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Kurzfassung

Kurzfassung

Zweidimensionale (2D) oder dreidimensionale (3D) in vitro Kultivierungen vieler Saugetierzellen erfordern eine
Supplementierung mit Serum. In klinischen Studien fiir die regenerative Medizin werden vermehrt
mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem/stromal cell, MSC) eingesetzt. Vor einer erfolgreichen
Anwendung ist in den meisten Fallen eine ex vivo Expansion oder in vitro Differenzierung der MSCs erforderlich.
Optimierte Kultivierungsbedingungen spielen daher eine Schliisselrolle fiir den Therapieerfolg. Die Entwicklung
und erfolgreiche Etablierung effizienter xenofreier Kultivierungsbedingungen fiir MSCs konnen die
Wahrscheinlichkeiten flir Risiken und Komplikationen nach der Behandlung minimieren und gleichzeitig den

Behandlungserfolg nachhaltig positiv beeinflussen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Proliferation und Differenzierung von humanen mesenchymalen
Stammzellen aus Fettgewebe (human adipose tissue derived mesenchymal stem cells, hAD-MSCs) in 2D- und
3D-Zellkultursystemen (Gelatin-Methacryloyl (GeIMA) Hydrogelen) unter Verwendung von drei verschiedenen
Mediensupplementen (fetales Kdlberserum, Humanserum und humanes Thrombozytenlysat (hPL)) analysiert
und verglichen. In beiden Zellkultursystemen erwies sich das hPL als vielversprechendes Mediumsupplement. In
den Hydrogelen zeigte es sowohl als Supplement im Wachstumsmedium als auch als Zusatz zur Formulierung

des Hydrogels einen positiven Einfluss auf das Zellverhalten.

In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurden Hydrogele verschiedener Steifigkeit mit unterschiedlichen
Konzentrationen von hPL formuliert und untersucht. Die Zugabe von hPL verbesserte konzentrationsabhangig
die Zellausbreitung, Proliferation sowie die osteogene Differenzierung von hAD-MSCs. Dariiber hinaus erhéhte
die Zugabe von hPL die Viskositdt und Steifigkeit der Hydrogele und hatte einen positiven Einfluss auf die

Formstabilitat.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurden additiv gefertigte resorbierbare Polymerkonstrukte auf ihre Eignung als
Zellgeriist flir eine xenofreie Kultivierung untersucht. Das untersuchte Biopolymer erwies sich als biokompatibel
auch nach erfolgter Degradation und kann als osteokonduktives Implantatgeriist fiir das Tissue Engineering
eingesetzt werden. Unter xenofreien Bedingungen mit hPL kann eine beschleunigte osteogene Differenzierung

bei unbeeintrachtigter Zellmorphologie erreicht werden.

Schlagworter: humanes Thrombozytenlysat, xenofreie Kultivierungsbedingungen, mesenchymale Stammzellen,
fetales Kalberserum, 2D Zellkultur, 3D-Zellkultur, Gelatine Methacryloyl (GelMA), Hydrogele, resorbierbares

Biomaterial, 3D-Druck, Zellexpansion, Mediensupplemente



Abstract

Abstract

Two-dimensional (2D) or three-dimensional (3D) in vitro cultivation of various mammalian cells requires
supplementation with serum. Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are widely used in clinical trials for
regenerative medicine. In most cases, ex vivo expansion or in vitro differentiation of MSCs are required before
application. Therefore, optimized cultivation conditions play a key role for the treatment outcome. The
development and successful establishment of efficient xeno-free cultivation conditions for MSCs can minimize
the chances of post-treatment risks and complications and can positively influence the long-term treatment

outcome.

In the first part of this thesis, the proliferation and differentiation of human adipose tissue derived mesenchymal
stem cells (hAD-MSCs) was comparative analyzed in 2D and 3D cell culture systems (gelatine-methacryloyl
(GelMA) hydrogels) using three different media supplements (fetal calf serum, human serum and human platelet
lysate (hPL)). hPL proved to be a promising media supplement in both studied cell culture systems. Additionally,
it showed a positive effect on cell behavior in both, added to the growth medium and used for the formulation

of the hydrogel.

In the second part of this work, hydrogels of different stiffness were formulated and investigated with different
concentrations of hPL. The addition of hPL improved cell spreading, proliferation, as well as osteogenic
differentiation of hAD-MSCs in a concentration-dependent manner. Furthermore, the addition of hPL increased

the viscosity and stiffness of the hydrogels and had a positive effect on the shape fidelity.

In the third part of this work, 3D-printed resorbable polymer constructs were investigated for their suitability
as cell scaffolds for xeno-free cultivation. The studied biopolymer proved to be biocompatible even after
degradation and can be used as an osteoconductive implant scaffold for tissue engineering. An improved
osteogenic differentiation can be achieved without affecting cell morphology, if cultivated under xeno-free

conditions with hPL.

Keywords: Human platelet lysate, xeno-free cultivation conditions, mesenchymal stem cells, fetal calf serum,
2D cell culture, 3D cell culture, gelatin methacryloyl (GelMA), hydrogels, resorbable biomaterial, 3D printing,

cell expansion, medium supplements



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Danksagung I
Kurzfassung v
Abstract Vv
Inhaltsverzeichnis Vi
Abbildungsverzeichnis Vil
Abkiirzungsverzeichnis IX
1 Einleitung und Zielsetzung 1
1.1 Einleitung 1
1.2 Zielsetzung 2

2 Theoretische Grundlagen 3
2.1 Das Potential und die Einsatzmdglichkeiten von mesenchymalen Stammzellen 3
2.1.1  Einsatz von MSCs als Zelltherapeutika 5

2.1.2  Einsatz von MSCs im Tissue Engineering 6

2.2 Herausforderungen bei der Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen 9
2.3 2D- und 3D-Zellkultursysteme 12
2.3.1  Soft tissue 13

2.3.2 Hard tissue 15

2.4 Existierende Protokolle und deren Einfluss auf die in vitro Kultivierung von primaren

mesenchymalen Stammzellen 17

2.4.1  Serumfreie und chemisch definierte Medien 19
2.4.2  Konventionelle Mediensupplemente 20

2.5 Thrombozytenlysat als vielversprechendes Mediumsupplement 22
2.5.1  Gewinnung und Herstellung von Thrombozytenlysat 22
2.5.2 Bestandteile des Thrombozytenlysates 24
2.5.3  Nutzung des Thrombozytenlysates 25

3 Experimenteller Teil 28

VI



Inhaltsverzeichnis

3.1 Vergleichende Analyse der Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen in FKS, HS und hPL in

30

2D- und 3D-Zellkultursystemen

3.2 Mit Thrombozytenlysat hergestelltes Gelatin-Methacryloyl (GelMA) unterstiitzt die Proliferation
und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen und verbessert die mechanischen

Eigenschaften des Hydrogels

48

3.3 Xenofreie in vitro Kultivierung und osteogene Differenzierung von hAD-MSCs auf resorbierbarem

3D gedruckten RESOMER®

66

4 Zusammenfassung und Ausblick

85

5  Literaturverzeichnis

89

Anhang

Verdffentlichungen und Konferenzbeitrige

Lebenslauf

VI

119

122

124



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2-1:

Abbildung 2-2:

Abbildung 2-3:

Abbildung 2-4:

Abbildung 2-5:

Abbildung 2-6:
Abbildung 2-7:
Abbildung 3-1:

Abbildung 3-2:

Abbildung 3-3:

Ubersicht tiber konventionelle Quellen zur MSC-Isolation, charakteristische Eigenschaften
und Potentiale von MSCs und deren mdgliche Anwendungen im Bereich der Zelltherapie,

des Tissue Engineering und der in vitro Medikamenten- und Wirkstofftestung......ooceeessee. 4
Schema der drei ausschlaggebenden Faktoren fur erfolgreich
biotechnologisch-hergestellte Gewebe im Tissue Engineering. 7

Ubersicht der geographischen Verteilung von klinischen Studien zu MSCs weltweit
(Quelle: clinicaltrials.gov, abgerufen am 24.09.20, Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal
stem cells). 10

Anzahl klinischer Studien mit MSCs in Bezug auf die aktuellen klinischen Phasen (Quelle:
clinicaltrials.gov, aufgerufen am 24.09.2020 mit Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal
stem cells). 10

Einflussfaktoren auf die Zelleigenschaften und den damit zusammenhédngenden Erfolg

von MSC-basierten Anwendungen. 11
Vergleich zwischen 2D und 3D Zellkultur. 13
Zusammensetzung herkdmmlicher Kultivierungsmedien. 18

Graphical abstract zu dem Manuskript ,,Comparative analysis of mesenchymal stem cell
cultivation in fetal calf serum, human serum and platelet lysate in 2D and 3D systems"......... 30

Graphical abstract zu dem Manuskript "Gelatin-Methacryloy! (GelMA) Formulated with
Human Platelet Lysate Supports Mesenchymal Stem Cell Proliferation and Differentiation
and Enhances the Hydrogel's Mechanical Properties" 48

Graphical abstract zu dem Manuskript "Xeno-Free In Vitro Cultivation and Osteogenic
Differentiation of hAD-MSCs on Resorbable 3D Printed RESOMER®" 66

Vil



Abkiirzungsverzeichnis

Abklirzungsverzeichnis

2D

3D

ACT

ATMP

BSE

BVD

CD

CID

CTB

DMEM

DoF

EGF

Engl.

Etc.

EZM

FDM

FGF

FKS

GelMA

GMP

Zweidimensional (engl.: Two-Dimensional)
Dreidimensional (engl.: Three-dimensional)
Autologe Chondrozyten Transplantation

Arzneimittel fiir neuartige Therapien (engl.: advanced therapy medicinal

products)

Bovine spongiforme Enzephalopathie

Bovine virale Diarrhde

Cluster-Definition (engl.: cluster of differentiation)
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (engl.: Creutzfeldt Jakob Disease)
Computer Tomographie

CellTiterBlue®

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium

Funktionalisierungsgrad (engl.: Degree of Functionalization)
Epidermale Wachstumsfaktor (engl.: epidermal growth factor)
Englisch

Et cetera

Extrazellulare Matrix

Schmelzschichtung (engl.: fused deposition modeling)
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl.: fibroblast growth factor)
Fetales Kalberserum

Gelatine-Methacryloyl

Gute Herstellungspraxis (engl.: good manufacturing practice)



Abkiirzungsverzeichnis

GvHD

hAD-MSC

hBM-MSC

HLA

hPL

HS

hUC-MSC

IGF-1

IMDM

ISBT

ISCT

LBL

Mind.

MRT

MSC

PBS

PC

PDGF

PGA

PLA

Graft-versus-Host-Reaktion (engl.: Graft versus Host Disease)

Humane mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe (engl.: human

adipose tissue derived mesenchymal stem cells)

Humane mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (engl.: human

bone marrow derived mesenchymal stem cells)

Humanes Leukozytenantigen

Humanes Thrombozytenlysat (engl.: human platelet lysate)
Humanserum

Humane mesenchymale Stammzellen aus der Nabelschnur (engl.: umbilical

cord derived mesenchymal stem cells)
Insulin dhnlicher Wachstumsfaktor 1 (engl.: insulin-like growth factor 1)
Iscove's Modified Dulbecco's Media

Internationale Gesellschaft fiir Bluttransfusionen (engl.: international

society of blood transfusion)

Internationale Gesellschaft fiir Zelltherapien (engl.: International Society for

Cell Therapy)

Lymphoblastisches Lymphom

Mindestens

Magnetresonanztomographie

Mesenchymale Stammzellen (engl.: Mesenchymal Stem/Stromal Cells)
Phosphat gepufferte Saline (engl.: phosphate buffered saline)
Thrombozytenkonzentrat (engl.: platelet concentrate)

Wachstumsfaktor aus Thrombozyten (engl.: platelet-derived growth factor)
Polyglykolide (engl.: polyglycolic acid)

Polylactide (engl.: polylactic acid)



Abkiirzungsverzeichnis

PLGA
PRP
RGD
S/D
TGF-B
uv

VEGF

vWF
WHO
2.B.

a-MEM

Poly(lactid-co-glycolid)

Thrombozytenreiches Plasma (engl.: platelet-rich plasma)
Arginin-Glycin-Asparaginsiure

Solvent/Detergent

Transformierender Wachstumsfaktor B (engl.: transforming growth factor 8)
Ultraviolett

Vaskuldre endothele Wachstumsfaktor (engl.: vascular endothelial growth

factor)

Von Willebrand Faktor

Weltgesundheitsorganisation (engl.: world health organization)
Zum Beispiel

Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification

Xl



1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

In Transfusionszentren und medizinischen Einrichtungen werden jeden Tag weltweit etliche
Thrombozytenkonzentrate (platelet concentrate, PC) vernichtet, da sie nicht mehr zur sicheren
Transfusion flir den Menschen geeignet sind'-3. Gleichzeitig sterben bis zu 5 500 Kalber jeden einzelnen
Tag auf grausame Weise zur Gewinnung des fetalen Kilberserums (FKS) fiir die Zellkulturlabore dieser
Welt+6. Entgegen den Empfehlungen und zunehmenden ethischen, sicherheitsbezogenen sowie
wissenschaftlichen Bedenken bedeutender und anerkannter Organisationen und Richtlinien wie der
World Health Organisation (WHO) und der guten Herstellungspraxis (good manufacturing practice, GMP)
bleibt das FKS nach wie vor Teil der Standardausriistung eines jeden Zellkulturlabors und aus den
Standardprotokollen zur Zellkultivierung nicht weg zu denkens-S. Obwohl die Nachteile, die gegen eine
Nutzung des FKS sprechen, wie eine hohe Chargenvariabilitdt, ethische Bedenken und das Risiko von
Virus-, Mykoplasmen- oder Prioneninfektionen sowie Immunreaktionen der Empfanger auf xenogene

Faktoren liberwiegen, gibt es immer noch keine weit verbreiteten Alternativen fiir das FKS36-15,

Vor allem im Bereich der Stammzellkultivierung empfehlen die WHO und GMP-Richtlinien immer
dringender die Nutzung von tierischen Supplementen zu untersagens-S. In den letzten Jahren hat sich
insbesondere die Stammzellforschung in kiirzester Zeit zu einem der wichtigsten Forschungsbereiche der
regenerativen Medizin entwickelt. Das groBe Potential der vielfdltigen Eigenschaften von
mesenchymalen Stammzellen (mesenchymal stem/stromal cells, MSCs) fiihrt vor allem bereits bei
Zelltherapien und dem Tissue Engineering zu vielversprechenden Ergebnissen'®-26. Insbesondere die
standardmaBige Verwendung eines xenogenen Mediumsupplements wie das FKS beeintrachtigt hierbei

entscheidend den Erfolg klinischer Studien und Anwendungen am Menschen.

Die mdgliche Verwendung von aus PCs hergestelltem humanem Thrombozytenlysat (human platelet
lysate, hPL) als alternatives Mediumsupplement zu FKS scheint in den letzten Jahren zunehmend das
Potential zu entwickeln, die Verschwendung dieser humanen Medizinprodukte zu minimieren und
gleichzeitig eine Mdglichkeit fiir xenofreie Kultivierungsbedingungen zu schaffen. Vielversprechende
Ergebnisse weisen darauf hin, dass abgelaufenes hPL, ebenso wie frisches hPL, MSCs optimal versorgen

kann13.27,

Mit der stetigen Entwicklung moderner, nachhaltiger und resorbierbarer Biomaterialien und der
Etablierung individuell modifizierbarer dreidimensionaler (3D)-Kultivierungssysteme fiir die regenerative
Medizin vergroBert sich der Einsatzbereich von xenofreien MSC-Produkten zunehmend2e-34, Die

Verwendung von hPL zur Kultivierung von MSCs in Kombination mit fortschrittlichen

1



1 Einleitung und Zielsetzung

3D-Kultivierungssystemen bietet die Mdoglichkeit den Bereich der regenerativen Medizin zu

revolutionieren.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die vergleichende Analyse von hPL als xenofreie Alternative zu konventionellen
Mediensupplementen  (FKS und Humanserum (HS)) hinsichtlich der Proliferations- und
Differenzierungsunterstiitzung von humanen MSCs aus Fettgewebe (human adipose tissue derived
mesenchymal stem cells, hAAD-MSCs) in zweidimensionalen (2D)- und 3D-Zellkultursystemen. Es soll die
xenofreie Kultivierung von MSCs optimiert werden und Mdglichkeiten nachhaltiger Kultivierungsansatze

untersucht werden.

Zunichst soll dazu der Einfluss von FKS, HS und hPL auf die Proliferation (Langzeitproliferation) und
Differenzierung (osteogen und chondrogen) von hAD-MSCs (von vier Spendern) in 2D-Zellkultursystemen
analysiert werden. AnschlieBend sollen Hydrogele (Gelatin-Methacryloyl (GelMA)) als reprisentatives
3D-Zellkultursystem herangezogen werden. In diesem System sollen die Mediensupplemente im
Wachstumsmedium variiert werden. Gleichzeitig werden auch im 3D-Konstrukt die drei verschiedenen
Mediensupplemente direkt wahrend der Hydrogel-Formulierung eingesetzt. Zur Charakterisierung der
eingesetzten Mediensupplemente soll ihr Einfluss auf die Zelleigenschaften wie die Zelladhasion,

Ausbreitung und Viabilitdt untersucht werden.

Um den Einfluss der vielversprechenden xenofreien Alternative (hPL) auf 3D-kultivierte Zellen niher zu
betrachten, soll das hPL zusatzlich in verschiedenen Konzentrationen zur Formulierung der Hydrogele
eingesetzt werden. Auf diesem Weg soll die optimale Supplementkonzentration zur Unterstilitzung der
Zelleigenschaften (AdhZsion, Morphologie, Ausbreitung, Proliferation, osteogene Differenzierung) im
Hydrogel ermittelt werden. Zur allgemeinen Optimierung des Systems und zur Kontrolle des Einflusses
von hPL auf die Hydrogeleigenschaften wurden Hydrogele mit drei verschiedenen
Funktionalisierungsgeraden (degree of functionalization, DoF) (50 %, 70 % und 95 % DoF) und daraus

resultierenden Steifigkeiten analysiert.

Ferner sollen 3D-gedruckte Konstrukte aus einem resorbierbaren Polymer als weiteres
Kultivierungssystem herangezogen werden. Zum einen sollen die gedruckten Konstrukte auf ihre Eignung
als Implantatmaterial getestet werden (Degradation, Biokompatibilitdt, Zytotoxizitdt und
Zellviabilitat/Morphologie). Zum anderen soll aber auch der Einfluss von verschiedenen
Mediensupplementen auf die auf den Konstrukten kultivierten hAD-MSCs untersucht werden

(Morphologie, Adhésion, Migration und osteogene Differenzierung).



2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Das Potential und die Einsatzmdglichkeiten von mesenchymalen
Stammzellen

Zwischen 50 und 70 Billionen Zellen im menschlichen Koérper sterben im Durchschnitt pro Tag durch
einen programmierten Zelltods. Hervorgerufen durch Krankheiten oder Verletzungen des menschlichen
Organismus kann gleichzeitig eine Nekrose in den betroffenen Bereichen des Korpers ausgeldst werden.
Fir die Heilung dieser Bereiche bedarf es daher einer Regeneration3637. Um den Bedarf an Nachschub fiir
solch eine immense Zellzahl zu regulieren, gibt es im menschlichen Kérper Mechanismen, die dafiir
sorgen, dass die abgestorbenen Zelltypen in den Geweben nachgebildet werden. Zusatzlich zu der
normalen Zellteilung der bereits spezialisierten Zellen befinden sich in den meisten Teilen des Kdrpers
sogenannte Stammzellen/Stromazellen, die die Gewebehomdostase unterstiitzen und sich symmetrisch

erneuern oder asymmetrisch in spezialisierte Zellen differenzieren konnen.

Das Regenerationsvermdgen des Gewebes variiert gewebespezifisch, jedoch wird die Regeneration in
nahezu allen Gewebetypen von Stammzellen unterstiitzt. Insbesondere die mesenchymalen Stammzellen
(mesenchymal stem/stromal cells, MSC), die in vielen verschiedenen menschlichen Geweben vorliegen,
haben mit ihrem groBen Potential aufgrund vielfdltiger Eigenschaften die wissenschaftliche
Aufmerksamkeit auf sich gelenkt193638-40 \/or (iber einem halben Jahrhundert isolierten Friedenstein et al.
als erste Forschungsgruppe MSCs wodurch die Geschichte der MSC-in-vitro-Kultivierung ihren Anfang
nahm#1-43, Seither wurden MSCs aus verschiedensten adulten und geburtsassoziierten Quellen isoliert
und untersucht. Beispielsweise kénnen MSCs aus Knochenmark, Muskel-, Knorpel-, Haut-, Zahn- und
Fettgewebe sowie aus der Plazenta, dem Amnion, dem Nabelschnurblut und dem Wharton-Jelly der
Nabelschnur gewonnen werden'944-53, Um die isolierten heterogenen Zellpopulationen bestmdglich als
MSCs charakterisieren und standardisieren zu kénnen, beschloss die International Society for Cellular
Therapy (ISCT) 2006 Minimalkriterien zur Definition von MSCs2. Diese umfassen die Plastikadhirenz der
Zellen, die Expression spezifischer Oberflichenmarker (CD73+, CD90+, CD105+, CD14-, CD34-, CD45-,
HLA-DR-) und das in vitro Differenzierungspotential in mindestens drei mesodermale Richtungen, wie

die Chondrogenese, die Adipogenese und die Osteogenese20.54,

Die aus verschiedenen Geweben isolierten MSCs verfligen liber Eigenschaften wie ein hohes ex vivo
Proliferationsvermdgen, die Unterstiitzung somatischer Zellen, die Differenzierung in verschiedene
mesodermale Richtungen, ein migratorisches und immunmodulatorisches Potential, Homing (Ansiedlung
von Stammzellen in spezifischem Gewebe) und die Sekretion |oslicher Faktoren (z.B. antimikrobielle
Peptide, entziindungshemmende Zytokine, extrazelluldre Vesikel und angiogene Wachstumsfaktoren)
(Abbildung 2-1)16-26, Verschiedene immunmodulatorische Effekte konnten invitro bereits erforscht

werden. Di Nicola etal. und Selmani etal. zeigten beispielsweise, dass MSCs die Proliferation und
3
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Aktivierung von T-Zellen sowie von natiirlichen Killerzellen unterdriicken kdnnenss56. Des Weiteren
wiesen Corcione et al. eine von MSCs requlierte Wirkungsweise von B-Zellen nach und Jiang et al.
zeigten, dass MSCs die Differenzierung und Funktion dendritischer Zellen hemmen kdnnen57.58, Dariiber
hinaus zeigten LeBlanc etal, dass humane MSCs keine alloreaktiven proliferativen
Lymphozytenantworten ausldsen, sondern Immunantworten modulieren. Diese Ergebnisse unterstiitzen
die Annahme, dass MSCs kaum immunogen und zwischen HLA-inkompatiblen Individuen
transplantierbar sind®. Die immunmodulatorischen Eigenschaften gemeinsam mit der geringen eigenen
Immunogenitdt der MSCs deuten darauf hin, dass allogene MSCs zur Behandlung von
Graft-versus-Host-Erkrankungen (GvHD) und Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden kdnnenéo-63,
Ein Beispiel fiir die sekretorischen/stromalen Eigenschaften von MSCs ist die in den letzten Jahren in vivo
beobachtete sogenannte parakrine rescue function. Verschiedene Studien demonstrierten beispielsweise
eine lber einen direkten Zellkontakt oder MSC-Wachstumsfaktoren vermittelte Unterstiitzung der

Zellregeneration64-68,
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Abbildung 2-1: Ubersicht Gber konventionelle Quellen zur MSC-Isolation, charakteristische Eigenschaften und
Potentiale von MSCs und deren mdégliche Anwendungen im Bereich der Zelltherapie, des Tissue Engineering und der

in vitro Medikamenten- und Wirkstofftestung.

Die zahlreichen positiven Eigenschaften der MSCs verdeutlichen ihr groBes Potential, eine gute
Grundlage fiir die langfristige Anwendung in der regenerativen Medizin bieten zu kénnen. In zellbasierten
Therapien und im Tissue Engineering werden MSCs daher bereits vielfaltig eingesetzt. Isoliert werden
MSCs optimalerweise von Spendern oder Patienten in einem gering invasiven Verfahren. Da fiir eine
Anwendung als Zelltherapeutika sehr groBe Zellzahlen bendtigt werden, eignen sich insbesondere

humane mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe (human adipose tissue derived mesenchymal stem
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cells, hAAD-MSCs) als MSC-Quelle, die in groBer Zahl mittels einer Liposuktion oder Abdominoplastik
isoliert werden kdnnen522242669-75. Um jedoch klinisch relevante Zellzahlen zu erhalten, miissen die
isolierten MSCs zusatzlich ex vivo expandiert werden6-78, Auf die Vorteile und die genaue Verwendung
von MSCs in Zelltherapeutika wird im nachfolgenden Abschnitt 2.1.1 ndher eingegangen. Das hohe
reproduzierbare Differenzierungsverhalten der isolierten und expandierten MSCs und die Mdglichkeit von
sicheren autologen oder allogenen Transplantationen sind grundlegende Aspekte flir einen erfolgreichen

Einsatz von MSCs im Tissue Engineering (siehe Abschnitt 2.1.2)2279.80,

Dariiber hinaus kénnen MSCs zur in vitro Simulation von Krankheitsmodellen genutzt werden und somit
zur Entwicklung und Testung neuer Medikamente und Therapien beitragen. Bislang scheitern in
klinischen Studien beinahe 90 0% aller getesteten Medikamente. Aufgrund einiger grundlegender
biologischer Unterschiede zwischen dem humanen und dem tierischen Organismus kann ein Medikament
im Tierversuch erfolgreich erscheinen und trotz allem in der klinischen Studie scheitern. Eine in vitro
Testung der Medikamente vor dem Beginn einer klinischen Studie an humanen Zellen in 2D- oder
physiologisch-relevanten 3D-Modellen kann iber den direkten Ausschluss scheiternder Medikamente
zur Steigerung des Erfolgs in klinischen Studien beitragen und somit nachhaltig die Therapiekosten
senken. Mit der Anwendung physiologisch-relevanter in vitro Modelle kann die Prognostizierbarkeit der
therapeutischen Wirksamkeit von Medikamenten mdglicherweise gesteigert und gleichzeitig die Zeit, die

Kosten und der Aufwand bis zur Marktetablierung (,Valley of Death") gesenkt werden.

In den nachfolgenden Abschnitten wird ndher auf das Potential von MSCs fiir die Anwendung in

Zelltherapien und im Tissue Engineering eingegangen.

2.1.1 Einsatz von MSCs als Zelltherapeutika

Zelltherapien, auch als zellbasierte Verfahren bekannt, haben das Ziel geschadigte oder abgestorbene
Zellen, Gewebe oder ganze Organe zu reparieren, zu regenerieren, zu ersetzen oder auch nur ihre
biologischen Funktionen zu optimieren. Zu solchen Verfahren kann die Transplantation ausdifferenzierter
humaner autologer oder allogener Zellen, die Injektion (genetisch) modifizierter humaner Zellen sowie
xenogener Zellen gehdrens'-83, Ein weiterer erfolgreicher Bereich der Zelltherapie umfasst die
Transplantation autologer und allogener Stammzellen (z.B. bei Leuk&mie wie dem lymphoblastischen
Lymphom (LBL)), die bereits fiir verschiedene Anwendungsgebiete zugelassen sind5484-86, Die VVerwendung
lebender funktionell aktiver Zellen ist nicht mit einer konventionellen Medikamentengabe zu vergleichen.
Die zahlreichen allgemein positiven Eigenschaften von MSCs kdnnen auch Risiken darstellen, wenn sie
zuvor nicht sachgemaB auf die geplante Anwendung im menschlichen Kdrper getestet wurden.
Beispielsweise kdnnten die MSCs im Kdrper migrieren und durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren

die Tumorigenese begiinstigen oder sich unkontrolliert differenzierens+87.88,
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Unabhdngig von den Anwendungsbereichen besteht ein grundlegend gleicher Ablauf einer
Stammzelltherapie. Zu Beginn wird therapiespezifisch Gewebe entnommen, aus welchem die
Stammzellen dann isoliert, charakterisiert (siehe Minimalkriterien in Punkt 2.1) und kultiviert
werden'9.2089, Fiir Zelltherapien werden meist pro Patient mehrere Millionen Zellen bendtigt, wovon aus
dem Spendergewebe jedoch nur ein Bruchteil entnommen werden kanngé91. Demnach besteht die
groBte Herausforderung in der Expansion groBer Zellmengen fiir autologe oder allogene Zelltherapien.
Nach einer erfolgreichen ex vivo Zellexpansion und dem Nachweis des gewiinschten therapeutischen
Potentials konnen die MSCs anschlieBend fiir die Therapie autolog oder allogen verwendet werden19.76-
78, Da es wahrend der Zellexpansion zu einem Funktionsverlust der MSCs kommen kann, sind optimierte
und standardisierte Expansionsprotokolle sowie eine anschlieBende Uberpriifung der Qualitit und
Identitdt der Zellen essenziell. Nur auf diesem Weg kann ein reproduzierbarer Therapieerfolg garantiert
werden und in den Studien zwischen den Ergebnissen der MSCs und der Placebos unterschieden

werden’s,

MSC-Therapien sind bislang nur fiir wenige Anwendungsbereiche, wie Krebserkrankungen (z.B.
Leukdmie), Herzversagen, Makuladegenerationen oder Riickenmarksverletzungen zugelassen. Jedoch
besteht ein bedeutendes Potential flir weitere zelltherapeutische Anwendungens48s, Fiir den Einsatz von
MSCs als Zelltherapeutika sind auf clinicaltrials.gov die meisten der klinischen Studien fiir Krankheiten
des Nervensystems, Knochen-, Muskel- und Knorpelerkrankungen, Herz- und Bluterkrankungen sowie
Erkrankungen des Verdauungssystems registriert858992, Die Anzahl klinischer Studien, die MSCs fiir
Zelltherapien einsetzen, belduft sich auf 991 registrierte Studien (clinicaltrials.gov, abgerufen am
24.09.20, Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal stem cells', Filter: ,cell therapy). Dass sich innerhalb dieser
Studien bereits mehr als die Halfte in Phase 2 oder hdher (587 Studien) befinden, zeigt das groBe
Potential der MSC-basierten Therapien. Im Hinblick auf die noch laufenden sowie die bereits
abgeschlossenen klinischen Studien zeigt sich, dass die Sicherheit einer Behandlung (z.B.
Kontaminationen und Tumorigenitét) auf der Basis von MSCs gewahrleistet werden kann89093-96, Jedoch
sind die erzielten Ergebnisse aus vielen Studien hdufig kontrovers und kdnnen abhangig von der
MSC-Quelle und des -Spenders sowie von den Isolations-, Expansions-und allgemeinen
Kultivierungsprotokollen variieren1997.98, Daher ist trotz der Sicherheit beziiglich Kontaminationen und
Tumorigenitat fraglich, ob die Effektivitdit einer Behandlung mit MSCs fiir eine groBflachig

therapeutische Anwendung ausreichend ist19.849,

2.1.2 Einsatz von MSCs im Tissue Engineering

Das interdisziplindre Gebiet des Tissue Engineerings umfasst die Anzucht von Gewebe und Zellverbanden
sowie den Ersatz beschddigten oder zerstdrten Gewebes oder Organen. Es vereint unterschiedliche

wissenschaftliche Aspekte aus dem Ingenieurwesen, den Materialwissenschaften, der Biologie, der Physik



2 Theoretische Grundlagen

und der Medizin, um optimierte Gewebe fiir die klinische Anwendung zu entwickeln3034100-105_ Drej
Faktoren sind fiir eine erfolgreiche klinische Anwendung des geziichteten Gewebes ausschlaggebend: (1)
die Zellen, (2) die Zellumgebung beziehungsweise das Biomaterial sowie (3) die Zell- oder

Gewebekulturbedingungen (Abbildung 2-2)103.104106,
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Abbildung 2-2: Schema der drei ausschlaggebenden Faktoren fiir erfolgreich biotechnologisch-hergestellte

Gewebe im Tissue Engineering.

