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Einleitung

1 EINLEITUNG

Osteoarthrose ist die weltweit am  héufigsten vorkommende Ursache fiir
Gelenkschadigungen und ist in der westlichen Bevolkerung die Hauptursache fiir Schmerz,
Funktionsverlust und Behinderung bei Erwachsenen. Die Mehrzahl der 65-Jahrigen und
sogar etwa 80% der iiber 75-Jahrigen haben Anzeichen fiir Osteoarthrose'*. Internationale
Vergleichstudien konnten zeigen, dass die Privalenz von Gelenkschidden in verschiedenen

Bevélkerungsgruppierungen konstant mit steigendem Alter zunimmt'**.

In Deutschland stieg die Anzahl der Operationen aufgrund von Arthropathien zwischen
den Jahren 1994 bis 1999 von 342.768 auf 432.227°° - mit den konsekutiven
soziookonomischen Folgen. Die Griinde dafiir sind zum einen eine zunehmende
Lebenserwartung und zum anderen eine steigende Zahl von Sportverletzungen, die
arthrotischen Spitfolgen den Weg bahnen. Ein Problem stellen dabei vor allem die
vermehrten Fidlle von Meniskusverletzungen dar, da derzeit die therapeutischen
Moglichkeiten eingeschrinkt sind. Die géngigen Therapieverfahren wie totale und
subtotale Meniskusresektion stellen unweigerlich praarthrotische Verdnderung fiir das
Kniegelenk dar*”'**. Einer der bedeutendsten Faktoren bei der Regeneration von
Meniskuslédsionen ist die Lokalisation des Risses. Liegt er im durchbluteten, peripheren
Drittel, sind die Heilungschancen wesentlich hoher als bei einer Lokalisation in der

avaskuliren Zone'".

Vor dem Hintergrund einer immer dlter werdenden Gesellschaft und einem verdnderten
Freizeitverhalten bedarf es neuer Losungsansétze, um der stetig steigenden Privalenz von
Arthropathien entgegenzuwirken. Insbesondere bei Meniskusldsionen besteht die
Moglichkeit mit innovativen Therapiekonzepten, wie beispielsweise dem Tissue

Engineering, Folgeschdden zu vermindern und die Gelenkfunktion zu erhalten.

1.1 Der Meniskus

Bei der genaueren Betrachtung der Femorotibialgelenke fillt auf, dass die Gelenkfldchen
von Femur und Tibia keine Kongruenz zueinander aufweisen. Wiren die tibialen
Gelenkflachen der Kriimmung der Femurkondylen angepasst, so wire eine gute Fiihrung
einer Beuge-Streck-Bewegung gewihrleistet, ein Rotieren und Gleiten aber nicht moglich,

da zu diesem Zweck eine der Kondylen aus seiner Gelenkpfanne treten miisste. Mit Hilfe

1
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der Menisken ist sowohl eine gefiihrte Beuge-Streck-Bewegung als auch Rotation und
Gleiten moglich — jedoch sind diese Strukturen anfdllig fiir Traumata und

VerschleiBBerscheinungen’”.

Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich vornehmlich auf den humanen Meniskus. Da in
der vorliegenden Studie auf ein in-vivo Modell am Kaninchen zuriickgegriffen wurde, sind

an manchen Stellen kurz die Besonderheiten des Kaninchenmeniskus dargelegt.

1.2  Anatomie des humanen Meniskus — Besonderheiten beim Kaninchen-Meniskus

Zunéchst unterscheidet man den medialen von einem lateralen Meniskus, die beide dem
Tibiaplateau aufliegen. Die Menisken sind C-formige und im Koronarschnitt keilférmige
Gebilde, mit einer breiten duBleren Basis und einem nach zentral konvexen Rand. Der
mediale Meniskus ist mehr halbmondfoérmig, der laterale Meniskus anndhernd kreisformig
ausgebildet. Die Oberflichen der Menisken sind konkav, wihrend die Unterseiten wie das
Tibiaplateau flach sind. Weiter wird ein ventral liegendes Vorderhorn von einem dorsalen

Hinterhorn unterschieden, dazwischen liegt die sogenannte Pars intermedia’*'%°.

Befestigt sind die Menisken an ihrer Basis mit der Gelenkkapsel, aulerdem sind sie iiber
thre Vorder- und Hinterhorner fest mit der tibialen Gelenkfldche und untereinander {iber

das Lig. transversum verbunden’"'?’, das nicht regelmiBig ausgeprigt ist' .

Das Vorderhorn des medialen Meniskus ist vor dem vorderen Kreuzband im ventralen,
das Hinterhorn im dorsalen Bereich der Area intercondylaris mit der tibialen Gelenkfldche
verbunden. Zusitzlich verankern tiefe Fasern des medialen Kollateralbandes den medialen

Meniskus in der Intermediirzone mit Femur und Tibia’®.

Der laterale Meniskus, der einen groferen Bereich der tibialen Gelenkflaiche bedeckt als
der mediale®™, inseriert mit seinem Vorderhorn vor der Eminentia intercondylaris hinter
dem Ansatzbereich des vorderen Kreuzbandes. Der Ansatz des Hinterhorns liegt hinter der
Eminentia intercondylaris und vor der Insertion des medialen Meniskus*®. Die Humphrey-
und Wrisbergligamente sind zusétzliche, variabel ausgebildete meniskofemorale

Verbindungen’. Eine Fixation am lateralen Kollateralband existiert nicht.
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Lig. meniscofermorale ant. Lig. meniscofermnorale post,

Lig.cruciatum ant. Lig. cruciatum post,

Tendo m.

poplitei . .

™~
Meniscus
lat.

Recessus Lig. '
subpopliteus collaterale
tibiale
Lig. |
collaterale Lig. transversum genus  Capsula articularis
fibulare

Abbildung 1.1: Rechtes Tibiaplateau. Ansicht von proximal nach Durchtrennung der Kreuz- und
Kollateralbéander und Entfernung des Femur (aus: Weigel B, Nerlich M. Praxisbuch Unfallchirurgie.
Berlin: Springer, 2005:594).

Im Kaninchenmeniskus fallen im Gegensatz zum humanen Meniskus zunichst die langen
Insertionsbénder der Vorderhdrner auf, die auf Hohe der Eminentia intercondylaris anterior
aneinander vorbeiziehen. Ein Lig. transversum ist nicht ausgebildet™. Das Hinterhorn des
lateralen Meniskus ist nur iiber ein Insertionsband an der medialen Femurkondyle

befestigt. Verbindungsfasern zur Tibia sind nicht vorhanden®'.

1
3
ACL
2
PCL
4

Abbildung 1.2: Rechtes Tibiaplateau eines Kaninchenmeniskus. Ansicht von proximal nach
Durchtrennung der Kreuz- und Kollateralbédnder und Entfernung des Femur. Anteriores
Insertionsligament des medialen (1) bzw. lateralen (3) Meniskus. Posteriores Insertionsligament des
medialen (2) bzw. lateralen (4) Meniskus. (ACL) Insertion des vorderen Kreuzbandes. (PCL)
Insertion des hinteren Kreuzbandes (aus: Messner K, Gao J. The menisci of the knee joint. Anatomical
and functional characteristics, and a rationale for clinical treatment. J Anat 1998;193 ( Pt 2):161-78).

Die GefidBBversorgung der Menisken erfolgt medial tiber die A. genus superior medialis und
den Ramus articularis descendens der A. genus descendens sowie lateral {iber die A. genus
inferior lateralis™. Versorgt werden vor allem die kapselnahen Anteile der Menisken, die
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zentralen 2/3 sind avaskuldr und werden per diffusionem {iber die Synovialfliissigkeit

ernihrt>*%°.

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Vaskularisierung des Meniskus im Frontalschnitt (aus:
Internet. http://www.hksi.org.hk/hksdb/front/e_publ _ep2 medicine3_series10.html ).

Die Menisken bestehen aus Faserknorpel' . Dieser besteht zu etwa 75% aus Wasser, 20%
Kollagen, sowie einem geringen Anteil an Proteoglykanen, nichtkollagenen Proteinen,
Lipiden, Fibrochondrozyten, vereinzelt Fibroblasten und Mastzellen®**%'?*!*° Dabei
bildet Kollagen I mit 90% neben Kollagen II, III, V und VI den Hauptanteil des
Meniskuskollagen®®. Die Kollagenfasern sind in einer fiir den Meniskus typischen Art
angeordnet: oberflachlich jeweils parallel zur Oberfliche ohne bevorzugte Richtung,

dazwischen zirkulir und radiir verlaufend.

Die Fibrochondrozyten haben sowohl Eigenschaften von Chondrozyten als auch von
Fibroblasten und werden fiir die Produktion von extrazelluldrer Matrix, im Besonderen von

Kollagen, verantwortlich gemacht’.

Nach eigenen Untersuchungen iiberwiegt in der pars intermedia des Kaninchenmeniskus
Kollagen vom Typ II, das von peripher nach zentral an Dichte zunimmt. Dabei steigt der
prozentuale Anteil an Kollagen II mit zunehmendem Alter des Tieres”’. Kollagen I findet

sich iiberwiegend basisnah.
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1.3  Funktionelle Anatomie und Biomechanik des Meniskus

Die Menisken vergroBBern die intraartikuldare Auflageflache der Gelenkpartner und schaffen
somit eine vergroflerte Artikulationsflaiche der Femurkondylen, was zu einer giinstigeren
Belastungsverteilung fiihrt'”””. AuBerdem verbessern sie die Kongruenz zwischen Femur
und Tibia'®. Bei axialer Kompression vom Femur auf die Tibia nehmen die Menisken
Energie durch Verformung auf, sodass diese als Stossddmpfer wirken und die Tibia

115

entlasten . Dabei fiihrt eine radidre Rissbildung, die bis an die Basis des Meniskus reicht,

zum nahezu vollstindigen Verlust der Lastverteilungsfunktion”.

Weiter konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion von Meniskusgewebe um 10% im
Rahmen einer partiellen Meniskektomie zu einem Anstieg des Spitzendruckes zwischen
den Gelenkflichen von bis zu 65% fiihren kannm, was ein friiheres Einsetzen von

Osteoarthrosen zur Folge hat*".

Aufgrund einer Beweglichkeit von bis zu 10mm des lateralen und 5Smm des medialen
Meniskus ist der Schutz vor schidlichen Belastungsspitzen in allen Gelenkstellungen
gewihrleistet’'. AuBerdem tragen die Menisken zur Stabilisierung der Gelenke bei'”’, was

vor allem bei ligamentirer Insuffizienz an Bedeutung gewinnt’.

Weiter wird in der Fachliteratur den Menisken eine wichtige Rolle hinsichtlich einer

Verbesserung der Gelenkknorpelerndhrung sowie Gleitfdhigkeit und Schutz der

H7H8 - AuBerdem dienen die in Menisken enthaltenen

. . 151
Mechanorezeptoren der Propriozeption ~.

Gelenkrinder zugeschrieben

1.4 Meniskuslisionen

Grob untergliedern lassen sich Meniskusldsionen im Hinblick auf ihre Entstehungsursache.
Zum einen degenerative Erscheinungen, die ihrer Natur nach {iberwiegend éltere
Menschen betreffen, und zum anderen traumatische Prozesse, die vor allem im Rahmen
von Sportverletzungen in der jliingeren Generation anzutreffen sind. Mit einem Verhiltnis
von etwa 2:1 ist iiberwiegend der mediale Meniskus betroffen’’. Grund dafiir ist die

medialseitige Fixierung des Meniskus an das tibiale Kollateralband'*.

Bei indirekten Lisionen liegt als Mechanismus eine Rotationsbewegung im flektierten und
belasteten Knie zugrunde'*’. Dabei ist es wichtig zu betonen, dass ein Meniskus allein

durch indirekte Krafteinwirkung nur dann =zerreiBen kann, wenn degenerative
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Verdnderungen in seiner Substanz bereits vorliegen'**. Ein wesentlicher Pathogenesefaktor
ist die Ruptur beziehungsweise Instabilitdt des vorderen Kreuzbandes, da diese mit einer

43,146

Mehrbelastung des Meniskus einhergeht™ ™. Im Rahmen altersbedingter Degenerationen

kommt es zu spontanen Rissen im Meniskus, ohne dass ein addquates Trauma damit in

unmittelbarem Zusammenhang steht''”.

Beziiglich der traumatischen = Meniskusverletzungen konnte im Falle von
Tibiakopffrakturen gezeigt werden, dass sie in 57% der Félle direkt mit einer

Meniskuslision vergesellschaftet sind”.

Eine Einteilung der Lisionen ihrer Form nach wurde 1962 von Trillat'*® vorgenommen,
welche einen Liangsriss, Horizontalriss, Lappenriss und einen Korbhenkelriss

unterscheidet''® (siche Abbildung).

NDRN RN \ “) \ )

Abbildung 1.4: Darstellung verschiedener Meniskusrisstypen: a: Lé&ngsriss, b: Korbhenkelriss, c:
Radiarriss, d: Querriss, e: Horizontalriss (aus: Weigel B, Nerlich M. Praxisbuch Unfallchirurgie.
Berlin: Springer, 2005:600).

Typisch fiir Kniebeschwerden im Zusammenhang mit Meniskusldsionen ist eine

Symptomtriade aus Schmerz, Blockierung und Schwellung'*’

. Zur Befunderhebung dient
neben einer Anamnese und den klinischen Meniskuszeichen die apparative Diagnostik.

Dabei ist die Magnetresonanztomographie Mittel der Wahl'".
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1.5 Behandlung von Meniskuslidsionen

Benjamin Bells’ These, er wolle sich lieber einen Oberschenkel amputieren, als einen
freien Gelenkkorper aus dem Kniegelenk entfernen lassen, entstand in Zeiten, als das
Wissen um die Bedeutung der Antisepsis bei operativen Eingriffen noch nicht vorhanden
war™. Aus diesem Zitat lassen sich folgende Punkte ableiten: Zum einem wird eine
Problematik des Kniegelenks beschrieben, die offensichtlich mit erheblichen
Unannehmlichkeiten fiir die Patienten verbunden ist. Weiter ist festzustellen, dass damals
die Menisken als ,,freie Gelenkkdrper fehlgedeutet wurden. Erst mit der Einfiihrung der
Antisepsis und den damit moglichen operativen Eingriffen wuchsen die Erkenntnisse um

den Meniskus und dessen mogliche Schidigungsformen.

Im Laufe der Zeit etablierte sich eine lang andauernde Diskussion, ob Naht, Teil- oder
Totalresektion die beste Therapieoption sei. Entscheidende Hinweise fiir die richtige
Vorgehensweise hinsichtlich der unterschiedlichen Lisionsentitidten brachte unter anderem
die Langzeitdokumentation der Behandlungsergebnisse'”. So zeigte sich beispielsweise,
dass eine Totalresektion des Meniskus unweigerlich eine Arthroseentwicklung zur Folge
hatte*’.

In den 1950er Jahren wurde die schon zuvor entdeckte Methode der Arthroskopie

weiterentwickelt und etablierte sich allméhlich im klinischen Alltag'®

. Gegenwirtig steht
als Therapie der Wahl die Operation im Vordergrund, konservative Verfahren dienen vor
allem der Symptomlinderung. Eine spontane Heilung eines Meniskusrisses ist nur im Falle
einer stabilen, traumatischen und basisnah liegenden Léasion méglich49. In der Regel
werden Operationen am Meniskus arthroskopisch durchgefiihrt. Die angewandten
Standardverfahren sind die partielle und subtotale Meniskektomie sowie die Meniskusnaht.

Die partielle Meniskektomie ist bei einer nicht rekonstruierbaren, symptomatischen Lésion

im zentralen Anteil indiziert' "

. Dabei spielt fiir ein gutes Langzeitergebnis hinsichtlich der
Folgeschiden das Belassen einer stabilen Randleiste eine entscheidende Rolle”. Dennoch
muss der Patient mit dem Auftreten einer weiteren Schiadigung des Restmeniskus, sowie

. 47,129
dem Entstehen einer Gonarthrose rechnen” "> =",

Die Option der Meniskusnaht kommt dann in Frage, wenn Kriterien der Nahtfahigkeit -
wie nahtfdhige Rissform, Lokalisation im dufleren kapselnahen Drittel, keine wesentliche
Degeneration des Meniskus sowie bevorzugt jiingere Patienten - erfiillt sind. Dabei

kommen im Wesentlichen 3 Techniken zum Einsatz. Die Outside-in- sowie Inside-out-
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Technik werden iiberwiegend fiir Lasionen im Bereich des Vorderhorns angewandt. Mit
der All-inside Technik werden Lé&sionen im Bereich des Hinterhorns versorgt. Die
Ergebnisse werden in der Literatur aufgrund uneinheitlicher BewertungsmaBstibe sehr

unterschiedlich mit Heilungsraten zwischen 50 und 90% beschrieben'"”.

Neuere Entwicklungen zur Meniskusrekonstruktion sind Implantate in Form von
Schrauben, Klammern oder Pfeilen mit Widerhaken, wobei man nicht resorbierbare von
biodegradierbaren Implantaten unterscheidet. Ihr Vorteil besteht in einer Verkiirzung der
OP-Dauer und einer rein intraartikuldren Implantationstechnik, wobei keine zusitzlichen
Inzisionen erforderlich sind''®. Nachteile bestehen darin, dass Abriebpartikel oder
losgeloste  Fragmente intraartikulire Entziindungsreaktionen hervorrufen'®  oder
Implantate brechen, beziechungsweise dislozieren konnen'®. In biomechanischen Studien an
Rissdefekten in Rindermenisken wurden Nahttechniken mit Implantaten verglichen, wobei
die Nahttechniken den Implantaten hinsichtlich Defektstabilisierung iiberlegen waren. So
konnte eine hohere Stabilitdt der versorgten Meniskusrisse im Vergleich zu Implantaten

um bis zum Faktor 13 gezeigt werden'*®.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Heilungstendenz von Lésionen ist deren Lokalisation. In
einer klinischen Studie an 91 untersuchten Fillen konnte gezeigt werden, dass es bei
Liasionen im avaskuldren Bereich des Meniskus, die arthroskopisch mit der Inside-out
Nahttechnik versorgt wurden, im Schnitt nur in 25% der Fille zu einer kompletten Heilung
kam. 38% wiesen eine nur partielle und 36% keine Wiederherstellung auf''*. Nicht zuletzt
diese unbefriedigenden Ergebnisse haben zu Untersuchungen gefiihrt, die eine
Optimierung der Heilungsraten als optionale Verfahren zusitzlich zu den angewandten

Therapieschemata zum Ziel haben.

Bei der Methode der sogenannten ,, Trephination® werden kleine Kanile vom vaskuldren
zum avaskuldren Teil des Meniskus geschaffen, was wiederum eine verbesserte Heilung
zur Folge haben kann™’. Weiter wird neben einer Anfrischung der Defektrinder’* auch der
Anfrischung der Synovialmembran in unmittelbarer Ndhe zum Defektbereich — also
basisnah - eine Verbesserung der Meniskusregeneration zugesprochen, wobei diese

Methode an Effektivitit verliert, je zentraler der Defekt liegt™®.

Insbesondere die Arthroseprdavention beim meniskektomierten jungen Patienten ist ein
Ziel, das mit Hilfe der Meniskustransplantation angestrebt wird. Anféngliche Erfolge mit
Sehnentransplantaten im Tierversuch konnten beim Einsatz im menschlichen Knie nicht

bestdtigt werden und wurden genauso wie der Ersatz des Meniskus mit dem Hoffa-
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64,92 .
. Bei den vor

Fettkorper aufgrund unbefriedigender Ergebnisse nicht weiter verfolgt
allem in den USA durchgefiihrten Meniskustransplantationen werden zum Teil
kryokonservierte allogene Meniskustransplantate eingesetzt''>. Erste Langzeitergebnisse,
die aufgrund von unterschiedlichen BewertungsmaRstédben schwer zu vereinheitlichen sind,
werden - bei korrekter Indikationsstellung - als gut eingestuft”'*>. Dabei werden in den
verschiedenen Studien durchschnittlich 60% der Transplantationen als erfolgreich
bewertet’’. Insgesamt gibt es jedoch Hinweise darauf, dass mit einer
Meniskustransplantation die Gelenkdegeneration zwar langsamer, auf Dauer aber
unaufhaltsam  voranschreitet'*®.  AuBerdem  kann  eine  Ubertragung  von
Infektionskrankheiten nicht vollkommen ausgeschlossen werden, da beispielsweise bei
einer Infektion des Transplantats mit dem HI-Virus dieser trotz Gamma-Bestrahlung
experimentell noch nachgewiesen werden kann®’. Auch wird in einem Fall von einer
AbstofBungsreaktion eines transplantierten Meniskus berichtet, der bei einer second-look
Arthroskopie als ausgefranst, geschrumpft und von entziindlicher Synovia umgeben
beschrieben wurde. Histologische Untersuchungen zeigten eine zentrale Nekrose sowie
periphere Einwanderung von Entziindungszellen im Meniskusgewebe™. Auch in anderen

klinischen Studien wurde die Tendenz zur Transplantatschrumpfung beschrieben’'%’.

1.6 Einsatz von Tissue-Engineering zur Meniskusregeneration

Wie oben bereits ausgefiihrt, stellen Lasionen im avaskuldren Bereich des Meniskus nach
wie vor ein Problem dar, dem auch mit bisherigen Ansitzen nicht suffizient begegnet
werden kann. Die Forschung im Bereich des Tissue-Engineering versucht mit den
Komponenten Zelle, einem strukturellen Gerlist — meist Scaffold genannt — und
modulierenden Faktoren wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren ein Konstrukt zu erzeugen,
das den Eigenschaften von Meniskusgewebe moglichst dhnlich ist, um es dann in ein

Defektareal einzusetzen, bezichungsweise sogar den kompletten Meniskus zu ersetzen.

Die bisher untersuchten Ersatzgewebe lassen sich in zwei grofle Gruppen unterteilen: in
biologische und synthetische Materialien. Letztere stellen eine sehr heterogene Gruppe
hinsichtlich ihrer Grundsubstanzen dar. Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten unter
anderem Karbonfasern allein oder kombiniert mit einer Polyurethan-poly(L-lactid)-

41,68-70

Matrix">"**"*’ " Teflonfasern'*?, pordses Polyurethran und andere Materialien im

Tierversuch. Diese Behandlungsmethoden stellen keine Therapiecoption dar, da sie
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entweder das Wachstum von fibrosem Gewebe induzieren oder zur Degeneration des

Gelenkknorpels fiihren'?’.

