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Einleitung

1. Einleitung

Durch ein groRer gewordenes sportliches Betatigungsfeld ist die Haufigkeit
muskuloskelettaler Verletzungen gestiegen. Meniskuslasionen stellen hierbei einen GroRteil
dar, wovon Verletzungen im avaskuldren Anteil des Meniskus 70% betragen [59].

Die partielle Meniskektomie stellt eine der am h&ufigsten ambulant durchgefihrten operativen
Eingriffe in der Orthopédie/Unfallchirurgie dar [60]. So stieg zwischen den Jahren 1989 bis
1996 die Anzahl der partiellen Meniskektomien von 11100 auf 155100 [55]. Die DRG-
Statistik belegt, dass 2013 ca. 300000 Meniskusoperationen durchgefihrt wurden [1]. Dies
hat eine negative Auswirkung auf die VVolkswirtschaft [56][57][58].

Bei Meniskusschaden war bis in die siebziger Jahre des letzten Jahrhunderts die komplette
Meniskektomie etabliert. Grund daftr lag in dem fehlenden Wissen bezlglich der
Meniskusfunktion. ~ Nach kompletter Meniskektomie konnte Fairbank bereits 1948
radiologische Verdnderungen im betroffenen Kniegelenk nachweisen [71]. Selbst
Meniskusteilresektionen von nur 15% bis 34% erhdhen den Druck auf den Gelenkknorpel auf
350% [40][69]. Die Mehrbelastung auf die Gelenkflachen fiihrt zur Gonarthrose.

Vor diesem Hintergrund ist eine Weiterentwicklung neuerer Therapieoptionen anzustreben.

1.1. Anatomie der Menisken

Menisken haben innerhalb des Kniegelenks verschiedenste Aufgaben, was ihre Form und
Struktur erklért.

Im Kniegelenk unterscheidet man zwischen einem medialen sowie einem lateralen Meniskus.
An der Gelenkbasis sind sie bis zu 1,5 cm hoch, sie verjingen sich in Richtung
Gelenkzentrum. So haben sie im Querschnitt die Form eines Keils und bestehen aus einem
Vorder- sowie einem Hinterhorn. Der Innenmeniskus hat eine halbmondférmige, der

Aulenmeniskus eine ringférmige Gestalt.
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung eines horizontalen Schnitts durch das Kniegelenk proximal der
Meniskusebene (Praxisbuch Unfallchirurgie 2004, Weigel, Nerlich, S. 588)

Die Menisken des menschlichen Kniegelenkes sind transportable Gelenkflachen, die die
Inkongruenz zwischen Femurkondylen und Tibiaplateau ausgleichen, wobei sie 70% des
Tibiaplateaus bedecken. Zur Seite der Femurkondylen bilden sie eine konkave Form, auf
Seiten des Tibiaplateaus sind sie flach.
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Abb. 1.2 Arthroskopische Aufnahme eines unverletzten Kniegelenks. A: Laterale Femurkondyle, B:
intakter AuBenmeniskus, C: laterales Tibiaplateau. Der nach innen spitz zulaufende AuBenmeniskus
reicht nicht bis zum Innenmeniskus heran und beide Menisken unterteilen das Kniegelenk somit nur
unvollstandig. (Benjamin D. Ward, M.D., James H. Lubowitz, M.D., “Basic Knee Arthroscopy Part 3:
Diagnostic Arthroscopy”, Arthrosc Tech, Nov. 2013)

Sowohl Innen- als auch AufRenmeniskus sind im Gelenk verankert. So ist der Innenmeniskus
vorne an der Fossa intercondylaris vor dem Ansatz des vorderen Kreuzbandes verankert,
hinten zwischen der Insertion des hinteren Kreuzbandes und der Insertion des
AuBenmeniskus. Die Peripherie ist mit der Gelenkkapsel verbunden. Der AulRenmeniskus ist
vorne an der Fossa intercondylaris hinter der Insertion des vorderen Kreuzbandes verankert,
hinten vor dem Innenmeniskus auf dem Tibiaplateau. Eine Verankerung mit der Gelenkkapsel
besteht nicht, allerdings existieren variabel ausgebildete femorale Befestigungen, die

sogenannten Humphrey- und Wrisberg-Ligamente.
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1.1.1 Histologischer Aufbau der Menisken

Innerhalb des Meniskus bestehen belastungsinduzierte Strukturunterschiede. Es finden sich 3
Schichten.

