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1. Einleitung

1.1. Die Anatomie des Meniskus

Im Kniegelenk unterscheidet man zwischen lateralem und medialem Meniskus. Die
Menisken liegen intraartikuldar dem Tibiaplateau auf und haben in der Aufsicht die Form
zweier Halbmonde (= lat. meniscus). Der Innenmeniskus (Meniscus medialis) ist sichelformig
und mit dem medialen Kollateralband verwachsen. Der AuBenmeniskus (Meniscus lateralis)
ist ringformig und beweglicher als der Innenmeniskus, da er nicht mit dem lateralen
Kollateralband verwachsen ist.

An den Meniskusenden befindet sich ein Vorder- und Hinterhorn. An diesen heften kurze
Bander an, Uber welche die Menisken an den Areae intercondylaris anteriores und
posteriores verankert sind. Die Hinterhoérner blockieren das Riickwartsgleiten der
Femurkondylen, wobei v.a. das Hinterhorn des Innenmeniskus durch seine enge Verbindung
mit dem Ligamentum popliteum obliquum in Synergie mit dem vorderen Kreuzband das
Rickwartsrollen verhindert. Im anterioren Bereich sind beide Menisken uber das
Ligamentum transversum genus verbunden, dessen Funktion allerdings bisher noch nicht
ausreichend untersucht wurde (Beaufils und Verdonk 2010). Ausgehend vom Hinterhorn des
lateralen Meniskus ziehen zwei Bander (Ligamentum meniscofemorale anterius und
posterius) zum vorderen bzw. hinteren Kreuzband. Das Ligamentum mensicofemorale
anterius (auch als Ligamentum Humphrey bezeichnet) verlauft anterior des hinteren
Kreuzbandes, wohingegen das Ligamentum meniscofemurale posterius (auch Ligamentum
Wrisberg genannt) posterior des hinteren Kreuzbandes liegt. Beide wirken wahrscheinlich als
unterstitzender Haltegurt fur die hintere Schublade (Gupte et al. 2003).

Posterior Cruciate Ligament
Ligament of Humphrey D ¢

Ligament of Wrisberg

Posterior insertional ligament

Posterior
insertional ligament

Posterior horn

p
Posterior horn

Lateral Meniscus

Medial Meniscus '
Anterior horn

Anterior horn Anterior insertional ligament

Anterior insertional ligament Anterior Cruciate Ligament

Abb. 1 Anatomische Ansicht des Kniegelenks nach Beaufils und Verdonk: The
Meniscus (2010), S. 12



Peripher sind die Menisken (iber ihren konvexen &duRReren Rand mit der Gelenkkapsel
verwachsen und von Synovia bekleidet. Mit Blut werden die Menisken aus den oberen und
unteren Asten der Arteria medialis und lateralis genus versorgt. AuRerdem erfolgt die
Blutversorgung auch teilweise liber die Arteria media genus, die mit den Synovialarterien in
Verbindung steht (Arnoczky und Warren 1982).

Zum Zeitpunkt der Geburt ist der Meniskus zu 100% vaskularisiert (Peterson und Tillmann
1995). Allerdings entwickelt sich relativ schnell eine avaskuldre Innenzone. Beim
Erwachsenen ist die Vaskularisierung der Menisken auf 10-25% beschrdankt, was von
Bedeutung fiir den Regenerationsprozess des Meniskus ist (Guisasola et al. 2002). Die
BlutgefaRe befinden sich nur in der AuBenzone des Meniskus. Der innere Anteil der
Menisken ist gefal¥frei und wird durch Diffusion der Synovialflissigkeit erndhrt (McDevitt et

al. 2000).

.
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Abb. 2 Blutversorgung des Meniskus aus: Prometheus Lernatlas der Anatomie: Allgemeine Anatomie
und Bewegungssystem; Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 2007, S. 440, Abb.B

1.2. Histologie des Meniskus

Gesundes Meniskusgewebe besteht durchschnittlich zu 72% aus Wasser, 22% Kollagen, 0,8%
Glykosaminoglykanen und 0,12% DNA (Herwig et al. 1984). Histologisch handelt es sich bei
Meniskusgewebe um Faserknorpel, ein Netzwerk aus kollagenen Fasern mit eingestreuten
Zellen und extrazellularer Matrix, bestehend aus Proteoglykanen und Glykoproteinen.
Aggrecan ist das Hauptproteoglykan der extrazelluliren Matrix, (Krenn et al. 2010). Uber
90% der Kollagenenfasern bestehen aus Kollagen 1. In geringen Anteilen findet sich
allerdings auch Kollagen 2, 3 und 4 (Eyre und Wu 1983) im Meniskus.

Der Meniskus ist durch ein komplexes kollagenes Fasernetzwerk aufgebaut: Die
Faserstruktur ist im Bereich der Kontaktflache zwischen Femur und Tibia durch ein Netzwerk

aus kleinen kollagenen Fibrillen (~30nm im Durchmesser) gekennzeichnet. In der
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Hauptsubstanz des Meniskus sind die Kollagenfibrillen zirkular angeordnet. (Ghadailly et al.
1983, Peterson und Tillmann 1995, Kambic und McDevitt 2005). Die zirkuldre
Faseranordnung reduziert die einwirkende Spannung auf den Faserknorpel. Des Weiteren
besitzt der Meniskus eine laminare, 150-200um tiefe Superfizialschicht, in der die kollagenen
Fasern radiar verlaufen. Auch in der Mittelzone des Meniskus finden sich radidr angeordnete
Fasern, welchen den zirkuldren Fasern als Verankerung dienen und somit ein longitudinales

EinreiBen der Fasern verhindern (Bullough et al. 1970).

Abb. 3 Faserverlauf im Meniskus nach Beaufils und Verdonk: The Meniscus (2010), S. 15

Der Meniskus ist definiert als Faserknorpel aufgrund der runden oder ovalen Form der
meisten Zellen und des fibrosen Aussehens der Fasern im Lichtmikroskop (Ghadially et al.
1983). Im Meniskus finden sich drei verschiedene Zellarten:

Am hdufigsten sind die Fibrochondrozyten, welche v.a. in der Innen-und Mittelzone des
Meniskus vorkommen. Die Fibrochondrozyten liegen in einem Territorium und haben eine
runde bis ovale Form. Uberwiegend produzieren sie Kollagen 1. Die von |hnen produzierte
interterritoriale Matrix enthalt auerdem kleine Mengen an Kollagen 2, 3 und 4.

In der AuBenzone des Meniskus befinden sich iberwiegend Fibroblasten-ahnliche-Zellen
(fibroblast-like cells), welchen die perizellulare Matrix fehlt. Die Zellen besitzen mehrere
lange und diinne Zytoplasmafortsatze. Diese stiilpen sich aus dem Zellleib aus und treten mit
den anderen Zellen Uber Gap junctions in Kontakt. AuBerdem verfligen die Fibroblasten-
dhnlichen-Zellen Uber zwei Zentrosomen, von denen eines mit einem primaren Zilium

verbunden ist (Hellio Le Graverand et al. 2001).
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Die Zellen der Superfizialschicht haben eine charakteristische fusiforme Form ohne

Zellfortsatze. Sie liegen direkt unter der Gewebsoberflache (Ghadially et al. 1983).

Cells of the
superficial ||
zone ., ;

Py N e - '
")ﬁ';‘., e v o o
Y L r % Q
< ‘ L [ - o
0 e N w— |
e dpne 7/-——>

b e e )t 206 0T

¥ S s, .7

Fibroblast-like cells

,%% Fibrochondrocytes ? ‘( 0 ’,'1[

Abb. 4 Schemazeichnung des menschlichen Meniskus mit den verschiedenen Zellpopulationen und
deren Verteilung im Gewebe aus Beaufils und Verdonk: The Meniscus (2010), S. 22

1.3. Meniskusentwicklung

Die Entwicklung synovialer Gelenke lduft in zwei Phasen ab: Zuerst differenzieren sich
mesenchymale Zellen und bilden Knorpelblastome. Aus diesen entwickelt sich das
Knorpelmodell fiir die spateren langen Rohrenknochen. Die gegeniiberliegenden
Skelettanlagen werden durch eine diinne Schicht mesenchymaler Zellen, die als Interzone
bezeichnet wird, voneinander getrennt.

Diese ist aus drei Zellschichten aufgebaut: zwei AuBenschichten aus chondrogenen Zellen,
zwischen denen sich eine Zellschicht aus abgeflachten Zellen befindet. Die Zellen der
AuBenschicht (berziehen die Knorpelanlagen und differenzieren sich zum spateren
Gelenkknorpel (Koyama et al. 2008). Die genaue Funktion der Zellen aus der diinnen
Innenschicht ist noch nicht abschlieBend geklart, man vermutet aber, dass sie an der Bildung
der intraartikuldaren Strukturen wie Bander, Synovia und dem Meniskus beteiligt sind
(Beaufils und Verdonk 2010).

Im Anschluss an die Bildung der Interzone kommt es zur Ausbildung des Gelenkspaltes, bei
der sich die beiden gegeniiberliegenden Knorpelelemente voneinander trennen, um die
jeweilige Gelenkoberfliche zu formen (lto und Kida 2000). Fur die Bildung und
Aufrechterhaltung des Meniskus wahrend der Embryogenese ist die mechanische

Stimulation von groBer Bedeutung. Mikic et al. (2000) konnten zeigen, dass ohne
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funktionelle Muskelkontraktion die friihe Meniskusformation zwar stattfinden kann, dieser
Meniskus allerdings im Anschluss daran schnell degeneriert und wieder verschwindet.

Fir die Morphogenese des Meniskus wurden von der Arbeitsgruppe um Vicki Rosen (Pavlova
et al. 2001) am Mausmodell vier Entwicklungsstufen identifiziert:

Im ersten Schritt kommt es zur Kondensation der mesenchymalen Zellen zwischen den
Gelenkoberflachen der Tibia und des Femurs. Danach differenzieren sich meniskale
Fibrochondroblasten zu einem rudimentdren Meniskus. In der dritten Phase kondensieren
die Zellen und beginnen mit der Bildung von extrazellularer Matrix. In der letzten Phase reift

die extrazellulare Matrix des Meniskus aus.

cavitation joint farmation

s - - | - - - g

.y oe ) - - .o o .

- - - - - o - f - i

:- e *e P LS\\?J }x‘;?_pj:l" A A

- e — i‘ii-! - I~ fazs — B — S — (P

- = - - ... -;ﬁ \fa A .--

T 1 - - - - e - - -

- - - | B - L -

mesenchymal joint interzone MPC MEC MPC meniscal
condensation specification formation specificaton migrabton condansation maturation

Abb. 5 Meniskusentwicklungsmodell (unveréffentlicht, mit Genehmigung von Prof. Vicki Rosen)

Der menschliche Meniskus ist erstmals 7,5 Wochen nach der Befruchtung identifizierbar
(Gardener und O‘Rahilly 1968). Wahrend der pranatalen Entwicklung nimmt der Meniskus
seine Form an. Bereits in der achten Woche nach Befruchtung ist er hoch zellreich und weist
eine groRe Kern-Plasmarelation auf. Blutgefdfle sind im gesamten fetalen Meniskus zu

finden, wobei sich die groRten GefaRe entlang der Kapsel und der Anheftungen befinden.

1.4. Funktion des Meniskus

Die Menisken spielen eine wichtige Rolle bei der Kraftlibertragung im Kniegelenk (Walker
und Erkman 1975, Seedhom und Terayama 1976, Fukubayashi et al. 1982)

Durch die knocherne Fixierung an der Tibia wirken die Menisken wie Ringe, die Zug bei
radialer Belastung aufnehmen. Dadurch wird die auf das Kniegelenk einwirkende Kraft
verteilt und die Gelenkkongruenz verbessert. Es werden 40-60% der auf das Knie

einwirkenden Kraft auf die Menisken libertragen. (Mow et al. 1992, Levy et al. 1982). Durch

13



die innere Faserstruktur wandeln die Menisken den Druck in Zugkraft um, wofiir v.a. die
zirkular angeordneten Kollagenfasern verantwortlich sind (Tissakht und Ahmed 1995).
AuRerdem vergroRern die Menisken die Kontaktflache zwischen Femur und Tibia (Levy et. al
1982). Dadurch verringern sie den Druck zwischen den kndéchernen Kontaktflachen (Walker
und Erkman 1975). Der laterale Meniskus bedeckt durchschnittlich 59% des lateralen
Tibiaplateaus, wohingegen der mediale Meniskus 50% des medialen Tibiaplateaus bedeckt
(Blocker et al. 2011).

Der hohe Wasseranteil und die damit verbundenen viskésen Eigenschaften des Meniskus
ermoglichen die Schockabsorption im Kniegelenk. Der auf den Faserknorpel einwirkenden
Kraft steht der hydrostatische Druck im Gewebe entgegen. Die Gewebsfliissigkeit versucht
zu entweichen, und die sich dabei entwickelnde Zugkraft absorbiert den Schock (Li et al.
2003).

Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Schockabsorbtion im Kniegelenk ohne
Meniskus um ca. 20 % erniedrigt ist (Voloshin und Wosk 1983).

Aullerdem spielen die Menisken eine wichtige Rolle als sekundare Gelenkstabilisatoren. So
begrenzen sie beispielsweise die Innen- und AuBenrotation der Tibia (Wang und Walker
1974). Auch konnte in klinischen Studien gezeigt werden, dass das klinische Ergebnis bei
vorderen Kreuzbandrekonstruktionen wesentlich durch das gleichzeitige Vorliegen von

Meniskusverletzungen beeintrachtigt wird (Shoemaker und Markolf 1986).

1.5. Osteoarthrose im Kniegelenk

Osteoarthrose ist eine der haufigsten chronischen Gelenkerkrankungen (Peat et al. 2001,
Schneider et al. 2005). Die am meisten davon betroffenen Gelenke sind die der Hifte, der
Hande und des Knies.

Die Erkrankungshaufigkeit nimmt mit dem Alter zu, wobei Frauen im Alter iber 50 Jahren
haufiger betroffen sind als gleichaltrige Manner (Lawrence et al. 2008). So konnte
beispielsweise die so genannte Rotterdam-Studie (Dahaghin et al. 2005) zeigen, dass bei
Personen (iber 80 Jahren 53% der Frauen und 33% aller Médnner im radiologischen Bild eine
Osteoarthrose im Kniegelenk aufweisen.

Klinische Symptome der Osteoarthrose im Kniegelenk sind langanhaltende Schmerzen im
Kniegelenk, Krepitationen bei aktiven Gelenksbewegungen, Morgensteifigkeit (flir weniger
als 30 Minuten) und knoécherne KniegelenksvergroRBerung (Bijlsma 2011). Im radiologischen
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Bild zeigen sich Gelenksspaltverkleinerung, Osteophyten an den Randern des Gelenks und
knécherne Sklerose.

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung und Progression von Osteoarthrose im Kniegelenk
gelten Alter, weibliches Geschlecht, Inaktivitat, exzessive Gelenkbelastungen und

Ubergewicht (Murphy et al. 2008).

1.6. Die Rolle des Meniskus bei Osteoarthrose

Einrisse in den Meniskus sind die haufigste Knieverletzung (Baker et al. 1985, Campbell et al.
2001). Die Menisken sind leicht verletzbar und schwer zu reparieren. Verletzungen des
medialen und lateralen Meniskus sind haufig bei asymptomatischen Patienten und treten
noch starker gehauft bei Patienten mit Osteoarthrose auf (Bhattacharyya et al. 2003).

Man unterscheidet bei Meniskuslasionen zwischen traumatisch bedingten und
degenerativen Prozessen (Poehling et al. 1990, Noble et al. 1975). Traumatische Lasionen
treten v.a. bei jlingeren Patienten im Rahmen von Sportverletzungen und Knietraumata auf.
AulRerdem sind haufiger mannliche Patienten betroffen (Dandy 1990). Bei den Lasionen
kommt es meist zu longitudinalen Meniskuseinrissen. In seltenen Fallen kdnnen auch radiale
Risse auftreten. Die Einrisse sind meist symptomatisch und werden haufig operativ versorgt.
Damit verbunden ist ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung von Osteoarthrose im
Kniegelenk (Englund et al. 2004). So entwickelt sich beispielsweise nach einem groRen
Kniegelenkstrauma innerhalb von 10 Jahren Osteoarthrose. Es konnte bereits bei Teenagern
im Alter von 15 Jahren gezeigt werden, dass diese nach einem Trauma bis zu ihrem 25. bis
30. Lebensjahr eine Osteoarthrose entwickelt hatten (Roos et al. 1995).