Bei den biologischen Materialien wurden Kollagen, Diinndarmmukosa, Periostgewebe und

perichondrales Gewebe untersucht.

Das Periostgewebe fiihrte im Kaninchenmodell zu einem Wachstum von hyalinem
Knorpel, aber auch Knochen’. Ebenso enttduschend waren die Ergebnisse mit
perichondralem Gewebe, das in Schafen untersucht wurde, da zwar meniskusdhnliches
Gewebe entstanden war, es aber keine ausreichende Zugstabilitit aufwies®. Der Einsatz
von Diinndarmmukosa bei Hunden ergab positive Resultate, die jedoch hinsichtlich ihrer

mechanischen Stabilitit nicht niher untersucht wurden® .

Die besten Resultate lieferten biologische Scaffolds auf der Basis von Kollagen I, die sich
bereits in klinischer Erprobung befinden. Dabei werden die beschéddigten Anteile des
Meniskus entfernt, das Scaffold auf die richtige Grofle zugeschnitten und anschlieend im
Defektbereich eingeniht''"'?®. Aktuelle Kontrolluntersuchungen der 8 Patienten 6 Jahre
nach der Behandlung =zeigen gute Ergebnisse beziiglich Schmerzreduktion,
Arthroseerscheinung, Defektfiillung und Art des Ersatzgewebes. Eine komplette Remission
konnte jedoch nicht beobachtet werden, die Defekte waren bei Kontrollarthroskopien im

124 In einer weiteren klinischen Studie an Patienten mit

Schnitt nur zu 69% gefiillt
subtotalen Verlust des medialen Meniskus und Varus-Morphotyp zeigten sich in der
Gruppe, die zusitzlich zu einer valgisierenden Tibiakopfumstellung ein Kollagenimplantat
erhalten hatte, nach 24 Monaten kein signifikanter Unterschied hinsichtlich subjektiver
Schmerzreduktion im Vergleich zur Gruppe, die nur mit einer valgisierenden

Tibiakopfumstellung versorgt wurde’™.

Arnoczky und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss eines exogen eingebrachten
Fibringerinnsels auf die Regeneration von avaskuldren Meniskusdefekten beim Hund.
Zwar konnten damit die Meniskusdefekte mit fibrokartilaginirem Gewebe aufgefiillt
werden, makroskopisch und histologisch waren jedoch starke Abweichungen von
normalem Meniskusgewebe zu erkennen'. AuBerdem fanden Port und Mitarbeiter bei
weiteren Untersuchungen eine reduzierte biomechanische Belastbarkeit des entstandenen
Gewebes. Auch die Zugabe von kultivierten Knochenmarkzellen zum Fibringerinnsel

verbesserte die Ergebnisse nicht'*.

Ein weiterer Ansatz im Rahmen von Tissue-Engineering ist die Entwicklung von

Biomaterialien, die das endogene Reparaturpotential von Gewebe unterstiitzen sollen,

10
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indem sie entweder das Einwandern von Reparaturzellen aus den Wundrindern
unterstiitzen, oder man sie ex-vivo mit Zellen besetzt und damit den Defektbereich fiillt
und regeneriert. Im Rahmen intensiver Biomaterialforschung im Labor der eigenen

Abteilung6’7’10’ll

konnte ein speziell fiir die Meniskusregeneration abgestimmtes
biodegradables Material mit guter Biokompatibilitdt hergestellt werden’. Mit den
Komponenten Hyaluronséure und Gelatine konnte eine pordse Matrix geformt werden, die
nach ca. 14 Tagen degradiert und deren Abbauprodukte Teile der extrazelluldren Matrix
von Meniskusgewebe sind. Hyaluronsdure und Kollagen I, aus deren Derivaten die Matrix
besteht, spielen zudem eine entscheidende Rolle in der embryonalen

. 1,40,86,106,112,145
Entwicklung ™

, was zur Vermutung fiihrt, dass die Hyaluronsidure-Gelatine-
Kompositmatrix ein geeignetes Milieu fiir Zellwachstum und —differenzierung von

potentiellen Reparaturzellen ist’.

Weiter konnten in der eigenen Abteilung in unterschiedlichen in-vivo
Meniskusdefektmodellen im Neuseelandhasen Zell-Matrix-Kombinationen erfolgreich zur
Regeneration von Meniskusldsionen eingesetzt werden. Im kombinierten vaskulidr-
avaskuldren Meniskusdefekt, bei dem die Pars intermedia entnommen wurde, konnte mit
einer Matrix und mesenchymalen Stammzellen die Entwicklung von meniskusdhnlichem
Reparaturgewebe erreicht werden. Dies stand im Gegensatz zu leer belassenen Defekten
oder nur mit Matrices ohne Zellen besetzten Defekten, bei denen nur Narbengewebe -

ausgehend von der Meniskusbasis - entstand®.

In weiteren Untersuchungen wurden Punch-, beziehungsweise Rissdefekte im rein
avaskuldren Bereich der Pars intermedia des Meniskus erzeugt, wobei der Punchdefekt
einen Durchmesser von 2mm und der Rissdefekt eine Lange von 4mm aufwies. Wieder
konnten signifikante Vorteile der mit mesenchymalen Stammzellen besetzten Matrices im
Vergleich zu leer belassenen Defekten oder zu mit Matrices ohne Zellen gefiillten
Defekten gefunden werden. Dabei konnte in biomechanischen Versuchen eine hohe

ReiBfestigkeit des neu entstandenen Regeneratgewebes nachgewiesen werden.

Trotz dieser Erfolge ist anzumerken, dass die Gewinnung und Handhabung von
mesenchymalen Stammzellen bei einem moglichen klinischen Einsatz mit nicht geringen
Kosten und Aufwand verbunden wire. Zwar konnten durch retrovirale Markierung im
Rahmen der oben geschilderten Untersuchungen die eingesetzten mesenchymalen
Stammzellen nach 6 Wochen im Defektbereich nachgewiesen werden. Nach wie vor ist

jedoch unklar, wie und in welchem Umfang die Zellen eine Rolle bei der Defektfiillung

11
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spielen und ob sie moglicherweise mittels Chemotaxis eine Migration von Reparaturzellen
aus dem umliegenden Gewebe in das Defektareal bewirken, die ihrerseits eine
entscheidende Rolle bei der Regeneration haben konnten, oder ob sie selbst zu
Reparaturzellen im Defektbereich differenzieren. Es widre von Vorteil, die von den
mesenchymalen Stammzellen ausgehenden positiven Faktoren ndher zu verstehen und
durch deren gezielten Einsatz eine Defektregeneration moglicherweise ohne

mesenchymale Stammzellen zu erreichen.

Ansdtze dazu liefern Untersuchungen, die sich mit der Regeneration von
Meniskusdefekten mit Hilfe von Wachstumsfaktoren beschiftigen. Diese haben Einfluss
auf Teile des Zellzyklus und konnen dadurch die Proliferation und Migration der Zellen
sowie deren Produktion von extrazellulirer Matrix fordern'”’. Die verschiedenen
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel transforming growth factor (TGF-83) und plateled-
derived growth factor (PDGF), stimulieren dabei im unterschiedlichen Ausmal} die
Produktion der einzelnen Komponenten der extrazelluldren Matrix (Glykosaminoglykane
oder Kollagene)*®%. Gerade im Rahmen von Tissue Engineering fiir den Meniskus ist es
wichtig, ein Gewebe zu produzieren, das reich an Glykosaminoglykanen und Kollagenen

ist, damit es den auf das Gewebe einwirkenden Kriften standhalten kann®’.

In einer in-vitro Studie an Fibrochondrozyten wurden in einer Zellkultur
Wachstumsfaktoren zu den Zellen in unterschiedlicher Konzentration hinzugegeben.
Untersucht wurden TGF-81, PDGF-AB, insulin-like growth factor I (IGF-I) und basic
fibroblastic growth factor (bFGF). Am effektivsten konnte dabei die Produktion von
Kollagen und Glykosaminoglykanen mit der hochsten Konzentration von TGF-B1

induziert werden”’.

In weiteren Untersuchungen an Fibrochondrozyten, mit denen eine Polyglykol-Matrix
besetzt wurde, zeigten sich ebenfalls die groften Effekte mit TGF-B1 hinsichtlich der

Produktion von extrazellulirer Matrix ',

In-vitro Studien am Meniskus konnten mittels PDGF-AB und hepatocyte growth factor
(HGF), die in einem Kollagen-Gel gebunden waren und langsam in einen Defekt
diffundierten, im Gegensatz zur Kontrollgruppe nach 2 Wochen eine starke Produktion von
Proteoglykanen, Zellwanderung in Richtung des Defekts und eine Zellvermehrung

zeigen™.

Hinweise, dass der vascular endothelial growth factor (VEGF) eine Rolle bei der

Regeneration von Meniskusdefekten spielt, konnten in einer in-vivo Untersuchung an

12
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Neuseelandhasen gefunden werden. In kiinstlich erzeugten Defekten im vaskulidren und
avaskuldren Bereich in Menisken wurden im Gegensatz zur Kontrollgruppe stark erhohte
Level von VEGF im Bereich der Lédsion mit einer Maximalkonzentration nach 7 Tagen
gefunden. Dabei war die Konzentration an VEGF in der zentralen Zone im Vergleich zur
peripheren Zone doppelt so hoch®. Vergleichbare Ergebnisse konnten im

Kaninchenmeniskus fiir TGF-B1 und PDGF-AB gezeigt werden’™.

Der Versuch, mit einem Nahtmaterial, an das VEGF {iber Poly-[d,l-Laktid]-Sadure
(PDLLA) gebunden war, im avaskuldren Bereich einen Defekt im Schafmeniskus durch
Induktion von Angiogenese zu therapieren, gelang nicht. Es zeigte sich sogar ein Vorteil in
der Kontrollgruppe, bei der unbeschichtetes beziehungsweise nur mit PDLLA
beschichtetes Nahtmaterial zum Einsatz kam. In der mit VEGF behandelten Gruppe zeigte
sich jedoch eine signifikante Erhdhung von Faktor VIII-positiven Zellen im Vergleich zu
den Kontrollgruppen, was auf eine vermehrte Anzahl von einzelnen Endothelzellen

zuriickzufithren war'®'.

Die oben angefiihrten Untersuchungen konzentrierten sich vor allem auf die
Wirkungsweise einzelner Wachstumsfaktoren. Eine endogene Quelle unterschiedlichster
Wachstumsfaktoren, die angiogenetische, mitogene und osteogene Potenz haben™!, wie
unter anderem PDGF, TGE-B und VEGF, sind die alpha-Granula der Thrombozyten''’.
Einige Studien zeigten eine verbesserte Heilung von Knochen- oder Weichteildefekten,
wenn sie mit Thrombozyten-angereichertem Plasma (PRP) versetzt wurden'>***2. Dabei
zeigten sich bei der Verwendung von Knochentransplantaten im Bereich der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie in Verbindung mit PRP eine schnellere Epithelialisierung, eine dichtere
und reifere Knochenstruktur mit besser organisierten Trabekeln und eine verbesserte
Knochenregeneration'>**>!' " Andere Studien berichten von keinem signifikanten Vorteil

beim Einsatz von PRP'!'®!13°

. Ein neuerer Ansatz ist die Inkorporation von PRP in ein
biodegradables Hydrogel aus Gelatine, aus dem Wachstumsfaktoren iiber einen lingeren
Zeitraum verzogert freigesetzt werden. In einer Studie an japanischen weillen Hasen wurde
freies PRP, PRP in einem Fibrin Clot und PRP in einem biodegradablen Hydrogel in einen
Knochendefekt eingesetzt. Dabei konnte ein signifikanter Vorteil bei der Reparatur des
Knochendefekts fiir das PRP-Hydrogel-Konstrukt gefunden werden™. Murray und
Mitarbeiter untersuchten die Auswirkungen einer PRP-Kollagen-Matrix auf einen im

vorderen Kreuzband gesetzten Defekt im Kaninchen. Dabei wurden nach 6 Wochen in der

behandelten Gruppe die Defekte durchschnittlich zu 43% gefiillt, wahrend die Defekte in
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der unbehandelten Kontrollgruppe nur eine Defektfiillung von durchschnittlich 23%
aufwiesen. Auch hinsichtlich biomechanischer Testung war die behandelte Gruppe der

unbehandelten Gruppe statistisch signifikant iiberlegen’’.

Untersuchungen, ob die von Thrombozyten sezernierten Wachstumsfaktoren auch positive
Effekte auf die Regeneration von Meniskusdefekten haben konnten, wurden bislang nicht

durchgefiihrt, oder wurden nicht publiziert.

1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Zusammenfassend kann man sagen, dass trotz vielversprechender Ansdtze und immer
neuen Therapieoptionen keine der klinisch angewandten oder experimentellen Methoden
eine ausreichende Moglichkeit bietet, Meniskusldsionen im avaskuldren Bereich auf Dauer
suffizient zu therapieren. Innovative Konzepte in der eigenen Abteilung mit
mesenchymalen Stammzellen und einer biodegradablen Matrix geben Anlass zur
Hoffnung, dass mit weiterfilhrenden Untersuchungen diese Liicke geschlossen werden
kann. Bislang unklar ist jedoch, welche Einzelkomponenten zur Reparatur beitragen und
welche Rolle dabei mesenchymale Stammzellen spielen. Um das Geschehen nédher zu
verstehen und insbesondere die Frage zu kldren, ob von den mesenchymalen Stammzellen
moglicherweise freigesetzte Botenstoffe entscheidend fiir die Regeneration von Lésionen
sind, soll in diesem experimentellen Ansatz untersucht werden, ob dhnliche Ergebnisse
ohne mesenchymale Stammzellen und nur mit Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten zu

erreichen sind. Dabei galt es, folgende Hypothesen zu iiberpriifen:

1. Hypothese: Die Extraktion einer ausreichenden Menge von Thrombozyten aus
Vollblutproben beim New Zealand White Rabbit ist moglich.

2. Hypothese: Die extrahierten Thrombozyten sind trotz Aufbereitungsprozess vital.

3. Hypothese: Es ist moglich, Thrombozyten in eine Hyaluronséure-Gelatine-
Kompositmatrix einzubringen.

4. Hypothese: Aus dem Thrombozyten-Matrix-Konstrukt werden Wachstumstaktoren
freigesetzt. Dabei soll die Freisetzungskinetik von PDGF-AB, TGF-81 und
VEGEF in-vitro iiber einen ldngeren Zeitraum beobachtet werden.

5. Hypothese: Es ist moglich, sowohl Stanz-, als auch Rissdefekte im Meniskus mit einem

Thrombozyten-Matrix-Konstrukt suffizient zu therapieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Arzneimittel

Ketaminhydrochlorid

Ketamin 10%

WDT, Garbsen

NaCl-Losung (isoton, 0,9%)

Braun, Melsungen

Pentobarbital-Natrium Narcoren

Merial, Hallbergmoos

Xylazinhydrochlorid

Xylazin 2%

CP Pharma, Burgdorf

Providon Jod

Betaisodona Salbe

Mundipharma, Limburg

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

ACD-A

Baxter, Unterschlei3heim

Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V

Sigma Aldrich, Steinheim

Chromalaun Chrom(III)
Kaliumsulfatdodecahydrat

Omikron, Neckarwestheim

Citronensdure-Monohydrat

Merck, Darmstadt

COClz

Sigma Aldrich, Steinheim

D(+)-Saccharose

Roth, Karlsruhe

DePex

Serva, Heidelberg

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Merck, Darmstadt

Diaminobenzidin 0,5%

Sigma Aldrich, Steinheim

Essigsduredimethylamid (DMA)

Sigma Aldrich, Steinheim

1,9-Dimethyl-Methylen Blau (DMMB)

Sigma Aldrich, Steinheim

Essigsdure 2,5N

Merck, Darmstadt

Gelatine (Schwein)

Sigma Aldrich, Steinheim
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Glutardialdehyd Roth, Karlsruhe
Harnstoff 10M Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck, Darmstadt

MES Roth, Karlsruhe
Methanol Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumazid Sigma Aldrich, Steinheim

Natriumhydroxid 2,7N

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Nickel Chlorid

Sigma Aldrich, Steinheim

Para-Formaldehyd

Riedel-de Haén, Seelze

Pepsin (Schwein) 3348U/mg

Sigma Aldrich, Steinheim

Phenylhydrazin

Sigma Aldrich, Steinheim

2-Propanol 100%

Merck, Darmstadt

Reagent Diluent Concentrate 1

R&D Systems, Minneapolis

Salzsdure 37% rauchend

Merck, Darmstadt

Schwefelsdure

Merck, Darmstadt

Streptavidin-HRP

R&D Systems, Minneapolis

Tetrabutylammoniumborohydride

Sigma Aldrich, Steinheim

Tissue Tec

Sakura, Zoeterwoude, NL

ToluidineBlue O

Sigma Aldrich, Steinheim

Tris Pufferan

Roth, Karlsruhe

Triton X-100

Sigma Aldrich, Darmstadt

TWEEN

Sigma Aldrich, Steinheim
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Urea Hydrogen Peroxide

Sigma Aldrich, Steinheim

Wasserstoffperoxid 37%

Merck, Darmstadt

Xylol

Merck, Hohenbrunn

2.1.3  Antikdrper

Anti-Kollagen I (Isotyp I1gGa.x)

Oncogene, Cambridge, England

Anti-Kollagen II (Isotyp IgG1x)

Oncogene, Cambridge, England

Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat anti-
Rat IgG (H+L)

Dianova, Hamburg

Mouse Anti-TGF-8 1 Fang Antikorper

R&D Systems, Minneapolis

Biotinylated chicken anti-human TGF-1

R&D Systems, Minneapolis

Mouse anti-human PDGF-BB

R&D Systems, Minneapolis

Biotinylated goat anti-human PDGF-AA

R&D Systems, Minneapolis

Mouse anti-human VEGF

R&D Systems, Minneapolis

Biotinylated goat anti-human VEGF

R&D Systems, Minneapolis

2.1.4 Standards fiir ELISA

TGFB1 human rekombinant

R&D Systems, Minneapolis

PDGF human rekombinant

R&D Systems, Minneapolis

VEGF human rekombinant

R&D Systems, Minneapolis

2.1.5 Medien und Seren

Fetal Bovine Serum

PAN Biotech, Studafrika

Goat Serum

DakoCytomation, Ddnemark
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D-PBS (ohne CaCl, und MgCl,) Invitrogen, Schottland

2.1.6 Puffer und Losungen

HEPES IM Sigma Aldrich, Steinheim

PBS
137 mmol NaCl, 2,7 mmol KCl, 8,1 mmol Na,HPO,, 1,5 mmol KH,PO,

pH 7,2-7,4

2.1.6.1 Histologie

DMMB-Firbeldsung 0.1%

99,9¢ Aqua dest.

+ 0,lg DMMB

Gelatine-Losung fur Objekttriagerbeschichtung

e Losen von 0,5g Chromalaun in 5ml Aqua dest.

e Gelatine in 45ml Aqua dest. einige Minuten quellen lassen und anschlieBend

Erhitzen, bis zur Auflosung der Gelatine

e Nach Erkalten Zugabe von Chromalaun-L6sung und 125ul Glutaraldehyd

Methylformalin — Fixierungslésung

25ml 0,2M Phosphat-Puffer
+ 25ml Para-Formaldehyd-Losung (37%)

+ 50ml Methanol (100%)
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Methanol-Phosphatpuffer

100ml 0,2M Phosphatpuffer

+ 100ml Methanol 100%

Phosphatpuffer 0,.2M

500ml 0,2M di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4 x 2H,0)
+ 100ml 0,2M Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO,4 x H,0)

Saccharose Losungen

Um eine Saccharose Losung bestimmter Konzentration zur erhalten, wurde die dazu nétige

Menge an Saccharose eingewogen und in 0,1M Phosphatpuffer geldst.

Toluidinblau Firbelosung 0.1%

99,9g Aqua dest.

+ 0,1g Toluidinblau

2.1.6.2 Immunhistochemie

ABC-Komplex

2,5ml 0,1M Trispuffer
+ ABC —Kit: je ein Tropfen Reagenz A und B

30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur vor Verwendung

Blockingpuftfer

60ml Aqua dest.
+ 120ml Trispuffer 0,2M
+ 2400mg NaCl
+ 60ml Triton 4%
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+ 30ml Ziegenserum

+ 30ml fetales Rinderserum

Diaminobenzidin Arbeitslosung

600pu1 Diaminobenzidin-Stammldsung
+ 5,4ml 0,1M m-PBS-Puffer
+ 240ul Ni/Co-Losung

+ 36ul HyO, 3% (direkt vor Anwendung zugeben)

Diaminobenzidin-Stammldsung

10ml Aqua dest.
+ 10mg BSA

+ 50mg Diaminobenzidin

Mcllvaine-Puffer - pH 3.6

67,8ml 0,1M Zitronensiure

+ 32,2ml 0,2M di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

m-PBS-Puffer IM

47,2¢g Kaliumdihydrogenphosphat (K;HPO, x 3H,0)
+ 6,6g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H,O)
+ 36,0g NaCl

+ mit Aqua dest. auf 500g auffiillen

pH 7,0-7,4
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Ni/Co-Losung (fiir Diaminobenzidin-Arbeitslsung)

10ml Aqua dest.
+ IOOmg NlClz
+ Smg CoCl,

+ 10mg BSA

Pepsin-Andaul6sung 0.1%

0,1g Pepsin
+ 99,9ml Mclllvaine-Puffer (pH 3,6)

Phenylhydrazin-Losung
200ml Waschpuftfer

+ 4mg Phenylhydrazin (C¢HsNHNH,)

Trispuffer 0.2M fiir Immunhistochemie

1000ml Aqua dest.
+ 24,225g Tris

+ mit HCI (37%) auf pH 7 einstellen

Waschpuffer (3000ml)

2220ml Aqua dest
+ 780ml Trispuffer 0,2M

+ 24,96g NaCl

2.1.6.3 ELISA

Reagenz Losung fiir TGF-B1

1,4% Reagent Diluent Concentrate 1, 0,005% Tween 20 in PBS
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Reagenz Losung fiir VEGF und PDGF

1% BSA in PBS

Folgende Reagenzien wurden zur Verdiinnung der jeweiligen Antikorper, bzw. Standards

verwandt:

Fang-Antikorper PBS

Standards Reagenz Losung
Detektions-Antikorper Reagenz Losung

Die fiir die jeweiligen Wachstumsfaktoren spezifischen Reagenz Losungen sind dem Punkt

2.1.2 (Chemikalien und Reagenzien) zu entnehmen.

