelets and leucocytes) and
plasma-derived (such as IGF-1, mainly originating from the liver) mediators contained in the serum. The anti-inflammatory molecule IL-
1Ra, being primarily produced by leucocytes in blood, is of particular interest, since it inhibits the catabolic effect of IL-1 which plays a cen-
tral role in the development and progression of osteoarthritis. Red bone marrow contains different cell types, such as megakaryocytes,
thrombocytes, leucocytes and progenitor cells which are rich sources of growth factors and other cytokines, as well. Thus, bone marrow
could potentially be used as a substrate for the preparation of ACS. The aims of this study were therefore to determine if (1) bone marrow
is a possible substrate for ACS production and (2) whether bone marrow-derived ACS contains higher cytokine concentrations than the
respective blood-derived ACS. For the first objective of this study, bone marrow was harvested from 12 adult Warmblood horses and pro-
cessed to obtain bone marrow supernatant (KMU) and bone marrow ACS (KM-ACS). A commercial device was used to produce KM-ACS.
A small fraction of KMU was used for cytological analysis, performed with an automated cell counter. One half of the remaining volume
of the KMU was treated with a detergent (LysKMU) to induce cell lysis and the subsequent release of their content, whereas the rest of the
volume remained untreated. The respective IGF-1, PDGF-BB, TGF-B, and IL-1Ra concentrations were measured with ELISA-Kits and com-
pared between the three different preparations. For the second part of this study, venous blood was drawn concomitantly to bone marrow
aspiration from 10 horses included in the first part. Blood-derived ACS (Blut-ACS) and KM-ACS were simultaneously produced. The con-
centrations of the four afore-mentioned cell mediators were determined in KM-ACS and Blut-ACS, and compared between the two pro-
ducts. In the first part of the study, the median IGF-1 concentrations did not differ significantly between the products. The mean values of
PDGF-BB in LyskMU and KM-ACS were significantly higher than in KMU. The highest mean TGF- B, concentration was measured in KM-
ACS and was significantly higher than the value in KMU. The median IL-1Ra concentrations in KM ACS and Lys-KMU were significantly
higher than in KMU. In part 2, Blut-ACS showed a significantly higher median IGF-1 and mean PDGF-BB concentration than KM-ACS.
Mean TGF-B, and median IL-1Ra concentration did not show significant differences between the two products. According to the results of
this study, bone marrow can be used as a substrate to produce ACS, since all four cytokines were enriched compared to non-processed
bone marrow supernatant (KMU). However, only IL-1Ra concentration was higher in bone marrow-derived ACS (KM-ACS) than in blood-
derived ACS (BIut-ACS) and the three other mediators were more elevated in Blut-ACS. Therefore, the use of bone marrow cannot be
recommended for the production of ACS, because of the more invasive aspiration technique. On the other side, since other cytokines,
which are potentially also playing a role in fissue repair, may be present in higher concentrations in bone marrow-derived ACS, further in
vitro-studies are needed to obtain more information. Moreover, in vivo-studies are needed to assess the clinical meaning of these in vitro-
results, because higher cytokine concentrations do not necessarily imply a better clinical effect.
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Einleitung

Zur Therapie von orthopédischen Erkrankungen beim Pferd
werden hdufig Orthobiologika eingesetzt, welche hauptséich-
lich aus patienteneigenem Blut, Knochenmark oder Fettgewe-
be gewonnen werden (Textor 2011, Smith et al. 2014).
Bekannte Beispiele sind thrombozytenreiches Plasma, kondi-
tioniertes Serum, Thrombozytenlysate, konzentrierte Knochen-
markaspirate, Knochenmarkiberstand und kultivierte Stamm-
zellerzeugnisse (Smith et al. 2006, Backly et al. 2011, Gebu-
rek und Stadler 2011). Zuséitzlich zu ihrem geweberegenerie-
renden Effekt haben diese autologen Therapeutika teilweise
auch analgetische und entzindungshemmende Eigenschaf-
ten (Frisbie et al. 2007, Schnabel et al. 2008, McCarrel und
Fortier 2009, Frisbie und Smith 2010, Wasterlain et al. 2012,
Kol et al. 2013). Sowohl im Blut als auch im Knochenmark
befinden sich viele verschiedene anabol und anti-katabol wir-
kende Zytokine, wie Wachstumsfaktoren (WF) und andere
Peptide, die eine solche Wirkung ausiben kénnen (Smith et
al. 2006, Hraha et al. 2011, Boswell et al. 2012, Textor
2014). Urspringlich befindet sich der gréfite Anteil dieser
Botenstoffe intrazellulér, hauptséchlich in Thrombozyten und
Leukozyten, aber ein gewisser Teil liegt extrazellulér in bioak-
tiver humoraler Form im Plasma von Blut und Knochenmark
vor (Korf-Klingebiel et al. 2008, McCarrel und Fortier 2009,
Soltan et al. 2009, Boswell et al. 2012, lonita et al. 2016).
Werden Thrombozyten und Leukozyten akfiviert, reagieren sie
darauf mit der Freisetzung dieser Molekile wodurch diese
ihre Wirksamkeit entfalten kénnen (Boswell et al. 2012, Textor
2014). Einige der wichtigsten Faktoren fir die Wundheilung
sind insulin-like growth factor-1 (IGF-1), platelet-derived
growth factor-BB (PDGF-BB) sowie transforming growth fac-
tor-B, (TGF-B,) (Barrientos et al. 2008, Lyras et al. 2010). lhr
klinischer Effekt beruht auf den additiven chemotaktischen,
proliferations-, migrations- und differenzierungsférdernden
Eigenschaften, die sie auf umliegende und migrierende Zel-
len haben (Barrientos et al. 2008, Textor 2014). Das Ziel bei
der Erzeugung verschiedener autologer biologischer Produkte
ist es deshalb, diese Zytokine zu gewinnen, anzureichern und
for eine lokale Applikation aufzubereiten, um hauptsdchlich
orthopédische Erkrankungen zu behandeln (Textor 2011,
Boswell et al. 2012).