Degenerative Ldsionen konnen horizontale Einfurchungen, schrdge bis komplexe Einrisse
oder Meniskusmazerationen sein. Diese sind altersassoziiert und finden sich haufig bei
beginnender oder vorbestehender Osteoarthrose (Poehling et al. 1990, Noble und Hamblen

1975, Noble 1977).

Makroskopisch prasentieren sich degenerative Lasionen nicht rupturierter Menisken als
gelbliche undurchsichtige Areale, an welche myxoide Lasionen, perimeniskale Zysten oder
Kalzifikationen angrenzen konnen. Mikroskopisch zeigen sich azelluldre eosinophile
Degenerationen, welche oft mit Fissuren oder horizontalen Ldsionen verbunden sind.

AuBerdem kdnnen Mukusansammlungen (myxoide Degenerationen) vorhanden sein. Die
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Degenerationen kénnen, von aulRen nicht sichtbar, auch im Inneren des Meniskus auftreten,
wie die Studie von Ferrer-Roca und Vilalta (1980) zeigte. In der Studie konnte nachgewiesen
werden, dass in mehr als 50% der Falle Menisken, welche in der duRerlichen Makroskopie als
normal eingestuft wurden, mikroskopische Degenerationen aufwiesen (Ferrer-Roca und

Vilalta 1980).

Im Zuge des Alterungsprozesses dandert sich die Proteinverteilung im Meniskus. So verringert
sich das Verhaltnis von kollagenen zu nicht kollagenen Proteinen im Alter, was zu einer

Abnahme der Druckbelastbarkeit des Meniskus fiihrt (Ingman et al. 1974).

Mit Hilfe von MRT-Untersuchungen konnte an einer Gruppe von 40 Probanden
(Durchschnittsalter 71 Jahre), gezeigt werden, dass in 80% der untersuchten Menisken
Lasionen vorhanden waren (Raunest et al. 1994). Bei Patienten mit manifester Osteoarthose

waren es sogar 91 % (Bhattacharyya et al. 2003).

Weiterhin konnten epidemiologische Studien zeigen, dass Meniskusextrusionen und Risse
signifikant mit der Inzidenz und Progression von Osteoarthrose im Kniegelenk korrelieren
(Englund et al. 2009; Hunter et al. 2006). AuRerdem konnten Langzeitstudien belegen, dass
Patienten nach Menisektomie ein 14-fach erhohtes Risiko aufweisen, radiologische Zeichen

von Osteoarthrose zu entwickeln (McDermott und Amis 2006).

In Kniegelenken von Osteoarthrosepatienten sind die Menisken zumeist nicht normal
konfiguriert. In vielen Fallen findet man ZerreilBungen, Mazerationen oder total zerstorte
Menisken. Dies zeigt, dass eine starke Assoziation zwischen Funktionsstorungen im
Kniegelenk und dem Zustand des Menisken besteht (Hunter et al. 2006, Englund et al. 2008).
Der Zusammenhang zwischen Meniskusschaden und Osteoarthrose ist allerdings komplex.
So kdénnen Lasionen aufgrund der eingeschrankten Meniskusfunktion im gesunden Knie zu
Osteoarthrose flhren. Allerdings kann auch Osteoarthrose im Kniegelenk zu
Meniskusschaden fihren, welche dann wiederum den Krankheitsprozess beschleunigen
konnen (Roos et al. 1995).

Radiologische Untersuchungen, die an Patienten im mittleren und hohen Alter durchgefihrt
wurden, haben gezeigt, dass Patienten mit Meniskusverdanderungen, aber ohne

Knorpelldsionen ein hoheres Erkrankungsrisiko fiir Osteoarthrose aufweisen als Patienten
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mit intakten Menisken. Dieses Ergebnis legt nahe, dass im MRT sichtbare Meniskusladsionen
bereits vor Gelenkknorpelveranderungen auftreten (Roemer et al. 2009).

Stressbelastung und friihe proteolytische Degeneration der Matrix kdnnen die
Spannungskrafte des Meniskus herabsetzten. Meniskusrisse kdnnen das Ergebnis davon
sein, dass der komprimierte Meniskus nicht mehr ausreichend in der Lage ist, die
Druckbelastung wahrend der Gelenkbewegung zu Ubertragen. Sie kdnnen spontan oder im
Zuge von kleinen Knietraumata auftreten. Der Funktionsverlust kann die biomechanische
Gelenksstabilitdit herabsetzten, was wiederum das Fortschreiten der Osteoarthrose

beschleunigen kann (Englund et al. 2009).

1.7. Chondrogene Progenitorzellen und deren Rolle bei Reparaturprozessen

im Meniskus

Fir die Heilung von Meniskusdefekten wird angenommen, dass die Vaskularisierung eine
entscheidende Rolle spielt. Bereits 1936 wurde vermutet, dass Meniskusrisse, die mit
BlutgefaRen verbunden sind, spontan repariert werden kénnen (King 1936). Meniskusrisse,

die auf die innere Zone beschrankt sind, kdnnen dies nicht (Petrosini und Sherman 1996).

Allerdings konnte gezeigt werden, dass verschiedene Zonen im Meniskus ein
unterschiedliches Heilungspotenzial auch unabhdngig von der aktiven Blutversorgung
aufweisen (Kobayashi et al. 2004). In der Studie wurden Stlicke aus der vaskularisierten Zone
des Meniskus in frische Defekte der avaskuldren Region verpflanzt. Diese Stiicke integrierten
sich besser in das Gewebe als Transplantate aus der avaskuldaren Zone. Das Ergebnis legt
nahe, dass die endogene Zellkomposition des Meniskus auch eine wichtige Rolle bei lokalen

Heilungsprozessen spielt.

Reparaturprozesse von endogenem Gewebe werden wahrscheinlich von Progenitorzellen,
welche im Gewebe liegen, gesteuert. Diese kdnnen in die Verletzungsstelle einwandern, dort

proliferieren und neue Zellmatrix produzieren (Barry 2003).

Dies konnte auch fir hyalinen Gelenkknorpel bei Osteoarthrose gezeigt werden. Dort
wurden chondrogene Progenitorzellen (CPC) isoliert und charakterisiert. Mithilfe von FACS-
Analysen und Differenzierungsversuchen konnte gezeigt werden, dass die Zellen
Stammzellcharakter aufwiesen (Koelling et al. 2009). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
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die chondrogenen Progenitorzellen aus gesundem Knorpelgewebe in defektes
Knorpelgewebe migrieren kdonnen und in der Lage sind, bestimmte Bestandteile der
Knorpelmatrix zu produzieren. Deshalb vermutet man, dass diesen Zellen eine besondere
Rolle in der Regeneration des Gelenkknorpels zukommen konnte (Koelling und Miosge

2009).

Auch im Faserknorpel des Meniskus vermutet man Progenitorzellen, welche an
Reparaturprozessen beteiligt sind. So konnte fir Meniskusverletzungen am Kaninchenmodell
gezeigt werden, dass alpha-smooth-muscle-actin-positive Zellen der Superfizialschichtzellen
in die Wunde migrieren. Kambic et al. (2000) duBerten die Vermutung, dass es sich bei
diesen Zellen eventuell um spezialisierte Progenitorzellen handelt, welche die Wundheilung
einleiten kénnen.

Auch die Arbeit von Mauck et al. (2007) bekraftigt die Vermutung, dass es im Meniskus
Progenitorzellen gibt: Aus den Menisken drei bis sechs Monate junger gesunder
Rinderkdlber konnten Fibrochondrozyten isoliert werden, welche sich in verschiedene
Zelllinien differenzieren lieBen. Sowohl die Fibrochondrozyten der AufRen- als auch der
Innenzone wiesen ein multipotentes Differenzierungspotenzial auf. Allerdings war das
Differenzierungspotenzial der Zellen der Innenzone im Hinblick auf die osteogene

Differenzierung im Vergleich zu denen der AuBenzone beschrankt.

Da bis heute medikamentdse Therapien bei Osteoarthrose nur der Symptomkontrolle
dienen und immer noch in vielen Fallen eine Endoprothese die Ultima Ratio bei langjahriger
Osteoarthrose im Kniegelenk darstellt, riicken mesenchymale Stammzellen immer mehr in

den Fokus fiir regenerative Therapieansatze.
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2. Aufgabenstellung

Das Ziel der Arbeit war es, Meniskuszellen von Osteoarthrose-Patienten zu charakterisieren

und sie auf ihren potenziellen Progenitorcharakter zu untersuchen.

Dazu wurden zuerst Zellen aus Meniskusgewebe gewonnen und mittels Zellkultur
angeziichtet. Vorher wurde der Meniskus in drei Zonen (Innen-, Mittel- und AuRenzone)

unterteilt und diese miteinander im Folgenden verglichen:

Innen Mitte AuRen

S
B

Abb. 6 Meniskuszonierung im schematischen Langsschnitt

Das Wachstumsverhalten der Zellen wurde beobachtet. AuRerdem wurden die Form und das

Aussehen der Meniskuszellen bestimmt.

Die Zellen wurden dann mit Hilfe von FACS-Analysen, qT-PCR und Immunfluoreszenz auf die
mesenchymalen Stammzellmarker CD 13, 29, 44, 73, 90 und CD 105 sowie auf ihren
Progenitorcharakter untersucht. Zur Negativkontrolle wurden die Zellen auf den
Leukozytenmarker CD45 und auf den mit dem Knochmarkstroma assoziierten Marker CD31

getestet.

Fir die weiterfihrende Evaluierung des Progenitorpotenzials der Meniskuszellen wurden
diese in osteoblastdre und adipogene Zellen differenziert. Die Zelldifferenzierung wurde
mittels einer Histochemie nachgewiesen. Mittels Immunfluoreszenz wurden die
differenzierten Zellen zusatzlich auf Osteocalcin fiur den Nachweis der osteoblastdren

Zelllinie bzw. LPL fiir die adipogene Zelllinie getestet.
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AbschlieBend wurde zur genaueren Bestimmung des chondrogenen Charakters der
Meniskuszellen auf Kollagen | und Il sowie RUNX-2 und SOX-9 mittels Western Blot, qT-PCR,

FACS-Analyse und Immunfluoreszenz untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1. Material und Gerate

3.1.1. Wichtige Gerate

Tab.1: verwendete Gerdte.

Name Hersteller

PCR Cycler Mastercycler Realplex? S (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

Zellbank Herasafe

Rontgenkassette Philips AMPLi 2 azuray

Filme Amersham Hypergilm ™ECL

Biophotometer

Nanodrop (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Zellometer

Nexcelom Bioscience

Nassblotkammer

PeqglLab Biotechnologie GmBH

Zentrifuge groR

Eppendorf Centrifuge 5810

Zentrifuge klein

Eppendorf Centrifuge 5415R

UV-Licht Mikroskop

Axiovert 40 CFL

3.1.2. Puffer und Losungen

Tab.2: verwendete Puffer und Lésungen.

Eingesetzt: Name: Zusammensetzung:
Western Blot SDS-Probenpuffer 0,3M Tris
9 % SDS

22,5% Glycerin

21




Spatelspitze Bromphenolblau

Western Blot Polyacrylamid-Trenngel 1,4ml 1,5 M Trispuffer

55ul 10% SDS

5ul TEMED

2,78ml Acrylamid

1,62ml H,0

0,25ml 10% Ammonium

peroxodisulfat

Western Blot Polyacrylamid-Sammelgel 0,625ml 1,5 M Trispuffer

25p1 10% SDS

2,5ul TEMED

0,4ml Acrylamid

1,35ml H,0

0,1ml 10% Ammonium

peroxodisulfat

Western Blot Laufpuffer 5-fach 0,25 M Tris 30,3g

1,9M. Glycine 142,6g

10% SDS 50ml

pH 8,7

ad 1000ml H,O

Western Blot Laufpuffer 1-fach Laufpuffer 5-fach

1:5 verdinnt

Western Blot Transferpuffer 25 mM Tris 6.05g

192 mM Glycine 28.8g
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20%Methanol 400ml

mit H,O auf 2000ml aufgefiillt

pH 8,3
Western Blot Coomassie-Brilliant-Blue-Farbe- | 0,1% Coomassie-Brilliant-Blue R
Loésung 0,1g

50% Methanol 50ml

7% Essigsaure 7ml

ad auf 100ml mit H,0

Western Blot Entfarber 1 50 % Methanol 50ml

7 % Essigsaure 7ml

ad auf 100ml mit H,O

Western Blot Entfarber 2 90 % Methanol 90ml

10 % Essigsaure 10ml

Western Blot Blocklosung 5% Milchpulver in TBS-T

Western Blot TBS-T 10-fach 200 mM Tris 24,2g
1,5M NaCl 87,6g

pH 7,4
mit H,O auf 1000ml aufgefiillt

Western Blot TBS-T TBS-T 100ml 10xTBS
0,05 % Tween 20 0,5g
mit H,O auf 1000ml aufgefiillt

Osteoblastare Differenzierung Fixierlésung 25ml Citratlosung

65ml Aceton

8ml 37% Formaldehyd

Osteoblastare Differenzierung Alkalifarbstoffgemisch 1ml Natriumnitiritlésung
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1ml FPB-Alkalilosung

45ml H,0

1ml Naphthol AS-BI

Alkalilésung
3.1.3 Antikorper
Tab.3: verwendete Antikérper.
Eingesetzt: Produktname: Hersteller:

Immunfluoreszenz

FACS

CD 13 R-PE conjugated mouse,

anti- human monoclonal antibody

BD Bioscience (555394)

Immunfluoreszenz

FACS

R-PE conjugated mouse anti-
human CD 29 monoclonal

antibody

BD Bioscience (555443)

Immunfluoreszenz

FACS

PE anti-human CD 44

BioLegend ( 338808)

Immunfluoreszenz

FACS

PE conjugated mouse anti -human

Chb73

BD Bioscience (550257)

Immunfluoreszenz

FACS

PE conjugated mouse anti -human

CD 90

BioLegend (328109)

Immunfluoreszenz

FITC anti-human CD 105

BioLegend (312403)

FACS

Immunfluoreszenz Osteocalcin Bio Trend (BT70-6015-15)
Immunfloreszenz LPL Acris (BM5512)

Western Blot SOX-9 Santa Cruz (20095)

24




Immunfluoreszenz

Western Blot

Immunfluoreszenz

antibody

Mouse anti -RUNX2 monoclonal | Millipore (10092)

Western Blot

Immunfluoreszenz

type |

Polyclonal antibody to collagen | Acris (R1038)

3.1.4. Medien

Tab.4: verwendete Zellkultur-Medien.

Eingesetzt:

Zusammensetzung:

Hersteller:

DMEM-Medium

DMEM + 20% FCS

+ Penicilin/Streptomycin

Invitrogen

NH AdipoDiffMedium

NH AdipoDiffMedium + 0,5uM
Hydrocortison+ 0,5uM
Isobutylmethylxanthin + 60 uM

Indomethazin

PromoCell (C-39011)

NH OsteoDiffMedium

NH OsetoDiffMedium +10nM
Dexamethason+ 0,2mM Ascorbinsaure +

10mM beta-Glyzerolphosphat

PromoCell (C-39813)

Chondro-Medium

Chondro-Medium + 0,7 uM
Dexamethason+ 50 ug/ml Ascorbate-2-
Phosphat+ 40ug Proline+ 100ug/ml
Sodiumpyruvat + 50mg/ml IST

PromoCell (C-39812)
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3.1.5. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Tab.5: verwendete Verbrauchsmateriealien und Reagenzien.