Arbeitskonzentrationen:

Fang-Antikorper | Detektions-Antikorper Standard
PDGF-AB 4,0pg/ml 50ng/ml 1000pg/ml
TGF-81 2,0ng/ml 300ng/ml 2000pg/ml
VEGF 1,0pg/ml 50ng/ml 2000ng/ml

Essigsiure-/Harnstoffarbeitslosung ( fiir Aktivierung von latentem TGF-81)

100ml Aqua dest.
+ 150,2g Harnstoff (10M)
+ 35,9ml Essigsédure (2,5N)

+ mit Aqua dest. auf 250ml auffiillen

NaOH-/ HEPES-Arbeitslosung

140ml Aqua dest.

+ 67,5ml 10N NaOH
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+ 59,5¢ HEPES

+ mit Aqua dest. auf 250ml auffiillen

Blockingpuffer (fur TGF-81 ELISA)

5%ige Tween 20 PBS Losung mit 0,05% NaNj3

Citratpuffer 0.4M

4,72 g Natriumcitrat
+ 3,36g Citronensdure-Monohydrat
+ 3,12g MES

+ 28,8g Aqua dest.

TMB-Gebrauchslosung

Iml Ureaperoxidlosung (2 fach)
+ 1ml Aqua dest.

+ 40ul TMB Stammldsung

TMB-Stocklésung

120pg TMB
+ 10g Essigsduredimethylamid

+ 21mg Tetrabutylammoniumborohydrid

Ureaperoxid-Losung fiir Gebrauchslosung ELISA

38mg Ureaperoxid

+ 40ml Citratpuffer 0,4M
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Waschpuffer

0,05% Tween 20 in PBS

2.1.7 Kits

Material und Methoden

ABC-Kit

Vectorlabs, Griinberg

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxity Kit (L-3224)

Mo Bi Tec, Gottingen

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Biopsiestanzen & 2mm

Stiefel, Offenbach am Main

Butterfly (21G)

Valu-Set

Becton, Brasilien

Citrat-Rohrchen 5ml

S-Monovette

Sarstedt, Niimbrecht

Deckgléser (24*24mm, Roth, Karlsruhe

24*32mm)

Faden Prolene 4-0 Ethicon, Norderstedt
Vicryl 3-0

Sterilfilter 0,45um Sarstedt, Niimbrecht

Kantilen (18/20/27G) BD Falcon, Heidelberg

Lochtiicher Foliodrape Hartmann, Heidenheim

Mikrotiterplatten 96 Well

TPP, Schweiz

Multi-Adapter

Sarstedt, Niimbrecht

Objekttrager

Starfrost adhésiv

Knittel, Braunschweig

Parafilm

(13
»M

Pechiney, Chicago

Pipetten, (5/10/15/50ml)

Costar Stripette

Corning, Corning USA

Pipettensets (10/100/1000ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen epTips filter

Eppendorf, Hamburg
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Rasierklingen Personna

American Safety Razor

Company, Verona, USA

Reaktionsgefdfle 2ml
Reaktionsgefide 1,5ml

Reaktionsgefa3e 0,2ml

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht

Biozym Scientific, Hess.

Oldendorf

Skalpelle No. 11

Feather Safety Razor Co.,
Osaka, Japan

Serum Rohrchen 5.5ml S-Monovette Sarstedt, Niimbrecht
Spritzen (5/10ml) BD Falcon, Heidelberg
Wellplatten 24 Loch TPP, Schweiz

2.1.9  Gerite

Autoklav Melatronic 23 Melag, Berlin

Brutschrank Heracell 240

Heraeus, Hanau

Digitalkameras EX-Z4 Casio, Japan
Polaroid DMC 3 Polaroid, Dreieich-

Sprendlingen

Farbekammer Coverplates Thermo Shandon, Frankfurt
a. M.

Glaskiivetten Roth, Karlsruhe

Heizplatte Monotherm H+P Labortechnik,
Oberschleilheim

Kryostat HM 500 OM Microtom, Berlin

Mikroskop Dialux 20 EB Leitz, Wetzlar

OP-Instrumente

Aesculap Braun, Melsungen

pH Meter pH 315

WTW, Weilheim
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Pipettierhilfe Falcon Express BD Falcon, Heidelberg

Sicherheitswerkbank Herasafe Heraeus, Hanau

Fluoreszenz-Messgerit Genios Tecan, Osterreich

Vortex Genie 2 Scientific Industries,
Bohemia, USA

Wasserbad GFL, Burgwedel

Waagen Analysenwaage Kern 770 Kern, Balingen-Frommern

Analysenwaage Kern EW
Wippe Polymax 2040 Heidolph, Schwabach
Blutbild-Analysator Advia 2120 Bayer, Leverkusen

Zentrifugen

Multifuge 3S-R
Combi-Spin FVL 2400

Biofuge fresco

Heraeus, Hanau
Kisker, Steinfurt

Heraeus, Hanau

2.1.10 Biomaterialien

Die Hyaluronséure-Gelatine-Kompositmatrix (Abb. 2-1 und 2-2) wurde vor jeden in dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuchen nach einem patentierten Herstellungsverfahren
(Europiisches Patent Nr.: EP1135177B1) frisch hergestellt. Das Hyaluronan-Gelatine-
Verhiltnis betrug stets 7:3. Dieses Mischungsverhiltnis hat sich in zahlreichen
Vorversuchen sowohl mechanisch als auch biologisch bewéhrt. Die PorengroBe der
Triagermatrizes (Hohe 4mm, @5mm) betrug 350-450um. Im Tiermodell wurden zwei

unterschiedliche geometrische Formen der Matrices verwendet:
o fiir das Stanzdefekt-Modell Zylinder (H6he 3mm, @2mm)
o fiir das Rissdefekt-Modell Quader (Ho6he 3mm, Lénge 4mm, Tiefe Imm)

In der Abbildung 2-2 wird anhand von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in der
linken und mittleren Spalte die hohe Porositit der Matrix und deren Sekundirporenbildung

dargestellt.
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Abbildung 2.2: Rasterelektronenmikroskopische Detailaufnahmen der

verwendeten Tissue Engineering Tragermatrix

2.1.11 Tiere

Fiir das Tiermodell wurden ménnliche New Zealand White Rabbits (2,5-3,5kg) vom
Anbieter Harland und Winkelmann (Borchen) verwendet. Die Tiere wurden im Tierstall

des Klinikums der Universitdt Regensburg unter artgerechten Bedingungen gehalten.

2.2  Methoden

2.2.1 Thrombozytenisolierung aus Vollblutproben

Um Thrombozyten aus Vollblutproben quantitativ moglichst effektiv zu isolieren, wurden

verschiedene Protokolle auf ihre Effizienz hin untersucht (siche Tabelle unten). Die
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notigen Blutproben entstammten dabei minnlichen Probanden, die folgende Kriterien
erfiillten: Sie waren Nichtraucher und hatten mindestens zwei Wochen vor
Probenentnahme keine Acetylsalicylsdure zu sich genommen, da diese Faktoren Einfluss
auf die Funktionsfdhigkeit von Thrombozyten haben konnen. Dies gilt auch fiir alle
weiteren durchgefiihrten Versuche.

Die Vollblutproben wurden durch Venenpunktion mit Hilfe von Butterfly-
Abnahmesystemen und Citrat-Rohrchen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden sie den
unterschiedlichen Aufreinigungsverfahren unterzogen, die sich vor allem in den G-Stérken
und der Dauer der einzelnen Zentrifugationsschritte unterschieden. Um die effektivste
Methode fiir die Thrombozytenisolation herauszufinden, wurden von allen angefertigten
Proben Ausstrichpriparate angefertigt und unter dem Mikroskop beurteilt (s.u.). Folgende
Tabelle gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Protokolle:

1. Zentrifugation 2. Zentrifugation Zusatzstoff(e)
Protokoll 1 300g, 5 Minuten 5000g, 5 Minuten Citrat
Protokoll 2 2300g, 20 Minuten | 1000g, 10 Minuten | Citrat
Protokoll 3 2300g, 20 Minuten | 2000g, 10 Minuten | Citrat
Protokoll 4 2300g, 20 Minuten | 3000g, 10 Minuten | Citrat
Protokoll 5 2300g, 20 Minuten | 4000g, 10 Minuten | Citrat
Protokoll 6 2300g, 20 Minuten | 4600g, 10 Minuten | Citrat
Protokoll 7 200g, 15 Minuten 4000g, 15 Minuten | Citrat, ACD-A

Im Folgenden wird das fiir die weiteren Versuche verwendete Protokoll (Nummer 7)
genauer beschrieben.

Die gewonnenen Blutproben wurden unter sterilen Bedingungen in 15 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und im Verhiltnis 5:1 mit ACD-A verdiinnt. Die Proben
wurden anschlieBend im ersten Schritt 15 Minuten bei 200g ungebremst bei 22°C
zentrifugiert. Dabei sedimentiert die Erythrozytenfraktion unten und wird von Plasma
iiberschichtet. Zwischen diesen beiden Fraktionen befindet sich der so genannte Buffy-

105 Mitsamt dem Plasma wurde

Coat, eine Schicht aus Leukozyten und Thrombozyten
diese Schicht in ein neues 15ml Zentrifugenrdhrchen mit Hilfe einer Plastik- Pipette
tiberfiihrt. Diese Plasma — Zellsuspension wurde wiederum 15 Minuten bei nunmehr 4000g
unter sonst gleichen Bedingungen wie im ersten Schritt zentrifugiert. Dabei sedimentiert
unten ein Zellpellet und dariiber das Plasma, welches mit einer Vakuumpumpe vorsichtig

abgesaugt wurde, um die Zellen isoliert zu erhalten.
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2.2.2  Zellzéhlung

Um den prozentualen Anteil sowie die absoluten Zellzahlen der aus einer Vollblutprobe
isolierten Thrombozyten nach dem verwendeten Protokoll beurteilen zu kénnen, wurden
maschinelle Zellzdhlungen durchgefiihrt, die im Prinzip der Anfertigung eines

Differentialblutbildes entsprechen.

2.2.2.1 Probengewinnung und Aufarbeitung

Vier Probanden wurde jeweils Sml vendses Blut mit einem Citratrohrchen entnommen, aus
dem ein Differentialblutbild angefertigt wurde. Weiter wurden den Probanden jeweils
10ml venodses Blut mit Citratr6hrchen abgenommen und wie unter Punkt 2.2.1 ein
Zellpellet isoliert. 10ml wurden gewéhlt, um moglichst den Bedingungen, unter welchen
im Tiermodell verfahren wurde, zu entsprechen. Die Zellpellets wurden anschlieBend mit
2ml D-PBS vorsichtig mit einer 1ml Pipette durch mehrmaliges Aufsaugen und Ablassen

resuspendiert.

2.2.2.2 Automatisierte Zellzdhlung

Die Thrombozytenzahlen der aufbereiteten Proben wurden mit Hilfe eines
vollautomatischen Blutbildgerites ermittelt.

Aus den gemessenen Zellkonzentrationen wurden die Absolutzahlen der Zellen anhand der
Formel c=n/V berechnet und unter Beriicksichtigung der Volumina, in denen sie gemessen

wurden, verglichen (c= Konzentration, n= Stoffmenge, V= Volumen).

2.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

2.2.3.1 Probenaufbereitung

Aus 5ml Vollblut eines mannlichen Probanden wurden, wie unter Punkt 2.2.1 beschrieben,

Zellen isoliert und zur weiteren Verarbeitung in ein Reaktionsgefal} iiberfiihrt.

2.2.3.2 LIFE/DEAD —Kit

Die Zellpriaparation wurde zunédchst nach Herstellerprotokoll mit dem LIFE/DEAD - Kit

gefarbt. Dazu wurde Iml der vom Hersteller vorgegebenen Kit-Losung der
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Zellenprdparation zugegeben. AnschlieBend wurde diese Suspension mit D-PBS soweit
unter standiger mikroskopischer Kontrolle von Proben verdiinnt, dass sie abzihlbar waren.
200ul der Suspension wurden entnommen und damit ein Objekttriger {iberschichtet. Von
dem Prdparat wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop, das zundchst mit einem
Fluoreszenzfilter versehen war, eine Aufnahme angefertigt. AnschlieBend wurde, ohne den
Objekttrager zu bewegen, ein weiteres Bild angefertigt; diesmal jedoch mit Durchlicht und
eingestelltem Phasenkontrast. Um die Anzahl lebender Zellen mit abgestorbenen
vergleichen zu konnen, wurden die digitalisierten Bilder mit Hilfe eines
Bildbearbeitungsprogramms {ibereinander gelegt und die Deckkraft um jeweils 50%
reduziert. Auf diese Weise war es moglich, die Gesamtzellzahl mit der Zahl der lebendigen

Zellen zu vergleichen. In jedem Bilderpaar wurden jeweils vier Quadranten ausgezahlt und

ausgewertet.

— 20 20pm — 20N
Abbildung 2.3: Abbildung 2.4: gleiches Abbildung 2.5: Abb.
Thrombozytenisolation Bild wie Abb. 2.3 - nur mit 2.3 + 2.4 Ubereinander
(LIVE-DEAD-KIT); Durchlicht. gelegt. Deckkraft
FluoreszenZzfilter. jew. um 50% reduziert.

2.2.4 Trigermatrixbeladung

Um zu {iberpriifen, mit welcher Methode Matrices mit den isolierten Zellen am
effektivsten besetzt werden konnen und wie sich die Zellen nach Beimpfung in einer
Matrix verteilen, wurde dies durch Anfertigung von Gefrierschnitthistologien néher
untersucht. Dabei wurden sowohl zylindrische als auch quaderférmige Matrices
untersucht, da diese spiter im Tiermodell verwendet wurden.

Zunichst wurde ein Zellpellet aus 10ml Vollblut eines Probanden wie unter Punkt 2.2.1
isoliert. Auf das Pellet wurde eine Matrix gesetzt und gewartet, bis sie Feuchtigkeit und
Zellen aufgesaugt hatte. Um die Ausbeute an Zellen in der Matrix zu erhohen, wurde sie

manuell mit einem Spatel komprimiert, damit sie beim selbstdndigen Entfalten &hnlich
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einem Schwamm weitere Zellen aufnehmen konnte. Aus den mit Zellen besetzten Matrices

wurden Gefrierschnitthistologien (s.u.) angefertigt.

2.2.5 Histologie

Alle verwendeten Adhidsiv-Objekttrager wurden zusétzlich mit einer Gelatine-Suspension

beschichtet, um eine bessere Adhésion der Priparate zu gewéhrleisten.

2.2.5.1 Analyse der Zellpellets mittels Ausstrichhistologie

Auf einen Objekttrager wurde ein Tropfen der Zellsuspension aufgebracht und mit Hilfe
eines weiteren Objekttragers gleichméBig verteilt. Nachdem das Préparat durch
Verdunstung getrocknet war, wurde es fiir 5 Minuten zur Fixierung mit Methanol
iiberschichtet. Danach wurde es vorsichtig mit entionisiertem Wasser abgespiilt und fiir ca.
5 Minuten mit einer 0,1%igen DMMB-Férbelosung iiberschichtet. AnschlieBend wurde es
wieder mit entionisiertem Wasser gespiilt und in einer aufsteigenden Reihe von 2-
Propanol-Bédern (70%, 80%, 90%, 100%) entwissert. Nach einem Xylol-Bad (10

Minuten) wurde es mit Deckglidsern und DePex eingedeckt.

2.2.5.2 Gefrierschnitthistologie

Die Thrombozyten Matrix-Priparate wurden zundchst fiir zwei Stunden in 15ml
Zentrifugenrdhrchen mit Methylformalin zur Fixierung {iberschichtet. AnschlieBend wurde
das Fixans mit Methanol-Phosphatpuffer fiir 30 Minuten ausgewaschen. Daraufthin wurden
die Préparate mit 0,1M Phosphatpuffer zwolf Stunden lang inkubiert. Hierauf folgte eine
aufsteigende Saccharosereihe. Fiir jeweils 2 Stunden wurden die Préparate mit 10%iger
und 20%iger Saccharoselosung iiberschichtet, zuletzt 12 Stunden mit 30%iger
Saccharoseldsung. Diese wurde anschlieBend zur Hilfte durch Tissue-Tec ersetzt.

Die Meniskuspriaparate wurden zundchst wie oben beschrieben fixiert und anschlieend
mit 2 radidren Schnitten in 3 Teile mit Hilfe einer Rasierklinge geteilt. Dabei wurde der
erste Schnitt kurz vor der Defektstelle gesetzt und der zweite kurz dahinter. Die dabei
entstandenen Teile wurden so in Tissue-Tec bei -30°C in einen Block eingefroren, dass die
Schnittflaichen nach unten zeigten und man in den Histologieschnitten die Defektstellen in

Horizontalschnitten beurteilen konnte. Die Gefrierschnitte wurden in einer Schichtdicke

31



Material und Methoden

von 10um angefertigt und mit beschichteten Objekttragern aufgenommen. Zur weiteren

Untersuchung wurden verschiedene Farbungen angefertigt.

2.2.5.3 Férbungen

2.2.5.3.1 Toluidinblaufiarbung

Die Schnitte wurden 5 Minuten lang in einer Glaskiivette mit Aqua dest. gespiilt, um
restliches Tissue-Tec zu entfernen. Dann wurden sie unter Blickkontrolle zwischen 20 und
30 Sekunden lang in einer 0,1%igen Toluidinblau-Losung gefarbt. Nachdem sie
anschlieBend kurz mit Aqua dest. gespiilt worden waren, erfolgte das Entwissern in einer
aufsteigenden Reihe von 2-Propanol Bidern (70%, 80%, 90%, 100%), in die die Priparate
jeweils kurz getaucht wurden. Weitere 10 Minuten wurden die Priparate in technisches

Xylol getaucht und anschlieBend mit DePex und Deckglésern eingedeckt.

2.2.5.3.2 Immunhistochemische Verfahren (Kollagen I und II)

Hierfir wurden kommerziell erhiltliche Farbekammern verwendet.

Tagl

Die Objekttriger wurden zunichst in Shandon-Coverplate®-Halterungen eingespannt und
mit Waschpuffer blasenfrei befiillt. Die angegebenen Mengen an Reagenzien wurden

jeweils pro Priparat in die dafiir vorgesehenen Offnungen pipettiert.

1. Dreimal Waschpuffer, wobei nach jedem Befiillen gewartet wurde, bis der

Waschpuffer aus den Fiilloffnungen abgelaufen war

2. 200ul 0,1%ige Pepsin Andauldsung fiir 15min

3. Dreimal Waschpuffer wie unter Punkt 1

4. 200ul Blockingpuffer mit Serum fiir 30 Minuten

5. 150ul der jeweiligen Primirantikorpersuspension iiber Nacht auf einer Wippe
Tag I1

6. Dreimal Waschpuffer wie unter Punkt 1

7. 150ul der Sekundérantikorpersuspension fiir eine Stunde

8. Dreimal Waschpuffer wie unter Punkt 1
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9. 150u1 Phenylhydrazinlosung fiir 10 Minuten

10.  Absittigung der endogenen Peroxidase durch 150ul Phenylhydrazinlésung mit
unmittelbar vorher zugegebenem H,O, (301, 6%) fiir 20 Minuten

11.  Dreimal Waschpuffer wie unter Punkt 1

12. 150ul Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe (ABC-Kit) fiir 90 Minuten

13.  Uberfiihrung der Objekttriger in eine mit Waschpuffer gefiillte Glaskiivette

14.  Zur Entwicklung wurden die Schnitte mit einem DAB-Kit unter Blickkontrolle
tiberschichtet

15.  Kurzes Abspiilen mit Aqua dest.

16.  Entwéssern in aufsteigender 2-Propanol Reihe (70%, 80%, 90%, 100%) durch
kurze Tauchbéader

17.  Bad in technischem Xylol fiir 10 Minuten

18.  Eindeckeln

2.2.6 In vitro-Analysen der Wachstumsfaktoren PDGF-AB, TGF-1 und VEGF
2.2.6.1 Prinzip des Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Mit Hilfe der ELISA-Technik ist es moglich, Molekiile, die Triger bestimmter
Antigenstrukturen sind, in Probenmaterial nachzuweisen und deren Konzentration zu
quantifizieren. Dabei kommen zwei Antikorper zum Einsatz, die beide spezifisch an das
nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Antikdrper an
unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig behindern
wiirden. Der erste Antikoper, auch Capture-Antikdrper genannt, wird an eine feste Phase
(meist spezielle 96-Well-Mikrotiterplatte) gebunden. Die Probe mit dem nachzuweisenden
Antigen wird dann in die Wells gegeben und eine Zeit lang inkubiert. Dabei bindet der
Capture-Antikorper das in der Probe vorhandene Antigen. Nach Ablauf der
Inkubationsphase wird die Platte gewaschen. Die ungebundenen Bestandteile der Probe
werden dadurch entfernt und zuriick bleibt nur das am Capture-Antikérper gebundene
Antigen. Im néchsten Schritt wird ein biotinylierter Detektions-Antikorper zugegeben, der
wiederum an das Antigen bindet. Ungebundene Detektions-Antikorper werden wiederum
durch  Waschen entfernt. Nun wird ein  Enzymkomplex  (Streptavidin-
Meerrettichperoxidase)  zugegeben, der an den  biotinylierten  Teil des
Detektionsantikdrpers bindet. Wieder werden ungebundene Enzymkomplexe durch

Waschen entfernt. Im nidchsten Schritt wird ein Chromogen als Substrat (bei uns
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Tetramethylbenzidin) zugegeben, das vom Enzymkomplex zu einem fluoreszierenden
Produkt umgesetzt wird. Um die Reaktionszeit zu standardisieren, wird nach 20 Minuten
Schwefelsdure hinzugegeben, um den Substratumsatz zu stoppen. Diese Reaktion kann in
einem Photometer verfolgt werden. Die Intensitét der Farbe ist dabei der Konzentration des
entstandenen Produkts und damit auch der Konzentration des zu bestimmenden Antigens
in der Probe proportional. Mit Hilfe von Standardkurven konnen die Antigen-
Konzentrationen der untersuchten Proben aufgrund der gemessenen Extinktion ermittelt

werden.

