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Das Hormon PMSG (pregnant mare serum go-
nadotropin), auch bekannt als eCG (equine chorio-
nic gonadotropin), wird in der Anfangsphase der
Trachtigkeit eines Pferdes produziert und unter-
stlitzt die Einnistung des Embryos. Dabei wan-
dern Zellen vom Embryo in die miitterliche Ge-
barmutterschleimhaut (Endometrium) ein. Dies
fithrt zur Bildung von kraterartigen Vertiefungen,
die als Endometrial Cups bezeichnet werden. Die
Trophoblasten in den Endometrial Cups differen-
zieren sich zu nicht-invasiven, endokrinologisch
aktiven Zellen und beginnen mit der PMSG-Pro-
duktion. Dies wird unter anderem zur Bestatigung
der Trachtigkeit verwendet. Im Vergleich mit an-
deren Saugetieren besitzt das PMSG des Pferdes
eine einzigartige, stark verzuckerte Struktur, die
zu einer verlangerten Halbwertszeit im Blutplas-
ma fihrt. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal
ist seine hohe Wirksamkeit bei anderen Tierarten
als Pferden, was es zu einem wichtigen Produkt in
der Reproduktionsmedizin macht, beispielswei-
se bei der Verwendung in der Schweinezucht zur
Ostrussynchronisation und Follikelreifung. Alle
Versuche, aktives PMSG in-vitro kommerziell zu
produzieren, sind bisher erfolglos geblieben.

Ziel der Studie

Mit dieser Studie wollen wir die kiinstliche
Herstellung des Molekiils PMSG ermdglichen.
Wir haben in einem ersten Schritt (Projekt PR
2017-03) zunichst primdre PMSG-produzierende
Zellen isoliert und immortalisiert, aber auch an-
dere Zellen vergleichsweise genutzt. Diese sich
endlos teilende Zellen wurden sodann in der Fol-
gestudie (PR 2018-05) fiir den Einsatz als PMSG-
Produzenten optimiert und die Bioaktivitat wurde
nachgewiesen. Mit der Fortfithrung des Projektes
PR 2018-05 mochten wir eine grossere Produkti-
onsmenge an PMSG erreichen und dessen Bioak-
tivitat sowie Effizienz testen. Ziel ist es, dass die
PMSG-Isolierung aus dem Pferd nicht mehr notig
sein wird.

Relevanz

Derzeit ist die einzige Quelle fiir kommerziell
erhiltliches PMSG die Isolierung aus dem Plasma
trachtiger Stuten. Der Schweizer Tierschutzver-
ein und die Deutsche Animal Welfare Foundation
haben den Missbrauch von trachtigen Stuten auf-
gedeckt, die unter teilweise katastrophalen und
unkontrollierten Bedingungen auf «Blutfarmen»
weltweit gehalten werden, zum alleinigen Zweck
der PMSG-Produktion (Abbildung 3). Berichten
zufolge wurden mehr als 10 Liter Blut entnom-
men, was die nach den europiischen Tierschutz-
vorschriften gesetzlich zuldssige Menge deutlich
iiberschreitet. Dartiber hinaus wurden Trich-
tigkeitsabbriiche ausschliesslich fiir die PMSG-
Produktion beobachtet. Um diesen Missbrauch
einzuddmmen, ist es unser vorrangiges Anliegen,
PMSG in-vitro zu produzieren.

Versuchsaufbau und neue Resultate

In Kulturbedingungen wuchsen die PMSG-
produzierenden (nicht-Pferde) Zelllinien um ein
Vielfaches besser und konnten so in einer Menge
hochgezogen werden, die es erlaubte ausreichend
Zellkulturiiberstand zu ernten. Dieser Prozess
wurde weiter optimiert und Strategien zur Auf-
gleisung professioneller Produktion entwickelt
und getestet. Wir haben uns dabei auf eine Zelli-
nie beschrankt um zunéchst die Prozesslinie zu
evaluieren. Zur Bewertung der unterschiedlichen
Ansitze wurde die Wirksamkeit unseres PMSG
iber die Bioaktivitdt auch auf physiologischer
Ebene nachgewiesen.