Einen primaren Einfluss auf einen klinischen Erfolg hat die Auswahl der verwendeten Zellen. Bestmdglich
sollten patienteneigene Zellen (autolog) verwendet werden, um eine Immunreaktion oder eine
AbstoBung des Implantats zu vermeiden. Die zu verwendenden Zellen konnen entweder direkt vom
Zielorgan isoliert werden, aus kdrpereigenen Vorlduferzellen sowie aus Stammzellen des Patienten
entwickelt werden oder es werden im Labor kultivierte Zellen genutzt. Lange Zeit wurden vor allem
bereits ausdifferenzierte Zellen aus dem spezifischen Gewebe isoliert und fiir das Tissue Engineering
verwendet. In den letzten Jahren konnte jedoch vor allem MSC-basiertes Tissue Engineering zunehmend
etabliert werden107-114, Dank der charakteristischen stetigen Selbsterneuerung und des gro3en Potentials
in verschiedene Richtungen zu differenzieren, stellen MSCs eine sehr vielversprechende Zellquelle fiir das

Tissue Engineering dar. Vergleichbar zu der Zellgewinnung fiir Zelltherapeutika kénnen MSCs nach der
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Isolation in einer ersten Phase exvivo bis zur erforderlichen Zellzahl expandiert oder direkt auf
Gewebekonstrukten in vitro angeziichtet werden. Nach einer vollstindigen Bewachsung des Konstruktes
besteht die Mdglichkeit die MSCs zur Differenzierung in den phanotypischen und funktionellen in vivo
Zielzelltyp anzuregen und diese anschlieBend beispielsweise zur Medikamententestung oder zur

Einbringung in den Menschen zu verwenden.

Die Verwendung von Biomaterialien und damit die Interaktion der Zellen mit ihrer Umgebung stellen
einen weiteren essentiellen Faktor fiir eine erfolgreiche klinische Anwendung dar'’5-119, Die
Mikroumgebung in vivo libt komplexe dynamische und spezifische Stimuli auf die Zellen aus und hat
somit einen direkten Einfluss auf das Zellverhalten, wie die Adhéasion, Proliferation, Differenzierung und
den Aufbau der extrazelluldren Matrix (EZM)116117.120-125_ Um ein mdglichst natives Gewebe zu schaffen,
sollten die natiirlichen Bedingungen der Zellen so prazise wie mdoglich imitiert und die invivo EZM
nachgeahmt werden113.124126_ Fiir jn vitro Anwendungen werden Geriiststrukturen, sogenannte Scaffolds,
erforscht und gewebespezifisch optimiert, um eine individuelle Unterstlitzung und Versorgung der Zellen
zu gewahrleisten18119.127128  Die Entwicklung der Biomaterialien erfolgte von dezellularisierten
Gewebestrukturen liber Metalle, Keramiken und bioaktiven Glasern zu natiirlichen und synthetischen
Polymeren, Nanokomposit-Biomaterialien sowie Oberfldichenmodifikationen'15129-148  |nsbesondere die
Entwicklung natiirlicher und synthetischer Polymere mit spezifischen Materialeigenschaften hat das
Gebiet der Biomaterialforschung grundlegend verandert”!. Fiir die klinische Verwendung der Polymere
muss das Implantat in der Lage sein, die Gewebe und Organe des Empfangers zu ersetzen und in ihrer
Funktion zu unterstiitzen. Zusatzlich sollte die Biokompatibilitdt des Materials sichergestellt sein, sodass
vom Korper keine chronischen Reaktionen ausgeldst oder die Adhdrenz, Proliferation, Viabilitat oder
Differenzierung der Zellen negativ beeinflusst werden2934149, Ein weiterer relevanter Faktor, der vor allem
in der Padiatrie eine groBe Rolle spielt, ist die Biodegradierbarkeit eines solchen Materials liber natiirliche
Abbaumechanismen des Korpers'49-153, Ein optimales Biomaterial ist biokompatibel, biodegradierbar und
ahmt die dreidimensionale Gewebestruktur einschlieBlich ihrer spezifischen Eigenschaften wie die
Steifigkeit nach. So wird eine EZM-3hnliche Mikroumgebung geschaffen, die die Adhasion, Proliferation

und den Differenzierungsprozess von MSCs stimuliert und unterstiitzt (Biomimikry)29.115-117.122-124,154,155,

Zuletzt haben auch die Zell- bzw. Gewebekulturbedingungen einen wesentlichen Einfluss auf die
Entwicklung des biotechnologisch-hergestellten Gewebeproduktes. Zum einen spielen hierbei das
Nahrmedium und die Differenzierungsfaktoren sowie die Art der Medienzugabe (z.B. die Verwendung
von Dampfreaktoren fiir die Corneakultivierung) eine Rolle, zum anderen kdonnen physikalische und
mechanische Krifte die Entwicklung der Zellen beeinflussen (z.B. mechanische Stimulation zur
Produktion von Muskel-, Sehnen- oder Knorpelgewebe). Neben der Medienzugabe ist vor allem die
Verwendung etablierter Protokolle essenziell, um eine schnelle und effiziente Produktion des bendtigten

Gewebes zu erreichen. In der Zellexpansionsphase gilt es eine mdglichst hohe Zellmenge zu erhalten,
8
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wahrend eine verfriihte oder unkontrollierte Differenzierung sowie das Einsetzen der Seneszenz
verhindert werden soll. Bei dem Differenzierungsschritt kann es aufgrund der Stammzellheterogenitat zu
einer unvollstdndigen Differenzierung und variablen Effizienz kommen. Detaillierte und ausgereifte
Protokolle fiir die optimale Medienkomposition sowie die spezifischen Kultivierungsbedingungen haben
daher eine groBe Bedeutung fiir eine effiziente biotechnologische Herstellung von Zell- und

Gewebekulturen127.156.157,

Die Anforderungen und Einsatzmdglichkeiten von biotechnologisch-hergestellten Gewebeprodukten sind
sehr umfangreich und vielfaltig. Neben einer direkten Anwendung als Gewebeersatz kdnnen anhand
solcher Gewebekonstrukte auch Krankheitsmodelle zur Reduktion von Tierversuchen untersucht werden.
Zusatzlich kdnnen solche Konstrukte in der Grundlagenforschung oder der Medikamententestung
betrieben sowie die Auswirkung von Schadstoffen mithilfe kinstlich hergestellter Gewebe
(z.B. Lungengewebe) analysiert werden. Die Etablierung des 3D-Drucks im Tissue Engineering kann zu
zusatzlichen Erleichterungen fiir Patienten und fiir den klinischen Alltag flihren100.158159, Ein weiterer
vielversprechender Einsatz ist die Deckung des Bedarfs an Spenderorganen. Langfristig kdnnten in vitro
funktionstilichtige Organe geziichtet und somit die Nachfrage an Spenderorganen reduziert werden.
MSCs wurden mit der Tissue Engineering Technologie bereits fiir die Behandlung verschiedener Arten von
Gewebedefekten oder als Gewebeersatz wie fiir die Cornea, Trachea, Myokard, Parodontalband, Urethra,
kleinen Arterien, Nasalknorpel sowie flir Haut- und Knochengewebe eingesetzt'60-170, Um Zell- und
Gewebeprodukte perfektioniert und risikcarm in der Therapie von Krankheiten und Verletzungen
einsetzen zu kénnen, bedarf es, trotz der bereits vielversprechenden Ergebnisse, noch intensiverer
Forschung und der Bewaltigung von Herausforderungen bei der MSC-Kultivierung, die im nachfolgenden

Kapitel ndher ausgefiihrt werden8s.100.158.171-173,

2.2 Herausforderungen bei der Kultivierung von mesenchymalen
Stammzellen

Aufgrund der vielfaltigen positiven Eigenschaften von MSCs waren zum Zeitpunkt der Erstellung dieser
Arbeit weltweit tiber 1 000 klinische Studien registriert (1 064 Studien registriert auf clinicaltrials.gov,
abgerufen am 24.09.20, Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal stem cells'). In China wurden nahezu ebenso
viele Studien durchgefiihrt wie in Europa und den USA zusammen. In Europa liegt der Schwerpunkt der

Studien in Spanien (Abbildung 2-3).
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Colors indicate the number of studies with locations in that region.
Least

Labels give the exact number of studies

Abbildung 2-3: Ubersicht der geographischen Verteilung von klinischen Studien zu MSCs weltweit (Quelle:

clinicaltrials.gov, abgerufen am 24.09.20, Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal stem cells).

MSCs als Behandlungsformen werden in klinischen Studien vermehrt bei Krankheiten wie Multiple
Sklerose, Rheumatische Arthritis, Osteoarthritis, dekompensierte Zirrhose, Bronchopulmonale Dysplasie,
GvHD, Andmie, Schlaganfdllen, Autismus, Schizophrenie, Riickenmarksverletzungen, Asthma,
Autoimmunerkrankungen, Hauterkrankungen, Knochenfrakturen und Altersschwédchen eingesetzt
(clinicaltrials.gov). Davon befinden sich ungefahr die Halfte aller klinischen Studien bereits in Phase 2
oder hoher (Abbildung 2-4). Als Zelltherapie zur Behandlung von Schidigungen infolge der neuartigen
SARS-CoV-2-Infektionen befinden sich bereits 33 klinische Studien in Phase 2 und 3 (clinicaltrials.gov,
abgerufen am 24.09.20, Erkrankung: ,Covid 19, Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal stem cells Filter:
,cell therapy, Phase 2 bis Phase 4).

Frih 1

Phase 1
M Phase 2
M Phase 3

H Phase 4

Abbildung 2-4: Anzahl klinischer Studien mit MSCs in Bezug auf die aktuellen klinischen Phasen (Quelle:

clinicaltrials.gov, aufgerufen am 24.09.2020 mit Eingriff/Behandlung: ,mesenchymal stem cells).

10
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Eine lber 20-jahrige Erfahrung und groBe Fortschritte in praklinischen sowie klinischen Studien weisen
auf ein groBes Potential von MSC-basierten Therapien hins. Allerdings flihren Publikationen und klinische
Studien mit heterogenen und widerspriichlichen Ergebnissen fortwahrend zu einem Diskurs liber die
Anwendungsmdglichkeiten in der regenerativen Medizin9174. Die Ursache liegt hauptséachlich darin
begriindet, dass bei den Vorbehandlungsprozessen und Protokollen viele verschiedene Faktoren einen
Einfluss auf die MSC-Eigenschaften haben kénnen (Abbildung 2-5) und bislang noch keine optimale
Behandlungsstrategie fiir MSCs etabliert werden konnte'®175, Beispielsweise haben vor allem der
Zellursprung wie das Spenderalter, der Gesundheitszustand des Spenders und die Gewebequelle der
MSCs sowie die exvivo Kultivierungsbedingungen einen grundlegenden Einfluss auf die finalen

Eigenschaften der Zellen und kénnen fiir den Therapieerfolg ausschlaggebend sein982.176,

Labor

« Isolationsprotokoll

« Zelllagerung/Kryokonservierung
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«ex vivo Kultivierungsbedingungen: @
*Passage der Zellen/Alter

*Handling der Zellen (Dissoziationsreagenzien, etc.)
*Zelldichte wahrend der Kultivierung (% der Konfluenz)
*Medium (Basalmedium, Supplemente, xenofrei, etc.)

4| *Kultivierungssystem (2D, 3D, Dampfreaktor, etc.)
*Material (Zellkulturoberflache, Biomaterial, Steifigkeit, etc.)
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« Isolationsmethode

Abbildung 2-5: Einflussfaktoren auf die Zelleigenschaften und den damit zusammenhangenden Erfolg von

MSC-basierten Anwendungen.

Da klinisch relevante Zellzahlen fiir MSC-basierte Therapien in der Regel lediglich liber eine in vitro
Expansion isolierter Zellen erreicht werden, spielen neben Schliisselfaktoren wie die Zellquelle, die
Spender und Empfanger, Injektionswege, Dosis und die Isolationsmethode auch Expansionsprotokolle
eine essenzielle Rolle fiir die finale Zellqualitdt und das Behandlungsergebnis. Aus diesem Grund ist die
Optimierung und Standardisierung der Isolations- und Expansionsverfahren von MSCs fiir zukiinftige
klinische Anwendungen von entscheidender Bedeutung. Nur bei anwendungsspezifischen und
standardisierten Kultivierungsprotokollen kann eine reproduzierbare Qualitat der Zellen erreicht und das
klinische Potential (immunmodulatorische und stromale Funktionen, invitro Proliferations- und
Differenzierungspotential, Minimierung des Infektions- und AbstoBungsrisikos) der MSCs fiir den Einsatz
in zellbasierten Therapien und im Tissue Engineering vollkommen ausgeschopft werden10.1954177 7y den

1"
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entscheidenden Kultivierungsfaktoren, wie dem Isolations-, Expansionsprotokoll oder der Zelllagerung
gehdren auch Kultivierungsbedingungen wie beispielsweise die Zellpassage, das Kultivierungsmedium,
das (Bio)Material oder das Kultivierungssystem. Insbesondere die Dimension des Kultivierungssystems
hat einen entscheidenden Einfluss auf die Zellqualitdt. Im folgenden Kapitel wird daher ndher auf

2D- und 3D-Zellkultursysteme eingegangen.

2.3 2D- und 3D-Zellkultursysteme

StandardmdBig werden adharente Zellen wie MSCs im Labor auf speziellen Oberflachen von
Kulturflaschen oder Mikrowellplatten kultiviert. In einer solchen 2D-Kultur bilden die Zellen einen
Monolayer, sodass das Zellwachstum auf zwei Raumrichtungen begrenzt und durch die GroBe der
Kultivierungsoberflache eingeschrankt ist34178, Aufgrund der Limitierung der Wachstumsflache missen
die Zellen regelmaBig passagiert werden, um eine Konfluenz und eine resultierende Ablésung des
Zellrasens zu vermeiden. Zur Spaltung der Zell-Plastik- (meist modifizierte Polystyrol-Oberfldchen) und
Zell-Zell-Verbindungen finden standardmaBig Enzyme wie Trypsin oder Enzymcocktails fiir sensiblere
Zellen (z.B. Accutase) Anwendung. Die notwendige enzymatische Spaltung der Zellverbindungen 2D-
kultivierter Zellen kann unterschiedliche Einfliisse auf die Zelleigenschaften sowie die Seneszenz der
Zellen haben'7180,  Obwohl 2D-Kultivierungssysteme sehr groBe Unterschiede zu den
in vivo Zellbedingungen aufweisen, kénnen 2D-kultivierte Zellen jedoch in einigen Versuchsaufbauten
Vorteile bieten. So kann beispielsweise eine schnelle Zellexpansion in 2D fiir High-Throughput-
Screenings, autologe Chondrozyten Transplantationen (ACT) sowie fiir individualisierte Implantate
vorteilhaft sein (vereinfachter Zugang und erleichterte Verwendung von MSCs fiir Tissue-Engineering-
Strategien)'8'. Um die therapeutische Effizienz von 2D-kultivierten MSCs zu steigern, besteht trotz
jahrelanger experimenteller und klinischer Erfahrung in der 2D-Zellkulturtechnik noch stets Bedarf an

optimierten und standardisierten Protokollen.

Im Vergleich zu den traditionellen 2D-Zellkulturen spiegeln 3D-Zellkultursysteme die in vivo Umgebung
der Zellen besser wider (Abbildung 2-6). Insbesondere physiologische Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte
und -Interaktionen sowie das Diffusionsverhalten kénnen nur in 3D-Zellkultursystemen simuliert und
analysiert werden34182, Freigesetzte Signalmolekiile von 2D-kultivierten Zellen werden direkt im gréBeren
Volumen des Zellkulturmediums verdiinnt, anstatt konzentrations- und ortsabhdngig auf andere Zellen
wirken zu kénnen. Des Weiteren kdnnen in 2D-Kultursystemen keine physiologischen Gradienten von
Signalmolekiilen, Metaboliten und Sauerstoff erzeugt werden. Mechanische Krafte wie Kompression,
Dehnung oder Scherspannung, die in lebenden Organismen auf die Zellen wirken und diese beeinflussen,
konnen in 2D-Zellkultursystemen nicht imitiert werden. Beziiglich der angiogenen und
immunmodulatorischen Faktoren weisen 3D-kultivierte MSCs im Vergleich zu 2D-kultivierten Zellen eine

héhere Qualitat auf183-1%, Dariiber hinaus dokumentierten mehrere Arbeitsgruppen, dass die Dimension
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des Kultursystems einen direkten Einfluss auf das zelluldre Verhalten und die Funktionalitat hat82191-193,
Aus diesen Griinden nimmt die Bedeutung von 3D-Kultivierungssystemen in der Grundlagenforschung,
bei der Isolation und Zellexpansion, beim Wirkstoffscreening, bei Toxizitatsstudien sowie beim Tissue

Engineering stetig zu194-202,

2D Zellkultur 3D Zellkultur

1
! « natuirliche Morphologie und Proliferation
+ Zelladhasion auf Oberfldache limitiert !
! « Adhésion und Migration in alle Richtungen
« limitierte Wachstumsflédche (Passagieren) ~ |
1 » EZM-Zell- und Zell-Zell-Kontakte und -Interaktionen
« Monolayer, flache unnattrliche Morphologie 1
1 g +in vivo Genexpression und Zellaktivitéten und Responses
 Zellausbreitung und Migration auf einer Ebene |
\ * |6sliche Signalmolekiile und Ausbildung von Gradienten

+ keine léslichen Signalmolekiile oder Gradienten )

* Nachahmung physikalischer/mechanischer Krafte in vivo
+ keine physikalischen/mechanischen Kréfte '

* Multilayers mit anderen Zelltypen méglich

Abbildung 2-6: Vergleich zwischen 2D und 3D Zellkultur.

Fir eine optimale Wirkungsweise der 3D-kultivierten Zellen und eine mdglichst groBe Anndherung an
die Wachstumsbedingungen in vivo wird ein anwendungsspezifisches 3D-Zellkultursystem bendtigt. Zu
den 3D-Zellkulturmodellen gehdren geriistfreie Zellaggregate (Spharoide), natiirliche oder synthetische
Geriiste (Scaffolds), sowie die Enkapsulierung in Hydrogelen203204. AuBer bei der Verwendung von
Spharoiden sind Faktoren wie das ausgewahlte Biomaterial und dessen Porositat und Steifigkeit fiir die
Anwendung bedeutend. Geriiststrukturen aus Biomaterialien stellen eine physiologischere
Mikroumgebung fiir die Zellen dar und kénnen sowohl physikalische als auch biochemische Signale, wie
beispielsweise Zelladhasionsstellen, aufweisen91.195, Beim Design neuer Gerliste miissen oberflachliche,
mechanische, physikalische, morphologische und chemische Eigenschaften genau beriicksichtigt werden,
da diese einen direkten Einfluss auf die Zelleigenschaften haben kdnnen'91.195, Beispielsweise reguliert
die Steifigkeit eines Scaffolds das Expressionsmuster von Zelloberflichenmarkern und kann die
Differenzierungspraferenz von MSCs in vitro bestimmen120-123205-209. Demnach besitzt eine sehr steife
Matrix das Potential die osteogene Differenzierung von hAD-MSCs, unabhdngig vom Vorhandensein
spezifischer Wachstumsfaktoren, zu induzieren'22123, Demgegentiiber begiinstigt eine weiche Matrix
beispielsweise die Induktion der Adipogenese210-215, In der Medizin unterscheidet man zwischen zwei
Hauptgewebetypen, dem Soft Tissue und dem Hard Tissue. Im Folgenden wird auf diese Gewebetypen

naher eingegangen.

2.3.1 Soft tissue

Im Soft Tissue Engineering werden aus natiirlichen und synthetischen Biomaterialien Geriiststrukturen
fiir den Einsatz im Weichgewebe entwickelt. Zu den Weichgeweben zdhlen mit Ausnahme von Knochen
und Zahnen nahezu alle Gewebe im Korper, wie beispielsweise das Hautgewebe, Organe, Nerven, Sehnen

oder Bander.
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Fir die Herstellung von soft tissues in der regenerativen Medizin stellen sich einige Herausforderungen
an das 3D-Kultivierungssystem. Zum einen sollte, neben der Simulation einer mdglichst nativen EZM, die
Stabilitdt der 3D-Gerliststruktur wahrend des Kultivierungsprozesses erhalten bleiben und eine
mechanische Unterstiitzung der Zellen gewahrleistet sein2'6. Zum anderen ist es gleichzeitig erforderlich,
dass die Geriststruktur den weichen Charakter des Gewebes simuliert. Aus diesem Grund haben sich in
den letzten zwei Jahrzehnten vor allem Hydrogele als gangigstes Tissue Engineering-Scaffold fiir soft
tissues herausgestellt. Sie bieten eine variable multifunktionale Plattform flir die invitro

3D-Zellkulturforschung, das Tissue Engineering und das Bioprinting195204.217.218,

Neben der Aufrechterhaltung ihrer spezifischen 3D-Struktur kénnen Hydrogele die native EZM simulieren
und schaffen zusitzlich aufgrund ihres hohen Wassergehaltes eine ideale Umgebung fiir das Uberleben
von Zellen219-222, Hydrogele konnen aus einer Vielzahl synthetischer und natiirlicher Molekiile hergestellt
werden und ihre Eigenschaften sind den Anforderungen des Zellmodells (Steifigkeit, Viskositat,
Porenarchitektur, Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD)-Motive etc.) entsprechend regulierbar19s.222-229,
Zu den verbreitetsten natiirlichen Materialien, die fiir Hydrogele verwendet werden, gehdren Kollagen,
Gelatine, Hyaluronsaure, Elastin, Fibrin, Alginat, Chitosan und azelluldre Matrix222-233, Die Verwendung
azelluldrer Matrix hat jedoch einige Nachteile wie beispielsweise mogliche AbstoBungsreaktionen im
Falle einer allogenen Transplantation234235, Hingegen zeichnen sich die natiirlichen Materialien durch
Biokompatibilitat, Biodegradierbarkeit, einer geringen Zytotoxizitat, die Mdglichkeit das Hydrogel zu
einem injizierbaren Gel zu modifizieren und die Ahnlichkeit zu der physiologischen Umgebung aus. Die
Anwendungsmdglichkeiten dieser Materialien fiir Hydrogele sind allerdings aufgrund mdglicher
Chargenschwankungen und dem Fehlen guter mechanischer Eigenschaften limitiert. Aus diesem Grund
werden natiirliche Hydrogele vermehrt chemisch modifiziert oder mit synthetischen Hydrogelen
kombiniert, um modifizierbare semi-synthetische Hydrogele oder variable Kompositpolymere

herzuste | |en221,229,232,236—238_

Gelatine gehort zu den natiirlichen und kostenglinstigen proteinbasierten Polymeren, die neben einer
hohen Biokompatibilitdt und Biodegradierbarkeit gelformende Eigenschaften und das Vorhandensein von
bioaktiven Motiven, den sogenannten RGD-Motiven, aufweisen221.222239-243  Die RGD-Motive
unterstiitzen die fokale Adhasion der Zellen. Aufgrund dieser charakteristischen Eigenschaften eignen

sich gelatinbasierte Hydrogele optimal fiir die Anwendung in der regenerativen Medizin222239244,

Uber eine Derivatisierung mit Methacrylsiureanhydrid kann aus Gelatine das semi-synthetische Hydrogel
Gelatine-Methacryloyl (GelMA) hergestellt werden'95240245246,  Hierbei werden die Lysin- und
Hydroxyl-Reste mit Methacrylamid- und Methacrylat-Seitengruppen modifiziert. Nach Zugabe eines
Photo-Initiators, der freie Radikale bereitstellt, ist eine Polymerisation mittels Photo-Crosslinking

mdglich. Dabei werden unter UV-Licht kovalente Bindungen aufgebrochen und neu geknlipft, sodass eine
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Quervernetzung erfolgt. Variiert man das Verhaltnis zwischen Gelatine und Methacrylsaureanhydrid bei
der Herstellung, entstehen verschiedene Sorten von GelMA, die sich hinsichtlich ihrer Anzahl an
Quervernetzungen unterscheiden. Dieser Grad der Funktionalisierung (degree of functionalization, DoF)
ist charakteristisch fiir viele Eigenschaften der GelMAs'%. Beispielsweise kann liber den DoF die
PorengroBe, die Viskositat, die Steifigkeit des Hydrogels und das damit verbundene Zellwachstum und
die Zellausbreitung beeinflusst werden. Zusdtzlich kann iber die UV-Intensitdt und die Hydrogel-
Konzentration das Endprodukt weiter modifiziert werden95247, In  GelMA konnten zudem
Matrix-Metalloproteinase Zielsequenzen nachgewiesen werden, welche die Zellremodellierung
erleichtern22'. Aufgrund der schwachen mechanischen Eigenschaften und der schnellen Degeneration
sind die Anwendungsgebiete von GelMA Hydrogelen jedoch bislang limitiert228248, Suo et al. konnten
stabilere Hydrogele mit einem geringeren Quellverhalten und einer langsameren Degradation erreichen,
indem sie eine Mischung aus Gelatine und Glucosamin mit Acrylat-Gruppen derivatisierten und unter
UV-Licht kovalent verkniipften. Daraus resultierende Vorteile sind eine starkere Zelladhdsion und ein

verbessertes Zellwachstum auf der Hydrogeloberflache24,

Semi-synthetische Hydrogele wie GelMA kdnnen iiber die Zugabe spezieller Additive weiter modifiziert
werden250-252,  Additive mit scherverdiinnenden Eigenschaften, wie beispielsweise Alginat,
Alginat-Modifikationen (z.B. Alginat-2-Hydroxyethylmethacrylat), Gellan Gum oder Nanopartikelzusitze
(z.B. Silikat-Nanopartikel), erfiillen den Zweck die Viskositit der Hydrogele zu steigern, um beispielsweise
die 3D-Bioprintbarkeit zu vereinfachen95251.252, Das 3D-Bioprinting stellt eine fortschrittliche
3D-Zellkulturtechnik dar, bei der eine groBere raumliche Kontrolle der Zellverteilung und Zellorganisation
erreicht werden kann. Dank der zahlreichen Modifikationsmdglichkeiten und der 3D-Bioprintbarkeit von
Hydrogelen bieten sich vielfdltige Anwendungsbereiche. Neben der Verwendung zur invivo
Geweberegeneration und als wundheilende Bio-Klebstoffe, kénnen Hydrogele auch fiir die kiinstliche
Gewebeproduktion sowie in vitro zur Untersuchung von biologischen Prozessen wie beispielsweise zur
Toxizitats- und Medikamententestung genutzt werden'95219229. Dije Einfiihrung reproduzierbarer
Methoden zur Kultivierung von MSCs in soft tissues kdnnte das therapeutische Potential und die

Effektivitat noch weiter steigern®.

2.3.2 Hard tissue

Knochenfrakturen, Osteoporose, Osteoarthrose und Knochentumore stellen haufige, lange bekannte und
bedeutende klinische Probleme dar253. Ebenso gibt es im Bereich der Schidel-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie viele Krankheitsformen, die zum Teil bereits im Sduglingsalter ein schnellstmdégliches
Handeln erfordern254-259, Aus diesem Grund wird im Bereich des Hard Tissue Engineerings insbesondere
die Erforschung und Entwicklung optimaler Implantatmaterialien vorangetrieben. Zu Beginn wurden vor

allem Keramiken und Bio-Glas als Biomaterialien eingesetzt. Allerdings liegt die Bestandigkeit vieler
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herkdmmlicher Implantatmaterialien zwischen 10 und 15 Jahren und bei ihrer Verwendung treten haufig
Implantatlockerungen, Entziindungen, Infektionen, Osteolyse und Abrieb auf260-267, Dementsprechend
liegt der Fokus mittlerweile primdr auf biokompatiblen und biodegradierbaren tempordren
Implantatmaterialien, die nach der Operation von dem umgebenden Gewebe ersetzt werden kénnen und
somit die Regenerationszeit der Patienten verkiirzen und weitere Operationen und damit einhergehende
Risiken postoperativer Infektionen eriibrigen239.268-275. [nsbesondere bei Sduglingen wiirde das
fortschreitende Wachstum eine zweite Operation zur Entfernung eines permanenten Implantats
erfordern. Diese Operation kann durch die Verwendung biokompatibler resorbierbarer Implantate
vermieden  werden322%8,  Die optimale invivo Degradationsrate entspricht dabei der
Geweberegenerationsrate, sodass resorbierbare Implantate nur so lange im Korper des Patienten

verbleiben, bis sich das kdrpereigene Gewebe selbst regeneriert hat276277,

Zu den bekanntesten Biopolymeren fiir tempordre Implantatmaterialien gehdren Polycaprolactone,
Polylactide (polylactic acid, PLA) und Polyglykolide (polyglycolic acid, PGA)?78. Diese Polymere werden im
Korper von organischen Sduren und Esterasen abgebaut, anschlieBend als Monomere weiter
metabolisiert und ausgeschieden2’>. Da jedes Material verschiedene Eigenschaften und somit
unterschiedliche Vor- und Nachteile besitzt, werden zunehmend diverse Materialien kombiniert34. Eines
der am haufigsten verwendeten biokompatiblen Copolymere im Bereich des Tissue Engineering ist
Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA)279-285, Das PLGA verfligt Giber gute mechanische Eigenschaften wie eine
hohe Festigkeit, hervorragende Prozessierbarkeit und eine spezifisch regulierbare Degradationsdauer. Die
Degradationszeit kann tiber das Verhiltnis von Milchsiure (LA) und Glykolsaure (GA) (LA:GA) individuell

fiir die jeweilige Verwendung angepasst werden279.282,286.287,

Die Etablierung des 3D-Drucks im Gebiet der regenerativen Medizin bietet die Mdglichkeit der schnellen
Herstellung eines individuellen, an den Kérper und die Bediirfnisse des Patienten angepassten
Implantates, das zusatzlich die Lebensqualitdit und Lebenserwartung des Empféngers steigern
kann3034288-292_ |n der bioregenerativen Medizin hat sich vor allem das fused deposition modeling (FDM)
als 3D-Drucktechnik fiir synthetische Polymere durchgesetzt?®2. Mittels dieses weit verbreiteten und
kostenginstigen Schicht-flir-Schicht-Verfahrens (additive Fertigung) kann eine Vielzahl an Materialien
prazise gedruckt werden31286292-294  Je nach Anwendung kann ein bestimmtes Polymer verwendet oder
ein Copolymer wie PLGA modifiziert werden, um Hydrophobie, Degradationszeit, Stabilitdt und
mechanische Eigenschaften prazise einzustellen30-32294, Einer der gréBten Vorteile ist die reproduzierbare
Herstellung, die die preiswerte Produktion von Ersatzprodukten fiir Spenderorgane ermdglicht292, Wie
bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden konnte, kénnen 3D-gedruckte Scaffolds die
gewiinschten Zellphanotypen und die Morphologie erhalten, wahrend sie die Bildung von funktionellem
Gewebe stimulieren und die spezifische Differenzierung fordern kénnen33.286295-300, [nsbesondere aber die

Maglichkeit der Kombination von alloplastischen resorbierbaren Materialien wie PLGA mit dem
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Verfahren des 3D-Drucks erlaubt die Herstellung hochpersonalisierter, an die spezifischen Anforderungen
des Patienten angepasster Implantate32. Solche individuellen Implantate kénnen iber die Umwandlung
der Ergebnisse medizinischer Bildgebungsverfahren wie Roéntgen, Computer- (CT) oder
Magnetresonanztomographie (MRT) in 3D-Objekte realisiert werden49301-303, Ein detaillierteres Design
kann zu einer verbesserten Regenerationsdynamik und einem besseren Behandlungsergebnis flihren294,
Der Behandlungserfolg kann zudem weiter gesteigert werden, wenn die 3D-gedruckten Konstrukte vor
der Implantation mit patienteneigenen Zellen wie beispielsweise MSCs besiedelt werden, um den
Heilungsprozess zusatzlich zu unterstiitzen?®. Fiir die erfolgreiche Etablierung solcher autologen
Implantate flir das Hard Tissue Engineering sind jedoch xenofreie optimierte Kultivierungsprotokolle

essenziell.