Produktname

Hersteller

Syber-Green

Invitrogen, # 11733-046

PBS Sigma (4417-100TAB)

DMEM Gibcom (Art. 21885)

TEMED Roth (Art. 2367.3)

Methanol Roth (Art. 4627.2)

Ethanol Fura AppliChem (EC-No: 2005786)
SDS Fuka (71999)

Tris Roth (Art. 5429.3)

Glyzine Applichem (A3707,1000)

10% Ammonium peroxodisulfat

Roth (Art. At9592.2

Acrylamid

Roth (Art. 3029.2)

Bromphenolblau

Roth (Art. T116.1)

10 % Essigsaure

ApliChem A0662,1000)

5% Milchpulver

Roth (Art. T145.2)

ETC™Plus System

GE Healthcare RPN2132

Kulturflaschen Sarstedt
6-Well Sarstedt
25% HCL AppliChem (A0658,1000)

bovine Serumalbumin

Sigma (A9647-100G)

RLT-Puffer

Qiagen, (79216)
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B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, (63689)

RNA Shredder-Saule Qiagen (1011711)

RNAeasy Mini Saule Qiagen, (1011708)

RW1-Puffer Qiagen, (1015763)

QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen, ( 205313)

genomic DNA Wipeout Buffer aus QuantiTect Reverse Transcription Kit
Reverse Transkriptase aus QuantiTect Reverse Transcription Kit
Primer Mix aus QuantiTect Reverse Transcription Kit
HCL AppliChem (A0658,1000)

FCS Gibso (10270)

2-Mercaptoethanol Fluka (63689)

FACS-R6hrchen Falcon (352058)

PageRuler™ #SM0661

Proteinleiter Westernblot Fermentas (#SM0671)

Filme Amersham Hypergilm ™ECL

3.2. Methoden

3.2.1. Gewinnung des Meniskusgewebes

Den Patienten mit Osteoarthrose, die ein kiinstliches Kniegelenk erhielten, wurde wahrend
der Knieoperation auch der defekte Meniskus entfernt. Nach der Entfernung wurde dieser
direkt in einer 1:1 PBS/DMEM-L6sung aufgenommen. Vor der Operation wurden die
Patienten Uber das Ziel der Studie aufgeklart und gaben schriftlich ihr Einverstandnis zur
Verwendung der Proben. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat der Universitat Gottingen genehmigt (Antragsnummer: 25/12/10).

27




3.2.2. Zellisolation und Kultivierung der Meniskusvorlauferzellen (MPQC)

Fir die Isolation lebender Zellen wurde der Meniskus mit PBS gewaschen und in drei Zonen

(Innen, Mitte, AuBen) unterteilt und zerschnitten.

Das Meniskusgewebe der jeweiligen Zone wurde unter sterilen Bedingungen mit einem
Skalpell in zirka 8-15mm?*® groRe Meniskuschips kleingeschnitten. Dabei wurde vorher
sorgsam darauf geachtet, dass Synovia und Fettgewebe groRflachig vom Meniskusgewebe
entfernt wurden. Danach wurden die Gewebestlicke fiir 10 Tage in eine Kulturflasche
gegeben und im DMEM-Medium (s.3.1.4) kultiviert. AnschlieBend wurden die Meniskuschips
aus der Kulturflasche entfernt und die ausgewanderten Zellen wurden bis zu einer Konfluenz
von etwa 80% weiter kultiviert. Es erfolgte mindestens eine Zellpassage der Zellen. Zweimal
wochentlich wurde das Kulturmedium gewechselt. Ferner erfolgte eine Aufteilung auf

mehrere Kulturflaschen, bevor die Zellen fiir die Versuche herangezogen wurden.

3.2.3. Zellgewinnung

Nach mehrwdochiger Zellkultur (durchschnittlich drei Wochen) wurde fiir die Gewinnung der
Zellen das Zellmedium abgesaugt. Dann wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mithilfe
von Trypsin-EDTA-LOsung (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA) aus der Kulturflasche gelost. Die
Zellldsung wurde daraufhin fiir 10min mit 300rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen wurden in 1ml PBS resuspendiert. Mit dem Cellometer ™ Auto T4
wurde die Zellzahl bestimmt. Die Zellen wurden je nach Fragestellung im Monolayer oder
dreidimensionalen Alginatkugeln kultiviert bzw. als Zellpellet bei -80°C zur weiteren Analyse

aufbewahrt.

3.3. Real-Time-PCR

3.3.1. Allgemeines zur quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Real-Time-PCR (gRT-PCR) dient der Amplifikation bestimmter
Nukleotidsequenzen eines zu untersuchenden Zielgens. Die Nukleotidsequenzen werden bei
dem Verfahren kopiert. Anhand der Anzahl der Nukleotidkopien kann auf die Transkription

und Expression des Zielgens in der Zelle zurlickgeschlossen werden. Mithilfe einer
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hitzestabilen Tag-Polyemrase und dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green

(s.3.1.5.) wird die PCR durchgefiihrt.
In einem PCR-Zyklus laufen folgende Schritte ab:
1. Denaturierung: Die DNA wird auf 95°C erhitzt und trennt sich in ihre Einzelstrange.

2. Annealing: Es lagert sich ein Primer mit einer bestimmten Erkennungssequenz (s.3.3.5.

Primertabelle) an den Einzelstrang an. Dies markiert den Startpunkt fiir die Amplifikation.

Fir jeden Primer gibt es eine spezielle Annealingtemperatur, die zuvor ermittelt wurde

(s.3.3.5. Primertabelle).

3. Synthetisierung: Der Komplementarstrang wird bei 72 °C durch die Tag-Polymerase
synthetisiert. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green kann sich dann an die doppelstrangige

DNA anlagern und dessen Fluoreszenz kann gemessen werden.

Die drei Schritte des Zyklus werden bis zu 40-mal wiederholt. Theoretisch verdoppelt sich bei
jedem Zyklus die DNA. Durch die Einlagerung des SYBR-Green in die DNA kann die
Amplifikation sichtbar gemacht und bestimmt werden. Die PCR-Maschine misst die
Fluoreszenz und ist auf einen bestimmten Schwellenwert geeicht: Der Ct-Wert (=cycle
threshold) gibt den Zyklus an, bei dem dieser Schwellenwert erreicht wird. Da die
Fluoreszenz proportional zur DNA ist, kann iber den Ct-Wert indirekt auf den DNA-Gehalt
des Zielgens in der Zelle geschlossen werden. Das bedeutet, je mehr DNA-Molekiile, die das
zu untersuchende Zielgen enthalten, in der Probe sind, desto eher wird der Ct-Wert erreicht.
Ein kleiner Ct-Wert bedeutet also, dass viel DNA in der Probe vorhanden ist. Ein groBer Ct-

Wert deutet auf einen geringeren DNA-Gehalt der Probe hin.

Fir den Vergleich verschiedener Ct-Werte muss aullerdem der Ct-Wert eines Housekeeping-
Gens ermittelt werden und diese Werte miissen ins Verhiltnis gesetzt werden. Uber diese
ermittelte Verhaltniszahl kann mithilfe der von Pfaffl beschriebenen Methode (Pfaffl 2001)
die Untersuchungsprobe und eine Kontrollprobe wiederum ins Verhaltnis gesetzt werden

und der mRNA-Gehalt der Zellprobe kann bestimmt werden.
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3.3.2. Vorbereitung fir die quantitative Real-Time-PCR

Fiir die Durchflihrung der gqRT-PCR musste zuerst RNA aus den zu untersuchenden Zellen
isoliert werden (s.3.3.3). AnschlieBend musste diese in komplementiare DNA (cDNA)

umgeschrieben werden.

Die Primer, die fir die gRt-PCR verwendet wurden, wurden von uns selbst entworfen oder
sind der Literatur entnommen. An jedem Primer wurde eine Gradienten-PCR durchgefiihrt,
um dessen optimale Annealing-Temperatur zu bestimmen. Auflerdem wurde das PCR-
Produkt durch eine Sequenzierung bestatigt. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass
jeder einzelne Primer bei optimalen Bedingungen eingesetzt werden kann und auch das

gewiinschte Zielgen amplifiziert.

3.3.3. RNA-Isolation

Die Meniskus-Progenitorzellen wurden in der Zellkultur vermehrt. Mit dem Cellometer ™
Auto T4 wurde die Zellzahl bestimmt und die Zellen als Zellpellet eingefroren (s.3.2.3) oder
direkt weiterverarbeitet. Ein Zellpellet enthielt ca. 500000 Zellen, aus denen, wie im

Folgenden beschrieben, RNA isoliert wurde.

Die Zellen wurden in 350uL RLT-Puffer (s.3.1.5) und 3,5uL B-Mercaptoethanol (s.3.1.5)
resuspendiert und anschlieBend fiir 2min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Suspension wurde dann auf der Qiagen Shredder-Saule (s. 3.1.5) fir 2min mit 16000
UpM zentrifugiert. Dem Durchfluss wurde 350 pL 70% iger absoluter Ethanol zugegeben.
Dieses Gemisch wurde auf eine RNAeasy Mini-Sdule (s.3.1.5) pipettiert, kurz zentrifugiert
und der Durchfluss dann verworfen. Durch die Bindung der RNA an eine Silikat-Membran
lasst sich die RNA sehr einfach reinigen. Die folgenden Waschpuffer wurden mit
aufsteigendem Elektrolytgehalt in die Saule pipettiert. Zuerst wurde mit 700 ul RW1-Puffer
(Qiagen, # 1015763) und dann mit 500 pl RPE-Puffer (Qiagen, # 1018013) gewaschen. Beide
Puffer wurden aufgetragen, zentrifugiert und der Durchfluss jeweils verworfen. Nach diesen
Waschschritten wurden die Saulen in ein neues Sammelréhrchen gegeben und diese 1min
bei 14000 UpM trocken zentrifugiert. Die Sdule wurde dann in ein Biopur 1,5ml-
Eppendorfcup Uberfiihrt. Direkt auf die Membran wurde 30 pl RNAse-freies H,0 pipettiert

und fir 5min bei RT inkubiert. Dies fuhrte zur Auflésung der Silicat-Membran und die RNA
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lag dadurch wieder frei vor. Dann wurde 1min bei 14000 UpM zentrifugiert. Der dabei
entstandene Durchfluss enthielt nun die isolierte RNA. Die Konzentration der RNA in der so
gewonnenen RNA/H,0 Losung wurde dann mit einem Biophotometer (Nanodrop Eppendorf)
spektroskopisch bestimmt. Hierbei wurden die RNA-LOsung bei einer Absorption von 260

und 280nm gemessen und deren RNA-Gehalt in ng/ul bestimmt.

3.3.4. cDNA-Synthese

Fir die Analyse der Genexpression der einzelnen RNA-Proben wurde zuerst eine
Transkritption (RT) von RNA in cDNA mithilfe des QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(205313, Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

Um potenzielle Verunreinigungen der Proben-RNA mit genomischer DNA zu entfernen,
wurden die 200ng der Proben-RNA in 2ul Genomic-DNA-Wipeout-Buffer aufgenommen, auf
14ul aufgefillt und fir 2min bei 42°C inkubiert.

AnschlieBend wurde der RNA-Probe in 1ul RT-Primer-Mix und der 4pul Quantiscript RT-Buffer
zugesetzt. Mithilfe einer reversen Transkriptase wurde die RNA fiir 15min bei 42°C inkubiert
und in cDNA transkribiert. Es folgte eine Inkubation fir 2min bei 95°C, um die reverese
Transkriptase zu inaktivieren. Danach wurde die cDNA-L6sung mit DEPC-Wasser auf die

gewinschte Konzentration eingestellt und bei -20°C gelagert.

3.3.5. Primertabelle

Tab.6 zeigt die in der qRt-PCR verwendeten Primersequenzen mit deren Annealing-Temperaturen

Zielgen Forward-Sequenz Reverse-Sequenz Annealing-
Temperatur

Collagen | Ttcceccagecacaaagagtc | cgtcatcgcacaacacct 61°C

Collagen Il Ctcctggagcatctggagac | accacgatcacccttgactc | 63°C

RUNX-2 Ttccagaccagcagcactc cagcgtcaacaccatcatt 63°C

SOX-9 Caggctttgcgatttaagga ccgttttaaggctcaaggtg | 60°C
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Ch 13 Tggtcaatgaggctgacaag | ggacaaagtcccagaccaga | 61,5°C
CD29 Ctgattggctggaggaatg tttctggacaaggtgagca 56°C
Cbh44 Gtggaagatttggacagga gtgtgtgggtaatgagagg 59°C
CD73 Aaggaaggggaagaacag | gaagaaagaggacagagg | 56°C
CD 105 Tgtctcacttcatgectcc gcgcaacaagctctttctt 56°C
HPRT-1 Tgctcgagatgtgatgaagg | Tcccctgttgactggtcatt 63°C

3.3.6. Quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qRt-PCR)

Die quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) wurde nach den oben
beschriebenen Vorbereitungsschritten mit der in 3.3.4. gewonnenen cDNA und den Primern
(s.3.3.5) durchgefiihrt. Jede der cDNA-Proben wurde pro Versuchsdurchlauf in drei Wells

pipettiert. Dieses Vorgehen wurde an drei unterschiedlichen Tagen wiederholt. Die

Aufbereitung der Proben erfolgte wie im Protokoll dargestellt.

Protokoll

Zuerst wurde flir den PCR-Versuch ein Mastermix fir jeden Primer angesetzt.

Der verwendete Primer-PCR- Mix beinhaltet sowohl den entsprechenden Forward wie auch

den Reverse-Primer in einer Konzentration von jeweils 10pmol/ul.

Pro Well Mastermix (10x)
Primer-PCR-Mix 2ul 20yl
50 Sul 50ul
RNAse-freies Wasser | 2ul 20yl
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Auf die 96-Well-Platte wurden pro Well 9ul des Mastermix mit dem entsprechenden Primer
pipettiert und dazu jeweils 1ul der cDNA gegeben. Die Wells wurden mit einem Optical Flat

Cap verschlossen und die Platte fir 10sek zentrifugiert.

Nach folgendem Protokoll wurde die qRT-PCR mit dem Mastercycle Realplex S (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt:

Initiale Denaturierung 3min 95°C
Denaturierung 20sek 95°C
Annealing 20sek Primer-spezifisch 40 Zyklen

Verlangerung/Messpunkt  20sek 72°C

Denaturierung 20sek 95°C
Schmelzkurve 20sek aufsteigend um je 0,2°C bis 95°C
Ende

Der gesamte PCR-Zyklus wurde 40mal wiederholt. Die Primerbindung konnte mithilfe der

Schmelzkurve gezeigt werden.

Die Auswertung der Versuchsdaten geschah wie folgt:

3.3.7. Statistik

Die Ct-Werte der jeweiligen Probentriplets wurden miteinander verglichen. Es wurden die
Mittelwerte berechnet und die Bestimmung der Standardabweichung ergab Abweichungen
der Ct-Werte von weniger als 0,5 Ct-Punkten. Damit konnte sichergestellt werden, dass

sowohl die Intratest- und als auch die Intertest-Variabilitatsbreite weniger als 1% betrug.

Fir die Normalisierung der PCR-Daten wurden diese mit einem Housekeeping-Gen nach der
Pfaffl-Methode (Pfaffl 2001) verglichen. Als Housekeeping-Gen fir die Meniskuszellen wurde
HPRT-1 (Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1) verwendet und dessen Ct-Werte wurden
bestimmt. Mithilfe einer Standardverdiinnungsreihe konnte die Effizienz der Primer
exemplarisch fiir Kollagen 1 bestimmt werden. Die Effizienz betrug 1,87. Die Ct-Werte des
Housekeeping-Gens und die Primereffizienz (E=1,87) wurden fir die Berechnung nach Pfaffl

verwendet (Pfaffl 2001).
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Aus dem Vergleich der Ct-Werte von Meniskusprogenitorzellen und chondrogenen
Vorlauferzellen (CPC), die als Kontrolle dienten, konnte die Ratio berechnet werden. Diese
gibt den Faktor im Verhaltnis zu der als 1 gesetzten Kontrolle an. Durch den Vergleich
konnten Unterschiede zwischen der Probe und Kontrolle in Bezug auf Transkription und

Syntheseleistung bestimmt werden.

