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Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen (MSC) haben das Potential sich zu mesenchymalen Geweben zu
differenzieren. Sie bieten sich daher als interessante Zellquelle fiir Ansédtze des Tissue enginee-
rings im Knorpelbereich an. Unser Ziel war es, die Effekte von TGF-81, Hyaluronséure (HA)
und Synovialfliissigkeit (SF) auf die chondrogene Differenzierung equiner MSC in hochdichten

3D-Kulturen als auch im bioresorbierbaren Polymer-Vlies zu studieren.

Dafiir wurde Knochenmark aus der Tibia von zwei 18 Monate alten Pferden gewonnen (Haflin-

ger). Die MSC wurden mittels Zentrifugation tliber einen Percolldichtegradienten isoliert.

Fiir die Chondrogenese in hochdichten 3-D-Kulturen wurden MSC zu Pellets zentrifugiert und in
einem Medium kultiviert welches 10 ng/ml TGFB-1 oder 0,1 mg/ml HA (Hylartil®, Ostenil®)
oder entweder 5%, 10% oder 50% autologe SF als Chondrogenese induzierenden Faktor enthielt.
Im bioresorbierbaren Polymer-Vlies wurden entweder 10ng/ml TGF-1 oder 5% autologe SF als

Chondrogenese induzierender Faktor genutzt.

Chondrogene Differenzierung wurde iiber die Expression von Kollagen Typ-II und Proteoglycan
nachgewiesen. In hochdichten 3D-Kulturen zeigten mit TGF-B1 induzierte MSC die hdchste
Proteoglycan-Expression. Die Kombination von TGF-81 mit HA zeigte keinen synergistischen
Effekt. Kulturen, die nur mit SF (unabhéngig von der Konzentration) oder nur mit HA stimuliert
wurden, zeigten eine deutliche, aber niedrigere Proteoglycan-Expression als die mit TGF-81 sti-
mulierten Kulturen. Die Expression von Kollagen Typ II war in allen stimulierten Kulturen ver-
gleichbar hoch. Im bioresorbierbaren Vlies zeigten MSC sowohl unter TGF-1 als auch unter
autologer SF die Fihigkeit, extrazelluldre Matrix zu bilden, die reich an Proteoglycanen war und
zu einem festen, knorpelartigen Vlies-Zell-Integrat fiihrte. Mit autologer SF induzierte MSC
zeigten dabei eine homogenere Verteilung von Zellen und extrazelluldrer Matrix im Vlies als bei
TGF-B1 induzierten MSC, wo sich die Zellen und die extrazelludre Matrix mehr an der Oberfla-

che des Vlieses fanden.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass HA und SF Chondrogenese bei equinen MSC induzieren
konnen. Dies ermutigt zu Anwendungen des Tissue engineering mit MSC bei chondralen Defek-

ten, da die natiirliche Umgebung im Gelenk der chondrogenen Differenzierung forderlich ist.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) have the potential to differentiate into distinct mesenchymal
tissues including cartilage, which suggests these cells as an attractive cell source for cartilage
tissue engineering approaches. Our objective was to study the effects of TGF-1, hyaluronic acid
(HA) and synovial fluid (SF) on chondrogenic differentiation of equine MSC in high-density-

3D-cultures as well as in bioresorbable polymer fleece.

For that objective, bone marrow was aspirated from the tibia of two 18-month-old horses
(Haflinger) and MSC were isolated using percoll-density centrifugation. To promote chondro-
genesis in high-density-3D-cultures, MSC were centrifuged to form a micromass and were cul-
tured in a medium containing 10 ng/ml TGF-81 or 0.1 mg/ml HA (Hylartil®, Ostenil®), or either
5%, 10% or 50% autologous SF, as the chondrogenesis inducing factor. In the bioresorbable
polymer fleece either 10 ng/ml TGF-81 or 5% autologous SF were used as the chondrogenesis

inducing factor.