2.4 Existierende Protokolle und deren Einfluss auf die in vitro Kultivierung
von primdren mesenchymalen Stammzellen

Zahlreiche Publikationen betonen die Bedeutung der ex vivo Manipulation von MSCs fiir den klinischen
Erfolg76-78304-307 Um eine klinisch relevante Zellzahl und die Funktionalitdt der Zellen nach der
Implantation zu erhalten, ist eine ex vivo Expansion und Prakonditionierung entscheidend19304307.308, Dg
der Wirkmechanismus bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen nicht im Detail erforscht ist,
miissen alle urspriinglichen MSC-Funktionen aufrechterhalten bleiben. Dazu gehdren die Erhaltung aller
Rezeptoren (Aufnahme externer Stimuli) und Adh3sionsmolekiile (fiir Migration, Homing und der
Interaktion mit anderen Zellen) sowie die Produktion von Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren
und extrazelluldren Vesikeln (fiir die stromale Funktion)'1927, Fiir eine erfolgreiche klinische Anwendung
und eine reproduzierbare Produktion von Zellen unter GMP-konformen Bedingungen miissen die
Expansionsverfahren fiir MSCs effektiv, sicher und genau definiert sein sowie kontrollierte Bedingungen
entwickelt und etabliert werden304307308 Bjs zum heutigen Zeitpunkt fehlt es jedoch an allgemeinen
standardisierten invitro Expansionsprotokollen. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da die
Kulturbedingungen einen Einfluss auf das Transkriptom, das Proteom und die zelluldre Organisation der
MSCs haben kénnen und damit wiederum das Engraftment und die MSC-Eigenschaften sowie das

MSC-Verhalten nach erfolgter Transplantation beeinflussen30e.

Die Wahl eines geeigneten Wachstumsmediums fiir die in vitro Kultivierung ist der wichtigste und
entscheidende Schritt fiir ein optimales Zellwachstum310, Ein herkdmmliches Zellkulturmedium setzt sich
aus einem Basalmedium, welches aus einer Erganzung von Aminosduren, Vitaminen, anorganischen
Salzen und Energiequellen (Glukose und Glutamin) besteht und einem Serum als Quelle von
Wachstumsfaktoren, Hormonen und Bindungsfaktoren zusammen (Abbildung 2-7)307310-315_ Zysitzlich
zu den Nahrstoffen tragt das Medium auch zur Aufrechterhaltung des pH-Werts und der Osmolalitat

bei310, Die Anforderungen an das Medium kénnen abhangig vom Zelltyp variieren und resultieren in einer
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groBen Anzahl an verwendeten Medienzusammensetzungen3'036, Da jede der Komponenten im
Basalmedium eine bestimmte Funktion erflllt, kann bereits die Wahl des Basalmediums ausschlaggebend
fiir den Kultivierungserfolg von MSCs sein. Auch wenn Langzeitkultivierungen negative Auswirkungen
auf die Migration, Differenzierung, genetische Stabilitat und Proliferation von MSCs haben kdnnen317.318,
kann eine schnelle Expansion nicht unbedingt die Qualitat der zellbasierten Produkte garantieren. Die
Verwendung von high glucose Medium kann zwar aufgrund der leichten Verfiigbarkeit von Glukose zu
einem schnellen Zellwachstum fiihren, Zhang et al. und Parsch et al. zeigten allerdings, dass eine hohe
Glukosekonzentration (groBer als 1g/L) zellulire Seneszenz sowie eine Telomerverkiirzung und
genomische Instabilitat zur Folge haben kann318-321, Fiir humane mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmark (human bone marrow derived mesenchymal stem cellss, hBM-MSCs) konnten
Sotiropoulou et al. zeigen, dass das low-glucose Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification
(a-MEM) (1 g/L Glukose) ein vorteilhafteres Basalmedium darstellt als beispielsweise Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) (1-4,5 g/L Glukose)322 und Iscove's Modified Dulbecco’s Media (IMDM)
(4.5 g/,

Kultivierungsmedien

Basalmedien Mediensupplemente
eAminosauren e Wachstumsfaktoren
eVitamine s Zytokine
eanorganische Salze eBindungs-, Adhdsionsproteine
o Glukose + eHormone
epH-Wert eFaktoren zur Zellausbreitung
eOsmolalitét e Mineralien
setc. eSpurenelemente

ectc.

Abbildung 2-7: Zusammensetzung herkdmmlicher Kultivierungsmedien.

Fir ein optimales Zellwachstum werden dem Basalmedium Mediensupplemente hinzugegeben. Das
Serum gilt hierbei als eines der wichtigsten Komponenten des Zellkulturmediums und dient als Quelle
fiir viele fiir die Zellfunktionen entscheidende Faktoren307.310, Beispielsweise versorgt das Serum die Zellen
mit Grundnahrstoffen und mit an der Wachstumsférderung und spezialisierten Zellfunktionen beteiligten
Molekiilen (Wachstumsfaktoren und Hormone) sowie mit Bindungsproteinen (z.B. Aloumin, Transferrin)
und Zelladh3sionsproteinen (z.B. Fibronektin). Auch Faktoren zur Unterstiitzung der Zellausbreitung
sowie Proteaseinhibitoren, Mineralien (z.B. Na+, K+, Zn2+, Fe2*) und Spurenelemente werden von dem
Serum bereitgestellt324, Das gdngigste und am weitesten verbreitete Zellkulturmediumsupplement ist das
fetale Kalberserum (FKS). Bis heute wird es in den meisten Zellisolations- oder Expansionsprotokollen fiir
klinische Studien zur Supplementierung verwendet6-8.10-15325-327 Qbwohl verschiedene Nachteile im
Zusammenhang mit der Verwendung von FKS bestehen, auf die in Abschnitt 2.4.2 ndher eingegangen
wird, gibt es bislang keine allgemein akzeptierten Alternativen fiir FKS37.810-1477.328 Ejne geeignete
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Alternative zu FKS sollte idealerweise eine wohldefinierte Zusammensetzung, einen mdglichst
reduzierten Grad an Verunreinigungen, niedrige Produktionskosten, lange Haltbarkeit und eine einfache
Verfiigbarkeit gewahrleisten307310, In der Literatur wird bei Alternativen insbesondere zwischen chemisch
definierten Medien und humanen Blutderivaten (z.B. HS, hPL) als Mediensupplemente unterschieden?.
In den folgenden Abschnitten werden chemisch definierte Medien und die konventionellen

Mediensupplemente naher betrachtet.

2.4.1 Serumfreie und chemisch definierte Medien

Die Entwicklung serumfreier chemisch definierter Medien kann die Reproduzierbarkeit, das Upscaling
und die Kosten von Zellkultivierungen verbessern. 329330, Sie enthalten weder Proteine, Hydrolysate oder
andere Komponenten unbekannter Zusammensetzung. Die in der Vergangenheit gréBtenteils noch aus
humanem oder tierischem Serum isolierten und aufgereinigten Hormone oder Wachstumsfaktoren
konnen inzwischen gréBtenteils rekombinant hergestellt werden und ermdglichen damit die Produktion

von vollstandig xenofreiem chemisch definierten Medium316330,

Insbesondere fiir die stetig wichtiger werdende Qualitatssicherung sollen im Rahmen der guten
Zellkulturpraxis (good cell culture practice, GCCP) allgemein geltende Standards fiir in vitro Methoden
entwickelt werden. Zu diesen Standards zahlt unter anderem auch die Einfiihrung der Verwendung von
chemisch definierten Medien und der damit einhergehenden Abwendung von tierischen, undefinierten

Supplementen mit variabler Zusammensetzung305316331-334,

Da MSCs abhidngig von ihrer Isolationsquelle und des Spenders stark variieren kdnnen, bestehen
verschiedene spezifische Anforderungen an die Medienzusatze eines fiir die Zellen optimalen chemisch
definierten Mediums. Aus diesem Grund stellt die Entwicklung eines universellen chemisch definierten
Mediums bislang noch eine groBe Herausforderung dar307316, Fiir einige Zelltypen sind spezifisch
definierte Medienzusitze (serum- und/oder xenofrei) bereits kommerziell erhiltlich. Allerdings bestehen
fiir eine universelle Anwendung in der MSC-Expansion im klinischen MaBstab noch viele limitierende
Nachteile. Verschiedene Studien wiesen abhangig von den chemisch definierten Medien Variationen
beziiglich der Zellverdoppelungszeiten, den Zellmorphologien und -gréBen sowie Veranderungen der
Zellvakuolen auf307.330335336, Ahnlich zu serumhaltigen Medien kann auch die Qualitit beziehungsweise
Aktivitdt der in den chemisch definierten Medien enthaltenen biologischen Substanzen eine Variabilitat
zwischen verschiedenen Chargen hervorrufen, welches wiederum die Reproduzierbarkeit der
Experimente beeintrachtigen kann307.337, Zusatzlich erfordern viele der derzeit verfiigbaren chemisch
definierten Medien eine Prdinkubation in serumhaltigen Medien oder eine Vorbeschichtung der
Kultursubstrate mit EZM-Proteinen, um die Zelladhdsion zu unterstiitzen307.310316338-340_ Dje Proteine zur
Beschichtung sind wiederum oftmals tierischen Ursprungs, sodass in diesem Fall mit den chemisch
definierten Medien keine komplett xenofreie Kultivierung ermdglicht werden kann4316,
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Bislang fiihren kommerziell erhdltliche chemisch definierte Medien verglichen mit Serum oder xenogen
supplementierten Medien oft zu einem nicht optimalen Wachstum und kénnen daher nicht flir primére
adhdrente Zellen universell verwendet werden33”. Aus diesen Griinden bedarf es bis zur Optimierung von
chemisch definierten Medien fiir MSCs einer Kultivierung mit Supplementen. Jedoch stellen sich auch
bei der Wahl der Mediensupplemente gewisse Herausforderungen, auf die in den nachsten Abschnitten

(Kapitel 2.4.2 und 2.5) niher eingegangen wird.

2.4.2 Konventionelle Mediensupplemente

Mit der ersten Isolation und Kultivierung von MSCs begannen vor {iber 50 Jahren auch die ersten
Versuche der Verwendung von humanen und xenogenen Seren zur Nahrstoffversorgung von Zellen®42,
Das aus Kélberherzen gewonnene FKS hat sich seither als Standardsupplement in der Zellkultur etabliert
und wird nach wie vor in den meisten Isolations- und Kultivierungsprotokollen fiir klinische
Studien/Zellen verwendet6-810-15325-327, Es ist ein sehr komplexes Supplement, das eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren, Adhasionsproteinen, Bindungs- und Transportproteinen, Vitamine, Aminosauren,
Kohlenhydrate und Hormone zur Verfiigung stellt, die flir das Zellwachstum ben6tigt werden7.305307.341,
AuBerdem lasst sich FKS kostenglinstig herstellen, wird uneingeschrankt produziert und kann daher

leicht erworben werdens.

Pro Jahr werden zwischen 500 000 und 800 000 Liter FKS fiir Zellkulturlabore produziert. Um solche
Mengen an FKS zu erhalten, miissen bis zu zwei Millionen Kalber sterben*5. Das Serum wird den Féten
schwangerer Schlachtkiihe direkt per Herzpunktion und ohne jegliche Form der Anéasthesie
enthommen©305307.316342 \Wahrend dieser Methode werden die Foten einer Anoxie, einem starken
Sauerstoffmangel ausgesetzt. Auf diese unethische Serumgewinnung wird zuriickgegriffen, da im fetalen
Stadium das Blut und somit das daraus gewonnene Serum mehr Wachstumsfaktoren und weniger
Antikorper als im fortgeschritteneren Alter enthalt’. Unabhédngig des geringen Antikorpertiters kdnnen
bovine, xenogene Verbindungen wie Proteine oder Polysaccharide wahrend der Kultur von den Zellen
internalisiert werden. Nach einer erfolgten Trans- oder Implantation kdnnen daher selbst bei der
Verwendung autologer Zellen immunologische Reaktionen hervorgerufen werden343344, Des Weiteren
werden Kiihe nicht unter kontrollierten Laborbedingungen gehalten und sind somit Umwelteinfliissen
und Pathogenen ausgesetzt, welche liber die Plazentaschranke direkt auf den Fotus libertragen werden
konnen3os, Auf diesem Wege kann die Verwendung von FKS bei der Kultivierung humaner Zellen zu einer
Ubertragung von Kontaminationen (z.B. Pilze, Mykoplasmen oder Endotoxine) oder {ibertragbaren
Infektionskrankheiten durch Viren (z.B. der bovine Adenovirus, Parovirus, Reovirus, Parainfluenza-3-Virus,
bovine virale Diarrhée (BVD), Tollwut oder Blauzungenvirus), Bakterien oder Prione (z.B. bovine

spongiforme  Enzephalopathie (BSE), Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD)) auf den Patienten

fiihren37.77.305,328,341,345-352,
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Neben den ethischen und immunologischen Bedenken stellt auch die Variabilitdt der FKS-Chargen einen
Nachteil fiir die klinische Verwendung dar. Trotz der jahrelangen Nutzung und Erforschung von FKS,
konnten weder alle Bestandteile identifiziert und definiert noch der molekulare Wirkmechanismus hinter
dem positiven Effekt von FKS auf das Zellwachstum geklart werden4. Dariiber hinaus besteht keine
einheitliche Qualitdt zwischen den Chargen und die Konzentrationen an Wachstumsfaktoren und
anderen Biomolekiilen kann von Charge zu Charge stark variieren307353-355, Dies wiederum kann einen
Einfluss auf das Differenzierungspotential der Zellen in vivo haben und zu phanotypischen Unterschieden
in den Zellkulturen und damit zu Abweichungen in den Ergebnissen fiihren305307356-359, Zysgtzlich kénnen
individuelle Produktionsablaufe der Hersteller fiir weitere Qualitdtsunterschiede einzelner Chargen
sorgen. Dies fiihrt dazu, dass nur ungeféahr ein Drittel der jahrlichen Produktion von FKS als GMP-konform

deklariert und verwendet werden kann67.10,

Aufgrund der zuvor genannten Punkte wird die Verwendung von FKS fiir die MSC-Kultivierung sehr
kontrovers diskutiert und es wird davon abgeraten, diese fiir klinische Anwendungen zu nutzen.
Organisationen und regulatorische Richtlinien (WHO, GMP) empfehlen vielmehr die Verwendung einer
xenofreien Alternative zur Entwicklung sicherer und standardisierter Protokolle zur MSC-Kultivierung

und der Anwendung fiir zellbasierte Therapien sowie im Tissue Engineering’305307316341,

Eine mdgliche Alternative stellen Derivate aus humanem Blut, wie beispielsweise autologes oder
allogenes HS oder hPL dar307. Aufgrund seines humanen Ursprungs und einer férdernden Wirkung auf die
Zellexpansion wird HS bereits als mdgliche Alternative zu FKS kommerziell vertrieben und eingesetzt30,
In verschiedenen Studien zeigte HS bereits einen nachhaltigen Effekt auf die Differenzierungsfahigkeit

und den Immunphanotyp von Zellen6:360-362,

Gewonnen wird das HS von gesunden Spendern mittels einer Venenpunktion. Aufgrund des humanen
Ursprungs kann das Risiko fiir ImmunabstoBungsreaktionen sowie fiir die Ubertragung von
Infektionskrankheiten gesenkt werden307.363, In verschiedenen vergleichenden Studien zur Verwendung
von FKS und HS als Mediensupplemente zeigte HS einen zu FKS vergleichbaren und teilweise sogar
verstarkten positiven Einfluss auf das Zellverhalten306361.363-365, Tateishi et al. demonstrierten sogar eine
deutlich schnellere Proliferation und eine ausgepragte Differenzierungsfahigkeit von humanen in HS-

kultivierten MSCs bei gleichbleibender Genexpression und Proteinbiosynthese363,

Stute et al. zeigten, dass autologes HS fiir die MSC Isolation und Expansion die gleiche Effizienz aufweist
wie FKS in vergleichbarer Konzentration und die osteogene Differenzierung der MSCs dariiber hinaus
sogar noch verstarken kann386, Um MSCs fiir die klinische Anwendung zu vermehren, wird allerdings eine
groBe Menge des Serums benétigt, die nur schwer autolog gewonnen werden kann. Andererseits kann
auch der Einsatz von allogenem HS aufgrund von Spendervariabilititen nachteilig sein. Um dem

vorzubeugen, bietet es sich an das gewonnene HS mdglichst vieler diverser Spender zu poolen.
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Witzeneder et al. untersuchten humane Alternativen zum FKS und entwickelten Protokolle fiir die HS
Produktion. Unter anderem zeigten sie, dass ein Pooling von sechs verschiedenen Spendern bereits

ausreichen kann, um die Variabilitdt zwischen den humanen Blutproben zu reduzieren3s?,

Trotz der vielen Vorteile und den gréBtenteils positiven Ergebnissen aus zahlreichen Studien ergeben sich
weitere Nachteile fiir die Etablierung von HS als Mediumsupplement fiir klinische Studien361363-365, Da
HS aus dem Blut gesunder Spender gewonnen wird, stellt dies einen limitierenden Faktor der
Verfligbarkeit dar. Darliber hinaus ist die Herstellung von HS mit einem teuren und aufwindigen
Verfahren verbunden, sodass die Produktion von HS inzwischen bereits rlicklaufig ist6360-362, Hinzu
kommt, dass die Zusammensetzung des HS mit dem Alter und dem Geschlecht der Spender variiert und
bisher keine Standardisierung zur Herstellung erfolgte. Aus diesen Griinden stellt HS bislang noch keine

effiziente Alternative zu FKS fiir klinische Anwendungen dar67:305307.365,

Bis jedoch universelle chemisch definierte Medien entwickelt und kommerziell erhéltlich sind, ist es
notwendig existierende Alternativen zu FKS zu evaluieren. Von den verfiigbaren humanen Blutderivaten
hat sich bislang das hPL als vielversprechende Alternative zu FKS und HS etabliert und ist in den letzten
zwei bis drei Jahren auch vermehrt kommerziell erhaltlich. Im folgenden Kapitel 2.5 wird naher auf das

hPL als vielversprechendes Mediumsupplement fiir die Zellkultur eingegangen.

2.5 Thrombozytenlysat als vielversprechendes Mediumsupplement

Das hPL ist ein effizientes alternatives Mediumsupplement, das verglichen zu dem bislang vorwiegend
verwendeten kommerziellen FKS in vielen Studien in den Bereichen der Zellkultur bessere Ergebnisse
liefert7.10328368369, Es jst ein zellfreies, protein- und wachstumsfaktorreiches biologisches Material, das
viele Vorteile aufweist. Neben einer einfachen Herstellung aus humanem Thrombozytenkonzentrat
(platelet concentrate, PC) in Ubereinstimmung mit GMP-Richtlinien vereint die Verwendung von hPL
moderne  gesellschaftliche  Prinzipien der Ethik, Nachhaltigkeit, Wiederverwertung und
Ressourcenschonung37.1027370-372 Zysgtzlich kann der Einsatz von hPL fiir biologische Produkte und
Arzneimittel fiir neuartige Therapien (advanced therapy medicinal products, ATMP) zu einer Reduktion
der immunologischen und infektiologischen Risiken fiihren17.1027.373_|n den nachsten Abschnitten werden

die Gewinnung und Herstellung von hPL, die Bestandteile sowie die Verwendung naher erldutert.

2.5.1 Gewinnung und Herstellung von Thrombozytenlysat

Weltweit werden im Rahmen von Blutspendekampagnen Vollblutspenden oder reine Thrombozyten liber
Apheresespenden fiir Transfusionszwecke gesammelt. Uber die Buffy Coat- oder platelet-rich-plasma
(PRP)-Methoden kdnnen aus den Vollblutspenden anschlieBend ebenfalls GMP-konform PCs gewonnen
werden0371372, Fijr die Transfusionsmedizin besteht die Notwendigkeit einen ausreichend groBen

Bestand an Thrombozyten sicherzustellen, welche allerdings nur eine eingeschrankte Haltbarkeit von drei
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bis sieben Tagen aufweisen. Aus diesem Grund werden in einigen Lidndern zwischen 10 % und 20 % der
produzierten PCs nicht transfundiert, sondern miissen verworfen werden'-3. Allerdings kénnen die
abgelaufenen PCs bei -80 °C gelagert werden und eignen sich als Rohmaterial fiir die Herstellung von
hPL, ohne die nachfolgende Zellkultivierung zu beeintrdchtigen32?. Das Komitee der internationalen
Gesellschaft fiir Bluttransfusionen (international society of blood transfusion, ISBT) geht von einer
sicheren Verwendung (begrenztes Risiko eines Bakterienwachstums) von sieben Tage alten eingefrorenen

PCs zur hPL Herstellung aus'372,

Aus den PCs kann iiber verschiedene Verfahren, wie beispielsweise  Sonikation,
Solvent/Detergent (S/D)-Behandlung und der Thrombozytenaktivierung mit Calcium oder Thrombin, hPL
hergestellt werden610372, Die am weitesten verbreitete Methode ist allerdings das Lysieren der
Thrombozyten liber repetitive Gefrier- und Auftauzyklen'0374, Die optimale Anzahl dieser Zyklen sowie
das Temperaturoptimum der jeweiligen Schritte dieser sehr einfachen, schnellen und kostengiinstigen
Methode zur Herstellung von hPL sind noch nicht abschlieBend gekldrt. Allerdings empfehlen
verschiedene Studien zwischen drei und fiinf Zyklen sowie Temperaturen von —70°C/+37°C, um den
maximalen Gehalt an Wachstumsfaktoren zu erreichen'369375376, Die wiederholten Gefrier- und
Auftauschritte beschddigen die Thrombozytmembranen und flihren so zur Freisetzung von Proteinen und
Wachstumsfaktoren aus den Zellen. Aggregate, Debris und Thrombozytenfragmente werden

anschlieBend tiber Zentrifugations- und Filtrationsschritte entfernt10371.372,

Da Thrombozyten eine der heterogensten Komponenten des menschlichen Blutes darstellen (stark
spenderabhingig: Alter, Geschlecht, Blutgruppe und Thrombozytenanzahl), werden normalerweise gro3e
Pools von hPL erzeugt, um groBen Chargenschwankungen vorzubeugen10370374377, Aufgrund des
inhdrenten Risikos der Pathogeniibertragung empfehlen verschiedene Richtlinien (z.B. europdische
Pharmakopde 13, Kapitel 5-2-12) die Spenderzahlen beim Pooling von hPL fiir die klinische Verwendung
zu limitieren oder Methoden der Pathogeninaktivierung anzuschlieBen27372378, Schallmoser et al. zeigten
bereits 2013, dass ein Pooling von 15 Spenden die Variabilitdt vermindern und zur Standardisierung
beitragen kann374, Zusatzlich ist der Schritt der Pathogeninaktivierung insbesondere fiir eine klinische
Verwendung des Produkts im Rahmen der Qualitdtskontrolle essenziell'372. RoutinemaBig sollte bei der
Herstellung von Thrombozytenlysat ein Sterilitditsnachweis Ulber die Testung von Bakterien-,

Mykoplasmen-, Pilz- und Endotoxinkonzentrationen durchgefiinrt werden (Intercept™ Blood

Syste m)1.27.307,370,372,379-381,

Die physiologische Fibrinogenkonzentration in den aus den PCs hergestellten hPL-Chargen betragt
durchschnittlich 1 bis 3 mg/mL©. Diese hohe Konzentration hat eine Gelbildung des hPLs zur Folge. Da
der Einfluss von Fibrinogen auf die Biologie der kultivierten Zellen noch nicht abschlieBend geklart ist,

wird es bislang meist nicht entfernt. Stattdessen wird in gangigen Herstellungsverfahren Heparin als
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Antikoagulationsmittel hinzugegeben10369.372382383, Allerdings ist der Einsatz von Heparin aufgrund seines
tierischen Ursprungs (extrahiert aus der Mukosa des Schweinediinndarms) und der Beeintrachtigung der
Zellproliferation bei einer hohen Konzentration im Medium kritisch362.382384-388, Daher werden
mittlerweile alternative Fibrinogendepletionsmethoden gesucht, um eine Gelierung von hPL zu
verhindern und die Verwendung von Heparin zu vermeiden383388, Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
hPL (DRK, NSTOB) erfolgte die Fibrinogenabreicherung tiber die Calciumprazipitationsmethode mit einer

anschlieBenden Filtration des hPLs372.

In der Industrie sollte anschlieBend eine Standardisierung der hPL-Qualitdt liber validierte Messungen
relevanter Parameter (z.B. pH-Wert, Osmolalitat, Wachstumsfaktoren, Proteine, Lipide, Zytokingehalt und
proteomische  Analysen)  sichergestellt ~werden. AnschlieBend konnen  Funktions-  und
Wirksamkeitspriifungen der unterschiedlichen Chargen in Bezug auf die Zellproliferation, Morphologie,
Differenzierung und die immunmodulatorische Kapazitdt der MSCs eine vergleichbare Qualitat der

hPL-Chargen gewahrleisten127.370372,

2.5.2 Bestandteile des Thrombozytenlysates

Im menschlichen Kérper befinden sich in einem Mikroliter Blut zwischen 150 000 und 400 000
Thrombozyten. Dies sind kleine kernlose Blutplattchen, die im Korper bei der Wundheilung eine wichtige
Rolle spielen’®. In den Thrombozyten befindet sich eine sogenannte Speichergranula, die sich aus
Lysosomen (A-Granula), einer 5-Granula (elektronendichte Granula) und der a-Granula zusammensetzt.
In der Speichergranula der Thrombozyten sind viele bioaktive Substanzen enthalten, die mittels Exozytose
freigesetzt werden kdnnen und in sehr unterschiedlichen Konzentrationen in den Thrombozyten
vorliegen103893%, Die Lysosomen der Thrombozyten enthalten hydrolytische Enzyme wie beispielsweise
Kollagenase und B-Galaktosidase. Hingegen speichert die 6-Granula Molekiile wie Adenosindiphosphat
(ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Calcium und Serotonin10391-3%3, In der a-Granula befinden sich neben
essentiellen Gerinnungsfaktoren ebenfalls Adhdsionsmolekiile, immunologische Molekiile, Chemokine
sowie Wachstums- und Angiogenesefaktorent0341.389394395 Nach der Lyse der Thrombozyten liegen die
bioaktiven Substanzen frei in der Losung vor und koénnen somit die mit hPL kultivierten Zellen
beeinflussen. Die Proteinkonzentration im Thrombozytenlysat liegt vorwiegend zwischen 55 mg/mL und
65 mg/mL, von dem der Hauptbestandteil Albumin und Immunoglobuline (ca. 800% der
Proteingesamtkonzentration) bildet. Wenn Fibrinogen nicht entfernt wird, liegt das Glykoprotein

ebenfalls in einer hohen Konzentration im hPL vor.

Unter den requlatorischen Proteinen und Faktoren befinden sich viele Zytokine, wie der epidermale
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF), der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (basic
fibroblast growth factor, bFGF) und der sogenannte vascular endothelial growth factor (VEGF)3%, Diese

wiesen in in vitro Studien eine abhdngige Unterstiitzung der Proliferation der MSCs auf und forderten
24



2 Theoretische Grundlagen

den Erhalt der Differenzierungsfahigkeits. Zudem tragt der transforming growth factor 8 (TGF-B)
nachweislich zur Induktion der chondrogenen Differenzierung von MSCs bei und fordert die Expression
von Zelladhasionsmolekiilen221, Reible et al. zeigten, dass der insulin-like growth factor 1 (IGF-1) bereits
in geringen Konzentrationen zu einer verstarkten osteogenen Differenzierung von MSCs fiihren kann und
somit indirekt einen positiven Einfluss auf die Knochenbildung hat39%63%7. Mizuno et al. untersuchten den
Einfluss des in hPL enthaltenen platelet-derived growth factors (PDGFs) auf die Proliferation von MSCs
und wiesen eine konzentrationsabhédngige Steigerung der Proliferationsaktivitat nach3%39, Des Weiteren
zeigten verschiedene Studien eine verstdrkte Zelladhasion bei der Zellkultivierung mit hPL, die auf
verschiedene Adhésionsfaktoren wie den von Willebrand Faktor (vVWF), Fibronektin, Vitronektin und

Thrombospondin zuriickgefiihrt werden konnten399-402,

Neben diesen Wachstumsfaktoren und den gut erforschten gerinnungsférdernden und -hemmenden
Faktoren kdnnen regenerative Funktionen ebenfalls von aus Thrombozyten gewonnenen mikrobiziden
Faktoren  ausgehen  (z.B.  Komplement C3- und  C4-Vorstufen,  Komplementfaktor D,
Matrix-Metalloproteinasen). Auch andere in den Speichergranula vorkommende Proteasen
(z.B. Thymosin B2, CathepsinD und E, Cil-Inhibitor), Signalmolekiile (z.B. Adenosindiphosphat,
Adenosintriphosphat, TGF-B, Histamin, Serotonin, Epinephrin) und eine Reihe von Chemokinen
(z.B. CCL-2, -3, -5, CXCL-1, -4, -5, -8, -12, NAP-2/CXCL7) konnen ebenso eine wichtige Rolle bei

Entziindungen, der Immunitdt und der Angiogenese spielen27.403,

Neben der spenderabhdngigen Variabilitdt der Thrombozyten selbst, kdnnen auch der Plasmagehalt, der
allgemeine  Gehalt an Wachstumsfaktoren, mRNAs und Metaboliten, die eingesetzte
Thrombozytenlysatzahl und das -volumen variieren!1027370372377_ Aber auch der Herstellungsprozess
inklusive einer Behandlung mit Antikoagulanzien (siehe 2.5.1), die Lagerungsbedingungen, der Gehalt an
extrazelluldren Vesikeln und eine mdgliche Behandlung zur Reduktion oder Inaktivierung von

Pathogenen haben einen Einfluss auf die Zusammensetzung und Bioaktivitat des hPL 7.27.341353,370404,

2.5.3 Nutzung des Thrombozytenlysates

Im menschlichen Organismus tragen Thrombozyten insbesondere bei der Hamostase zur
Aufrechterhaltung von Gerinnungskaskaden und dem damit verbundenen Wundheilungsprozess bei. Sie
spielen dabei eine zentrale Rolle bei dem Verschluss von inneren sowie duBeren GefaBverletzungen, der
Wundheilung und dem Entgegenwirken von Infektionen1027.328403405406_ |hre Funktion besteht darin, an
der Verletzungsstelle zu aggregieren und den Gerinnungsmechanismus zu unterstiitzen. Uber den
Kontakt der Thrombozytenoberfliche mit verschiedenen Glykoproteinen werden die Thrombozyten
aktiviert und Wachstumsfaktoren und weitere Mediatoren freigesetzt, um den Heilungsprozess der
Wunde zu initiieren. Dies wird iiber eine Stimulation des Vaskularisierungsprozesses und der Férderung

des Bindegewebewachstums erreicht5.10407,
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Zusatzlich zu ihrer essenziellen Wundheilungsfunktion weisen Thrombozyten noch viele alternative
Eigenschaften auf27403, Neben ihrer zentralen Rolle in der Hamostase sind Thrombozyten auch
entscheidend an Entziindungen, der Immunitdt und der Angiogenese beteiligt?73%, Zusatzlich
beschrieben Leiter und Walker 2019 in einem Perspektivartikel den Einfluss von Thrombozyten als
potente Mediatoren der Gehirnfunktion, dass sie pro-neurogene Faktoren tragen und die Nervenzellen
requlieren kdnnen sowie einen Beitrag zur Plastizitdt des Gehirns leisten403, Bereits 1989 isolierten und
charakterisierten Wicki et al. stabile mRNAs aus humanen Thrombozyten48. Dadurch zeigte sich, dass
Thrombozyten ihr Proteom schnell modifizieren und somit flexibel auf Umweltverdnderungen reagieren.
Verschiedene Publikationen deuten auf eine Variation in der molekularen Zusammensetzung der
Thrombozytengranula in Abhdngigkeit verschiedener Umwelteinfliisse und Stimuli hin382409410, |n diesem
hohen Grad an Diversitat zwischen den einzelnen Individuen liegt die Ursache der Problematik der im

vorherigen Abschnitt beschriebenen groBen hPL-Chargenschwankungen.