Autologes konditioniertes Serum (ACS) ist ein Produkt bei
dem ein Koagulationsprozess durch Inkubation von vendsem
Vollblut mit Borosilikatkugeln eingeleitet wird, wodurch eine
reichhaltige Kombination an Mediatoren aus den verschie-
denen enthaltenen Zellen freigesetzt wird (Frisbie et al.
2007, Hraha et al. 2011). Charakteristisch fir das ACS ist
eine Anreicherung des entzindungshemmenden Interleukin-
1 Rezeptor-Antagonisten (IL-1Ra), welcher unter anderem
von verschiedenen Zelltypen aus dem Blut und Knochenmark
synthetisiert und freigesetzt wird (Danis et al. 1995, Burger
and Dayer 2000, Prockop und Oh 2012, Isoda et al. 2014).
Da dieses Molekil die Wirkung des proinflammatorischen
Interleukin-1 hemmt, wird das ACS besonders bei Oste-
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oarthritiden therapeutisch eingesetzt (Wehling et al. 2007,
Fox and Stephens 2010, Hraha et al. 2011). Die positive kli-
nische Wirkung dieses Produktes konnte nach intraartikulérer
Injektion bei Pferden mit experimentell induzierter Osteoarth-
ritis in der Studie von Frisbie et al. (2007) nachgewiesen wer-
den. Zusétzlich wurde gezeigt, dass ACS anabol wirkende
Zytokine, wie die drei oben genannten WF, anreichert (Weh-
ling et al. 2007, Hraha et al. 2011, Fjordbakk et al. 2015,
lonita et al. 2016) und dadurch die Heilung natirlich ent-
standener Tendinopathien bei Pferden verbessern kann

(Geburek et al. 2015).

Auch Knochenmark wird zur Herstellung autologer biologi-
scher Therapeutika verwendet, da sich sein roter Anteil aus
einer Mixtur hématopoetischer Vorléuferzellen, reifer Leukozy-
ten und Thrombozyten (Grondin and Dewitt 2010), sowie
pluripotenter mesenchymaler Stammzellen mit hohen Diffe-
renzierungs- und Proliferationsfdhigkeiten zusammensetzt
(Owens et al. 2011). Viele dieser Zellen stellen eine Quelle
for wundheilungsférdernde Zellmediatoren dar (Liv et al.
2006, Korf-Klingebiel et al. 2008, McCarrel und Fortier
2009, Soltan et al. 2009, Fortier et al. 2010, Prockop und
Oh 2012). Um das heilungsférdernde Potential dieser Mixtur
ohne Zellexpansion zu nutzen, werden hauptséchlich drei ver-
schiedene Methoden angewendet. Bei einer wird die ganze
Zellfraktion oder ein Teil davon (die mononukledre Zellen)
aus dem Knochenmark nach Konze,ntration (bone marrow
aspirate concentrate, BMAC) verwendet (Fortier et al. 2010,
Ishihara et al. 2013, Chahla et al. 2016), bei der zweiten
liegt der Fokus auf den Zellmediatoren aus dem Knochen-
marksiberstand (KMU), der entweder Thrombozyten und Leu-
kozyten enthélt oder azellulér ist (Smith et al. 2006, Kinneke
et al. 2008, Schnabel et al., 2008), und die letzte nutzt das
gesamte Knochenmarkaspirat ohne weitere Verarbeitung
(Herthel 2001, Hall et al. 2013, Russell et al. 2016). Die
Grenzen zwischen den unterschiedlichen Methoden lassen
sich nicht immer klar ziehen.

Aufgrund seines Gehaltes an Leukozyten, Thrombozyten
sowie verschiedenen Vorlduferzellen und mesenchymalen
Stammzellen enthélt das rote Knochenmark eventuell das
Potential, gréBere Mengen wundheilungsférdernder WF und
IL-1Ra fir therapeutische Zwecke anzureichern als Blut. Somit
kénnte Knochenmark eine bessere Ausgangssubstanz zur Vor-
bereitung von ACS darstellen. Die Ziele dieser Studie waren
es deswegen (1) zu untersuchen, ob eine signifikante Anrei-
cherung der Zytokine IGF-1, PDGF-BB, TGF-f, und IL-1Ra im
Knochenmark nach einer Inkubationsperiode stattfindet, um
herauszufinden, ob Knochenmark sich als Substrat zur ACS
Herstellung eignet, sowie (2) die Konzentrationen dieser Zyto-
kine im Blut- und Knochenmark-ACS direkt zu vergleichen.
Die Hypothesen waren, dass (1) Knochenmark ein mégliches
Substrat zur Gewinnung von ACS ist und dass (2) im Kno-
chenmark-ACS hoéhere Konzentrationen der untersuchten
Zytokine als im Blut-ACS erreicht werden kénnen.
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Material und Methoden

Tiere

Die vorliegende Arbeit ist ein Teil eines gréferen, vom Regie-
rungsprdsidium Leipzig, des Landes Sachsen genehmigten
Forschungsprojekts (Tierversuchsanzeige V04/12), welches in
zwei Studien untergliedert wurde. In die erste parallel verlau-
fende Studie (Studie A) wurden insgesamt 12 Pferde einbezo-
gen, von denen zeitgleich Blutproben entnommen wurden, um
drei verschiedene autologe Bluterzeugnisse (thrombozytenrei-
ches Plasma, Thrombozytenlysat und ACS) herzustellen und zu
vergleichen (Ergebnisse anderweitig publiziert; lonita et al.
2016). Geplant war es gleichzeitig von allen diesen Tieren
zusétzlich Knochenmark fir die vorliegende Studie (Studie B)
zu entnehmen und zu verarbeiten, um die Ergebnisse intrain-
dividuell vergleichen zu kénnen. Da es aber bei zwei Pferden
nicht méglich war Blut und Knochenmark gleichzeitig zu
gewinnen, wurden nur zehn Tiere sowohl in Studie A und Stu-
die B einbezogen, um deren Blut-ACS und Knochenmark-ACS
im zweiten Teil der vorliegenden Studie direkt vergleichen zu
kénnen. Um die geplante Anzahl an 12 Tiere im ersten Teil der
vorliegenden Studie zu erreichen, wurden zwei Pferde zusétz-
lich herangezogen. Es handelte sich insgesamt um 12 Warm-
bliter mit ungestértem Allgemeinbefinden und einem mittleren
Alter von 13 =8 Jahren (2 Stuten, 10 Wallache).

Alle Pferde waren Eigentum des Instituts fir Tierernghrung der
Universitét Leipzig. Die Befunde der allgemeinen klinischen
Untersuchungen und die Blutbildergebnisse der Pferde am
Tag der Probenentnahme befanden sich im Normbereich.
Alle Pferde wurden unter den gleichen Bedingungen in Einzel-
boxen der Chirurgischen Tierklinik der Universitét Leipzig
gehalten und hatten freien Zugang zu Heu und Wasser. Die
Tiere erhielten fir mindestens vier Wochen vor Beginn und
wéhrend der Studie keine Medikamente.