2.2.6.2 Ermittlung eines geeigneten Mediums
2.2.6.2.1 Medienautbereitung
2.2.6.2.1.1 Gruppe A: Serum

Bei den Pobanden wurde zundchst mit Serumréhrchen Vollblut entnommen. Um eine
ausreichende Gerinnung zu gewaihrleisten, wurde 45 Minuten gewartet, bis die Proben
weiter aufbereitet werden konnten. Nach einer zehnminiitigen Zentrifugation mit 2000g
wurde der Serumiiberstand abgenommen und mit einem Sterilfilter der PorengrofBe 0,45um
filtriert, um mogliche Zellreste zu beseitigen. AnschlieBend wurde er noch 30 Minuten bei

56* C hitzeinaktiviert, um den Gehalt an endogenen Wachstumsfaktoren zu reduzieren.

2.2.6.2.1.2 Gruppe B: Plasma

Den Probanden wurde mit Citrat-Rohrchen 30ml Vollblut abgenommen und die Proben
wie unter Punkt 2.2.1 bis zur 1. Zentrifugation aufbereitet. Dann wurden die Plasma-
Uberstinde inklusive Buffy Coat in einem Zentrifugenrdhrchen gesammelt und
anschlieBend gleichmidflig auf 2 Zentrifugenrdhrchen verteilt. Nach dem 2.
Zentrifugationsschritt wurde das Plasma gesammelt und steril filtriert. Die Zellpellets

wurden im weiteren Versuch verwandt.

2.2.6.2.2 Probenaufbereitung

Die unter Punkt 2.2.6.2.1.2 beschriebenen zwei Proben mit dem Gesamtvolumen von
jeweils ca. 100ul wurden mit 60ul des entsprechenden Mediums (Plasma oder Serum)

verdiinnt, um die Proben besser pipettieren zu kénnen. Pro geplanten Entnahmezeitpunkt
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wurden jeweils 20ul der Zellsuspension mit einer 100ul Eppendorfpipette auf eine Matrix
pipettiert und diese in ein Loch einer 24-Wellplatte verbracht. In jeder Gruppe entstanden
so 4 zellbesetzte Matrices. Um eine gleichmifBige Verteilung der Zellen zu ermdglichen,
wurde 15 Minuten gewartet und anschlieBend pro Matrix je nach Gruppe 1ml Plasma,
bezichungsweise 1ml Serum als Medium zugegeben. Als Negativkontrollen wurden
Matrices ohne Zellen mit dem jeweiligen Medium verwendet. Die Pridparate wurden

anschlieBend in Brutschrianken bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2.2.6.2.3 Probenentnahmen

Zu den Zeitpunkten Oh, 8h, 24h, 48h, 192h wurden die Proben entnommen. Nur der Oh-
Wert wurde sowohl fiir die positiv- als auch fiir die Negativ-Kontrollgruppe verwendet.

Bei den Probenentnahmen wurde zundchst das Medium abpipettiert und in zwei spitze
1,5ml Reaktionsgefde verteilt. Um keine Matrixreste in beiden Gruppen, und keine
Zellbestandteile in der Positiv-Kontrolle fiir die weitere Auswertung zu erhalten, wurden
die Proben 5 Minuten bei 10.000 U/min (Eppendorfzentrifuge) zentrifugiert und nur der
Uberstand isoliert. Dieser wurde zu drei gleichen Portionen in ReaktionsgefilBe aufgeteilt

und bei -20°C fiir die spétere Analyse eingefroren.

2.2.6.3 Wachstumsfaktorenbestimmung

Aufgrund der Erkenntnisse, die man aus dem Vorversuch gewonnen hatte, wurde als

Medium autologes Plasma verwendet.

2.2.6.3.1 Probenaufbereitung und Mediengewinnung

Vier Probanden wurde insgesamt 60ml Vollblut mittels Venenpunktion in Citrat-R6hrchen
abgenommen und die Proben nach der Vorgehensweise wie unter Punkt 2.2.1 aufgereinigt,
wobei pro Proband jeweils ein Zellpellet entstand. Das Plasma iiber dem Zellpellet wurde
bei jeder Probe separat isoliert und zur Herstellung des Kulturmediums in einem 50ml-
Zentrifugenrdhrchen gesammelt und anschlieBend steril filtriert.

Um das Zellpellet pipettieren zu konnen, wurde es mit einer geringen Menge an Plasma
resuspendiert, sodass ein Gesamtvolumen von 230ul entstand. Mit jeweils 40ul dieser

Zellsuspension wurden fiinf zylindrische Matrices (ECM 124) mit Hilfe einer 100ul-
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Eppendorfpipette beimpft und jeweils in ein Loch einer 24-Well-Platte verbracht. Um den
Zellen die Moglichkeit zu geben, sich gleichmiBig in der Matrix zu verteilen, wurde 15
Minuten gewartet, bis jeweils 1,2ml des autologen Plasmas hinzugegeben wurde. Die
leeren Locher der 24-Well-Platte wurden mit PBS-Medium befiillt, um eine mdoglichst
feuchtigkeitsgesittigte Luft um die Locher herum zu erhalten und somit einer Verdunstung
des Plasmas, wie es im Vorversuch zu beobachten war, wihrend des Versuchsablaufes
entgegenzuwirken. Als Leerwertkontrolle wurde 1,2ml autologes Plasma zu einer Matrix
ohne Zellen zugegeben.

Die Préparate wurden anschlieBend in Brutschrianken bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

2.2.6.3.2 Probenentnahmen

Zu den Zeitpunkten Oh, 6h, 12h, 24h, 48h, 192h wurden die Proben entnommen. Nur der
Oh-Wert wurde sowohl fiir die Positiv- als auch fiir die Negativ-Kontrollgruppe verwendet.

Ansonsten wurde wie unter Punkt 2.2.6.2.3 vorgegangen.

2.2.6.4 Auswertung der Proben mittels ELISA

Alle durchgefiihrten Messungen wurden pro Entnahmezeitpunkt dreifach bestimmt.

2.2.6.4.1 Verwendetes Protokoll

Bis auf die zusitzliche Aktivierung von latentem TGF-81 und der Verwendung
delipidierten Serums zum Blocken fiir die Vorbereitung der Mikrotiterplatten beim TGF-
31- ELISA wurden bei der Durchfiihrung der ELISA alle Proben der unterschiedlichen
Wachstumsfaktoren dem gleichen Protokoll unterzogen. Deshalb wird im Folgenden die
Durchfiihrung der ELISA nur einmal exemplarisch erldutert. Die fiir die jeweiligen
Wachstumsfaktoren spezifischen Arbeitskonzentrationen der Fang- bzw. Detektions-
Antikorper sind dem Punkt 2.1.6.3 zu entnehmen. Die Mengen der zugegebenen
Reagenzien wurden jeweils pro Loch der verwendeten 96-Loch-Mikrotiterplatten
hinzugefiigt. Vor jedem Schritt wurden die Reagenzien des vorigen Schrittes durch

dreimaliges Waschen entfernt.
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Aktivierung von latentem TGF-B1

. Zugabe von 100ul Essigsdure-/Harnstoffarbeitslosung zu 100ul des

Probenmaterials, anschlieendes Durchmischen und 10 Minuten Inkubation bei

Raumtemperatur

. Neutralisieren mit 100pul NaOH-/ HEPES-Arbeitslosung und Durchmischen
. Zugabe von 900ul Reagenz Losung (damit wurde das Probenmaterial insgesamt

um den Faktor 12 verdiinnt)

Vorbereitung der Mikrotiterplatten (TGF-B1)

100ul Arbeitslosung des Fang-Antikorpers (Konzentrationen siehe Punkt 2.1.6.3) —
Abdecken mit Parafilm und Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur

. Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer

. Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit jeweils 300ul Blockingpuffer bei
Raumtemperatur eine Stunde

Dreimaliges Waschen wie unter Punkt 2

Vorbereitung der Mikrotiterplatten (PDGF-AB und VEGF)

100ul Arbeitslosung des Fang-Antikorpers (Konzentrationen siehe Punkt 2.1.6.3) -
mit Parafilm abgedeckt und Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur

. Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer
3. Blocken mit jeweils 300ul Reagenz Losung bei Raumtemperatur eine Stunde

. Dreimaliges Waschen wie unter Punkt 2

Durchfithrung des ELISA (PDGF-AB, TGF-81. VEGF)

100pl des Probenmaterials bzw. der Standards — zusétzlich wurden
Verdiinnungsreihen angelegt — Abdecken und Inkubation 2 Stunden bei
Raumtemperatur

. Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer

100ul des jeweiligen Detektion-Antikorpers (Konzentrationen siehe Punkt 2.1.6.3);
2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur

Dreimaliges Waschen wie unter Punkt 2
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5. 100ul Streptavidin-HRP-L&sung; Abdecken und unter Lichtschutz 20 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur

6. Dreimaliges Waschen wie unter Punkt 2

7. 75ul TMB-Gebrauchslosung; Abdecken und unter Lichtschutz 20 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur

8. 125ul 1M Schwefelsdure (=Stoplésung)

9. Messung mit Photometer bei 450nm

2.2.7 Reparatur von avaskuliren AuBBenmeniskusdefekten im Tiermodell

2.2.7.1 Operationsablauf und Technik

Die Anésthesie der Neuseelandhasen wurde mit einer Dosis von 0,6ml/kg aus einer Mixtur
von Iml Ketamin 10% und 1ml Xylazin 2% mittels glutealer i.m. Injektion durchgefiihrt.
Um die fiir die Priparation des Zellpellets bendtigten 10ml Vollblut zu erhalten, wurde die
Arterie eines Ohres punktiert und das Blut in Citratréhrchen gesammelt. Die Isolierung des
Zellpellets erfolgte unter sterilen Bedingungen wie unter Punkt 2.2.1. Damit wurde wie
unter 2.2.4 je nach Versuchgruppe entweder eine zylindrische oder quaderférmige Matrix
beimpft.

Die Knie des Tieres wurden vor der Operation enthaart. Fiir die Operation wurde das Tier
in Riickenlage positioniert und das OP-Gebiet steril abgedeckt. Am Knie erfolgte lateral
parapatellar eine Léngsinzision vom distalen Femurdrittel bis zur Tuberositas tibiae. Die
Gelenkkapsel wurde eréffnet und der Hoffa-Fettkorper partiell reseziert. Die anterolaterale
Gelenkkapsel wurde proximal partiell von der lateralen Femurkondyle gelost und die
Gelenkkapsel von der anterioren Kante des lateralen Kollateralbandes disseziert. Danach
erfolgte die anteriore Luxation des lateralen Meniskus.

In der einen Gruppe wurde anschlieBend mit einer Biopsiestanze im avaskuldren Bereich
der Pars intermedia des AuBenmeniskus ein im Durchmesser 2mm grofler Stanzdefekt,
beziehungsweise in der anderen Gruppe mit einem Skalpell ein ca. 4mm langer Rissdefekt

gesetzt und wie folgt bestiickt:
e linkes Knie: mit Thrombozytenkonzentrat besetzte Hyaluronséure-Gelatine-

Kompositmatrix

e rechtes Knie: zellfreie Hyaluronsiure-Gelatine-Kompositmatrix
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Der Rissdefekt wurde anschlieBend mit einer Adaptationsnaht versorgt. Die Matrices des
Stanzdefekts wurden pressfit ohne weitere Fixierung eingebracht. Nach Reluxation des
lateralen Meniskus wurde die anterolaterale Kapsel in anatomischer Position readaptiert (4-
0 Vicryl-Faden) und die Gelenkkapsel verschlossen (4-0 Vicryl-Faden). Die Hautnaht
erfolgte intrakutan ebenfalls mit bioresorbierbarem Nahtmaterial. Die Laufzeiten der

einzelnen Gruppen betrugen jeweils 6 beziehungsweise 12 Wochen.

2.2.7.2 Meniskengewinnung

Die Anisthesie wurde wie unter Punkt 2.2.7.1 durchgefiihrt. Die Knie wurden
anschlieBend enthaart und das Tier mit einer intravendsen Applikation von 2ml Narcoren®
an einer Ohrvene getotet. Danach erfolgte die Entnahme der AuBenmenisken nach
Querdurchtrennung der Patellarsehne, der Kollateral- und Kreuzbiander, sowie der
Kapselstruktur. Die Auflenmenisken wurden makroskopisch beurteilt und photographiert.
Zur weiteren Analytik wurden Gefrierschnitthistologien wie unter Punkt 2.2.5.2 angefertigt

und mit unterschiedlichen Farbemethoden behandelt.

2.2.7.3 Scoring

Um die Defektheilung qualitativ bewerten zu konnen, wurde auf einen Score mit hoher
interner Konsistenz (Cronback’s alpha = 0,88) zuriickgegriffen, der speziell fir
Tiermodelle dieser Art entwickelt und bereits in mehreren Versuchen erprobt wurde. Die
Einzelwerte lassen sich zu einem Gesamtscore zusammenfassen, der Werte zwischen 0

(= kein Reparaturgewebe) bis 24 (= meniskustypisches Reparaturgewebe) annehmen kann.
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Scoringwert 0 1 2 3
1. Makroskopische . . N N o
Defektfiillung keine Fiillung <25% 25-75% >75%
. keine . . meniskoider

2. Oberfldche Oberfliche Komplettriss | rau, zerkliiftet Schichtaufbau

partielle, beidseits partielle komplette distale
3. Integration keine Integration | einseitige bzw. einseitig und proximale

Integration komplette Integration | Integration

<10 Zellcluster/

~10 Schnitt meniskusédhnliches
4. Zellzahl keine Zellen Zellc.luster/ Zell/ Matrixverhéltnis | Verhéltnis

Schnitt

>0,5
keine <259
5. Zellverteilung/ meniskoiden meni:koi de 25-75% meniskoide >75% meniskoide
-morphologie Zellen, Zellen Zellen
. Zellen
Fibroblasten

6. Proteoglykangehalt | keine Farbung <25% 25-75% >75%
7. ggﬁﬁfen TypIl- 1y in Kollagen 11 | <25% 25-75% >75%
8. Stabilitit keine Stabilitit | "SI formstabil druck- und

gerissen zugelastisch

2.2.7.4 Statistik

Begonnen wurde mit der Erstellung einer deskriptiven Statistik mit Errechnen des
Mittelwertes und der Konfidenzintervalle bezogen auf die Gesamtscoring-Ergebnisse. Dies
erfolgte sowohl fiir die behandelten Gruppen, als auch fiir die Kontrollgruppen der
zellfreien  Hyaluronsdure-Gelatine-Kompositmatrix =~ unter  Berticksichtigung  der
verschiedenen Laufzeiten von 6 Wochen und 3 Monaten. Die Ergebnisse wurden in
Histogrammen dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS, wobei ein gepaarter
T-Test (p<0.05) durchgefiihrt wurde. Fiir die graphische Darstellung wurde mit Microsoft

Excel gearbeitet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ausstrichhistologie der isolierten Thrombozyten

Wichtige Grundlage aller Untersuchungen war eine sowohl quantitativ effektive, wie auch
moglichst  zellschonende = Thrombozytenisolierung aus  Vollblutproben.  Unter
Bertiicksichtigung dieser Kriterien wurden verschiedene in der Literatur beschriebene

Verfahren durchgefiihrt und beurteilt.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Protokollen (s.0.) konnte nur mit der
Kombination aus 15 Minuten Zentrifugation bei 200g im ersten Schritt und 15 Minuten bei
4000g im zweiten Schritt des mit ACD-A versetzen Vollbluts eine suffiziente Ausbeute an
Thrombozyten erreicht werden. Die Menge an Thrombozyten reichte dabei aus, um die im

Versuch verwandten Kompositmatrices vollstindig mit Zellen zu besetzen.

Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen mit 1,9-Dimethyl-Methylenblau (DMMB) gefirbte
Ausstrichhistologien. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch das Versuchsergebnis einer
Thrombozytenisolierung, die anhand eines Protokolls (siehe 2.2.1, Protokoll Nr. 1)
durchgefiihrt wurde, das nicht zur gewiinschten maximalen Ausbeute und Konzentrierung

der Zellen fiihrte.

Abbildung 3.2 zeigt das Ergebnis einer Zellisolation, die anhand des Protokolls
durchgefiihrt wurde, das in den gesamten weiteren Versuchen verwendet wurde (siche
2.2.1, Protokoll 7). Dabei konnte eine maximale Konzentrierung von Thrombozyten

erreicht werden.
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Abbildung 3.1: Ausstrichhistologie einer Abbildung 3.2: Ausstrichhistologie einer
Zellisolation mit mangelhafter Ausbeute Zellisolation. Zu sehen sind fast
(DMMB). ausschlie3lich Thrombozyten (DMMB).
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3.2 Histologie der Triagermatrices mit Zellen

Es konnte histologisch nachgewiesen werden, dass es mdglich ist, Hyaluronséure-Gelatine-
Kompositmatrices effektiv mit Thrombozyten zu besetzen, indem man die Matrix auf das
isolierte Zellpellet gibt und die Matrix sich nach manueller Kompression &hnlich einem

Schwamm beim Entfalten mit Thrombozyten fiillt.

Abbildung 3.3 und 3.4 zeigen DMMB-gefarbte Gefrierschnitthistologien von Matrices,
die, wie oben beschrieben, mit Zellen besetzt wurden. Abbildung 3.3 zeigt einen
Querschnitt durch eine zylindrische Hyaluronséure-Gelatine-Kompositmatrix in 3,2-facher
Vergroferung. Die Poren der Matrix sind mit Zellen gefiillt. Abbildung 3.4 zeigt einen
Ausschnitt in 40-facher Vergrof3erung.

Abbildung 3.3: Gefrierschnitthistologe Abbildung 3.4: Gefrierschnitthistologe
einer mit Zellen besetzten Kompositmatrix einer mit Zellen besetzten
(DMMB). Kompositmatrix(DMMB). Pfeil:

Kompositmatrix.

3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zu diesem Zweck wurde ein LIVE/DEAD-Kit verwendet, der mit den zwei Komponenten
Calcein AM und Ethidium-Homodimer-1 die Aussage ermdglicht, ob Zellen vital oder
abgestorben sind. Wird Calcein in Zellen aufgenommen, so erhélt es durch intrazelluldre
Esterasen vitaler Zellen FEigenschaften, welche unter Beleuchtung mit einer
Fluoreszenzlampe bei einer Wellenldnge zwischen 495nm und 515nm eine griine
Fluoreszenz hervorrufen. Ethidium-Homodimer-1 farbt abgestorbene Zellen unter einer
Fluoreszenzlampe mit einer Wellenldnge zwischen 495nm und 635nm rot. Das Prinzip
beruht darauf, dass Ethidium-Homodimer-1 in Zellen mit beschéddigter und somit pordser
Zellmembran eindringen kann und an Nukleinsduren bindet, was zur Folge hat, dass eine

fluoreszierende Verbindung entsteht. Da aber Thrombozyten, die fiir die Untersuchungen
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von eigentlichem Interesse waren, weder DNA noch RNA in ausreichenden Mengen
besitzen, konnte der Nachweis von toten Zellen mit Ethidium-Homodimer-1 fiir
Thrombozyten nicht verwendet werden. Deshalb wurde die Vorgehensweise wie oben

beschrieben (Material und Methoden) modifiziert.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde exemplarisch anhand einer Probenaufbereitung
durchgefiihrt. Die angefertigten Bilder (n=4) wurden in 4 Quadranten geteilt und vitale und

abgestorbene Zellen ausgezihlt.

3.3.1 Ergebnisse der Auszihlung

Durchschnittlich waren 94% vital (Standardabweichung=10) und 6% abgestorben
(Standardabweichung=10) (siche Diagramm 3.1).

LIVE-DEAD-KIT

120
100 T

80 W avitale

Thrombozyten
% 60 )
O vitale
40 Thrombozyten
20
0 ;

Diagramm 3.1: Prozentuale Verteilung vitaler und
avitaler Zellen.

3.4 Automatisierte Zellzdhlung

Um die Effektivitdt der Thrombozytenisolierung ndher beurteilen zu konnen, wurde
anhand der Anfertigung von Differentialblutbildern die Absolutzellzahlen der

Thrombozyten in Vollblutproben mit den Proben der isolierten Thrombozyten verglichen.

Im Mittel konnte eine Ausbeute von 70% der Thrombozyten aus den Vollblutproben erzielt

werden (Standardabweichung 0,054).

Diagramm 3.2 zeigt in einer Gegeniiberstellung von Absolutzellzahlen, wie viele der in

Vollblutproben enthaltenen Thrombozyten von Probanden (n=4) isoliert werden konnten.
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Zellzahlung

2.500.000.000

2.000.000.000

1.500.000.000 - min 9,5ml Vollblut

1.000.000.000 - O Isoliertes Pellet

500.000.000 -

0 T T T

Absolutzahlen Thrombozyten

Diagramm 3.2: Ergebnisse der automatisierten Zellzahlung der
Vollblutproben und Zellpellets.

Die erhaltenen Zellpellets aus ca. 9,5ml Vollblut hatten Volumina im Mittel von 50pul.
Durchschnittlich waren in den 4 untersuchten Pellets 1,24*10° Thrombozyten enthalten.

Daraus errechnet sich eine Thrombozytenkonzentration von ca. 24,74*10%/ul pro Pellet.

Eine moglichst effektive Ausbeute an Thrombozyten war deshalb von zentralem Interesse,
da im in-vivo Modell zur Regeneration von avaskuldren Meniskusdefekten mit Kaninchen
gearbeitet wurde, bei denen man nicht uneingeschrinkt Blut entnehmen konnte, um sie
nicht vital zu gefihrden. Die mit der oben beschriebenen und im in-vivo Modell
angewandten Methode der Zellisolierung ergab ein aus Thrombozyten bestehendes Pellet,
das hinsichtlich seines Volumen exakt zur vollstindigen Besetzung einer Hyaluronsdure-

Gelatine-Kompositmatrix ausreichte.
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In Diagramm 3.3 sind pro Proband die prozentualen Ertrige an Thrombozyten aus den

Vollblutproben dargestellt.

Ausbeute Thrombozyten aus Vollblut
100
80
60 - — —_— || |m Proband 1
% O Proband 2
40 4 1 1 [~ |@ Proband 3
O Proband 4
20 - 1 1 H——
0 |
Probanden

Diagramm 3.3: Darstellung der prozentualen Ausbeute von

Thrombozyten aus Vollblutproben.

Diagramm 3.4 zeigt anhand gestapelter Sdulendiagramme die Zusammensetzung der
einzelnen Zellisolationen. Dabei ist ersichtlich, dass nahezu ausschlieBlich Thrombozyten

isoliert wurden (Mittelwert= 99,88%, Standardabweichung= 0,01).