3.4. Lichtmikroskopische Immunfluoreszenz

3.4.1. Allgemeines zum Immunfluoreszenzverfahren an adhirenten Zellen

Durch die lichtmikroskopische Immunfluoreszenz kénnen an adharenten Zellen Proteine mit
Hilfe von Antikorpern nachgewiesen werden. Nach Antikdrperbindung an das Zielprotein
wird der Antikorper von einem sekunddaren Antikorper gebunden. Dieser st
fluoreszenzgekoppelt. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurde Fluorescein Isothicyanate (FITC) oder
Phycoerythrin (PE) verwendet. Unter UV-Licht werden diese Fluoreszenzfarbstoffe
kontinuierlich angeregt und geben konstant Lumineszenz ab. Diese kann mithilfe eines UV-

Licht-Mikroskops sichtbar gemacht und fotografiert werden.

Zur Kontrolle der Methode wurden die Zellkerne mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
gegengefarbt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff lagert sich in die kleine Furche der DNA ein und
markiert somit den Zellkern. Uber den Vergleich bzw. die Bilderiiberlagerung der mit DAPI
gefarbten Zellkerne und den fluoreszenzmarkierten Proteinen kann auf die Proteinverteilung

der Zellen riickgeschlossen werden.

3.4.2. Lichtmikroskopische Immunfluoreszenz

Fir den Versuch werden Meniskuszellen auf ein Glasdeckplattchen in einem 6-Well
ausgesat. Vorher wurden die Deckplattchen mit abs. Ethanol sterilisiert. Pro Well wurden
10000 Zellen gegeben und in 2ml DMEM-Medium aufgenommen. Die Zellen hefteten sich in
den darauf folgenden Tagen an die Glasoberfliche. AnschlieBend konnte der Versuch

durchgefiihrt werden.
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Versuchsprotokoll:

Zu Beginn wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 70% Ethanol fir 5min fixiert. Dann wurde erneut mit PBS gewaschen.
Im Anschluss wurde mit dem Primarantikorper (s. 3.1.3 AK-Liste), der im Verhaltnis 1:50 in
250 ul PBS gemischt wurde, fiir 60min bei 37°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt
mit PBS wurden die Zellen fir 20min mit dem Sekundarantikorper (s. 3.1.3 AK-Liste), der im
Verhaltnis 1:100 mit in 250l PBS verdiinnt wurde, inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut
mit PBS gewaschen und die Glasdeckplattchen mit den Zellen vorsichtig aus der 6 Well-Platte
gelost. Dieses wurde dann auf einen Glasobjekttrager gegeben. Auf den Objekttrager wurde
zuvor 100ul VECTASHIELD®Hard-Set™ Mounting Medium gegeben. Das Mounting Medium
verhindert zum einen den schnellen Fluoreszenzverlust, es enthdlt aber auch den
Fluoreszenzfarbstoff DAPI fir die Verfarbung der Zellkerne. Im Dunkeln wurden die
Deckplattchen fir eine Stunde ausgehartet. Unter ultraviolettem Licht konnte anschliefend

mit dem Mikroskop die Lumineszenz der Zellen sichtbar gemacht und fotografiert werden.

3.5. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wird zur Fluoreszenz-aktivierten Zellanalyse (FACS) verwendet. Sie
kann zum Nachweis spezifischer Zelloberflaichenantigene und intrazelluldrer Antigene mit

Hilfe von Antikorpern eingesetzt werden.

Dafir wurden die Meniskuszellen in der Zellkultur kultiviert und nach ausreichender
Konfluenz mithilfe von Trypsin/EDTA-Losung vom Boden der Kulturflasche geldst. Die

Zellsuspension wurde mit PBS gewaschen und die Zellzahl bestimmt.

Fur die Analyse von Oberflichenmarkern wurden je 10° Zellen pro Aliquot zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 100ul PBS resuspendiert und mit einem unmarkierten oder PE- oder FITC-
markierten Antikorper in einer Verdinnung von 1:50 fiir 30min bei Raumtemperatur in
Dunkelheit inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Bei
ungekoppelten Antikérpern erfolgte eine zweite Inkubation fiir 30min mit einem sekundaren

FITC- oder PE-gekoppelten Antikorper, der im Verhaltnis 1:100 verdiinnt wurde. Nach dem
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Waschen wurde das Pellet in 500ul PBS gelost und in das FACS-R6hrchen fir die

anschlieBende Durchflusszytometrie pipettiert.

Fir die Analyse intrazellularer und intranukledarer Antigene wurde zusatzlich zur
Antikorperinkubation auch das Fix & Perm®-Kit verwendet. Zuerst wurden die Zellpellets in
Zellsuspensionen mit 100ul der Fixierlésung (Reagenz A) fiir 15min bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann folgte ein Waschschritt mit PBS und das Zellpellet wurde zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 100l der 1:50 verdiinnten Antikorperlosung resuspendiert und 100ul der
Permeabilitdtslosung (Reagenz B) zugesetzt. Der Versuchsansatz wurde fiir 20min im

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Die nicht direkt Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper mussten noch einmal fir 20min mit
einem passenden markierten Sekundarantikérper bei Raumtemperatur in Dunkelheit

inkubiert werden.

Die antikérpermarkierten Zellen wurden danach mit dem FACS-Scanner (Becton Dickinson,
Mountain View, CA) analysiert. Fiir die Analyse wurden mindestens 10* Zellen gescannt. Die
Erhebung der Messergebnisse erfolgte mit Hilfe der WINMDIv2.9 Software. Mit Hilfe der Cell

Quest Pro 2000 Software wurden sie analysiert und grafisch dargestellt.

3.6. Western Blot

3.6.1. Allgemeines zum Western Blot-Verfahren

Der Western Blot ist ein Nachweisverfahren fiir Proteine mittels einer Immunreaktion, die
Uber Antikérpern vermittelt wird. Durch eine Elektrophorese (SDS-Page) werden die
Proteine aufgetrennt und anschlieBend durch einen Nassblot auf eine PVDF-Membran
transferiert. Auf der PVDF-Membran kdnnen die Proteine dann mit Antikérpern und einem
Detektionssystem auf einem Film sichtbar gemacht. Die Elektrophorese trennt die Proteine
nach ihrer GréBe auf. Vorher wird die Ladung der Aminosauren durch das SDS blockiert.
Daher entscheidet allein die Porengrofle des Elektrophorese-Gels im Verhaltnis zur
ProteingroRe Uber die mogliche Laufstrecke des Proteins im Gel. Aus dem Gel werden die
Proteine mittels Ladungsgradienten auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Auf der Membran

konnen dann mittels Immunreaktion, die liber Antikorperbindung funktioniert, die Proteine
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nachgewiesen werden. Der Antikdrper bindet an das Zielprotein und anschlieRend wird
dieser mit einem zweiten Antikorper konjugiert. Dieser kann dann mit einem
Detektionssystem sichtbar gemacht werden. Parallel zur Untersuchungsprobe wird ebenfalls
eine Proteinleiter mit auf das Gel aufgetragen. Die Leiter ist auf bestimmte ProteingréRen

geeicht und dient der Abschatzung der ProteingroRe des markierten Proteins.

3.6.2. Durchfiihrung des Western Blot

Flr den Western Blot wurden die Zellpellets wie in 3.2.3 beschrieben aufbereitet. Nach dem
Auftauen wurden diese in SDS-Probenpuffer (s. 3.1.2. Puffer und Lésungen) suspendiert und
fir 5min bei 95°C erhitzt. Pro Ansatz wurden antikdrperabhangig 25 oder 30ul der

Probenlosung aufgetragen.

Fiir die Elektrophorese wurde in Abhangigkeit von der Grofe des zu untersuchenden
Proteins ein 8% oder 10% Polyacrylamid-Trenngel (s. 3.1.2. Puffer und LOsungen) gegossen,
zwischen 2 Glasplatten mit Gummidichtung (Eigenbau der Labortechnik der
Universitatsklinik Gottingen) gegeben und mit 100% abs. Ethanol Uberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde der Ethanol abgeschiittet und das Sammelgel (s. Puffer
und Losungen) (iber das Trenngel gegossen. Mittels eines Kamms wurden die Taschen
freigehalten. Nachdem das Trenngel vollstandig polymerisierte wurde der Kamm entfernt
und das SDS-Gel konnte fiir Elektrophorese verwendet werden. Das fertige Gel wurde in eine
mit Laufpuffer gefillte Gelelektrophoresekammer  (Eigenbau der Labortechnik der
Universitatsklinik Gottingen) eingespannt. Die Proben und eine Proteinleiter (s. 3.1.5.
Verbrauchsmittel und Reagenzien) wurden in die Geltaschen aufgetragen. Die Proteine
wurden bei 20-25mA aufgetrennt. Sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte,

wurde die Elektrophorese beendet.

AnschlieBend erfolgte der Nassblot, bei dem die Proteine aus dem Gel auf die PVDF-
Membran transferiert wurden. Dazu wurde das Gel mit den Proteinen in eine Blotkammer (s.
Gerate 3.1.1.), die von Transferpuffer umgeben war (s. Puffer und Losungen 3.1.2.), gegeben
und flr 90min bei 350mA auf eine PVDF-Membran Ubertragen. AnschlieRend wurde die
PCDF-Membran zur Darstellung der Proteinbanden mit Coomassie-Brilliant-Blue-R (s. Puffer
und Losungen 3.1.2) gefdrbt und die Membran wurde zur Dokumentation eingescannt. Nach

dem Scan wurde die Membran mithilfe von Entfarber 1 und Entfirber 2 (s. Puffer und
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Losungen 3.1.2) behandelt und zweimal fiir 2min mit TBS-T (s. 3.1.2 Puffer und Losungen)
gewaschen. Danach wurde die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit
Blocklésung (s. 3.1.2 Puffer und Losungen) geblockt. Die Milchproteine der Blockldsung
binden an unspezifische Proteinbindungsstellen. Dadurch wird eine unspezifische
Proteinbindung durch den Antikérper verhindert. Nach dem Blocken wurden die Antikdrper
fir Kollagen 1, RunX-2 und SOX-9 (s. 3.1.3 Antikorperliste) in der Blocklésung im Verhaltnis
1:1000 verdinnt und 4ml auf die PVDF- Membran gegeben. Der Versuchsansatz wurde bei
4°C Uber Nacht auf einer Wippe inkubiert. Dann wurde flinfmal mit TBS-T gewaschen, und
danach fur 1,5-2h mit einem Sekundarantikorper inkubiert: Flir RunX-2 wurde der
sekundare Anti-Maus Antikorper (s. 3.1.3 Antikorperliste) in Blocklésung mit einer
Konzentration von 1:40000 angesetzt. Flir SOX-9 und Collagen 1 wurde der sekundare Anti-
Rabbit-Antikorper (s. 3.1.3 Antikorperliste) mit einer Konzentration von 1:100000 angesetzt.
Bei Raumtemperatur wurde der sekundare Antikdrper fiir mindestens 2h auf der PVDF-
Membran inkubiert. In der Zeit bindet der sekunddre Antikérper an den primadren. Im
Anschluss daran wurde erneut fiinfmal mit TBS-T gewaschen, danach erfolgte die Detektion
mit dem ECL™ Plus System (s. 3.1.5 verwendete Materialien). Daflir wurde Reagenz A und B
des ECL™ Plus Systems im Verhaltnis 50:1 gemischt, auf die Membran aufgetragen und fur
5min und inkubiert. Die in der ECL™ Plus-Mischung enthaltenen Substrate wurden durch das
an den sekundaren Antikorper konjugierte Enzym oxidiert. Die daraus entstandenen
Produkte lumineszieren. Das Lumineszensprodukt farbt so den in der Rontgenfilmkassette (s.
3.1.1 Gerate) auf die Membran aufgelegten Film (s. 3.1.5. verwendete Materialien). Der Film
wurde antikoérperabhadngig in der Rontgenfilmkassette flir 2 -30min belichtet und in der
Dunkelkammer entwickelt. Anhand der Proteinleiter konnte auf die GrofRe des
nachgewiesenen Proteins geschlossen werden. Wurde die Proteinbande an der fir den
Antikorper passenden Stelle identifiziert, so konnte das Vorhandensein des Proteins in der

Zelle bestatigt werden.

3.7. Zelldifferenzierung

Fir die weitere Stammzellcharakterisierung der Meniskuszellen wurden diese auf
multipotente Differenzierbarkeit untersucht. Die Zellen wurden adipogen und osteoblastar

differenziert.
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3.7.1. Adipogene Differenzierung

Fiir die adipogene Differenzierung wurden je 5000 Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte
gegeben. Die Zellen wurden in NH AdipoDiffMedium aufgenommen und fiir drei Wochen
kultiviert. Das Differenzierungsmedium wurde zweimal wéchentlich gewechselt. Nach Ablauf
der Differenzierung wurden die Zellen auf typische Adipozytencharakteristika untersucht.

Mittels Oil-Red-0O Farbung konnten Fettvakuolen in den Zellen nachgewiesen werden.

Dafir wurde das Medium aus dem Well abgesaugt und zweimal mit je 1ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd fixiert und fiir 15min bei 37°C
inkubiert. Erneut wurden die Zellen zweimal mit 1ml PBS gewaschen. Pro Well wurden die
Zellen dann mit je 1ml Qil-Red-O (Sigma Aldrich N6264-50ML) fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert und gefarbt. Die Farblosung wurde dann abgesaugt und viermal wurde mit PBS
gewaschen. AbschlieBend wurden die Zellen mit 0,5ml PBS bedeckt und die Fettvakuolen der

Zellen konnten unter dem Mikroskop fotografiert werden.

3.7.2. Osteoblastare Differenzierung

Fiir die osteoblastdre Differenzierung wurden ebenfalls je 5000 Zellen pro Well in einer 6-
Well-Platte gegeben. Die Zellen wurden in NH OsetoDiffMedium (Miltenyi Biotec) mit 10nM
Dexamethason, 0,2mM Ascorbinsdure und 10mM beta-Glyzerolphosphat aufgenommen und

fiir 7 bis 10 Tage unter Mikroskopkontrolle inkubiert.

Mithilfe des alkalische Phosphatase-Kit (Sigma-Aldrich 86C-1KT) konnte U{iber eine
enzymatisch vermittelte Farbreaktion die Differenzierung der Zellen zu Osteoblasten
nachgewiesen werden. Daflir wurden die Zellen zuerst mittels einer Fixierlosung (s.3.1.2
Puffer und Losungen) fiir 30sek fixiert. Pro Well wurde 1ml Fixierlésung verwendet. Die
fixierten Zellen wurden fir 45sek mit destilliertem Wasser gespiilt und im Anschluss fir
15min mit 22°C warmen Alkalifarbstoffgemisch (s.3.1.2 Puffer und Losungen) gefarbt. Pro
Well wurden 1ml von dem Farbstoffgemisch eingesetzt. Danach wurde erneut fir 2min mit
destilliertem Wasser gesplilt. Anschlielend wurden die Zellen fiir 2min mit 1ml pro Well mit
der Neutral Red Loésung (Sigma-Aldrich N6264-50ML) gefarbt. Die Zellen wurden dann
nochmals gespilt, mit 0,5m| Wasser bedeckt und mikroskopiert. Die durch die alkalische
Phosphatase katalysierte Blaufarbung der zu Osteoblasten differenzierten Zellen wurde

unter dem Mikroskop fotografiert.
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4. Ergebnisse

In der Arbeit wurden Meniskuszellen aus der Innen-, Mittel- und AuBenzone von drei
Patienten mit Osteoarthrose miteinander verglichen. Die Zellen wurden in die Zellkultur
aufgenommen und dort unter gleichen Bedingungen kultiviert und anschlieRend auf ihren

Progenitorcharakter untersucht.

Neben der Untersuchung des Progenitorcharakters auf m-RNA und Proteinebene wurden die
Zellen unter standardisierten Bedingungen in adiopogene und osteoblastare Richtung

differenziert.

Die Versuche lieferten folgende Ergebnisse:

4.1. Zellmigration und Wachstum

Nach der Aufteilung und Zerkleinerung des Meniskusgewebes wurden die Meniskuschips fur
10 Tage in die Zellkultur gegeben (s.3.2.2). Fir jede der drei Zonen zeigte sich, dass Zellen
aus den Meniskuschips migrierten. In den Abb. 7 und 8 sind die Zellen der Innen- und

Aullenzone in einer VergroRerung von 5:1 fotografiert.