Knochenmarkentnahme

Fur die Knochenmarkgewinnung wurden die Pferde in einen
Untersuchungsstand gefthrt und mit einer Kombination von
0,05 mg/kg Romifidin (Sedivet®, Boehringer Ingelheim Vetmedi-
ca GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland) und 0,04 mg/kg
Butorphanol (Alvegesic®, CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland)
infravends sediert. Die Knochenmarkgewinnung und die ent-
sprechende Vorbereitung wurden so durchgefihrt wie in einer
friheren Studie beschrieben (Kasashima et al. 2011). In Kirze:
nach ultrasonographischer Lokalisierung der finften Sternebra
wurde das dariber liegende Hautareal geschoren, aseptisch
vorbereitet und anschlieBend subkutan bis zum Periost mit ins-
gesamt 12 ml Mepivacain (Scandicain® 2%, Astra Zeneca
GmbH, Wedel, Deutschland) lokal andsthesiert. Nach einer
Schnittinzision der Haut bis zum Knochen mit einer sterilen Skal-
pellklinge (Nr. 11, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) wurde
eine 10cm lange 11G Knochenmarkspunktionskanile (Walter
Veterindrinstrumente e. K., Baruth, Deutschland) vorsichtig in
die funfte Sternebra eingefihrt. Hierfir wurde wie von Kasashi-
ma et. al beschrieben der Zeigefinger 2cm Gber der Haut an
die Nadel angelegt und die Nadel lediglich soweit vorgescho-
ben, bis der Finger die Haut berthrt um die Eindringtiefe zu
kontrollieren. Zehn Milliliter Knochenmark wurden in je drei mit
1 ml Acid-Citrate-Dextrose A (ACD-A, noClot-400™, Cytosol
Laboratories, Braintree, USA) vorgefillten 12ml grofien Poly-
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propylen Spritzen (DEHP™, Healthcare Products, Denver, USA)
aufgezogen. Dies diente der Herstellung des Knochenmarks-
tberstands (KMU) und des lysierten Knochenmarksiberstands
(LyskMU) (Foster et al. 2009, Amoczky et al. 2011). Nach leich-
ter Umplatzierung der Knochenmarkspunktionskanile in der
gleichen Sternebra wurden weitere 10ml Knochenmark in je
zwei der kommerziell erhdltlichen Orthokin® 10ml Vet Spritzen
(Orthogen Veterinary GmbH, Disseldorf, Deutschland) zur Her-
stellung von Knochenmark-ACS (KM-ACS) aspiriert. Die Reihen-
folge der Befillung der Spritzen wurde von Tier zu Tier geéndert,
so dass Knochenmark bei sechs Pferden zuerst zur Herstellung
von KMU (und LyskMU) und bei den anderen sechs Pferden
zuerst fur die Gewinnung von KM-ACS entnommen wurde, um
zu gewdihrleisten, dass die Reihenfolge der Entnahme keinen
Einfluss auf die Ergebnisse hat.

Vorbereitung der drei verschiedenen Knochenmarkerzeug-
nisse

Das antikoagulierte Knochenmark aus den drei Polypropylen
Spritzen wurde nach der Entnahme direkt in drei Polypropy-
lenzentrifugationsréhrchen (12ml, Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Schweiz) umgefillt, die unmittelbar mit 189
g for fonf Minuten zentrifugiert (Rotofix 32A®, Rotor 1324,
Andreas Hettich, GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland)
wurden. AnschlieBend wurde deren Uberstand inklusive Buffy
Coat in eine 12ml Polypropylenspritze aspiriert. Ein halber
Milliliter des KMU wurde in eine 2ml Polypropylenspritze
transferiert und hématologisch untersucht. Der Gbrige gewon-
nene KMU wurde gleichméBig in zwei weitere 12 ml Polypro-
pylenrdhrchen aufgeteilt. Einem Teil wurde direkt ein nicht-
ionisches Detergenz (Triton™ X-100, Sigma, Saint Louis, USA)
hinzugefigt, um eine 5%-ige finale Konzentration des Deter-
genz in der Probe zu erreichen (Burnouf et al. 2008). Ziel war
eine Zelllyse in dieser KMU Fraktion zu induzieren (LyskMU),
damit die in den Zellen enthaltenen Wachstumsfaktoren frei-
gesetzt werden. So konnte das intrinsische Gesamtpotential
der Zytokine im KMU bestimmt werden. Nach 20 Minuten
Einwirkzeit bei Raumtemperatur folgte eine weitere Zentrifu-
gation bei 3000g fir 10 Minuten. Die andere nicht-lysierte
Halfte des KMU wurde in gleicher Weise zentrifugiert. Beide
Erzeugnisse wurden nach der Zentrifugation jeweils in eine
12ml Polypropylen Spritze separat aspiriert (ohne das Pellet
auf dem Boden der Réhrchen mit einzubeziehen).

Die beiden Orthokin®10ml Vet-Spritzen wurden direkt nach
der Knochenmark Entnahme zuerst fir 8 Stunden bei 37°C in
einem Wérmeschrank inkubiert (Melag oHG, Berlin, Germa-
ny), bevor sie fir 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert wurden.
AnschlieBend wurde der Uberstand (KM-ACS) in eine 12ml
Polypropylen Spritze aufgezogen.

Vorbereitung des Blut-ACS

Am Tag des Experiments wurde nach aseptischer lokaler Vor-
bereitung der Haut ein 14G Venenkatheter (Vasofix®, B.Braun
AG, Melsungen, Deutschland) in die linke Jugularvene der
Pferde platziert. Zehn Minuten vor der Knochenmark Entnah-
me wurden hieraus 10 ml Vollblut in zwei Orthokin® Vet 10 ml
Spritzen (Orthogen Veterinary GmbH, Disseldorf, Deutsch-
land) aspiriert und umgehend in einen Inkubator (Melag
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oHG, Berlin, Deutschland) transferiert. Nach 8-stindiger
Bebritung bei 37°C wurden die Proben fir 10 Minuten bei
3000 zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand (Blut-
ACS) in eine 12ml Polypropylen Spritze aufgezogen.

Kryokonservierung

Der Inhalt aller End-Spritzen (KMU, LyskMU, KM-ACS und
Blut-ACS) wurde durch einen Spritzenaufsatzfilter (Millex®GP
0,22um, Millipore, Tullagreen, Irland) filtriert und jeweils in
vier Kryokonservierungsréhrchen (Cryotubes 2.0ml, Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) gleichmaBig auf-
geteilt. Alle Proben wurden bis zur Messung der Zytokinkon-
zentrationen bei -80°C gelagert.