Differentialblutbild

800.000+

700.000+

600.000+

500.000+

400.0007 m Summe anderer Zellen/pl

Zellzahl \ il

300.000+ m Thrombozyten/pl

200.000+

100.000+

[

1 2 3 4

Probanden

Diagramm 3.4: Darstellung der Zellpellet-Differentialblutbilder von vier

Probanden anhand gestapelter Saulendiagramme.
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3.5 Freisetzungskinetik von PDGF-AB, TGF-B1 und VEGF

Uber einen Zeitraum von 8 Tagen wurden die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren
PDGF-AB, TGF-B1 und VEGF, die aus thrombozytenbesetzten Kompositmatrices im
Kulturmedium freigesetzt wurden, zu definierten Zeitpunkten bestimmt.

Dabei war das verwendete Zellmaterial ausschlieBlich humanen Ursprungs. Zwar wurde
das in-vivo Modell an Kaninchen durchgefiihrt, jedoch wurden fiir die Untersuchungen
Blutproben in quantitativ groBerem Umfang bendtigt, welche aus Kaninchen nur in sehr
begrenztem Umfang zu gewinnen sind.

Fiir jeden zu bestimmenden Zeitpunkt wurde eine eigene Probe aufbereitet und die
Konzentration an Wachstumsfaktoren im Medium ermittelt. Jeder im Medium gemessene
Wert wurde im Versuch zur Abkldrung des am besten geeigneten Mediums zweifach, im
Hauptversuch dreifach bestimmt. Ein Medienwechsel wurde wéhrend der Versuchsdauer
nicht durchgefiihrt, da die gesamte Menge an Wachstumsfaktoren, die wahrend des
Versuchszeitraumes freigesetzt wurden, bestimmt werden sollte.

Zur besseren Vergleichsmoglichkeit wurden die Ordinaten in den Diagrammen einheitlich

skaliert.

3.5.1 Abklidrung des geeigneten Mediums

Um zu klédren, in welchem Umfang aus thrombozytenbesetzten Matrices im Zeitverlauf
Wachstumsfaktoren freigesetzt werden, wurde dies im in-vitro Modell mit Hilfe des
ELISA-Verfahrens nachvollzogen. Dabei war es von besonderem Interesse, die
Versuchsbedingungen mdglichst denen des in-vivo Modells anzugleichen. Wesentlicher
Bestandteil dieser Uberlegungen war dabei das zu verwendende Medium. Im in-vivo
Versuch wurden kiinstlich erzeugte Defekte im Meniskus mit zellbesetzten Matrices
aufgefiillt und folglich mit der dort natiirlich vorhandenen Synovialfliissigkeit in Kontakt
gebracht. Das Medium im in-vitro Versuch sollte daher der Zusammensetzung der
Synovialfliissigkeit moglichst dhnlich sein. Diese Anforderungen erfiillt am ehesten der
fliissige Bestandteil des Blutes. Letztlich musste noch gekliart werden, ob autologes,
hitzeinaktiviertes Serum oder autologes Plasma fiir die Versuchsanordnung geeigneter

ware.
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3.5.1.1 Medium: hitzeinaktiviertes autologes Serum

3.5.1.1.1 Leerwertkontrolle: Matrix mit hitzeinaktiviertem autologem Serum

PDGF-AB und TGF-1 wiesen - im Gegensatz zu VEGF - hohe Konzentrationen auf und

waren im zeitlichen Verlauf nicht konstant.

Diagramm 3.5 zeigt den Gehalt von PDGF-AB, TGF-B1 und VEGF im Serum mit Matrix
ohne Zellen im Verlauf von 8 Tagen. Dem Konzentrationsabfall von PDGF-AB und TGF-
31 nach 6 Stunden folgten bei 24 Stunden Werte, die den Ausgangswerten glichen und
auch in etwa nach 48 Stunden gefunden wurden. Der 8-Tage-Wert von TGF-B1 war fiir die
photometrische Detektion auch in der hochsten Verdiinnung noch zu konzentriert, sodass
hier die Ermittlung des Wertes nicht moglich war. PDGF-AB nahm nach 8 Tagen im
Vergleich zum 48-Stunden-Wert leicht ab.

ELISA
50000
40000 -
30000 ;v&ﬁ —A—TGFB1
pg/ml —a— PDGF-AB

20000 T —=——= VEGE
10000 -

0 o—o—e . .

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192

Diagramm 3.5: Bestimmung der Wachstumsfaktoren PDGF-AB, TGF-31 und VEGF im Verlauf von 8
Tagen im Serum. TGF-1 war nach 48h fur die photometrische Detektion zu hoch konzentriert.

3.5.1.1.2 Zellbesetzte Matrix mit hitzeinaktiviertem autologem Serum

In Diagramm 3.6 sind die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren, die aus den
zellbesetzten Matrices freigesetzt wurden, dargestellt. Von den Werten wurden die
Leerwerte (sieche Punkt 3.5.1.1.1) jeweils abgezogen. Fiir TGF-B1 wurden innerhalb eines
Zeitpunktes stark voneinander abweichende Werte ermittelt. So lag beispielsweise einer
der 24-Stunden-Werte aullerhalb des messbaren Bereichs, wédhrend der andere sogar
niedriger als der 6-Stunden-Wert war, weshalb auch beim 24-Stunden-Wert keine
Standardabweichung angegeben ist. Die TGF-B1- und PDGF-AB-Konzentrationen nahmen
nach 48 Stunden im Vergleich zum 6-Stunden-Wert ab. Fiir PDGF-AB konnte nach 8
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Tagen eine maximale Konzentration ermittelt werden, wahrend bei TGF-B1 die Werte
aufgrund der hohen Konzentration oberhalb des messbaren Bereichs lagen. Wie in der
Leerwertkontrolle konnte im Vergleich zu TGF-81 und PDGF-AB kaum VEGF

nachgewiesen werden.

ELISA

A /I —&— TGF-R1
= L
.

O]# g g L g

0 2 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192

Diagramm 3.6: Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren PDGF-AB, TGF-R1 und VEGF aus
Thrombozyten-Matrix-Konstrukten im Verlauf von 8 Tagen. Kulturmedium: Serum. TGF-Z1 war
nach 48h fur die photometrische Detektion zu hoch konzentriert.

3.5.1.2 Medium: Plasma

3.5.1.2.1 Leerwertkontrolle: Matrix ohne Zellen mit autologem Plasma

Es konnten zu allen Zeitpunkten nur sehr geringe Konzentrationen von PDGF-AB und
TGF-B1, beziehungsweise nur Spuren von VEGF nachgewiesen werden (Diagramm 3.7).
Zudem waren die Konzentrationen im Verlauf sehr konstant. Da dies den Anforderungen
des in-vitro Modells, ndmlich ein Medium mit moglichst geringer Konzentration an
Wachstumsfaktoren, am besten entsprach, wurde autologes Plasma als Medium im

Hauptversuch eingesetzt.
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Diagramm 3.7: Bestimmung der Wachstumsfaktoren PDGF-AB, TGF-31 und VEGF im Verlauf von 8

Tagen im Plasma.

3.5.1.2.2 Zellbeladene Matrix mit autologem Plasma

PDGF-AB zeigte im zeitlichen Verlauf einen kontinuierlichen Anstieg. TGF-B1 erreichte

innerhalb 24h die hochste Konzentration, wobei in den darauf folgenden Messungen

niedrigere Werte gemessen wurden. VEGF konnte nur in Spuren nachgewiesen werden.

Von den in Diagramm 3.8 dargestellten Werten wurden die Leerwerte (sieche Punkt

3.5.1.2.1) abgezogen.

50000

40000

30000
pg/ ml

20000

10000
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&
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—=m— PDGF-AB
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84
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Diagramm 3.8: Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren PDGF-AB, TGF-31 und VEGF aus

Thrombozyten-Matrix-Konstrukten im Verlauf von 8 Tagen. Kulturmedium: Plasma.

49




Ergebnisse

3.5.2 Wachstumsfaktorenanalyse

Nachdem im Vorversuch die Durchfiihrbarkeit des Versuchablaufs gezeigt und als
geeignetes Medium autologes Plasma festgestellt worden war, konnte der Hauptversuch
mit mehreren Probanden (n=4) durchgefiihrt werden. Die untenstehenden Diagramme
zeigen jeweils die Freisetzungskinetik eines Wachstumsfaktors der vier Probanden im
zeitlichen Verlauf von acht Tagen. Messzeitpunkte waren Oh, 6h, 12h, 24h, 48h und 192h
(8 Tage). Fiir jeden Zeitpunkt wurde ein separates Prdparat angefertigt. Neben den
Priparationen von zellbeladenen Matrices wurden jeweils Leerwertkontrollen mit Matrices
ohne Zellen angefertigt. Von den in den Diagrammen dargestellten Werten wurden jeweils

diese Leerwerte abgezogen.

3.5.2.1 PDGF-AB

Bei allen vier Probanden konnte ein kontinuierlicher Anstieg von PDGF-AB im Verlauf
mit einem Maximum bei 8 Tagen beobachtet werden. Bei den Probanden 2, 3 und 4
konnten sehr homologe Konzentrationsverldufe gemessen werden. Nach relativ konstanten
Konzentrationen zwischen 6 und 24 Stunden kam es zu einem erneuten Anstieg nach 48
Stunden. Nach 8 Tagen konnte bei allen 4 Probanden eine maximale Konzentration an
Wachstumsfaktoren gemessen werden. Durchschnittliche Konzentration nach 192h der
vier Probanden der Positiv-Proben war ohne Abzug der Leerwerte 17978pg/ml (SD=2411)
und die der Leerwerte 777pg/ml (SD=1115). Damit konnten in den Positiv-Proben im
Schnitt nach 192h um den Faktor 23 hohere Konzentrationen an PDGF-AB gemessen

werden, als in den Leerwertkontrollen.

PDGF-AB ELISA
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Diagramm 3.9: Freisetzungskinetik von PDGF-AB aus Thrombozyten-Matrix-Konstrukten vier
unterschiedlicher Spender im Verlauf von 8 Tagen. Kulturmedium: Plasma.
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3.5.2.2 TGF-B1

Bei drei der vier Probanden konnte eine sehr konstante Zunahme der Konzentrationen von
TGF-B1 innerhalb von acht Tagen gemessen werden. Bei einem Probanden (Nummer 2)
wurde nach 48 Stunden eine deutlich hohere Konzentration als bei den anderen Probanden
gemessen, die nach acht Tagen nur gering unter diesem Niveau lag. Durchschnittliche
Konzentration nach 192h der vier Probanden der Positiv-Proben war ohne Abzug der
Leerwerte 33421pg/ml (SD=6573) und die der Leerwerte 1665pg/ml (SD=113). Ahnlich
wie bei PDGF-AB konnten im Vergleich zu den Leerwertkontrollen in den Positiv-Proben
nach 192h durchschnittlich um den Faktor 20 hohere Konzentrationen an TGF-81

gemessen werden.

TGF-31 ELISA
50000 —
40000 T
30000 — T
pg/ml 20000 -
10000 1

0
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Diagramm 3.10: Freisetzungskinetik von TGF-B1 aus Thrombozyten-Matrix-Konstrukten vier
unterschiedlicher Spender im Verlauf von 8 Tagen. Kulturmedium: Plasma.

3.5.2.3 VEGF

Wie sowohl der Vorversuch mit hitzeinaktiviertem autologem Serum als auch mit
autologem Plasma gezeigt hatte, konnte auch hier kaum VEGF, beziehungsweise - im
Vergleich zu den anderen Wachstumsfaktoren - nur Spuren nachgewiesen werden. Hierbei
war bemerkenswert, dass sich die Positiv-Proben nur wenig von den Werten der
Leerwertkontrollen (Plasma + Matrix) unterschieden. Die im Diagramm teilweise sogar
leicht negativen Werte ergeben sich aus der Subtraktion der Leerwerte von den Positiv-
Werten, die dann gering {liber den Positiv-Werten lagen. Durchschnittliche Konzentration
nach 192h der vier Probanden der Positiv-Proben war ohne Abzug der Leerwerte 303pg/ml
(SD=213) und die der Leerwerte 499pg/ml (SD=364).
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VEGF ELISA
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Diagramm 3.11: Freisetzungskinetik von VEGF aus Thrombozyten-Matrix-Konstrukten vier
unterschiedlicher Spender im Verlauf von 8 Tagen. Kulturmedium: Plasma.

3.5.2.4 Zusammenfassung der Wachstumsfaktorenanalyse

Es ist festzustellen, dass es mit einem Thrombozyten-Matrix-Konstrukt moglich ist, im
Verlauf von 8 Tagen grofere Mengen von TGF-B1 sowie PDGF-AB bereitzustellen. Da in
den Positiv-Proben wesentlich mehr Wachstumsfaktoren als in den Leerwertkontrollen
gemessen werden konnte, ist davon auszugehen, dass die detektierten Faktoren aus den
Thrombozyten freigesetzt wurden. VEGF bildet dabei eine Ausnahme, da es im Vergleich
zu TGF-B1 und PDGF-AB nur in Spuren gemessen wurde und nicht gezeigt werden
konnte, dass in den Positiv-Proben mehr Faktoren enthalten waren, als in den
Leerwertkontrollen. Bei dem genaueren mathematischen Vergleich der durchschnittlichen
Endkonzentrationen der einzelnen Wachstumsfaktoren nach 192h ergibt sich, dass VEGF
zu PDGF um den Faktor 62 und zu TGF-81 um den Faktor 116 weniger gemessen werden

konnte.

Diagramm 3.12 zeigt das Verhéltnis der Endkonzentration von VEGF, PDGF-AB und
TGF-B1 nach 192h ohne Abzug der Leerwerte im Vergleich.
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Endkonzentrationen der WF im Vergleich

45000 -
40000 +
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VEGF PDGF-AB TGF-31

Diagramm 3.12: Zusammenfassende Gegenliberstellung der Endkonzentrationen

von PDGF-AB, TGF-R1 und VEGF nach 8 Tagen.

3.6 Regeneration von avaskuliren Aullenmeniskusdefekten im Tiermodell

Fiir das in-vivo Modell konnte auf ein bereits etabliertes Tiermodell zuriickgegriffen
werden. In diesem Modell wurden bei Neuseelandhasen sowohl Stanz- als auch
Rissdefekte in AuBenmenisken im avaskulidren Bereich der Pars intermedia mit
mesenchymalen Stammzellen und einer Kompositmatrix versorgt. Abweichend von
diesem Modell wurden in der vorliegenden Arbeit keine mesenchymalen Stammzellen,
sondern ein autologes Thrombozytenkonzentrat als Zellkomponente eingesetzt. Die

kiinstlich erzeugten Defekte wurden wie folgt behandelt:

e Stanzdefekte: zylindrische Hyaluronsidure-Gelatine-Kompositmatrix mit

Thrombozytenkonzentrat

e Rissdefekte: quaderférmige Hyaluronsdure-Gelatine-Kompositmatrix mit

Thrombozytenkonzentrat

Als Kontrollgruppe fungierte jeweils ein Defekt im kontralateralen AuBenmeniskus im
avaskuldren Bereich, der mit einer Hyaluronsiure-Gelatine-Kompositmatrix ohne Zellen

versehen wurde.

Der klinische Verlauf der Tiere wurde beobachtet und dokumentiert. Den Kaninchen war
ein freies Herumlaufen ohne Einschrinkung der Belastung oder des Bewegungsumfangs

erlaubt. Keines der Tiere musste vorzeitig aus dem Versuch genommen werden.
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Die Untersuchungszeiten betrugen 6 Wochen (Gruppe A) beziehungsweise 3 Monate
(Gruppe B), bevor die makroskopische, histologische und immunhistochemische
Auswertung anhand eines bereits ebenfalls etablierten Scoringsystems erfolgte (siche

oben). Der verwendete Score beriicksichtigt 8 Kriterien der Defektheilung:
e makroskopische Defektfiillung
e Oberfldchenbeschaffenheit
e Integration
o Zellzahl
e Zellmorphologie
e Proteoglykangehalt
e Kollagen II-Gehalt

e Stabilitét

3.6.1 Stanzdefekte

Wie bereits im Methodenteil ndher beschrieben, wurde im in-vivo Modell versucht, einen
mit einer Biopsiestanze (@ 2mm) kiinstlich erzeugten, kreisrunden Punchdefekt im
avaskuldren Bereich der Pars intermedia eines Auflenmeniskus mit einem zylindrischen
Zell-Matrix-Konstrukt zu therapieren. Zwar ist ein Punchdefekt sicherlich keine typische
klinische Problematik, jedoch bietet das Modell aufgrund der immer gleichen Morphologie
des kiinstlich erzeugten Defekts eine sehr gute Standardisierung und somit eine optimale
Vergleichsmoglichkeit der Ergebnisse sowohl untereinander, aber auch zu Vorarbeiten, die

mit anderen Zellreihen durchgefiihrt wurden.

3.6.1.1 Gruppe A: Laufzeit 6 Wochen

3.6.1.1.1 Makroskopische Auswertung

Die Defektfiillung des AuBenmeniskus in der mit autologen Thrombozyten und einer
Kompositmatrix behandelten Gruppe (n=6) zeigte nach 6 Wochen Laufzeit eine meist
inkomplette Fiillung. Der Defekt war in seiner runden Form oftmals erhalten und war nach

zentral nicht eingerissen.
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In der Kontrollgruppe (n=6), in der der Defekt nur mit einer zellfreien Kompositmatrix
versorgt wurde, konnte - dhnlich wie in der behandelten Gruppe - meist nur eine partielle
Defektfiillung beobachtet werden. Bei einigen Menisken waren die Defekte nach zentral

hin eingerissen und der Defekt nicht mehr als geschlossener Kreis abgrenzbar.

Insgesamt konnte in der behandelten Gruppe bis auf die etwas bessere Defektstabilitit kein

wesentlicher Vorteil gegeniiber der Kontrollgruppe gefunden werden.

Abbildung 3.5: Ansicht der Abbildung 3.6: Ansicht der Menisken
Menisken des linken Kniegelenks. des rechten Kniegelenks. Der Defekt
Der Defekt des AulRenmeniskus des AuBenmeniskus wurde mit
wurde mit einem Thrombozyten- zellfreier Matrix versorgt (Kontrolle).

Matrix-Konstrukt versorgt.

3.6.1.1.2 Histologische Auswertung

Die histologische Betrachtung der mit Toluidinblau gefirbten Gefrierschnitte ergab
innerhalb der behandelten Gruppe (n=6) duBerst unterschiedliche Ergebnisse. In 2 von 6
Menisken war der Defekt vollkommen leer. Bei 3 Menisken war der Defekt iiberwiegend

mit Matrixresten gefiillt, mit wenig bis keinen Zellen und Nachweis von Kollagen I und II.

Nur bei einem Tier konnte auf der behandelten Seite ein sehr gutes Ergebnis nachgewiesen
werden: der Defekt war nahezu komplett mit Zellen gefiillt und es zeigte sich ein hoher
Gehalt an Proteoglykanen bei einer peripher sehr guten, sowie zentral partiellen
Integration. Der immunhistochemische Nachweis fiir Kollagen II war vor allem in den
peripheren 2 Dritteln positiv. Kollagen I konnte im Vergleich zu Kollagen II wenig

detektiert werden.
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Abbildung 3.7: Gefrierschnitthistologie Abbildung 3.8: Gefrierschnitthistologie

eines behandelten Aufenmeniskus eines behandelten AufRenmeniskus

(Toluidinblau). (immunhistochemische Farbung fur
Kollagen II).

Die Kontrollgruppe (n=6) zeigte ein ebenso inhomogenes Bild wie die behandelte Gruppe.
3 von 6 Menisken waren gar nicht, beziehungsweise nur partiell mit fibrotischem

Bindegewebe gefiillt.

Bei zwei Menisken konnte ein von basisnah einwachsendes, in der Toluidinblau-Féarbung
metachromatisch erscheinendes Gewebe gefunden werden, das aber zentral keinerlei
Integration zeigte. Beide zeigten im Bereich der partiellen Defektfiillung einen positiven
Nachweis fiir Kollagen II, einer zusétzlich fiir Kollagen I. Bei einem Tier konnte eine
komplette Auffiillung des Defekts mit hohem Gehalt an Kollagen II und einer sehr guten

Integration beobachtet werden. Dabei konnte kein Kollagen I nachgewiesen werden.

Mit den Ergebnissen der Kontrollgruppe kann somit kein wesentlicher Unterschied zur

behandelten Gruppe festgestellt werden, die ebenso keine suffiziente Heilungstendenz

zeigte.

— <} (10T

Abbildung 3.9: Gefrierschnitthistologie Abbildung 3.10: Gefrierschnitthistologie

eines AulRenmeniskus der Kontrollgruppe eines AuRenmeniskus der Kontrollgruppe

(Toluidinblau). (immunhistochemische Farbung fir
Kollagen I1).
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3.6.1.2 Gruppe B: Laufzeit 12 Wochen

3.6.1.2.1 Makroskopische Auswertung

Nach 12 Wochen waren in der behandelten Gruppe (n=6) die Defekte meist leer
beziehungsweise bestenfalls teilweise gefiillt. Alle Defektrander waren nach zentral hin

ausgerissen.

Die Kontrollgruppe zeigte iiberwiegend partiell gefiillte und nach zentral ausgerissene

Defekte, aber auch komplett gefiillte und nach zentral intakte Defekte (n=6).

Zusammenfassend zeigte sich in der Kontrollgruppe nach 12 Wochen eine der behandelten
Gruppe leicht {liberlegene Defektfiillung sowie Stabilitét. Insgesamt konnte jedoch auch in
der Kontrollgruppe kein suffizientes makroskopisches Reparaturergebnis beobachtet
werden. Insgesamt scheint ein Thrombozyten-Matrix-Konstrukt im Falle von Punch-

Defekten keine geeignete Therapieoption darzustellen.

Abbildung 3.11: Ansicht des linken Abbildung 3.12: Ansicht des rechten
AuRenmeniskus (Innenmeniskus AuRenmeniskus (Innenmeniskus
reseziert). Der Defekt wurde mit reseziert). Der Defekt wurde mit
einem Thrombozyten-Matrix- zellfreier Matrix versorgt
Konstrukt versorgt. (Kontrolle).

3.6.1.2.2 Histologische Auswertung

In der behandelten Gruppe (n=6) kam es in 2 Féllen zu keiner Defektfiillung, weitere 3
waren nur teilweise mit fibrotischem Bindegewebe gefiillt, mit unterschiedlichen Gehalt an
Kollagen II und Proteoglykanen. Die Integration war vor allem basisnah partiell
vorhanden. Bei einem Meniskus konnte eine insgesamt gute Defektfiillung, die reich an

Kollagen II, Proteoglykanen und Reparaturzellen war, gefunden werden. Der
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immunhistochemische Nachweis fiir Kollagen I war in allen Schnitten im Defektbereich

sehr gering bis negativ.