Die migrierten Zellen vermehrten sich schnell und lagerten sich zu Gruppen/ Kolonien

zusammen. Die Populationsverdoppelung dauerte durchschnittlich sechs bis zehn Tage.

In der Zellkultur weisen die Meniskuszellen einen ovalen Zellleib mit einzelnen langlichen

Zellfortsatzen auf. In ihrem Aussehen dhneln sie Fibroblasten.

Abb.7 zeigt auf dem linken Bild die sich zu Kolonien zusammenlagernden Meniskuszellen der

Aullenzone. Das rechte Bild zeigt die direkt aus dem Meniskusgewebe migrierenden Zellen.
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Abb.8 zeigt auf dem linken Bild die Zusammenlagerung der Meniskuszellen der Innenzone. Das rechte

Bild zeigt Meniskuszellen, welche direkt aus dem Gewebe migrieren.

4.2. Untersuchungen des Progenitorcharakters der Meniskuszellen

Fiir die Untersuchung des Progenitorcharakters wurden die Zellen mittels FACS-Analysen
und Immunfluoreszenz auf ihre Oberflaichenmolekiile hin untersucht. Getestet wurden die
Zellen auf die mesenchymalen Stammzellmarker CD 13, 29, 44, 73, 90 und CD 105. Als

Negativkontrolle dienten die hamatopoetischen Markermolekiile CD 31 und 45.

Zur weiteren Genanalyse wurden die Zellen auch mittels gRt-PCR fiir die Stammzellmarker

getestet.

4.2.1. FACS-Analysen der mesenchymalen Stammzellmarker

Zuerst wurden die kultivierten Zellen geerntet und anschlieRend mittels FACS-Analyse
(s.3.5.) je 10° Zellen auf den entsprechenden Oberflaichenmarker hin untersucht. Es wurden

drei Patienten untersucht und jeweils die einzelnen Zonen miteinander verglichen.

Es zeigte sich, dass unabhdngig von der jeweiligen Zone bei allen Patienten die
Meniskuszellen positiv fir die mesenchymalen Stammzellmarker CD 13, 29, 44, 73, 90 und
CD 105 waren. Es sollen hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die Ergebnisse der Innen-

und AulBenzone dargestellt werden:
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Abb. 9 FACS-Analyse von CD 13 der Meniskus Innenzone (links) und AuRenzone (rechts)
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Abb. 10 FACS-Analyse von CD 29 der Meniskus Innenzone (links) und AulRenzone (rechts)
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Abb. 14 FACS-Analyse von CD 105 der Meniskus Innenzone (links) und AuBenzone (rechts)

Die Abb.15 und 16 zeigen die Ergebnisse der FACS-Analyse fiir CD 31 und CD45. Fir die

beiden hamatopoetischen Markermolekiile stellte sich heraus, dass die Meniskuszellen fiir

diese negativ waren:
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Abb. 15 FACS-Analyse von CD 31 der Meniskus Innenzone (links) und AulRenzone (rechts)
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Abb. 16 FACS-Analyse von CD 45 der Meniskus Innenzone (links) und AuRenzone (rechts)
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Abb. 17 FACS-Analyse der Oberflachenmolekiile im Vergleich von Meniskus Innen-und AuBenzone als
Mittelwert mit Standartabweichung von drei unterschiedlichen Patienten.

Abb.17 zeigt eine Ubersicht der FACS-Analysen, mit Angabe der Prozentzahl der fiir den
Untersuchungsmarker positiven Meniskuszellen. Verglichen wurden die FACS-Ergebnisse der
Innen- und AuBenzone. Es wurden je drei Patienten untersucht und die Mittelwerte sowie

die Standartabweichung grafisch dargestellt.
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Dabei zeigten die FACS-Ergebnisse im Mittel folgende Ergebnisse: CD 13 Innenzone 91,32%
+/-14,69%, CD 13 AuBenzone 99,56% +/-0,57%; CD 29 Innenzone92,23% +/- 10,87%, CD 29
AuBenzone 97,96% +/- 3,12%; CD 31 Innenzone 0,43% +/-037, CD31 AuRenzone0,38% +/-
0,48%; CD44 Innenzone 90,62% +/-15,66%, CD44 Aulenzone 99,64% +/-0,12%; CDA45
Innenzone 0,39% +/-0,38%, CD45 AulRRenzone 0,44% +/-0,49%; CD 73 Innenzone 96,91% +/-
3,97%, CD73 AuRenzone 98,06% +/-2,60%; CD90 Innenzone 98,32% +/-3,02%, CD90
AuBenzone 99,75% +/-0,13%; CD105 Innenzone 96,21% +/- 6,38%, CD105 Aufenzone
92,96% +/-12,93%.

4.2.2. Immunfluoreszenz-Nachweis der mesenchymalen Stammzellmarker

Fir die Immunfluoreszenz wurden je 10000 Zellen auf ein Glasplattchen geben, die dann
darauf festwuchsen und anschlieBend mittels Antikdrperreaktion auf die mesenchymalen

Stammzellmarker CD 29, CD 44, CD 73, CD 90 und CD 105 getestet wurden (s. 3.4.2.).

Die Bilder sind mit VergroBerungen von 1:20 aufgenommen worden und zeigen das
Immunfluoreszenzbild der Zellen mit dem darunter liegendem DAPI-Kontrollbild. Die DAPI-
Kontrollbilder zeigen die markierten Zellkerne der im Ausschnitt liegenden Meniskuszellen.
Der Vergleich der Zellkerne mit dem jeweiligen Fluoreszenzbild verdeutlicht, dass jedem in
der  DAPI-Farbung  markierten  Zellkern eine durch den entsprechenden
Untersuchungsantikérper markierte fluoreszierende Zelle zugeordnet werden kann. Durch

die Uberlagerung der beiden Bilder wird dies veranschaulicht.

Verglichen wurden die Proben der Innen- und Aulenzone von drei Patienten. Die Abb. 18-
22 veranschaulichen, dass sowohl die Meniskuszellen der Innen-als auch AuBenzone fiir die

untersuchten mesenchymalen Stammzellmarker positiv waren.
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Abb. 18 CD29 PE Meniskus Innenzone (links), AuRenzone (rechts).

Abb. 19 CD44 PE Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).

Abb. 20 CD73 PE Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).
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Abb. 21 CD90 PE Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).

Abb. 22 CD105 FITC Meniskus Innenzone (links), AuRenzone (rechts).

4.2.3. Untersuchung der mRNA-Expression der mesenchymalen

Stammzellmarker in den Meniskuszellen

Fiir die Analyse der mRNA-Expression der mesenchymalen Stammzellmarker CD 13, 29, 44,
73 und CD 105 wurde aus den Meniskuszellen der Innen- und AufBenzone RNA isoliert, in
cDNA umgeschrieben und mit der gRT-PCR untersucht (s.3.3). Jeder PCR-Wert wurde in drei
unabhangigen Laufen, an drei unterschiedlichen Tagen bestatigt und an je drei Patienten mit

Osteoarthritis wiederholt.
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Abb. 23 m-RNA-Gehalt der Meniskuszellen im Vergleich von Meniskus Innen-und Aulenzone als

Mittelwert mit Standartabweichung von drei unterschiedlichen Patienten.

Es zeigte sich, dass die Zellen der Innen-und AuRenzone die jeweiligen Untersuchungsgene
exprimieren. Ein kleiner Ct-Wert kommt auf grund des gRT-PCR-Verfahrens jeweils einem
hohen mRNA-Level gleich und ein hoher Ct-Wert einem niedrigerem mRNA-Level. Wie in
Abb.23 zu sehen ist zeigte sich, dass die mittleren Ct-Werte fiir die AulRenzone fiir alle
untersuchten Marker CD 13, CD 29, CD 44, CD 73 und CD 105 jeweils niedriger sind als die
der Innenzone. Dies spricht dafiir, dass in der AuBenzone jeweils mehr mRNA produziert

wird.

Um weiterhin die Innenzone mit der AuRenzone zu vergleichen und eventuelle Unterschiede
in der relativen Genexpressionsratio der mesenchymalen Stammzellmarker festzustellen,
wurden die gRT-PCR-Ergebnisse der Meniskuszellen noch mit einer Kontrollgruppe
verglichen. Als Kontrolle dienten CPCs. Nach der Umrechnung der Versuchsergebnisse nach
Pfaffl (s. 3.3.7) konnte das Verhaltnis der Innen- und Aulenzone fir das jeweilge
Untersuchungsgen als Verhdltniszahl (Ratio) zur als 1 gesetzten Kontrollgruppe

chondrogener Vorlauferzellen gezeigt werden (s. Abb.24).
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Abb. 24 m-RNA-Level der in vitro Meniskuszellen der Innen und Aufenzone in Relation zum Wert der

CPCs.

Im Vergleich mit den CPCs fallt auf, dass die MPCs den Marker CD 44 in beiden Zonen

geringer exprimieren. Fir alle anderen Marker ergibt sich eine Ratio von groRer 1.

Im direkten Vergleich der beiden Zonen miteinander ist festzuhalten, dass AulRenzone mit
Ausnahme fir den Marker CD 13, fir den Innenzone eine Ratio von 1,37 +/-0,13 und die

AuRenzone von nur 1,13 +/- 0,16 aufweist, fur alle anderen CDs eine hohere Ratio zeigt:

CD 29 Innenzone 1,13 +/-0,25 ;CD 29 AuRenzone 1,38 +/-0,31; CD 44 Innenzone 0,37 +/-
0,17; CD 44 AuRenzone 0,41 +/-0,04; CD 73 Innenzone 0,63+/-0,06, CD 73 Aulenzone
1,02+/-0,27; CD 105 Innenzone 2,06 +/- 0,95, CD 105 AufRenzone 2,59 +/-0,35.

4.3. Zelldifferenzierung

Zur Evaluation des Stammzellcharakters der Meniskuszellen wurden diese auf ihre
multipotente Differenzierbarkeit untersucht. Die Zellen wurden sowohl adipogen als auch
osteoblastar differenziert. Verglichen wurden dabei die Zellen der Innen- und AulRenzone

dreier Patienten.
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4.3.1. Adipogene Differenzierung

Fir die adipogene Differenzierung wurden die Meniskuszellen fiir drei Wochen im NH
AdipoDiffMedium kultiviert und anschlieend mit 2% Paraformaldehyd fixiert und mittels
Oil-Red-0 gefarbt (s.3.7.1.).

Die Zellen, welche sich adipogen differenziert hatten, bildeten Fettvakuolen in ihrem
Zytoplasma aus. Durch das Oil-Red-O farbten sich diese Vakuolen in den differenzierten
Zellen rotlich an. Unabhangig von der Zone zeigte sich in den Versuchen, dass

durchschnittlich ca. ein Drittel der Zellen Fettvakuolen ausbildeten. Diese Vakuolen

befanden sich perinukledr in der differenzierten Zelle (s. Abb. 25).

Abb. 25 zeigt die adipogene differenzierten Zellen der Innenzone (links) und AuRenzone (rechts) im
lichtmikroskopischen Bild unter 20facher VergréBerung. Man sieht auf allen Bildern die

perinukledren rotlich gefarbten Fettvakuolen in den Zellen.

Fir die weitere Analyse des Differenzierungsverhaltens wurden die Meniskuszellen nach drei
Wochen zusatzlich mittels Immunfluoreszenz auf den Adipozytenmarker LPL getestet (s.3.4).
Die Abb. 26 zeigt, dass die differenzierten Zellen beider Zonen fiir den Adipozytenmarker LPL

positiv waren.
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Abb. 26 LPL-FITC Meniskus Innenzone (links), AuBenzone(rechts).

Parallel zu dem Differenzierungsansatz wurde eine Negativkontrolle angefertigt. Die Zellen
der Negativkontrolle wurden im normalen DMEM-Medium fir drei Wochen kultiviert und
anschlieRend ebenfalls mittels Qil-Red-O Farbung getestet und per Immunfluoreszenz auf
LPL getestet. Beide Untersuchungen zeigten ein negatives Ergebnis, was in Abb. 27

exemplarisch fiir beide Zonen gezeigt wird.
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Abb. 27 Negativkontrolle fiir die adipogene Differenzierung: links das lichtmikroskopische Bild, recht das

Immunfluoreszenzbild fiir LPL-FITC.

4.3.2.0steoblastare Differenzierung

Nachdem die Meniskuszellen fir 7 bis 10 Tage im OsteoDiffMedium kultiviert wurden,
wurde die osteoblastire Differenzierung einiger Zellen mittels alkalischer

Phosphatasefarbung getestet (s.3.7.2). Die Meniskuszellen, welche sich zu Osteoblasten

52



differenziert hatten, konnten durch die blaue Farbstoffreaktion, die durch die

knochenspezifische alkalische Phosphatase katalysiert wurde, nachgewiesen werden.

Wie in Abb. 28 zu sehen ist, hatte sich auBerdem die Zellmorphologie der Meniskuszellen
durch die Differenzierung verandert. Die zu Osteoblasten differenzierten Zellen zeigten
einen verbreiterten asymmetrischen Zellleib mit vielen unregelmafigen und spitzen

Fortsatzen. Insgesamt differenzierten sich pro Versuchsansatz, sowohl in der Auf3en- als auch

in der Innenzone, ca. 20-30% aller Meniskuszellen zu Osteoblasten.

Abb. 28 zeigt das lichtmikroskopische Bild der osteoblastaren Differenzierung der Meniskuszellen der
Innenzone (rechts) und AulRenzone (links). Die obere Aufnahme zeigt die Zellen in der VergroRerung

von 5:1 und die untere von 20:1.

Fir die weitere Analyse des Differenzierungsverhaltens wurden die Meniskuszellen
auBerdem mittels Immunzytochemie auf den Osteablastenmarker Osteocalcin getestet
(s.3.4). Abbildung 29 zeigt, dass die differenzierten Zellen der Innen- und AuBenzone fiir den

Marker positiv waren.
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Abb. 29 Osteocalcin-FITC Meniskus Innenzone (links), AuBenzone(rechts).

Parallel zu dem Differenzierungsansatz wurde eine Negativkontrolle angefertigt. Die Zellen
der Negativkontrolle wurden im normalen DMEM-Medium fir 7 Tage kultiviert und
anschlieBend ebenfalls mittels Farbreaktion auf alkalische Phosphatase und per
Immunfluoreszenz auf Osteocalcin getestet. Beide Untersuchungen zeigten ein negatives

Ergebnis, was in Abb.30 exemplarisch fiir beide Zonen dargestellt ist.

Abb. 30 Negativkontrolle fiir die osteoblastare Differenzierung: links das lichtmikroskopische Bild,

rechts Immunfluoreszenzbild fir Osteocalcin-FITC.

4.4. Evaluierung der chondrogenen Eigenschaften der Meniskuszellen

Fir die genauere Untersuchung der chondrogenen Eigenschaften der Meniskuszellen

wurden die Zellen der Innen- und AulRenzone untersucht und miteinander verglichen.
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Die Zellen wurden auf Kollagen 1 und 2, sowie den wichtigen osteoblastdren
Transkriptionsfaktor RUNX-2 und den chondrogenen Transkriptionsfaktor SOX-9 mittels

Immunfluoreszenz, FACS-Analyse, gRT-PCR und Western-Blot untersucht.

4.4.1. Immunfluoreszenzuntersuchung der Meniskuszellen auf Kollagen 1,

RUNX-2 und SOX-9

Fir die Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden pro Untersuchungsansatz 10000 Zellen
auf ein Glasplattchen geben, die darauf festwuchsen und anschlieBend mittels
Antikorperreaktion auf Kollagen 1 sowie auf RUNX-2 und SOX-9 getestet wurden. Verglichen

wurden die Meniskuszellen der Innen-und AuRBenzone von drei Patienten.

Abb. 31 RUNX-2 FITC Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).

Abb. 32 SOX-9 FITC Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).
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Abb. 33 Col-1 FITC Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).