Messung der humoralen Zytokinkonzentrationen

Jeweils ein Réhrchen wurde fir die Messung eines einzelnen
Zytokins eines Endproduktes benutzt. Fir die Messung der
TGF-B, und PDGF-BB-Konzentrationen, wurden kommerziell
erhdltliche kolorimetrische ,Sandwich” enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) Kits (human TGF-B, QKit® bzw.
human PDGF-BB Quantikine®, R&D, Minneapolis, USA) ver-
wendet. Ein pferdespezifisches ELISA-Kit wurde fir die Bestim-
mung der IL-1Ra-Konzentrationen genutzt (Equine IL-1Ra Duo
Set®, R&D, Minneapolis, MN, USA). Die IGF-1-Konzentration
wurde mit einem nicht-kommerziellen, fir Pferde validierten
ELISA des Veterinér-physiologisch-chemischen Institutes der
Universitét Leipzig bestimmt. Vor den eigentlichen Messungen
wurde die Linearitét der Kits geprift, wie in der Studie von Kis-
sich et al. (2012) beschrieben. Bei jeder Versuchsreihe wurde
ie ein Aliquot als Kontrollprobe eingesetzt. Fir die Kontroll-
proben lieB sich bei drei Ansdtzen keine Interassay-Varianz
ableiten. Die Proben wurden nach Bedarf verdiinnt und alle
Messungen wurden doppelt durchgefihrt.

Statistische Analyse

Die Daten wurden mit dem Programm SAS® 9.2 (SAS Institute
Inc., Cary, USA) fir Windows® (Microsoft Inc., Redmond,
USA) analysiert. Wenn sich die Zytokinkonzentration in einer
Probe unter dem niedrigsten messbaren Wert des jeweiligen
ELISA Kits befand, wurde dieser Probe der Wert der entspre-
chenden untersten Nachweisgrenze der respektiven Zytokin-
konzentration des jeweiligen Kits zugeschrieben, um eine sta-
tistische Analyse zu ermdglichen. Deskriptive statistische Ana-
lyse und visuelle Inspektion der Daten im Grafik Format wur-
de zuerst durchgefihrt, um Uber die folgenden statistischen
Tests zu entscheiden.

Fir den Vergleich zwischen den verschiedenen Knochenmark
Erzeugnissen sowie zwischen KM-ACS und Blut-ACS, wurden
die nicht-normal verteilten Daten vor der eigentlichen statisti-
schen Analyse logarithmisch transformiert, um wenn méglich
Normalitét zu erreichen. In diesen Fdllen sind die Daten mit
Medianwert, Interquartilsabstand sowie 25% und 75% Quar-
tilen in der deskriptiven Statistik angegeben. Bei den normal-
verteilten Originaldaten werden die Mittelwerte, Standardab-
weichungen sowie minimale und maximale Werte benannt.

Fur den Vergleich zwischen den Knochenmark Erzeugnissen
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wurde fir die transformierten sowie fir die nicht-transformier-
ten normal-verteillen Daten beim Erreichen einer normalen
Verteilung eine Varianzanalyse (ANOVA) fir wiederholte Mes-
sungen mit der Prozedur "Proc Mixed" von SAS® durchgefiihrt.
Fur die post-hoc paarweisen Vergleiche der entsprechenden
Werte wurden gepaarte Tukey Tests verwendet. Wenn fir ein
Zytokin mehrere Werte unter der Nachweisgrenze lagen (bzw.
bei Vorhandensein von Ausreifierwerten) wurde die Vorausset-
zung der ANOVA nicht erfillt (keine Normalverteilung) und
eine nicht-parametrischen Methode (Wilcoxon-Test) ausge-
fohrt. Im Fall des Vergleiches unterschiedlich verteilter Werte
wurden die Vergleiche in der folgenden Reihenfolge durchge-
fGhrt: nicht-parametrische Verfahren, Vergleich von log-trans-
formierten Werten und Analyse der Originalwerte.

Beim Vergleich der Zytokinkonzentrationen zwischen Blut-ACS
und KM-ACS wurden die schon parametrischen und die loga-
rithmisch transformierten normalverteilten Daten mit T-Tests
for gepaarte Proben verglichen. Wenn die logarithmisch
transformierten Daten immer noch keine Normalitét zeigten,
wurden sie mit einem Wilcoxon Test fir gepaarte Proben gete-
stet. Im Falle des Vergleichs unterschiedlich verteilter Werte
wurden auch hier die Vergleiche in der folgenden Reihenfolge
durchgefGhrt: nicht-parametrische Verfahren, Vergleich von
log-transformierten Werten und Analyse der Originalwerte.

Die statfistischen Analysen wurden stets mit und ohne Einbe-
zug der Ausreiflerwerte durchgefihrt, wodurch sich allerdings
kein relevanter Einfluss auf die statistische Signifikanz ergab.
Fur alle Tests wurde die statistische Signifikanz auf P < 0,05
festgelegt. (* Produkte unterscheiden sich schwach signifikant
(P <0.05) voneinander; ** Produkte unterscheiden sich signi-
fikant (P<0.01) voneinander; *** Produkte unterscheiden
sich hoch signifikant (P < 0,005) voneinander.)

Ergebnisse

Volumina

Fur alle Erzeugnisse betrug das Ausgangsvolumen des Sub-
strates 10ml. Das gréfte Endvolumen von ca. 4 ml wies Blut-
ACS auf, gefolgt von KMU (ca. 3,5ml) und KM-ACS (ca.
2,5ml). Die mittlere Thrombozytenkonzentration im KMU war
46,8 (£27,5 %101 und die der Leukozyten war 13,7
(+12,3) x107/1.

Teil 1: Vergleich zwischen den Knochenmarkserzeugnissen

Die deskriptive Statistik der Zytokinkonzentrationen ist in der
Tabelle 1 zusammengefasst. IGF-1: Die medianen IGF-1-
Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant zwischen
den Erzeugnissen (Abb. 1). PDGF-BB: Zwischen LyskMU und
KM-ACS lag kein signifikanter Unterschied vor. Sowohl im
LyskMU (P=0,007) als auch im KM-ACS (P=0,019) war die
mittlere PDGF-BB-Konzentration signifikant héher als im KMU
(Abb. 2). TGF-B,: Es gab keinen signifikanten Unterschied
zwischen LysKMU und KM-ACS. Die mittlere TGF-p,-Konzen-
tration im KM-ACS war signifikant héher als im KMU
(P=0,013) (Abb. 3). IL-1Ra: Die mediane IL-1Ra-Konzentra-
tion im KMU war signifikant niedriger als in den beiden ande-

ren Erzeugnissen (P <0,005) (Abb. 4).
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Teil 2: Vergleich zwischen Blut ACS und Knochenmark ACS

Die deskriptive Statistik der Zytokinkonzentrationen beider
Produkte ist in der Tabelle 2 zusammengefasst. Blut-ACS zeig-
te eine statistisch signifikant héhere mediane Konzentration

C. lonita et al.

von IGF-1 (P=0,007; Abb. 5) und eine statistisch signifikant

héhere mittlere Konzentration von PDGF-BB (P=0,001; Abb.