Abbildung 3.13: Gefrierschnitthistologie
eines behandelten AuRenmeniskus
(Toluidinblau).

n “I: .%E';u 5 .:}./‘_
o . #h 5 :
e

— <} (0T

Abbildung 3.14: Gefrierschnitthistologie
eines behandelten Aufenmeniskus
(immunhistochemische Farbung fir
Kollagen I1).

Die histologische Beurteilung der Kontrollgruppe (n=6) zeigte in einem Fall einen nur mit

fibrotischem Bindegewebe gefiillten Defekt, der basisnah keine Integration aufwies. Weder

Kollagen I noch II konnte in der Defektfiillung detektiert werden. In 3 Fillen war der

Defekt mit Proteoglykan-, Kollagen II- und zellreichem Material gefiillt, jedoch jeweils

mit fehlender zentraler Integration. In 2 Fillen kam es zu einer insgesamt guten

Defektfiillung mit basisnah und zentral guter Integration. Das Gewebe war reich an

Kollagen II und Proteoglykanen sowie Reparaturzellen. Kollagen I konnte nicht

nachgewiesen werden.

Abbildung 3.15: Gefrierschnitthistologie
eines AulRenmeniskus der Kontrollgruppe
(Toluidinblau).

— <} (0T

Abbildung 3.16: Gefrierschnitthistologie
eines AufRenmeniskus der Kontrollgruppe
(immunhistochemische Farbung fir
Kollagen I1).
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3.6.1.3 Scoring der 6- und 12-Wochengruppe Stanzdefekt

Wie bereits oben erwéhnt, wurde fiir die Auswertung der Reparaturergebnisse ein fiir diese
Art von Studie bereits etablierter Meniskus-Score angewandt. Dieser Score setzt sich aus 8
Einzelwertungen wie Defektfiillung, Oberflichenbeschaffenheit, Integration, Zellzahl,
Zellverteilung und —morphologie, Proteoglykan- und Kollagen II-Gehalt und Stabilitit
zusammen. Die FEinzelitems haben einen Wertebereich von jeweils 0 (= schlecht,
meniskusuntypisch) bis 3 (=gut, meniskusihnlich). Der Meniskus-Score stellt die Summe
der 8 Einzelwertungen dar und kann daher Werte von 0 (=kein Reparaturgewebe) bis 24
(=meniskustypisches Reparaturgewebe) annehmen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Berechnung aufgrund einer hohen internen Konsistenz (Cronback’s alpha = 0,88)

statistisch gerechtfertigt ist.

Die Ergebnisse aller Gruppen wurden einer statistischen Auswertung unterzogen. Hierbei
erfolgte gemdll dem Versuchsautbau ein gepaarter t-Test, wobei alle Gruppen jeweils
gegen die Gruppe der zellfreien Matrix des gleichen Untersuchungszeitpunktes verglichen
wurden, da diese Gruppe jeweils die Kontrollgruppe im kontralateralen Kniegelenk

darstellte.

Nach 6 Wochen zeigte die Behandlung des Stanzdefekts (n=6) mit einer
thrombozytenbesetzten Hyaluronsidure-Gelatine-Kompositmatrix keinen Vorteil gegeniiber
der zellfreien Kompositmatrix (n=6). Auch konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied (p>0,05) zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Die mit
Thrombozyten behandelte Gruppe erlangte im Durchschnitt ein Scoring-Ergebnis von 9,7,

wihrend die Kontrollgruppe einen Wert von 9,8 erlangte.

In der 12-Wochengruppe der Stanzdefekte konnte ebenfalls kein Vorteil der behandelten
Gruppe (n=6) gegeniiber der Kontrollgruppe (n=6) festgestellt werden — es konnte sogar
ein positiver Trend zugunsten der Kontrollgruppe gefunden werden, der jedoch statistisch
nicht signifikant war (p>0,05). Die behandelte Gruppe erreichte im Scoring einen
Mittelwert von 7,8, wihrend die Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 12,3 bewertet

wurde.

Die im Diagramm aufgetragenen Fehlerindikatoren entsprechen den Ober-
bezichungsweise Untergrenzen der jeweiligen Konfidenzintervalle. An ihren hohen Werten

ist, wie auch schon in der Beschreibung der makroskopischen und histologischen
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Ergebnisse ndher ausgefiihrt, abzulesen, dass stark variierende Therapieergebnisse zu den

gefundenen Mittelwerten des Scorings beigetragen haben.

Scoringergebnisse der Meniskus-Stanzdefekte

24

22 B Matrix mit
thrombozytenreichem
Plasma

O leere Matrix/Kontrolle

Score
PR EREREN
ONPROOON hOHOO

6 Wochen 3 Monate

Laufzeiten

Diagramm 3.12: Statistische Auswertung des Scorings nach

6 Wochen beziehungsweise 3 Monaten Laufzeit.

3.6.2 Rissdefekte

Auch hier wurde wie im oben beschriebenen Stanzdefektmodell ein kiinstlicher Defekt in
AulBlenmenisken von Neuseelandhasen erzeugt. Abweichend zum Stanzdefekt wurde mit
einem Skalpell ein 4mm langer Schnitt gesetzt, der anschliefend mit einer quaderférmigen
thrombozytenbesetzten Hyaluronséure-Gelatine-Kompositmatrix und einer

Adaptationsnaht versorgt wurde.

Das Rissdefektmodell hat, wie oben bereits angedeutet, den Nachteil gegeniiber einem
Stanzdefektmodell, dass der kiinstlich erzeugte Defekt intraoperativ weniger gut zu
standardisieren ist und die Morphologie des Defekts von Tier zu Tier in einem gewissen
Rahmen Unterschiede aufweist. Dennoch galt dem Rissdefektmodell besonderes Interesse,

da es - weit mehr als das Stanzdefektmodell - der klinischen Situation entspricht.

Weiter ist es wichtig zu betonen, dass in diesem Modell beziiglich der Therapierbarkeit der
Defekte erhohte Anspriiche gelten. So befinden sich zwar die Defektridnder in geringerer
Distanz zueinander als beim Stanzdefektmodell, jedoch unterliegt ein 4mm langer Riss

trotz Adaptationsnaht stindigen Scherkréften, die einer Heilung stark entgegenwirken.
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3.6.2.1 Gruppe A: Laufzeit 6 Wochen

3.6.2.1.1 Makroskopische Beurteilung

In der mit Thrombozyten besetzten Hyaluronsdure-Gelatine-Kompositmatrices versorgten
Gruppe der Rissdefekte (n=6) konnte makroskopisch in drei Féllen keine Defektfiillung,
beziehungsweise in den anderen drei Fallen nur partiell gefiillte Defekte gefunden werden.
Dennoch waren alle Defekte als solche noch abgrenzbar und nicht erweitert oder

eingerissen.

Im Gegensatz dazu war in der nur mit zellfreier Matrix behandelten Kontrollgruppe (n=6)
keiner der Defekte auch nur ansatzweise regeneriert. In drei Fillen war der Defekt nicht
mehr abgrenzbar und der Meniskus vollig deformiert und zerrissen. In den iibrigen drei

Féllen waren die Defekte noch zu erkennen, allerdings in 2 Féllen nach zentral eingerissen.

Abbildung 3.17: Ansicht der Menisken Abbildung 3.18: Ansicht der

des linken Kniegelenks. Der Defekt Menisken des rechten Kniegelenks.

wurde mit einem Thrombozyten-Matrix- Der Defekt des AuBenmeniskus wurde

Konstrukt versorgt. mit zellfreier Matrix versorgt
(Kontrolle).

3.6.2.1.2 Histologische Beurteilung

Die behandelte Gruppe (n=6) zeigte in der Toluidinblaufirbung in 3 Féllen komplett
offene, bis minimal an den Defektrindern proliferiertes, bindegewebiges
Reparaturmaterial. In zwei Fillen konnte eine partielle Defektflillung gefunden werden, die
aber ebenfalls bindegewebig-fibrotisch mit negativem Nachweis fiir Proteoglykane und
Kollagen II war. Nur in einem Fall entstand zu Teilen eine Defektfiillung, die leicht positiv

fiir Proteoglykane war und einige Reparaturzellen detektiert werden konnten und sowohl
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basisnahe  wie  zentrale Integration des  Reparaturgewebes  zeigte.  Der

immunhistochemische Nachweis fiir Kollagen I war in allen Pridparaten im Defektbereich

negativ.

Abbildung 3.19: Gefrierschnitthistologie Abbildung 20: Gefrierschnitthistologie

eines behandelten Aufenmeniskus eines behandelten Aufenmeniskus

(Toluidinblau). (immunhistochemische Farbung flr
Kollagen I1).

Auch wenn in der behandelten Gruppe eine wenig zufrieden stellende Heilungstendenz
festzustellen war, so stand dies dennoch im starken Kontrast zur Kontrollgruppe (n=6).
Hier konnte bis auf einen Fall, in dem partiell fibrotisches Bindegewebe ohne basisnahe
Integration in den Defektbereich eingewachsen war, kein Ansatz zur Regeneration im

Defektbereich gefunden werden.

Abbildung 3.21: Gefrierschnitthistologie Abbildung 3.22: Gefrierschnitthistologie

eines Aufenmeniskus der Kontrollgruppe eines Aulzenmeniskus der Kontrollgruppe

(Toluidinblau). (immunhistochemische Farbung fir
Kollagen II).
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3.6.2.2 Gruppe B: Laufzeit 12 Wochen

3.6.2.2.1 Makroskopische Beurteilung

Nach 12 Wochen Laufzeit war in der behandelten Gruppe (n=6) bei 3 Tieren keine Fiillung
des Defekts zu sehen. Diese waren allerdings alle noch abgrenzbar und nicht erweitert
beziehungsweise nach zentral eingerissen. In zwei Fillen konnte ein partieller Verschluss
des Defekts beobachtet werden. In einem Fall war makroskopisch kein Defekt mehr

sichtbar, da er augenscheinlich mit Reparaturgewebe gefiillt war.

In der Kontrollgruppe (n=6) bot sich ein dhnliches Bild wie in der Kontrollgruppe der 6-
Wochengruppe: bis auf einen partiell gefiillten Defekt waren alle anderen entweder offen,

beziehungsweise sogar ausgerissen.

Abbildung 3.23: Ansicht der Menisken Abbildung 3.24: Ansicht der

des linken Kniegelenks. Der Defekt Menisken des rechten Kniegelenks.

wurde mit einem Thrombozyten- Der Defekt des AuRenmeniskus

Matrix-Konstrukt versorgt. wurde mit zellfreier Matrix versorgt
(Kontrolle).

3.6.2.2.2 Histologische Beurteilung

Neben 3 Defekten in der behandelten Gruppe (n=6), die keinerlei
Reparaturgewebeeinsprossung zeigten, konnte in 2 Fillen zumindest an den Defektrdndern
eine Proliferation von in der Toluidinblaufirbung metachromatisch erscheinendem
Gewebe gefunden werden. Der Nachweis filir Kollagen II war in beiden Féllen positiv. In
einem Fall konnte sogar eine suffiziente Regeneration des Defektbereichs beobachtet
werden, in dem Kollagen II nachgewiesen werden konnte. Kollagen I konnte in keinem

Priparat im Defektbereich vermehrt gefunden werden.
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Abbildung 3.25: Gefrierschnitthistologie Abbildung 3.26: Gefrierschnitthistologie

eines behandelten Aufenmeniskus eines behandelten Aufenmeniskus

(Toluidinblau). (immunhistochemische Farbung fir
Kollagen I1).

Die Kontrollgruppe (n=6) verhielt sich wieder analog zur Kontrollgruppe der 6-
Wochengruppe: bis auf einen Fall, bei dem basisnah nicht integriertes, fibrotisches

Bindegewebe entstanden war, waren alle anderen Defekte génzlich ohne

Regeneratgewebe.
:?"-b!" ‘--*':; ‘,-f“'- -
‘a‘,‘fa -
e
e
_..400pm

Abbildung 3.27: Gefrierschnitthistologie Abbildung 3.28: Gefrierschnitthistologie
eines AuRenmeniskus der Kontrollgruppe eines Auflzenmeniskus der Kontrollgruppe
(Toluidinblau). (immunhistochemische Farbung fir

Kollagen I1).

3.6.2.3 Scoring der 6- und 12-Wochengruppe Rissdefekt

Die behandelte Gruppe (n=6) erlangte nach 6 Wochen Laufzeit beim Scoring einen
Mittelwert von 5,3 und die der Kontrolle einen Wert von 0,2. Im gepaarten t-Test erreichte
die behandelte Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant besseres Ergebnis

(p<0,05). Insgesamt konnte aber auch in der behandelten Gruppe im Mittel keine
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Regeneration des Defektbereichs gefunden werden, die eine suffiziente Defektheilung

darstellen wurde.

Nach 12 Wochen konnte der signifikante Unterschied zwischen behandelter und
Kontrollgruppe nicht mehr bestétigt werden (p>0,05), jedoch blieb ein Trend zu Gunsten
der behandelten Gruppe mit 5,3 Punkten im Scoring im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
0,8 Punkten bestehen. Wie nach 6 Wochen Laufzeit konnte auch hier keine ausreichende

Defektheilung beobachtet werden.

Scoringergebnisse der Meniskus-Rissdefekte

23 A

8

17 ® Matrix mit

31 —x— thrombozytenreichem
g 1% - Plasma
A L O leere Matrix’/Kontrolle

3 4

1 =

-1 4 T

:g 1 6 Wochen 3 Monate

Laufzeiten

Diagramm 3.13: Statistische Auswertung des Scorings nach 6 Wochen

beziehungsweise 3 Monaten Laufzeit.

3.6.3 Beurteilung der Gelenkfldachen

Die femoralen und tibialen Gelenkflichen der entnommenen Kniegelenke wurden alle
makroskopisch beziiglich degenerativer Veranderung beurteilt. Sowohl in der Gruppe der
Stanzdefekte als auch in der Gruppe der Rissdefekte konnten weder nach 6 noch nach 12
Wochen Gelenkknorpelldsionen oder Anzeichen von Chondropathie gefunden werden.
Ebenso konnte keine Osteophytenbildung beobachtet werden. Die Entwicklung einer

Gonarthrose bedingt durch den operativen Eingriff konnte somit ausgeschlossen werden.
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4 DISKUSSION

Vorangegangene Studien konnten zeigen, dass eine Regeneration von Meniskusldsionen
mit Hilfe von mesenchymalen Stammzellen mdglich ist. Die aus der vorgelegten Arbeit
gewonnen Erkenntnisse legen den Schluss nahe, dass die Heilungspotenz der
mesenchymalen Stammzellen nicht iiberwiegend durch deren Produktion von
Wachstumsfaktoren zu erkldren ist, sondern dabei vielmehr die Komponente Zelle eine

wesentliche Rolle spielt.

Weiter konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, auch aus geringen Mengen an Vollblut
ausreichend und zudem vitale Thrombozyten als endogene Quelle fiir Wachstumsfaktoren
zu isolieren. Mit diesen kann man effektiv Hyaluronsdure-Gelatine-Kompositmatrices
besetzen. Zudem konnte gezeigt werden, dass im Verlauf mehrerer Tage die
Wachstumsfaktoren TGF-81 und PDGF-AB in groBeren Mengen aus diesen Zell-Matrix-

Konstrukten freigesetzt wurden.

Auf der Suche nach neuen Therapieansétzen fiir Meniskuslidsionen im Bereich des Tissue
Engineering bietet sich ein genauerer Blick auf die natiirlich ablaufenden
Reparaturmechanismen an, wie sie nach erfolgtem Trauma zu finden sind. Daraus kdnnten
sich neue Ansatzpunkte hinsichtlich einer Imitation beziechungsweise Forderung der im
Gelenk ablaufenden Vorginge ergeben, was wiederum eine Verbesserung der
Therapieoptionen zur Folge haben konnte. Von besonderem Interesse sind dabei Bereiche
im Meniskus, die kaum Heilungstendenz zeigen, um sie durch Forderung des endogenen
Reparaturpotentials moglicherweise suffizient zu therapieren. Als besonders schwierig und

therapierefraktér gilt dabei der avaskuldre Bereich des Meniskus.

Arnoczky und Mitarbeiter konnten in Untersuchungen zeigen, dass im Rahmen des
natiirlichen Heilungsprozesses durch die Migration von Fibroblasten aus Synovia und
Gelenkkapsel in den beschiddigten Meniskus, deren dortige Proliferation und
Differenzierung manche Lasionen im Meniskus regenerieren konnen. Dabei entstand nach
einer Phase des Remodelings ein Gewebe, das anndhernd den Eigenschaften des nativen
Meniskusgewebes entsprach'>.  Webber und Mitarbeiter konnten in  in-vitro
Untersuchungen zeigen, dass Fibrochondrozyten aus einem Kaninchenmeniskus
auswandern koénnen, um einen Fibrin-Clot zu besiedeln'*', der reich an Wachstumsfaktoren
ist'"”. Ebenso gelang es Bhargava und Mitarbeitern, mit einzelnen Wachstumsfaktoren wie

platelet-derived growth factor oder hepatocyte growth factor in bovinen Meniskuszellen
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eine Migration sowie Hochregulierung der DNA-Synthese zu stimulieren”. Die
angefiihrten und viele weitere in der Literatur beschriebenen Untersuchungen lassen den
Schluss zu, dass die Moglichkeit besteht, in natiirlich ablaufende Reparaturvorgéinge
steuernd einzugreifen und sie moglicherweise zu verstirken, um eine bessere Heilung im

Bereich des Meniskus zu erzielen.

Einen weiteren wesentlichen Faktor bei der Regeneration von verbrauchtem und
beschadigtem Gewebe stellen mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark dar. Sie
sind in der Lage, in Phinotypen wie beispielsweise Knorpel-, Knochen-, Sehnen- oder
Fettgewebe zu differenzieren und derartige Gewebetypen bei Bedarf zu regenerieren'®.
Ansitze, in denen aufgrund dieser Erkenntnisse versucht wurde, Meniskusgewebe zu
regenerieren, sind vielversprechend. Agung und Mitarbeiter konnten zeigen, dass green
fluorescent protein (GFP) markierte mesenchymale Stammzellen, die in Kniegelenke von
Ratten injiziert wurden, sich in Meniskusdefekten ansiedelten und dort extrazelluldre
Matrix produzierten®. Einschriinkend ist jedoch zu bemerken, dass dies nur bei einer hohen
Menge an injizierten Stammzellen beobachtet wurde, bei der als Nebenwirkung zusétzlich
zur Defektregeneration freies Narbengewebe im Kniegelenk entstand®. Die Funktion der
mesenchymalen Stammzellen als Reparaturzelle im Meniskus und deren Produktion von
extrazellulirer Matrix konnte auch in weiteren Untersuchungen gezeigt werden®'*’. Dass
jedoch das Gesamtergebnis der beobachteten Reparaturvorginge allein durch die
nachgewiesenen markierten mesenchymalen Stammzellen in ihrer Funktion als
Reparaturzellen bewirkt wurde, wird wiederum durch andere Autoren in Frage gestellt”.
Eine mogliche Erkldrung liefern Untersuchungen, die zeigen, dass mesenchymale
Stammzellen in der Lage sind, unterschiedlichste Zytokine und Wachstumsfaktoren
abhingig von ihrer Umgebung zu sezernieren und damit benachbarte Zellen parakrin, wie
auch sich selbst autokrin zu beeinflussen’’. In Untersuchungen an Ratten, denen nach
kiinstlich erzeugter cerebraler Ischdmie systemisch oder direkt in das ZNS mesenchymale
Stammzellen injiziert wurden, konnte, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine signifikant
bessere Wiederherstellung der Koordinationsfunktion gezeigt werden. In den mit
mesenchymalen Stammzellen behandelten Gruppen =zeigte sich im Gegensatz zur
Kontrollgruppe eine Reduzierung von Narbenbildung und Apoptose, eine vermehrte
Angiogenese und eine Stimulation der intrinsischen Zellen zur Wiederherstellung der
Neuronenbahnen. Dabei konnte eine Differenzierung der markierten mesenchymalen
Stammzellen in neuronales Gewebe jedoch nicht beobachtet werden. Dies ldsst vermuten,

dass die positiven Effekte der mesenchymalen Stammzellen iiber Mediatorsubstanzen
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. , 36,57
induziert wurden™ ",

Untersuchungen, in denen mesenchymale Stammzellen in
ischdmisches Myokard von Ratten implantiert wurden, ergaben eine erhohte Produktion
von vascular endothelial growth factor (VEGF), eine erhohte Gefdf3dichte und Blutfluss im
Defektareal, sowie eine verringerte Apoptoserate, was auf die Sezernierung bioaktiver

Molekiile der mesenchymalen Stammzellen zuriickgefiihrt wurde'*®,

Die geschilderten Untersuchungsergebnisse sollen zeigen, dass mesenchymale
Stammzellen zum einen als Ersatzzellen bei Reparaturvorgédngen dienen kdnnen, aber auch
allein durch Sezernierung bioaktiver Substanzen das endogene Reparaturpotenzial des

geschédigten Gewebes positiv beeinflussen.

Wie in der Einleitung bereits ndher beschrieben, konnten in Untersuchungen der eigenen
Abteilung unter Einsatz mesenchymaler Stammzellen in Kombination mit einer
Hyaluronséure-Gelatine-Kompositmatrix sowohl kombiniert vaskulir-avaskulire Defekte®,
wie auch rein avaskulire Defekte erfolgreich im Kaninchenmeniskus therapiert werden'™.
Auch wenn gezeigt werden konnte, dass die eingesetzten mesenchymalen Stammzellen an
der Reparatur unter anderem durch Produktion extrazellulirer Matrix wesentlich beteiligt
sind® ’149, ist es, wie oben bereits erwihnt, eher unwahrscheinlich, dass nur die Funktion
der mesenchymalen Stammzellen allein als Reparaturzelle zur erfolgreichen Therapie
beitrdgt. Es ist anzunehmen, dass die von den mesenchymalen Stammzellen sezernierten
bioaktiven Substanzen einen nicht unwesentlichen Anteil dazu beitragen. Nicht zuletzt um
die Rolle dieser Zellen bei der Meniskusregeneration besser verstehen zu konnen,
beziehungsweise die Wirkungsweise besser eingrenzen zu konnen, wurde die vorliegende
Studie durchgefiihrt. Dabei stellte sich die zentrale Frage, ob es mdglich wire, allein mit
bioaktiven Substanzen in Kombination mit der in den vorigen Versuchen erfolgreich
eingesetzten Kompositmatrix eine Reparatur von avaskuldren Meniskusdefekten zu
erreichen. Neben einem besseren Verstindnis der Wirkungsweise der mesenchymalen
Stammzellen wire es auch hinsichtlich des Kostenaufwands im klinischen Alltag von
Vorteil, wenn man auf die Komponente Stammzelle verzichten konnte. In der vorliegenden
Studie wurde auf das in der eigenen Abteilung bereits etablierte in-vivo Modell am New
Zealand White Rabbit zuriickgegriffen, um optimale Vergleichsbedingungen zu haben und

damit aussagekriftige Schliisse ziehen zu konnen.