Die Vielfalt an Wachstumsfaktoren und regulativen Proteinen sowie die vielversprechenden
Mechanismen der Geweberegeneration im menschlichen Korper flihrten zu einem immer groBer
werdenden  Interesse an  Thrombozytenprodukten. Aufgrund seiner regenerativen und
wiederherstellenden Eigenschaften hat die Verwendung von Thrombozytenderivaten wie beispielsweise
PRP und hPLim medizinischen Bereich in den letzten Jahren exponentiell zugenommen411-422, PRP wurde
urspriinglich vorwiegend zur Behandlung dermatologischer und oromaxillofazialer Erkrankungen
eingesetzt. Inzwischen hat es sich allerdings auch in anderen klinischen Fachbereichen wie der
orthopadischen und plastischen Chirurgie verbreitet*7. In diesen Bereichen finden Therapien
hauptsichlich mit patienteneigenem PRP fiir Gesichtsverjiingungen (Vampir-Lifting), androgenetische
Alopezie, Akne- oder Operationsnarben, Fetttransplantationen sowie in der Orthopadie bei Arthrose und

Uberlastungsschiden Anwendung#11412417.423,

Zelltherapeutische Expansionsansédtze weisen auf eindeutige Vorteile der Verwendung von hPL hin und
klinische Studien zur geweberegenerativen Wirkung von thrombozytenbasierten Produkten wie hPL
zeigen vielversprechende Ergebnisse?7424-428, So konnte beispielsweise die klinische Verwendung von
Thrombozyten (aus Vollblut und Thrombozytpherese) in der Prophylaxe und Behandlung von
Thrombozytopenie bedingten Blutungen etabliert werden und Erkrankungen wie Tendinopathien,
Osteoarthritis und Herzinsuffizienz in klinischen Studien erfolgreich behandelt werden404429-431 \/on der
frihen Entstehung und Entwicklung von Thrombozytengelen (seit 1909) wie beispielsweise
Thrombozyten-Fibrinogen-Thrombin-Gemische, Thrombozyten-Fibrinkleber oder Gelatine-
Thrombozytengel-Schaum fiir lokale Anwendungen (z.B. fiir Knochentransplantate in der Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie) hat sich der Fokus der Forschung zu komplexen Anwendungen im Tissue
Engineering verschoben32-436, Mithilfe der Kombination des protein- und wachstumsfaktorreichem hPLs

mit zellférdernden Materialien sollen in Zukunft anspruchsvolle transplantierbare 3D-Gewebekonstrukte
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entwickelt werden10413437-440_ \fjele in vitro Studien zu 2D-Zellkultursystemen zeigen bereits deutliche
Ergebnisse zur erfolgreichen Anwendung von hPL Dazu gehoren erfolgreiche Kultivierungen von
Fibroblasten, Endothelzellen und Krebszelllinien441-444, die Verwendung von hPL zur Isolation, Expansion
und erfolgreichen Differenzierung (adipogen, chondrogen, osteogen) von MSCs oder der ex vivo Anzucht

MSC-basierter medizinischer Produkte7?.10368.370,445,

Trotz Variationen in der Herstellung und Nachbearbeitung (Zusatz oder Entfernung weiterer Stoffe,
Pathogeninaktivierung etc.) scheint hPL daher bis zur Entwicklung effizienter und universeller chemisch
definierter Medien ein optimales alternatives xenofreies Mediumsupplement fiir die Anwendung in
zellbasierten Verfahren und im Tissue Engineering darzustellen'27370, In Anbetracht der Rolle, die dem
hPL in der biotechnologischen und zelltherapeutischen Industrie damit zuféllt, sind standardisierte
xenofreie Kultivierungsprotokolle sowie Prozesse zur Sicherung der Qualitdt und Sicherheit im Umgang

mit hPL umso notwendiger”.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Publikationen verdeutlichen das Potential von hPL-Anwendungen fiir
die 2D- und 3D-Zellkultur und sollen einen Beitrag zur Entwicklung standardisierter Protokolle und

Kultivierungsbedingungen leisten.
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Dieses Kapitel setzt sich aus drei verschiedenen Publikationen zusammen, die sich mit dem Einsatz von
hPL als alternatives Mediumsupplement zur xenofreien Kultivierung von MSCs in 2D- und
3D-Zellkultursystemen beschaftigen. Alle vorgestellten Publikationen wurden einzeln in peer-reviewed

Fachzeitschriften veroffentlicht.

Die Schwerpunkte liegen auf der vergleichenden Analyse von hPL mit traditionellen kommerziellen
Mediensupplementen (FKS, HS) hinsichtlich der Proliferations- und Differenzierungsunterstiitzung von
hAD-MSCs  kultiviert in standardmiBigen Zellkulturplatten (2D), auf additiv gefertigten
Polymerkonstrukten (hard tissue Konstrukten, 2D/3D) sowie enkapsuliert in GelMA Hydrogelen (soft
tissue Konstrukten, 3D). MSCs spielen eine groBe Rolle in klinischen Studien fiir die bioregenerative
Medizin. Fiir den Erfolg klinischer Studien ist die Etablierung optimierter und standardisierter Protokolle
zur ex vivo Zellexpansion sowie fiir die Proliferation und Differenzierung von MSCs essenziell. Hierbei ist
die Etablierung eines effektiven xenofreien Mediumsupplements zur Stammzellkultivierung in 2D- und

3D-Zellkultursystemen von entscheidender Bedeutung.

Die erste Publikation mit dem Titel ,Comparative analysis of mesenchymal stem cell cultivation in fetal
calf serum, human serum and platelet lysate in 2D and 3D systems" befasst sich daher mit der
vergleichenden Analyse der ex vivo Expansion und osteogener sowie chondrogener Differenzierung von
hAD-MSCs unter Verwendung verschiedener Mediensupplemente in 2D-Zellkultursystemen. Um
ebenfalls die Spenderdiversitat mit einzubeziehen, wurde fiir die 2D-Analysen der Einfluss auf die Zellen
von vier verschiedenen Spendern unterschiedlichen Alters und Geschlechts untersucht. Neben der
Untersuchung des Einflusses des vom DRK hergestellten hPLs auf die Eigenschaften der 2D-kultivierten
hAD-MSCs wurde die Auswirkung auf das Zellverhalten in 3D untersucht. Dazu wurde das GelMA
Hydrogel mit den drei verschiedenen Mediensupplementen (FKS, HS und hPL) formuliert und deren
Einfluss auf das Zellwachstum und die Adhasion der hAD-MSCs in 3D untersucht. Gleichzeitig wurde
auch der Einfluss der drei Supplemente bei direkter Zugabe zu den Wachstumsmedien der 3D-kultivierten

Zellen unter den Aspekten der Zellausbreitung, der Zellmorphologie sowie der Zellviabilitdt untersucht.

In beiden Zellkultursystemen (2D und 3D) hat sich das hPL als sehr vielversprechend herausgestellt und
der Zusatz von 50 % hPL bei der Formulierung des GelMA Hydrogels konnte die Zellausbreitung und
Proliferation verbessern. Aus diesem Grund beschaftigt sich die Publikation mit dem Titel ,Gelatin-
Methacryloyl (GelMA) Formulated with Human Platelet Lysate Supports Mesenchymal Stem Cell
Proliferation and Differentiation and Enhances the Hydrogel's Mechanical Properties" mit der
Untersuchung der zellwachstums- und materialspezifischen Eigenschaften von GelMA Hydrogelen

unterschiedlicher DoFs unter Einfluss verschiedener hPL-Konzentrationen im Hydrogel. Das lyophilisierte
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GelMA mit drei verschiedenen DoFs (50 %, 70 % und 95 %) wurde vor der Enkapsulierung der Zellen in
0 % (100 % PBS), 2,5 %, 50 % oder 100 % hPL gel6st. AnschlieBend wurde der Einfluss des hPLs auf die
Zellausbreitung, die Proliferation und die osteogene Differenzierung von hAD-MSCs sowie auf die

Materialeigenschaften der Hydrogele untersucht.

Neben der Anwendung von hPL als Mediumsupplement in 2D-Zellkultursystemen und in Hydrogelen als
3D-Kultivierungssystem, wurde in der dritten Verdffentlichung ein resorbierbares 3D-druckbares
Biopolymer auf seine Eignung als Zellgerist fiir eine xenofreie Kultivierung untersucht. In der Publikation
mit dem Titel , Xeno-Free In Vitro Cultivation and Osteogenic Differentiation of hRAD-MSCs on Resorbable
3D Printed RESOMER®" wurden zuerst die invitro Biokompatibilitdt und in vitro Degradation der
3D-gedruckten Konstrukte aus dem resorbierbaren Material untersucht und anschlieBend der Einfluss
verschiedener Mediensupplemente auf die Zellmorphologie und osteogene Differenzierung von auf den

Konstrukten wachsenden hAD-MSCs analysiert.
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3.1 Vergleichende Analyse der Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen
in FKS, HS und hPL in 2D- und 3D-Zellkultursystemen

Zellkultur-Dimension Einsatz der Analyse
Mediensupplemente FE, sas

Proliferation

im Medium
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Abbildung 3-1: Graphical abstract zu dem Manuskript ,Comparative analysis of mesenchymal stem cell cultivation

in fetal calf serum, human serum and platelet lysate in 2D and 3D systems"

Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit der vergleichenden Analyse von hPL und den konventionellen
Mediensupplementen HS und FKS zur Kultivierung von hAD-MSCs in 2D- und 3D-Zellkultursystemen. Im
ersten Teil wurden die Mediensupplemente als Kultivierungs- und Differenzierungsmedien fiir hAAD-MSCs
vier verschiedener Spender in 2D-Zellkultursystemen eingesetzt. Um klinisch relevante Zellzahlen fiir
Zelltherapien oder Anwendungen im Tissue Engineering zu erreichen ist eine ex vivo Zellexpansion von
entscheidender Bedeutung. Daher wurde der Einfluss der drei verschiedenen Mediensupplemente auf die
Proliferation von hAD-MSCs in einer Langzeitkultivierung untersucht. Unabhdngig von Alter oder
Geschlecht der Spender, fiihrte die Supplementierung mit hPL bei den Zellen aller vier Spender zu einer
signifikanten Steigerung der Proliferation. Zusatzlich wurde die osteogene und chondrogene
Differenzierung der hAD-MSCs qualitativ und quantitativ bestimmt, um sicherzustellen, dass die
humanen alternativen Mediensupplemente das Differenzierungspotential der Zellen unterstiitzen. In
dieser Arbeit konnte bei Zugabe von hPL qualitativ sowie quantitativ eine Steigerung des osteogenen
Differenzierungsgrades nachgewiesen werden. Allein bei einer Supplementierung mit 2,5 9% hPL
(entgegen 109% FKS oder HS) konnte eine osteogene Differenzierung bereits nach einer Woche
nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden mithilfe einer bildbasierten Echtzeitanalyse charakteristische
osteogene Zellveranderungen im frilhen Stadium detektiert. Qualitativ und quantitativ wurde ebenfalls
der chondrogene Differenzierungsgrad der Zellen mit verschiedenen Mediensupplementen in
2D-kultivierten hAD-MSCs untersucht. Zur chondrogenen Differenzierung werden oftmals Zellpellets
oder 3D-Konstrukte verwendet, um eine erfolgreiche Differenzierung zu erreichen. In der in diesem

Kapitel vorgestellten Publikation konnte gezeigt werden, dass allein hPL als Mediumsupplement die
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chondrogene Differenzierung von hAD-MSCs auch in 2D-Kulturen unterstiitzt und diese sogar bereits

nach zwei Wochen qualitativ und quantitativ nachweisbar ist.

Nachdem das hPL gegeniiber FKS und HS im 2D-Kultivierungssystem als Mediumsupplement deutliche
positive Effekte auf die Zellexpansion und den osteogenen und chondrogenen Differenzierungsgrad der
hAD-MSCs gezeigt hat, wurde hPL ebenfalls in 3D-Kultivierungen eingesetzt. Als reprdsentatives
3D-Kultivierungssystem dienten GelMA Hydrogele mit einem DoF von 50 %. Die drei verschiedenen
Mediensupplemente wurden auf zwei unterschiedliche Arten eingesetzt und verglichen. Zum einen
wurde das GelMA direkt bei der Herstellung der Hydrogell6sung anstelle von in 100 % PBS zur Halfte in
dem jeweiligen Mediumsupplement geldst (50 % Mediumsupplement und 50 % PBS). Zum anderen
wurden die unterschiedlich supplementierten Hydrogele in Wachstumsmedium kultiviert, welchem
wiederum eines der drei verschiedenen Mediensupplemente zugegeben wurde. AnschlieBend wurden das
Zellwachstum und das Zellverhalten tiber die Messung der metabolischen Aktivitdt der Zellen, sowie ihrer

Morphologie evaluiert.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Supplementierung des Hydrogels (50 % Mediumsupplement) und
des Mediums zu besseren Wachstumsbedingungen der Zellen flihrt als bei herkémmlicher Formulierung
(100 % PBS). Allerdings spielt vor allem die Wah! des Mediumsupplements eine ausschlaggebende Rolle
fiir die Zelladhasion, -ausbreitung und das Zellwachstum im Hydrogel. Das direkt im Hydrogel eingesetzte
hPL verbesserte deutlich die Zelladhdsion und Ausbreitung (entgegen FKS und HS). Dieser Punkt ist
insbesondere fiir MSCs als adhadsionsabhadngige Zellen sehr bedeutend, da liber die Adhasion und
Ausbreitung der Zellen die Proliferation, Migration und Differenzierung reguliert werden211446447, Dje
insgesamt beste Kombination, die die hdchsten Zellviabilitdten aufwiesen, stellten Kultivierungen in
50 % hPL gelésten GelMA Hydrogelen dar, wenn diese zusatzlich in FKS- oder hPL-haltigem Medium
kultiviert wurden. Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass hPL als Mediumsupplement in 2D- und
3D-Zellkultursystemen, gegeniiber der Verwendung des xenogenen FKS und der humanen Alternative

des HS, deutliche Vorteile aufweist.

In dem folgenden Artikel ,Comparative analysis of mesenchymal stem cell cultivation in fetal calf serum,
human serum and platelet lysate in 2D and 3D systems" werden die Ergebnisse detailliert beschrieben und

diskutiert.
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In vitro two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) cultivation of mammalian cells
requires supplementation with serum. Mesenchymal stem cells (MSCs) are widely used
in clinical trials for bioregenerative medicine and in most cases, in vitro expansion and
differentiation of these cells are required before application. Optimized expansion and
differentiation protocols play a key role in the treatment outcome. 3D cell cultivation
systems are more comparable to in vivo conditions and can provide both, more
physiological MSC expansion and a better understanding of intercellular and cell-matrix
interactions. Xeno-free cultivation conditions minimize risks of immune response after
implantation. Human platelet lysate (hPL) appears to be a valuable alternative to widely
used fetal calf serum (FCS) since no ethical issues are associated with its harvest, it
contains a high concentration of growth factors and cytokines and it can be produced
from expired platelet concentrate. In this study, we analyzed and compared proliferation,
as well as osteogenic and chondrogenic differentiation of human adipose tissue-derived
MSCs (hAD-MSC) using three different supplements: FCS, human serum (HS), and
hPL in 2D. Furthermore, online monitoring of osteogenic differentiation under the
influence of different supplements was performed in 2D. hPL-cultivated MSCs exhibited
a higher proliferation and differentiation rate compared to HS- or FCS-cultivated cells.
We demonstrated a fast and successful chondrogenic differentiation in the 2D system
with the addition of hPL. Additionally, FCS, HS, and hPL were used to formulate
Gelatin-methacryloyl (GelMA) hydrogels in order to evaluate the influence of the different
supplements on the cell spreading and proliferation of cells growing in 3D culture. In
addition, the hydrogel constructs were cultivated in media supplemented with three
different supplements. In comparison to FCS and HS, the addition of hPL to GelMA

January 2021 | Volume 8 | Article 598389
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Supplement Influence on MSCs in 2D/3D

hydrogels during the encapsulation of hAD-MSCs resulted in enhanced cell spreading
and proliferation. This effect was promoted even further by cultivating the hydrogel
constructs in hPL-supplemented media.

Keywords: platelet lysate, mesenchymal stem cells, differentiation, medium supplements, fetal calf serum, human
serum, gelatin methacryloyl (GelMA), hydrogel

INTRODUCTION

More than half a century has passed since the first isolation and
int vitro cultivation of mesenchymal stem cells (MSC) described
by Friedenstein et al. (1966) and Friedenstein et al. (1970). From
that point on, numerous studies about the handling of these cells
have been performed. However, the development of an optimal
protocol for cultivating MSCs is still in progress (Spees et al,
2016; Lavrentieva et al., 2020). The most common and most
widely used cell culture medium supplement is fetal calf serum
(FCS). Tt has been used for the cultivation of several cell types
for more than 50 years (Gstraunthaler et al,, 2013), To date,
most cell isolation or expansion protocols for clinical studies
use FCS for supplementation (Schrddel, 2007; Lindroos et al.,
2009; Bieback, 2013; Hemeda et al., 2014; Burnouf et al., 2016;
Monsanto et al., 2017; Motedayyen et al., 2017; Araudjo et al,
2018; Lee et al., 2019; Cherian et al., 2020; Ghamari et al., 2020;
Wagner et al,, 2020). Even though there are various disadvantages
related to FCS such as lot-to-lot variability, ethical concerns about
collecting the serum from the heart of unborn calves and the risk
of viral, mycoplasm or prion infections or immune responses
of the recipients toward foreign factors, there are no widely
accepted alternatives for FCS (Lindroos et al., 2009; Bieback,
2013; Jonsdottir-Buch et al., 2013; Hemeda et al., 2014; Burnouf
et al,, 2016; Monsanto et al., 2017; Motedayyen et al,, 2017; Lee
et al,, 2019; Cherian et al., 2020; Wagner et al., 2020).

A sustained effect on the differentiation capacity and the
immunophenotype of cells has been observed in different studies
by using xeno-free autologous human serum (HS) as a medium
supplement. Due to its promoting effect on cell expansion and
its human origin, HS appears to be a potential alternative to
FCS (Mannello and Tonti, 2007). However, because of high costs
of its manufacture, the production of HS is actually decreasing
(Miiller et al., 2006; Mannello and Tonti, 2007; Aldahmash et al.,
2011; Hemeda et al,, 2014). Hence, the goal for the future is a
completely chemically defined MSC medium. But to date, there
is still no reliable, efficient, comprehensive and fully defined
medium available for a broad MSCs cultivation. Moreover, most
of the available defined media require additional coatings of the
cell culture surface with proteins (Pijuan-Galitd et al., 2016; Salzig
et al., 2016; Wu et al., 2016; Cherian et al., 2020). These, in turn
are often derived from animal origin, so that in this case no truly
xeno-free cultivation with these media is possible.

MSCs have a clinical potential for use in cell therapies
and tissue engineering (TE) due to their immunomodulatory
potential, stromal functions and their great proliferation as well
as differentiation capacities in vitro (Dominici et al., 2006). MSCs
can be differentiated in different cell types and the potential of
controlled chondrogenic and osteogenic differentiation of these

cells makes them promising candidates for cartilage and bone
TE, as well as for in vitro 2D and 3D models for drug screening
and disease modeling (Raic et al., 2019). Because of rising ethical,
safety and scientific concerns, the World Health Organization
and Good Manufacturing Practice (GMP) guidelines recommend
the prohibition of the use of animal-derived supplements or
supplements containing animal-sourced ingredients for stem cell
cultivations or advanced therapy medicinal products (Schrodel,
2007; Lindroos et al., 2009; Bieback, 2013; Gstraunthaler et al.,
2013; Hemeda et al., 2014). Hence, until a chemically defined
medium is available for MSCs cultivation, it is essential to
evaluate existing alternatives to FCS such as human platelet
lysate (hPL).

The first attempts to use platelet-rich plasma and platelet
lysates as cell culture medium supplement were already made
30 years ago (Gimbrone et al, 1969; Mavrina et al, 1986;
Burnouf et al., 2016). Since that time it has been shown that
hPL supports in vitro growth and osteogenic differentiation
of MSCs (Doucet et al., 2005; Lange et al., 2007; Schallmoser
et al., 2007; Bieback et al., 2009; Jonsdottir-Buch et al., 2013;
Schallmoser and Strunk, 2013; Shih and Burnouf, 2015; Siciliano
et al., 2015; Astori et al., 2016; Burnouf et al., 2016; Fernandez-
Rebollo et al,, 2017), as well as the proliferation of progenitor cells
and endothelial colony forming progenitor cells (Schallmoser
and Strunk, 2013). hPL appears to be a valuable alternative to FCS
and shows several advantages, such as its easy production from
human platelet concentrate in conformity with GMP guidelines
(Burnouf et al., 2016). Moreover, the use of hPL combines
modern social principles of ethics, sustainability, recycling and
resources conservation. More than twenty percent of the platelets
donated in global blood donation programs expire before they
can be used for infusions. Since no difference was determined
between using expired or fresh hPL as medium supplements,
there is a possibility to recycle expired platelets obtained
from blood banks (Jonsdottir-Buch et al.,, 2013). Furthermore,
hPL contains many bioactive factors such as growth factors
and cytokines, which act synergistically to support the cell
growth, behavior and differentiation of MSCs. Moreover, hPL
has demonstrated the ability to enhance the proliferation and
differentiation of MSCs in 2D and 3D cultivations in various
studies (Supplementary Table 1) (Bieback, 2013; Jonsdottir-
Buch et al, 2013; Altaie et al., 2016; Burnouf et al, 2016;
Kirsch et al., 2019, 2020). However, commercially available hPLs
usually contain heparin in order to prevent hPL gelation. Heparin
is a product, extracted from porcine small intestine mucosa.
Thus, cell cultures grown in the presence of such hPL are no
longer xeno-free (Mojica-Henshaw et al., 2013). Furthermore,
Hemeda et al. showed that the heparin concentration is critical
for 2D MSC cultures in hPL-supplemented medium. This group
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demonstrated a concentration-dependent influence of heparin
on cell proliferation, the colony-forming unit frequency as well
as the in vitro differentiation of MSCs (Hemeda et al., 2013). In
our study, fibrinogen-depleted hPL was used without addition
of heparin to the cell culture medium, in order to maintain
true xeno-free cultivation conditions. Providing genuine xeno-
free conditions and considering these promising aspects, the
challenge is to evaluate and optimize protocols for the production
and application of hPL.

Many cell cultivation protocols are still predominantly
designed for 2D cultivation. However, compared to 2D-cultured
MSCs, 3D cell cultivation seems to be more advantageous,
because 3D growing cells reflect the in vivo environment of MSCs
to a higher extent. Thus, physiological cell-cell and cell-matrix
contacts can be simulated and studied only in 3D cell cultures.
Moreover, considering angiogenic and immunomodulatory
factors, 3D-grown cells have a higher quality (Mark et al., 1977;
Cukierman et al., 2001, 2002; Abbott, 2003; Bissell et al., 2003;
Schmeichel and Bissell, 2003; Lee et al., 2009; Li and Cui, 2014).
Various studies have already investigated the possibility of
direct 3D isolation of MSCs from bone and adipogenic tissue
to prevent 2D cultivation of the cells (Papadimitropoulos et al.,
2014; Egger et al, 2019). Similar to 2D cell cultivation,
xeno-free FCS are needed for 3D cell
cultivation and the influence of medium supplements must be
systematically evaluated.

In addition to cellular aggregates and cells growing on
scaffolds, hydrogels represent a very promising 3D cultivation
system. Hydrogels provide a tunable versatile platform for in
vitro 3D cultivation, TE and bioprinting (Ruedinger et al., 2015;
Pepelanova et al., 2018). Regular semi-synthetic hydrogels are
usually stored as lyophilized proteins and are reconstituted
with PBS prior cell encapsulation. Thus, they do not normally
contain any additional supplements. Regarding 3D hydrogels,
the addition of supplements to both, hydrogels and the medium
can influence cell behavior. Only a limited number of studies
have investigated the influence of direct hPL addition to
hydrogels on encapsulated MSCs (Moreira Teixeira et al,
2012; Santos et al, 2018; Jooybar et al, 2019). Most of
these studies cultivated the hPL-containing hydrogels in media
supplemented with FCS, thus effectively not under true xeno-
free conditions (Moreira Teixeira et al, 2012; Santos et al.,
2018). So far, no study has shown the influence of different
medium supplements on the cell behavior of encapsulated
MSCs in comparison. To the best of our knowledge, no
study investigating the effect of supplementation of hydrogels
and medium on the encapsulated cells has been conducted
to date.

In the present study, the influence of hPL (2.5% hPL) on
the proliferation, as well as the osteogenic and chondrogenic
differentiation of human adipose-derived mesenchymal stem
cells (hAD-MSCs) obtained from four different donors was
systematically investigated in a 2D cultivation system.

The influence of hPL was compared to FCS (10%) and HS
(10%). Online monitoring of osteogenic differentiation in 2D
under the influence of different supplements was performed
and evaluated.

alternatives to

Supplement Influence on MSCs in 2D/3D

Recently, we published a study about the influence of
formulating GelMA hydrogels with different hPL concentrations
(Kirsch et al., 2019). The addition of hPL directly to the hydrogel
supported not only the cells but also had a positive impact
on the mechanical properties of the GelMA hydrogels. It was
demonstrated that the addition of hPL to the hydrogels improves
cell growth and cell adhesion. However, this beneficial effect
could have been caused by the direct formulation of the hydrogel
with a supplement carrying multiple bioactive factors, and must
not be directly related to the superior properties of a xeno-
free protocol with hPL. In order to investigate this aspect
more closely, we expanded the study by formulating GelMA
hydrogel with three different media supplements (FCS, HS, and
hPL) and studied their influence on cell growth and adhesion.
Consequently, the influence of the three supplements as direct
additions to the growth media of 3D cultivated cells was also
investigated under the aspects of cell spreading, cell morphology,
as well as cell viability.

MATERIALS AND METHODS
MSC Cultivation

Human AD-MSCs were isolated from adipose tissue of four
donors after abdominoplasty surgery. The use of human tissue
from patients (after their informed consent) has been approved
by the Institutional Review Board (Hannover Medical School,
Ref. Nr.: 3475-2017). As described earlier, we performed surface
marker analysis and functional characterization of the isolated
cell populations to characterize them as MSCs (Pepelanova
et al,, 2018). hAD-MSCs were expanded in alpha-MEM medium
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 10%
human serum (CC-pro, Oberdorla, Germany) as well as 0.5%
gentamicin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany), harvested
by accutase treatment (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany),
and cryopreserved at passage one or two until the start of
the experiment. Experiments were performed with cells of
passages two to nine. Following concentrations of cell culture
supplements were used for all performed experiments: 10% FCS,
10% HS and 2.5% hPL. hPL concentration of 2.5% was chosen
based on preliminary experiments. The tested concentrations
in preliminary experiments were 0, 1, 2.5, 5, and 10% of hPL
in medium. The highest differentiation capacity and a more
even distribution of Alizarin Red staining were observed at a
concentration of 2.5% (Supplementary Figure 1a). Furthermore,
in order to test if lower concentrated FCS or HS could also result
in higher osteogenic differentiation, 2.5% of all supplements
were used in preliminary experiments. The cell viability and
osteogenic differentiation was significantly lower for hAD-MSCs
cultivated with 2.5% FCS and 2.5% HS compared to 2.5% hPL
(Supplementary Figure 1b). Due to those results the standard
concentration of 10% FCS and HS was used to supplement the
medium in all experiments.

Platelet Lysate Preparation

Human platelet lysates were prepared and provided by the
German Red Cross Blood Service NSTOB (Springe, Germany)
by freeze-thaw treatments of pooled platelets from surplus buffy
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coats. To prevent gelation of hPL and avoid the use of heparin,
fribrinogen depletion was performed by the calcium presipitation
miethod, followed by filtration of the platelet lysate.

Cell Proliferation Analysis

For cell proliferation studies, the hAD-MSCs were harvested
at 80% of confluency by accutase treatment, counted using a
hemocytometer and seeded at a density of 3,000 cells/cm® in
25 ¢cm? cell culture flasks containing 4 ml medium. Alpha-MEM
medium was supplemented with 10% HS, 10% FCS or 2.5% hPL.
hAD-MSCs from four different donors were sub-cultivated two
times per week with a seeding density of 3,000 cells/cm?® over five
passages; cell number and viability were evaluated by trypan blue
exclusion and cumulative cell numbers were calculated.

Osteogenic and Chondrogenic

Differentiation

For differentiation experiments, cells were seeded in 24-well
plates (growth area 2 cm?, Sarstedt, Germany) at a density of
10.000 to 15.000 cells/em® in 500 ul alpha-MEM containing
10% HS, 10% FCS or 2.5% hPL and 50 jLg/ml gentamicin per
well. After seeding, cells were cultivated for 24-48h (until full
confluence was achieved) in a humidified atmosphere containing
5% COy and 21% Oy at 37°C. Afterwards, the cell culture
medium was changed to ecither the osteogenic or chondrogenic
differentiation medium. Osteogenic differentiation medium
contained 5mM f-glycerophosphate, 0.10M dexamethasone,
0.2mM L-ascorbate-2-phosphate, 0.5% gentamicin, as well as
2.5% hPL, 10% HS or 10% FCS. Serum-free chondrogenic
differentiation medium was purchased from Gibco (StemPro
Chondrogenic differentiation kit, Gibco, Germany) and also
supplemented with 2.5% hPL, 10% HS or 10% FCS. The medium
was exchanged every 3-4 days. Cells were cultured for the next
7, 14, or 21 days and then washed in PBS and fixed for 15 min
at 4°C with 4% paraformaldehyde for staining. Before fixation,
indirect cell viability was estimated by CellTiter-Blue® (CTB)
assay according to the manufacturer’s instructions (Promega,
Mannheim, Germany). Briefly, CTB stock solution was diluted
in alpha-MEM basal medium (1:10 v/v) and added to the cells.
The fluorescence was measured after 2h of incubation at an
extinction wavelength of 544 nm and an emission wavelength of
590nm with a microplate reader (Fluoroskan Ascent, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

Alizarin Red and Alcian Blue Staining

In order to determine the degree of osteogenic differentiation,
Alizarin Red staining was used. The fixed cell layers were
incubated in Alizarin Red solution, containing 1% Alizarin Red
S (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) in deionized H,O, for
15min at room temperature. After washing with deionized
H,0O the red chelates were detected with a microscope. The
accumulation of proteoglycans in the extracellular matrix during
the chondrogenic differentiation was visualized by using Alcian
Blue staining. Fixed cell layers were washed twice with PBS,
incubated for 3min in 3% acetic acid at room temperature,
followed by 30 min incubation in Alcian Blue solution (1% Alcian
Blue 8GX, Sigma Aldrich, in 3% acetic acid) at room temperature.

Frontiers in Bioengineering and Biotechnology | www.frontiersin.org

35

Supplement Influence on MSCs in 2D/3D

After incubation, cell layers were washed several times with 3%
acetic acid and the presence of bound Alcian Blue stain was
detected using a microscope.

Alizarin Red Extraction

To quantify the degree of osteogenic differentiation, Alizarin
Red was extracted with 10% hexadecylpyridinium chloride
monohydrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, WI, USA) in 1 x PBS for
20 min at 37°C. The concentration of extracted Alizarin Red was
measured at 550 nm (Epoch, BioTek Instruments, Winooski, VT,
USA) and calculated using a calibration curve with a regression
of 0.997. If required, samples were diluted to bring Alizarin Red
concentrations within the linear range of the photometer.

Online Monitoring and Evaluation of
Osteogenic Differentiation by Image
Analysis

During the differentiation, time-lapse microscopic pictures
were taken using an IncuCyte® Live-Cell Tmaging System
(Sartorius, Géttingen, Germany) placed in the incubator. The
osteogenic differentiation of the cells was determined and
quantified by training a metric phase object confluence mask
for the typical changes in the morphology of the cells toward
osteocytes (Figure 5B). To add an enhanced coloring mask to the
images, the software (IncuCyte® Analysis Software) provides
a processing definition step to train the algorithm to highlight
the correct markers on a limited representative set of images at
different time points and stages of the osteogenic differentiation.
This processing step can be visually inspected and adjusted to
be valid for all the pictures in the limited training set. After the
visual inspection, when the mask highlights the correct parts
where the cells are slowly changing their morphology toward
osteocytes and increasing the mineralization of the extracellular
matrix, the software can automatically analyze the images of the
total experiment. When the processing definition is valid for the
training image set, this can be used for online monitoring of
the experiment.

