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Einleitung

1 EINLEITUNG

Das Kniegelenk ist heute das operativ am haufigsten behandelte Gelenk %*.

Bei 15-30% der Sportverletzungen handelt es sich um Verletzungen des
Kniegelenks. Knieverletzungen und hierunter vor allem Meniskuslasionen nehmen
somit einen hohen Stellenwert in der Traumatologie ein *.

Etwa die Halfte aller Meniskuslasionen ist traumatisch bedingt, dabei stehen 40% der
Verletzungen in Zusammenhang mit einer komplexen Knieverletzung, 8% sind reine
Meniskusverletzungen, bei 52% entsteht die Meniskuslasion auf Grund bereits
bestehender degenerativer Veranderungen “.

Vor allem die Behandlung von L&sionen im avaskuldren Bereich des Meniskus
gestaltet sich, trotz stetigem Fortschritt in Medizin und Technik, bisher immer noch
problematisch. Haufig ist die einzig mdgliche Therapieoption avaskularer
Meniskuslasionen die partielle arthroskopische Meniskektomie, welche jedoch einer
praarthrotischen  Veradnderung entspricht und somit sekundar weitere
Folgeerkrankungen nach sich ziehen kann. Jeder zweite Patient leidet 10 - 15 Jahre

118 \wobei sich das AusmaR

nach einer Meniskektomie bereits an Gonarthrose
arthrotischer Veranderungen direkt proportional zum Ausmald der Meniskusresektion
verhalt %°.

Meniskuslasionen und die daraus resultierenden Folgeerkrankungen gehdren zu den
am weitesten verbreiteten Krankheiten weltweit. Dementsprechend sind
arthroskopische Eingriffe an Gelenkknorpel und Menisken mit 281 177 Eingriffen im
Jahr 2010 die zweithaufigsten durchgefuhrten Operationen in Deutschland und

4 Unter den

haben somit auch eine groRRe volkswirtschaftliche Bedeutung
vollstationaren Patienten z&hlen Operationen an den Bewegungsorganen mit 28,1 %
zu den meist erfolgten Eingriffen deutschlandweit °.

Trotz entsprechender Therapie kommt es bei Uber 40% der Patienten mit
Kniebinnenverletzung sekundar zur Entwicklung einer Arthrose °. Die daraus
resultierenden Schmerzen und die zunehmende Bewegungseinschrankung bedingen
haufig auch Arbeitseinschrankungen bzw. —ausfalle, folgende
RehabilitationsmalRnahmen sowie Frithberentungen und belasten dadurch zuséatzlich

das Gesundheitssystem °'.

Der suffizienteren Behandlung von avaskularen
Meniskuslasionen kommt daher auch unter dem Aspekt der Vermeidung von

Folgeschaden und -kosten eine grol3e Bedeutung zu.
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1.1 Anatomie des Kniegelenks

Das Kniegelenk als grofites menschliches Gelenk besitzt einen komplexen Aufbau.
Es besteht aus 3 Teilgelenken: femoropatellares, mediales und laterales
femorotibiales Kompartiment.

Die artikulierenden Gelenkflachen sind von hyalinem Gelenkknorpel Uberzogen, der
durch Diffusion von der Synovialflissigkeit ernahrt wird.

Gelenkkapsel

Umgeben ist das Gelenk von einer Gelenkkapsel, die aus 2 funktionellen Schichten
besteht: Membrana fibrosa und Membrana synovialis.

Die Membrana fibrosa ist besonders zugfest und sichert den Zusammenhalt des
Gelenks. Sie wird durch zusatzliche Bander, den sogenannten Ligamenta
intracapsularia verstarkt. Zusatzlich ist sie mit dem Ligamentum patellae und
Ligamentum collaterale tibiale verwachsen, die zu einer Stabilisierung beitragen.

Die Membrana synovialis besteht aus Fett- und Bindegewebe und enthalt zahlreiche
Blut- und Lymphgefal3e. Die Oberflache wird nicht von einem Epithel, sondern von
Fibrozyten und Makrophagen gebildet. Zur Oberflachenvergrof3erung ist die
Synovialmembran in Falten gelegt und zusétzlich mit Zotten besetzt.

Die Synovialmembran resorbiert und sezerniert die Synovia, ein Transudat, das in
seiner Zusammensetzung dem Blutserum &hnelt. Zusatzlich enthalt sie 1-2%
Glycosaminoglycane (Hyaluronséure) zur besseren Gleitfahigkeit °.

Die Synovia spielt fir die Ernahrung der Gelenkknorpel und der avaskularen Anteile

der Menisken eine zentrale Rolle.

Bandapparat
Der komplizierte Bandapparat des Kniegelenks dient der Stabilisierung und Fiihrung

des Kniegelenks.

Das Lig. cruciatum anterius lauft von der Area intercondylaris anterior der Tibia zur
medialen Flache des lateralen Femurkondylus. Das kraftigere Lig. cruciatum
posterius zieht von der Area intercondylaris posterius zur lateralen Flache des
medialen Femurkondylus. Die beiden Kreuzbander laufen in etwa rechtwinklig

zueinander %%,
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Das Innenband (Lig. collaterale tibiale) geht vom Epicondylus medialis des Femurs
aus, inseriert an der medialen Seite der Tibia und ist fest mit der Gelenkkapsel
verwachsen.

Das Lig. collaterale fibulare zieht vom Epicondylus lateralis zum Fibulakdépfchen und
hat keinen Kontakt zur Gelenkkapsel.

In Streckstellung sind beide Kollateralb&nder gespannt und stabilisieren das Knie in
dieser Position. Mit zunehmender Beugung nimmt der Abstand zwischen Ursprung
und Ansatz der Kollateralbdnder ab. Die Bander entspannen. Eine Rotation im
Kniegelenk ist daher nur bei gebeugtem Knie und damit entspannten Seitenbandern

maglich.

Menisken

Die Menisken liegen intraartikular und zeigen in der Aufsicht einen halbmond-
formigen Bau (lat. meniscus = Halbmond). Der mediale Meniskus ist insgesamt ca.
3,5 cm lang. Er besitzt ein schmales Vorderhorn mit einer Breite von 8-9mm und ein
breites Hinterhorn mit einer Breite von 13-17mm. Der laterale Meniskus ist fast

ringférmig mit zwei gleich langen Hornern (11-13mm) konfiguriert >#31%°,

Lig. patellae |

Bursa infrapatellaris profunda < \
~N

Lig. transversum _
genus >

Menis_cus ~
medialis

/

Lig. cruciatum -~
anterius

\ Meniscus
/ lateralis

Lig. cruciatum posterius /

Abbildung 1.1: Kniegelenk und Menisken von proximal nach Durchtrennung der Gelenkkapsel und

Kreuz- und Seitenbandern *?°
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Beide Menisken sind an Tibia (Lig. meniscotibiale) und Femur (Lig. meniscofemorale)
verankert. Uber das Ligamentum transversum genus sind die beiden Menisken auch
untereinander fixiert *°.

Eine weitere Verankerung besteht Uber das Lig. meniscofemorale anterius
(Humphry) und das Lig. meniscofemorale posterius (Wrisberg), die das Hinterhorn
des AulRenmeniskus mit dem medialen Femurkondylus verbinden.

AulBerdem sind die Menisken Uber kurze Bander in der Area intercondylaris
verankert. Die Band-Verankerungen des Innenmeniskus liegen dabei weiter
voneinander entfernt als die des Auf3enmeniskus. Zusatzlich ist der Innenmeniskus
mit dem Lig. collaterale tibiale verwachsen und daher weniger beweglich als der
AuRenmeniskus*.

Der Aufenmeniskus hingegen hat keinen Kontakt zum Ligamentum collaterale
fibulare. Auf Grund dieser anatomischen Gegebenheiten ist der Innenmeniskus ca.

dreimal haufiger verletzt als der AuRenmeniskus **°.

1.2 Molekulare Grundlagen des Meniskus

Die Fibrochondrozyten des Meniskus sind von einem Knorpelhof (Lakune) umgeben
und in die von ihnen gebildete extrazellulare Matrix eingebettet.

Phanotypisch zeigen diese Meniskuszellen sowohl Eigenschaften von Fibroblasten
als auch von Chondrozyten *®. Der Meniskus ist ein inhomogenes Gewebe, das
signifikante Unterschiede in Zellzahl und Vaskularisierung, abhangig von der
Entfernung vom peripheren Rand, aufweist %%,

Als fibrocartilagindre Struktur besitzt der Meniskus Eigenschaften sowohl von
fiborésem als auch von cartilagindrem Gewebe. Dabei entspricht der innere Anteil
eher einer cartilaginaren ***, der duRere eher einer fibrésen Region “+11011°,

Die Menisken bestehen zu 70% aus Wasser. Das Meniskustrockengewicht besteht
zu 60-95% aus Kollagen, von dem wiederum ca. 90% Kollagen | und nur etwa 1-2%
aus Kollagen 11, 11, V, VI sind 2"4:893 Der Rest besteht aus Proteoglykanen, Matrix-
Glykoproteinen und einem kleinen Anteil an Elastin.

Proteoglykane machen dabei weniger als 2-3% des Trockengewichtes aus 2244087793

und sind vorwiegend in der inneren Zone des Meniskus zu finden.
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Faserknorpel ist immer mit straffem Bindegewebe vergesellschaftet, in das er
ibergeht ”’. So bestehen die inneren zwei Drittel der Menisken aus Faserknorpel,
wahrend das aufRere Drittel aus straffem Bindegewebe besteht 2.

Die an die Kapsel grenzende Meniskusbasis hat Verbindung zur Synovia und ist
daher gut vaskularisiert. Sie wird Uber die Aa. articulares inferiores medialis und
lateralis aus der Arteria poplitea versorgt %**?!. Diese GefaRe vereinigen sich an der
Basis der Menisken zu einem perimeniskalen kapillaren Plexus. Kleinere radiare Aste
versorgen ca. 20-30% der basisnahen Gesamtmasse des Innenmeniskus und 10-
25% des AufRRenmeniskus. Die Menisken verjingen sich in Richtung femorotibialer
Kontaktstelle. Das zentrale Drittel, welches deutlich dinner ist, ist avaskular. Die
Meniskuszellen der avaskularen Zone werden, ebenso wie der Gelenkknorpel, rein
durch  Diffusion von  Synovialflussigkeit und die Kompressions- und

Dekompressionsbewegungen des Knies ernghrt 1-122425.121

Man unterscheidet daher 3 Zonen 210-12:94.160.

o die starker vaskularisierte &uf3ere Zone (rot-rote Zone).

e die mittlere Zone (rot-weiRe Ubergangszone).

e die avaskulare Innenzone (weil3-weil3e Zone).

Rot- rot Rot- weiss Weiss- weiss

%
=y
2 P
§: HH I G 1
3 e T
— Jmm mm
Abbildung 1.2.: Schematische Einteilung der Abbildung 1.3.: GefaRversorgung eines Meniskus.
Meniskusregionen. Nur das periphere, kapselnahe Drittel der Menisken
Il entspricht der gut vaskularisierten rot-roten ist mit BlutgefaRen versorgt °.

Zone im
Gegensatz zur nicht durchbluteten weif3-
weilRen Zone (1).
Il stellt die intermediar gelegene rot-weil3e
Ubergangszone dar ",
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Von grof3er Bedeutung ist auch die Anordnung der Kollagenfibrillen innerhalb des

Meniskus, welche entlang der gro3ten auf sie wirkenden Krafte ausgerichtet sind

2LU0125.137  Entsprechend der Kollagenfaserarchitektur unterscheidet man drei

Schichten. Die auRRere, circa 10 um dinne Schicht besteht aus einem diffusen
Netzwerk aus feinen Fibrillen *°. Darunter befindet sich eine etwa 150 pm dicke
Schicht aus lamellenartig zusammengelagerten Fibrillen, die in der aul3eren

Zirkumferenz hauptséachlich radiar angeordnet sind, wahrend sie sich in den inneren

84,110

Anteilen netzartig Uberkreuzen . In der innenliegenden zentralen Hauptschicht,

die den groRten Teil des Meniskus ausmacht, sind die Kollagenfibrillen zirkular

21,97,100,110,121,153

angeordnet und nur vereinzelt von radiar ausgerichteten Fibrillen

durchzogen. Durch ihre zirkulare Anordnung halten sie Zug- und Ringspannungen
stand und verteilen entstehende Druck- und Scherkréafte wahrend der Kniebewegung

und Gewichtsaufnahme 219193125,

Abbildung 1.4.: Anordnung der Kollagenfibrillen im Meniskus.
(1) Oberflachliche Schicht aus einem Netzwerk feiner Fibrillen.
(2) Lamellenschicht aus lamellenartig angeordneten Kollagenfibrillen.
(3) Zentrale Hauptschicht aus zirkuldr angeordneten Kollagenfaserbiindeln. Vereinzelt auch radiar
ausgerichtete Kollagenfibrillen (Pfeilspitzen). Lockeres Bindegewebe von der Gelenkkapsel inseriert

zwischen zirkular angeordneten Kollagenfaserbiindeln (Pfeil).**

13



Einleitung

Die Kollagen | und lll enthaltenden Fibrillen bilden komplizierte makromolekulare

Strukturen mit anderen extrazellularen Molekilen, wie Fibronektin und Laminin. Aber

auch Kollagen Il und Aggrecan sind Bestandteile des Meniskus 2741:93100.119,

Diese extrazellularen Molekile bilden die funktionelle Struktur des Meniskus und

haben somit wichtige biomechanische Bedeutung fiir das Knie 4.