Schwierigkeiten bereitet dabei jedoch die Wahl der einzusetzenden Wachstumsfaktoren, da
bislang nicht geklédrt ist, welche speziellen Wachstumsfaktoren von mesenchymalen

Stammzellen in der Umgebung von Meniskusgewebe sezerniert werden. Klar ist jedoch,
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dass die Menge und Art der sezernierten Wachstumsfaktoren abhéngig vom umgebenden
Milieu ist. Dies konnte in Analysen der von mesenchymalen Stammzellen sezernierten
Wachstumsfaktoren in Abhdngigkeit von unterschiedlichen Medienzusétzen nachgewiesen

werden®’

. Eine Moglichkeit wire, wie schon vielfach von anderen Forschergruppen
durchgefiihrt, einzelne, in Art und Menge definierte Wachstumsfaktoren zu applizieren.
Der Vorteil ldge darin, positive wie negative Heilungsergebnisse direkt mit den einzelnen
untersuchten Faktoren in Verbindung bringen zu konnen und deren Wirkungsweise gerade
im Meniskusgewebe besser eingrenzen zu konnen. Jedoch gibt es eine Grof3zahl an
Wachstumsfaktoren, die zur Auswahl stehen. Auch vermag die Auswahl einiger weniger
Faktoren nicht die gewiinschten Erkenntnisse iiber die Wirkungsweise der mesenchymalen
Stammzellen zu vermitteln, da es, wie schon erwéhnt, vollig unklar ist, welche sie in der
Umgebung von Meniskusgewebe sezernieren und welche zur Heilung von Lésionen
beitragen. Klar ist auch, dass sich die Wirkungsweise der einzelnen Wachstumsfaktoren in-
vivo gegenseitig beeinflussen. Eine natiirliche Quelle fiir eine effektive Mischung
bioaktiver Substanzen zur Heilung von Gewebsdefekten sind Thrombozyten' . Zudem
zeigen deren sezernierte Substanzen Parallelen zu der Wirkungsweise der von
mesenchymalen Stammzellen sezernierten Wachstumsfaktoren und Zytokine, da sie
Faktoren freisetzen, die in Zellen unter anderem Chemotaxis, Proliferation,
Differenzierung, Interaktion mit anderen Zellen und damit eine Regeneration von defektem

. 13
Gewebe bewirken .

Durch die Zugabe von Thrombozytenkonzentraten konnte eine Proliferation humaner
mesenchymaler Stammzellen und Fibroblasten, sowie Produktion von Kollagen Typ I in-
vitro beobachtet werden®®*’. Wie in der Einleitung schon erwihnt, konnte in verschiedenen
Studien eine verbesserte Heilung von Knochen- und Weichteildefekten unter Verwendung
von Thrombozyten-angereichertem Plasma (PRP) erzielt werden. So konnte bei der
Verwendung von Knochentransplantaten in Verbindung mit PRP im Bereich der Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie eine schnellere Epithelialisierung, eine dichtere und reifere
Knochenstruktur mit besser organisierten Trabekeln und einer verbesserte
Knochenregeneration gezeigt werden'>¢%!11 - Auch die Behandlung chronischer, nicht

heilender Dekubitus-Ulzera konnte durch den Einsatz von PRP verbessert werden’'.

In Zusammenschau der geschilderten Datenlage schien es somit sinnvoll zu erproben, ob

eine Kombination von Wachstumsfaktoren aus PRP mit einer bereits erfolgreich
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eingesetzten Hyaluronsdure-Gelatine-Kompositmatrix zum Heilungserfolg avaskulérer

Meniskusdefekte fiihrt.

Will man Thrombozyten verwenden, um sich deren bioaktive Substanzen zu Nutze zu
machen, sind einige technische Details bei der Zellisolation zu beachten. Zundchst
erscheint es einleuchtend, dass es von Vorteil ist, moglichst viele Thrombozyten aus dem
zur Verfiigung stehenden Vollblut zu isolieren, um konsekutiv eine groflere Menge an
Wachstumsfaktoren zu erhalten. Untersuchungen dazu zeigten jedoch, dass es nur
eingeschriankt moglich ist, von der ermittelten Thrombozytenzahl auf eine zu erwartende
Wachstumsfaktorenkonzentration zu schlieBen, da interindividuelle Unterschiede
hinsichtlich des Wachstumsfaktorengehalts von Thrombozyten bestehen*®. Dennoch zeigte
sich in Untersuchungen von Haynesworth und Mitarbeitern, dass die Proliferation von
adulten mesenchymalen Stammzellen direkt proportional zu der zugegebenen Menge an
Thrombozyten in-vitro war™. Auch Marx beschreibt eine Mindestkonzentration fiir
therapeutische Effekte von Thrombozytenkonzentraten von 1 Million/ul®. In der
vorliegenden Arbeit gelang es am Beispiel von 4 Probanden, bei der Priaparation von PRP
eine Konzentrierung im Schnitt von 24,7 Millionen Zellen/ul zu erreichen, legt man ein im
Durchschnitt ermitteltes Volumen der Zellpellets von 50ul zugrunde. Da die in der
vorliegenden Studie zu versorgenden Defekte sehr klein waren und nur eine geringe

Menge an PRP bendtigt wurde, konnten die Thrombozytenpellets auf ein geringes

Volumen sehr stark konzentriert werden.

Mit dem verwendeten Protokoll wurden bei einer exemplarischen Zellzdhlung im Schnitt
70% der im Vollblut enthaltenen Thrombozyten isoliert. Die Forschungsgruppe, die diese
Methode als erste und einzige beschrieb, erzielte eine Ausbeute im Schnitt von 77%' .
Der Unterschied zu der vorliegenden Arbeit ist moglicherweise auf die kleine Anzahl der
Proben (n=4) sowie mogliche Abweichungen bei der praktischen Durchfiihrung des
Protokolls  zuriickzufiihren. = Kommerziell  erhéltliche =~ Automaten  fiir  die
Thrombozytenisolation erlauben Ausbeuten je nach Modell zwischen 30% und 80%'.
Eine Okonomisierung der Isolierung von Thrombozyten darf jedoch nicht auf Kosten der
Zellintegritét realisiert werden. Intakte Zellen sind unter anderem deshalb von besonderem
Interesse, da einige der in den alpha-Granula der Thrombozyten gespeicherten
Wachstumsfaktoren erst wéhrend des Sekretionsvorgangs durch die

Thrombozytenmembran 1in eine aktive Form {berfilhrt werden. Beschidigte,

beziehungsweise avitale Thrombozyten kénnen diese Modulation nicht vollziehen®.
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Zusitzlich sind vitale Thrombozyten in der Lage, iiber einen Zeitraum von 7 Tagen aktiv
Wachstumsfaktoren zu produzieren und anschlieBend zu sezernieren®. Auch eine
frithzeitige Aktivierung der Thrombozyten aufgrund der Aufreinigungsschritte ist
moglichst gering zu halten, da es dabei zur Degranulation der alpha-Granula mit folgender
Sezernierung der Wachstumsfaktoren in das umgebende Plasma kommt und diese damit
nicht zur Defektregeneration zur Verfiigung stehen wiirden®’, da nur die Zellfraktion
isoliert und verwendet wurde. Bei der Analyse der Plasmaiiberstinde in der vorliegenden
Studie konnten nur Spuren von Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden, was somit
gegen eine vorzeitige Aktivierung der Thrombozyten spricht. Anzeichen fiir eine
isolationsbedingte Aktivierung wie Pseudopodienbildung oder Verklumpung® konnten
unter mikroskopischer Kontrolle nicht gefunden werden. Exemplarisch wurde mittels eines
LIVE/DEAD-Kits die Vitalitdt eines Isolationspriaparates nachgewiesen, bei der 94% der
Zellen unmittelbar nach Isolation als vital eingestuft wurden. Eine detaillierte
Untersuchung der Thrombozyten, die mit dem in der Studie verwandten Protokoll isoliert
wurden, ist bislang nicht beschrieben. Um einer vorzeitigen Aktivierung moglichst
vorzubeugen, wurde das Blut mit Citratrohrchen abgenommen und zusétzlich mit dem

Antikoagulans ACD-A versetzt, wie es in der Literatur empfohlen wird ***.

Bei der Methode der Zellisolierung gilt es weiter zu beriicksichtigen, ob neben
Thrombozyten auch andere Zellen wie Leukozyten mitiiberfiihrt werden, da bekannt ist,
dass auch sie in der Lage sind, Wachstumsfaktoren freizusetzen® und sie damit in der
Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden miissten. Die Ergebnisse der
Zellzdhlung und Typisierung anhand von 4 Probanden konnten jedoch zeigen, dass zu
99,88% Thrombozyten isoliert wurden, sodass die Verunreinigung mit anderen Zellen

vernachléssigt werden kann.

Wie oben ndher ausgefiihrt, kann eine vorzeitige Aktivierung oder Avitalitit der
Thrombozyten durch unsachgeméife Isolation zum Verlust von Wachstumsfaktoren fiihren.
Marx sieht darin einen wesentlichen Faktor fiir das Scheitern von Studien, in denen keine
verbesserte Heilung durch den Einsatz von PRP gezeigt werden konnte®. Um diesen
moglichen Methodenfehler auszuschlieBen, wurde in der vorliegenden Studie die
Freisetzungskinetik von Wachstumsfaktoren aus einem Zell-Matrix-Konstrukt, wie es
spater im in-vivo Versuch zum Einsatz kam, untersucht. Anitua und Mitarbeiter haben in
einer Ubersichtsarbeit die bislang gefundenen und untersuchten Zytokine, Chemokine und

Wachstumsfaktoren, die von aktivierten Thrombozyten freigesetzt werden,
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zusammengefasst'>. Beispiele der nahezu unzihligen bioaktiven Substanzen sind der
platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor (TGF-B), basic
fibroblast growth factor (bFGF), platelet-derived epidermal growth factor (PDEGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF) und der insulin-like growth factor-1 (IGF-1),
wovon die meisten zusdtzlich in unterschiedlichen Isoformen vorkommen. Dabei gilt es als
gesichert, dass durch weitere Untersuchungen zusitzliche bioaktive Molekiile gefunden
werden'’. So konnte in neueren Untersuchungen gezeigt werden, dass Thrombozyten auch
bone-morphogenetic proteins (BMPs) enthalten'!, wobei lange Zeit vom Gegenteil

4,131
ausgegangen wurde®*'*!.

In der vorliegenden Arbeit sollte am Beispiel einiger ausgewdhlter Wachstumsfaktoren
gezeigt werden, dass sie - und damit sehr wahrscheinlich auch andere - aus Thrombozyten
freigesetzt werden. Es ist einleuchtend, die Auswahl der zu untersuchenden
Wachstumsfaktoren danach zu richten, ob sie in der Literatur besonders im Hinblick auf
Meniskusregeneration schon untersucht wurden, seien es positive wie auch negative
Effekte. Wie in der Einleitung beschrieben, konnte unter anderem fiir PDGF, TGF- und
VEGF eine Beeinflussung der Zellkomponenten und der extrazelluliren Matrix von
Meniskusgewebe gezeigt werden. Deren Freisetzungskinetik aus einer mit Thrombozyten
besetzten Hyaluronsdure-Gelatine-Kompositmatrix wurde in der vorliegenden Studie mit

Hilfe der ELISA Technik naher untersucht.

Damit sollte zunichst nachgewiesen werden, ob nach dem Aufbereitungsprozess der
Zellen Wachstumsfaktoren freigesetzt werden. Wie im spiteren in-vivo Modell, bei dem
die Thrombozyten in Verbindung mit einer Tragermatrix eingesetzt wurden, wurde auch
hier ein Zell-Matrix-Konstrukt untersucht. Dabei stellte sich jedoch die entscheidende
Frage, welches Medium eingesetzt werden sollte. Idealerweise wére dies autologe
Synovialfliissigkeit gewesen, da das Zell-Matrix Konstrukt innerhalb des Kniegelenks im
in-vivo Modell von dieser umgeben ist. Diese ist jedoch schwierig zu gewinnen. Deshalb
galt es, ein moglichst der Synovia dhnliches Medium zu wéhlen. Die Synovia ist sowohl
Dialysat des Blutplasmas als auch Sekretionsprodukt der Synoviozyten. Sie enthélt vor
allem Proteine, Hyaluronsédure, Glukose und Wasser'**. Somit kamen als einfach und in
ausreichender Menge zu erhaltende Kulturmedien entweder autologes Blutserum oder
autologes Blutplasma in Frage. Serum hat den Vorteil, dass es aus geronnenem Vollblut
ohne kiinstliche Zusitze gewonnen wird. Deshalb wurde es in einem Vorversuch in der

vorliegenden Studie ausgetestet. Die Messungen zeigten jedoch, dass trotz
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Hitzeinaktivierung ein hoher Gehalt an Wachstumsfaktoren im Serum vorhanden war, der,
trotz gleicher Aufbereitung, von Probe zu Probe stark variierte. Letztlich liegt eine
mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtungen darin, dass durch den Gerinnungsprozess
Thrombozyten aktiviert werden und diese Wachstumsfaktoren in das Serum freisetzen.
Schwankungen sind dabei vorprogrammiert, da das Ausmall der Gerinnung und die
Aktivierung der Thrombozyten kaum steuerbar sind. Zudem scheint die Hitzeinaktivierung

zur Reduzierung der Wachstumsfaktoren nicht ausreichend gewesen zu sein.

Bei der Austestung von Plasma als mdgliches Medium konnten nahezu keine
Wachstumsfaktoren im zeitlichen Verlauf von 8 Tagen gefunden werden. Plasma wird aus
Vollblut gewonnen, das meist durch die Zugabe von Citrat ungerinnbar gemacht wurde.
Damit wird unter anderem die Aktivierung von Thrombozyten und somit die Freisetzung

von Wachstumsfaktoren verhindert>>*?

. Die anfianglichen Bedenken, die Thrombozyten
konnten bei der Verwendung von Plasma als Medium auf Dauer nicht aktiviert werden und
somit keine Wachstumsfaktoren freisetzen, konnte durch einen Vorversuch ausgerdumt
werden. Hier konnte gezeigt werden, dass im Verlauf von 8 Tagen die Wachstumsfaktoren
PDGF-AB und TGF-B1 freigesetzt wurden. Untersuchungen, in denen die Freisetzung von
bioaktiven Molekiilen (Regulated on activation, normal, T-cell expressed, and secreted
(FRANTES),  B-thromboglobulin,  platelet = factor 4, interleukin-7)  aus
Thrombozytenkonzentraten untersucht wurden, in denen die Thrombozyten in Plasma
aufbewahrt waren, kamen auch zu dem Ergebnis, dass im Verlauf von 7 Tagen diese Stoffe
freigesetzt wurden. Diese werden, wie PDGF, TGF-B und VEGF, in den alpha-Granula der
Thrombozyten  gespeichert’™. Die  gesamten in-vitro  Untersuchungen  der

Wachstumsfaktoren wurden aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse mit Plasma als

Medium durchgefiihrt.

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse der in-vitro Wachstumsfaktorenanalysen von
PDGF-AB, TGF-1 und VEGF diskutiert werden. Quantitativ wurde am meisten TGF-1
gemessen. Um etwa ein Drittel weniger wurde PDGF-AB gefunden. VEGF konnte im

Vergleich zu den anderen Wachstumsfaktoren nur in Spuren detektiert werden.

PDGF-AB wurde aus den Thrombozyten-Matrix-Konstrukten {iber einen Zeitraum von
192h freigesetzt, mit einer maximalen Konzentration nach 192h. Dass die Quelle von
PDGF-AB die Thrombozyten waren, kann man deshalb feststellen, da in
Leerwertkontrollen von Matrix mit Medium ohne Zellen um den Faktor 23 weniger PDGF-

AB gefunden wurde. Leitner und Mitarbeiter untersuchten 4 auf unterschiedliche Weise
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hergestellte Thrombozytenisolationen hinsichtlich der Freisetzung von PDGF-AB
innerhalb 120h. Sie fanden unabhéngig von der Art der Zellisolierung eine kontinuierliche
Freisetzung von PDGF-AB. In 3 von 4 Préparationen zeigte sich die stirkste PDGF-AB
Freisetzung zwischen den Messpunkten 6h und 72h, wihrend in der vorliegenden Studie
erst nach 24h eine deutlicher Anstieg von PDGF-AB gefunden wurde. Welche
Antikoagulantien in dieser Studie von Leitner und Mitarbeiter eingesetzt wurden, ist nicht
beschreiben. Dies und die Tatsache, dass keine Matrix eingesetzt wurde’®, sind mégliche
Erklarungsmoglichkeiten fiir die unterschiedliche Freisetzungskinetik. Weiter konnten sie
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass durch die Aufreinigung der
Thrombozyten diese aktiviert, bezichungsweise beschidigt wurden’®, was, wie oben niher

ausgefiihrt, zu einer Sezernierung von Wachstumsfaktoren fiihrt.

In vielen Untersuchungen von PDGF beziiglich Wundheilung konnte nachgewiesen
werden, dass PDGF eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten, Neutrophile,
Fibroblasten, mesenchymale Stammzellen und glatte Muskelzellen hat. PDGF ist in alle
drei Phasen der Wundheilung wie Angiogenese, Bildung von fibrosem Gewebe und
Reepithelialisierung involviert®’. Wie oben angedeutet, gelang es Bhargava und
Mitarbeitern in bovinen Meniskuszellen sowohl aus der peripheren als auch der zentralen
Zone eine Hochregulierung der DNA-Synthese von bis zu 200%, sowie eine gesteigerte
Migration von bis zu 300% unter Zugabe von PDGF-AB in-vitro zu erreichen. Dabei
konnten Effekte bei Konzentrationen von eingesetztem PDGF-AB gezeigt werden, wie sie
auch in etwa in der vorliegenden Studie gemessen wurden”. Untersuchungen von Spindler
und Mitarbeitern zeigten jedoch, dass, im Gegensatz zur peripheren Region von
Schafsmenisken, zentral gelegene Zellen des Meniskus nicht durch Zugabe von humanem,

rekombinanten PDGF-AB im in-vitro Modell stimuliert werden kénnen'?.

Wie fiir PDGF-AB konnte auch fiir TGF-B1 im in-vitro Versuch eine Freisetzung aus den
Thrombozyten-Matrix-Konstrukten iiber 192h gemessen werden. Bei drei von 4 Proben
zeigte sich eine maximale Konzentration nach 192h, bei einer schon nach 48h. Das
Verhiltnis an gemessenem TGF-B1 von Positiv-Proben zu den Leerwerten war um den

Faktor 20 hoher, was dafiir spricht, dass TGF-B1 aus Thrombozyten freigesetzt wurde.

Cardigan und Mitarbeiter untersuchten die spontane Freisetzung unter anderem von TGF-
1 in Thrombozytenkonzentraten im zeitlichen Verlauf von 1d, 5d und 7d. Diese waren —
wie in der vorliegenden Studie - mit ACD-A versetztem Plasma als

Aufbewahrungsmedium hergestellt. Sie fanden dabei einen kontinuierlichen Anstieg von
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TGF-B1 im Plasma im Verlauf der 7 Tage, was mit den Ergebnissen der vorliegenden

Studie iibereinstimmt™.

Dass TGF-B bei der natiirlichen Defektregeneration im Meniskus eine Rolle spielen
konnte, zeigten Ochi und Mitarbeiter im Kaninchenmodell, in dem sie eine verbesserte
Heilung von Meniskusdefekten im avaskuldiren Bereich durch Anraspeln der
Meniskusoberflidche erzielten und dabei immunhistochemisch unter anderem TGF-31
signifikant hoéher exprimiert fanden als in der Kontrollgruppe. Dies konnte auch fiir PDGF
gezeigt werden’. Weiter zeigte ein in-vitro Modell von Johnstone, dass TGF-B1
wesentlich die Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen (Kaninchen) positiv
beeinflussen kann®. Auch im embryonalen Knorpel ist TGF-B nachzuweisen und scheint
dort eine entscheidende Rolle im Laufe der Differenzierung zu spielen®?. In-vitro konnten
bei der Untersuchung der Effekte von PDGF-AB, TGF-B1, insulin-like growth factor type I
und basic fibroblastic growth factor auf Fibrochondrozyten von Kaninchen beziiglich
Kollagen- und Glykosaminoglykanproduktion fir TGF-81 die grofiten Effekte gezeigt
werden”. Die gleiche Forschergruppe untersuchte in einem erweiterten Experiment die
Effekte der eben genannten Wachstumsfaktoren auf Fibrochondrozyten von Kaninchen,
die in eine dreidimensionale Poly-glykolsdurematrix injiziert wurden. Wieder konnte der
groBte Effekt beziiglich Kollagen- und Glykosaminoglykanproduktion unter Zugabe von
TGF-B1 gesehen werden'”. Die gemessenen TGF-B1 Konzentrationen in der vorliegenden
Studie sind dabei vergleichbar zu den eingesetzten Konzentrationen in den eben

beschriebenen Studien.