Alkaline Phosphatase (ALP) Assays

Next to the Alizarin Red staining and quantification, the ALP
activity was also measured in the cells as well as in the
supernatants (Anh et al., 1998), The fixated cells were incubated
with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)/nitro blue
tetrazolium (NBT) (SIGMAFAST BCIPY/NBT, B5655, Merck,
Darmstadt, Germany) for 30 min at room temperature, washed
with PBS and microscopically analyzed with an Olympus 1X50
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan). For the quantification of
the ALP activity in the supernatant 1 day before measurement,
the medium was exchanged to proliferation or differentiation
medium without supplements, in order to ensure a sensitive
measurement of the activity in the medium. As a standard
4-nitrophenol solution (10 mM, Sigma-Aldrich, St. LOL}is, WI,
USA) was used and diluted in ALP buffer (one Trizma@/ Buffer
tablet of SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl phosphate dissolved in
20 ml ddH; 0O, Merck, Darmstadt, Germany) for a standard series.
The five-fold concentrated substrate solution was prepared by
dissolving one pNPP tablet and one Trizma® Buffer tablet of
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the kit in 4 ml ddH>O. Each week, the supernatant was removed
5min centrifuged at 4°C/14.000 rpm and 250 pl were stored
at —20°C until further use. At the end of the experiment, all
supernatants were thawed, vortexed and 40 pl/well of each
sample, control (medium) and the standard series was added in
a 96-wellplate. After adding 10 pl of the substrate solution, the
plate was shaked for 5min at 37°C/450 rpm and incubated for
7h at 37°C. After 7 h, the plate was measured at 405 nm (Epoch,
BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) and the ALP activity
was calculated by using a calibration curve of the standard series
with a regression of 0.999.

Quantitative Glycosaminoglycan (GAG)
Assay

After 7, 14, and 21 days of culture in chondrogenic differentiation
medium, the cells were harvested and digested in 500 pl/well
papain solution [500 pl 0.1M NaH2P04/0.005mM EDTA
(pH 6), 5 pl B-mercaptoethanol, and 2.5 pl papain (10
mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, WI, USA) at 60°C and 800
rpm overnight, The papain digest solution was then used
to quantify the deoxyribonucleic acid (DNA) and GAGs.
A DNA standard series was prepared with DNA from calf
thymus (Sigma-Aldrich, St. Louis, WI, USA). In a 96 well
plate, 100 pl preparation buffer and then 100 pl of the
respective sample or standard series were added. After 100
ul of bisbenzimide (Sigma-Aldrich, St. Louis, WI, USA) was
added to each well, the plate was measured at 360/460 nm with
a spectrophotometer (F-7000 FL Spectrophotometer, Hitachi,
Tokio, Japan). Chondroitin sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis,
WI, USA) was used as a standard and 100 ] of the samples
was added to 100 pl/well ddH,O in a 96 well plate. After
adding 150 pl 1,9-dimethyl-methylene blue (DMMB, Sigma-
Aldrich, St. Louis, WI, USA) the plate was measured at
530nm (Epoch, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)
and the DNA and GAG concentration was calculated with
calibration curves.

GelMA Synthesis and Hydrogel Preparation
As already described in a previous study, GelMA was synthesized
according to a previously described protocol (Pepelanova et al.,
2018). The degree of functionalization (DoF) of GelMA used in
the experiments was of 50%. GelMA solutions were prepared
at a concentration of 5% (w/v). The GelMA was dissolved
in 50% of PBS and either 50% (v/v) FCS, HS, or hPL (hPL
pH value 7.3, manufactured by German Red Cross, Blood
Service NSTOB, Springe, Germany) was added (Figure 1). After
dissolving all GelMA solutions in a water bath at 37°C, they
were sterile filtered with 0.45 pm polyethersulfone (PES) filters
and 0.1% (w/v) photoinitiator 2-Hydroxy-4 -(2-hydroxyethoxy)-
2-methylpropiophenone (Irgacure 2959) was added prior to the
encapsulation of cells.

Encapsulation and Cultivation of
hAD-MSCs in Hydrogels

The cells were resuspended in the GelMA solutions at a
concentration of 1.0 x 10° cells/mL and filled in 50-pL disks
(6-mm diameter) in silicon molds. With an UV intensity of
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1.2 J/em? (polymerization time of ~5min) the hAD-MSCs
were encapsulated in the hydrogels with the help of a cross
linker (BLX-365 Bio-Link, 365nm, Vilber Lourmat, Germany).
The cells encapsulated in GelMA hydrogels formulated with
PBS, FCS, HS, and hPL were further cultivated in medium
supplemented with 10% FCS, 10% HS, or 2.5% hPL (Figure 1).

The preparation of the well-plates and the handling of the
hydrogels is described earlier (Kirsch et al,, 2019). As described
in more detail in our previous study, the indirect cell viability
was determined by the CellTiter-Blue® (CTB) (Promega,
Mannheim, Germany) assay according to the manufacturer’s
specifications (Kirsch et al, 2019). For morphological analysis,
encapsulated cells were cultivated for one, three or seven days,
incubated in basal alpha-MEM with the addition of 4 WM calcein-
acetoxymethyl (AM) (Merck, Darmstadt, Germany) for 40 min
at 37°C. The hAD-MSCs were analyzed with a Cytation 5-Cell
Imaging Multi-Mode Reader (Biotek Instruments, Winooski,
VT, USA).

Statistical Analysis

The data are presented as mean value + standard deviation
of the multiple measurements/counts of each sample. A one-
way ANOVA (OriginLab) was performed to determine the
statistical significance of the measured values, defined as p-value
of *p < 0.05,*p < 0.01, or **p < 0.001.

RESULTS

hAD-MSCs Proliferation in 2D

To evaluate the influence of hPL on hAD-MSCs proliferation,
cells isolated from four different donors were cultivated over
five passages in alpha-MEM supplemented with 2.5% hPL

Hydrogels
FCS HS hPL

FCS
£
=
T HS
[
=

hPL

FIGURE 1 | Schematic representation of 3D hydrogel-based cultivation: first
GelMA hydrogels were formulated with 50% FCS, 50% HS, or 50% hPL
followed by cultivation in medium supplemented with 10% FCS, 10% HS, or
2.6% hPL.
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and compared to the cell growth in conventional cell culture
conditions: medium with 10% FCS and 10% HS. Differences in
the cell growth of the various donors are caused by biological
variations. Figures 2A-D, that three of the four donor cells
cultivated in medium supplemented with hPL show the highest
total cell number compared to FCS and HS as supplements.
Especially during the first passages, the increase of cell number
was highest for cells cultivated in hPL-containing medium. Cells
cultivated in medium supplemented with FCS exhibited the
lowest cell number and cell division for all donors.

To ensure that hAD-MSCs had not changed their typical
immunophenotype during the cultivation with different
supplements, a flow cytometry analysis for characteristic MSC-
markers was performed and revealed no changes in specific
marker expression (Supplementary Table 2).
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FIGURE 2 | The influence of cell culture supplements on the long-term cultivation of hAD-MSCs. Cells from four donors [(A) Donor 1, (B) Donor 2, (€) Donor 3 and (D)
Doner 4] were cultivated over five passages in 2.5% hPL (black line), 10% HS {light gray dotted line) or 10% FCS (gray dashed line) and cumulative cell numbers were
calculated. *p = 0.05, *p < 0.01, "*p = 0.001 {*, **, *** indicates significant difference to FCS); "p = 0.05, ™p = 0.01 (g, mu indicates significant difference to HS).
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The obtained results demonstrate that medium supplemented
with hPL provide a significant higher cell proliferation of hAD-
MSCs for three of four donors compared to HS and in all four
donors compared to FCS as a supplement. The cumulative cell
number after cultivation with hPL was twice to more than five
times higher than the cell number after cultivation with FCS.
In a short period of time the cell number can be increased
significantly, which underlines the potential of hPL-containing
medium for rapid MSCs expansion.

Osteogenic Differentiation

The cells were cultivated in differentiation medium
supplemented with FCS, HS, or hPL over three weeks. Despite
the higher amount of supplements (10% of volume), cells
cultivated in medium with conventional supplements (FCS
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and HS) only showed an irregular Alizarin red staining after
three weeks. As illustrated in Figure 3, only MSCs differentiated
in medium supplemented with hPL showed an accumulation
of calcium already after 1 week of cultivation visualized by
Alizarin red staining. The staining was even more intense and
homogenously distributed after 3 weeks of cultivation. hAD-
MSCs from all donors exhibited an osteogenic differentiation in
all used supplements after 3 weeks of stimulation. These results
were also confirmed by the quantification of Alizarin red staining
during the whole period of differentiation (Figure 3B). Only hPL
as a supplement was able to induce osteogenic differentiation
during the first week of cultivation. As illustrated in Figure 3C,
the indirectly measured viability of cells remained high and did
not change significantly over 3 weeks with all three medium
supplements. In addition to the staining and quantification of

Supplement Influence on MSCs in 2D/3D

Alizarin red, the ALP activity was measured in the supernatant
and in the cells (Figure 4). Only cells differentiated with hPL
containing medium showed ALP -positive cells already after 1
week (Figure 4A). In comparison, fewer ALP-positive cells were
observed in FCS and HS differentiated cells. The quantitative
determination of ALP activity in the supernatant showed
the lowest activity each week in cells differentiated in FCS
(Figure 4B). In HS differentiated cells, low ALP activity could
be measured after seven days of differentiation. The highest ALP
activity was detectable in the supernatant of cells differentiated
in hPL-supplemented medium.

Online monitoring and the evaluation of osteogenic
differentiation dynamics with the help of a trained metric phase
object confluence mask also revealed the superiority of hPL in
terms of the onset of calcium deposition (Figure 5). However,
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FIGURE 3 | (A) Alizarin red staining of the hAD-MSCs from four donors differentiated in the presence of 2.5% hPL, 10% HS, or 10% FCS. The influence of cell culture
supplements on the calcium deposition evaluated by Alizarin red extraction, 10x objective, scale bar 100 um. (B) and on the cell viability during the differentiation (C).

Data represent the mean + SD of a threefold determination for four donors.

15

04

0 T T
week 1 week 3
700
I L
600 |:I HS
I Fcs
500
400 ~
300 4
200
100 +
0 T T
week 1 week 3

L

I o

HS
FCS

i

Frontiers in Bioengineering and Biotechnology | www.frontiersin.org

38

January 2021 | Volume 8 | Article 598389



3 Experimenteller Teil

Kirsch et al.

Supplement Influence on MSCs in 2D/3D

FIGURE 4 | (A) Alkaline phosphatase staining of differentiated hAD-MSCs cultivated for 7, 14, and 21 days and differentiated in medium supplemented with FCS, HS
and hPL, 10x objective, scale bar 100 wm. (B) Measured ALP activity in the supernatant of hAD-MSCs cultivated with FCS, HS and hPL for 7, 14, and 21 days. Data

represent the mean =+ SD of a threefold determination for two donors.
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in comparison to the Alizarin red staining in the unstained live
MSCs culture, the software first recognized the deposition after
day seven.

Chondrogenic Differentiation

Traditionally MSCs are only able to differentiate into
chondrocytes when cultivated in pellet 3D cultures. In this
study, hPL supported chondrogenic differentiation of hAD-
MSCs also in 2D cultivations system (Figure6). If media
were supplemented with FCS or HS, hAD-MSCs of all tested
donors did not show accumulation of proteoglycans after the
chondrogenic stimulation (Figure 6A). Under FCS and HS
cultivation conditions, cells started to detach from the cell
culture surface and to agglomerate already after 2 weeks of
differentiation. In the presence of hPL, cells from all tested
donors started to accumulate proteoglycans already after 2
weeks of stimulation, as demonstrated by the positive Alcian
Blue staining. After 2 weeks of stimulation, an increased GAG
production was measured in the presence of hPL (Figure 6B).
hAD-MSCs cultivated with hPL-supplemented differentiation
medium showed the highest GAG/DNA ratios during the
entire period of differentiation. These data demonstrate
that the sole presence of hPL in chondrogenic medium can
induce chondrogenic differentiation and accumulation of
glycosaminoglycans by hAD-MSCs.

Comparative Analysis of the Influence of
Different Medium Supplements in 3D

Cultivation

To compare the influence of different supplements on hAD-
MSCs cultivated in hydrogels, both addition of supplements
directly into hydrogels and addition of supplements to the media
were investigated (Figure 1). To evaluate the cell growth and
behavior, the morphology as well as the metabolic activity of the
cells was measured (CTB).
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In almost all GeIMA hydrogels, increased cell spreading was
visible from day three to day seven (Figure7). The lowest
amount of spreading after seven days was observed when
hAD-MSCs were encapsulated in GelMA prepared in PBS
with the addition of 50% FCS. When additionally cultivated
with FCS-supplemented medium, spreading cells were rarely
seen 7 days (Figure 7A) and only a few elongated cells were
visible after 7 days in the HS or hPL-supplemented medium
(Figures 7B,C). In contrast, the addition of HS to the hydrogel
had a positive influence on the cell spreading in FCS, HS and
hPL-supplemented medium (Figures 7A-C). Encapsulating the
cells in GelMA with the addition of 50% hPL led to a more
distinct cell spreading in all tested culture media. A few elongated
cells could be observed already on day one with most cells
showing extensive spreading after 7 days. In hPL-supplemented
medium, cells were elongated and formed a three dimensional
homogenous cell network.

The metabolic activity in all hydrogels increased over the
cultivation time (Figure7D). Cells encapsulated in GelMA
hydrogels formulated with 50% FCS showed the lowest
viability in all media, cells encapsulated in GelMA hydrogels
formulated with 50% hPL demonstrated the highest viability.
Formulating the hydrogels with 50% hPL instead of FCS led
to an almost doubled cell viability when cultivated in FCS-
supplemented medium. Regarding the media supplementation,
supplementation with HS led to the lowest cell viability
compared to the supplementation of FCS and hPL. However,
in comparison to FCS-supplemented medium, hAD-MSCs
cultivated in hPL-supplemented medium did not show a
cell viability increase from day three to day seven. Overall,
the cultivation of cells in GelMA hydrogels formulated with
50% FCS, in combination with HS-supplemented medium,
represents the worst combination. The best combination,
with the highest cell viability, was shown by GelMA
hydrogels dissolved in 50% hPL, when cultivated in FCS- or
hPL-containing medium.
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FIGURE 5 | (A) The influence of cell culture supplements on the calcium deposition evaluated by using a trained metric phase object confluence mask for microscopic
pictures analyzed by the IncuCyte Live-Cell Imaging System and Software (Essen BioScience, Ann Arbor, M). Data represent the mean = SD for a fourfold
determination. (B) Microscopic pictures taken by an IncuCyte Live-Cell Imaging System and blended with a trained metric phase object confluence mask, which
indicates typical osteogenic changes of the cells, scale bar 400 wm.
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FIGURE 6 | (A) Alcian Blue staining of the hAD-MSCs from four donors differentiated in the presence in 2.5% hPL, 10% HS, or 10% FCS. 10x objective, scale bar
100 um. (B) Determination of the GAG deposition in cells (in ug GAG/g DNA) differentiated for 7, 14, and 21 days under influence of FCS, HS, and hPL. Data
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FIGURE 7 | Morphological examination (A=C) and cell viability (D) of hAD-MSCs encapsulated with a UV dose of 1.2 J/cm? in 5% GelMA with 50% degree of
functionalization (DoF) formulated with 50% PBS and 50% FCS, 50% HS, or 50% hPL. The hydrogels were cultivated in (A) FCS, (B) HS, or (C) hPL supplemented
medium. After cultivating the cells for 1, 3, and 7 days, they were stained with calcein-AM; 4 x objective, scale bar 500 um. (D) The CellTiter-Blue (CTB) assay was
performed on day 1, day 3, and day 7 of cultivation. Data represent the mean + SD for a threefold determination. "p < 0.05, **p <= 0.01, ™*p < 0.001.
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DISCUSSION
Cultivation of human cells, including MSCs, in FCS-

supplemented media raises concerns since cells cultivated
with animal supplements can cause xenogenic immune
reactions and transmit prions or other zoonotic infections
after transplantation (Bottio et al., 2003; Capelli et al., 2007;
Astori et al, 2016). Moreover, the large-scale manufacturing
of these cells requires large amounts of clinical grade FCS,
which is in limited supply. The use of serum-free media
would be the best choice, however, at the moment only few
chemically defined, serum-free media are available on the
market (e.g., MSCGM-CD™ media from Lonza). The term
“serum-free,” however, does not always mean that the media
does not contain supplements of animal or human origin.
Moreover, not every chemically defined medium supports
cell growth of all kind of MSCs (MSCs of different origin).
For example, it has been demonstrated that Mesencult-XF
supports growth of hAD-MSCs, but not of bone marrow-derived
mesenchymal stem cells (Al-Saqgi et al, 2014). Until efficient
“real” serum-free media are developed, it is essential to establish
xeno-free systems for in vitro expansion of primary human
cells, including MSCs. At the moment, more than 1,100 clinical
trials are listed where MSCs from different sources are involved
(clinicaltrials.gov). Treatment with MSCs often requires an
in vitro cell expansion step to reach clinically relevant cell
numbers. For each treatment, the individual cell dosage is
estimated to be 10°-10° cells (Simaria et al., 2014). In addition,
the expanded MSCs should retain their biological activity (e.g.,
immunomodulating properties, differentiation capacity and
stromal/rescue function). Thus, it is indispensable to have an
efficient xeno-free in vitro media to expand these cells for clinical
trials and later for therapies.

An additional factor which affects the cell quality is the applied
cultivation system. As shown in various studies, the chosen
cultivation system influences cell behavior and cell functionality,
such as the expression of specific factors (Mark et al., 1977;
Cukierman et al., 2001, 2002; Abbott, 2003; Bissell et al., 2003;
Schmeichel and Bissell, 2003; Lee et al., 2009; Li and Cui, 2014;
Papadimitropoulos et al.,, 2014; Sart et al., 2014; Egger et al,
2019). Therefore, the application of xeno-free in vitro media
should be combined with cell cultivation in a 3D cultivation
system, in order to obtain the best possible replication of the
physiological cell state.

In the present work, the influence of hPL on proliferation
and differentiation of hAD-MSCs in 2D cultivation systems
was investigated and the obtained results were systematically
compared with cells cultivated with HS and FCS. In this study,
we revealed that the 2D supplementation of cell culture medium
with 2.5% hPL accelerated cell proliferation during the first 2—
3 passages. Cells isolated from all four tested donors expanded
in 2D faster in the presence of 2.5% hPL than in the presence
of 10% HS or 10% FCS. Although differences in proliferation
capacities could be observed in each donor, the application of hPL
will allow each donor to reach the fastest cell expansion. These
results were demonstrated earlier for MSCs isolated from human
bone-marrow, umbilical cord blood and adipose tissue (Blande
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et al., 2009; Shih et al., 2011; Bieback, 2013; Astori et al., 2016). It
is important to note that not only supplements (serum) play an
essential role in the expansion efficiency, but also the basal media
composition. In addition, the right combination of basal media,
supplements and seeding strategy is critical to obtain optimal
conditions for in vitro cell growth (Kasper et al., 2018). In our
work, «MEM was used, which is more physiological than the
widely used high glucose DMEM or RPMI media.

Human platelets in vivo play a major role in homeostasis and
represent a rich source of survival and growth factors, which are
usually released during wound healing at the site of injury (Shih
and Burnouf, 2015). Therefore, hPL could provide an efficient
replacement for FCS and HS (Hemeda et al., 2014). Siciliano et al.
performed the isolation and successful 2D expansion of human
mediastinal hAD-MSCs in virally inactivated GMP-grade hPL
(Siciliano et al,, 2015). They demonstrated that mediastinal hAD-
MSCs cultivated in 10-20% hPL had higher growth rates than the
ones cultivated in FCS. In comparison to the above-mentioned
study, we could reach the same effect by cultivating the cells with
only 2.5% hPL in 2D.

In this work, we also demonstrated that hPL accelerates
osteogenic and chondrogenic differentiation in 2D cultures of
hAD-MSCs. Cells cultured with hPL remained viable during
the entire period of differentiation. The CTB assay is regarded
as an indirect measure of viability and proliferation. Since
proliferation rate is significantly reduced after induction of
differentiation, the low CTB values within hPL supplemented
cultures indicate absence of further proliferation and initiation
of osteogenic differentiation.

Furthermore, cells from all four donors accumulated calcium
in the extracellular matrix already after 1 week of osteogenic
stimulation. Concentrations of the extracted Alizarin red were
20 times higher than those measured after cell differentiation in
HS and FCS. ALP activity could be detected after the first week,
when cultured with hPL-supplemented differentiation medium.
In this study, we could monitor the changes in extracellular
matrix morphology during osteogenic differentiation online.
By training an algorithm with the software of IncuCyte
Live-Cell Imaging and Analysis, the increase of mineralization
over time was detected by adding a coloring mask to the
images. Using the trained mask, the software first recognized
calcium deposition after seven days and evenly distributed
carly mineralization could be detected after only 10 days. This
finding of 2D differentiated cells is in line with the results of
previous studies that used hPL for 3D cell culture (Kirsch et al.,
2019, 2020; Re et al., 2019). Santo et al. demonstrated that
scaffolds loaded with hPL supported accelerated differentiation
of hAD-MSCs (Santo et al., 2012). Another group used platelet-
functionalized polycaprolactone scaffolds to enhance osteogenic
differentiation of MG-63 cells (Rampichovd et al., 2017). Altaie
et al. reported that osteoconductive scaffolds colonized with
hPL-expanded MSCs show a good capability to cure bone
deficiencies in vivo in pre-clinical studies (Altaie et al., 2016).
Since CTB was used, it is not possible to differentiate between
the proliferation and metabolic activity directly. In further
experiments, the cell proliferation and direct cell viability during
differentiation could be measured, in order to distinguish
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directly between cell number and the metabolic activity of
cells differentiating under the influence of the three different
medium supplements.

In the case of chondrogenic differentiation in the 2D
cultivation system, only cells cultivated in hPL-containing
medium were positively stained with Alcian blue. The production
of GAG could be already measured in the second week, if
cultivated in the presence of hPL. In addition, hPL cultivated cells
demonstrated the highest GAG/DNA ratios during the entire
period of differentiation. Moreover, the Alcian blue staining was
already positive after 2 weeks of stimulation. It is well-known
that for most of the protocols for chondrogenic differentiation,
cell pellets or 3D constructs need to be created in order to
achieve a successful differentiation. In this work, the addition of
hPL was sufficient for chondrogenesis in a 2D system. Merceron
et al. were unable to detect any GAG production by hAD-
MSCs cultured in 2D (Merceron et al., 2011), Only chondrogenic
differentiated cells in 3D pellet cultures showed GAG synthesis
and accumulation. In our study, we could show a clear Alcian
blue staining, as well as a GAG production of cells differentiated
with hPL in 2D. Earlier, Feng et al. demonstrated that 10% hPL
could improve chondrogenic differentiation of umbilical cord-
derived MSCs in 3D pellets (Feng et al., 2011). It is known
that platelets contain numerous growth factors involved in
chondrogenesis such as transforming growth factor-p1, vascular
endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor
(PDGF), insulin-like growth factor 1 (IGF-1), and insulin-like
growth factor 2 (IGF-2) (Kabiri et al., 2014). Several groups
also demonstrated a positive influence of platelet-rich plasma on
chondrogenesis of various MSCs in terms of increased collagen
IT production as well as upregulation of SOX9 and Aggrecan
(Mishra et al., 2009; Xie et al., 2012; Kabiri et al., 2014). Since
chondrogenic differentiation of MSCs represents a promising
strategy for cartilage regeneration or replacement, application of
hPL can provide good conditions for effective in vitro induction
of chondrogenesis (Boeuf and Richter, 2010). 2D culture
applications of osteogenic and chondrogenic differentiated MSCs
may be of special interest for high-throughput screening. For
instance, they could be used for drug screening in bone and
cartilage disease models. Furthermore different studies have
shown that osteogenic or chondrogenic pre-differentiated MSCs
in 2D can produce cartilage and bone tissue in vive in the
same degree as MSCs pre-differentiated in 3D (Merceron et al.,
2011).

In addition to the need for xeno-free 2D cell culture protocols,
the demand for xeno-free cultivation protocols for 3D cell
cultures is also increasing. In the case of hydrogel-based 3D
cultivation systems, supplements can be added not only to
the medium, but also directly during hydrogel formulation.
Although 3D cell cultures with hPL as medium supplement have
been studied, there are still certain areas that require further
investigation. There are only a limited number of studies which
investigated and compared the effect of different supplements
on MSCs in general 3D cell culture systems and there are no
studies about supplement addition directly to hydrogels (Santos
et al, 2018; Kirsch et al, 2019; Re et al, 2019). In a recent
study, we have demonstrated that the supplementation of GelMA
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hydrogels with different hPL concentrations had a positive effect
on cell spreading, proliferation and differentiation, as well as on
the material properties such as viscosity, storage modulus and
swelling ratio (Kirsch et al., 2019).

With this work we have shown that not only the addition
of the supplement to hydrogels, but also the supplement origin
plays an important role in cell spreading and growth. Due to
the direct addition of supplements to the hydrogels, proteins
do not have to diffuse into the hydrogels from the media, and
growth factors, adhesion factors and other bioactive proteins are
directly accessible to encapsulated cells. In this work we could
show that especially the addition of hPL to the hydrogel led to
better cultivation conditions for the cells.

In situ formulation of hydrogels with hPL increased the
cell spreading of hAD-MSCs compared to FCS- and HS-
formulated hydrogels. Supporting our previous findings, hPL
in hydrogels led to cell attachment and spreading after only
1 day of cultivation in 3D (Kirsch et al, 2019). In contrast,
FCS and HS did not show a general positive influence on cell
spreading and cell viability in hydrogels. Several studies have
previously shown a hPL-dependent or hPL-supported increase
of the proliferation rate and cell number of cells growing
on the surface or encapsulated in hPL-containing gels (hPL
gels/matrix) and hydrogels (Walenda et al., 2012; Babo et al,
2016; Fortunato et al., 2016; Egger et al,, 2019; Re et al,, 2019). In
addition, the hPL enhanced cell spreading of cells encapsulated
in hydrogels was previously observed (Fortunato et al., 2016;
Santos et al.,, 2018; Jooybar et al., 2019). MSCs belong to the
anchorage-dependent cells. Therefore, increased cell adhesion
and enhanced cell spreading have a major impact on migration,
proliferation and differentiation of MSCs (Lauffenburger and
Horwitz, 1996; Trappmann et al, 2012; Wang ct al., 2016;
Yang et al., 2019). One reason for the positive effect of hPL
on the cell attachment and spreading in the hydrogel could be
the a-granules of platelets (Ilirsch et al., 2019). The a-granules
contain many different adhesion proteins, such as vitronectin,
fibronectin, thrombospondin and von Willebrand factor, which
are released during the platelet lysis (Sander et al., 1983; Wencel-
Drake et al,, 1985, Kore-Grodzicki et al, 1988; Heijnen and
van der Sluijs, 2015; Burnouf et al, 2016). Another possible
reason could be the different stiffness of the matrix material,
which was shown to increase with higher hPL concentrations
in the hydrogel (Kirsch et al., 2019). Indeed, several studies
described the effect of the material stiffness from different
matrices on the cell behavior of MSCs, embryonic stem cells and
fibroblasts (Engler et al., 2004; Solon et al., 2007; Chowdhury
et al, 2010; Park et al., 2011; Sun et al, 2018). For instance,
Sun et al. demonstrated that a higher stiffness of fibronectin-
coated polyacrylamide hydrogels led to greater spreading and
adherence of BM-MSCs, as well as to an increased proliferation
rate (Sun et al., 2018). However, the exact reason for the
positive influence of hPL on cell adhesion and cell spreading
in GelMA hydrogels needs to be investigated in more detail in
further studies.

The most promising combinations for enhanced cell
spreading and increased cell proliferation were observed by
hAD-MSCs encapsulated in hydrogels formulated with 50% hPL
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cultivated in medium supplemented with 10% FCS or 2.5% hPL.
For clinical studies and applications, however, the use of xeno-
free cultivation methods is crucial. Therefore, the more suitable
xeno-free 3D cultivation protocol would be the cultivation
of MSCs in hydrogels formulated with 50% hPL in medium
supplemented with 2.5% hPL. Since allogenic and autologous
hPL can be added as a supplement to the hydrogel, but also to the
medium, individualized xeno-free off-the-shelf TE constructs
can be realized on the long-term using this optimized protocol.
In this study, the focus of the 3D experiments was to study and
compare cell behavior (morphology, cell spreading and metabolic
activity) under all possible combinations of supplements
added to the medium or during hydrogel formulation. In
further experiments the influence of all possible supplement
combinations on the differentiation of the encapsulated cells
should be investigated.

The advantages of hPL compared to FCS and HS
demonstrated in this work regarding the support of osteogenic
and chondrogenic differentiation of MSCs in 2D in vitro
cultivations must be investigated in further studies for 3D
cultivation systems. For example, immunohistological staining
of differentiation specific markers can be performed inside
the hydrogel, as well as after the preparation of cryosections.
Cryosections can be histochemically stained for osteogenic (e.g.,
calcium or alkaline phosphatase activity) and chondrogenic
(e.g., collagen, proteoglycan, or glycosaminoglycan) specific
markers. Moreover, the hydrogels can also be enzymatically
digested in order to liberate encapsulated cells and allow the
performance of cell analysis protocols like gene microarray
analysis or flow cytometry.

CONCLUSION

Our work demonstrated that medium supplementation with
2.5% hPL is favorable for cultivation of hAD-MSCs in 2D
systems and accelerates proliferation as well as osteogenic and
chondrogenic differentiation of these cells. To our knowledge, the
progress of osteogenic differentiation under the influence of three
different supplements was monitored and evaluated in 2D for
the first time. Both, osteogenic and chondrogenic differentiation
was already detectable after 1 week of stimulation. In 3D systems,
we could show that hAD-MSCs in hPL-supplemented hydrogels
cultivated with hPL-supplemented medium adhere and spread
faster and in higher numbers when compared to FCS and HS
as supplement in hydrogels or medium. This indicates that
hPL can be a possible xeno-free alternative to the widely used
FCS not only in 2D, but also in hydrogel-based 3D cultivation
protocols. Until efficient chemically defined serum-free media are
established and approved for the large-scale MSCs production
and differentiation, hPL can serve as a suitable supplement for
xeno-free cell cultivation in 2D and 3D. Produced under optimal
conditions of standardization and safety, hPL can become a key
supplement for ex vivo production of MSCs and ex vive tissue
formation for applications in the field of regenerative medicine.
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As yet, the precise hPL composition and the reason for fast MSCs
differentiation in hPL are unclear.

Further studies including hPL fractionation, protein
separation and MS-analysis must be performed in order to
elucidate the positive effects of individual components of hPL
and for the creation of defined supplements. Taken together, the
application of hPL in 2D and 3D in vitro cultivation of MSCs
appears to be a promising approach for bioregenerative medicine.
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3.2 Mit Thrombozytenlysat hergestelltes Gelatin-Methacryloyl (GelMA)
unterstitzt die Proliferation und Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen und verbessert die mechanischen Eigenschaften des
Hydrogels
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Abbildung 3-2: Graphical abstract zu dem Manuskript "Gelatin-Methacryloyl (GelMA) Formulated with Human
Platelet Lysate Supports Mesenchymal Stem Cell Proliferation and Differentiation and Enhances the Hydrogel's

Mechanical Properties"

Der vorherige Abschnitt konnte den positiven Einfluss, den das xenofreie hPL im Vergleich zu FKS und HS
auf die Proliferation und die Differenzierung in 2D- und auf das Zellwachstum und Zellverhalten in
3D-Kultivierungen ausiibt, veranschaulichen. Neben der Medienkomposition hat ebenso das verwendete
Kultivierungssystem einen ausschlaggebenden Einfluss auf das Zellverhalten, die Zellfunktionalitat, sowie
die Expression spezifischer Faktoren. Zusatzlich bieten Kultivierungen unter physiologischen

Bedingungen in 3D-Kulturen bessere Riickschliisse auf das in vivo Zellverhalten34182,

In der in diesem Kapitel beschriebenen Publikation wurden daher die zellwachstumspezifischen und
materialspezifischen Eigenschaften von GelMA Hydrogelen unterschiedlicher DoFs unter Einfluss
verschiedener hPL-Konzentrationen im Hydrogel untersucht. Aufgrund ihres variablen DoFs sind
Hydrogele als 3D-Zellkultursystem ein universelles Werkzeug fiir Anwendungen wie beispielsweise im
Tissue Engineering. Zusatzlich bieten ihre individuell modifizierbaren Eigenschaften die Mdglichkeit einer
erfolgreichen Anwendung im Bioprinting von Biomaterialien und Zellen fiir die kiinstliche Gewebe- oder
Organherstellung und -regeneration#. Die Materialsteifigkeit hat neben einem Einfluss auf die
Bioprintbarkeit und Handhabung des Hydrogels, auch eine Auswirkung auf das Zellwachstum und
Zellverhalten. So fiihren eine hdhere Steifigkeit beispielsweise zu einer verbesserten osteogenen
Differenzierung von enkapsulierten Zellen'22123, Aus diesem Grund wurden in der hier beschriebenen
Arbeit drei verschiedene DoFs von GelMA (50 %, 70 %, 95 % DoF) verwendet und ihre Wirkung auf das
Zellverhalten untersucht. Zusatzlich wurden drei unterschiedliche hPL-Konzentrationen (2,5 %, 50 %,

100 % hPL) bei der GelMA-Formulierung eingesetzt und diese mit konventioneller PBS-Substitution
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(0 % hPL) verglichen. Da sich im Abschnitt 3.1 hPL bereits als favorisiertes Supplement zur Unterstiitzung
der Zelladhasion und des Zellwachstums hervorgetan hat, wurde in diesem Abschnitt der Fokus auf einen
konzentrationsabhdngigen Einfluss des hPLs auf verschiedene Eigenschaften der Zellen und des

Hydrogels untersucht.