1.3 Funktionelle Bedeutung der Menisken

Lange Zeit wurden die Menisken als funktionslose rudimentdre Komponenten des
Kniegelenks angesehen. 1948 erkannte Fairbank als Erster, dass das Entfernen
eines Meniskus radiologisch die Zeichen einer Arthrose, wie Verschmalerung des
Gelenkspalts, Abflachung der Femurkondylen und Osteophytenbildung initiiert %9,
Nach und nach wurde die Bedeutung der Menisken fir das Kniegelenk klar.

Heute weil3 man, dass den Menisken wichtige Aufgaben wie Gewichtsiibertragung,
Lastverteilung,  Schockabsorption, Propriozeption, Formung  kongruenter
Gelenkflachen, Gelenkstabilisierung und Gelenklubrikation zukommen

21,23.295261100128 04 eine Meniskektomie zu arthrotischen Veranderungen fiihrt

29,42,48,83,85,94,135

Lastverteilung: Jede Belastung, die auf das Kniegelenk einwirkt, wird von den

Menisken und dem Gelenkknorpel gedampft. Die Menisken verteilen die einwirkende
Kraft auf eine grol3ere Oberflache. Ohne die Menisken wirde es zu einer
Spitzenbelastung in der Tibiaspitze kommen. Gleichzeitig erfolgt auf Grund der
zirkular angelegten Kollagenfasern *?* eine Umverteilung von axialen Kréaften in eine
Ringspannung. So wird die auf den hyalinen Gelenkknorpel wirkende Kraft um 45-
70% reduziert °. Durch Meniskuslédsionen bzw. Meniskusteilresektionen verkleinert
sich jedoch die Last aufnehmende Oberflache, was zu einer Erhdhung der
punktuellen Spitzendricke und somit zu einer frihzeitigeren degenerativen
Veranderung beitragt °. Bereits eine Meniskusresektion von 18-34% fiihrt zu einem

Druckanstieg von bis zu 350% .

Schockabsorption: Die Menisken besitzen auf Grund ihres oben beschriebenen

anatomischen Aufbaus ausgepréagte viskoelastische Eigenschaften. Durch ihre

14
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Verformbarkeit und die Anordnung der Kollagenfibrillen kénnen sie Stol3kréfte gut
absorbieren. So wird auch die wahrend des Gehens auf das Kniegelenk einwirkende
Stol3belastung abgefangen.

Propriozeption: Cerulli et al. gelang als erster der Nachweis von sensiblen,

nozizeptiven Warme- und Druckrezeptoren. Die Menisken enthalten aul3erdem
Vater-Pacini-Korper fur die Tiefensensibilitat. Das Vorder- und Hinterhorn enthéalt
dabei mehr Propriozeptoren als der mittlere Meniskusanteil. Sie scheinen somit fir

die Koordination des Kniegelenkes von besonderer Bedeutung zu sein °.

Kongruenz: Im Querschnitt sind die Menisken keilféormig. Dabei ist die dem
Tibiaplateau aufliegende Seite des Meniskus plan, die dem Femur zugewandte Seite
konkav. Somit schaffen die Menisken eine Art Gelenkpfanne, ermdglichen die
Kongruenz und den Zusammenhalt zwischen den beiden artikulierenden
Gelenkflachen, verhindern ein Abgleiten der Femurkondylen von den flachen

Gelenkflachen der Tibia und wahren so den Zusammenhalt des Gelenks 121153,

Stabilisierung: Der auf3ergewOhnliche Bewegungsumfang des Kniegelenks von -10°

Extension bis zu 160° Flexion erlaubt keine Knochenflhrung. Die Stabilitat des
Kniegelenks muss aber dennoch gewahrleistet sein. Sie wird durch den komplizierten
Bandapparat und die 2 Menisken gesichert. Die Menisken fungieren somit als
sekundare Stabilisatoren des Knies.

Um das Knie stark zu beugen (ca. 160°) miussen die Femurkondylen auf dem
Tibiaplateau nach hinten gleiten. Mit den Femurkondylen gleiten auch die Menisken
nach hinten und sichern dadurch auch dort die Kongruenz der Gelenkflachen.
AulRerdem verhindern sie in dieser Position ein Abgleiten der Femurkondylen vom
Tibiaplateau. Der laterale Meniskus gleitet dabei starker nach hinten als der mediale,
der durch seine Fixation am Innenband einen geringeren Bewegungsumfang
aufweist *2.

Auch bei der Streckung spielt die Gleiteigenschaft der Menisken eine wichtige Rolle.
Der laterale Femurkondylus gleitet bei der Streckung weiter nach vorne als der
mediale. So kommt die Schlussrotation zustande. Diese Innenrotation des Femurs

am Ende der Streckbewegung stabilisiert das Knie zusatzlich in dieser Position.

15
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Durch den gespannten Kapsel-Band-Apparat und die Schlussrotation ist das Knie in

voller Streckung auf3erst stabil.
Lubrikation: Bei diesen Gleitbewegungen fuhren die Menisken Synovialflissigkeit mit

sich. Dadurch verbessert sich nicht nur die Gleitfahigkeit der Gelenkflachen, sondern

dies fuhrt auch zu einer Verbesserung der Knorpelernahrung.

1.4 Atiologie von Meniskuslédsionen und ihre Therapie

Der Meniskus wird h&ufig durch sportliche Aktivitaten geschadigt. Dabei stellt die
Rotation im Kniegelenk bei fixiertem Unterschenkel den haufigsten
Verletzungsmechanismus dar *'%, Durch die dabei wirkenden Scherkrafte kommt
es zu einem Meniskusriss. Aber auch degenerative Veranderungen spielen eine
grof3e Rolle.

Plotzlich auftretende Schmerzen und eine Blockierung des Kniegelenks mit federnder
Streckhemmung sind typische Symptome. Des Weiteren kann ein Kniegelenkserguss
oder gegebenenfalls bei Verletzungen der vaskularisierten Zone auch ein
Hamarthros auftreten 343612,

Die klinische Untersuchung stellt dabei ein wichtiges Diagnoseinstrument dar und
lasst oftmals bereits auf die Lokalisation der Meniskusverletzung schliel3en. Folgende
klinische Tests finden bei der Untersuchung von Meniskuslasionen héaufig
Anwendung:

e Druckschmerz im Gelenkspalt: Druckschmerz Gber dem medialen oder

lateralen Gelenkspalt kann auf eine Lasion des Innen- bzw. Au3enmeniskus
hinweisen.

e Bohler: Schmerzen bei Varus- bzw. Valgusstress bei gestrecktem Knie deutet
auf eine Schadigung des Innen- bzw. AuRenmeniskus hin.

e Steinmann I: Innen- bzw Aul3enrotation des Unterschenkels bei 30 °
gebeugtem Knie 16st bei Vorliegen eines Meniskusschadens Schmerz aus.

e Steinmann Il: Schmerzwanderung bei Kniebeugung von ventral nach dorsal.

e Payr-Zeichen: Varusstress im Schneidersitz weist vor allem auf eine

Hinterhornlasion hin.

16
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e Apley-Grinding Test: Schmerzhaftigkeit bei axialer Stauchung unter

gleichzeitiger Innen- bzw. AulRenrotation des Unterschenkels.

Abbildung 1.5: Meniskuszeichen. A: Bohler; B: Steinmann I; C: Steinmann Il; D: Payr 102

Neben den klinischen Tests ist die Kernspintomographie Mittel der Wahl zur
Diagnosestellung von Meniskuslasionen. Mit einer Treffsicherheit von 90-98% ist die
MRT ein gutes Diagnostikum °. Nach Stoller kénnen Meniskuslasionen anhand eines
MRT in 4 Grade eingeteilt werden. In 36% der Féalle zeigen sich auch in
symptomlosen Kniegelenken kernspintomographische Veranderungen. MRT-
Befunde sollten daher immer von einer klinischen Untersuchung begleitet sein °.

Zur genaueren Diagnose kann zusétzlich auch die Arthroskopie explorativ verwendet
werden. Die Menisken kénnen hierbei gut eingesehen, beurteilt und gegebenenfalls

im gleichen Schritt auch therapeutisch behandelt werden .

Meniskusverletzungen konnen viele Formen haben. 1962 teilte Trillat die
Meniskuslasionen nach ihrer Form ein. Er unterschied dabei Langs-, Horizontal-,

Lappen- und Korbhenkelrisse 39091138
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Korbhenkelriss Lappenriss

W

Radiarriss Horizontalriss

Abbildung 1.6.: Meniskusrisse **°

Rotationsbewegungen bei fixiertem Unterschenkel verursachen zirkulare
Spitzenbelastungen in den tiefen Schichten des Meniskus zwischen den kollagenen
Faserblindeln. Dabei reil3en die radiaren Bundel und es kommt zum typischen
Korbhenkelriss 3#%%1%2 Meist liegen diese Lasionen in der vaskularisierten Zone des
Meniskus und stellen daher eine gute Indikation fiir eine Meniskusnaht dar 3¢

Lasionen in der rot-roten Zone und rot-weiRen Zone sind fur die Refixation mit Naht
geeignet. Dabei finden vor allem die Outside-In- sowie die All-inside-Technik

Anwendung ">,

Die Outside-in-Technik wird vor allem fir Lasionen im Meniskuskorpus, der Pars
intermedia oder im Vorderhorn verwendet®. Man verwendet dabei 2 Kaniilen: tiber
die eine wird der Faden mittels einer Schlinge eingebracht, durch die zweite Kanile
wieder aus dem Gelenk gefuhrt und anschlieRend Uber eine Stichinzision auf der
Gelenkkapsel vernaht. Bei der Outside-in-Technik konnen die Nadeln am lateralen
und medialen Winkel des Kniegelenks genau gefuhrt werden, allerdings kann es bei
dieser Technik zu einer Verschiebung des Meniskusfragments kommen 3¢

Diese Technik ist insgesamt die stabilste Nahttechnik und zudem die
kostengunstigste Variante. Sie setzt allerdings eine hohe operative Geschicklichkeit

voraus %
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Die All-inside-Nahttechnik wird in erster Linie flr Risse im Hinterhornbereich oder
Radiarrisse verwendet. Nachteil dieser Operationstechnik ist das dazu bendtigte
Spezialinstrumentarium.

Auf Grund des Verlaufs der Faserblindel im Meniskus sollten horizontale Néhte
gemacht werden. Da dies jedoch nicht immer maéglich ist, kbnnen gegebenfalls auch

vertikale Nahte angelegt werden.

Der Erfolg der Meniskusnaht wird in der Literatur in unterschiedlichen Studien
zwischen 63% - 91% angegeben **"°. Allerdings ist der Erfolg der Meniskusnahte
auch stark von der Stabilitdt des Knies abhangig. So zeigte DeHaven in einer
Langzeit-Studie, dass in instabilen Gelenken nur noch 54% der genahten Menisken

intakt waren, wahrend es in stabilen Kniegelenken tiber 95% waren .

Eine weitere Moglichkeit der Refixation ist, neben der Meniskusnaht, die Verwendung
von biodegradablen Implantaten in Form von Schrauben oder Dubeln. Diese weisen
jedoch eine héhere Tendenz zur Dislokation auf und die Resorption des Materials ist
auf Grund ihrer Massivitat oftmals verlangert. Die prominenten Kopfteile der
eingebrachten Implantate fuhren zudem haufig zu Knorpellasionen. Aul3erdem sind
diese Implantate derzeit noch mit einem hohen Kostenfaktor verbunden .