I Faserknorpelzone
I Faserknorpel und straffes kollagenfasriges Bindegewebe

i Straffes kollagenfasriges Bindegewebe

Abb.1.3 Schematische Darstellung des Meniskus im Querschnitt und dessen Gewebsvorkommen.
(Orthopadie und orthopadische Chirurgie 2005, Wirth, Zichner, S.21)

Die mit 1 bezifferten Schicht stellt die Oberflachenschicht dar, welche sehr diinn ist und den
Meniskus sowohl auf der Femoral-, als auch auf der Tibialseite bedeckt.

In der mit 2 bezifferten Schicht finden sich lamellenartige Fasersysteme. Im Bereich der Basis
sind die parallel verlaufenden Kollagenfibrillenbindel radidr ausgerichtet, im Innern des

Meniskus Uiberkreuzen sich die Faserlamellen unter verschiedenen Winkeln.

Im zentralen Teil des Meniskus, welcher mit 3 gekennzeichnet ist, sind die
Kollagenfibrillenbiindel in allen Bereichen zirkul&r angeordnet. An der Meniskusbasis dringt

lockeres Bindegewebe zwischen die zirkulér verlaufenden Fibrillenblindel.

Die oberflachlichen Zellen haben wenige Aufgaben, sind oval und spindelférmig und
beinhalten wenig Zytoplasma, weswegen die Kerne der Zelle abnorm grol3 erscheinen

[22][23]. Die Zellen der tieferen Meniskusschichten sind rund oder polygonal, sind héchstens
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in Gruppen von bis zu drei Zellen angeordnet und enthalten eine grofle Menge an
endoplasmatischem Retikulum [22][23]. Des Weiteren sind im Meniskus Endothelzellen

enthalten [24]. Im Bereich verletzten Gewebes finden sich gelegentlich Myofibroblasten [23].

Im Meniskus konnten die Kollagentypen 1, 11, I1l, V und VI nachgewiesen werden, welche

60-70% des Trockengewichts ausmachen [25].

Auch stellen die Zellen des Meniskus keine einheitliche Population dar [16]. Kollagen I
macht einen Anteil von Uber 90% des Gesamtkollagens im Meniskus aus [17]. In der

avaskuldren Zone ist der Anteil von Kollagen 1 40%, 60% bestehen aus Kollagen 11 [18].

Im Meniskus liegt eine stark vernetzte Architektur von extrazellularer Matrix aus
Kollagenfibrillen und eingelagerter Grundsubstanz vor [19]. Das Kollagen I, welches
besonders bei Zugkraften beansprucht wird, ist im Meniskus umlaufend angeordnet. Hierbei
verhindern die so angeordneten Kollagenfibrillen die Verdrangung des Meniskus nach auf3en
und halten somit die Integration des Meniskus wahrend einer Belastung aufrecht [20][21]. Die
Kollagenfibrillen haben die Fahigkeit zur Absorption von Zugkréften, die Grundsubstanz

ermdoglicht die Resistenz gegen Druck- und Dehnungsbewegungen[15].

Abb. 1.4 Zeichnerische Darstellung des Kollagenfibrillenverlaufs innerhalb des Meniskus nach
Rasterelektronischen Befunden. (Orthopédie und orthopédische Chirurgie 2005, Wirth, Zichner, S.
21)

Weitere Bestandteile des Meniskus sind die Glykosaminoglykane (GAGs). Die GAGs spielen

eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des viskoelastischen Verhaltens, des
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Druckwiderstandes und der Wassereinlagerung. 75% des Meniskus bestehen aus Wasser.
AuRerdem sind GAGs neben anderen Oberflachenproteinen dafur zustandig, eine glatte,

reibungslose Bewegung der Menisken auf der Gelenkoberflache zu gewahrleisten [20][21].

1.1.2 GefaRversorgung der Menisken

Die Blutversorgung der Menisken erfolgt Uber Gefdlle der Gelenkkapsel [26][27][28]. Die
GeféaRe wachsen zentripetal in den Meniskus hinein. Die Gefédlie entstammen aus den oberen
und unteren Asten der lateralen und medialen Arteriae geniculares, die sich als perimeniskaler
kapillarer Plexus an der Basis der Menisken bilden. Weitere Auféstelungen der Gefélde
versorgen ca. 20-30% des Innenmeniskus und 10-25% des AuBenmeniskus. Zum Zeitpunkt
der Geburt ist der Meniskus noch vollstandig vaskularisiert [28]. Im Erwachsenenalter ist nur
noch der aullere Teil des Meniskus vaskularisiert, der innere Teil entspricht der avaskularen
Zone des Meniskus. Dieser wird durch Diffusion von der Synovialflissigkeit ernahrt, wofr
spezielle Poren fur die Synovialflissigkeit vorhanden sind [29]. Bei der Vaskularisation
unterscheidet man drei verschiedene Zonen. Das gut durchblutete &uflere Drittel, die
sogenannte ,,rot-rote Zone*, das nicht durchblutete innere Drittel des Meniskus, die ,,weil3-
weilRe Zone*“ und dazwischen die ,,rot-weille Zone*, die eine geringe Durchblutung aufweist
[19][26][30].