Die insitu Formulierung von Hydrogelen mit hPL fiihrte zu einer verbesserten Zelladhdsion und
Zellausbreitung nach nur einem Tag der 3D-Kultivierung und erreichte damit vergleichbare Werte zu
einer Geschwindigkeit der Zelladhidsion auf speziell behandelten 2D-Zellkulturoberflachen. Zusatzlich
konnte ein konzentrationsabhdngiger Anstieg der Zellviabilitit und des osteogenen
Differenzierungsgrades (insbesondere bei hoherer Steifigkeit von 70 % DoF) nachgewiesen werden. Um
sicherzustellen, dass die Substitution mit hPL keinen negativen Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften der Hydrogele und somit auf die 3D-Bioprintbarkeit nimmt, wurden rheologische
Untersuchungen durchgefiinrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Supplementierung mit hPL die
Viskositat der GeIMA-L6sungen und das Speichermodul der GelMA Hydrogele steigern konnte und zu
einem geringeren Quellverhalten der Hydrogele fiihrte. Diese Ergebnisse weisen auf eine gute
Bioprintbarkeit hin, da hPL direkt als zellviabilitats- und viskositatssteigerndes Additiv verwendet werden
kann. Zudem flihrt ein geringes Quellverhalten zu einer Aufrechterhaltung der Formstabilitat eines

gedruckten Hydrogels.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass die Supplementierung von GelMA verschiedener DoFs mit
hPL einen positiven Einfluss auf die Zelladhdsion, die -ausbreitung, die Proliferation und osteogene
Differenzierung hat. AuBerdem fiihrte hPL zu einer positiven Beeinflussung der Viskositat der
GelMA-L6sung, des Speichermoduls und Quellverhaltens der Hydrogele. Diese Erkenntnisse ebnen den
Weg fiir die Etablierung von Formulierungsprotokollen fiir Hydrogele mit der direkten Zugabe von hPL,
um die Hydrogeleigenschaften und das Zellwachstum nachhaltig zu verbessern. Zusatzlich zeigen die
Ergebnisse eine erfolgreiche Anwendung von hPL als xenofreies Mediumsupplement fiir Hydrogele als

3D-Zellkultursystem.

In dem folgenden Artikel ,Gelatin-Methacryloyl (GelMA) Formulated with Human Platelet Lysate
Supports Mesenchymal Stem Cell Proliferation and Differentiation and Enhances the Hydrogel's

Mechanical Properties” werden die Ergebnisse detailliert beschrieben und diskutiert.

49



3 Experimenteller Teil

m bioengineering ml\D\Py

Article

Gelatin-Methacryloyl (GelMA) Formulated with
Human Platelet Lysate Supports Mesenchymal Stem
Cell Proliferation and Differentiation and Enhances
the Hydrogel’s Mechanical Properties

Marline Kirsch !, Luise Birnstein !, Iliyana Pepelanova !, Wiebke Handke 2, Jessica Rach 2,
Axel Seltsam 2, Thomas Scheper ! and Antonina Lavrentieva 1*

Institute of Technical Chemistry, Gottfried Wilhelm Leibniz Universitiat Hannover, 30167 Hannover, Germany
German Red Cross Blood Service NSTOB, 31832 Springe, Germany
*  Correspondence: lavrentieva@iftc.uni-hannover.de; Tel.: +49-511-762-2955

check for
Received: 26 July 2019; Accepted: 24 August 2019; Published: 28 August 2019 updates

Abstract: Three-dimensional (3D) cell culture is a major focus of current research, since cultivation
under physiological conditions provides more reliable information about in vivo cell behavior. 3D cell
cultures are used in basic research to better understand intercellular and cell-matrix interactions.
Moreover, 3D cell culture plays an increasingly important role in the in vitro testing of bioactive
substances and tissue engineering. Gelatin-methacryloyl (GelMA) hydrogels of different degrees
of functionalization (DoFs) are a versatile tool for 3D cell culture and related applications such
as bioprinting. Human platelet lysate (hPL) has already demonstrated positive effects on 2D
cell cultures of different cell types and has proven a valuable alternative to fetal calf serum
(FCS). Traditionally, all hydrogels are formulated using buffers. In this study, we supplemented
GelMA hydrogels of different DoF with hPL during adipose tissue-derived mesenchymal stem
cell (AD-MSCs) encapsulation. We studied the effect of hPL supplementation on the spreading,
proliferation, and osteogenic differentiation of AD-MSCs. In addition, the influence of hPL on
hydrogel properties was also investigated. We demonstrate that the addition of hPL enhanced
AD-MSC spreading, proliferation, and osteogenic differentiation in a concentration-dependent
manner. Moreover, the addition of hPL also increased GelMA viscosity and stiffness.

Keywords: gelatin-methacryloyl (GelMA); hydrogels; 3D cell culture; human platelet lysate; adipose
tissue-derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs)

1. Introduction

Three-dimensional (3D) cell culture systems provide a more physiological environment for cells
in comparison to traditional 2D cell cultures in terms of cell-cell and cell-matrix interactions and
diffusion behavior. Indeed, in 2D cell cultures, signaling molecules released by cells are immediately
diluted in the greater volume of the cell culture medium instead of acting in a concentration- and
site-dependent manner on other cells. Moreover, no physiological gradients of signaling molecules,
metabolites, and oxygen can be created in 2D culture systems. For these reasons, 3D cultures are now
increasingly used in basic research, drug screening, toxicity studies, and tissue engineering (TE) [1-4].
There are several 3D cell culture models that are used for these applications: scaffold-free cellular
aggregates, cells growing on natural or synthetic scaffolds, and cells encapsulated in hydrogels [5,6].
The latter have become highly popular, since hydrogels can be made of a great variety of synthetic and
natural molecules, and their properties can be adjusted according to cell model requirements [7-9].
Among others, gelatin-methacryloyl (GelMA) provides a broad spectrum of tunable parameters,

Bioengineering 2019, 6, 76; doi:10.3390/bioengineering6030076 www.mdpi.com/journal/bioengineering
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which lead to the creation of hydrogel networks with different stiffness and pore architectures [10-13].
Thus, these hydrogels can serve as a versatile platform for 3D cell culture research and TE. Mesenchymal
stem cells (MSCs) are widely used in biomedical applications. These include the use of MSCs in
cell therapies for different indications and as part of TE constructs. Although cell therapies using
MSCs are currently involved in over 900 clinical trials, the field of tissue engineering is still under
development [14]. One of the challenges in this case is the development of suitable scaffolds. In the
case of soft tissues, decellularized human tissues could be used as a TE scaffold. This strategy,
however, has several limitations, such as possible rejection in case of allogenic transplantation [15,16].
Thus, engineered polymers like hydrogels represent a valuable alternative to decellularized tissues.

On the one hand, the cultivation of cells in 3D systems recapitulates the in vivo microenvironment
and diffusion rates in a better manner. On the other hand, slower diffusion rates can slow down cell
adhesion and nutrient supply. Indeed, in comparison to 2D cell cultures, cell adhesion in hydrogels
is much slower [17]. One reason for this observation could be that cell-containing constructs are
traditionally formulated from hydrogels reconstituted in buffers (e.g., in phosphate buffer saline (PBS)).
Even if the hydrogels in question possess enough arginine-glycine-aspartic acid (RGD) motifs for focal
adhesion, typical adhesion proteins like fibronectin are still missing inside the bulk hydrogel and need
to diffuse from the media into the hydrogel to exert their effects.

Existing studies have shown that human platelet lysate (hPL) provides cells cultivated in vitro with
numerous growth factors and small molecules required for growth and proliferation [18-28]. hPL increases
cell proliferation and differentiation in 2D and can be used as a xeno-free supplement for various types of
primary cells, including MSCs [18,19,22-30]. hPL can be easily produced from human platelet concentrate
in conformity with good manufacturing practice (GMP) guidelines [28]. Thus, hPL appears to be a
valuable alternative to FCS. Moreover, the application of hPL complies with modern social principles of
ethics, sustainability, recycling, and conservation of resources. Platelets are donated worldwide within the
scope of blood donation campaigns, though more than twenty percent of donated platelets expire before
they can be used for infusions, due to their short shelf life. Since no differences were detected between the
use of hPL prepared from expired or fresh platelet concentrates as a medium supplement, it is possible
and desirable to recycle expired platelets obtained from blood banks [31].

In the present study, we hypothesized that the formulation of GeIMA hydrogels with hPL will be
beneficial for MSCs in terms of cell spreading, proliferation, and osteogenic differentiation. The effect
of hPL addition on the mechanical properties of GeIMA has also not been studied yet. In this work,
we investigated (1) the influence of hPL on MSCs cultivated in hydrogels and (2) the influence of hPL
on hydrogel viscosity and stiffness.

2. Materials and Methods

2.1. GeMA Synthesis and Hydrogel Preparation

GelMA of different degrees of functionalization (DoF) (50%, 70%, and 95%) was synthesized
and analyzed as described earlier [10]. GelMA solutions were prepared at a concentration of 5%
(w/v) by weighing an appropriate amount of GelMA and dissolving it in phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.4), in PBS with the addition of 2.5%, 50% hPL (% v/v), or by 100% hPL (hPL pH value 7.3,
manufactured by German Red Cross, Blood Service NSTOB, Springe, Germany). The GeIMA solutions
were incubated in a water bath until complete dissolution of the solid GeIMA at 37 °C. All GeIMA
solutions contained 2-hydroxy-4’-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone (Irgacure 2959) at a final
concentration of 0.1% (w/v). Warm GelMA solutions were sterile filtered prior to cell experiments
using 0.45-um polyethersulfone (PES) filters under aseptic conditions.

2.2. Rheological Characterization

GelMA viscosity was determined at 20 °C and 37 °C by rotational viscosimetry using an MCR
302 modular rheometer (Anton Paar, Graz, Austria) equipped with a plate-plate geometry (20-mm
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plate diameter) and a gap size of 1 mm. The shear rate was varied from 0.1-1000 s~!, which is a typical
shear rate region associated with pneumonic extrusion bioprinting.

The storage modulus of GelMA hydrogels with and without the addition of hPL was investigated
in situ at 25 °C using an MCR 302 modular rheometer (Anton Paar, Graz, Austria) equipped with
a plate-plate geometry (20-mm diameter, 1-mm gap size). The sample volume of 360 uL of GeIMA
with 0.1% (w/v) photoinitiator (PI) was filled in between the gap and was polymerized by performing
in situ UV cross-linking by irradiation with a UV lamp (Delolux 80, Delo, Windach, Germany) from
below, with a UV intensity of 20 mW/cm? and UV irradiation time of 5 min. The storage modulus was
recorded with a time sweep oscillatory test under a constant strain amplitude of 1% and at a constant
frequency of 1 Hz, which is within the linear viscoelastic (LVE) region. The parent gelatin material was
dissolved, and a sample volume of 400 pL was filled in silicon molds (20-mm diameter) and solidified
for an hour at room temperature. The solid construct was placed in the rheometer, and the storage
modulus was recorded with a time sweep oscillatory test.

2.3. Hydrogel Swelling

Polymerized GelMA hydrogels were incubated in water until equilibrium and weighed.
The hydrogels were then frozen over night at —80 °C and lyophilized. The weight of the hydrogels after
freeze-drying was also determined. The swelling ratio can be calculated from the weight after swelling
(Ws) and the weight of the dry hydrogel after lyophilization (Wp) according to the following formula [32]:

(Ws —Wp)

Swelling ratio = Wo

2.4. Cell Culture

Human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs) were isolated from adipose
tissue after abdominoplasty. All patients provided their informed consent, as approved by the Institutional
Review Board (Hannover Medical School) with the reference number 3475-2017. The isolated cell
populations were characterized as mesenchymal stem cells by surface marker analysis, differentiation
capacity, and functional properties [10]. Cells were expanded in alpha-MEM medium (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Germany) containing 1 g/L. glucose, 2 mM-L-glutamine, 10% human serum
(HS) (CC-pro, Oberdorla, Germany), and 50 pg/mL gentamicin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany),
harvested by accutase treatment (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and cryopreserved at Passage 1
until the start of the experiments. The experiments were performed with cells of Passages 2-8 only.

2.5. Encapsulation and Cultivation of AD-MSCs in Hydrogels

AD-MSCs were encapsulated in GelMA hydrogels at a concentration of 1.0 x 106 cells/mL in
50-uL disks (6-mm diameter) in silicon molds with the help of a cross linker (BLX-365 Bio-Link,
365 nm, Vilber Lourmat, Germany)) with a UV intensity of 1.2 J/cm? and a polymerization time
of approximately 5 min. Polymerized hydrogel constructs with cells were incubated in 24-well
plates in 400 pL of alpha-MEM medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Germany)
containing 1 g/L glucose, 2 mM L-glutamine, 10% HS (CC-pro, Oberdorla, Germany), and 50 pg/mL
gentamicin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). To avoid cell adhesion on the well bottoms,
1% agarose coating of wells was performed before cultivation. Hydrogel constructs with cells were
cultivated in a humidified atmosphere containing 5% CO, and 21% O, at 37 °C. Indirect cell viability
was estimated by the CellTiter-Blue® (CTB) assay according to the manufacturer’s instructions
(Promega, Mannheim, Germany). Briefly, CTB stock solution was added to the medium of the cells
to receive a concentration of 10% CTB solution (1:10 v/v). After 5 h of incubation, fluorescence was
measured at an extinction wavelength of 544 nm and an emission wavelength of 590 nm using a
microplate reader (Fluoroskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Encapsulated
AD-MSC:s cultivated for one, three, or seven days were incubated in 4 M calcein-acetoxymethyl (AM)
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(Merck, Darmstadt, Germany) solution in basal alpha-MEM for 40 min at 37 °C and analyzed with a
Cytation 5-Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek Instruments, Winooski, VT, USA).

2.6. Osteogenic Differentiation, Cryosections, and Alizarin Red Staining

AD-MSCs encapsulated in hydrogels with and without hPL were differentiated into osteoblasts.
The osteogenic differentiation medium contained 5 mM (3-glycerophosphate, 0.1 uM dexamethasone,
0.2 mM L-ascorbate-2-phosphate, 0.5% gentamicin, as well as 10% HS. The medium was exchanged
every 3—4 days. Cells in hydrogels were cultured for 7, 14, or 21 days and then washed in PBS and
fixed for 15 min at 4 °C with 4% paraformaldehyde (Merck, Darmstadt, Germany). Fixed hydrogels
were embedded and frozen at —20 °C in Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Europe B.V.,
Alphen aan den Rijn, The Netherlands) for cryostat sectioning. Twelve-micrometer cryosections were
made with the help of a Microm HM 560 cryostat (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
at =20 °C and mounted on Super Frost glass slides (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).
For the evaluation of osteogenic differentiation, cryosections were incubated in Alizarin Red solution,
containing 1% Alizarin Red S (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) in deionized H,O, for 15 min at
room temperature. After washing with deionized H,O, the red chelates were detected and analyzed
with a fluorescent microscope (Olympus, IX50, Olympus Corporation, Tokyo, Japan), equipped with a
camera (Olympus SC30, IX-TVAD, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) and the CellSens Software
(CellSens Standard 1.7.1, Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

3. Results

3.1. AD-MSCs’ Viability in GelMA-Hydrogels

To evaluate the influence of hPL on 3D-cultivated AD-MSCs, cells were encapsulated in three
different GeIMA-hydrogels of 50%, 70%, and 95% DoF. Polymerization was performed at an intensity of
1.2 J/em?2, which has been shown to promote MSC spreading [10]. Each GeIMA solution was prepared
in PBS with the addition of 0%, 2.5%, or 50% hPL (% v/v) or by adding hPL only (100% hPL), prior to the
addition of the photoinitiator and the polymerization of the hydrogels. The specific hPL concentrations
used in this study were selected because: (1) 2.5% hPL is the recommended concentration for 2D cell
cultivation [33,34]; (2) 100% represents a complete substitution of PBS with hPL; (3) 50% hPL serves as
an intermediate point between 2.5% and 100% hPL; and (4) 0% hPL functions as a control. Calcein-AM
staining was performed to evaluate the influence of hPL addition on cell viability and spreading.
Cell proliferation in hydrogels was evaluated using a CTB assay.

As shown in Figure 1, the calcein-AM staining indicated the presence of viable cells in all tested
GelMA hydrogels. In comparison to cultivation in hPL-free materials, AD-MSCs demonstrated
increased cell spreading and growth when cultivated in GelMA hydrogels containing hPL. Single cell
spreading was detectable already one day after encapsulation of AD-MSCs in the lowest functionalized
GelMA (50% DoF) formulated in hPL (100%) (Figure 1A). Cell spreading of AD-MSCs in GelMA
hydrogels typically occurred after three days of cultivation [10]. In a similar manner, the AD-MSCs
cultivated in hPL-free GeIMA (hydrogels with 50% and 70% functionalization) showed only a few
spreading cells after three days of cultivation (Figure 1A,B). A positive effect of adding hPL to GelMA
could be seen by comparing the cell morphology in 0, 2.5, 50, and 100% hPL containing GelMA
hydrogels on Day 7. The higher the hPL concentration, the more cells could spread and establish
cell-cell contacts. AD-MSCs cultured in 100% hPL containing GeIMA-hydrogels showed extensive
cell-cell contacts and a pronounced three-dimensional network of cells. In contrast, AD-MSCs cultivated
in GelMA hydrogels with a high DoF of 95% displayed a round morphology (Figure 1C). These cells
exhibited no spreading or cell-cell contacts over the entire cultivation period. The only exceptions
to this observation were cells cultivated in GelMA containing 50% hPL. Under these conditions, a
few cells spread within the first 24 h and showed extensive cell spreading and three-dimensional cell
growth after seven days of cultivation. Moreover, it was also noticeable that cell aggregates formed in
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hydrogels with 0% and 2.5% hPL after three and seven days, respectively. This is even more evident
by comparing the images of the entire hydrogel (Figure Al). Since cells did not sufficiently spread
and create cell-cell contacts in 95% DoF GelMA hydrogels, we excluded this material from further
investigations of osteogenic differentiation.

0% hPL

2.5% hPL 50% hPL 100% hPL

Figure 1. Morphological examination of AD-MSCs encapsulated with a UV dose of 1.2 J/cm? in 5%
GelMA with (A) 50% degree of functionalization (DoF), (B) 70% DoF, and (C) 95% DoF, formulated
with 0, 2.5, 50, and 100% human platelet lysate (hPL). After cultivation of 1, 3, and 7 days, the cells
were stained with calcein-AM; 4x objective, scale bar 1000 um.
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In addition to the calcein-AM staining, a CTB assay was performed to estimate the viability of the
cells after one, three, and seven days of cultivation in GeIMA hydrogels with 50%, 70%, and 95% of
functionalization. As can be seen in Figure 2, a higher hPL concentration in the GeIMA led to higher
cell viability, at least on Day 7 of cultivation. Contrary to GelMA with DoF of 50% and 70%, cell
viability in 95% DoF GelMA-hydrogels was increased until the third day by the addition of 50% and
100% hPL. These results suggest that platelet lysate contributes to the preservation and enhancement
of cell viability.
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Figure 2. Cell viability of AD-MSCs encapsulated with a UV dose of 1.2 J/em? in 5% (w/v) GelMA with
(A) 50% DoF, (B) 70% DoF, and (C) 95% DoF, dissolved in 0, 2.5, 50, and 100% hPL. The CellTiter-Blue®
(CTB) assay was performed on Day 1, Day 3, and Day 7 of cultivation. Data represent the mean + SD
for a threefold determination.

As shown before by Pepelanova et al., AD-MSCs cultivated in GeIMA with a DoF of 70% or above
were not able to spread and to establish cell-cell contacts [10]. The addition of hPL to GeIMA, however,
increased cell viability, supported cell spreading, and led to the formation of three-dimensional networks.
The increased proliferation and viability can be attributed to growth factors contained in platelet lysate,
such as epidermal growth factor (EGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), platelet-derived growth
factor (PDGF), and vascular endothelial growth factor (VEGEF) [27]. Improved cell spreading after hPL
addition can be explained by the influence of proteins like vitronectin and fibronectin, which mediate
cell adhesion to the matrix [35].

3.2. AD-MSC Differentiation in GelMA-Hydrogels

In order to investigate the influence of hPL on the differentiation grade of AD-MSCs in different
GelMA hydrogels (50% and 70% DoF), cells were cultivated for 7, 14, and 21 days after induction
of osteogenic differentiation. As illustrated in Figure 3, osteogenic differentiation of AD-MSCs was
detected by Alizarin Red staining.

In contrast to 2D culture (Figure A2, the AD-MSCs’ cultivation in 3D constructs led to
an accumulation of calcium already after one week of cultivation. Osteogenic differentiation
in 50% functionalized GelMA was more pronounced with 0% and 2.5% hPL after one week.
However, the addition of 50% and 100% hPL to GeIMA showed a more homogeneous and intensive
Alizarin Red staining in Week 3 (Figure 3A). Furthermore, GeIMA with a DoF of 70% showed an increase
of differentiation in Weeks 2 and 3 in GelMA hydrogels containing 50% and 100% hPL (Figure 3B).
Thus, higher hPL concentrations in hydrogels increased osteogenic differentiation of AD-MSCs. In less
functionalized hydrogels, bone nodules were detected earlier in GeIMA hydrogels formulated with
lower hPL concentrations, while higher functionalized GeIMA showed increased formation of bone
nodules with higher hPL concentrations. Bone nodules are formed in vivo by progenitor cells, which
differentiate into osteoblasts and are thus characteristic for osteogenic differentiation [36]. A positive
effect of 3D cell cultivation on the osteogenic differentiation of MSCs was also demonstrated by Re et al.
in gelatin-chitosan hydrogels [9]. Our results also support the observation that 3D cultivation enhances
the osteogenic differentiation of AD-MSCs and illustrates the differentiation-supporting effect of hPL.
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- 2:5% hPL 50% hPL 100% hPE

0% hPL 2.5% hPL Y. . 50% hPL 7 100% hPE

Figure 3. Osteogenic differentiation of AD-MSCs encapsulated in 5% (w/v) GelMA with (A) 50% DoF
and (B) 70% DoF, formulated with 0, 2.5, 50, and 100% hPL. The GelMA-hydrogels were cryosectioned
(12 pm) and stained with Alizarin Red 7, 14, and 21 days after induction of the osteogenic differentiation;
10x objective, scale bar 100 um.

3.3. Influence of hPL on GelMA Properties

The mechanical properties of hydrogels play an important role in cell fate and in the intended
application of these hydrogels as, e.g., bioinks for bioprinting [37]. As shown in this study, the addition
of hPL had a positive effect on spreading, proliferation, and osteogenic differentiation of AD-MSCs.
As a next step, the influence of hPL on the mechanical properties of GeIMA was investigated by
measuring the viscosity and storage modulus in rheological experiments.

The viscosity of the hydrogel solution is crucial for the application in extrusion-based bioprinting.
On the one hand, the solution in the cartridge syringe requires a high viscosity so that cells do
not precipitate before printing. High viscosity is also desired after printing in order to maintain
the printed shape before polymerization. On the other hand, a low viscosity is desirable at high
pressure during extrusion (shear thinning behavior) [38]. The viscosity of GeIMA solutions (DoF 50%)
with different concentrations of hPL was determined by varying the shear rate from 0.1-1000 s,
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as these shear forces typically occur during bioprinting. The viscosity was measured at 20 and 37 °C,
which corresponds to room temperature (e.g., during bioprinting) and the physiological cultivation
temperature. As illustrated in Figure 4, all samples showed decreasing viscosity with increasing
shear rate. Thus, GelMA showed a shear thinning flow behavior independent of hPL concentration.
Furthermore, as expected, the GeIMA viscosity at 20 °C was higher than at 37 °C. More interestingly,
the addition of hPL increased GelMA viscosity in a concentration-dependent manner. This effect
was comparable to the addition of rheological additives such as hyaluronic acid, which increase the
viscosity of hydrogels [8]. These results demonstrate that the viscosity of GeIMA hydrogels used as
bioinks can be adjusted by varying the concentration of hPL and the temperature used for bioprinting.

1000 ~ 0% hPL, 20 °C 0% hPL, 37 °C
v e 2.5% hPL, 20 °C —— 2.5% hPL, 37 °C
----- 50% hPL, 20 °C —— 50% hPL, 37 °C
004 = e 100% hPL, 20 °C —— 100% hPL, 37 °C
@ 104R
© \‘\
9; “‘\
3‘ "\ K> Se
.a 1_ ‘\ i ::“~-
o . SR
o i T Pl o T
2 ~~"“---~- _----"'-‘.‘:-.-:--.'.'_'_'_‘_'_-_-_-_-_ _________
> 049
0.01 4
0001 T v T v 1
0 500 1000

Shear rate (1/s)

Figure 4. The viscosity of GeIMA (5% w/v, DoF of 50%) containing 0%, 2.5%, 50%, and 100% hPL at
20 °C and 37 °C.

The mechanical properties of hydrogels formulated with different hPL levels were investigated
using rheology. As can be seen in Figure 5A-C, the storage modulus of GelMA increased with higher
hPL concentrations. This effect was also observed for the parent molecule, parent gelatin material
without methacrylic modification, formulated with different hPL concentrations and measured
at 25 °C, where gelatin formed a physical gel (Figure 5C). At this temperature, gelatin formed
a stronger gel than the modified GeIMA, whose vinyl side chains led to steric hindrance [39].
Thus, hPL addition enhanced the storage modulus of a hydrogel regardless of the type of cross-linking
involved (covalent photo-cross-linking or physical interactions). Apparently, the presence of additional
polypeptides and macromolecules in hPL contributes to the overall viscoelastic strength of the polymer
network. Similar effects were observed for rheological additives based on polysaccharides or proteins
in bioinks, as well as on the presence of protein additives like whey protein on gelatin gels [40,41].
Moreover, during the time-sweep studies of GeIMA polymerization, we could also observe that higher
levels of hPL led to quicker onset of polymerization.
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Figure 5. (A) Material stiffness of GeIMA hydrogels (5% w/v) with a DoF of 50% (A) and a DoF of
70% (B) at 25 °C determined by a time-sweep oscillatory test. (C) Material stiffness of unmodified
gelatin at 25 °C, determined by a time-sweep oscillatory test. Data represent the mean + SD for a

threefold determination.

Hydrogels can maintain more than 90% water in their 3D network. The extent of water uptake
influences the mechanical properties of a hydrogel such as overall elasticity, compressibility, and, thus,
ultimately, cell behavior [12,42,43]. For this reason, it was important to investigate the influence of hPL
on the swelling ratio of GelMA hydrogels. As can be seen in Figure 6, the swelling ratio decreased
with increasing hPL concentration in all tested hydrogels. Incorporating hPL in the GelMA hydrogel
decreased overall water uptake by the network. A lower swelling ratio typically indicates a more
compact network structure with smaller pores, for example resulting due to the formation of additional
cross-links. While hPL did not directly introduce more covalent cross-links into the GelMA hydrogel,
the presence of hPL macromolecules reduced available interstitial volume. Another beneficial effect of
a lower swelling ratio is improved maintenance of shape fidelity after bioprinting.

35
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2.5% 50% 100%
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Figure 6. Swelling ratio of GelMA hydrogels with 50%, 70%, and 95% functionalization and the
addition of 0%, 2.5%, 50%, and 100% hPL. Data represent the mean + SD for a sixfold determination.

Taken together, these results show that the addition of hPL to GeIMA not only contributed to the
biological effects on the cells, but also influenced the resulting material properties of the hydrogel.
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4. Discussion

In this study, the influence of hPL on the cell behavior of 3D cell cultures of AD-MSCs in GelMA
hydrogels was investigated. In addition, the material properties of the resulting GeIMA hydrogels were
studied, as well. Since hPL had already shown a positive effect on the growth of different types of primary
and stem cells in 2D [18,21-23,25,26,29,31,44,45], we hypothesized that the addition of hPL during
hydrogel formulation would be beneficial for cells growing in 3D cultures. Moreover, the influence
of hPL on GelMA material properties in terms of viscosity (before polymerization), storage modulus
(after polymerization) and swelling ratio (after polymerization) was also previously unknown.
Cultivation of MSCs in 3D seems to be advantageous, since the quality of cells (in terms of production
of angiogenic and immunomodulatory factors) from 3D cultures is higher compared to 2D-expanded
cells [46-51]. Moreover, physiological cell-cell and cell-matrix interactions can only be recreated in 3D
cell cultures [49,52,53]. Earlier, we demonstrated that GeIMA hydrogels of different DoFs can be tuned
to change their mechanical properties (e.g., UV intensity and hydrogel concentration), which in turn
influences MSC growth and behavior [10].

Traditionally, PBS or other buffer solutions are used to formulate or reconstitute
hydrogels [8,32,54-58]. In our work, we substituted PBS partially or fully with hPL. The addition of hPL
led to a concentration-dependent increase in cell viability and osteogenic differentiation. When cells
were encapsulated in hydrogels formulated with PBS only, important nutrients and adhesion factors,
which are missing in the bulk hydrogel, must diffuse from the cultivation media or be gradually
produced by the cells themselves. Kaemmerer et al. measured the diffusion rate of a 70-kDa molecule
in GelMA of DoF 70% [39]. The authors could show that the diffusion of the test molecule inside the
hydrogel construct was 23.4 pum?/s and that it was slower than diffusion in water alone. hPL contains
molecules of a great variety of sizes (e.g., fibronectin = 440 kDa), so the exact diffusion rate of all
proteins cannot be determined. In addition, the phase boundary between gel and liquid medium
represents an additional diffusion barrier. As a natural derivative from collagen I, GeIMA provides
sufficient arginine-glycine-aspartic acid (RGD) sequences for cell adhesion [59-63]. The presence
of natural RGD sequences in GelMA leads to cell adhesion and spreading of encapsulated cells
typically after three days of cultivation, as shown by our group [10] and other researchers [12].
In contrast, adhesion to the plastic cell culture plate occurred after 24 h in 2D. In situ formulation
of hydrogels with hPL leads to cell attachment and spreading only after one day of cultivation in
3D. One possible explanation for this observation is the presence of vitronectin and fibronectin in
hPL. Indeed, the a-granules of platelets contain different types of adhesion proteins, including von
Willebrand factor (vWF), fibronectin, vitronectin, and thrombospondin [35,64—66]. The exact reasons
for the positive hPL effects on cell adhesion and spreading in hydrogels must be investigated in greater
detail in future studies. Fast and effective cell adhesion and spreading are extremely important for
anchorage-dependent cells like MSCs [67], since adhesion and spreading regulate their proliferation,
migration, and differentiation [67-69].

Thus, the supplementation of hydrogels with hPL directly during encapsulation and
polymerization can positively influence the cells via both (I) the provision of growth and differentiation
factors and (II) the enhancement of cell spreading and adhesion in the hydrogel. This is essential
for fast ex vivo tissue formation. Moreover, both autologous and allogenic hPL can be used for
hydrogel supplementation, which creates the possibility of individualized off-the-shelf TE constructs.
The positive effect of hPL addition to the cell culture medium during cultivation of 3D cell cultures
was also recently supported by the studies of Re et al. [9]. This group also found that the addition
of 5% hPL to the medium increased the proliferation and osteogenic differentiation of bone marrow
(BM)- and AD-MSCs encapsulated in gelatin-chitosan hybrid hydrogels [9]. Only three different
hPL concentrations (2.5%, 50%, and 100%) were investigated to study the general outcome of PBS
substitution during GeIMA formulation. Further experiments, using hPL concentrations at levels
between tested ones, could lead to even better protocols. Moreover, the influence of hPL addition
on other cell types must be studied as well. In future experiments, the combination of the use of
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hPL for hydrogel formulation and for cell culture medium supplementation during expansion (2D)
and subsequent cultivation in 3D must be also studied, since such a combined protocol could further
enhance cell growth and differentiation. In our work, we demonstrated for the first time that the
addition of hPL directly to the hydrogels during formulation and polymerization displayed positive
effects on AD-MSCs.