6) als KM-ACS. Die mittlere TGF-B,- und mediane IL-1Ra-
Konzentration zeigten keinen statistisch signifikanten Unter-
schied zwischen Blut- und KM-ACS (Abb. 7 und Abb. 8).

Tab. 1 Deskriptive Statistik der IGF-1, PDGF-BB, TGF-B, und IL-1Ra Konzentrationen in KMU, LyskMU und KM-ACS. Die Werte sind auf 2
Dezimalstellen nach dem Komma gerundet. (* Hier wurde (n) Probe (n) in der (denen) sich die jeweilige Zytokinkonzentration unter der

Nachweisgrenze befand bericksichtigt; MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung; Min: Minimum; Max: Maximum)

Descriptive statistics of the IGF-1, PDGF-BB, TGF-8; and IL-1Ra concentrations in bone marrow supernatant (KMU), lysed bone marrow supernatant
(LyskMU) and bone marrow-derived ACS (KM-ACS). Values are rounded to 2 decimals after the decimal point. (° including sample(s) in which the
respective cytokine concentration was under the limit of detection; MW: mean value; SA: standard deviation; Min: minimum,; Max: maximum;
Interquartilsabstand: interquartile range).

KMU LyskMU KM-ACS
IGF-1 (ng/ml) n 12 12 12
Median 44,5° 63,5° 59,8¢
Interquartilsabstand 29.38 28.38 30.63
25% Interquartile 35.38 50.75 49.75
75% Interquartile 64.75 79.13 80.38
PDGF-BB (ng/ml) n 12 12 12
MW (£ SA) 0,31 (£ 0,56) 0,39 (= 0,19) 0,38 (+ 0,2)
Min/Max 0,0/2,0 0,1/0,7 0,1/0,7
TGF-, (ng/ml) n 12 12 12
MW (= SA) 3,30 (+ 1,68)° 4,65(+ 1,72)° 5,65 (= 2,24)
Min/Max 1,2/5,7 1,2/8,0 2,2/9,8
IL-1Ra (ng/ml) n 12 12 12
Median 0,8° 4,8° 5,3
Interquartilsabstand 0 6,59 19,35
25% Interquartile 0,8 0,8 1,94
75% Interquartile 0,8 7,39 21,29

Tab. 2 Deskriptive Statistik der IGF-1, PDGF-BB, TGF-B, und IL-1Ra-Konzentrationen im Blut-ACS und KM-ACS. (* Hier wurde(n) Probe(n) in der
(denen) sich die jeweilige Zytokinkonzentration unter der Nachweisgrenze befand bericksichtigt; MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung; Min:

Minimum; Max: Maximum)

Descriptive statistics of the IGF-1, PDGF-BB, TGF-B; and IL-1Ra concentrations in blood-derived ACS (Blut-ACS) and bone marrow-derived ACS
(KM-ACS). Values are rounded fo 2 decimals after the decimal point. ¢ including sample(s) in which the respective cytokine concentration was under
the limit of detection; MW: mean value,; SA: standard deviation; Min: minimum,; Max: maximum, Inferquartilsabstand: interquartile range)

Blut-ACS KM-ACS
IGF-1 (ng/ml) n 10 10
Median 85,75 59,75¢
Interquartilsabstand 50,88 29,63
25% Interquartile 64,0 47,5
75% Interquartile 114,88 77,13
PDGF-BB (ng/ml) n 10 10
MW (= SA) 0,97 (+ 0,26) 0,4 (= 0,21)
Min/Max 0,69/1,49 0,13/0,72
TGF-B; (ng/ml) n 10 10
MW (= SA) 6,68 (= 1,47) 5,92 (+ 2,32)
Min/Max 5,14/9,19 2,21/9,77
IL-TRa (ng/ml) n 10 10
Median 3,75 6,97
Interquartilsabstand 14,56 25,55
25% Interquartile 1,69 1,59
75% Interquartile 16,25 27,14
628 Pferdeheilkunde 32 (2016)
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Diskussion

Die Ziele der vorliegenden Studie waren, (1) herauszufinden,
ob sich Knochenmark als Substrat zur Herstellung von ACS
eignet und (2) Blut und Knochenmark als Ausgangssubstan-
zen zur Gewinnung von ACS gegeniberzustellen, indem der
Gehalt an IGF-1, PDGF-BB, TGF-, und IL-1Ra in den
respektiven Endprodukten bestimmt und verglichen wurde.
Die erzielten Ergebnisse sollten eine Aussage dariber ermég-
lichen, ob Knochenmark dem Blut als Ausgangssubstrat zur
ACS-Erzeugung beziglich der Anreicherung dieser vier wich-
tigen Zytokinen Uberlegen ist, bevor klinische Untersuchun-
gen durchgefihrt werden.
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Abb. 1 Box Plots der logarithmisch transformierten IGF-1-Konzen-
trationen (ng/ml) in KMU, LyskMU und KM-ACS. (o AusreiBer; ®
extremer Ausreifer)

Box plots of the logarithmically transformed IGF-1 concentrations
(ng/ml) in bone marrow supernatant (KMU), lysed bone marrow
supernatant (LyskMU) and bone marrow-derived ACS (KM-ACS).
(o outlier; ® extreme outlier)
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Abb. 2 Box Plots der PDGF-BB-Konzentrationen (ng/ml) in KMU,
LyskMU und KM-ACS. ( @ extremer Ausreifer; * Produkte unterschei-
den sich signifikant (P <0.05) voneinander; ** Produkte unterschei-
den sich signifikant (P <0.01) voneinander)