Nicht alle Risse kdonnen gewebeerhaltend behandelt werden. Partielle Resektionen
sind haufiger als Meniskusreparaturen %+,

Lappenrisse beispielsweise, die durch ein Kompressions- und Torsionstrauma
entstehen und oft lange symptomlos bleiben, bedirfen auf Grund ihrer Lokalisation
im avaskularen Bereich des Meniskus einer Meniskusteilresektion®®. Haufigste
Lokalisation von Lappenrissen ist dabei der mediale und dorsale Bereich des
Innenmeniskus.

Da die Gonarthroserate mit der Menge des resezierten Meniskus steigt, gilt die
Regel: so viel wie notig, aber so wenig wie moglich. Der Meniskuswall sollte erhalten
bleiben. Es muss sparsam und Knorpel erhaltend reseziert werden, um die
Biomechanik des Kniegelenks so wenig wie méglich zu verandern 2°32114.118,
Mikrotraumen werden durch Uberbelastungen des Meniskus verursacht. Sie treten

haufiger in den dorsalen und dorsomedialen Hoérnern auf, die mechanisch starkeren
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Belastungen ausgesetzt sind *. So ist auch der mediale Meniskus haufiger betroffen

als der laterale *°,

Nach Meniskektomie kommt es zu einer Verringerung der tibio-femoralen
Kontaktflache und damit zu einer Erhdéhung der Spitzendruckbelastung auf den
darunter liegenden Gelenkknorpel um bis zu 350% 3°>17:839194115 Ria Biomechanik

des Kniegelenks wird dadurch verandert 5>,

In mehreren Versuchen an Tiermodellen 385787

zeigte sich, dass eine Meniskektomie
zur Einschrankung der mechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels fihrt und
damit sekundar zu degenerativen Verédnderungen, wie Osteophytenbildung und
Gelenkspaltverschmélerung 914112,

Weitere Studien haben gezeigt, dass die degenerative Gelenkerkrankung mit
Symptomen wie Gelenkinstabilitdt, Erosion des Gelenknorpels, Osteophytenbildung
und Voranschreiten der Arthrose nach totaler Meniskektomie deutlich zunimmt. Auch
eine Meniskusteilresektion fihrt, wenn auch meist in geringerem Male, zu
degenerativen Veranderungen, wobei die Gonarthroserate direkt mit dem Ausmal}

der Meniskusresektion korreliert 2%:2%:39:42,48,61,100,135

1.5 Weitere Therapiemodglichkeiten

Ein Riss in der aufleren vaskularen Zone des Meniskus kann unter Erhalt der
Meniskusfunktion gut therapiert werden .

Trotz der fortschreitenden Technik auf dem Gebiet der Meniskusoperationen, kann
jedoch nicht jede Lasion meniskuserhaltend therapiert werden.

Lasionen des zentralen avaskularen Drittels heilen nicht spontan. Es muss daher
eine operative Teilresektion durchgefihrt werden, um die Kniesymptomatik zu
verbessern. Resektionen fuhren zu degenerativer Gelenkerkrankung, gestorter
Biomechanik, Instabilitdt und vorzeitiger Arthrose und in diesen Zusammenhangen
zu zunehmendem Belastungsschmerz. Es besteht daher grof3es Interesse an der

Erhaltung der Menisken und ihrer biomechanischen Funktion im Kniegelenk
5,61,63,100,131
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Viele Therapieansatze sind bereits in der Literatur beschrieben, wie beispielsweise
die Verbesserung operativer Ergebnisse mit Fibrin-Clots 66100111153

Die unterschiedlichen Heilungstendenzen von Rissen der &ufReren und inneren Zone
sowie die beobachteten Unterschiede in der Vaskularisierung der Zonen lassen
vermuten, dass die Vaskularisierung essentiell fir die Heilung von Meniskusléasionen
ist.

King war 1936 der Erste, der vermutete, dass Risse, die eine Verbindung zur
vaskularen Peripherie haben, spontan heilen, wahrend Lasionen die auf die innere
avaskuldre Region beschrankt sind, nicht heilen **.

So wurden chirurgische Techniken entwickelt, in denen man versuchte, die
Vaskularisierung der auf3eren Zone zu nutzen, indem man eine Verbindung zwischen
der avaskularen Meniskuslasion und dem vaskularen Teil des Meniskus herstellte
und somit der avaskuldren Zone Zugang zur Blutversorgung erméglichte ‘2. Beispiel
hierfur ist die Verwendung von vaskularen Kanalen zwischen Synovia und
avaskularer Zone >!013911%3 die jedoch nicht die erhofften Erfolge erzielten. Auch
Techniken wie synovial abrasio, meniscus rasping und synovial flap implantation
zeigten keine zufriedenstellenden Ergebnisse 1°:2°47:61,64.94.145

Einen weiteren Ansatz stellte die Verwendung von vascular endothelial growth factor
(VEGF) dar. Durch die lokale Applikation von vascular endothelial growth factor in
Form von VEGF-ummanteltem Fadenmaterial erhoffte man sich eine Verbesserung

der Vaskularisation. Doch auch diese Therapie erzielte nur unzureichende Erfolge
80,108,109

Eine weitere Therapieoption stellen Meniskustransplantationen mit Allografts oder
Sehnen dar 11415535462,76.100.130.141,143 ‘Baj der Meniskustransplantation unterscheidet
man die autogene und allogene Meniskustransplantation.

Bei der autogenen Transplanation wird korpereigenes Ersatzgewebe zur
Rekonstruktion der fehlenden Menisken in das Knie eingebracht. Verwendet wurden
dafur bisher Sehenentransplantate und Material aus dem Hoffa-Fettkorper.

Die Sehenentransplantate zeigten aber nur in sehr geringem Ausmal} eine
Umwandlung zu meniskusahnlichem Gewebe und sind daher fur die Therapie wenig
geeignet °>*°*. Entgegen friiherer Angaben eignet sich auch der Hoffa’sche Fettkdrper

nicht zur Rekonstruktion °.
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Bei der allogenen Meniskustransplantation handelt es sich um eine Transplantation
von Spendermenisken, die tiefgefroren in Gewebebanken einlagern. Etwa 6-8
Wochen nach Einbringen der Transplantate kommt es zum Einwachsen von
Empfangerzellen in das Transplantat *?°'*®. Auch konnte bei der Mehrheit der
Patienten durch diese Methode eine Schmerzlinderung erzielt werden ®°. Allerdings
hangt der Erfolg dieser Methode sehr stark von dem Grad der Vorschadigung des
Kniegelenks und seiner Stabilitat ab. Dienst et al zeigten, dass bei entsprechender
Indikationsstellung Erfolgsraten von 70-80% nach 3-7 Jahren erzielt werden kénnen
35,69.

Nachteile sind die AbstoRungsreaktion des Empfangers, die eingeschrénkte

Verfugbarkeit, Infektionen und die Schrumpfung der eingebrachten Transplantate
5,15,25,47,151

Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von Meniskusersatzmaterialien wie Actifit

(Polyurethan) 32 und Menaflex (kollagenes Meniskusimplantat) °>%1° ein
Kollagengerist, das aus der Achillessehne von Rindern gewonnen wird. Erste
Studien zeigen, dass es sowohl bei der Verwendung von Actifit, ebenso wie bei der
Implantation von Menaflex, zur Einwanderung von Empfangerzellen kommt und das
Polyurethan- bzw. Kollagengerist von meniskuséhnlichem Gewebe ersetzt wird
92116136.144 " |nwiefern diese Gewebe aber den biomechanischen Anspriichen des
Kniegelenks gerecht werden und welchen Nutzen Patienten aus dieser Therapieform

ziehen, ist noch unklar, da bisher noch keine Langzeitergebnisse vorliegen >*2.

Tissue Engineering mit mesenchymalen Stammzellen stellt eine vielversprechende
Alternative dar 9,70,81,100,117,132

Vor der Entdeckung des Potentials der mesenchymalen Stammzellen war
Knochenmark in erster Linie als Quelle von Knochenzellen (Osteozyten) und Bildner
von Knochengewebe bekannt. AnschlieRend entdeckte man ihren Einfluss auf die

34,46

Hamatopoese . Bald wurde ihr multiples Potential klar. Man entdeckte ihre

Fahigkeit zur Differenzierung zu Adipozyten ?°, Chondrozyten **’ und anschlieRend
auch zu einer Reihe weiterer Phanotypen 2°:°6:74:120.154

Es liegt nahe dieses Differenzierungspotential auch zur Therapie von
Meniskuslasionen zu nutzen. Im Tiermodell konnten dabei bereits gute Ergebnisse

erzielt werden.
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So konnten Angele et al. bei der Behandlung von kombiniert vaskular-avaskuléren
Meniskuslasionen im  Kaninchenmodell — mittels  Tissue-Engineering  mit
mesenchymalen Stammzellen Erfolge verzeichnen ",

Zellner et al. zeigten weiter, dass Tissue-Engineering mit mesenchymalen
Stammzellen auch bei rein avaskuldren Meniskuslasionen erfolgreich angewendet
werden kann **°,

Neben mesenchymalen Stammzellen kdnnen auch die organspezifischen autologen
Meniskuszellen als Zellresource des Tissue Engineering verwendet werden. Peretti
et al. beispielsweise konnten erfolgreich die Transplantation von autologen
Meniskuszellen und damit einen Benefit fir die Regeneration von Menisuslasionen

zeigen 7.

1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Trotz fortschreitender Technik und intensiver Forschung im Bereich der
Meniskusregeneration ist es bisher noch nicht gelungen avaskulare
Meniskuslasionen zufriedenstellend zu therapieren. Die Haufigkeit von
Kniebinnenverletzungen und degenerativen Verdnderungen und der damit
verbundene enorme Kostenaufwand drangen zu weiterer Forschung und einer

verbesserten Therapieldsung.

Die unterschiedliche Regenerationsfahigkeit der Menisken wird bisher in erster Linie
der unterschiedlichen Vaskularisation der &ufReren und inneren Anteile
zugesprochen. So werden die peripheren Anteile des Meniskus Uiber Aste aus der
Arteria poplitea versorgt, wahrend die inneren Anteile keinen Kontakt zur
Blutversorgung haben und ausschliel3lich Uber die Synovialflissigkeit ernahrt
werden. Einige Studien lassen jedoch vermuten, dass die unterschiedliche
Heilungstendenz der inneren und &aufReren Zone nicht ausschlief3lich von der
unterschiedlichen Vaskularisation der Bereiche abhéngig ist, sondern auch
biologische Unterschiede zwischen den Meniskuszellen des inneren und &ul3eren
Bereichs eine Rolle spielen.

So zeigt die &aul’ere Zone eine hohere Proliferationsrate und eine vermehrte
Expression von platelate-derived-growth-factor-AB. Aul3erdem zeigte sich, dass die
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auRReren Anteile im Kaninchen Meniskus mehr Kollagen Il produzieren. Die inneren
Anteile produzieren deutlich mehr Aggrecan und Kollagen II-mRNA ©*.

Zudem bestehen strukturelle Unterschiede zwischen den beiden Zonen. Die aul3ere
Zone beinhaltet mehr grol3e Kollagen I-Bindel, wahrend die innere Zone mehr

Kollagen Il und Proteoglykane enthalt ®.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Unterschiede im chondrogenen Potential von
Zellen der vaskularen und avaskularen Zone des Meniskus weiter untersucht
werden. Des Weiteren soll das chondrogene Potential von mesenchymalen
Stammzellen und autologen Meniskuszellen in vitro verglichen werden.

Es sollen folgende Hypothesen gepriift werden:

Hypothese 1. Meniskuszellen aus dem vaskularen Bereich des Meniskus haben ein

héheres chondrogenes Potential als Zellen aus dem avaskularen Bereich.