Cell behavior and especially cell fate are directly related to the stiffness of matrix materials [70-75].
Thus, soft tissue supports the differentiation of stem cells into neural lineages, while stiffer materials
support the differentiation into muscle cells. Finally, hard and rigid materials lead to osteogenic
differentiation [70-75]. In this study, three GeIMA materials with different degrees of functionalization
and thus, stiffness, were used to study the effect on cell growth. A material of 50% DoF was compared
to a material of higher mechanical strength (70% DoF). Indeed, we could show that a higher degree of
osteogenic differentiation was achieved at the higher DoF and thus at higher mechanical strengths.
Moreover, the addition of hPL was shown to contribute to an increase in the overall mechanical strength
of the material, which also promoted osteogenic differentiation.

3D bioprinting represents an advanced 3D cell culture technique, where higher spatial control of
cell distribution/organization can be achieved. Earlier, we reported that GeIMA hydrogels can be used
for bioprinting, but that such bioinks would require viscosity enhancers for printing at the low GelMA
concentrations supporting AD-MSCs cell spreading [10]. The results of the current work demonstrate
that supplementation with hPL alone increases hydrogel viscosity at room temperature, which in
turn makes hPL an interesting addition to the bioink toolkit. However, even higher viscosities are
usually required for high fidelity extrusion bioprinting [76]. In our lab, we typically use viscosities
between 20 and 200 mPa-s for the bioprinting of cell-promoting bioinks. This viscosity range, however,
will necessitate the addition of rheological additives or even lower printing temperatures during
bioprinting of hPL-formulated GeIMA. As an additional effect, hPL decreases the swelling ratio of
the hydrogel, which is beneficial for maintaining shape fidelity after printing. Of course, the true
printability of GeIMA hydrogels formulated with hPL has to be evaluated in future studies.

Taken together, our results demonstrated that the supplementation of GeIMA hydrogels with
different degrees of functionalization with hPL had a positive effect on cell spreading, proliferation,
and differentiation. Moreover, the viscosity of GelMA solutions and the storage modulus of
cross-linked hydrogels were increased by the addition of hPL. These results can be used to improve
the protocols/methods for hydrogel-based tissue engineering and for extrusion-based bioprinting.
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Appendix A

0 % hPL

Figure Al. Cell aggregation of AD-MSCs in GeIMA hydrogels (95% DoF) containing 0% and 2.5% hPL.
Fluorescence pictures taken after one, three, and seven days of cultivation (4x objective and combined
pictures). Scale bar 2000 pm per picture.

Figure A2. Osteogenic differentiation of 2D-cultivated AD-MSCs. The cells were stained with Alizarin
Red 7, 14, and 21 days after induction of the osteogenic differentiation; 10X objective, scale bar 100 um.
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3.3 Xenofreie in vitro Kultivierung und osteogene Differenzierung von hAD-
MSCs auf resorbierbarem 3D gedruckten RESOMER®

Biokompatibilitat Osteogene Differenzierung

— N

3D-gedrucktes
Konstrukt

Degradation Zellmigration und -Wachstum

Abbildung 3-3: Graphical abstract zu dem Manuskript "Xeno-free In Vitro Cultivation and Osteogenic
Differentiation of hAD-MSCs on Resorbable 3D Printed RESOMER®"

Neben Hydrogelen als bioprintbare 3D-Zellkultursysteme zur vorwiegenden Herstellung von Soft Tissues,
gibt es zusdtzlich auch gewebespezifische und medizinische Anforderungen, die ein starres
Gewebegerlist (Hard Tissue) erfordern. Um bei der Anwendung in der regenerativen Medizin einen
groBtmaglichen Implantationserfolg gewahrleisten zu kdnnen, stellen sich neben dem Bedarf an
effizienten und xenofreien Kultivierungsbedingungen auch Herausforderungen an das Geriistmaterial.
Damit die Spender- und Patientenzellen ohne Komplikationen auf dem Material adharieren und
proliferieren kdnnen, ist eine Biokompatibilitdit des Materials Voraussetzung. Mit der Anwendung
bioresorbierbarer Materialien kann zudem ein erneuter Eingriff am Patienten vermieden werden. Die
Entwicklung von alloplastischen resorbierbaren Materialien spielt daher mittlerweile eine groBe Rolle im
Bereich der Implantationstechnologie. Die Implementierung neuer 3D-druckbarer Materialien fiir
Implantate bietet die Realisierung personalisierte medizinische Produkte zu designen, die auf die
individuellen Anforderungen zugeschnitten werden kdnnen#49, Hierbei spielen die Biokompatibilitat und
eine kontrollierte Biodegradierbarkeit 3D-gedruckter Konstrukte eine Schliisselrolle fiir inre Anwendung

in der Medizin.

Im folgenden Kapitel wurden daher die in vitro Biokompatibilitdt und in vitro Biodegradierbarkeit des
Materials RESOMER® Filament LG D1.75 (Evonik Industries AG) untersucht. Um das RESOMER® Filament
LG D1.75 (PLGA mit einem LA:GA Verhiltnis von 85/15) als abbaubares Implantatmaterial in der
regenerativen Medizin verwenden zu kdnnen, sind gewisse Voraussetzungen notig. So diirfen bei der
Zersetzung des Materials im Korper des Empfangers keine toxischen Substanzen freigesetzt werden und

die Gesundheit des Empfangers darf nicht gefahrdet sein. Das Material erwies sich als biokompatibel und
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zeigte keinen zytotoxischen Effekt auf die hAD-MSCs. Auf den Konstruktoberflachen wachsende Zellen
wiesen sogar eine verstarkte Proliferation und eine hdhere metabolische Aktivitat auf, als die auf der
Zellkulturoberflaiche wachsenden Zellen. Die in vitro Degradation von RESOMER® Filament LG D1.75
wurde liber sechs Monate mikroskopisch, gravimetrisch und (iber die Oberflachenrauheit analysiert.
AnschlieBend folgte eine Besiedlung der degradierten Konstrukte, um zu kontrollieren, ob eine
fortschreitende Degradation und daraus resultierende glattere Oberfliche einen Einfluss auf die
Zelladhasion, Proliferation und Morphologie der hAD-MSCs hat. Die Biokompatibilitdt des Materials
konnte auch nach einer sechsmonatigen invitro Degradation sichergestellt werden, sodass eine
erfolgreiche Implantation 3D-gedruckter RESOMER® Filament LG D1.75 Konstrukte gewahrleistet sein

kann.

Auch fiir vordifferenzierte Gewebekonstrukte spielt es eine entscheidende Rolle, dass sich die
Bindungsstellen des Konstruktmaterials fiir die Zellen wadhrend der Degradation nicht nachteilig
verandern. Nach einer Besiedlung mit MSCs kénnen die Zellen direkt auf den Konstrukten in vitro
angeziichtet werden. Sobald die Zellen konfluent sind, kann die spezifische Differenzierung induziert
werden. Langfristig kdnnten auf diese Weise individualisierte 3D-gedruckte Gewebekonstrukte zur
kiinstlichen Gewebeherstellung oder -regeneration realisiert werden. Zur Implementierung eines solchen
Systems muss ausgeschlossen werden, dass die Osteogenese der menschlichen Zellen auf den
Konstrukten durch die Materialeigenschaften und dessen Komponenten gehemmt werden kdnnte. Neben
geeigneten Materialien besteht ebenfalls ein zunehmendes Interesse an xenofreien Alternativen zu FKS
als Mediumsupplement. Bislang werden die meisten Studien zu PLGA als resorbierbares
Implantatmaterial mit FKS als Mediumsupplement durchgefiihrt450451, Aus diesen Griinden wurde in der
folgenden Arbeit die osteogene Differenzierung von hAD-MSCs auf den 3D-gedruckten Konstrukten
unter Einfluss verschiedener Mediensupplemente (FKS, HS und hPL) untersucht. Es zeigte sich ein
osteokonduktiver Effekt der 3D-gedruckten LG D1.75 Konstrukte. Zusatzlich konnte die
Supplementierung von hPL zu einer weiteren Verstarkung der osteogenen Differenzierung der Zellen

flihren, welche bereits nach einer Woche detektierbar war.

Die Mdglichkeit, hPL als xenofreies Mediumsupplement fiir die Zellkultivierung auf biokompatiblen,
degradierbaren, 3D-gedruckten Konstrukten zu verwenden, stellt eine vielversprechende, nachhaltige

Kombination mit einem groBen Potenzial fiir zukiinftige Anwendungen in der regenerativen Medizin dar.

In dem folgenden Artikel ,, Xeno-Free In Vitro Cultivation and Osteogenic Differentiation of hAD-MSCs on

Resorbable 3D Printed RESOMER®* werden die Ergebnisse detailliert beschrieben und diskutiert.
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Abstract: The development of alloplastic resorbable materials can revolutionize the field of
implantation technology in regenerative medicine. Additional opportunities to colonize the
three-dimensionally (3D) printed constructs with the patient’s own cells prior to implantation can
improve the regeneration process but requires optimization of cultivation protocols. Human platelet
lysate (hPL) has already proven to be a suitable replacement for fetal calf serum (FCS) in 2D and 3D
cell cultures. In this study, we investigated the in vitro biocompatibility of the printed RESOMER®
Filament LG D1.75 materials as well as the osteogenic differentiation of human mesenchymal
stem cells (hMSCs) cultivated on 3D printed constructs under the influence of different medium
supplements (FCS, human serum (HS) and hPL). Additionally, the in vitro degradation of the material
was studied over six months. We demonstrated that LG D1.75 is biocompatible and has no in vitro
cytotoxic effects on hMSCs. Furthermore, hMSCs grown on the constructs could be differentiated into
osteoblasts, especially supported by supplementation with hPL. Over six months under physiological
in vitro conditions, a distinct degradation was observed, which, however, had no influence on the
biocompatibility of the material. Thus, the overall suitability of the material LG D1.75 to produce
3D printed, resorbable bone implants and the promising use of hPL in the xeno-free cultivation of
human MSCs on such implants for autologous transplantation have been demonstrated.

Keywords: resorbable polymers; 3D printing; in vitro biocompatibility; RESOMER®: in vitro
degradation; osteogenic differentiation; human platelet lysate; human serum; fetal calve serum;
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (hAD-MSCs)

1. Introduction

Additive manufacturing, or three-dimensional (3D) printing has become an important and
promising part of regenerative medicine and tissue engineering in recent years. To date, over 2500
publications on the topic of 3D printing in tissue engineering are published in PubMed, with over
90 percent in the past five years. 3D printing had its early start at the beginning of the 1980s and since
that time gained popularity in increasing number of application fields [1-3]. Besides the application in

Materials 2020, 13, 3399; d0i:10.3390/ma13153399 www.mdpi.com/journal/materials
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food industry, military, engineering, and automobile industry, the use of 3D printing in regenerative
medicine and tissue engineering increasingly gains the attention of researchers [1-5].

One of the widely used 3D printing techniques in bioregenerative medicine is the fused deposition
modeling (FDM) of synthetic polymers [2]. In this process, material is applied via an extruder and
printing head onto a platform. By this common and inexpensive layer by layer process, a wide range of
materials can be precisely printed [2,6-9]. Depending on the application, a specific polymer can be used
to precisely adjust hydrophobicity, degradation time, stability, and mechanical properties [8-11]. One of
the greatest advantages is reproducible production, which successfully offers inexpensive replacement
products for donor organs [2]. 3D printed scaffolds can maintain the desired cell phenotypes and
morphology, stimulate the formation of functional tissue, and promote differentiation [7,12,13].
In several studies the positive impact of the application of 3D scaffolds on tissue regeneration has
already been proven [12].

In addition to already extensively studied permanent implant materials, such as ceramics,
composites and metal alloys, biodegradable polymers can also be applied [14,15]. The use of alloplastic
biodegradable materials provides many advantages for regenerative medicine. The fact that 3D printed
constructs degrade in the body after fulfilling their purpose prevents a second surgical intervention
and thus improves the patient’s quality of life. The risk of post-surgical infections is also subsequently
reduced [15,16]. The optimal in vivo degradation rate would correspond to the tissue regeneration
rate, so that the degradable implant remains in the patient’s body only until the body’s own tissues
have regenerated themselves [17,18]. By creation of personalized tissue constructs, tissue engineering
with 3D printed resorbable polymers has the potential to increase quality and length of life [10].
Particularly in oral and maxillofacial surgery, a wide variety of studies have already demonstrated the
advantages of using resorbable biomaterials [19-24]. For instance, 3D printing can optimize surgery
as well as rehabilitation time and facilitate pre- and intraoperative decisions which improves the
efficacy and the accuracy of surgeries [20]. Especially in infants, progressive growth would require
a second surgery to remove the permanent implant [11]. This surgery can be avoided by using
resorbable implants.

To ensure successful implantation of 3D printed biodegradable constructs in the human body,
the used material must be biocompatible through the entire process of biodegradation in the body so
that no toxic degradation compounds are released into the body [25]. Therefore, the printing process
must not trigger the formation and release of toxic substances and not alter the original material
properties such as resorbability and mechanical stability [15]. In combination with the process of
3D printing, the developed resorbable materials can be used to manufacture highly personalized
implants adapted to the demands of each patient [11]. This can be achieved by converting the results
of medical imaging techniques such as X-rays, computer, or magnetic resonance tomography into 3D
objects [26-29]. A more detailed design can lead to an improved regeneration dynamics and treatment
outcome. For example, Hsu et al. demonstrated that a larger inner space of FDM-generated scaffolds
could stimulate osteoblast cell growth, a highly porous and interconnecting structure could promote
cell ingrowth and a concentric structure may be conducive for osteoblast growth [8].

Considering the broad field of applications of biodegradable implant materials, the question
of the application-specific suitable material becomes crucial. One of the most widely used
biocompatible materials in the field of tissue engineering is poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) [30-36].
This biocompatible copolymer is characterized by good mechanical properties such as firmness,
excellent processability, and the degradation time can be individually adapted to the respective use via
the lactic acid (LA), glycolic acid (GA) ratio. Guo et al. investigated the effects of ester and acid end
caps as well as the effect of different LA:GA ratios in PLGA [7].

They demonstrated that a high LA:GA ratio and an ester cap can provide a higher structural
stability of the polymer during the printing process and the scaffold structure and mechanical strength
can be maintained over a relatively long period of time [7,37].
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As promising implant polymer, PLGA degrades primarily by chemical hydrolysis of the
hydrolytically unstable ester bonds. The generated products such as lactic acid and glycolic acid
can be broken down and excreted via the common metabolic pathways [33,38]. In addition to the
implantation of printed alloplastic resorbable constructs into the human body, it is also possible
to colonize the 3D printed constructs with the patient’s own cells such as mesenchymal stem cells
(MSCs) prior to implantation to additionally support the healing process [39]. Increasingly, xeno-free
cultivation conditions of MSCs are being intensively studied in order to avoid the use of animal-derived
supplements, such as fetal calf serum (FCS). Several advantages of human platelet lysate (hPL)
as a valuable alternative for FCS have already been demonstrated, such as its human origin,
its easy accessibility, good manufacturing practice (GMP) conform production capability and a
wide range of bioactive factors. Furthermore, hPL has already shown positive results in 2D and
3D cell cultivation because of excellent expansion and differentiation support of MSCs [40-42].
Furthermore, Jonsdottir-Buch et al. showed no difference between using expired or fresh platelet
concentrates for the preparation of hPL as medium supplement. Therefore, the combination of two
promising and sustainable approaches, such as cultivation in hPL and creation of degradable 3D
printed constructs could be a highly favorable strategy for regenerative medicine.

In the present work, we investigated the suitability of 3D printed constructs made from
the resorbable PLGA filament LG D1.75 (Evonik Industries AG, Essen, Germany) with a LA:GA
ratio of 85:15 for use as biomaterial for implant manufacturing with regard to its general in vitro
cytotoxicity and biocompatibility to human MSCs. Furthermore, the in vitro degradation behavior of
the constructs was investigated and its influence on the biocompatibility of the material was examined.
Additionally, a comparative study of proliferation and differentiation of MSCs on the printed constructs
under the influence of three supplements (FCS, HS, hPL) was performed.

2. Materials and Methods

2.1. Printing and Sterilisation of the Resorbable Constructs

The used RESOMER® Filament LG D1.75 (85:15) is an amorphous copolymer consisting of
L-lactide and glycolide filament provided by Evonik Industries AG (Essen, Germany). By using
FDM printing with a nozzle temperature of 230-250 °C (3NTR, Oleggio, Italy) 1 cm? constructs of the
RESOMER® with a filament diameter of 1.75 mm were printed as a 45° crosshatch with three layers
(I mm). The chamber temperature was always lower than 35 °C. The average filament size of the
3D printed constructs was determined microscopically and measured 424.6 + 36.95 pm. Pictures of
four different constructs were taken and the width of three filaments on each picture were measured
(twelve-fold determination) (Figure S1, Supplementary Materials). After the printing process the
constructs were sterilized for 30 min in 70% ethanol at 37 °C followed by washing with sterile phosphate
buffer saline (PBS) [15]. Until further use the constructs were stored in the freezer at —20 °C to prevent
spontaneous degradation.

2.2. Cell Cultivation

Human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (hAD-MSCs) were isolated from adipose
tissue after abdominoplastic surgery. All patients gave their informed consent, which was approved
by the Institutional Review Board (Hannover Medical School) with the reference number 3475-2017.
In order to identify the isolated cells as mesenchymal stem cells, the cells were examined for several
characteristics as already described in a previous study [43]. The as hAD-MSCs-characterized cells
were expanded in alpha-MEM medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented
with 10% human serum (HS, CC-pro, Oberdorla, Germany), and 0.5% gentamicin (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). The cells were passaged by using accutase (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
and cryopreserved in alpha-MEM medium with 20% HS, 0.5% gentamycin, and 10% dimethyl sulfoxide
(DMSO) until the start of the experiment. After revitalization the cells were cultivated at 37 °Cin a
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humidified atmosphere of 5% CO; in air. The experiments were performed with cells of passages
2-10 only.

2.3. In Vitro Biocompatibility of LG D1.75

2.3.1. In Vitro Toxicity of Extracts

According to ISO 10993-12:2012 [44], each construct was placed in proliferation medium
(alpha-MEM medium containing 10% HS and 50 pg/mL gentamicin) with extraction ratio of 3 cm?/mL
(surface of printed construct area/media volume) [15]. Together with a control (medium without
construct) it was incubated at 37 °C for 72 + 1 h. hAD-MSCs were plated in 96-well plates with cell
densities of 8000 cells/well. After 24 h, cells were treated with extract dilutions for 24 h at 37 °C.
Afterwards, the cell viability was determined by CellTiter-Blue® Assay (CTB, Promega, Mannheim,
Germany) (incubation time of 90 min). Cells treated with medium incubated without printed constructs
were used as control and considered as 100% of cell viability.

2.3.2. Direct Cell Growth on Constructs

The sterilized and washed constructs were placed in the middle of a 24-well plate and 8000 cells
per well were seeded. As control the same cell number per square centimeter was seeded in wells
without constructs. After one day, the constructs were moved in a new well plate, where the cells grew
only on the surface of the construct. After one, three, and seven days of cultivation the viability of
the cells was evaluated by CTB assay (Promega, Mannheim, Germany) and calcein-acetoxymethyl
(AM, Merck, Darmstadt, Germany) and ethidium-homodimer (Sigma Aldrich, Miinchen, Germany)
staining. CTB assay was performed according to the information provided by the manufacturer.
Briefly, a 10% CTB solution was prepared with «-MEM (1:10 v/v) and 500 pL were added to each
well after carefully aspirating the old medium. Additionally, wells without cells were filled with the
10% CTB solution and used as a blank. The fluorescence was measured with a microplate reader
(Fluoroskan Ascent, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) at an extinction wavelength of
544 nm and an emission wavelength of 590 nm after 4 h of incubation at 37 °C. To each well 500 puL of
a staining solution with 4 uM calcein-AM, 4 uM ethidium-homodimer in x-MEM were added and
incubated for 45 min at 37 °C and evaluated with a Cytation 5-Cell Imaging Multi-Mode Reader
(Biotek Instruments, Winooski, VT, USA).

2.4. In Vitro Degradation Study

The in vitro degradation of the 3D printed RESOMER® Filament LG D1.75 constructs was
performed in sterile Kirkland’s Biocorrosion Medium (KBM: 5.4 g/ NaCl, 2.2 g/L NaHCOs;,
0.9 g/L D-Glucose, 0.38 g/L KCl, 0.28 g/L CaCl,, 0.122 g/L Na,HPO4 (Anhydrous), 0.06 g/L MgSQOy).
Therefore, the constructs were incubated for over six months in 3 mL KBM/construct at 37 °C
and the medium was exchanged every other week. The degree of degradation was evaluated
microscopically as well as gravimetrically and surface changes were analyzed by 3D microscopy
(Keyence VHX-6000, Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Germany). Prior to the start of the
experiment, all constructs were weighed and compared with the measurements after 0.5, 1, 2, 3,4, 5,
and 6 months. Constructs were washed with distilled water to remove residual salts, vacuum dried in
a desiccator for 24 h at room temperature (RT), weighed and examined for surface degradation on a
3D microscope. Using a 200X magnification, gloss-reduced images of the top of the structure were
taken and the entire image area was used for the software analysis with the VHX-5000 Communication
Software of the Keyence 3D microscope. A Gaussian filter and end effect correction were used to
measure the maximum height (Sz). The degraded constructs were stored at =20 °C until they were
sterilized for biocompatibility testing on the degraded surfaces.
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2.5. In Vitro Biocompatibility of the Partially Degraded Constructs

The biocompatibility test was performed as described previously (Section 2.3). Instead of the new
3D printed constructs, the degraded constructs after 0, 3, 4, 5, and 6 months of in vitro degradation
were used to evaluate if the cells can still grow on a degraded surface.

2.6. Osteogenic Differentiation on Printed LG D1.75

The hAD-MSCSs were seeded on the 3D printed constructs and cell culture surfaces as
control, grown until confluence and differentiated with FCS, HS, or hPL as supplement into
osteoblasts. The differentiation medium was composed of 5 mM f-glycerophosphate, 0.2 mM
L-ascorbate-2-phosphate, 0.1 uM dexamethasone, 0.5% gentamicin, as well as either 10% FKS, 10% HS,
or 2.5% hPL. As a proliferation control, cells were cultured on the construct in proliferation medium.
The cells were cultured for 7, 14, or 21 days and the medium was exchanged every 3-4 days.
Afterwards they were washed with warm PBS and fixed for 15 min at 4 °C with 4% paraformaldehyde
(Merck, Darmstadt, Germany). To evaluate the osteogenic differentiation, the cell culture surface and
constructs were stained for 15 min with an alizarin red solution (1% alizarin red S (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) in dH,O) at RT. The wells were washed with dH,O and the red chelates were
visualized and examined with a fluorescence microscope (Olympus, IX50, Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) with a camera (Olympus SC30, IX-TVAD, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) and
the CellSens Software (CellSens Standard 1.7.1, Olympus Corporation, Tokyo, Japan). To quantify
the degree of differentiation, the bonded alizarin red chelate complexes were extracted by incubation
for 20 min in 10% hexadecylpyridiniumchloride monohydrat (Sigma Aldrich, St. Louis, WI, USA)
in PBS at 37 °C and transferred 100 puL/well in a 96 well plate. The absorption was determined
with an Epoch Microplate Photospectrometer (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) at
550 nm. Dilution series was prepared to relate the absorbance to the alizarin red concentration.
The concentration was determined by means of a calibration curve. In addition to the alizarin
red staining and quantification, the alkaline phosphatase activity of the cells was monitored with
5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)/nitro blue tetrazolium (NBT) (SIGMAFAST BCIP®/NBT,
B5655, Merck, Darmstadt, Germany). The cells were washed with PBS and fixed with 4% PFA seven
days after induction of the osteogenic differentiation. Afterwards the constructs were covered with the
BCIP/NBT solution, incubated for 30 min at RT, washed with PBS, and were microscopically analyzed
(Olympus, IX50, Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

2.7. Statistical Analysis

Data are represented as mean + standard deviation for triplicate or multiplicate
measurements/counts for each sample. Statistical significance was defined as p value of 0.05 or
less. Statistics were performed using one-way ANOVA (OriginLab, Northampton, MA, USA).

3. Results

3.1. In Vitro Biocompatibility of Printed LG D1.75

For the application of LG D1.75 in tissue engineering and bioregenerative medicine to produce
3D printed, resorbable implants, it is important that the copolymer is biocompatible. Apart from the
absence of general in vitro cytotoxicity, cells should be able to adhere to the surface of the construct
and cell proliferation and viability on the construct must not be affected. In addition, the cells should
not undergo any morphological or phenotypic changes [29,39].

As first step, 3D printed constructs were tested on possible toxic leachables. After an exposition
time of 24 h, the cell viability of the hAD-MSCs cultivated in a dilution series of extracts remained
unchanged if compared to the control (cells cultivated in medium without extract) (Figure 1A).
Furthermore, the cells were able to adhere to the construct surface and proliferate (Figure 1B,C).
Cells demonstrated significantly higher viability on the printed construct, one and seven days after
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seeding in comparison to the cell culture treated surface in the well plates (Figure 1B). The cells showed
an elongated morphology on day 1, although some cells did not fully spread yet (Figure 1C). After one
week all cells showed a complete spreading and complex cell network.
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Figure 1. (A) Cell viability of hAD-MSCs after 24 h incubation with extraction medium (0, 10, 25, 50,
and 100% extraction medium). Data represent the mean + SD for an eight to ten-fold determination.
(B) Comparison of cell viabilities of hAD-MSCs grown on the construct surface (LG D1.75) and cell
culture surface (CCS) after one and seven days of proliferation. Cell viability determined with the help

of CTB assay, CTB fluorescence signal of the cells grown on the CCS on day one served as 100% control.
Data represent the mean + SD for a three to six-fold determination. ** p < 0.01. (C) Morphological
examination of hAD-MSCs growing on the construct surface. After cultivation of 1, 3, and 7 days,
the cells were stained with calcein-AM; 4x objective, scale bar 1000 pum.

3.2. In Vitro Degradation

As the next step, in vitro degradation rate of 3D printed constructs was evaluated. The in vitro
degradation could be detected microscopically over the studied period (Figure 2A). Already after half
a month, a slight milky discoloration of the surface could be observed, which was even more evident
after the third month. Furthermore, the change in surface roughness during degradation was examined
using a 3D microscope by determining the maximum height (Sz). Sz is defined as the sum of the
largest peak height value and the largest pit depth value within the defined area. A distinct difference
can be observed between the 3D-profile of a construct before the degradation and after six months
of degradation (Figure 2B). Under the studied in vitro conditions, the surface roughness decreased
significantly over the six months (maximum height before degradation 783.8 + 150.0 um and after
6 months of degradation 235.5 + 20.5 um) (Figure 2C). This could be examined and confirmed more
closely with high magnification (500x and 3000x) micrographs of the construct surface (Figure S2).
However, gravimetrically no clear trend could be detected (Figure 2D).
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3.3. In Vitro Biocompatibility of the Partially Degraded Constructs

Because the surface properties changed already within the first months of degradation,
the in vitro biocompatibility of the degraded constructs after three months was additionally tested.
The influence of surface alterations on cell adherence and proliferation was also investigated.
Microscopic observations revealed increasing cell spreading from day one to day seven (Figure 3A and
Figure S3). Also, cell viability increased over 7 days of cultivation on all studied constructs (Figure 3B).
No tendency of changes in morphology, adherence and viability with increasing degradation time
could be observed.
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Figure 3. (A) Morphological examination of hAD-MSCs growing on degraded RESOMER® PLGA
scaffolds (0, 3, 4, 5, and 6 months). After cultivation of 1, 3, and 7 days, the cells were stained with
calcein-AM; 4 X objective, scale bar 1000 um. (B) Comparison of cell viabilities of hAD-MSCs grown on
degraded RESOMER® PLGA (0, 3,4, 5, and 6 months) after one, three, and seven days of proliferation.
Cell viability determined with the help of CTB assay, CTB fluorescence signal of the cells grown on the
CCS on day one served as 100% control. Data represent the mean + SD for a three-fold determination.

3.4. Influence of Supplements (FCS, HS and hPL) on Cell Morphology and Osteogenic Differentiation on
Printed LG D1.75

3.4.1. Cell Morphology

For the application of 3D printed constructs as cell seeded implants in the human body, xeno-free
cultivation media is advisable for in vitro cultivation prior implantation. Therefore, the influence of
different medium supplements (FCS, HS, hPL) on morphology and cell behavior on 3D printed PLGA
constructs was investigated. To observe the cell behavior on the constructs, live time-laps images
of the hAD-MSCs growing on the constructs were taken. Independent of the medium supplements,
the cells showed a healthy cell spreading and movement on the constructs along the printing direction
(Figure 4). Cell morphology and size were nearly the same in all tested supplements.
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A

Figure 4. Time-lapse microscope video of hAD-MSCs cultivated on RESOMER® PLGA in medium
supplemented with FCS, HS and hPL. (A) Single image of the time-lapse video of hAD-MSCs cultivated
in medium supplemented with FCS, HS, and hPL on day 1 of cultivation. (B) QR code linking to a high
speed time-lapse video of hAD-MSCs migrating on RESOMER® PLGA (11270 x speed).

3.4.2. Osteogenic Differentiation

To investigate whether the LG D1.75 is a suitable material for 3D printed, resorbable bone implants,
osteogenic differentiation of hAD-MSCs on the constructs was also investigated. For successful
applications, printed materials should not affect cell differentiation. Moreover, as mentioned
earlier, the cultivation media plays a crucial role for construct colonization prior to implantation.
Thus, the degree of osteogenic differentiation of hAD-MSCs on LG D1.75 was tested comparatively
under the influence of FCS, HS, or hPL.

In order to compare the cell behavior on the constructs with the traditional cell culture surface,
the osteogenic differentiation of hAD-MSCs was first studied in conventional cell culture plates
(Figure S4). Here, hPL supported the osteogenic differentiation of hAD-MSCs significantly better than
FCS and HS. This effect could be also observed by cells grown on RESOMER® PLGA (Figure 5A).
Only the cells cultured in hPL-supplemented medium showed signs of osteogenesis after one week
(Figure S5). After two weeks a clear red coloration of the deposited calcium was detectable, which was
even stronger after three weeks indicating an advanced state of mineralization and osteogenic
differentiation [42]. For cells cultured in medium supplemented with FCS and HS, first signs of initial
osteogenic differentiation could only be detected after two or three weeks, respectively (Figure 5B).
The proliferation control showed no spontaneous osteogenic differentiation of hAD-MSCs on LG
D1.75 without induction of differentiation (Figure 5B).

For the quantitative determination of the differentiation an alizarin red quantification was
performed for the cells growing on LG D1.75 (Figure 5C). The alizarin red quantification showed
that hPL could positively influence and significantly support the differentiation of hAD-MSCs on LG
D1.75 3D printed constructs. In contrast to hPL (4.7 + 1.2 ug/mL in week 1 and 295.5 + 23.0 pg/mL
after three weeks), cells differentiated in HS-supplemented medium showed the lowest alizarin red
concentrations (8.07 + 2.77 ug/mL in week 1 and 54.81 pug/mL + 7.15 after three weeks). In addition to
the staining and quantification of alizarin red, cells growing on the constructs were also examined
for alkaline phosphatase as an early osteogenic marker. After one week of osteogenic differentiation,
hAD-MSCs cultivated in the presence of hPL showed a high number of ALP-positive cells (Figure 5D
and Figure S6). In contrast, fewer ALP-positive cells were detected in HS differentiated cells. FCS as
supplement led only to single ALP-positive cells.