Box plots of the PDGF-BB concentrations (ng/ml) in bone marrow
supernatant (KMU), lysed bone marrow supernatant (LyskMU) and
bone marrow-derived ACS (KM-ACS). ( ® extreme outlier; * products
differ significantly (P < 0.05) from each other; ** products differ sig-
nificantly (P < 0.01) from each other)
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Die erste Hypothese dieser Arbeit konnte bestétigt werden, da
die Inkubation von Knochenmark zur Anreicherung der Zyto-
kine im KM-ACS gefihrt hat. Die zweite Hypothese konnte
hingegen widerlegt werden, da kein Zytokin signifikant héhe-
re Konzentrationen im KM-ACS als im Blut-ACS aufwies. Die
Zytokinkonzentrationen wiesen zum Teil deutliche interindivi-
duelle Unterschiede auf, wie es fir autologe Blutprodukte
typisch ist (Giraldo et al. 2013, Hessel et al. 2015, lonita et
al. 2016). Dies bestdtigt, dass es sich bei Orthobiologika
nicht um standardisierte Therapeutika handelt, was die Eta-
blierung von Behandlungsprotokollen erschwert und somit
keine zuverl@ssige individuelle Aussage Gber die enthaltenen
Inhaltsstoffe bzw. deren Konzentrationen méglich ist.
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Abb. 3 Box Plots der TGF-B,-Konzentrationen (ng/ml) in KmU,
LyskMU und KM-ACS. (* Produkte unterscheiden sich signifikant
(P <0.05) voneinander)

Box plots of the TGF-B, concentrations (ng/ml) in bone marrow
supernatant (KMU), lysed bone marrow supernatant (LyskMU) and
bone marrow-derived ACS (KM-ACS). (*products differ significantly
(P<0.05) from each other)
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Abb. 4 Box Plots der logarithmisch transformierten IL-1Ra-Konzen-
trationen (ng/ml) in KMU, LyskMU und KM-ACS. (o AusreiBer;
® extremer Ausreifler; *** Produkte unterscheiden sich signifikant
(P <0,005) voneinander)

Box plots of the logarithmically transformed IL-1Ra concentrations
(ng/ml) in bone marrow supernatant (KMU), lysed bone marrow
supernatant (LyskMU) and bone marrow-derived ACS (KM-ACS).
(o outlier; ® extreme outlier; *** products differ significantly.

(P <0,005) from each other)
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Aufbereitung der Erzeugnisse

Da die Aufbereitung von KM-ACS eine Punktion des Sternums
erforderte, war der Prozess deutlich invasiver und aufwendi-
ger als die vendse Blutentnahme. Zwar stellt der Tuber coxae
eine praktischere und risikodrmere Punktionsstelle als das
Sternum zur Knochenmarkgewinnung dar, ist aber nur bei
jungen Pferden empfehlenswert (Adams et al. 2013), da aus
dem Os llium bei élteren Patienten ein geringerer Zellgehalt
als aus dem Sternum gewonnen werden kann (Delling et al.
2012). Um zu tiefes Eindringen oder falsche Platzierung (wel-
che zum Pneumothorax oder zu Verletzung kardialer Struktu-
ren fUhren kann) zu verhindern, sollte die sternale Punktion
auBerdem ultraschallgestitzt von einer erfahrenen Person
durchgefihrt werden (Kasashima et al. 2011). Fir eine opti-
male Ausbeute an mesenchymalen Stromazellen wird in der
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Abb. 5 Box Plots der logarithmisch transformierten IGF-1-Konzen-
trationen (ng/ml) in Blut-ACS und KM-ACS. ( o Ausreiler; ** Produk-
te unterscheiden sich signifikant (P <0.01) voneinander).

Box plots of the logarithmically transformed IGF-1 concentrations
(ng/ml) in blood-derived ACS (Blut-ACS) and bone marrow-derived
ACS (KM-ACS). (o outlier; ** products differ significantly (P<0.01).
from each other)
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Abb. 6 Box Plots der PDGF-BB-Konzentrationen (ng/ml) in Blut-
ACS und KM-ACS. (*** Produkte unterscheiden sich signifikant
(P<0,005) voneinander.)

Box plots of the PDGF-BB concentrations (ng/ml) in blood-derived
ACS (Blut-ACS) and bone marrow-derived ACS (KM-ACS). (*** pro-
ducts differ significantly (P < 0,005) from each other.)
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aktuellen Literatur die Entnahme an der funften Sternebra in
ca. 10mm Eindringtiefe in den Knochen empfohlen (Eydt et
al. 2016). Leider wurde diese Literaturempfehlung erst nach
der Durchfihrung der Versuche dieser Arbeit verdffentlicht.
Da sich die hier durchgefihrten Messungen aber auf die
humoral enthaltenen Zytokine beziehen ist nicht zwingend
eine Verminderung der Konzentrationen durch die gewdhlte
Vorgehensweise zu erwarten. Das KM-ACS hétte jedoch ver-
mutlich von einer gréfieren Zellpopulation profitiert, da diese
wéhrend der Inkubation noch weitere Zytokine hétte freiset-
zen kénnen.

Bei der Aspiration von Knochenmark gewinnt man abhéngig
von der Eindringtiefe zundéchst eine relativ zellreiche
Mischung, die mit zunehmendem Volumen eine abnehmende
Zellularitét aufweist, was durch ,Verdinnung” durch mitaspi-
riertes Blut erklart werden kann (Kasashima et al. 2011, Kisi-
day et al. 2013). Aus diesem Grund wurde die Entnahmerei-
henfolge der Knochenmarkproben zur Herstellung von KM-
ACS und KMU von Pferd zu Pferd gedindert. Der statistische
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Abb. 7 Box Plots der TGF-p,-Konzentrationen (ng/ml) in Blut-ACS
und KM-ACS

Box plots of the TGF-3, concentrations (ng/ml) in blood-derived ACS
(Blut-ACS) and bone marrow-derived ACS (KM-ACS,).
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Abb. 8 Box Plots der logarithmisch transformierten IL-1Ra-Konzen-
trationen (ng/ml) in Blut-ACS und KM-ACS

Box plots of the logarithmically transformed IL-1Ra concentrations
(ng/ml) in blood-derived ACS (Blut-ACS) and bone marrow-derived
ACS (KM-ACS).
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Vergleich zwischen den ersten und zweiten Aspiratfraktionen
ergab fur die hier enthommenen Knochenmarkvolumina
allerdings keine signifikanten Unterschiede beziiglich deren
Zytokinanreicherungsvermégen  (Ergebnisse  hier nicht
gezeigt).