4.4.2 Genanalyse der Meniskuszellen auf Kollagen 1, RUNX-2 und SOX-9

Unter Verwendung der qRT-PCR wurde die Genexpression der Meniskuszellen von Kollagen

1, RUNX-2 und SOX-9 bestimmt. Dafiir wurden wieder drei Patienten getestet und die Innen-

mit der Aullenzone verglichen.

Nach Isolation der RNA und deren Umschreiben in cDNA wurde diese mit der gRT-PCR

untersucht. Pro Patient und jeweiliger Zone wurden drei Wells an je drei aufeinander

folgenden Tagen analysiert.
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Abb. 34 mRNA-Gehalt der Meniskuszellen im Vergleich von Meniskus Innen-und AufSenzone als

Mittelwert mit Standartabweichung von drei unterschiedlichen Patienten.
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Es zeigte sich, dass die Zellen der Innen-und AuBenzone die jeweiligen Untersuchungsgene
exprimieren. Ein kleiner Ct-Wert kommt auf grund des qRT-PCR-Verfahrens jeweils einem
hohen mRNA-Level gleich und ein niedriger Ct-Wert einem niedrigeres mRNA-Level. Wie in
Abb.34 zu sehen ist, zeigte sich, dass die mittleren Ct-Werte fiir die Aullenzone fiir alle
untersuchten Marker jeweils niedriger sind als die der Innenzone. Dies spricht dafiir, dass in

der AulRenzone die entsprechenden Gene jeweils starker exprimiert werden.

Fir die weiterfiihrende Evaluation der chondrogenen Eigenschaften der Zellen und deren
Vergleich untereinander im Hinblick auf die relative Genexpressionsratio, wurden die qRT-
PCR-Ergebnisse der Meniskuszellen noch mit einer Kontrollgruppe verglichen. Als Kontrolle
dienten Chondrozyten. Nach der Umrechnung der Versuchsergebnisse nach Pfaffl (s. 3.3.7)
konnte das Verhiltnis der Innen- und Auflenzone des jeweilgen Untersuchungsgens als

Verhaltniszahl (Ratio) zur als 1 gesetzten Kontrollgruppe der gesunden Chondrozyten gezeigt

werden.
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Abb. 35 mRNA-Level der Meniskuszellen der Innen- und AuRenzone in Relation zum Wert der

Chondrozyten.

Die Abb.35 zeigt die mRNA-Analyse der MPCs in Relation zu gesunden Chondrozyten. Dabei
sind zuerst zwei Dinge auffallig. Zum einen weisen die MPCs eine sehr grofle Ratio fir
Kollagen 1 auf. Fir die Innenzone betrégt diese 7,98 +/- 0,93 und fiir die AuRenzone 8,08 +/-

0,94. Zum anderen ist auffallig das die MPCs anscheinend sowohl fiir RUNX-2 als auch fir
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SOX-9 (mit Ausnahme der AuRRenzone, die flir SOX-9 eine Ratio von 1,1 +/- 0,32 aufweist)
Werte von kleiner 1 aufweisen, was bedeutet, dass die beiden Faktoren weniger stark in den

MPCs expremiert werden als in gesunden Chondrozyten.

Im Vergleich der beiden Zonen untereinander ist festzuhalten, dass sie fir RUNX-2 fast
identische Ratios aufweisen: Fir die Innenzone 0,26 +/- 0,04 und fir die AuRenzone 0,23 +/-
0,03. Unterschiede gibt es allerdings flir den SOX-9, das vermehrt in der AuRenzone

gefunden wird 1,1 +/- 0,32, wohingegen in der Innenzone die Ratio nur 0,48 +/- 0,14 betragt.

4.4.3. FACS-Analyse der Meniskuszellen fiir Kollagen 2

Nach dem Ernten der kultivierten Zellen wurden 10° Zellen auf den entsprechenden
Oberflachenmarker mittels FACS-Analyse (s.3.5.) untersucht. Es wurden drei Patienten

getestet und die Innen- mit der Aulenzone verglichen.

Die Abb 36 zeigt, dass die kultivierten Zellen unabhangig von der Zone negativ fir Kollagen 2

waren.

Im Mittel waren nur 0,39% (Standartabweichung +/-0,24%) der Zellen der Innenzone und

1,52% (Standartabweichung +/-1,81%) der AuRenzone fiir Kollagen 2 positiv.

10+
10+

10°

10

1 0*

FL2-Height
FL2-Height
102

10"
10"

10°
107

100 T} 10° 10° 10* 100 100 107 10°
FL1-Height FL1-Height

Abb. 36 FACS-Analyse: Kollagen-2 FITC Meniskus Innenzone (links), AuBenzone (rechts).
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4.4.4. mRNA-Expression von Kollagen 2 der Meniskuszellen

Fiir die Analyse der mRNA-Expression von Kollagen 2 wurden die Meniskuszellen mittels
gRT-PCR untersucht. Dafiir wurden wieder drei Patienten getestet und die Innen- mit der

Aullenzone verglichen.

Nach Gewinnung der Untersuchungs-RNA und deren Umschreiben in cDNA wurde diese mit
der gRT-PCR untersucht. Pro Patient und jeweiliger Zone wurden drei Wells an je drei

aufeinanderfolgenden Tagen analysiert.

Dabei zeigt sich, dass die Meniskuszellen keine Expression flr Kollagen 2 aufweisen. Die Abb.
37 und 38 zeigen exemplarisch die Schmelzkurvenanalyse fiir Kollagen 2 eines qRT-PCR
Durchlaufs. Man sieht in der Schmelzkurve den kontinuierlichen Abfall der gemessen
Fluoreszenz pro Zyklus. Der Primer fiir Kollagen 2 kann nicht an die cDNA der Meniskuszellen

binden und diese amplifizieren, da die Zellen die mRNA Sequenz nicht aufweisen.
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Abb. 37 Schmelzkurve der gRt-PCR fiir Kollagen 2 der Innenzone.
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Abb. 38 Schmelzkurve der gRt-PCR fiir Kollagen 2 der AulRenzone.

4.4.5. Western Blot-Nachweis von Kollagen1, RUNX-2 und SOX-9

Nachdem die Meniskuszellen auf genetischer Ebene mittels qRt-PCR auf Kollagen1, RUNX-2
und SOX-9 getestet wurden, sollten mit dem Western Blot Verfahren die Ergebnisse ein
weiteres Mal auf Proteinebene bestatigt werden. AulRerdem sollte Gehalt der zu

untersuchenden Proteine der Innen-und der AuRenzone miteinander verglichen werden.

Die Abb. 39-41 zeigen die positive Antikdrperbindung flir das zu untersuchende Protein,
sowie die gefdarbten Proteinbanden, der Commassie-Brilliant-Blue-Membran, und die
entsprechenden Proteinleiter. Die Proteinfarbungen mit Comassie-Brilliant-Blue zeigte, dass

an den gefarbten Stellen Proteine auf der Membran zu finden sind.

Im Vergleich der jeweiligen markierten Proteinbanden mit der Proteinleiter bestatigte sich
die zu erwartende GroRe der Proteine: flir Kollagen 180kD, RUNX-2 55kD und fiir SOX-9
70kD.

AuBerdem zeigte sich im Western Blot Verfahren fiir alle drei getesteten Proteine kein

wesentlicher Unterschied zwischen der Innen-und Aulenzone.
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Abb. 39 zeigt die entwickelten Bilder des Western Blots mit dem human-SOX-9 Antikérper und die
dazugehoérende Proteinfarbung mit Commassie-Brilliant-Blue. Verwendet wurde ein Zelllysat aus
300.000 Meniskuszellen. Der Vergleich mit der Proteinleiter bestatigt GroRe des markierten SOX-9

Proteins von 70kD, fiir welches die Zellen der Innen-und AuBenzone ohne Unterschied positiv sind.
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Abb. 40 zeigt die entwickelten Bilder des Western Blots mit dem human-Coll Antikérper und die
dazugehoérende Proteinfarbung mit Commassie-Brilliant-Blue. Verwendet wurde ein Zelllysat aus 300.000
Meniskuszellen. Der Vergleich mit der Proteinleiter bestatigt GroRe des markierten Kollagen 1-Proteins von

180kD, fiuir welches die Zellen der Innen-und AuBenzone ohne Unterschied positiv sind.
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Abb. 41 zeigt die entwickelten Bilder des Western Blots mit dem human-RUNX-2 Antikdrper und die
dazugehoérende Proteinfarbung mit Commassie-Brilliant-Blue. Verwendet wurde ein Zelllysat aus
300.000 Meniskuszellen. Der Vergleich mit der Proteinleiter bestatigt GroRe des markierten RUNX-2
Proteins von 55kD, fir welches die Meniskuszellen der Innen-und AuBenzone positiv sind. Es zeigte

sich kein Unterschied zwischen beiden Zonen.

62



4.5.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Meniskuszellen migrieren aus den Meniskuschips in der Zellkultur, lagern sich zu

Kolonien zusammen und vermehren sich.

Die FACS-Analyse bestadtigte das Vorhandensein der mesenchymalen
Stammzellmarker CD 13, 29, 44, 73, 90 und 105 auf den Meniskuszellen. Dies konnte
auBerdem mittels Immunfluoreszenz unter Mikroskopdarstellung der einzelnen

Meniskuszellen flr die verschiedenen Zonen gezeigt werden.

Mittel gRT-PCR wurde die mRNA der Meniskuszellen untersucht. So konnte zusatzlich

auch auf Genebene die Expression der Stammzellmarker nachgewiesen werden.

Im Vergleich der beiden Zonen miteinander zeigte sich, dass sowohl quantitativ mehr
Zellen in der Aulenzone positiv flir die Stammzellmarker waren (vgl. FACS-
Ergebnisse), als auch qualitativ die relative Genexpression dieser Marker in der

Aullenzone groRer war (vgl. mRNA-Analyse).

Die Meniskuszellen wurden adiopogen und osteoblastdr differenziert. Die
Differenzierung wurde mittels Histochemie gezeigt, sowie mit Immunfluoreszenz fir

die Marker LPL bzw. Osteocalcin nachgewiesen.

Bei der Evaluierung des chondrogenen Potenzials der Meniskuszellen in Kultur war
auffallig, dass die Meniskuszellen in der Zellkultur sowohl auf Proteinebene (vgl.
FACS-Ergebnisse) als auch fiir die Genexpression (vgl. qRT-PCR-Ergebnisse) kein

Kollagen 2 aufweisen.

Mittels Immunfluoreszenz, Western-Blot und gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass
die Meniskuszellen positiv fiir Kollagen 1 und den Osteoblastenmarker RUNX-2 und
den Knorpelmarker SOX-9 waren. Im Vergleich der Innen- mit der AuBenzone zeigte
sich, dass es bis auf eine Ausnahme quantitativ keine wesentlichen Unterschiede fir
die untersuchten Proteine gibt (vgl. Western Blot). Fir den Knorpelmarker SOX-9
konnten allerdings gezeigt werden, dass dieser vermehrt in der Aulenzone
exprimiert wird (vgl. mRNA-Analyse) und dort auch im Vergleich mit den gesunden

Chondrozyten eine Ratio groRer 1 besitzt.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten Meniskuszellen von Patienten mit Osteoarthrose
identifiziert werden und im Hinblick auf ihren Stammzellcharakter untersucht, sowie ihre
chondrogenen Eigenschaften beschrieben werden. Speziell wurden Unterschiede und
Gemeinsamkeiten (im Hinblick auf Progenitorcharakter der Zellen und deren chondrogene
Eigenschaften) mit dem hyalinen Gelenkknorpel getestet. Im hyalinen Gelenkknorpel von
Patienten mit Osteoarthrose konnten bereits chondrogene Vorlauferzellen (CPCs)
nachgewiesen werden. Es wurde weiterhin gezeigt, dass diese Zellen erkranktes
Knorpelgewebe infiltrieren und dort vermutlich an Reparaturprozessen beteiligt sind

(Koelling et al. 2009).

Aufgrund des unterschiedlich ausgepragten Vaskularisierungssgrades (Arnoczky und Warren
1982) wurde der Meniskus zu Beginn der Untersuchungen zunachst in drei Zonen (Aufen,
Mitte, Innen) unterteilt (vgl. Kapitel 2.). Aus diesen Zonen wurde Meniskusgewebe
entnommen, daraus Zellen isoliert und deren Eigenschaften untersucht und miteinander

verglichen.

Dabei fiel auf, dass die Menisken der einzelnen Patienten in GroRRe und Konsistenz bzw.
Harte verschieden waren. Trotz der Konsistenzunterschiede wurde versucht, auf gleichgroRe
Chips zu achten. Ursache flr die Verschiedenheiten der Konsistenz sind wahrscheinlich
Kalzifizierungsprozesse, die im Rahmen von Osteoarthrose im Meniskus beschrieben sind
(Sun und Mauerhan 2012). Weil die exakte Zonenunterteilung v.a. im Ubergang zur
Mittelzone nicht immer eindeutig moglich war, sollen in dieser Arbeit nur die Ergebnisse des

Vergleichs der vaskularisierten Aulenzone mit denen der Innenzone beschrieben werden.

Samtliche untersuchten Menisken der Osteoarthrosepatienten wiesen makroskopische
Degenerationen, wie eine unebene, aufgeraute Oberflache, gelbliche Verfarbungen und
myxoide Lasionen auf (Ferrer-Roca und Vilalta 1980, Pauli et al. 2011). Allerdings war
makroskopisch nicht immer sicher festzustellen, ob es sich bei dem jeweiligen Praparat um
den Innen-oder AulRenmeniskus gehandelt hat. Wie bereits erwdhnt, gab es individuelle
Unterschiede im makroskopischen Degenerationsgrad und der Konsistenz der Menisken. Es
gibt noch immer keinen ausreichend aussagekraftigen Degenerationsscore fir

Osteoarthrosemenisken. Es ist daher davon auszugehen, dass die untersuchten Menisken
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sich teilweise in unterschiedlichen Stadien der Osteoarthrose befanden. Inwieweit dies das
Vorkommen von Progenitorzellen und deren Funktion beeinflusst, bedarf weiterer
Untersuchungen. In der Arbeit wurde sich zuerst darauf beschrankt, den Progenitorcharakter

der Meniskuszellen zu untersuchen.

5.1. Progenitorcharakter der Meniskuszellen

Fir den Nachweis des mesenchymalen Stammzellcharakters miissen folgende drei Kriterien
erflllt werden: Das Migrationsvermogen der Zellen, das Vorhandensein von entsprechenden
Stammzellmarkern und die Multidifferenzierbarkeit der Zellen (Caplan 1991, Pittenger et al.

1999; Zuk et al. 2001). Alle diese drei Kriterien wurden von den Meniskuszellen erfiillt.

Nach Prdaparation der Meniskuschips konnten erstens Migration und Koloniebildung der
Zellen beobachtet werden. Zellmorphologisch zeigten die ausgewanderten Zellen einen

ovalen Zellleib mit einzelnen langlichen Zellfortsatzen.

Der Vorteil der verwendeten Methode zur Zellgewinnung ist, dass direkt und ohne weitere
Fremdeinwirkung die potenziellen Meniskus Progenitorzellen aus dem Meniskusgewebe
migrieren konnten. Die Zellen sind damit ohne weiteren exogenen Fremdeinfluss gewonnen

worden.

Auf einen Kollagenaseverdau zur Zellgewinnung wurde aufgrund moglicher zellschadigender
Wirkung verzichtet. AuRerdem gewinnt man durch diese Methode eine heterogene Gruppe
an Zellen, bei denen es sich nicht nur um potenzielle Progenitorzellen handelt (Verdonk et al.
2005). Man kann folglich davon ausgehen, dass durch die in der Arbeit verwendete Methode
eine relativ homogene Gruppe an Zellen gewonnen werden konnte, die keinen weiteren
exogenen Verdanderungen unterlagen. Diese Meniskuszellen erfillten somit eindeutig das

Stammzellkriterium der Migration und der Bildung von Kolonien.