In order to compare the differentiation levels of cells grown on RESOMER® PLGA and on the cell
culture surface, the quantification of the alizarin red concentration after week 3 was also performed
(Figure 6). hPL was more supportive of osteogenic differentiation of hAD-MSCs on the 3D printed
constructs after three weeks than on the cell culture surface. The degree of osteogenic differentiation
of the hAD-MSCs cultivated with hPL was almost doubled (295.5 + 23.0 pug/mL) compared to the
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2D growing hAD-MSCs on the cell culture surface (160.1 + 5.2 pg/mL). In contrast, the cells on the
constructs using HS medium could hardly differentiate compared to the cell culture surface.
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Figure 5. (A) Overview over alizarin red stained hAD-MSCs grown on LG D1.75 constructs after 7,
14, and 21 days after induction of the osteogenic differentiation under influence of FCS, HS, and hPL.
(B) Osteogenic differentiation of hAD-MSCs cultivated on printed RESOMER® Filament LG D1.75
and stained with alizarin red 7, 14, and 21 days after induction of the osteogenic differentiation under
the influence of FCS, HS, and hPL. Proliferation control after week 3; 2x objective, scale bar 500 um.
(C) Quantification of osteogenic differentiation hAD-MSCs grown on printed RESOMER® Filament LG
D1.75 cultivated in medium supplemented with FCS, HS, or hPL. The quantification was performed
after day 7, 14, and 21 of differentiation. RESOMER® PLGA in proliferation medium was used as
a control. Data represent the mean + SD for a three-fold (control) and nine-fold (differentiation)
determination.** p < 0.01. (D) Alkaline phosphatase staining of differentiated hAD-MSCs cultivated
and for seven days differentiated on printed RESOMER® Filament LG D1.75. Proliferation control
after seven days, 4x objective, scale bar 200 pm.
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Figure 6. Comparison of alizarin red stained hAD-MSCs grown and differentiated on the printed
RESOMER® Filament LG D1.75 construct and on cell culture surface (CCS) for three weeks after
induction of osteogenic differentiation under the influence of FCS, HS, and hPL. Data represent the mean
+ SD for a three-fold (cell culture surface) and nine-fold (construct surface) determination. ** p < 0.01.

4. Discussion

Development of new 3D printable materials for implants provides the possibility to design
personalized medical products tailored for each patient according to individual requirements, even for
complex medical treatments. 3D printing technology allows the flexibility of single piece manufacturing
of the personalized implants of a precise and complex geometry [15,26-28]. Besides higher flexibility,
application of 3D printing can reduce the production costs. Resorbable polymers represent a novel
promising material for implantable medical products, especially preferable in cases where the implant
replacement or removal is required. After implantation, these materials also will be reabsorbed in
the patient’s body in a controlled manner, by adjusting the degradation rates to the regeneration
speed [17,33]. Recently, bioresorbable polymer RESOMER® Filament LG D1.75 was fabricated as
filament for 3D printing (Evonik Industries AG). This polymer consists of PLGA (85:15) and has a
degradation time of one to two years. These filaments can be used in FDM printers, where the filament
is heated up to 250 degrees in a printing head and uploaded 3D implant models are printed.

Biocompatibility and controlled biodegradability of 3D printed materials is a key issue for their
application in medicine. Since FDM printing requires material melting, it is important to exclude
the spontaneous generation of possible toxic products [45]. Moreover, the possible introduction of
foreign particles between the layers during the 3D printing process is intensively discussed. This can
be a critical point, especially with bioresorbable materials since such particles can be released in the
body during degradation. For this reason, it must be shown that the printing process itself does not
introduce toxic substances.

First, possible toxic leachables from processed material were studied using solid phase extraction
method (SPE, according to the ISO 10993-12:2012 [44]. After 24 h of exposition the cells remained vital,
regardless of extract concentration. The obtained extracts did not show a toxic effect on human MSCs.
Furthermore, the cell adhesion and proliferation on the constructs were investigated to exclude any
morphological or phenotypic changes [29,39]. Cultivating the cells directly on the construct surface did
not adversely affect the cell behavior. No morphological changes were detectable. The cells showed a
high cell viability and remained adhered on the constructs over the entire cultivation period.

Because of the hydrophobic properties of the surface of PLGA scaffolds, many biocompatible
materials have been earlier incorporated into PLGA to mimic the extracellular matrix and to enhance the
cell adhesion and growth on PLGA [33,46,47]. Fu et al. showed an enhanced effect on proliferation and
adhesion of cells on PLGA/hydroxyapaptite nanofiber scaffolds [46]. Ren et al. demonstrated successful
adhesion and cell proliferation by cultivating MSCs directly on porous PLGA (85/15) scaffolds [47].

78



3 Experimenteller Teil

Materials 2020, 13, 3399 12 0f 17

In this study, even a faster proliferation and a higher metabolic activity of the cells growing on the LG
D1.75 constructs were observed compared to MSCs growing on cell culture surface. The reason of such
good cell adhesion on the 3D printed constructs must be further investigated. A possible explanation
is the formation of rough, cell-supporting surface structure during extrusion of the melted material.

A requirement for the use of RESOMER® Filament LG D1.75 as a degradable implant material
in regenerative medicine is the decomposition after a certain time in the recipient’s body without
releasing toxic substances and without endangering the patient’s health [16]. The rate of degradation
and the associated effects on cell growth have a major impact when used as a bone support material.
If the construct would dissolve too early after transplantation, the regeneration and promotion of the
patient’s own cells cannot be facilitated [15,33,48]. Nevertheless, it should be resorbed after a certain
time since a removal after a completed healing process would require another surgical intervention.
Furthermore, if the degradation is too slow, the growth and thus the recovery of the recipient can be
negatively affected [49].

In this study, the in vitro degradation of the RESOMER® Filament LG D1.75 (with an indicative
in vivo degradation time of one to two years) was observed mainly microscopically and by measuring
the surface roughness. No clear development could be detected gravimetrically over six months.
However, the method used to determine the degradation time plays an important role in the resulted
degradation time. The in vitro degradation of a bulk construct in a physiological buffer is not directly
comparable to the degradation time of small granulate or tensile bars in the same buffer and also
the porosity as well as the pore size has a significant impact [33,50,51]. However, Ren et al. were
able to determine an immediate linear weight loss for PLGA with the same LA:GA ratio used in this
study (85/15). In contrast to this study, the medium was not changed, so that the pH shift caused
by degradation enhanced the autocatalysis of PLGA [33,47]. In our study, the in vitro degradation
was performed in a buffered system with regular buffer change to prevent a pH shift. In addition to
employing a different pH range, Ren et al. used 90% porous PLGA cut in 7 mm X 4 mm pieces instead
of bulk constructs, which results in an increased degradation of PLGA [47]. Wu et al. examined the
weight loss of a porous PLGA (85/15) scaffold with 87 + 3% porosity and showed 16 weeks of constant
weight followed by a dramatic weight loss afterwards [48]. These results support the importance
of a controlled pH-value for in vitro degradation experiments and the awareness of the previously
demonstrated effect of the material fragment size on the degradation rate [33]. Factors like shape,
structure, pH, and temperature can be easily adjusted for an in vitro degradation test for physiological
conditions. But even if the in vitro degradation buffer has a physiological pH value and is stored
at 37 °C, in this study no enzymes were added which would make a significant difference to the
conditions in vivo, especially for enzyme-degradable polymers. Since PLGA is prevailingly degraded
by chemical hydrolysis, the difference between in vitro and in vivo degradation times should not
be significant, but can still not be neglected [33,38]. For instance, Wang et al. could demonstrate a
faster degradation of PLGA (75/25) in vivo [52] and Cai et al. showed that trypsin can accelerate the
degradation rate of PLGA in vitro [53].

As mentioned earlier, different tissues require a varying degradation time of the implant to
support the specific tissue regeneration [33,48]. For a successful implantation, besides the suitable
degradation time, the surface including the binding sites for cells should not change adversely during
the degradation process to avoid negative effects on the de novo cell adhesion [54]. Several studies
investigated the in vivo biocompatibility and degradation of resorbable scaffolds [55-57]. A limited
number of publications studied the in vitro or in vivo biocompatibility of in vitro degraded resorbable
polymer constructs [58]. In our in vitro study under physiological conditions, the progressing
degradation and the resulting smoother surface did not affect the adhesion and proliferation of
hAD-MSCs. The cells were able to grow on the degraded constructs as well as on the non-degraded
constructs and showed even a slightly higher cell viability after seven days of cultivation compared to
cells cultured on the cell culture surface. Since no morphological changes of the cells on the degraded
constructs were detected either, the RESOMER® Filament LG D1.75 can be considered biocompatible
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also after degradation [29,39]. Therefore, it can be assumed that even after implantation into the
human body and the subsequent degradation of LG D1.75, cell growths on constructs is possible and
no detachment from the surface will appear over time. Nevertheless, in vivo experiments would
be necessary to investigate inflammatory reactions of the body. Moreover, mechanical properties of
degraded 3D printed construct must be studied in the future.

RESOMER® Filament LG D1.75 could be a valuable material for 3D printed, resorbable bone
implants in regenerative medicine and tissue engineering. On the one hand, it can replace missing
bone areas as an accurately fitting implant by supporting the patient’s own bone cells during
regeneration [54,59]. On the other hand, constructs printed with LG D1.75 could be colonized with
the patient’s own cells before autologous transplantation, so that recovery and new bone formation
can be additionally supported [49]. For such applications of LG D1.75 it was important to test
whether the osteogenesis of human cells on the constructs can be inhibited by the material properties
and components. In addition to the material, there is increasing interest in the search for xeno-free
alternatives for FCS as media supplementation in regenerative medicine. hPL could provide such
an alternative since the use of hPL was already shown to improve proliferation and differentiation
in 2D and 3D cultivations of MSCs [40-42,60,61]. hPL contains many bioactive factors, which act
synergistically to promote the attachment, proliferation, and differentiation of MSCs [40-42,60,61].
Most of the recent studies of PLGA as resorbable implant material were still performed with FCS as a
medium supplement for cell culture [46,47]. For clinical applications, however, it is crucial to be able to
replace FCS with an xeno-free alternative to avoid xenogeneic immune reactions and the transmission
of prions or other zoonotic infections after transplantation [62—-64].

In this study, we investigated the influence of FCS, HS, and hPL on the cell morphology
and osteogenic differentiation on printed LG D1.75. As described already in a previous study,
the hAD-MSCs in all three tested supplements were migrating on the construct surface along the
printing direction [15]. The hAD-MSCs colonized on printed RESOMER® Filament LG D1.75
showed osteogenic differentiation after three weeks in medium supplemented with FCS, HS, and hPL.
As described earlier in several studies, in comparison to HS and FCS, hPL showed an accelerated and
improved osteogenic differentiation of hAD-MSCs [40-42]. Altaie et al. described an osteoconductive
influence of hPL after coating scaffolds with hPL [61]. Additionally, to the osteoconductive effect
of hPL, several studies described also an osteoconductive influence of primarily porous PLGA
scaffolds [46,65-68]. In this study, the differentiation behavior of the cells on LG D1.75 was more
strongly supported by hPL than on the cell culture surface. Thus, the bulk construct of LG D1.75 can
be described as osteoconductive in its function as a scaffold, but not as osteoinductive because of the
lack of stimulation for osteogenesis [46,54,59,65-68]. Although histological staining with BCIP/NBT
and alizarin red revealed higher osteogenic differentiation degree in terms of ALP-positive cells
and calcium accumulation by cells in the presence of hPL, a deeper differentiation analysis must be
performed in future experiments. Gene expression of osteogenic markers and immunofluorescent
detection of specific proteins will give a closer insight into the cellular behavior in the presence of
different supplements. However, the obtained results display the advantage of the combination of hPL
supplemented cells cultivated on 3D printed PLGA constructs for bone tissue engineering.

5. Conclusions

We demonstrated a possible application of RESOMER® Filament LG D1.75 as a material for
fabrication of 3D printed, resorbable bone implants. Our in vitro experiments indicate that no cytotoxic
effects can be expected after implantation. No toxic leachables and no inhibition of cell growth directly
on the constructs were detected. The combination of xeno-free cultivation conditions with hPL and
RESOMER® Filament LG D1.75 as 3D printed scaffold supported the osteogenic differentiation of
hAD-MSCs. RESOMER® Filament LG D1.75 is suitable as a material for resorbable, 3D printed bone
implants because of its remaining biocompatibility after degradation.
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Taken together, the suitability of the material RESOMER® Filament LG D1.75 to produce 3D
printed, resorbable implants was demonstrated. Furthermore, the favorable utilization of hPL for
xeno-free cultivation of human MSCs on such implants for possible autologous implantation was shown.
The possibility to use hPL as xeno-free medium supplement for cell cultivation on biocompatible
resorbable 3D printed scaffolds represents a promising sustainable combination with a great potential
for future applications in regenerative medicine.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1996-1944/13/15/3399/s1,
Figure S1: Representative picture of the determination of the average filament size of 3D printed constructs. Scale bar
100 um. Figure S2: Micrographs of constructs after 0, 3, 4, 5, and 6 months of degradation. A: 500X magnification
of the construct surface in 2D and 3D taken with 3D microscope. Scale bar 100 um. B: 3000x magnification of the
construct surface. Scale bar 25 um. Figure S3: Morphological examination of hAD-MSCs growing on degraded

printed RESOMER® Filament LG D1.75 (0,3, 4,5, and 6 months). After cultivation of 1, 3, and 7 days, the cells
were stained with calcein-AM; 4x objective, scale bar 100 um. Figure S4: Osteogenic differentiation of hAD-MSCs
cultivated on the cell culture surface and stained with alizarin red 7, 14, and 21 days after induction of the
osteogenic differentiation under the influence of FCS, HS, and hPL. Proliferation control after week 3; 4X objective,
scale bar 200 um. Figure S5: Osteogenic differentiation of hAD-MSCs cultivated on printed RESOMER® Filament
LG D1.75 and stained with alizarin red seven days after induction of the osteogenic differentiation under influence
of FCS, HS and hPL; 4x objective, scale bar 200 um. Figure S6: Alkaline phosphatase staining of differentiated
hAD-MSCs cultivated and for seven days differentiated on printed RESOMER® Filament LG D1.75. Scale bar
2500 pm.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Zur invitro Zellversorgung und Aufrechterhaltung der Zelleigenschaften stellen sich abhangig vom
Zelltyp oder der geplanten Anwendung spezifische Anforderungen an das Zellkulturmedium.
Insbesondere im Bereich der regenerativen Medizin, in dem die Zellen und zellbesiedelten Implantate
selbst das Endprodukt sind, stellen sich besondere Herausforderungen an die Kultivierungsbedingungen.
Fir einen optimalen Therapieerfolg ist es von Vorteil, die Zellen von Beginn an unter in vivo dhnlichen
Bedingungen zu kultivieren. So miissen die MSCs zum einen unter optimierten xenofreien Verhaltnissen
kultiviert werden, sodass ihr klinisches Potential und ihre Zelleigenschaften erhalten bleiben und
unterstiitzt werden. Zum anderen wirkt sich die Art des Kultivierungssystems (2D oder 3D) entscheidend
auf das Zellverhalten und die Zellfunktionalitdit aus. Die Wahrscheinlichkeit fiir Risiken oder
Komplikationen (z.B. Immunreaktionen oder Erkrankungen) nach erfolgter Injektion der Zellen oder
Implantation der Gewebekonstrukten sollte mdglichst minimiert werden. Fir die Anwendung in
klinischen Studien und langfristig in der regenerativen Medizin sind die Entwicklung und erfolgreiche
Etablierung effektiver xenofreier Kultivierungsbedingungen fiir MSCs in 2D- und 3D-Zellkultursystemen

von entscheidender Bedeutung.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden verschiedene alternative xenofreie Kultivierungsbedingungen
betrachtet und auf MSCs in verschiedenen Zellkultursystemen angewendet. Das Ziel war es, die xenofreie

Kultivierung von MSCs zu optimieren und Mdglichkeiten nachhaltiger Kultivierungsansatze zu schaffen.

Im ersten Abschnitt des praktischen Teils dieser Arbeit (Kapitel 3.1) konnte gezeigt werden, dass eine
Mediumsupplementierung mit 2,5 % hPL spenderunabhdngig zu einer schnelleren Expansion sowie zu
einer effizienteren osteogenen und chondrogenen Differenzierung von hAD-MSCs fiihrt als eine
Supplementierung mit 10 % HS oder 10 % FKS. Da eine ex vivo Expansion fiir eine klinische Anwendung
von MSCs essenziell ist, eignet sich hPL daher als vielversprechendes Mediumsupplement, um eine hohe
Zellausbeute fiir klinische Studien und Therapien zu erreichen. Unter Standardbedingungen in vitro
differenzieren MSCs normalerweise innerhalb von 21 Tagen nach erfolgter Induktion zu Osteozyten. Bei
einer Zugabe von hPL konnten bereits nach einer Woche morphologische Verdnderungen
(Calciumablagerungen) detektiert werden. Fiir die chondrogene Differenzierung von MSCs werden
traditionell vorwiegend 3D-Kultivierungsprotokolle verwendet. Dariiber hinaus besitzen hAD-MSCs eine
nur sehr geringe chondrogene Differenzierungsfahigkeit. In dieser Arbeit konnte jedoch mittels einer
hPL-Supplementierung eine verstirkte chondrogene Differenzierung (innerhalb von zwei Wochen) von
hAD-MSCs in einer 2D-Zellkultur erreicht werden. Die bereits innerhalb von zwei Wochen nachweisbare
chondrogene Differenzierung der 2D-kultivierten MSCs zeigt den entscheidenden Einfluss von hPL auf
das Differenzierungspotential der Zellen. Solch eine Eigenschaft von hPL kann beispielsweise fiir einen

Behandlungserfolg von autologen Chondrozytentransplantationen von bedeutendem Vorteil sein.
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Neben dem Potential von hPL die Proliferation sowie die Differenzierung von 2D-kultivierten MSCs
deutlich zu steigern, konnte in 3D-Zellkultursystemen zusatzlich noch eine verstarkte Zelladhdsion
und -ausbreitung der mit hPL-kultivierten hAD-MSCs beobachtet werden. In den Hydrogelen, die als
reprasentative 3D-Zellkultursysteme verwendet wurden, zeigte neben der Mediensupplementierung
insbesondere die Zugabe eines Mediumsupplements bei der Formulierung der Hydrogele einen groBen
Einfluss. Es konnte gezeigt werden, dass allein eine Zugabe von Supplementen zu den Hydrogelen keine
Voraussetzung fiir ein verstirktes Zellwachstum und eine Ausbreitung ist (Kapitel 3.1). Vor allem die
Zugabe von hPL zum Hydrogel (50 %hPL/50 % PBS) fiihrte zu verbesserten Kultivierungsbedingungen
fiir die Zellen. Es wurde gezeigt, dass die Kombination einer Zugabe des hPLs in das Hydrogel und in das

Kultivierungsmedium die besten xenofreien Bedingungen fiir die hAAD-MSCs darstellt.

Im zweiten Abschnitt des praktischen Teils dieser Arbeit (Kapitel 3.2) konnte zudem gezeigt werden, dass
der positive Einfluss des hPLs auf die Kultivierungsbedingungen konzentrationsabhdngig erfolgt. Neben
einer konzentrationsabhangigen Verbesserung der Proliferation und Differenzierung konnten auch die
Hydrogeleigenschaften durch die Zugabe von hPL positiv beeinflusst werden. In Hydrogelen
verschiedener Steifigkeit flihrte die Formulierung mit hPL zu einer Verbesserung der Bioprintbarkeit
(Erhdhung der Viskositit) und zu einer erhGhten Formstabilitat (geringerer Quellungsgrad). Das
3D-Bioprinting stellt eine fortschrittliche 3D-Zellkulturtechnik dar, bei der eine hohere raumliche
Kontrolle der Zellverteilung und -organisation erreicht werden kann. Da fiir das
High-Fidelity-Extrusion-Bioprinting in der Regel hohere Viskositdten erforderlich sind, kann sich das hPL
als ein Additiv fiir Biotinten (Bioinks) eignen, welches gleichzeitig die Zellviabilitat, das -verhalten und
die -funktionen verbessert. In weiterfiihrenden Studien sollte die Druckbarkeit von mit hPL formulierten

Hydrogelen evaluiert werden.

Im Falle von Knochenfrakturen oder Tumorresektionen in Hard Tissues sollen langfristig bildgebende
Verfahren in Kombination mit dem 3D-Druck zu individuellen Gerliststrukturen fiihren, die in vitro
besiedelt und anschlieBend im menschlichen Korper implantiert werden kdnnen. Additiv gefertigte
resorbierbare Polymerkonstrukte stellen hierbei eine vielversprechende universelle Grundlage fiir
vielfaltige Anwendungen in der regenerativen Medizin dar. Vor der Einbringung in den Organismus
miissen Anforderungen wie die Biokompatibilitdt und Biodegradierbarkeit abschlieBend geklart und das
Material auf seine Eignung gepriift werden. Im dritten Abschnitt des praktischen Teils dieser Arbeit
(Kapitel 3.3) konnte gezeigt werden, dass sich das Material RESOMER® Filament LG D1.75
(Evonik Industries AG) als 3D-druckbares Implantatmaterial eignet. Insbesondere aufgrund einer
osteokonduktiven Wirkung des Materials erweist es sich als optimales resorbierbares Polymer fiir eine
Anwendung im Knochen Tissue Engineering. Eine Supplementierung mit hPL kann die osteogene
Differenzierung zusatzlich beschleunigen und fiihrt innerhalb kiirzester Zeit zu einer homogenen

Differenzierung der auf den Konstrukten wachsenden hAD-MSCs. Die Mdglichkeit hPL als xenofreies
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Mediumsupplement flir die Zellkultivierung auf biokompatiblen resorbierbaren 3D-gedruckten
Konstrukten zu verwenden, stellt eine vielversprechende nachhaltige Kombination mit einem grol3en
Potenzial fiir zukiinftige Anwendungen in der regenerativen Medizin dar. So kdnnte beispielsweise eine
schnelle Produktion personalisierter Implantate gewéhrleistet werden. Die Zeit zwischen der Diagnose
(Verletzung/Krankheit) und der Behandlung kdnnte somit maBgeblich verkiirzt werden. Nach erfolgter
Diagnose kann mithilfe von bildgebenden Verfahren (Réntgenaufnahmen, MRT, CT) das benétigte
Konstrukt additiv gefertigt, in vitro mit patienteneigenen Zellen besiedelt und unter Zugabe von hPL in
kiirzester Zeit in vitro differenziert werden. Direkt nach Einsetzung des Knochenimplantates kann die
kérpereigene Regeneration und Vaskularisierung durch das bewachsene resorbierbare Gewebekonstrukt

angeregt und der Heilungsprozess zusatzlich unterstiitzt werden2e,

Bis zur erfolgreichen Etablierung und Zulassung effizienter chemisch definierter serumfreier Medien fiir
die MSC-Produktion und Differenzierung im groBen MaBstab kann hPL als geeignetes Supplement fiir
die xenofreie 2D- und 3D-Zellkultivierung dienen. Wenn hPL unter optimalen Bedingungen der
Standardisierung und Sicherheit produziert wird, kann es sich zukiinftig zu einem wichtigen
Mediumsupplement fiir die exvivo Produktion von MSCs und die exvivo Gewebebildung fiir
Anwendungen im Bereich der regenerativen Medizin entwickeln. Die genaue hPL-Zusammensetzung und
die Ursache fiir die schnelle MSC-Differenzierung in hPL konnten bislang noch nicht genau erforscht
werden. Weitere Studien (hPL-Fraktionierungen, Proteinauftrennungen (siehe Anhang A1) und MS-
Analysen) konnten dazu beitragen, die positiven Effekte einzelner Komponenten des hPLs zu
identifizieren und diese zur Herstellung chemisch definierter Medien zu verwenden. Zusatzlich kénnte
die Analyse der Zusammensetzung des hPLs zu einem verbesserten Verstandnis der biologischen Prozesse
in den Stammzellen fiihren. Da viele verschiedene Faktoren die Zusammensetzung und Bioaktivitdt des
hPLs beeinflussen, sollten nach einer Kultivierung mit hPL spezifische Zelleigenschaften der MSCs wie
die Immunmodulation, die Produktion und der Gehalt von extrazelluldren Vesikeln sowie von
Wachstumsfaktoren lberpriift werden?.27341353370 Mit einer zukiinftig steigenden Tendenz in der
Produktion und Verwendung von hPL werden ebenfalls gréBere Spenderpools und somit eine
Pathogeninaktivierung erforderlich??. Aus diesem Grund sollte der Einfluss einer Pathogeninaktivierung
auf das hPL und seine Eigenschaften weitergehend untersucht werden379380452, Des Weiteren ist es flr
einen universellen Einsatz von hPL als Mediumsupplement notwendig, die Kultivierung weiterer Zellen

(z.B. T-Zellen, Progenitorzellen) unter Einfluss von hPL zu untersuchen3’4,

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen das groBe Potential der Verwendung des xenofreien hPLs als
Mediumsupplement. Zusatzlich entspricht der Einsatz von hPL den modernen gesellschaftlichen
Grundsatzen von Ethik, Nachhaltigkeit, Recycling und Ressourcenschonung, sodass es eine geeignete
Alternative zu dem xenogenen FKS darstellt. Die Etablierung von hPL kdnnte vollstindig xenofreie

Kultivierungsbedingungen (von der Zellisolation bis hin zur ex vivo Expansion oder Differenzierung)
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ermdglichen, die die Risiken einer Anwendung von MSCs fiir die regenerative Medizin erheblich senken
wiirden202453, Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass hPL in Kombination mit vielversprechenden additiv
herstellbaren Zellkultursystemen fiir das Soft und Hard Tissue Engineering optimale Ansatze fiir klinische

Anwendungen liefern kann.
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Weitere Projekte, die wahrend der Promotionszeit bearbeitet wurden

A.1 Analyse der Zusammensetzung von Thrombozytenlysat und die Entwicklung eines

Fingerprinting-Systems zur Chargencharakterisierung

Das hPL stellt eine vielversprechende Alternative zu dem kommerziellen Mediumsupplement FKS dar. Wie in
Kapitel 2.5 ndher erlautert, zeigt es unter anderem einen positiven Einfluss auf die Proliferation und
Differenzierung von MSCs. Jedoch konnte bislang die Ursache dafiir nicht abschlieBend geklart werden. Obwohl
vermutet wird, dass die Zusammensetzung des hPLs eine entscheidende Rolle spielt, konnten die einzelnen
Bestandteile im Detail und in ihrer Konzentration bislang nicht vollstandig identifiziert werden'4%4, Zur variablen
Beeinflussung der Zelleigenschaften, zur Chargenstandardisierung, aber insbesondere zur langfristigen
Herstellung eines universellen chemisch definierten Mediums ist es entscheidend die zellférdernden
Bestandteile zu identifizieren und zu definieren'37°. Zur Entwicklung eines zeit- und kostengiinstigen Systems
wurde im Rahmen dieser Arbeit begonnen die Bestandteile des hPL ndher zu analysieren und ein
Chargen-Fingerprinting-System zu entwickeln. Solche Systeme bieten eine schnelle und parallele Untersuchung
vieler Proben und stellen somit eine gute Mdglichkeit zur Qualitatsuntersuchung und Bewertung dar4ss.
Innerhalb dieses Projektes wurden die Auswirkungen (Proliferation, Differenzierung) unterschiedlicher hPL-
Chargen, sowie der Bestandteile des hPLs untersucht und in Zusammenhang mit den enthaltenen Proteinen
(SDS-PAGE, 2D Gelelektrophorese) gesetzt. Auf diese Weise soll zukiinftig eine Beurteilung der Qualitat

verschiedener hPL-Chargen erleichtert und eine Standardisierung ermdglicht werden.
A.2 Untersuchung verschiedener Zellvereinzelungsstrategien fiir mesenchymale Stammzellen

Aufgrund ihrer vielen positiven Eigenschaften zahlen MSCs zu den fiir eine Anwendung in der regenerativen
Medizin bedeutendsten Zellen. Allerdings besteht vom Schritt der in vitro Kultivierung bis hin zur Anwendung
in vivo nach wie vor ein groBer Optimierungsbedarf*6. Bedingt durch die Komplexitat der Vorgange und die
Sensitivitdt der MSCs miissen immer wieder neue Teilbereiche weiter erforscht und optimiert werden, um einen
zukunftstrachtigen Umgang und eine optimale Anwendung von MSCs gewahrleisten zu kénnen. Einen dieser
Teilbereiche umfasst die Zellvereinzelung. Um Zellen optimal in Gewebe oder Organe einbringen zu konnen,
miissen die Zellen ex vivo expandiert und anschlieBend vereinzelt vorliegen. Hierbei gilt es groBe Zellzahlen zu
erreichen, jedoch der Entstehung groBer Agglomerate vorzubeugen. Agglomerierte Zellen eignen sich zum einen
nicht fiir eine prazise Transplantation und sind zum anderen in ihrer Funktionalitdt beeintrachtigt. Bei dem im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten hPL konnte in Langzeitproliferationsstudien vermehrt das Auftreten von
Zellagglomeraten beobachtet werden. Wahrend des Projekts konnten bei der Verwendung von hPL eine

verstarkte Zelladhasion an die Zellkulturoberflache, sowie eine Ausbildung einer EZM beobachtet werden. Aus
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diesem Grund wurden verschiedene Zellvereinzelungsstrategien und ihr Einfluss auf die Zellqualitdt untersucht.
Hierfiir wurden verschiedene Dissoziationsreagenzien miteinander verglichen. Sowohl die Abtrennung der Zellen
als auch das Zellwachstum nach der Behandlung wurde untersucht. Mittels eines Durchflusszytometers (DFZ)
wurde die Langzeitauswirkung der Reagenzien auf die Zellen analysiert. Auf diese Weise konnten die Vor- und
Nachteile der verschiedenen Dissoziationsreagenzien herausgearbeitet und das vielversprechendste Reagenz zur

Zellvereinzelung gefunden werden.

A.3 \Vergleichende Untersuchungen von 3D-Zellkultursystemen unter Einfluss von

Thrombozytenlysat

Im Vergleich zu den traditionellen 2D-Zellkultursystemen imitieren 3D-Zellkultursysteme besser die
invivoUmgebung der Zellen. Physiologische Zell-Zell-, Zell-Matrix-Kontakte und -Interaktionen, das
Diffusionsverhalten sowie physiologische Gradienten (Signalmolekiile, Metaboliten und Sauerstoff) kénnen nur
in 3D-Zellkultursystemen simuliert und analysiert werden (Kapitel 2.3)34182, Aus diesen Griinden werden stetig
mehr in vitro 3D-Zellkulturtechniken angewendet'95360, [m Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschiedene
3D-Kultivierungssysteme (Spharoide (Matrix-freie Zellaggregate), Polyethylenglykol-Fibrinogen (PF) und GelMA
Hydrogele, sowie einer hPL-Matrix) miteinander verglichen. Zusatzlich wurde der Einfluss von hPL auf MSCs im
Vergleich zu FKS und HS untersucht. Hierflir wurden das Zellwachstum, die Zellausbreitung und der
Differenzierungsgrad der MSCs in den verschiedenen Hydrogelen und Spharoiden analysiert. Auf diese Weise

konnten die Vor- und Nachteile der verschiedenen Techniken gegeniibergestellt werden.
A.4 Vergleichende Analysen 3D-gedruckter resorbierbarer Biomaterialien

Biodegradierbare Materialien spielen eine immer entscheidendere Rolle fiir die Medizin (Kapitel 2.3.2). Mittels
der spezifischen Zusammensetzung von Biopolymeren kann die Geschwindigkeit der Degradation optimal an
die der Geweberegeneration im Korper angepasst werden276282, Bislang werden Materialien fiir resorbierbare
und biodegradierbare Implantate (z.B. Polymilchsdure oder Poly-Caprolacton-Polymere) noch intensiv
untersucht. Sie sind in der Lage, die obligatorischen Anforderungen wie mechanische Festigkeit und die fiir
hochwertige Implantate erforderlichen Eigenschaften zu erfiillen. Die Kombination der degradierbaren
Biopolymere mit der individuellen additiven Fertigungstechnik eignet sich optimal zur Herstellung
personalisierter Implantate. In diesem Projekt konnten vier resorbierbare 3D-gedruckte Materialien hinsichtlich
ihrer invitro Biokompatibilitdt, ihrer in vitro Abbaurate, der Zelladhdsion und des Zellverhaltens auf diesen
Materialien sowie der Unterstiitzung der osteogenen Differenzierung von hAD-MSCs bewertet werden. Unter
Einfluss von hPL konnte auf allen vier Materialien eine verstarkte osteogene Differenzierung erreicht werden (in

Kooperation4s7).
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