Bei der Aufbereitung des KMU kam es in den verwendeten
Spritzen trotz der Nutzung von ACD-A zu spontaner Teilkoa-
gulation in mehreren Proben. Deswegen waren einige Zellen
und ein Teil der freigesetzien Zytokine vermutlich in Fibrinnet-
zen gefangen, sodass sie anschlieBend nicht im Plasma vor-
handen und somit nicht messbar waren (Araki et al. 2012,
Dohan Ehrenfest et al. 2012). Um dies zu verhindern sollte
bei weiteren Untersuchungen ggf. proportional mehr ACD-A
verwendet oder ein anderes Antikoagulans getestet werden.
Fur die Herstellung von KMU wurde das Plasma (mit Throm-
bozyten und Leukozyten) von der ,roten” Zellfraktion getrennt.
Zytologische Vormessungen haben gezeigt, dass die hier ver-
wendeten Zentrifugationsparameter die optimale Ausbeute
der Leukozyten und Thrombozyten erbrachten. Bei der Ver-
wendung anderer Zentrifugationseinstellungen sind vermut-
lich abweichende Zell- und somit besonders bei LyskMU auch
entsprechend andere Zytokinkonzentrationen zu erwarten.

Allgemeiner Vergleich der drei Knochenmark-Erzeugnisse

Die Anreicherung der vier Zytokine konnte sowohl im LyskMU
und im KM-ACS nachgewiesen werden. Die im KMU gemes-
senen Zytokine sind die, die schon in humoraler Form vorla-
gen, da die Zellen vor dem Einfrieren der Proben herausfil-
triert wurden. Da das rote Knochenmark stark durchblutet
wird, stammte ein Teil dieser Molekile vermutlich aus dem
Blutplasma (Kisiday et al. 2013) wéhrend ein anderer Anteil
aus den Knochenmarkszellen freigesetzt wurde (Takahashi et
al. 2006, Korf-Klingebiel et al. 2008, Soltan et al. 2009). Die
Erhdhung der jeweiligen Zytokinkonzentrationen nach der
detergenzinduzierten Lyse des KMU erklért sich dadurch, dass
durch die Zerstérung der Thrombozyten und Leukozyten (und
eventuell eines geringen Anteils anderer beinhalteter Zellar-
ten) im Uberstand weitere zuvor intrazelluldre Zytokine frei
werden (Burnouf et al. 2008, lonita et al. 2016). Die Kno-
chenmark-Inkubation zur Herstellung von KM-ACS induziert
die Freisetzung von Mediatoren aus den enthaltenen Zellen
und erklért somit deren héhere Konzentrationen im KM-ACS
verglichen mit dem KMU. Da fir die Herstellung des ACS die
gesamte Zellfraktion des Knochenmarks und nicht hauptséich-
lich die Leukozyten und Thrombozyten wie im LyskMU genutzt
wurde, wurde vermutlich noch eine Vielzahl anderer nicht
thrombozyten- bzw. leukozytenspezifischer Molekile freige-
setzt, die aus unterschiedlichen Zellarten stammen und weite-
re wundheilungsférdernde Eigenschaften aufweisen kénnten.
Diese wurden aber in dieser Studie nicht gemessen.

Das Endvolumen von KM-ACS war geringer als das von
KMU, wodurch die Zytokine im KM-ACS stérker konzentriert
wurden, was mitverantwortlich fir die Zytokinanreicherung in
diesem Préparat war (geringerer Verdinnungseffekt). Auf der
anderen Seite war méglicherweise ein grofier Teil der freige-
setzten Mediatoren im Koagulat gefangen und stand somit fiir
die Messung der humoralen Molekile im Serum nicht zur Ver-
fogung (Araki et al. 2012, Dohan Ehrenfest et al. 2012). Eine

ladngere und stérkere Zentrifugation hétte eventuell eine ver-
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besserte Freisetzung der Zytokine bewirkt. Grundsétzlich war
das gewonnene Endvolumen des KM-ACS (ca. 2,5ml), wel-
ches mit dem spezifischen kommerziellen System hergestellt
wurde, relativ gering und somit eventuell fur einige Indikatio-
nen wie zum Beispiel die Gelenksbehandlung beim Pferd
nicht ausreichend (Weinberger 2008).

Vergleich der Zytokine in den Knochenmark-Erzeugnissen

IGF-1 ist ein plasmaspezifisches Molekil, welches hauptséch-
lich in der Leber produziert wird und von Thrombozyten z.B.
durch Endozytose aufgenommen werden kann (Yakar et al.
2002, Anitua et al. 2004). Dies erklért, wieso bereits im KMU
eine relativ hohe Konzentration gemessen wurde und nur ein
nicht-signifikanter Anstieg nach Lyse der Zellen im KMU bzw.
nach Inkubation von Knochenmark verzeichnet wurde.

PDGF-BB ist vor allem thrombozytenspezifisch, weshalb es
nach Thrombozytenlyse im LyskMU die héchste messbare
Konzentration erreicht hat (Anitua et al. 2004, Textor 2014).
Vor der Lyse der Zellen ist dieser Mediator nur in sehr geringer
Menge im KMU nachweisbar, da er sich hier noch fast aus-
schlieBlich intrazellulér und nicht frei im Plasma befindet.
Durch den Koagulationsprozess bei der KM-ACS Herstellung
wird ebenfalls eine Freisetzung und damit ein Konzentrations-
anstieg von PDGF-BB erreicht. Der extreme Ausreifierwert im
KMU wurde in einer Probe gemessen, welche eine besonders
starke spontane Koagulation zeigte, wodurch wahrscheinlich
die enthaltenen Thrombozyten voraktiviert wurden.

Wie bei PDGF-BB ist im KMU eine humorale Basiskonzentra-
tion von TGF-B, messbar, die ebenfalls nach chemischer Lyse
der enthaltenen Thrombozyten und Leukozyten steigt, jedoch
nicht signifikant. TGF-B, wird allerdings nicht nur von diesen
Zellen, sondern auch von anderen Zelltypen des Knochen-
marks freigesetzt (Korf-Klingebiel et al. 2008, McCarrel und
Fortier 2009, Soltan et al. 2009, Fortier et al. 2010). Da die-
se lediglich wdahrend der KM-ACS-Produktion anwesend
waren, sind diese Zellen wahrscheinlich fir die signifikant
hohere TGF-B,-Konzentration in diesem Erzeugnis verant-
wortlich.

Wie erwartet, konnte IL-1Ra mit Ausnahme einer Probe im
KMU nicht humoral nachgewiesen werden, da es ein intrazel-
luléres Molekil ist, welches normalerweise erst nach Stimula-
tion hauptséchlich durch Monozyten im Blut in héheren Men-
gen synthetisiert und freigesetzt wird (Danis et al. 1995, Burger
und Dayer 2000). Sowohl durch Lyse der Leukozyten im KMU
wie auch durch die gerinnungsinduzierte Freisetzung kommt es
zu einem hoch signifikanten Anstieg der Konzentration.