Der evaluierte Prozess besteht aus drei
Teilen: Herstellung des Zelliiberstandes, dessen
Reinigung und die Konzentration der Substanz
(Abbildung 1). Die Herstellung erfolgte in einem
TubeSpin-Reaktor in unserem Labor und wurde
erfolgreich auf eine industrielle Umgebung tiber-
tragen, wobei ein grosserer Biostirr-Reaktor ver-
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wendet wurde. Der Uberstand wurde zunichst
mit molekularbiologischen Tests auf die PMSG-
Konzentration untersucht, dann durch Tiefen-
filtration und/oder chromatographische Metho-
den gereinigt und anschliessend konzentriert.
Das gewonnene konzentrierte PMSG wurde in
einem Bioaktivitdtstest vergleichend auf seine
Wirksambkeit gepriift (Abbildung 2).

Anhand der Ergebnisse konnten wir nachwei-
sen, dass sich unsere Produktion im Labormass-
stab erfolgreich auf eine industrielle Umgebung
ibertragen lasst, ohne dass die Wirksamkeit be-
eintrachtigt wird. Derzeit scheint eine chromato-
graphische Aufreinigung unverzichtbar. Dies sind
entscheidende Erkenntnisse fiir die Planung der
ndchsten Schritte.

Ausblick

Wir haben nun unsere Aufmerksamkeit auf
eine bestimmte Zelllinie gerichtet, die ausser-
gewohnliche Ergebnisse gezeigt hat, und sind
bereit, mit der externen Produktion unter GMP-
Standards (Good Manufacturing Practice) zu
beginnen. Was die anderen Zelllinien betrifft,
die bisher positive Ergebnisse im Bioaktivitats-
test gezeigt haben, ist es unser Ziel, sie weiter zu
verfeinern und zu bewerten, um ihr Potenzial zu
maximieren. Dabei liegt ein besonderer Schwer-
punkt auf der Aufreinigung und Konzentration

im Labor. Weitere Tests werden durchgefiihrt, um
die Reproduzierbarkeit und Wirksamkeit der bio-
logischen Wirkungen zu bestétigen und um eine
optimale Kombination der Produktion, Aufreini-
gung und Konzentrierung zu ermitteln.

stiftungpropferd.ch

Abbildung 1:

Schema der Stufen des
Herstellungsprozesses. Der
Zelltiberstand wird im Labor
in Tube Spin Reaktoren
hergestellt, in industriellem
Stetting im Biostirr-Reaktor.
Alle Uberstéinde werden
mittels Tiefen-Filtration

oder Chromatographisch
aufgereinigt. Versuchsweise
auch in Kombination. Danach
erfolgt die Aufkonzentration
des Produktes und der Puffer-
austausch in ein Losungsmit-
tel, das im Bioaktivitatstest
verwendet werden kann.

Abbildung 2:

Testen der Wirksamkeit nach
Prozess Optimierung: Negativ
Kontrolle: Lsungsmittel ohne
aktive Substanz, Positiv-
kontrolle: kommerzielles
PMSG. Produkt aus TubeSpin
Reaktor mit anschlieffender
Tiefen-Filtration zeigt keine
Wirksamkeit. PMSG-Produk-
tion aus TubeSpin Reaktor
mit Tiefen-Filtration und
anschlief}ender chromatogra-
phischen Aufreinigung und
Biostirr-Reaktor Produktion
mit chromatographischer
Aufreinigung zeigen eine
Wirksambkeit in diesem Test.
Alle Produktionen wurden
nach der Aufreinigung auch
aufkonzentriert. Fiir jede
Messung giltn = 3.

Abbildung 3:

Nach Stidamerika werden
von der Animal Welfare
Foundation auch aufIsland
«Blutfarmen» entdeckt,
wo Stuten unter Stress Blut
entnommen wird.