Hypothese 2: Meniskuszellen als gewebsspezifische Zellen haben ein &hnliches

chondrogenes Potential wie mesenchymale Stammzellen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterial und Geréte

Autoklav Melatronic 23
Brutschrank CO, Heracell 240
Digitalfotokamera Polaroid DMC 3
Deckglaser (24x24mm)

FACS, Kalibur

Kanulen (18, 20, 27G)
Kryoréhrchen

Kryostat HM 500 OM

Mikroskope: Dialux 20 EB
Mikroskopkamera DMC 2
Mikrotiterplatten 96 Well

Milli Q — Biocel

Multipette plus

Neubauer Zahlkammer
Objekttrager; Starfrost adhasiv
Pipetboy acu

Pipetten, Costar Stripette (1/5/10/25/50 ml)

Pipetten (10/100/1000ul)

Pipettenspitzen epTips filter
(10/100/250/1000pl)

Polypropylenréhrchen (15/50ml)
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Melag, Berlin

Heraeus, Hanau

Polaroid, Dreieich-Sprendlingen
Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
BD Falcon, Heidelberg
Nalge-Nunc, Rochester, NY, USA
Microm, Berlin

Leitz, Wetzlar

Polaroid, Offenbach

TPP, Schweiz

Millipore, Molsheim, France
Eppendorf, Hamburg

Brand, Giessen

Knittel, Braunschweig

IBS Integra Biosciences
Corning, Corning, NY, USA

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Becton, Heidelberg



Prazisionswaage BP 221 S
ReaktionsgefalRe (1,5/2ml)
Schuttler IKA-Vibrax-VXR
Skalpelle Nr. 11

Spritzen (5, 10ml)
Sterilfilter 0,2 um

Vortex Genie 2

Waage EG 600-2M
Wasserbad

Wasserbad WB 10

Sterile Werkbank Herasafe

Zellkulturflaschen

Zentrifugen: Multifuge 3S

Centrifuge 5415 R

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Albumin, bovine (BSA)
Citronensauremonohydrat
Collagenase 2, dialysed, sterile
Dexamethason

Diaminobenzidine 3,3 (DAB)
Dikaliumhydrogenphosphattrihydrat
DePex

1,9-Dimethyl-Methylen Blau (DMMB)
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Sartorius, Géttingen
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen
Feather, Kéin

BD Falcon, Heidelberg
Sartorius, Géttingen
Roth, Karlsruhe

Kern, Balingen-Frommern
Julabo, Seelbach
Memmert, Schwabach
Heraeus, Hanau

Sarstedt, NUmbrecht

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich, Steinheim



Essigsaure

Formalinlosung 37%
Gelatine, Schwein
Glutardialdehyd 25%

HCI (konz.)

H,0>

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid

Methanol

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Nickelchlorid
Paraformaldehyd

Pepsin

Phenylhydrazin

Propanol

Saccharose, D+
Sodiumpyruvat

Tissue-Tek

Tris-Puffer

Triton X — 100

Trypsin 1% EDTA
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Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Riedel, Seelze

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
Sakura, Zoeterwoude, NL
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe
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Merck, Darmstadt

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt)

bezogen und hatten den Reinheitsgrad p.a.

2.1.3 Antikdrper

Anti-Collagen Type Il Mouse IgG
Klon: 11-4C11

Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat Anti

Mouse IgG

Calbiochem, Darmstadt

Dianova, Hamburg

Die priméaren Antikérper wiesen eine bekannte Kreuzreaktion gegen Rabbit auf.

2.1.4 Zellkulturmedien, Medienzusatze und Seren

Ascorbic acid-2 phosphate
Fetal Bovine Serum, (FCS)
Dexamethason

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) high glucose

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) low glucose

Goat Serum

Hepes buffer
ITS+3

Penicilin/Streptomycin
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Sigma Aldrich, Steinheim
PAN Biotech, Aldenbach

Sigma Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
DakoCytomation, Danemark
Gibco, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Gibco, Karlsruhe
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RPMI 1640 mit Phenolrot Gibco, Karlsruhe
Sodium-Pyruvat Gibco, Karlsruhe

Transforming Growth Factor-R1 (TGF-31) R&D Sytstems, Wiesbaden

Kulturmedium fir mesenchymale Stammzellen:
Low Glucose DMEM (1 g/l),

10% FCS nicht hitzeinaktiviert,

Hepes Puffer 1%,

PenStrep 1% (LAsung).

Kulturmedium fir autologe Meniskuszellen:
RPMI 1640,

10% FCS nicht hitzeinaktiviert,

1% Hepes-Puffer,

1% PenStrep

Chondrogenes Differenzierungsmedium:
High Glucose DMEM (4,5 g/l),

1% Sodium- Pyruvat (Stammldsung),

1% ITS +3 (L6sung),

Dexamethason 100nM,

TGFR1 recombinant 10ng/ml,
Ascorbinsdure Phosphat 200uM (37,5ug/ml)

2.1.5 Stamm- und Gebrauchsldésungen

L-Ascorbic Acid-2-Phosphat
0,1024g Ascorbinsaure,

20ml Tyrodes Lsg
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Dexamethason (Stock)
0,00392g Dexamethason in 10ml 100% Ethanol

Dexamethason (Gebrauch)

200pul Stockldsung,
19,8m|I DMEM Low Glucose

TGF R1

TGF (2ug/nl)
+ BSA (0,1%)
in HCI (4mM)

2.1.6 Kits

ABC — Kit

Native Type Il Collagen Detection Kit

Quant iT Pico Green dsDNA Reagent and Kits

2.1.7 Puffer und L6sungen

Blockingpuffer fiir Imnmunhistochemie

60ml Aqua.dest.,

120ml Tris 0,2M (0,08M),
2400mg NacCl (0,8%),
450mg Thimerosal (0,15%),
60ml Triton 4%(0,8%),
30ml Ziegenserum (10%),
30ml FCS (10%)
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Vector, Burlingame, CA, USA

Chondrex, Redmond, WA, USA

Invitrogen, Paisley, UK



DAB Stammldsung 10X
0,5% Diaminobenzidin in 0,1% BSA

DAB Arbeitslésung

200ul DAB/BSA,

1800ul 0,1M mPBS,

80ul Ni/Co (Stammldsung),

6l 6% H,0, (direkt vor Verwendung)

DMMB-Farbelésung, 0,1%
99,9 g Aqua dest.
0,1 g DMMB

Fixierldsung (Standard-Fixans)

4% Formaldehyd

0,1M Phosphatpuffer

teilweise + 0,5% Glutardialdehyd (siehe Methoden)

Gelatine-L6sung fur Objekttragerbeschriftung

Ldsen von 0,5g Chromalaun in 5 ml Aqua dest.

Gelatine in 45ml Agua dest. einige Minuten quellen lassen
anschlielend Erhitzen bis Gelatine aufgel6st ist

Erkalten lassen

Zugabe von Chromalaun-L6ésung und 125ul Glutardialdehyd

Mcllvaine-Puffer
67,8ml 0,1 M Citronensaure

32,2ml 0,2 M Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Ni/Co LBsung (fur DAB Arbeitsldsung)
100mg NiCls,

5mg CoCly,

10mg BSA,

10ml H,O
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m-PBS- Puffer (1M)

47,29 KaHPO4 x 3H,0,

6,69 NaH,PO,, H,0,

36,0g NaCl mit a.d. auf 5009 auffullen,
pH zwischen 7,0 und 7,4

PBS
150mM NacCl,
8mM K;HPOy,,
2mM KH2PQOy,
pH 7,3

Pepsinlésung 0,1%

Img Pepsin in 1ml  Mcllvaine-Puffer  (0,1M
Dinatriumhydrogenphosphat bei pH 3,6)

Phenylhydrazin-Lsung

200ml Waschpuffer ohne Triton,
4 mg Phenyhydrazin (L6sung 1),
100ml von Loésung 1 mit 30ul H,0, 6% (Losung 2)

Phosphatpuffer 0,2M
Dinatriumhydrogenphosphat 5Teile,

Natriumdihydrogenphosphat 1Teil
pH 7,4

TBS-Puffer (10x)

1,0M Tris-Puffer

2,0M NacCl

50 mM CaCl,

pH mit NaOH 1N auf 7,8 - 8,0 einstellen

Trispuffer 0,2M
24,2289 Tris,
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Zitronensaure,

0,2M
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1000ml Aqua dest.
mit HCI 0,2N auf pH 7 eingestellt

Tris — Waschpuffer fir Immunhistochemie
780ml Tris 0,2M,

2220ml Aqua.dest.,

24,969 NacCl,

1200pl Triton 4%

Gesamt 3000ml

Verdauldsung fir zerkleinerte Menisken
RPMI 1640 2Teile,

Collagenase?2 1Tell

2.1.8 Medikamente

Heparin (Liqguemin) Roche, Grenzach-Wyhlen

Ketamin 10% WDT, Garbsen
Natriumchlorid-Losung, isoton 0,9% Braun, Melsungen

Pentobarbital (Narcoren) Merial, Hallbergmoos

Povidon Jod (Betaisodona Salbe) Mundipharma, Limburg

Xylazin 2% CP Pharma, Burgdorf

2.1.9 Tiere

New Zealand White Rabbits (2,5-3,5 kg) Harlan und Winkelmann, Borchen

Die Tiere wurden im Tierstall des Klinikums der Universitat Regensburg gehalten.

Freier Zugang zu Nahrung und Wasser war jederzeit gewahrleistet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur mesenchymaler Stammzellen von New Zealand White Rabbits

Nach positivem Votum der Ethikkommission der Universitatsklinik Regensburg wurde
Knochenmark zur Gewinnung mesenchymaler Stammzellen von New Zealand White
Rabbits entnommen. Die hierfir erforderliche Narkose erfolgte mit einer Mixtur von
0,6 ml/kg aus Ketamin 10% (2,5ml) und Xylazin 2% (2,5ml).

Nach Positionierung der Kaninchen in Bauchlage und sterilem Abdecken wurde die
Haut beidseits tber dem Beckenkamm auf ca.1-2 cm Lange inzidiert und dieser nach
Spalten der Faszie dargestellt. Die Knochenmarkhdhle wurde mit einer 16-Gauge-
Nadel eroffnet und das Knochenmark (ca. 4 ml) in eine heparinisierte Spritze
aspiriert.

AnschlieBend erfolgte die sofortige Kultivierung. Nach Zugabe von
Expansionsmedium, welches sich aus DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium),
10% FBS (fetales Rinderserum), 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Hepes Puffer
zusammensetzte, wurde die Zentrifugation fir fanf Minuten bei 1700 rpm
durchgefiihrt. Nach Absaugen des Uberstandes bis auf 10 ml erfolgte die
Resuspendierung der Zellen. Mit Hilfe der Neubauerzdhlkammer wurde anschlie3end

die Zellzahl ermittelt. Diese errechnete sich aus der Formel:

N=Z*X*10*

wobei Z die gezahlte Zellzahl, X den Verdiinnungsfaktor und die Zahl 10* den
Kammerfaktor darstellen. AnschlieBend wurden die Zellen auf eine 25 cm?
Kulturflasche ausgebracht. Pro Kulturflasche wurden ca. 20 Millionen Zellen

aufgetragen und mit 15 ml des oben genannten Expansionsmediums versetzt.
Danach erfolgte die Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen im Brutschrank

(837°C, 5% CO,, wasserdampfgesattigt) bis zur Konfluenz. Diese wurde bei

zweimaligem Mediumwechsel pro Woche nach circa vier bis finf Wochen erzielt.
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2.2.2 Meniskengewinnung und Zellkultur autologer Meniskuszellen von New Zealand
White Rabbits

Die Meniskengewinnung erfolgte ausschlief3lich von Tieren, die auf Grund anderer
Versuchsvorhaben zu diesem Zeitpunkt geopfert werden mussten. Dazu wurden die
Kaninchen nach obengenannter Ané&sthesie Uber einen peripheren Zugang
(Ohrvene) mit einer intravends applizierten Uberdosierung von Pentobarbital
(Narcoren) getotet.

Danach erfolgte die sterile Explantation der Menisken nach Querdurchtrennung der
Patellarsehne, der Kapselstrukturen, sowie der Kollateral- und Kreuzbander.
AnschlieBend wurden die Menisken in steriler Kochsalz-Lésung ins Labor
transportiert und dort umgehend weiterbearbeitet. Zunachst wurden die Menisken mit
reinem RPMI gewaschen und nach folgendem Schema in einen vaskularen und

einen avaskularen Teil getrennt.

Y Y

vaskular avaskular

Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung des Meniskus im Querschnitt. R-R: rot-rote vaskularisierte
Zone, R-W: rot-weiRRe Ubergangszone, w-w: weilR-weilRe avaskuldre Zone. Gestrichelte Linie: im

Versuch angewendete Trennungslinie (frei nach *%)

Somit wurde sichergestellt, dass der avaskulare Teil aus reinem avaskuléren
Meniskus besteht.