Vergleich von Blut und Knochenmark als Substrat fir ACS-
Produktion

Der direkte Vergleich der Substrate Blut und Knochenmark zur
Herstellung von ACS bei 10 Pferden zeigte, dass das Blut im
Falle von IGF-1 und PDGF-BB statistisch signifikant héhere
Werte als Knochenmark erbringen konnte, trotz eines héhe-
ren Verdinnungseffekts im Blut-ACS als im KM-ACS (4,0m|
bzw. 2,5ml aus den initialen 10ml). Megakaryozyten stellen
im Knochenmark die Hauptquelle von PDGF-BB dar (Antoni-
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ades 1991, Rendu und Brohard-Bohn 2001) und scheinen
durch den Koagulationsprozess geringere Mengen dieses WF
freizusetzen als deren Abkémmlinge, die Thrombozyten, im
Blut-ACS. Méglicherweise lassen sich die Megakaryozyten
aus dem Knochenmark durch die stattfindende Gerinnung im
Réhrchen nicht (bzw. deutlich weniger als die Thrombozyten
im Blut) aktivieren, weshalb die Konzentrationen von PDGF-
BB (und zum Teil auch von IGF-1) im KM-ACS signifikant nie-
driger waren als im Blut-ACS. Eine kleine Menge des IGF-1
wird ebenfalls von Thrombozyten freigesetzt, aber wie bereits
erwdhnt, ist dieser WF vor allem ein plasmaspezifisches Mole-
kol, was vermutlich eher fir die héhere Konzentration im Blut-
ACS verantwortlich ist. Aulerdem zeigte das Knochenmark
eine héhere Tendenz zur spontanen Koagulation als das Blut,
weshalb méglicherweise ein gréBerer Anteil der freigesetzten
WF im Koagulat des Knochenmarks gefangen blieb (Araki et
al. 2012, Dohan Ehrenfest et al. 2012).

Die Konzentration von TGF-B, war im Blut-ACS nicht-signifi-
kant hdher als im KM-ACS. Dieser WF ist ebenfalls in relativ
grofien Mengen in Thrombozyten zu finden, sodass man auch
hier eine signifikant héhere Konzentration im Blut-ACS, paral-
lel zu TGF-B, und PDGF-BB, hatte erwarten kénnen. Eine
mogliche Ursache fur die dhnlichen Konzentrationen von
TGF-B, in Blut- und KM-ACS kann durch die Tatsache erklart
werden, dass auch Leukozyten und andere Zellen, welche
sich im Knochenmark befinden diesen WF enthalten und
wéhrend des Inkubationsprozess freisetzen (Liu et al. 2006).

IL-1Ra war das einzige Zytokin, welches im KM-ACS etwas
héhere Konzentrationen als im Blut-ACS aufwies. Dies war
allerdings statistisch nicht signifikant. Eine mégliche Erklérung
dafir ist, dass, zusatzlich zu dem geringeren Verdiinnungsef-
fekt, das Knochenmark weitere Zellarten (neben Leukozy-
ten/Monozyten) beinhaltet, die in der Lage sind dieses Mole-
kol zu synthetisiert und freizusetzen (Prockop und Oh 2012,
Isoda et al. 2014).

Limitierung dieser Studie

In der vorliegenden Studie wurden lediglich vier klinisch rele-
vante Zytokine untersucht. Allerdings spielen bei der Gewe-
beheilung deutlich mehr Zellmediatoren und weitere Moleki-
le eine Rolle. Andere Zytokine, wie epidermal growth factor,
fibroblast growth factor, vascular endothelial growth factor
und connective tissue growth factor, die einen starken Einfluss
auf die Gewebsregeneration haben, sind in der vorliegenden
Studie nicht untersucht worden (Barrientos et al. 2008, Nur-
den et al. 2008). Deswegen wéire es interessant in nachfol-
genden Untersuchungen herauszufinden, ob bestimmte Zyto-
kine sich vermehrt in KM-ACS anreichern lassen, um sie the-
rapeutisch zu nutzen. Auch wenn in den vorgestellten Ergeb-
nissen eine stdrkere Anreicherung von drei der vier Zytokinen
im Blut-ACS beobachtet wurde, bedeutet dies nicht zwangs-
laufig, dass dieses Produkt eine bessere In vivo-Wirkung auf-
weist. Zusatzlich zieht eine gréBere Menge an Zellmediatoren
nicht unbedingt eine verbesserte Geweberegeneration nach
sich, so dass eine Uberprifung dieser Effekte in einer kontrol-
lierten In vivo-Studie erfolgen misste (Giusti et al. 2009). Fir
die Bestimmung der TGF-B, und PDGF-BB-Konzentrationen
wurden humanspezifische ELISA-Kits verwendet, fir die aber
einerseits bereits in vorangegangenen Studien Kreuzreaktio-
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nen mit Pferdeantikérpern nachgewiesen wurden (Sutfer et al.
2004, Schnabel et al. 2008, Tablin et al. 2008) und ande-
rerseits von der Arbeitsgruppe der vorliegenden Studie eben-
falls for das Pferd validiert wurden (Kissich et al. 2012). Her-
vorzuheben ist, dass in der vorliegenden Arbeit ausschlieflich
In vitro-Messungen durchgefihrt wurden, deren klinische
Relevanz es noch in folgenden In vivo-Versuchen zu untersu-
chen gilt. Um eine statistische Analyse zu erméglichen wur-
den Zytokine, welche nicht messbar waren mit dem niedrig-
sten messbaren Wert des jeweiligen ELISA-Kits gleichgesetzt,
wie es auch in anderen Studien durchgefihrt wurde (Ward
und Fernandes 2000, Parkitny et al. 2013). Hierdurch ent-
standen keine negativen Auswirkungen auf die Inferpretation
der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen

Die durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dass Knochen-
mark als Substrat zur Herstellung von ACS verwendet werden
kann, wobei es auBer fir IL-1Ra eine geringere Anreicherung
der hier bestimmten Zytokine als Blut-ACS zeigte. Somit bietet
die invasivere und damit auch mit héheren Risiken verbunde-
ne Entnahme von Knochenmark eventuell keinen Vorteil
gegeniber der Nutzung von Blut in diesem Zusammenhang.
Weiterfihrende In vitro-Studien sind notwendig, um heraus-
zufinden, ob zusétzliche wichtige anabole und anti-katabole
Molekile in KM-ACS angereichert werden kénnen, um den
héheren Aufwand und das gréBere Risiko zu rechtfertigen. Zu
bedenken ist allerdings, dass nur In vivo-Versuche eine Aus-
sage Uber die klinische Anwendbarkeit und den therapeuti-
schen Nutzen von KM-ACS zulassen.
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