Der letzte untersuchte Wachstumsfaktor war der vascular endothelial growth factor
(VEGF). Er konnte - im Vergleich zu den anderen Faktoren - durchgingig nur in Spuren
nachgewiesen werden, wobei der Gehalt an VEGF im reinen Plasma (Leerwertkontrollen)
teilweise hoher war als in den Positiv-Proben mit Thrombozyten. Zu beachten ist dabei
jedoch die geringe Probenzahl sowie ein hohe Standardabweichung. Das bei allen
Untersuchungen verwendete Medium (Plasma) fiel als Nebenprodukt bei der Herstellung
der Thrombozytenkonzentrate an. Eine mdgliche Erkldrung fiir die gefundenen Werte in
den Leerwertkontrollen (Plasma + Matrix) und Positiv-Proben (Plasma + Matrix +
Thrombozyten) konnte sein, dass wihrend des Aufbereitungsprozesses die Thrombozyten
VEGF an das umgebende Plasma sezerniert haben. Da dies bei TGF-81 und PDGF-AB in
diesem Ausmall nicht gesehen wurde, miisste die  Sezernierung dieses Faktors

empfindlicher als die anderen auf den Isolierungsvorgang reagieren. Eine weitere
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Folgerung wire, dass, wenn VEGF friihzeitig in das umgebene Plasma sezerniert wiirde, es
fiir den Einsatz im in-vivo Modell nicht zur Verfligung gestanden hitte, da hier nur die
Zellen und nur sehr wenig Plasma eingesetzt wurde. Eine andere Erkldrung konnte sein,
dass die gefundenen Mengen an VEGF natiirlicherweise schon im Plasma enthalten sind.
Diesem Erklarungsversuch jedoch widersprechen die Ergebnisse von Hormbrey und
Mitarbeitern, die zeigen konnten, dass zwar VEGF im Plasma gefunden werden kann60,
jedoch etwa um den Faktor 10 weniger, als es in der vorliegenden Studie gemessen wurde.
Zur endgiiltigen Kldrung des Sachverhalts wiren weitere Untersuchungen nétig. Die
GroBenrelationen zu PDFG-AB und TGF-B1 im Thrombozytenkonzentrat, in denen VEGF
in der vorliegenden Studie gefunden wurden, lassen sich jedoch durch andere Studien

bestitigen®"*'.

Der tliberwiegende Anteil des Meniskus ist avaskuldr und hat schlechtes Heilungspotential.
Die Neubildung von Blutgefdlen wird durch Angiogenesefaktoren reguliert, wobei das
potenteste angiogenetisch wirkende Peptid VEGF ist*>. Wie in der Einleitung erwiéhnt,
konnten Becker und Mitarbeiter in einer in-vivo Untersuchung am Kaninchen zeigen, dass
nach kiinstlicher Verletzung des Meniskus sowohl im vaskuldren wie auch im avaskulidren
Bereich 7 Tage nach Trauma im Gegensatz zur nicht traumatisierten Kontrollgruppe
vermehrt VEGF produziert wurde. Dabei konnte im avaskuldren Bereich sogar doppelt
soviel VEGF nachgewiesen werden wie im vaskuldren, peripheren Anteil. Dennoch heilte
keiner der Defekte nach 10 Wochen im avaskuldren Bereich, wiahrend 90% im vaskuldren
Bereich regenerierten””. Die gleiche Forschergruppe versuchte spiter mit einem
Nahtmaterial, an das VEGF {iber Poly-[d,l-Laktid]-Sdure (PDLLA) gebunden war, im
avaskuldren Bereich einen Defekt im Schafmeniskus durch Induktion von Angiogenese zu
therapieren. Dies scheiterte jedoch und es zeigte sich sogar ein Vorteil in der
Kontrollgruppe, bei der unbeschichtetes, beziechungsweise nur mit PDLLA beschichtetes

Nahtmaterial zum Einsatz kam'"!

. Diese Untersuchung ldsst vermuten, dass von VEGF bei
der Regeneration von avaskuldren Meniskusldsionen keine positiven Effekte ausgehen,
ferner, dass VEGF moglicherweise die Heilung in diesem Bereich hemmt. Konnte dies in
weiteren Studien bestétigt werden, konnte man die Tatsache, dass VEGF in Thrombozyten
in nur sehr geringen Mengen vorhanden ist, als Vorteil fiir den Einsatz von Thrombozyten

als Quelle fiir Wachstumsfaktoren werten.

Aus den Erkenntnissen der in-vitro Wachstumsfaktorenanalysen kann man folgern, dass es

moglich ist, Wachstumsfaktoren in hohen Konzentrationen durch Thrombozyten-Matrix-
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Konstrukte bereitzustellen. Nun stellt sich die Frage, inwieweit diese Erkenntnisse auf die
in-vivo Situation im Kaninchenmeniskus tibertragbar sind. Das in-vitro Modell ist ein in
sich abgeschlossenes System, ein Medienwechsel fand wihrend des Versuchablaufs nicht
statt. Moglicherweise diffundierte in-vivo ein mehr oder minder groBer Teil der
Wachstumsfaktoren in das umliegende Gewebe und stand nicht zur Defektregeneration zu
Verfligung. Unklar ist weiter, ob die mechanische Beanspruchung des Thrombozyten-
Matrix-Konstrukts die Freisetzungskinetik beeinflusst hat. Moglicherweise wurden die
Thrombozyten aus der Matrix ausgeschwemmt und haben sich in der Gelenkhohle verteilt.
Auf der anderen Seite muss in Betracht gezogen werden, dass im in-vitro Versuch die
Thrombozytenprdparate in 1,2ml Medium resuspendiert wurden und sich im
Kaninchenknie nur ca. 130ul Synovialfliissigkeit befinden®, was konsekutiv hdhere
Konzentrationen der Faktoren zur Folge haben miisste und ein mdglicher Verlust damit
kompensiert werden konnte. Die exakte Beantwortung der Frage, inwiefern die in-vitro
Ergebnisse Riickschliisse auf die in-vivo Situation zulassen, kann nicht abschlieend
geklart werden und bediirfte weiterer Untersuchungen. Aufschluss konnten dabei
beispielsweise Untersuchungen bringen, die kldren, ob Thrombozyten in-vivo nach

wenigen Tagen in der im Meniskus implantierten Matrix noch nachweisbar sind.

Wie in der Einleitung niher ausgefiihrt, galt es in der vorliegenden Arbeit mit den in-vivo
Versuchen am Kaninchen zu kldren, ob es moglich ist, kiinstlich erzeugte Defekte im
avaskuldren Bereich der Pars intermedia des Meniskus mit Hilfe von Wachstumsfaktoren
suffizient zu therapieren. In Untersuchungen der eigenen Abteilung gelang es mit Hilfe
einer Kombination von mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark und einer
Hyaluronsédure-Gelatine-Kompositmatrix, eben beschriebene Ladsionen im Meniskus von
Kaninchen erfolgreich zu behandeln. Dabei ist jedoch die Rolle der eingesetzten
mesenchymalen Stammzellen bei der Defektreparatur nicht vollkommen klar. Wirken
diese rein als Reparaturzellen? Oder fordern sie eine Heilung durch umliegende Zellen aus
Meniskus und Synovia iiber die Sezernierung bioaktiver Molekiile, beziechungsweise ist es
eine Kombination aus beidem? Wie zu Beginn der Diskussion ndher ausgefiihrt, konnten
Studien, die unter anderen Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden, die eben genannten
Effekte von mesenchymalen Stammzellen, also deren Wirkweise als Reparaturzelle wie
auch durch Mediatorsubstanzen, zeigen. Um nun die Funktion der mesenchymalen
Stammzellen bei der Meniskusregeneration ndher zu verstehen, wurde diese Studie mit den
gleichen Verfahrensweisen wie in den erfolgreichen Versuchen mit mesenchymalen

Stammzellen durchgefiihrt und die Evaluation der Ergebnisse mit dem gleichen Scoring-
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System durchgefiihrt, um moglichst prizise Riickschliisse auf die Wirkungsweise der
mesenchymalen Stammzellen ziehen zu konnen. Deshalb sollen nun die Ergebnisse der in-
vivo Untersuchungen néher beleuchtet werden und mit den Ergebnissen der Versuche mit

mesenchymalen Stammzellen verglichen werden.

Nach 6 Wochen konnte in der behandelten Gruppe der Stanzdefekte keine effektive
Therapie durch PRP-Matrix-Konstrukte erreicht werden und wurde mit einem Scoringwert
von 9,7 bewertet (max. 24 Punkte). Sehr &hnliche Ergebnisse wurden in der
Kontrollgruppe beobachtet, bei der sich ebenfalls kein Heilungserfolg zeigte. Mit einem
durchschnittlichen Scoringwert von 9,8 konnte kein signifikanter Unterschied in den
Gruppen gezeigt werden. Bedingt sind die vergebenen Scoring-Punkte vor allem durch das
entstandene minderwertige Reparaturgewebe, das iiberwiegend aus fibrotischem
Narbengewebe bestand. In den zu vergleichenden Studien mit mesenchymalen
Stammzellen konnte schon nach 6 Wochen ein signifikanter Vorteil der behandelten

Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe erreicht werden.

Nach 12 Wochen Laufzeit zeigte sich in der behandelten Gruppe mit Thrombozyten sogar
eine Verschlechterung im durchschnittlichen Gesamtergebnis (Scoringwert 7,8), wihrend
sich die Kontrollgruppe sogar leicht verbesserte (Scoringwert 12,3). Dennoch konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden. Der Vorteil in
den Studien mit mesenchymalen Stammzellen entwickelte sich dagegen nach 12 Wochen
weiter zu Gunsten der behandelten Gruppe. Es ist somit anzunehmen, dass beim
Heilungsprozess von  Meniskusldsionen  durch  mesenchymale  Stammzellen
Wachstumsfaktoren eher eine untergeordnete Rolle spielen, oder, dass das freigesetzte
Wachstumsfaktorenprofil von Thrombozyten und mesenchymalen Stammzellen zu
unterschiedlich ist, als dass mit Thrombozyten gleiche Effekte erzielt werden konnten.
Letztere Frage konnte in weiteren Untersuchungen an mesenchymalen Stammzellen
geklart werden. Ein weiterer Faktor konnte die kurze Lebensdauer der Thrombozyten sein.
In den Untersuchungen mit mesenchymalen Stammzellen konnten diese noch nach 6
Wochen in-vivo nachgewiesen werden, womit sie liber einen weit grofleren Zeitraum
bioaktive Substanzen freisetzen konnen. Diese Uberlegungen sollen weiter unten niher

beleuchtet werden.

Neben Stanzdefekten wurde auch das Heilungspotential von PRP-Matrix-Konstrukten auf
die vor allem im klinischen Alltag relevanten Rissdefekte untersucht. Diese wurden

zusitzlich sowohl in der behandelten wie auch in der Kontrollgruppe mit
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Adaptationsnédhten versorgt. Hier sei nochmals betont, dass bei dieser Lésionsentitit zwar
die Defektrinder ndher zusammen liegen, jedoch im Meniskus auftretende Scherkrifte

einer Heilung stark entgegenwirken.

Bei der Evaluierung der Ergebnisse der 6-Wochengruppe konnte weder in der behandelten
noch in der Kontrollgruppe ein suffizientes Therapieergebnis gefunden werden. Auffillig
sind dennoch die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen: so fiel makroskopisch
zundchst auf, dass in der behandelten Gruppe die Defekte in ihrer Morphologie noch
erhalten waren, im Gegensatz dazu waren bis auf einen Fall in der Kontrollgruppe alle
Defekte nach zentral eingerissen, beziechungsweise waren gar nicht mehr abgrenzbar. Auch
in den histologischen Untersuchungen waren in der behandelten Gruppe wenigstens
Ansitze zur Defektregeneration zu finden, wihrend dies in der Kontrollgruppe, mit einer
Ausnahme, nicht zu finden war. Im Scoring-Ergebnis erhielt die behandelte Gruppe einen
durchschnittlichen Wert von 5,3, wihrend die Kontrollgruppe nur 0,2 Punkte erhielt. Der

Unterschied konnte als statistisch signifikant festgestellt werden.

Die Verwendung vom mesenchymalen Stammzellen in vorangegangenen Studien in der
eigenen Abteilung zeigte, wie auch schon in den Untersuchungen im Stanzdefektmodell,
bereits nach 6 Wochen gute Therapieergebnisse, mit einem signifikanten Vorteil der

behandelten Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.

Nach 12 Wochen Laufzeit bot sich in der mit PRP-Matrix-Konstrukten behandelten
Gruppe wie auch in der Kontrollgruppe ein dhnliches Bild wie nach 6 Wochen. Jedoch
waren die Ergebnisse unter den verschiedenen Tieren in der behandelten Gruppe
inhomogener, weshalb letztlich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen mehr gefunden wurde. Die behandelte Gruppe blieb dabei bei einem Wert von
5,3 im Scoring, wihrend sich die Kontrollgruppe minimal auf 0,8 verbesserte. Trotz der
langeren Laufzeit konnte also eine Verbesserung in keiner der beiden Gruppen gesehen
werden und somit auch keine addquate Therapie der Defekte bewirkt werden. Dies stand
wiederum im Gegensatz zu den Versuchen mit mesenchymalen Stammzellen im
Rissdefekt, bei der die behandelte Gruppe ein signifikant besseres Ergebnis erzielte und
zudem eine suffiziente Therapie der Defekte im Gegensatz zur Kontrollgruppe erzielt

werden konnte.

Somit bestétigen sich die Schlussfolgerungen aus den Beobachtungen der Stanzdefekte:
Die Defektregeneration durch mesenchymale Stammzellen scheint nicht maf3geblich durch

die Effekte von Wachstumsfaktoren erklarbar zu sein. Im Fall der Rissdefekte lassen die
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besseren Ergebnisse in der behandelten Gruppe vermuten, dass wenigstens ein kleiner
Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die Defektregeneration ausgeht. Die unterschiedliche
Effektivitdt von PRP im Riss- und Stanzdefekt konnte - sofern man davon ausgeht, dass
diese positiven Effekte durch eine PRP-vermittelte Chemotaxis von Reparaturzellen
induziert wurde - damit erkldrt werden, dass ein Rissdefekt mit wesentlich weniger
Reparaturzellen zu regenerieren wire als ein Stanzdefekt, der ein weit grofleres Volumen
aufweist. AuBerdem liegen die Defektrander im Rissdefektmodell ndher aneinander und

wurden durch zusitzliche Néhte adaptiert.

Insgesamt liegt der Schluss nahe, dass es nicht moglich ist, effektiv Lésionen im
avaskuldren Bereich des Meniskus ohne die Komponente mesenchymale Stammzelle nur
mit Wachstumsfaktoren und einer Matrix zu therapieren. Einschrinkend ist zu
hinterfragen, ob eventuell das in der vorliegenden Studie verwandte Modell zur
Bereitstellung von Wachstumsfaktoren nicht optimal war und nur ein Mangel in der
Methodik der nicht erfolgreichen Therapie zu Grunde liegt. Dies soll in abschlieBenden

Uberlegungen niher diskutiert werden.

Eine wichtige Komponente im Bereich des Tissue Engineering stellt die verwendete
Matrix dar. Die in den Versuchen eingesetzte Matrix hatte sich in den Versuchen mit
mesenchymalen Stammzellen bewéhrt. Sie wurde in der eigenen Abteilung entwickelt und
thre Eignung zum Einsatz im Bereich des Tissue Engineering fiir die Reparatur von
Knorpeldefekten konnte in zahlreichen in-vitro und in-vivo Versuchen gezeigt werden®*'°.
Dennoch stellt sich die Frage, ob diese Matrix auch im Zusammenhang mit Thrombozyten
die besten Voraussetzungen fiir die zu untersuchende Fragestellung ist. In der vorliegenden
Studie konnte zwar eine effektive und vollstindige Besetzung der Matrix mit
Thrombozyten gezeigt werden, jedoch ist die Frage offen, inwiefern unter in-vivo
Bedingungen diese in der Matrix bleiben, oder ob sie durch die mechanischen Krifte, die
durch die Bewegung der Versuchstiere im Kniegelenk entstehen, aus der Matrix
ausgeschwemmt werden und nicht mehr nur in unmittelbarer Nidhe des Defekts ihre
Wirkung entfalten konnen. Damit widren die Ergebnisse nur eingeschrinkt auf die
Untersuchungen mit mesenchymalen Stammzellen zu iibertragen. Um dies zu verhindern,
besteht die Moglichkeit, durch Zugabe von Substanzen wie Thrombin und CaCl, eine
Aktivierung der Thrombozyten zu induzieren und damit einen Fibrin-Clot zu erzeugen, der
stabil ist und nach und nach Wachstumsfaktoren sezerniert'® und gleichzeitig als Matrix

fir den Reparaturprozess dient'”. Arnoczky und Mitarbeiter untersuchten die
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Heilungspotenz eines eingebrachten Fibrin-Clots in avaskuldren Stanzdefekten von
Hundemenisken. Sie fanden nach 6 Monaten Laufzeit im Gegensatz zur Kontrollgruppe, in
der die Defekte leer belassen wurden, im Defektbereich fibrokartilagindres Gewebe, das
alle Defekte komplett ausfiillte. Allerdings wiesen sie auf starke makroskopische sowie
histologische Abweichungen des entstandenen Reparaturgewebes zum normalen
Meniskusgewebe hin'. Port und Mitarbeiter untersuchten daraufhin den Einsatz eines
Fibrin-Clots in Kombination mit einer Naht in Rissdefekten im avaskuldren Bereich von
Ziegen. Dabei konnten sie keine relevante Verbesserung der Defektheilung im Vergleich
zur Kontrollgruppe finden. Dies zeigten auch weitere biomechanische Untersuchungen des
entstandenen Defektgewebes. Interessanter Weise konnte auch die Zugabe von
mesenchymalen Stammzellen keine Verbesserung der Ergebnisse erzielen'™. Aktivierte
Thrombozyten in Kombination mit weiteren Zellbestandteilen des Blutes in Form eines
Fibrin-Clots scheinen also auch nicht ein verbessertes Release-System von
Wachstumsfaktoren darzustellen, um eine effektive Therapie im Meniskus zu erreichen.
Vergleicht man nun die Studien der eigenen Abteilung mit mesenchymalen Stammzellen
mit den eben genannten, so scheint es, dass aufgrund der gegensitzlichen Ergebnisse ein
Fibrin-Clot auch fiir mesenchymale Stammzellen keine geeignete Matrix darstellt, dieser
vielmehr die Entfaltung des Regenerationspotentials von mesenchymalen Stammzellen

behindert.

Hinweise, dass die Heilungspotenz von eingesetzten Thrombozytenkonzentraten
entscheidend von der verwendeten Trigermatrix determiniert wird, ergeben sich aus den
Ergebnissen einer Studie an japanischen weilen Hasen. Hier wurde der Effekt von in
Gelatine-Hydrogel inkorporiertem Thrombozytenkonzentrat auf die Heilung von
Knochendefekten untersucht. Als Kontrollgruppen diente der Einsatz von
Thrombozytenkonzentrat (TK) in einen Fibrin-Kleber, freies TK, und nur Gelatine-
Hydrogel. Mit dem Gelatine-Hydrogel-TK-Konstrukt konnte eine suffiziente Therapie der
Lasionen erreicht werden, die statistisch signifikant besser war als in allen anderen
Kontrollgruppen. Der Einsatz von freiem TK fiihrte zu keinerlei Knochenregeneration, was
die Autoren darauf zuriickfiihrten, dass dieses nicht lange genug an der Defektstelle in
hohen Konzentrationen verweilt. Der Einsatz von TK in Fibrin-Kleber zeigte eine malige
Regeneration. Nach 4 Wochen konnte der Fibrin-Kleber noch im Defekt nachgewiesen
werden, was die Autoren als Grund fiir eine Behinderung der Defektheilung deuteten. Die

positiven Resultate in der Gelatine-Hydrogel-TK-Gruppe fithrten die Autoren auf die
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stufenweise Degradation des Gels mit konsekutiver Freisetzung von Wachstumsfaktoren

{iber einen lingeren Zeitraum zuriick™”.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen vermuten, dass der Einsatz von
Thrombozytenkonzentraten zur Meniskusregeneration moglicherweise durch die
Verwendung eines fiir Thrombozyten angepassten Release-Systems in Form einer
Tragermatrix zur Verbesserung der Ergebnisse fiihren konnte. Die Verwendung eines
solchen optimalen Release-Systems wiirde weitere Sicherheit bei der Ubertragung der
Ergebnisse auf die Wirkungsweise von mesenchymalen Stammzellen bei der

Defektregeneration von Meniskusldsionen im avaskuldren Bereich zulassen.

Zusammenfassend kann man jedoch sagen, dass einiges dafiir spricht, dass auf den Einsatz
von mesenchymalen Stammzellen zur Defektregeneration im avaskuldren Bereich von

Menisken nicht verzichtet werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Betrachtung der Epidemiologie von Meniskusldsionen wird, abgesehen von der
individuellen Belastung und FEinschrinkung der Patienten, die soziodkonomische
Tragweite dieses Krankheitsbildes deutlich. Die aktuellen Studien zur demographischen
Entwicklung der Bevolkerung und die steigende Zahl von Sportverletzungen geben keinen
Anlass zur Hoffnung, dass eine Trendwende hinsichtlich der Inzidenz zu erwarten ist.
Wihrend die Traumatologie fiir Verletzungen der Menisken im vaskuldren Bereich oftmals
effektive Therapieoptionen bietet, sind bei der Versorgung von Verletzungen im
avaskuldren Bereich die Moglichkeiten und Erfolgsaussichten beschriankt. Gerade die
Forschung im Bereich des Tissue Engineering liefert vielversprechende Ansitze, um diese

Lucke zu schlief3en.

Mit der vorliegenden Arbeit konnten neue Erkenntnisse beziiglich der Regeneration von
avaskuldren Meniskusldsionen mit Wachstumsfaktoren und einer Matrix gewonnen
werden. Dazu wurden PRP-Matrix-Konstrukte zur Versorgung von avaskuldren
Meniskusdefekten eingesetzt, aus denen nachweislich iiber einen Zeitraum von 8 Tagen
Wachstumsfaktoren in grofleren Mengen freigesetzt wurden. Da auch nach 12 Wochen
keine suffiziente Heilung gesehen werden konnte, scheint es, als ob Wachstumsfaktoren
alleine keine ausreichende Therapie bewirken konnen. Die Ubertragung dieser Ergebnisse
auf die Fragestellung, welche Rolle mesenchymale Stammzellen bei der erfolgreichen
Regeneration von Meniskusldsionen spielen, beziechungsweise, ob dabei hauptsichlich die
von den Zellen sezernierten Wachstumsfaktoren die ausschlaggebenden Faktoren sind,
liefert Anhalspunkte dafiir, dass die entscheidende Komponente im Heilungsprozess die
Zelle ist und somit auf diese nicht verzichtet werden kann. Weitere Kldrung bei der
Charakterisierung und Eingrenzung der Reparaturabldufe wiirden zum einen
Untersuchungen der freigesetzten Botenstoffe der mesenchymalen Stammzellen im Milieu
von Meniskusgewebe liefern und zum anderen wiirde ein optimiertes Release-System von
Wachstumsfaktoren weitere Erkenntnisse um deren Potential im Rahmen von

Defektregeneration liefern.
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