Die vaskularen und avaskularen Teile des Meniskus wurden getrennt voneinander
mit einem Skalpell zerkleinert, bis eine homogene zdhe Masse entstand. Die sich

entsprechenden Abschnitte der Innen- und AulRenmenisken wurden dabei
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zusammengefugt (avaskularer Teil des Aul3enmeniskus und avaskularer Teil des

Innenmeniskus; vaskulare Teile ebenso).

Anschlie3end wurden die Massen in je ein 15 ml Falcon-R6hrchen tberfihrt und eine
entsprechende Menge Verdaulésung zugegeben: 6 ml fir den avaskularen Teil, 10

ml fur den vaskuléren Teil. Die Falcons wurden tber Nacht in den Schittler gestellt.

Nach dem circa 20-stiindigen Verdau wurde das Suspensat in ein 50 ml Falcon
Uberfihrt. Durch Zugabe von 40 ml Meniskuszellkulturmedium wurde der Verdau
gestoppt. Nach dem Abzentrifugieren mit 1000 rpm fur funf Minuten wurde der
Uberstand anschlieRend auf 5 ml abgesaugt und mit 10 ml
Meniskuszellkulturmedium resuspendiert. Die 15 ml wurden dann in eine
Kulturflasche pipettiert und in einem Brutschrank (37°C, 5% CO,,
wasserdampfgesattigt) kultiviert. Bei regelméafRigem Mediumwechsel zweimal
wochentlich erreichten sie die Konfluenz nach circa finf Wochen.

2.2.3 Herstellung der Zellaggregate

Aus kultivierten mesenchymalen Stammzellen und den aus der vaskularen und
avaskularen Zone der Kaninchenmenisken gewonnenen Meniskuszellen wurden
Zellaggregate hergestellt.

Zu diesem Zweck wurde, wie oben beschrieben, nach Erreichen der Konfluenz
zunachst das Medium in den Kulturflaschen abgesaugt und mit 5 ml PBS gespdilt, um
das restliche Zellkulturmedium zu entfernen. Anschliel3end wurde der Zellrasen mit 3
ml Trypsin unter mikroskopischer Kontrolle vom Boden der Kulturflasche gel6st. Die
Trypsinierung wurde nach ca. drei Minuten mit Meniskuszellkulturmedium bzw.
Stammzellkulturmedium gestoppt. AnschlieBend erfolgte die Uberfiihrung des

Suspensats in ein 15 ml Falcon-Rohrchen.
Nach Zentrifugation der Zellen mit 1000 rpm fir funf Minuten wurde der Uberstand

komplett abgesaugt. Der so entstandene Ruckstand wurde nun in chondrogenem
Differenzierungsmedium (High Glucose DMEM (4,5 g/l), Sodium- Pyruvat, ITS +3,
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Dexamethason, TGFR1 recombinant, Ascorbinsaure Phosphat) aufgelost und in der
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf einer 96-well-Platte verteilt, so dass die
Zellzahl pro Well jeweils circa 200 000 betrug.

Nach erneuter Zentrifugation der Zellsuspensionen auf der 96-well-Platte wurden
diese bei 37° kultiviert. Nach 24 Stunden bildete sich jeweils ein zum Rohrchen nicht
adharentes dreidimensionales Aggregat aus. Der Mediumwechsel erfolgte mit oben

genanntem chondrogenen Differenzierungsmedium dreimal pro Woche fur 21 Tage.

2.2.4 Entnahme der Zellaggregate

An Tag 1 und Tag 21 wurden pro Zellreihe je zwei bis drei Aggregate enthnommen
und der Histologie zugefiihrt. Zusatzlich wurden die Aggregate der Stammzellreihe
an Tag 7 und Tag 14 untersucht. Dazu wurden die Aggregate mit einem sterilen
Spatel entnommen, in ein Eppendorf-Cup uberfuhrt und anschliel3end fixiert.

An Tag 1 und 21 wurden auf3erdem weitere vier Aggregate pro Zellreihe fir den
Kollagen Il — Nachweis mittels ELISA entnommen. Diese wurden ebenfalls steril in
ein Eppendorf-Cup uberfuhrt und umgehend in flissigem Stickstoff bei — 80°

asserviert.

2.2.5 Analvtik

2.2.5.1 Fixierung

Die Aggregate der in vitro Versuchsreihe wurden fixiert und der histologischen
Auswertung zugefuhrt.

Die Fixierung erfolgte 20 Minuten mit Standard-Fixans mit 0,5% Glutardialdehyd und
weitere 40 Minuten mit Standard-Fixans ohne Glutaraldehyd. Anschlie3end wurden
die Aggregate eine Stunde in Phosphatpuffer (0,1 M) Uberfihrt und dann in
Saccharoseldsungen aufsteigender Konzentration (10%, 20%, 30%, 40%) fir je eine
Stunde gespilt. Danach wurde die Zuckerlosung mit Tissue Tek ersetzt. Die
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Aggregate wurden auf dem Boden der Einbettformen in Tissue Tek orientiert und

anschlieRend in flussigem Stickstoff eingefroren.

2.2.5.2 Histologische Auswertung und Farbungen

Nach oben genannter Fixierung, Einbettung in Tissue Tek und anschlielRendem
Einfrieren in flissigem Stickstoff wurden Gefrierschnitte der Dicke 10 um angefertigt
und nach Aufziehen der Schnitte auf Objekttrager unterschiedlich gefarbt und

ausgewertet.

DMMB-Farbung

Nach funfminatigem Spilen der Praparate mit Aqua dest. wurden die Schnitte fur
zwei Minuten mit 1,9 — Dimethyl — Methylen Blau Uberschichtet.

Das Auswaschen der Farblésung erfolgte zunachst kurz mit Aqua dest.,
anschlieend durch Einbringen in eine Propanolreihe aufsteigender Konzentration
(90%; 96%; 100%) und das Trocknen in 100% Xylol. Danach wurden die Praparate

eingedeckelt.

Immunhistochemie (Kollagen 1)

1) Dreimaliges Waschen der Praparate im Tris-Waschpuffer.

2) Andau mit Pepsinlosung fir 15 min.

3) Dreimaliges Waschen mit Tris-Waschpuffer.

4) Waschen im Blocking Puffer ftr 30 min.

5) Primarantikérper zugeben und im Blocking Puffer tber Nacht inkubieren.
Col II: MsIgG Endverdinnung 1:100

6) Dreimal mit Tris-Waschpuffer waschen.

7) Verstarkung der priméren Antigen-Antikdrper-Reaktion durch 60-mindtiges
Inkubieren mit einem Sekundéarantikdrper: Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat-

Anti-MouselgG.
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8) Erneutes dreimaliges Spulen mit Tris-Waschpuffer.

9) Blocken unspezifischer Peroxidasen durch Inkubation mit einem Gemisch aus
10% Methanol und 3% H,O, in PBS fur 30 Minuten.

10) Dreimaliges Waschen mit Tris-Waschpuffer.

11) Inkubation fiir 90 Minuten mit Avidin-Biotin-Peroxidase Komplexen (ABC-Kit).

12) Grundliches Spulen mit Tris-Waschpuffer. Die ABC-Losung muss vollstandig
entfernt sein.

13) Entwicklung mit DAB-Arbeitsldsung unter mikroskopischer Kontrolle.

14) Stoppen der Farbung mit Waschpuffer mit Triton flr einige Minuten.

15) Dreimal mit Waschpuffer mit Triton spulen.

16) Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe.

17) Eindeckelung der Praparate mit DePex.

2.2.5.3 Kollagen Il - ELISA

Vorbereitung der Proben

Die an Tag 1 und 21 entnommenen Aggregate wurden auf Basis des Protokolls des
Native Type Il Collagen Detection Kits (Chondrex, Redmond, USA) bearbeitet. Dazu
wurden die Aggregate mit 200 pl 0,05 molarer Essigsaure mit 0,5 M NaCl und 25 ul
Pepsin (10 mg/ml) versetzt und Uber Nacht bei 4°C im Rotator angedaut.
AnschlieBend wurden die Aggregate homogenisiert, erneut mit 200 ul
Essigsaure/NaCl sowie 25 pl Pepsin versetzt und fir weitere 48 Stunden bei 4°C im
Rotator verdaut.

Anschliel3end wurden 50 ul 10x TBS hinzugefigt und der pH mit NaOH auf circa acht
eingestellt, um eine optimale Elastasereaktion zu erreichen. Nun wurden 50 pl
pankreatische Elastase (1 mg/ml) dazu pipettiert und die Proben fur weitere 24
Stunden bei +4°C in den Rotator gestellt.

Im Weiteren wurden die Proben bei 10000 rpm fur finf Minuten zentrifugiert und der
Uberstand mit dem im Kit enthaltenen Sample/Standard Dilution Buffer (Solution B)
einer Verdunnungsreihe zugefiihrt. Die verbliebenen Probenreste wurden bei -20°C
asserviert.

Der im Kit enthaltene Type Il Collagen Standard wurde auf eine Konzentration von
0,2 pg/ml verdinnt und davon ausgehend eine Verdinnungsreihe 1:2 hergestelit.
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Kollagen Il — Assay

1) Vorbereiten der 96 well Platte: 100 ul geloster Capture Antibody in jedes Well.
Anschlie3end tber Nacht bei 4°C inkubieren.

2) Sechsmaliges Waschen mit 1x Wash Buffer.

3) Je 100 pl der vorbereiteten Proben (siehe oben) sowie der Verdinnungen des
Type Il Collagen Standards (0,003 pg/ml — 0,2 pg/ml) auftragen und bei
Raumtemperatur zwei Stunden inkubieren.

4) Sechsmaliges Waschen mit 1x Wash Buffer.

5) Je 100 pl gelésten Detection Antibody in jedes Well und weitere zwei Stunden
inkubieren.

6) Sechsmaliges Waschen mit 1x Wash Buffer.

7) Je 100 pl geloste Streptavidin Peroxidase in jedes Well pipettieren und bei
Raumtemperatur eine Stunde inkubieren.

8) Sechsmaliges Waschen mit 1x Wash Buffer.

9) Je 100 pul OPD-L6sung zufiigen und 30 Minuten inkubieren.

10)Stoppen der Reaktion mit 50 pl 2N schwefelige Saure.

11)Photometrische Messung bei 490 nm.

2.2.5.4 Quantitative DNA-Analyse

In den fir den Kollagen Il - ELISA vorbereiteten Proben wurde auch der DNA-Gehalt
mittels Quant iT Pico Green DNA Assay bestimmt.

Zunachst wurde der im Kit enthaltene 20x TE-Puffer (200 mM TRIS-HCL, 20 mM
EDTA, pH=7,5) mit Millipore-Wasser 1:20 verdlnnt, so dass der 1x TE-Arbeitspuffer
entstand.

Anschlieend wurde das Quant iT Pico Green Reagenz 1:200 mit TE-Puffer
verdinnt. Zur Erstellung einer Standardkurve wurde der im Kit enthaltene DNA-
Standard auf eine Konzentration von 2 pg/ml verdinnt und davon ausgehend eine
Verdinnungsreihe 1:2 hergestellt.

Die wie unter 2.2.5.3 vorbereiteten Proben wurden vor der Messung 1:30 verdinnt.
Von den DNA-Standards und den Proben wurden je 100 ul pro Well auf eine 96 Well
Platte aufgetragen und anschlieend je 100 pl der Quant iT Pico Green Lésung
zugegeben. Nach zwei bis funf Minuten lichtgeschitzter Inkubationszeit wurde die
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Fluoreszenz gemessen (Excitation: 485 nm; Emission: 535 nm). Der DNA Gehalt in
den Testproben wurde durch den Vergleich der Fluoreszenzwerte der Proben und
der DNA-Standardreihe ermittelt.

2.2.6 Statistik

Um die einzelnen Zellreihen untereinander vergleichen zu kdnnen, wurde jeweils der
Kollagen 1I-Gehalt in Bezug zur entsprechenden DNA gesetzt. Die Mittelwerte und
die entsprechenden Standardabweichungen wurden berechnet und miteinander
verglichen. Zur graphischen Darstellung wurde Microsoft Office Excel 2007
verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM SPSS Statistics 19.

Dabei wurde ein gepaarter T-Test angewendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Makroskopische Ergebnisse

Makroskopisch nehmen die vaskuldren und avaskuldren Meniskuszell-Aggregate
zwischen Tag 1 und 21 deutlich an Gréi3e zu.