W-W

Abb. 1.5 Schematische Darstellung eines Meniskusquerschnitts. Die auflen gelegenen Rot-Rote Zone
stellt den vaskularisierten Bereich des Meniskus dar. Die innen gelegene Weil3-Weilie Zone stellt den
avaskularen Bereich dar. Die Rot-WeiRe Zone entspricht der intermediar gelegenen Ubergangszone.
(Praxisbuch Unfallchirurgie 2004, Weigel, Nerlich)
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Abb. 1.6 Querschnitt des hinteren Bereichs eines Meniskus des Erwachsenen. Die Gefaldarstellung
erfolgte mittels arterieller Injektion eines Tusche-Gelatine-Préparates nach Spateholz (1914). VVon der
Gelenkkapsel aus treten die GefaRe in den &ueren Bereich der Meniskusbasis. (Orthopadie und
orthopédische Chirurgie 2005, Wirth, Zichner, S. 21)

1.2 Funktion der Menisken

Friher wurden die Menisken noch als funktionslose Komponenten der Beinmuskulatur

angesehen [75]. Heute sind mehrere Funktionen der Menisken bekannt.

Die Menisken Ubernehmen etwa ein Drittel der im Kniegelenk Ubertragenen Kraft. Sie
ubernehmen zudem Funktionen in der Schockabsorption [2][3][4], in der Kraftverteilung
[51[6][7][8], in der Lubrikation [9], in der Knorpelernahrung, in der Propriozeption [10][11]
und in der Kniestabilisierung [12][13][14][15].

Die Schockabsorption wird dadurch gewahrleistet, dass die viskoelastischen Menisken

waéhrend einer Belastung ihre Form veréndern kénnen.

Die Kraftverteilung tbernimmt der Meniskus dadurch, dass er die einwirkende Kraft durch
den Inkongruenzausgleich auf eine grofiere Flache verteilt und sich aulBerdem die axialen

Kréfte in eine Ringspannung umverteilen.

Durch die Bewegung und damit der Verteilung der Gelenkflissigkeit auf den Gelenkknorpel

wird die Knorpelerndhrung und Lubrikation des Gelenks unterstitzt.

In den Menisken sind Nervenenden enthalten, die eine propriozeptive Aussage Uber die

Stellung des Kniegelenks geben.
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Menisken erhéhen die Stabilitdt des Kniegelenks. Nach Ruptur des vorderen Kreuzbandes
besteht bei intaktem Innenmeniskus im Gegensatz zu einem l&adierten Innenmeniskus eine
erhodhte Stabilitat.

Die Menisken wirken als Agonisten des vorderen Kreuzbandes, indem sie sich wie Keile
zwischen die Femurkondylen und das Tibiaplateau schieben. Um bei einer Krafteinwirkung
nicht verletzt zu werden, sind die Menisken befahigt, je nach Gelenkstellung ihre Lage zu
verandern. So wandern die Menisken beispielsweise bei Beugung des Kniegelenks nach

hinten, bei Streckung nach vorne. Ahnlich verhalten sie sich bei der Kniegelenksrotation.

1.3 Atiologie der Meniskusldsionen

Auch andert sich im Laufe des Lebens die Genexpression des Meniskus. Im Alter zwischen 8
und 16 Jahren findet man eine hohe Proteoglykansynthese, wahrend im spéteren Alter die
Bildung von Decorin und Biglykan deutlich tUberwiegt [31]. Auch dies fuhrt, wie auch die
Anderung der Blutversorgung, zu einer erh6hten Pravalenz der Arthrose des Kniegelenks im

Alter. Ab dem vierzigsten Lebensjahr setzt ein naturlicher Verschleil} des Meniskus ein[32].

Eine Meniskuslasion ist aufgrund grofRerer Gewalteinwirkungen, als Folge von Distorsionen

oder nach Kniegelenksbé&nderlasionen maoglich.