Differentiation along the chondrogenic lineage was documented by type II collagen and pro-
teoglycan expression. In high-density-3D-cultures, MSC induced by TGF-B1 alone showed the
highest proteoglycan expression. Combining TGF-B1 with HA could not increase the proteogly-
can expression. Cultures stimulated by autologous SF (independent of concentration) or HA
demonstrated a pronounced, but lower proteoglycan expression than cultures stimulated by TGF-
1. The expression of cartilage-specific type II collagen was high and nearly the same in all
stimulated cultures. In the bioresorbable polymer fleece, MSC induced either with TGF-31 or
autologous SF showed the ability to produce extracellular matrix, rich in proteoglycans, resulting
in a stiff, cartilage-like fleece-cell integrate. MSC induced with autologous SF showed a more
homogeneous distribution of cells and extracellular matrix within the fleece than when induced
with TGF-B1, where cells and extracellular matrix were found more on the surface area of the

fleece.

In summary, HA and autologous SF induce chondrogenesis of equine MSC, which strongly sug-
gests tissue engineering applications of MSC in chondral defects, as the natural environment in

the joint is favorable for chondrogenic differentiation.
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Abb. 20: Photomikrographien von Vliesen am 26. Kulturtag, die mit MSC der zweiten Passage besiedelt wurden. (4)
In den Kontroll-Viiesen sieht man nur eine schwache zellulire Besiedlung und Bildung extrazelluldrer Matrix
(braune fldchige Strukturen). Die Vlies-Fasern sind noch deutlich erkennbar und es existiert keine klare glatte
Abgrenzung der Viiese nach auf3en hin. (B) Hier wurden die MSC mit 10 ng/ml TGF-f31 induziert. Im Vergleich zur
Kontrolle hat hier eine deutlich stdirkere zelluldre Besiedlung und Bildung extrazelluldrer Matrix stattgefunden.
Viies-Fasern sind zum Teil noch erkennbar, eine glatte Abgrenzung nach aufien teilweise vorhanden. (C) Bei
Induktion der MSC mit 5% Synovialfliissigkeit findet sich eine fast homogene Vliesfliche, die sich klar glatt nach
aufsen abgrenzt. Dies spricht fiir eine starke zellulire Besiedlung mit reichlicher Bildung extrazelluldrer Matrix. 64
Abb. 21: Digitale Photomikrographien von einem Kontroll-Vlies am 26. Kulturtag, das mit equinen MSC der
Passage 2 besiedelt wurde. (4,B,C) In der Alcianblau-Fdirbung stellen sich die Vlies-Fasern dunkelblau dar. Eine
schwache Besiedlung in Randbereichen des Vlies hat stattgefunden, jedoch keine Proteoglycan-Expression. (D) Die
monoklonalen Antikérper-Firbungen fiir Kollagen Typ Il und E) Kollagen Typ I sind negativ. 66

Abb. 22: Digitale Photomikrographien von einem Vlies am 26 Kulturtag, das unter dem Differenzierungsfaktor 10
ng/ml TGF-f31 mit equinen MSC der Passage 2 besiedelt wurde. In der Alcianblau-Fdrbung stellen sich die Vlies-
Fasern dunkelblau dar. (A,B,C) In den Alcianblau-Fdrbungen zeigt sich eine ausgeprdigte Proteoglycansekretion in
den Zellauflagerungen am Vlies. Im Vlies selbst allerdings nur schwach in den Randbereichen. (D) In dieser
Alcianblau-Fédrbung wird die dhnliche Morphologie zum nativen Knorpel deutlich. (E) Die monoklonalen

Antikorper-Féarbungen fiir Kollagen Typ Il und E) Kollagen Typ I sind negativ. 67

Abb. 23: Digitale Photomikrographien von einem Vlies am 26 Kulturtag, das unter dem Differenzierungsfaktor 10
ng/ml TGF-f1 mit equinen MSC der Passage 2 besiedelt wurde. In der Alcianblau-Firbung stellen sich die Vlies-
Fasern dunkelblau dar. (A,B,C) In den Alcianblau-Fdrbungen zeigt sich eine ausgeprdigte Proteoglycansekretion in
den Zellauflagerungen am Vlies. Im Vlies selbst allerdings nur schwach in den Randbereichen. (D) In dieser
Alcianblau-Fdrbung wird die dhnliche Morphologie zum nativen Knorpel deutlich. (E) Die monoklonalen

Antikérper-Fdrbungen fiir Kollagen Typ Il und E) Kollagen Typ I sind negativ. 68
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