Abbildung 3.1 zeigt ein makroskopisches Bild eines vaskularen Meniskusaggregats
an Tag 1 reprasentativ fur die gesamte Zelllinie an Tag 1.

Abbildung 3.2 zeigt das makroskopische Bild eines Aggregats aus Meniskuszellen
des vaskularen Teils des gleichen Kaninchens an Tag 21. Man sieht die deutliche
Grollenzunahme von Tag 1 zu Tag 21.

Abbildung 3.3 und 3.4 zeigen Meniskuszellaggregate des avaskularen Teils an Tag 1
(Abbildung 3.3) und Tag 21 (Abbildung 3.4). Auch hier zeigt sich eine deutliche

Grollenzunahme der Aggregate.

Abbildung 3.1: Meniskuszellaggregat, vaskular Abbildung 3.2: Meniskuszellaggregat, vaskular
Tag 1 Tag 21

Abbildung 3.3: Meniskuszellaggregat, avaskular Abbildung 3.4: Meniskuszellaggregat, avaskular
Tagl Tag 21
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Die Aggregate aus den mesenchymalen Stammzellen hingegen bleiben in Bezug auf
die GrolRe in etwa gleich. Zwischen Tag 1 und Tag 7 findet sich eine dezente
GroRenabnahme, zwischen Tag 7 und 21 besteht dann aber keine Verdnderung.
Abbildung 3.5 zeigt ein Stammzellaggregat an Tag 1. In Abbildung 3.6 ist ein
Stammzellaggregat an Tag 7 dargestellt, man sieht eine dezente Gréienabnahme im
Vergleich zu Tag 1.

Abbildung 3.7 und 3.8 zeigen Stammzellaggregate an Tag 14 (Abbildung 3.7) und
Tag 21 (Abbildung 3.8). In Bezug auf die Grol3e bleiben die Aggregate zwischen Tag
7, 14 und 21 unverandert. Im Rahmen der Medienwechsel fallt auf, dass die
Stammzellaggregate bei gleich bleibender Grol3e zwischen Tag 7 und 21

zunehmend fester in ihrer Konsistenz und damit formbestandiger werden.

Abbildung 3.5: Stammzellaggregat, Tag 1 Abbildung 3.6: Stammzellaggregat, Tag 7

Abbildung 3.7: Stammzellaggregat, Tag 14 Abbildung 3.8: Stammzellaggregat, Tag 21
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3.2 Histologische Ergebnisse

3.2.1 DMMB-Féarbung

Die DMMB-Farbung ist bei allen Zellgruppen positiv. Sowohl an Tag 1 als auch an
Tag 21 lassen sich Proteoglykane nachweisen. Die Farbung an Tag 21 verlauft
jedoch deutlich intensiver.

Histologisch zeigt sich bei allen Zellgruppen an Tag 21 der typisch chondrogene
Aufbau mit der ovalen bis runden Konfiguration der Chondrozyten. Die Zellen sind
umgeben von perizellularen Vakuolen, zwischen den Zellen findet sich
proteoglykanreiche Extrazellularsubstanz.

Abbildungen 3.9 - 3.12 zeigen Aggregate aus Meniskuszellen des vaskularen Teils
an Tag 1 und Tag 21 jeweils in vierfacher und zehnfacher VergréRerung.
Abbildungen 3.13 - 3.16 zeigen Aggregate aus Meniskuszellen des avaskularen Teils
an Tag 1 und Tag 21 jeweils in vierfacher und zehnfacher VergréRerung.

In den Abbildungen 3.17 - 3.20 werden Stammzell-Aggregate an Tag 1 und Tag 21

jeweils in vierfacher und zehnfacher VergroR3erung dargestellt.
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Abbildung 3.9: Meniskuszellaggregat, vaskular Abbildung 3.10: Meniskuszellaggregat, vaskular
Tag 1 DMMB 4x Tag 1 DMMB 10x

Abbildung 3.11: Meniskuszellaggregat, vaskular Abbildung 3.12: Meniskuszellaggregat, vaskular
Tag 21 DMMB 4x Tag 21 DMMB 10x
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Abbildung 3.13: Meniskuszellaggregat, avaskuléar  Abbildung 3.14: Meniskuszellaggregat, avaskulér
Tag 1 DMMB 4x Tag 1 DMMB 10x

Abbildung 3.15: Meniskuszellaggregat, avaskular  Abbildung 3.16: Meniskuszellaggregat, avaskular
Tag 21 DMMB 4x Tag 21 DMMB 10x
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Abbildung 3.17: Stammzellaggregat, Tag 1 Abbildung 3.18: Stammzellaggregat, Tag 1
DMMB 4x DMMB 10x

Abbildung 3.19: Stammzellaggregat, Tag 21 Abbildung 3.20: Stammzellaggregat, Tag 21
DMMB 4x DMMB 10x
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3.2.2 Kollagen Il - Farbung

In vitro zeigt sich, dass alle Zellpopulationen, sowohl vaskulare Meniskuszellen als
auch avaskuldre Meniskuszellen sowie mesenchymale Stammzellen, Kollagen I
produzieren.

An Tag 1 lasst sich bei keiner Zellpopulation Kollagen nachweisen. Die Kollagen II-
Farbungen der vaskularen, avaskularen und Stammzell-Aggregate verlaufen negativ.
Im Gegensatz dazu findet sich an Tag 21 bei allen Zellpopulationen Kollagen II. Die
Aggregate sind intensiv angefarbt. Es zeigt sich hier ebenfalls der typisch
chondrogene Aufbau.

Die Stammzell-Aggregate wurden zusatzlich noch an Tag 7 und 14 untersucht.
Hierbei zeigt sich bereits an Tag 7 eine deutliche positive Kollagen II-Farbung, die

auch an Tag 14 nachweisbar ist.

Abbildung 3.21: Meniskuszellaggregat, vaskular Abbildung 3.22: Meniskuszellaggregat, vaskular
Tag 1 Col Il 4x Tag 1 Col Il 10x

Abbildung 3.23: Meniskuszellaggregat, vaskular Abbildung 3.24: Meniskuszellaggregat, vaskular
Tag 21 Col Il 4x Tag 21 Col 1l 10x
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Abbildung 3.25: Meniskuszellaggregat, avaskular  Abbildung 3.26: Meniskuszellaggregat, avaskular
Tag 1 Col Il 4x Tag 1 Col Il 10x

Abbildung 3.27: Meniskuszellaggregat, avaskuléar  Abbildung 3.28: Meniskuszellaggregat, avaskulér
Tag 21 Col Il 4x Tag 21 Col Il 10x
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Abbildung 3.29: Stammzellaggregat, Tag 1 Abbildung 3.30: Stammzellaggregat, Tag 1
Col Il 4x Col 11 10x

Abbildung 3.31: Stammzellaggregat, Tag 7 Abbildung 3.32: Stammzellaggregat, Tag 7
Col Il 4x Col Il 10x
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Abbildung 3.33: Stammzellaggregat, Tag 14 Abbildung 3.34: Stammzellaggregat, Tag 14
Col Il 4x Col 11 10x

Abbildung 3.35: Stammzellaggregat, Tag 21 Abbildung 3.36: Stammzellaggregat, Tag 21
Col Il 4x Col Il 10x
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3.3 Pico Green DNA Assay

Mit Hilfe eines Pico Green DNA Assays wurde der DNA-Gehalt der Aggregate an
Tag 1 und Tag 21 bestimmt.

Dabei zeigt sich, dass der DNA-Gehalt der vaskuldaren und avaskularen
Meniskuszellaggregate zwischen Tag 1 und 21 anndherungsweise gleich bleibt. Der
DNA-Gehalt der Stammzell-Aggregate hingegen nimmt zwischen Tag 1 und Tag 21
ab.

3.4 Kollagen Il - ELISA

Wie bereits in der Literatur beschrieben, enthalt der Kaninchen-Meniskus im
Gegensatz zum menschlichen Meniskus in erster Linie Kollagen Il. Es wurde zur
Bestimmung des chondrogenen Potentials der verschiedenen Zellgruppen des
Kaninchen-Meniskus deshalb die quantitative Bestimmung von Kollagen Il gewahlt.

Bei der Aggregatherstellung wurden die Zellen ausgezéahlt und auf die gleiche
Zellzahl pro Aggregat geachtet. Um die einzelnen Gruppen jedoch untereinander
vergleichen zu kdnnen, wurde die quantitative Kollagen II-Bestimmung in Bezug zur
vorhandenen DNA gesetzt. Somit wurde eine objektive und unter den Zellgruppen

vergleichbare Gro3e geschaffen.

An Tag 1 lasst sich in allen drei Gruppen kaum Kollagen Il nachweisen. An Tag 21
kann hingegen in allen drei Zellgruppen Kollagen Il nachgewiesen werden. Diese
Werte wurden anschlieBend in Bezug zur DNA gesetzt. Dabei zeigt sich in allen
Gruppen ein signifikanter Anstieg des Kollagen-1I-Gehalts in Relation zur enthaltenen
DNA von Tag 1 zu Tag 21 (p < 0,01).

Im Vergleich der Gruppen an Tag 21 untereinander lassen sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen.

Unter Anwendung des T-Tests zeigt sich im Vergleich der Stammzell-Gruppe mit der
vaskularen Gruppe an Tag 21 keine Signifikanz (p = 0,734). Ebenso verhalt es sich
im Vergleich der Stammzell-Aggregate mit den avaskuldren Aggregaten jeweils an
Tag 21 (p = 0,250). Auch die vaskulare und avaskulare Gruppe zeigen im direkten

Vergleich keinen signifikanten Unterschied an Tag 21 (p = 0,109).
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Abbildung 3.37: Kollagen II/DNA der Zellgruppen an Tag 1 und Tag 21
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Abbildung 3.38: Kollagen 1l/ DNA der einzelnen Kaninchen und Zellgruppen an Tag 1 und Tag 21
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Abbildung 3.39: Kollagen II/DNA an Tag 21 der einzelnen Kaninchen und Zellgruppen
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4 DISKUSSION

Tissue-Engineering stellt eine vielversprechende Therapie bei avaskularen
Meniskusl&sionen dar.

Diese Arbeit konnte erfolgreich das chondrogene Potential von mesenchymalen
Stammzellen in vitro nachweisen und direkt mit dem chondrogenen Potential der
gewebsspezifischen Meniskuszellen des vaskularen und avaskularen Bereichs in
Vergleich setzen. Dabei zeigten sich in der in-vitro-Kultur auf zellularer Ebene keine
signifikanten Unterschiede zwischen vaskularen und avaskularen Meniskuszellen
sowie den mesenchymalen Stammzellen. Alle drei Zellreihen synthetisierten unter in-

vitro-Bedingungen Kollagen II.

Tissue-Engineering bezeichnet die Zichtung von Gewebe mit Hilfe einer Matrix,
Zellen und entsprechenden Wachstumsfaktoren. Die Zellen stellen dabei den
wichtigsten Faktor dar. Sie produzieren die extrazellulare Matrix und fihren somit zur
Defektreparatur.

Zur Behandlung von Meniskuslasionen bieten sich zwei Zellarten an: einerseits
mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, andererseits die origindren
organspezifischen Zellen, die autologen Meniskuszellen.

Angele et al. und Zellner et al. erzielten gute Erfolge bei der Defektreparatur von
Meniskuslésionen mittels Tissue-Engineering von mesenchymalen Stammzellen "**°.
Peretti et al. transplantierten erfolgreich allogene Chondrozyten und wiesen damit
einen Benefit fiir die Regeneration von Meniskuslasionen nach **’. Baker und Nathan
isolierten 2009 humane Meniskuszellen aus Meniskusdebris von 10 Patienten im
Alter zwischen 18 und 84 Jahren. Diese wurden kultiviert, auf biodegradable Matrices
aufgetragen und anschlieBend fir weitere 10 Wochen kultiviert. Nachweislich
proliferierten alle Zellen. Zwar variierten die Ergebnisse der einzelnen Parameter, wie
Zellintegration, Proteoglykan- und Kollagen-Gehalt, jedoch standen diese
Unterschiede in keinem Zusammenhang mit dem Alter oder dem
Erkrankungsfortschritt der Patienten. Die Studie belegte somit, dass autologe
Meniskuszellen eine mdogliche Quelle fur Tissue-Engineering darstellen und diese
Therapieform auch fiir altere Patienten in Frage zu kommen scheint *°.