Auch die mesenchymalen Stammzellmarker CD 13, CD 29, CD 44, CD 73, CD 90 und CD 105
konnten zweitens mittels mehrerer Methoden sowohl auf Protein- als auch auf
Genexpressionsebene nachgewiesen werden (Schaffler und Buchler 2007, De Schauwer et
al. 2011). Mittels Immunfluoreszenz konnten die fiir die jeweiligen Marker positiven Zellen

direkt dargestellt werden. Dieses Ergebnis konnte ebenfalls mittels FACS-Analyse fiir die
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Zellen der Innen- und AuBenzone bestatigt werden. Die Methode ermoglicht eine
guantitative Aussage Uber das Vorhandensein der Oberflachenmarker und somit einen

genauen Vergleich zwischen Innen- und AuRenzone, da je 10° Zellen analysiert wurden.

Bei dem Vergleich zeigte sich, dass die Zellen beider Zonen negativ fir die Marker CD 31 und
45 sind und somit davon auszugehen ist, dass sie nicht hamatopoetischen Ursprungs sind.
Dies entspricht einem weiteren Stammzellkriterium fiir die Definition von humanen
mesenchymalen Stammzellen durch die International Society for Cellular Therapy (Dominici
et al. 2007).

Fiir alle getesteten mesenchymalen Marker war festzustellen, dass iber 90% der Zellen der
Innen- und AuRenzone fiir diese jeweils positiv waren. Auffallig war aber, dass im Vergleich
der beiden Zonen die AulRenzone fir alle Marker, mit Ausnahme von CD 105, ein groRere
Anzahl an positive Zellen aufwies als die Innenzone: Besonders markant war dies fir die
Marker CD 13 und CD 44; wo die Unterschiede 91,32% positive Zellen fiir Innen- und 99,56%

AuRenzone fiir CD 13 und 90,62% Innenzone gegen 99,64% AuRRenzone waren.

Die Genexpressionsanalyse erfolgte mittels gRT-PCR und unter Zuhilfenahme der Pfaffl-
Methode (Pfaffl 2001). Auch hier konnte die Expression der mesenchymalen Marker in
beiden Zonen nachgewiesen werden. Bei dem Vergleich der beiden Zonen fallt auf, dass die
Zellen der AuRenzone mit einer Ausnahme, fiir den Marker CD 13, fiir alle anderen CDs eine

hohere Ratio zeigen.

Zusammenfassend lasst sich fir die MPCs festhalten, dass die mesenchymalen
Stammzellmarker auf den Zellen der AuRenzone sowohl in der quantitativen FACS-Analyse
als auch in der qualitativen Betrachtung der mRNA mittels qRT-PCR durchschnittlich etwas
vermehrter vorkommen als in der Innenzone: Dies wdre durch die wahrscheinliche

Lokalisation der Stammzellnische in der Aullenzone erklarbar.

Im Hinblick auf die Multidifferenzierbarkeit konnte drittens gezeigt werden, dass sich die
urspriinglich aus Faserknorpel stammenden Meniskuszellen unabhangig von ihrer

Ursprungszone auch adiopogen und osteoblastar differenzieren lassen.

Nach dreiwochiger Inkubation im adipogenen Differenzierungsmedium bildeten die
urspriinglichen Meniskuszellen Fettvakuolen in ihrem Zytoplasma aus. Dies konnte mittels

Oil-Red-O Farbung gezeigt werden. Unabhangig von der Zone konnte dies bei ca. 30% der
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Zellen beobachtet werden. Weiterhin wurde mittels Immunhistochemie der

Adipozytenmarker LPL auf den differenzierten Meniskuszellen nachgewiesen.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass sich Meniskuszellen zu Osteoblasten differenzieren
lassen. Nach 7 bis 10 tagiger Inkubation im Spezialmedium konnte mittels Farbreaktion mit
alkalischer Phosphotase die Differenzierung von Knorpel zu Osteoblasten nachgewiesen
werden. AuBerdem zeigte sich im mikroskopischen Bild eine Verdnderung der
Zellmorphologie. Der Zellleib hatte sich asymetrisch verbreitert und die Zellfortsatze waren
spitz und unregelmaRig geworden. Unabhangig von der Ursprungszone differenzierten sich

auch hier ca. 20-30% aller Meniskuszellen zu Osteoblasten.

Zusammengefasst zeigte sich: Da die untersuchten Meniskuszellen bei Patienten mit
Osteoarthrose alle Kriterien flir mesenchymale Stammzellen, wie Migrationsvermogen,
Vorhandensein der entsprechenden Oberflaichemarkern und Multidifferenzierbarkeit,
aufweisen (Caplan 1991), ist davon auszugehen, dass es sich bei den Zellen um
Progenitorzellen handelt. Die Zellen kénnen daher als Meniskus Progenitorzellen (kurz
MPCs) bezeichnet werden. Das Vorkommen dieser MPCs konnte dariber hinaus in
samtlichen Zonen nachgewiesen werden und nicht -wie urspriinglich vermutet- nur in der

vaskularisierten AuBenzone.
Aus diesen Ergebnissen leiten sich drei Fragen ab.

Erstens: Kommen die Progenitorzellen nur im kranken Faserknorpel von

Osteoarthrosepatienten vor, oder auch im Meniskus von Gesunden?

Eine Zellpopulation aus gesundem Meniskus, welche als Kontrolle von Interesse gewesen
ware, war nicht realisierbar. Die Gewinnung von gesunden humanen Menisken ist in der
klinischen Praxis schwer. Selbst Menisken von toten Patienten scheinen nicht ausreichend
osteoarthrosefrei zu sein. So weisen MRT-Untersuchungen zufolge Uber 80% aller

durchschnittlich 71jahrigen Meniskusldsionen auf (Raunest et al. 1994).

Im Hinblick auf die Multidifferenzierbarkeit von Meniskuszellen konnte gezeigt werden, dass
bei Rinderkdlbern im Alter von 3-6 Monaten Meniskuszellen aller Zonen eine Kapazitat zur
Multidifferenzierbarkeit haben, v.a. im Hinblick auf Chondro- und Adipogenese (Mauck et al.

2007). AuBerdem wurde beschrieben, dass die Zellen der AuRenzone am plastischsten im
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Hinblick auf die Multidifferenzierbarkeit sind. Die Ergebnisse von Mauck et al. (2007) decken
sich mit denen dieser Arbeit. Allerdings ist festzuhalten, dass es sich dabei um die Menisken
von Rinderkdlbern handelt, deren Wachstum noch nicht abgeschlossen war. Auch ist der

Vaskularisierungsgrad dieser jungen Menisken nicht bekannt.

Fir die Bildung von Stammzellkolonien konnte die Arbeit von Furumatsu et al. (2012) fir
sechs makroskopisch intakte laterale Menisken zeigen, dass die gewonnen Zellen in der
Zellkultur keine Kolonien bilden. Es ist also zu vermuten, dass im potenziell gesunden

Meniskus keine MPCs vorhanden sind, die Kolonien bilden konnen.

Zweitens: Wo genau kommen die Stammzellen her und wo ist Stammzellnische der MPCs

lokalisiert?

Der Lokalisation der Stammzellnische sind noch unklar und bedarf weiterer Untersuchungen
(Fuchs et al. 2004, Jones und Wagers 2008). Auch Uber den Grund fiir das Vorkommen der
Zellen kann man nach dem momentanen Wissensstand noch keine eindeutigen Aussagen
treffen. Es ist aber durchaus anzunehmen, dass die Zellen dhnlich wie die CPCs im hyalinen

Knorpel an Reparaturprozessen im Meniskus beteiligt sind.

Allerdings bleibt weiterhin unklar, ob die MPCs als Reaktion auf einen vorangegangen
Meniskusschaden auftreten, der die Osteoarthrosebildung fordert, oder erst im Zuge einer
bereits vorhanden Osteoarthrose auftreten. AuBerdem stellt sich die Frage, ob die MPCs
direkt aus einer mesenchymalen Stammzellpopulation hervorgehen, oder transdifferenzierte

Chondrozyten sind, welche im Spatstadium mit Osteoarthrose assoziiert sind.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass die MPCs migrieren und tendenziell etwas vermehrt in
der Aulenzone vorkommen. Fir CPCs konnte bereits gezeigt werden, dass diese
wahrscheinlich (iber das Knochenmark in Risse der Tidemark des hyalinen Knorpels
einwandern (Koelling et al. 2009). Ahnlich kénnte es auch im Meniskus sein. Die MPCs
konnten als mesenchymale Stammzellen (iber die MikrogefaRe der Aullenzone in den
Meniskus einwandern. In dieser haben sie eventuell auch ihre Stammazellnische, in welcher
sie sich vermehren kénnen. Von dort ausgehend konnen sie in die anderen Zonen des

Meniskus migrieren und an Reparaturprozessen beteiligt sein:
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Abb. 42 Einwandern der MPCs liber die Mikrogefalie.

Diese Hypothese wird in der Abb. 42 schematisch dargestellt. Im ersten Bild sieht man einen
Meniskus im Langsschnitt mit mehreren Lisionen. Uber die BlutgefiRe wandern einzelne

Progenitorzellen in die AuBenzone ein.

In der zweiten Abbildung (Abb. 43) sieht man wie sich diese Zellen dann in ihrer

Stammzellnische in der AuRenzone in der Ndhe der MikrogefalRe vermehrt haben.

Abb. 43 Wachstum und Vermehrung der MPCs in der Stammzellnische.

AbschlieBend ist in der dritten Abbildung zu sehen, wie ausgehend von der potenziellen
Stammzellnische, die MPCs zu den einzelnen Ldsionen migrieren. Dort lagern sie sich an die

Lasionsrander an und sind an Reparaturprozessen beteiligt.
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Abb. 44 Migration der MPCs zu den Meniskuslasionen.

Bereits vorhergehende Arbeiten zu Meniskusverletzungen unterstiitzen das Modell, der von
auBen einwandernden Progenitorzellen und deren Rolle bei der Geweberegeneration.

Diese Uberlegung wird u.a. von Kambic et al. (2000) geduRert, der zeigen konnte, dass bei
Meniskusverletzungen im Kaninchenmodell alpha-smooth muscle actin-positive Zellen der
Superfizialschichtzellen in das Verletzungsareal migrieren. In der Arbeit wurde bereits die
Vermutung gedullert, dass es sich bei diesen Zellen um spezialisierte Progenitorzellen
handeln kdnnte, die Reparaturprozesse einleiten.

Diese Vermutung wird auBerdem durch die klinische Erfahrung im Umgang mit
Meniskusverletzungen gestiitzt. Es ist bekannt, dass Meniskusverletzungen der
vaskularisierten AuRenzone besser heilen als jene der Innenzone (Petrosini und Sherman
1996). Auch die Arbeit von Kobayashi et al. (2004) stitzte diese Vermutung, da Sticke aus
der vaskularisierten Zone des Meniskus bei der Verpflanzung in frische Defekte der
avaskuldaren Region sich besser reintegrieren als anders herum. Eventuell ist es auch dort so,
dass Progenitorzellen aus der vaskularisierten AulRenzone direkt in der gefdlifreien

Innenzone zur Defektheilung beitragen.

Drittens: Inwieweit weisen die MPCs in vivo ein Regenerationspotenzial auf und welche Rolle

spielen sie bei Reparaturprozessen?

Die Arbeit beschrankt sich auf den Nachweis der MPCs und ihr Verhalten in der Monokultur.
Weiterhin gilt es zu klaren, wie sich die Zellen in der 3D-Kultur verhalten, inwieweit sie in der

Lage sind, extrazelluldire Matrix zu produzieren. Gunja und Athansiou konnten fir
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Fibrochondrozyten aus bovinen Menisken (2007) zeigen, dass diese in Monokultur ihren
Phenotyp weitestgehend verlieren und es zu einer Herunterregulierung der extrazellularen
Matrix kommt. Fir das Regenerationspotenzial der Zellen ist auBerdem zu kldaren von
welchen Faktoren, wie z.B. dem Vaskularisierungsgrad des Gewebes, oxydativer Stress oder

mechanische Belastung, dies abhangig ist.

5.2. Die chondrogenen Eigenschaften der MPCs

Da im Meniskus verschiedene Zelltypen vorkommen, war es interessant festzustellen,
inwieweit es sich bei den MPCs eher um Fibroblasten-dhnliche-Zellen (fibroblast-like cells)
oder um Fibrochondrozyten handelt (Ghadially et al. 1983) und ob es zonenspezifische
Unterschiede gibt. Insbesondere die Frage, inwieweit die MPCs einen chondrogenen

Charakter aufweisen, sollte geklart werden.

Morphologisch zeigte sich, dass die ausgewanderten Meniskuszellen beider Zonen einen
ovalen Zellleib mit einzelnen langlichen Zellfortsatzen aufwiesen. Dies entspricht dem
Aussehen der Fibroblasten-dhnlichen-Zellen, die ohnehin vermehrt in der AuRenzone des

Meniskus vorkommen.

Im Hinblick auf die chondrogenen Eigenschaften von Meniskuszellen konnten Furumatsu et
al. (2012) zeigen, dass Zellen von intakten humanen Menisken der Innenzone einen
ausgepragteren chondrogenen Phanotyp ausbilden als die Zellen der Aullenzone. Vor allem
die Synthese von Kollagen 2 und die Genexpression von SOX-9 sind in der Innenzone erhoht.
Allerdings handelte es sich bei dieser Untersuchung um Zellen von intakten Menisken, die

auBerdem mittels Kollagenaseverdau gewonnen wurden.

Auffallig war, dass fiir die urspriinglich direkt aus dem Meniskus migrierten Progenitorzellen
beider Zonen in der 2D-Monokultur gerade kein Kollagen 2 nachgewiesen werden konnte.
Dies konnte sowohl mittels FACS-Analyse als auch mit der gRT-PCR auf Protein-und

Genebene gezeigt werden.

Dieses Ergebnis stimmt auch weitgehend mit dem von anderen Untersuchungen an
Chondrozyten Uberein, die einen sehr starken Rickgang von Kollagen 2 in der 2D-

Monokultur beschrieben haben (Darling und Athanasiou 2005, Lin et al. 2008). Dasselbe
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Phanomen konnte bereits bei CPCs gezeigt werden, die bei der FACS-Analyse ebenso wie die
MPCs kein Kollagen 2 aufweisen (Koelling et al. 2009).

Im Hinblick auf Kollagen 1 waren die Zellen beider Zonen positiv fir das Protein. Mittels
Immunfloreszenz konnte Kollagen 1 direkt auf den Zellen nachgewiesen werden. Im Western
Blot zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Zonen. Die
Genexpressionsanalyse erfolgte mittels gqRT-PCR. Auch hier konnte die Expression von
Kollagen 1 nachgewiesen werden. Bei dem Vergleich der beiden Zonen miteinander zeigte
sich, dass die Ratio der MPCs fiir Kollagen anndhernd gleich war (Innenzone 7,98 +/- 0,93
und fur die AuBenzone 8,08 +/- 0,94). Da die Ct-Werte der Zellen mittels Pfaffl-Methode
noch mit denen von gesunden Chondrozyten verglichen wurden, ist bemerkenswert, dass
die MPCs eine viel h6here Ratio als die Chondrozyten aufwiesen, deren Vergleichsratio mit 1

festgelegt war.

Fir die chondrogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen gibt es eine Vielzahl
von Signalmechanismen. Ein Hauptinitiator dieses Vorgangs ist der Transkriptionsfaktor SOX-
9, der fur die mesenchymale Kondensation und Differenzierung der Knorpelvorlduferzellen
wichtig ist (de Crombrugghe et al. 2001). Auferdem ist SOX-9 wichtig fir die
Expressionsregulation von RUNX-2, das wiederum fiir die Initiation der osteogenen
Differenzierung wichtig ist (Cheng und Genever 2010). Daher sollten diese beiden Faktoren
fur die MPCs untersucht werden. Mittels Immunfluoreszenz konnten beide Proteine auf den
Meniskuszellen nachgewiesen werden. Im Vergleich der beiden Zonen Ulber den Western
Blot zeigte sich, dass quantitativ keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Zonen
bestehen.

Die Genexpressionsanalyse fir die beiden Faktoren erfolgte mittels gRT-PCR. Auch hier
konnte die Expression von RUNX-2 und SOX-9 in beiden Zonen nachgewiesen werden. Bei
der Analyse mit gesunden Chondrozyten mittels Pfaffl-Methode zeigte sich allerdings, dass
sowohl fiir RUNX-2 als auch SOX-9 (mit Ausnahme von der AulRenzone, die fiir SOX-9 eine
Ratio von 1,1 +/- 0,32 aufweist) die MPCs Werte von kleiner 1 aufweisen. Im Umkehrschluss

bedeutet dies, dass in gesunden Chondrozyten beide Gene starker exprimiert werden.