In der vorliegenden Arbeit wurden beide mdglichen Zellarten, autologe
Meniskuszellen und mesenchymale Stammzellen verwendet und miteinander

verglichen.
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Als naheliegendste Zellresource erscheint zur Reparatur von Meniskuslasionen die
Verwendung der originaren Zellen, der autologen Meniskuszellen.

In der Kklinischen Praxis zeigt sich, dass Lasionen der vaskularisierten auf3eren Zone
des Meniskus eine bessere Heilungstendenz aufweisen als Lasionen der
avaskularen inneren Zone. Es stellt sich daher die Frage, ob die ungleiche
Heilungstendenz allein auf die Unterschiede der Vaskularisierung oder doch auf
unterschiedliche Zellfunktionen der verschiedenen Zonen zurickzufiihren ist.
Besitzen Zellen der &ulReren Zone ein héheres Proliferationspotential als Zellen der
inneren Zone? Liegen zwischen den beiden Zellarten Unterschiede in der

Exprimierung von Extrazellularsubstanz vor?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb Meniskuszellen des vaskularen und
avaskularen Teils des Meniskus getrennt voneinander kultiviert und vergleichend
betrachtet. Die autologen Meniskuszellen sowohl der vaskularen als auch der
avaskularen Zone wurden nach dem von Webber et al. entwickelten und in der
Literatur bereits mehrfach erfolgreich angewendeten Protokoll zur Isolierung und

98,100,107,134,147-150

Kultivierung von Knorpelzellen erfolgreich aus Menisken von New

Zealand White Rabbits gewonnen und kultiviert.

Um in der Zellkultur der avaskularen Zellreihe sicher zu stellen, ausschlief3lich Zellen
der rein avaskularen Zone des Meniskus zu bearbeiten, wurde in den vorliegenden
Versuchen lediglich das innere Viertel bis Drittel fur die avaskulare Zellreihe
verwendet. Somit stellten wir sicher, dass keine Zellen der rot-weil3en
Ubergangszone in die Zellkultur der avaskularen Zellreihe gelangten.

Wie bereits beschrieben, nahmen die Meniskuszellaggregate zwischen Tag 1 und 21
deutlich an GroRe zu. Um die persistierende Vitalitat der Zellen wahrend der
Aggregat-Kultur nachzuweisen, wurde der DNA-Gehalt mittels Pico Green DNA
Assay an Tag 1 und Tag 21 bestimmt. Dabei blieb der DNA-Gehalt der vaskuléaren
und avaskularen Meniskuszellen zwischen Tag 1 und Tag 21 nahezu unverandert.
Da der DNA-Gehalt in direktem Zusammenhang mit der Zellzahl steht, belegte dies
die erfolgreiche Kultur der Meniskuszellen wahrend der dreiwdchigen
Aggregatziichtung.

Die beobachtete GroéRenzunahme der Meniskuszellaggregate bei gleichbleibendem
DNA-Gehalt entspricht somit einer Zunahme der extrazellularen Matrix.
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Kambic und McDevitt wiesen 2004 im Hunde- bzw. Kaninchenmodell nach, dass
Kollagen 1l ein dreidimensionales Netzwerk im Meniskus ausbildet und fir die
biomechanischen Aufgaben des Meniskus, wie mechanische Belastbarkeit
gegenuber Zug- und Scherkréften, eine wichtige Rolle spielt. Des Weiteren zeigten
sie ein Uberwiegen von Kollagen Il zur Meniskusspitze hin ®-78.

Auch Baker et al. konnten einen engen Zusammenhang zwischen dem
Kollagengehalt und den mechanischen Zugeigenschaften der Kkultivierten
meniskuszellbeladenen Matrixkonstrukte beobachten °.

Naumann et al. dokumentierten eine schwach positiv verlaufende Farbung fir

Kollagen | gegeniiber einer diffusen Kollagen-1I-Farbung am Kaninchenmeniskus *°*,

In der vorliegenden Arbeit kam daher Kollagen Il als Vergleichsparameter zwischen
den vaskularen und avaskularen Zellen zur Anwendung. Es erfolgten Kollagen II-
Farbungen jeweils an den Tagen 1 und 21. Wahrend sich an Tag 1 noch kein
Kollagen Il nachweisen liel3, verliefen die Farbungen an Tag 21 jeweils positiv und
wiesen somit erfolgreich die Kollagen-II-Synthese nach.

Dartber hinaus erfolgte die Kollagen-lI-Quantifizierung mittels Kollagen-II-ELISA,
wobei sich eine Kollagen-II-Produktion fir beide Zellarten, vaskuléar sowie avaskular,
ergab. Den Kollagen-1I-Gehalt in Bezug zur DNA gesetzt, lagen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Zellarten vor.

Beide Zellarten besal3en das gleiche Potential zur Kollagenproduktion.

Ebenso dokumentierten die durchgefiihrten DMMB-Farbungen keine Unterscheide
zwischen den Zellaggregaten der vaskularen und avaskularen Region. In beiden
Gruppen konnte das Vorliegen von Proteoglykanen nachgewiesen werden.

Der unterschiedlichen Heilungstendenz in vivo liegen demnach keine
unterschiedlichen Zellfunktionen der vaskuldren und avaskuldren Meniskuszellen
zugrunde. Unter gleichen in-vitro-Bedingungen liefern beide Zellarten in etwa gleich

gute Ergebnisse.

Auch Hennerbichler et al. zeigten 2007 in einer in-vitro-Studie, dass unter gleichen
Bedingungen fur die innere und aul’ere Zone keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der Reparaturfahigkeit der beiden Zonen vorliegen.

Dazu entnahmen sie zylindrische Meniskusexplantate der vaskularen und

avaskularen Zone von Schweinemenisken, setzten diese sofort wieder in den Defekt
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ein und kultivierten die Menisken fur 2, 4 und 6 Wochen. Anschlie3end verglichen sie
die beiden Versuchsgruppen hinsichtlich des Heilungspotentials, der Zellmigration
und der Starke des Reparaturgewebes. Dabei ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Zonen °*.

In beiden Regionen kam es zu einer deutlichen Zunahme der Zellintegration und
Starke des Reparaturgewebes Uber den untersuchten Zeitraum. Ein signifikanter
Unterschied auf zellularer Ebene zwischen den beiden Meniskuszonen konnte nicht

gezeigt werden ..

Collier und Gosh dokumentierten in Meniskusexplantaten eine Mehrproduktion von
Proteoglykanen in der inneren Zone gegenuber der &auf3eren Zone. In der
Monolayerkultur, in der gleiche Bedingungen fir Zellen der inneren und auf3eren
Region herrschten, zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Exprimierung von

Proteoglykanen zwischen den beiden Zonen .

Auch Mauck et al. untersuchten im Rindermodell den Unterschied zwischen Zellen
der verschiedenen Regionen beziglich ihrer multipotenten Differenzierungsfahigkeit
(Chondrogenese, Adipogenese, Osteogenese) und verglichen diese mit dem
Differenzierungspotential von mesenchymalen Stammzellen, einer Zellresource, die
bekannt fur ihre multipotenten Eigenschaften ist 29+*12113 Um festzustellen, ob auch
regionale Unterschiede in der zelluldaren Komponente der endogenen
Meniskusreparatur bestehen, untersuchte diese Studie das Differenzierungspotential
der Meniskuszellen aus verschiedenen Regionen: des aul3eren vaskularen Teils, der
inneren avaskularen Zone und der Ubergangsregion. Dabei zeigte sich, dass die
Zellen aus allen drei Regionen uber ein entsprechendes Differenzierungspotential

verfiigen *..

Die vorliegenden Ergebnisse bekréftigen somit die Theorie, dass den deutlichen
regionalen Unterschieden in der Heilungstendenz in vivo keine Unterschiede im
chondrogenen Potential zugrunde liegen, sondern diese vor allem von externen

Faktoren, wie beispielsweise der unterschiedlichen Vaskularisation abhangig sind.

Andererseits findet man jedoch auch unterschiedliche Phanotypen von
Meniskuszellen, abhangig von Ihrer Lokalisation innerhalb des Meniskus 2.
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Nakata et al. gelang die Isolation von Subpopulationen der Meniskuszellen in der
Monolayerkultur des humanen Menikus. Diese Subpopulationen lagen bei allen
Patienten unabhangig ihres Alters vor. Bei der Zellkultur aus dem inneren Teil des
Meniskus Uberwogen kleine runde chondrozytendhnliche Zellen, die gut voneinander

58,100

getrennt in extrazellulare Matrix eingebettet lagen . Im Gegensatz dazu fand

man bei der Zellkultur aus der &ufReren Meniskusregion Uberwiegend langliche,
spindelfdrmige fibroblastendhnliche Zellen mit zahlreichen Auslaufern, die gap
junctions mit den Nachbarzellen bildeten °%%.

Auch wenn die Eigenschaften und Funktionen dieser Subpopulationen noch genauer
geklart werden mussen, so lasst sich doch vermuten, dass ihre unterschiedliche
Verteilung innerhalb des Meniskus in Zusammenhang mit strukturellen und
funktionellen Unterschieden zwischen den Regionen steht. Der innere Teil des
Meniskus ist avaskular und muss Druck- und Scherkraften standhalten. Die aul3ere
eher vaskulare Region des Meniskus besitzt dichte Fibrillen fir Lubrikation und zur
groReren Resistenz gegeniiber Zug- und Ringspannungen '*234 So scheint jeder
Teil des Meniskus eine spezielle zellulare Subpopulation zu beherbergen, abhangig
von der individuellen Rolle, die er im Gelenkmechanismus spielt *%°.

Trotz der unterschiedlichen phanotypischen Erscheinung der Subpopulationen bilden

68,93

und remodellieren jedoch alle Meniskuszellen die extrazellulare Matrix und

kénnen ihre biosynthetischen Aktivitaten als Antwort auf sich verdndernde

127,140 59,60

mechanische Anspriiche und beginnende Gelenkinstabiltat anpassen

Bisher wurde angenommen, dass endogene Reparaturvorgdnge von

Progenitorzellen, die innerhalb des entsprechenden Gewebes liegen, ausgehen. Sie

19

wandern zur Lasion, proliferieren und exprimieren neue Matrix . Zunehmend

wurden aber in den entsprechenden Geweben Zellen entdeckt, die selbst einige

multipotente Eigenschaften, sowie die Fahigkeit zu verschiedenen Zelltypen zu

41840133161, e beispielsweise Knochen °®*°  Synovia

86,91,124

proliferieren, inne hatten
31103 ‘Herz- und Skelettmuskel 452158 ynd periodontale Bander
Wie bereits oben beschrieben, verglichen Mauck et al. Zellen der vaskuldren und
avaskularen Region sowie der Ubergangszone von Rindermenisken beziglich ihres
chondrogenen, adipogenen und osteogenen Differenzierungspotentials. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass Meniskuszellen aus allen Meniskusregionen
die Fahigkeit zur multipotenten Differenzierung besitzen .
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Erganzend dazu gelang es Segawa et al. im Jahr 2008 mesenchymale Stammzellen
aus Menisken zu isolieren'®,

In mesenchymalen Stammzellen ist, neben den gewebsspezifischen autologen
Meniskuszellen, eine weitere Zellresource fur Tissue-Engineering zu sehen. Adulte
mesenchymale Stammzellen sind teilungsfahig und kénnen zu verschiedenen
mesenchymalen Phanotypen wie Osteoblasten, Chondrozyten, Myozyten und

Adipozyten differenzieren = 24#>82157,

Zuséatzlich sezernieren mesenchymale
Stammzellen eine Reihe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die sowohl
parakrine als auch autokrine Fahigkeiten besitzen und somit Auswirkungen auf ihre
Zellumgebung haben. Diese sezernierten bioaktiven Faktoren unterdricken das
lokale Immunsystem, inhibieren die Fibrose und damit Narbenbildung ebenso wie
Apoptose, beschleunigen die Angiogenese und stimulieren die Mitose sowie die
Differenzierung von gewebsspezifischen Zellen bzw. Stammzellen 242>:57:82.99

Stammzellen aus dem Knochenmark weisen den grof3en Vorteil der leichten
Verfugbarkeit auf. lhre Gewinnung ist mit einem geringen Komplikationsrisiko und
vergleichsweise relativ geringem Aufwand verbunden. Ein weiterer grof3er Vorteil der
mesenchymalen Stammzellen liegt darin, dass sie in ausreichend grofien Mengen

verfugbar sind.