Fir RUNX-2 sind die Werte fir die Innen- und AuRenzone anndhernd identisch.

Bemerkenswerte Ausnahme ist allerdings die AuBenzone des Meniskus, in der SOX-9 mit
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einer Ratio von 1,1 weit Gber der der Innenzone liegt (0,48 +/- 0,14) und sogar etwas mehr

exprimiert wird als in den gesunden Chondrozyten.

Im Hinblick auf den chondrogenen Charakter lasst sich zusammenfassen, dass die MPCs eher
Fibroblast- dhnlichen-Zellen entsprechen als Fibrochondrozyten. Sie dhneln den Fibroblast-
dhnlichen- Zellen morphologisch. AuBerdem weisen sie im Gegensatz zu Chondrozyten mehr
Kollagen 1 auf, sind dafiir aber negativ fir Kollagen 2. Bei der Betrachtung der
Kollagenbildungskapazitat der MPCs sollte allerdings bemerkt werden, dass die Versuche nur
flir Meniskuszellen in 2D-Monokultur durchgefiihrt wurden. Flir CPCs konnte beispielweise
gezeigt werden, dass diese in 3D-Kultur Kollagen 2 exprimieren konnen (Koelling et al. 2009).
Fir weiterfiihrende Analysen des chondrogenen Potenzials mesenchymaler Stammzellen
(und MPCs im Speziellen) sollte auch der Einfluss von dreidimensionalen Systemen und der

Einfluss der extrazellularen Matrix in Betracht gezogen werden (Gerter et al. 2012).

Die Fibroblast-dhnlichen Zellen kommen beim Gesunden im Normalfall nur in der AuBenzone
vor (Hellio Le Graverand et al. 2001). Dass Fibroblast-dhnliche-Zellen in Form von MPCs beim
Erkrankten in allen Zonen des Meniskus zu finden sind, spricht auch dafiir, dass diese Zellen
mittels Migration von auRen nach innen durch den Meniskus zu den Defektzonen wandern

kdnnten (wie in 5.1. vorgeschlagen).

Fiir die Regeneration und Aufrechterhaltung des Knorpelgewebes ist ein komplexes
Zusammenspiel der Zellen untereinander mit der extrazellularen Matrix und der Einfluss von
Entziindungsmediatoren von Bedeutung. Fir den Faserknorpel sind die Einzelfaktoren fiir
den Pathomechanismus der Osteoarthrose noch nicht ausreichend bekannt. Es ist aber
anzunehmen, dass gewisse Analogien zum hyalinen Gelenkknorpel bestehen. Fiir die Bildung
der extrazellularen Matrix sind die Faktoren RUNX-2 und SOX-9 von Bedeutung. Dass die
MPCs in der AulRenzone mehr SOX-9 exprimieren als Chondrozyten ist erstaunlich und
konnte fir den Versuch der MPCs sprechen, die (Faser) Knorpelmatrix des Meniskus aufrecht
zu erhalten bzw. zu regenerieren. Die Zellen der Innenzone weisen erniedrigte SOX-9 Level
auf. Eventuell sind sie aufgrund der gréReren Entfernung zur Blutversorgung weniger in der
Lage, Kollagen zu produzieren. Dies wiirde auch durch die klinische Erkenntnis unterstitzt,
dass Meniskusdefekte der AuBenzone besser heilen, als die der Innenzone (Kobayashi et al.

2004).
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MPCs im Kontext mit mesenchymalen Stammzellen bei Osteoarthrose

Mesenchymale Stammzellen kdnnen Immunreaktionen modulieren und das Mikromilieu von
Stammzellen positiv beeinflussen, die bereits im erkrankten Gewebe vorhanden sind. Durch
direkte Zell-Zellinteraktion und Sekretion verschiedender Faktoren kénnen mesenchymale
Stammzellen endogene Geweberegenration im Osteoarthrose-befallenen Gelenk initiieren

und Entziindungsprozesse unterdriicken (Qi et al. 2012).

Mesenchymale Stammzellen sind multipotent und kénnen sich in verschiedene Gewebe wie
Knochen, Knorpel, Fett, Muskel, Knochenmark, Sehnen, Bander wund andere
Bindegewebsarten differenzieren (Prockop 1997). Aus den verschiedenen Gewebearten
kdnnen sie im Umkehrschluss auch wieder isoliert werden. Auch bei Osteoarthrose scheinen
mesenchymale Stammzellen bzw. Zellen mit Progenitorcharakter eine wichtige Rolle zu
spielen. So konnte beispielsweise im hyalinen Knorpel das Vorkommen von chondrogenen
Progenitorzellen gezeigt werden (Koelling et al. 2009) und auch in der Synovialfliissigkeit,
dem Hoffaschen Fettkérper und im subkutanen Fettgewebe von Osteoarthrosepatienten
konnten Progenitorzellen nachgewiesen werden (Alegre-Aguaron et al. 2012). Diese sind
besonders im Hinblick auf ihr chondrogenes Potenzial von groRem Interesse fiir die
Forschung an Osteoarthrose. So konnten Dudics et al. (2009) zeigen, dass mesenchymale
Stammzellen von Osteoarthosepatienten dasselbe chondrogene Differenzierungspotenzial

besitzen wie die Zellen der gesunden Vergleichsgruppe.

Im Hinblick auf die Herkunft der mesenchymalen Stammzellen und deren Potenzial zur
Chondrogenese konnte Kern et al. (2006) zeigen, dass im Vergleich humaner mesenchymaler
Stammzellen aus Knochenmark, Periost, Synovia, Muskel- und Fettgewebe, die
mesenchymalen Stammzellen der Synovia das groflte Potenzial zur Chondrogenese
aufwiesen. Anscheinend ist also auch die Herkunft der jeweiligen Progenitorzellen
entscheidend fiir deren spezifisches Differenzierungspotenzial, was die MPCs noch starker in
den Fokus fir den Pathomechanismus und Regenerationsansatze fir Osteoarthose im

Meniskus und Kniegelenk riickt.

Fiir die Regeneration von Meniskusgewebe bei Ratten mit massiven Meniskusdefekten,
wurden intraartikuldr aus der Synovia gewonnene Stammzellen ins Kniegelenk injiziert. Es

wurde demonstriert, dass die Stammzellen an die Lasion adhérierten, sich zu Meniskuszellen
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differenzierten und die Regeneration des Gewebes férderten (Horie et al. 2009). Ahnliche
Ergebnisse fir die Pravention und Progression von Osteoarthrose durch intraartikuldre
Stammzellinjektionen erzielten Murphy et al. (2003) im Tiermodell. Bei Ziegen, denen durch
totale mediale Menisektomie und Resektion des vorderen Kreuzbandes Osteoarthrose
induziert wurde, konnten nach Stammzellinjektion im Gelenk Zeichen einer
Meniskusregeneration gefunden werden, und die implantierten Zellen wurden im sich neu

gebildeten Gewebe nachgewiesen.

Im Hinblick auf klinische Studien gibt es auch erste Versuchsergebnisse fiir die Behandlung
von Knorpeldefekten bei Osteoarthrose auf der experimentellen Basis von mesenchymalen

Stammzellbehandlungen.

Wakitani et al. (2002) untersuchten in einer Studie den Einsatz von mesenchymalen
Stammzellen, die aus Knochenmark gewonnen wurden und in Kollagen-1-Hydrogels
eingebettet waren. Die Hydrogels mit den Stammzellen wurden 24 Patienten mit
Osteoarthrose und Knorpeldefekten ins Kniegelenk transplantiert. Nach 42 Wochen waren
die Defekte mit weiBRem Bindegewebe bedeckt. Sowohl in der Arthroskopie als auch in der
histologischen Bewertung schnitten die Patienten der zelltransplantierten Gruppe angeblich
besser als die Vergleichsgruppe ab. Jedoch war in der Studie keine Verbesserung der
klinischen Symptome im Vergleich mit der Kontrollgruppe feststellbar. Ahnliche Ergebnisse
an kleinen Patientenkollektiven erzielten Davatchi et al. (2011) und Centeno et al. (2008). Bei
einem Patienten konnten Centeno et al. nach autologer mesenchymaler
Stammzelltransplantation, welche aus dem Knochenmark gewonnen worden war, sechs
Monate nach Transplantation allerdings im MRT signifikantes Wachstum von Gelenkknorpel

und Regeneration von Meniskusgewebe zeigen.

Fir die Behandlung von Osteoarthose stellen mesenchymale Stammzellen einen
vielversprechenden Ansatz fiir die Geweberegeneration und die Verhinderung der
Krankheitsprogression dar. Weitere umfangreiche praklinische und klinische Studien werden
in der Zukunft notig sein, um die Frage nach einer geeigneten Zellquelle zu kldren. Dabei
konnten auch MPCs eine interessante Alternative fir die Gewinnung und Verwendung von
autologem Zellmaterial fir die Behandlung von Meniskusdefekten und Osteoarthrose-
assoziierten Knorpelverdanderungen sein. Da sie bereits direkt im von Osteoarthrose

befallenen Meniskus vorhanden sind, kénnten sie auch eine Moglichkeit fir die
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chondrogene Stimulation des Gewebes darstellen, die nur ein minimal invasives Eingreifen

voraussetzen wiirde.

5.3. Meniskus-Tissue-Engineering

Tissue-Engineering stellt eine Mdglichkeit flr die Behandlung von Meniskusdefekten dar. Es
soll nach Moglichkeit die physiologische Biomechanik im Knie wiederhergestellt und somit

die Progression der Gelenksknorpeldestruktion verhindert werden.
Fiir das Tissue-Engineering des Meniskus gibt es mehrere Ansatze:

Zum einen die Allograft-Transplantation des Meniskus. Wirth et al. (2002) konnten zeigen,
dass Allograft-transplantierte Menisken bis zu 15 Jahre bestehen kénnen, Schmerzen lindern
und die Beweglichkeit im Kniegelenk verbessern. Allerdings sind die Aussagen uUber die
Immunreaktivitat fur dieses Verfahren uneindeutig. Einige Studien besagen, dass durch die
Transplantation keine Immunreaktion hervorgerufen wird, andere Arbeiten legen nahe, dass
es doch zu einer langsamen Immunreaktion gegen das fremde Gewebe kommt, was zu
einem Transplantatversagen fiihren kann (Tucker et al. 2012). Weitere Probleme dieser
Methode sind die Ubertragung infektiéser Krankheiten, langsames Transplantatremodelling

und die Verfligbarkeit von passenden Menisken.

Alternativ werden als Ansatz seit geraumer Zeit Gewebegeriste fliir den Meniskus getestet,

welche die eben genannten Nachteile der Allograft-Transplantation nicht aufweisen wirden.

Fiir die Herstellung von Gewebegeriisten existieren bereits mehrere Moglichkeiten: Es gibt
Gewebegeriste aus Seidenfasern (Mandal et al. 2011), bioabsorbierbarer Poly-L-Laktatsdure
(Cook und Fox 2007), Geriiste aus Hyaluronestern und Gelatine (Angele et al. 2008), oder
aber auch kollagene Meniskusimplantate, die aus Kollagen-1-Fasern von Rindersehnen
gewonnen wurden (Stone et al. 1992). Auch die Azellularisierung von Meniskusgewebe
wurde bereits getestet. Sandmann et al. (2009) konnten zeigen, dass die Azellularisierung
humaner Menisken mittels Sodiumdodecylsulphat moglich ist und diese keine Unterschiede

zu normalen Menisken in Bezug auf Komprimierbarkeit und Festigkeit aufweisen.

76



Entscheidend fir die Funktion der Biogeriste ist das Zusammenspiel der Fasern mit den
Zellen. Diese bauen die weitere Matrix auf, die die Meniskusstruktur ausmacht und deren
Funktion unterstitzt. So konnte beispielsweise fiir die Kollagenimplantate gezeigt werden,
dass diese Geriste die Migration von Fibrochondrozyten in die Biogewebe ermdglichen
(Stone et al. 1992). In anderen Methoden wurden direkt adulte humane Chondrozyten oder
primare dermale Fibroblasten fiir die Modellierung des Gewebegeriists verwendet (Mandal
et al. 2011). Sogar Gewebegeriiste mit humanen Knochenmarksstammzellen, die
chondrogen differenziert wurden, wurden zur Behandlung von Meniskusdefekten
eingesetzt. Dort konnten spater Meniskus-dhnlicher Faserknorpel und fast komplette

Defektreintegration nachgewiesen werden (Angele et al. 2008).

Fiir das Tissue-Engineering des Meniskus konnten in Zukunft auch die MPCs eine
interessante Alternative fiir die Herstellung und den Einsatz von Gewebegeristen darstellen.
Die MPCs sind leicht aus vorhandenem Meniskusgewebe zu gewinnen, zur Migration in der
Lage und teilungsaktiv, so dass die Zellen relativ leicht verfligbar waren. Da sie selber
urspriinglich aus dem Meniskus stammen, ist zu vermuten, dass MPCs auch in vivo in der
Lage sind, sich im Gewebegeriist zu verteilen und zu vermehren. Allerdings gilt es weiterhin
zu klaren, inwieweit die MPCs wirklich in der Lage sind, eine suffiziente Knorpelmatrix zu

generieren, die es dauerhaft vermag den Beanspruchungen des Kniegelenks standzuhalten.

5.4. Klinische Relevanz

Da Meniskusverletzung sowie Degenerationen direkt mit Osteoarthrose im Kniegelenk
assoziiert sind (Raunest et al. 1994, Hunter et al. 2006, Englund et al. 2009), hat die
Regeneration des Meniskusgewebes eine wichtige Bedeutung fir die Pravention und

Progression dieser Erkrankung.

Die Arbeit konzentrierte sich auf die Identifizierung und Charakterisierung von Meniskus-
Progenitorzellen bei Osteoarthrose. Es konnte gezeigt werden, dass MPCs bei Osteoarthrose
in allen Meniskuszonen vorkommen. Die Zellen sind sehr teilungsaktiv und in der Lage zu
migrieren. Es ist anzunehmen, dass sie an Reparaturprozessen im osteoarthosekranken

Meniskus beteiligt sind.
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Deshalb stellen die MPCs im Hinblick auf autologe Knorpeltransplantationen, direkte
intraartikulare Zellinjektionen oder Tissue-Engineering eine potenziell interessante
Alternative zu primaren Chondrozyten, Fibrochondrozyten oder mesenchymalen
Stammzellen dar. (Wobei dafiir wahrscheinlich die Zellen der AufRenzone des Meniskus
interessanter als Zellquelle seien kdnnten, da sie sowohl quantitativ als auch qualitativ mehr
von den Stammzellmarkern aufweisen und im Zonenvergleich erhohte mRNA SOX-9 Level
zeigen). Vorteil dieser Methode ware, dass die MPCs aus dem nativen Meniskusgewebe
bereits den passenden Phanotyp besidflen, autolog gewonnen werden kénnten und somit

auch keine Immunreaktionen zu beflirchten waren.
Allerdings bleibt dafiir noch eine Reihe von Fragen zu klaren.

Es bleibt offen, inwieweit die MPCs in der Lage sind, eine extrazelluldre Matrix zu
produzieren, die die Eigenschaften von gesundem Faserknorpel und dessen
Widerstandsfahigkeit gegenliber mechanischem Stress hat. Der gesunde Meniskus hat eine
heterogene Struktur mit verschiedenen Zellarten und Kollagenverteilungsmustern,
entsprechend der einzelnen Zonen (Son und Levenston 2012). Ob die MPCs in der Lage sind,
diese heterogene Struktur suffizient zu reproduzieren, bedarf weiterer Untersuchungen. So
stellt beispielsweise die mechanische Belastung auf die Meniskus Innenzone wahrscheinlich
ein Hindernis fiir die Migration und suffiziente Gewebsregeneration durch multipotente

Progenitorzellen dar (Mauck et al. 2007).
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