In der Literatur sind bereits gute Ergebnisse mit Stammzellen beschrieben.

Ischimura et al. zeigten 1997 im Kaninchenmodell, dass avaskulare
Meniskusdefekte, die mit Knochenmark und einem Fibrin-Clot behandelt wurden,
schneller heilten als entsprechende Defekte, die nur mit einem Fibrin-Clot behandelt
wurden. Dieser Unterschied wurde auf die pluripotenten Zellen mit
Differenzierungspotential des Knochenmarks zurtickgefiihrt 72,

Zellner zeigte jedoch, dass die Behandlung mit nicht vorbehandeltem Knochenmark
und einer Hyaluronan-Gelatine-Kompositmatrix keinen signifikanten Benefit
gegenuber der Behandlung mit einer leeren Kompositmatrix erbringt. Dies lasst sich
vermutlich mit der geringen Anzahl an pluripotenten Zellen im Knochenmark erklaren,
welche nur auf 0,001% - 0,01% geschatzt wird 82%°.

Diese Ergebnisse lieRen vermuten, dass eine Isolierung und Vermehrung von

mesenchymalen Stammzellen zu besseren Reparaturergebnissen fiihrt 2.
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In Vorarbeiten wurden bereits gute Ergebnisse mit Tissue-Engineering mit
mesenchymalen Stammzellen beim Einsatz in Meniskuslasionen erzielt. So konnten
Angele et al. bereits gute Reparatur-Ergebnisse in vivo erzielen, indem auf eine
Hyaloronan-Gelatine-Kompositmatrix aufgebrachte mesenchymale Stammzellen in
kombiniert vaskulér-avaskulare Lasionen eingebracht wurden "%,

Zellner et al. dokumentierten weiter die chondrogene Durchbauung von rein
avaskularen Meniskuslasionen mittels Tissue-Engineerung von mesenchymalen

Stammzellen **°.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass mesenchymale Stammzellen unter in-
vitro-Bedingungen  Kollagen Il produzieren und somit potentiell  zur
Meniskusdefektreparatur geeignet sind.

Die Stammzellaggregate waren zwischen Tag 1 und Tag 7 tendenziell etwas
grolRenregredient, zwischen Tag 7 und 21 blieben sie in etwa gleich grol3.

Der zunachst beobachtete GrofR3enverlust der Stammzell-Aggregate zwischen Tag 1
und 7 lie sich durch die unvermeidliche Vordifferenzierung erklaren. In der
Monolayerkultur kam es vermutlich bei einigen der pluripotenten Stammzellen bereits
zu einer Differenzierung. Zellmorphologisch handelte es sich dabei am ehesten um
Fibrozyten, aber auch eine Differenzierung zu anderen Zellen ist nicht
ausgeschlossen. Durch die Aggregatherstellung und die anschlieRende Kultivierung
der Aggregate in chondrogenem Differenzierungsmedium kam es zum Absterben der
vordifferenzierten Zellen. Lediglich die mesenchymalen Stammzellen bzw. die
Meniskuszellen blieben im chondrogenen Differenzierungsmedium vital.

Der DNA-Gehalt steht in direktem Zusammenhang mit der Zellzahl. Die Abnahme
des DNA-Gehalts der Stammzell-Aggregate von Tag 1 zu Tag 21 war auf die bereits
oben beschriebene Vordifferenzierung zurtickzufuhren. Ein Uberleben der
vordifferenzierten Zellen war in dem chondrogenen Differenzierungsmedium nicht
moglich. Man kann daher postulieren, dass diese zugrunde gegangenen Zellen nicht
an der Kollagen ll-Produktion beteiligt waren und das enthaltene Kollagen Il somit
ausschlief3lich von den an Tag 21 enthaltenen Zellen bzw. der an Tag 21 noch
vorhandenen DNA exprimiert wurde.

Makroskopisch zeigte sich aul3erdem, dass die GréRenabnahme der Stammzell-
Aggregate bereits zwischen Tag 1 und 7 stattfand. Zwischen Tag 7 und 21 blieben
die Aggregate bezuglich der GroRe nahezu unverandert. Dies ist ein weiterer
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Anhaltspunkt dafur, dass die DNA der vordifferenzierten Zellen bereits in den ersten
Tagen zugrunde gegangen und somit an der Kollagen II- Produktion nicht beteiligt
war.

Zudem war histologisch eine gute Differenzierung zu chondrogenen Zellen
ersichtlich. Die Aggregate an Tag 21 zeigten den typisch chondrogenen Aufbau mit
der ovalen bis runden Konfiguration der Chondrozyten. Die Zellen waren umgeben
von perizellularen Vakuolen, eingebettet in proteoglykanreiche Extrazellularsubstanz.
Die Histologie wies dabei keinerlei Anzeichen eines Zelluntergangs auf, was
ebenfalls darauf hinwies, dass die Zellen bereits in den ersten Tagen zugrunde
gegangen und somit nicht an der Kollagen Il Produktion beteiligt waren.

Auf Proteinebene konnte somit gezeigt werden, dass mesenchymale Stammzellen
chondrogen differenziert werden konnen. Entsprechend der Ergebnisse der
autologen Meniskuszellreihe lieferte der Kollagen II-ELISA der Stammzell-Aggregate
an Tag 1 keinen Nachweis von Kollagen Il, wogegen an Tag 21 Kollagen I

exprimiert wurde.

Auch lzuta et al. zeigten 2004 im Rattenmodell erfolgreich die Behandlung einer
avaskularen Meniskuslasion mit mesenchymalen Stammzellen.

12 Wochen nach der Implantation eines mit mesenchymalen Stammzellen besetzten
Fibrin-Clots in eine zirkulare avaskulare Meniskuslasion zeigte sich die partielle
Auffillung des Defektes sowie die Bildung einer extrazellularen Matrix. Diese
Ergebnisse wurden jedoch bei einer reinen in vitro-Versuchsanordnung erzielt und

waren daher keiner biomechanischen Beanspruchung ausgesetzt ">*°°,

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass alle drei Zellarten, vaskulare und
avaskulare Meniskuszellen sowie mesenchymale Stammzellen, unter in vitro-
Bedingungen Kollagen I produzieren und somit  potentiell zur
Meniskusdefektreparatur geeignet sind.

Um die drei Zellgruppen bezlglich ihres chondrogenen Potentials untereinander
vergleichen zu koénnen, wurden die Kollagen-llI-Werte anschlieRend in Bezug zur
DNA gesetzt. Dabei ergaben sich fur die Stammzell-Aggregate sowie die vaskuléren
und avaskularen Meniskuszellaggregate in etwa gleich gute Ergebnisse. Tendenziell
schnitten die Stammzellaggregate etwas besser ab, ein statistisch signifikanter
Unterschied liel3 sich jedoch nicht nachweisen.
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Diese Ergebnisse wurden in parallelen in-vivo-Arbeiten innerhalb unserer
Arbeitsgruppe bestatigt. Dabei wurde das chondrogene Potential von autologen
Meniskuszellen und mesenchymalen Stammzellen in der Therapie von avaskularen
Meniskuslasionen mittels Tissue-Engineering am Kaninchenmodell in vivo erfasst
und miteinander verglichen. Beide Gruppen zeigten gute Reparaturergebnisse mit
chondrogener Durchbauung der avaskularen Meniskuslasion. Tendenziell schnitten
hier die mesenchymalen Stammzellen besser ab, jedoch lie3 sich auch hier
statistisch kein signifikanter Unterschied nachweisen.

In den in dieser Arbeit vorgestellten in-vitro-Versuchsreihen konnte gezeigt werden,
dass die mesenchymalen Stammzellen ebenso wie die vaskularen und avaskularen
Meniskuszellen bezuglich ihres chondrogenen Potentials in etwa gleich gute
Ergebnisse erzielen.

Dies widerlegt die Annahme, dass Zellen der vaskularen Zone ein hdoheres
chondrogenes Potential besitzen als Zellen des avaskularen Bereichs.

Die These, dass die unterschiedliche Heilungstendenz von vaskularen und
avaskuldren Meniskuslasionen vor allem von unterschiedlichen externen Faktoren
wie z.B. Durchblutung und Druckbelastung abhangig ist, jedoch aber nicht von den
unterschiedlichen Zellpopulationen, wird bekréaftigt.

Dennoch lassen verschiedene bereits aufgefiihrte Studien vermuten, dass neben
externen Faktoren auch auf zellularer Ebene regionale Unterschiede zwischen den
einzelnen Zellpopulationen bestehen, so dass hier noch weitere Studien folgen

sollten.

Die vorgestellten Ergebnisse weisen die Eignung sowohl von autologen
Meniskuszellen als auch mesenchymalen Stammzellen zur Reparatur von
Meniskuslasionen nach.

Zu bedenken ist dabei jedoch, dass autologe Meniskuszellen nur in begrenztem
Umfang verfugbar sind und ihre Gewinnung mit einem operativen Aufwand und damit
einhergehender Patientenmorbiditat korreliert. Des Weiteren impliziert die
Gewinnung von autologen Meniskuszellen die Induktion eines Meniskusdefekts,
dessen Behandlung das eigentliche Therapieziel ist, so dass die Isolierung von
autologen Meniskuszellen eher kontraproduktiv scheint.

Im Gegensatz zu den autologen Meniskuszellen stehen mesenchymale Stammzellen

in ausreichendem Umfang zur Verfugung und ihre Isolierung aus dem Knochenmark
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ist mit einem geringen operativen Aufwand verbunden. Durch autogene Gewinnung
von mesenchymalen Stammzellen, anschlieBender chondrogener Differenzierung
und Implantation in Meniskuslasionen lassen sich Immunreaktionen im Gegensatz zu
allogenen Transplantationen deutlich reduzieren.

Auf Grund ihrer besseren Bioverflugbarkeit bei gleichem chondrogenen Potential
scheinen daher mesenchymale Stammzellen fir die Zukunft die vielversprechendere
Zellresource in der Therapie von Meniskusléasionen zu sein.

Doch auch hier bedarf es weiterer eingehender Forschung. In den vorliegenden
Versuchen konnte eine Vordifferenzierung der mesenchymalen Stammzellen nicht
ganzlich vermieden werden. Vor Anwendung am Menschen sollten daher die
Kultivierungs- und Differenzierungsablaufe optimiert werden, um bestmogliche

Ergebnisse zu gewahrleisten.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Tissue-Engineering ist ein vielversprechender Ansatz zur Regeneration von
Meniskuslasionen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl vaskulare und avaskulare Meniskuszellen als
auch mesenchymale Stammzellen erfolgreich kultiviert und chondrogen differenziert
werden koénnen. Alle drei Zellreihen produzieren Kollagen Il und sind damit potentiell
fur die Therapie von Meniskuslasionen geeignet.

Die Versuche bekréftigen die Theorie, dass die Unterschiede in der Heilungstendenz
zwischen L&sionen der vaskularen und der avaskularen Zone der Menisken nicht auf
zellularer Ebene zu erklaren sind. Es zeigte sich, dass kein signifikanter Unterschied
in Bezug auf das chondrogene Potential der im vaskuléaren bzw. avaskularen Bereich
angesiedelten Zellpopulationen besteht. Unter identischen in-vitro-Bedingungen
zeigen beide Zellpopulationen &hnliche Ergebnisse.

Mesenchymale Stammzellen zeigen ebenso ein gutes chondrogenes Potential.
Signifikante Unterschiede zwischen den organspezifischen Meniskuszellen und den
mesenchymalen Stammzellen bestatigen sich nicht. In vitro liefern sie unter gleichen
Bedingungen ebenso gute Ergebnisse wie die organspezifischen autologen

Meniskuszellen aus der vaskularen bzw. avaskularen Region des Meniskus.

Autologe Meniskuszellen sind jedoch nur begrenzt verfiigbar und ihre Gewinnung
stellt zudem ein Problem dar. Um entsprechende Zellen zu isolieren, muss zusétzlich
zur bereits vorhandenen therapiebedurftigen Meniskuslasion ein weiterer Defekt in
den Meniskus gesetzt werden.

Im Gegensatz dazu sind mesenchymale Stammzellen deutlich leichter und in
grolReren Mengen verflugbar. Auf Grund der besseren Bioverflugbarkeit scheint daher
die Zukunft der Reparatur von Meniskuslasionen mittels Tissue-Engineering in den

mesenchymalen Stammzellen zu liegen.
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