Aufgrund der geringeren Verschieblichkeit des Innenmeniskus gegenlber dem

AuRenmeniskus ist dieser 3mal haufiger von Verletzungen betroffen [70].
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1.4 Klassifikation von Meniskuslasionen

Bei Meniskusverletzungen werden der Langsriss, der Korbhenkelriss, der Querriss, der

Radiarriss und der Horizontalriss unterschieden.

Langsriss

Korbhenkelriss

Querriss

[

)

|
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Radidrriss

Horizontalriss

Abb. 1.7 Schematische Darstellungen verschiedener Meniskusldsionen. (Orthopédie und
orthopédische Chirurgie 2005, Wirth, Zichner, S. 219)

Prédilektionsstelle des Langsrisses ist das Hinterhorn. Er kann komplett oder inkomplett sein.
Inkomplette Risse haben nur Kontakt zu einer Meniskusoberflache, wohingegen komplette

Langsrisse sowohl Ober- als auch Unterflache des Meniskus betreffen.

Korbhenkelrisse sind Lasionen, die entlang der Meniskusgrenzen verlaufen und dadurch
einen inneren Meniskusteil von dem stabileren duReren Meniskusteil trennen und dabei den
inneren Teil &hnlich eines Korbhenkels in das Innere des Gelenks hineinragen lassen. Neben

den Radiarrissen sind sie die hdufigsten [32].

Querrisse verlaufen senkrecht zu den Meniskusfasern und konnen ebenfalls komplett oder

inkomplett sein.

Ein Radiarriss verlauft von zentral bogenférmig nach peripher.

10
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Beim horizontalen Riss verlauft die Lé&sion parallel zur Oberflache bis sie den freien
Meniskusrand erreicht.

Die Diagnostik von Meniskuslasionen kann tber klinische Untersuchung, konventionelles

Rontgen, MRT, Sonografie sowie Arthroskopie erfolgen.

1.5 Therapie von Meniskuslasionen

Lasionen des Meniskus kdnnen durch eine partielle Meniskektomie, eine Meniskusnaht, eine

Meniskustransplantation oder einen Meniskusersatz behandelt werden.

Nach Jahren, in denen die totale Meniskektomie favorisiert wurde, kam es zu einer
Umstellung in der Behandlung der verschiedenen Meniskuslasionen. Grund hierfiir war eine
mogliche resultierende Gonarthrose. Es wurde nachfolgend versucht, moglichst viel
unverletztes Meniskusgewebe zu schonen, um eine stabile und maoglichst glatte Restbasis zu
erhalten. Diese Eingriffe wurden vermehrt arthroskopisch durchgefiihrt. Diese Therapie ist
auch heute noch im weil3-weil3en, avaskuldren Bereich, die Operationsmethode der Wahl. Die
Behandlung von Lésionen in der avaskuldren Zone, welche mit 70% die haufigsten

Meniskuslasionen darstellen, war bislang die partielle Meniskektomie [33].

11
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Abbildung 1.8: a: arthroskopisches Bild eines radiaren Innenmeniskusrisses (F: mediale
Femurkondyle, T: mediales Tibiaplateau, HH: Innenmeniskushinterhorn), b: Bild nach
arhroskopisch durchgefihrter partieller Meniskusresektion mittels Shaver. (Arthroskopische
Chirurgie 1998, Strobel, S. 162, 164)

Befindet sich der Riss in der gut durchbluteten duf3eren Zone, der rot-roten Zone, kann eine

Refixation mittels einer Meniskusnaht erfolgen [41].

Die Erfolgsaussichten liegen bei einer primaren Meniskusnaht in dem auferen, durchbluteten
Teil des Meniskus bei 80-90% [42]. Diese Methode kann auch in der rot-weillen Zone
durchgefihrt werden, in der avaskularen Zone allerdings nicht [43]. Zellen der avaskul&ren
Zone besitzen nicht die Fahigkeit, eine intrinsische Reparatur durchzuftihren [72]. L&sionen in
der weil3-weillen Zone brauchen hierzu eine Kommunikation zu dem peripheren Blutsystem
[19]. Dies kann sowohl durch einen Trepanationskanal als auch durch Anrauen der
Defektrander geschehen, wodurch ein Kontakt zur vaskularisierten Zone geschaffen wird
[41]. Es finden sich jedoch im gesamten Meniskus pluripotente Zellen, welche in der Lage
waren, eine Reparatur durchzufuhren [73]. Spindler et al. zeigten Unterschiede bezlglich der
vorhandenen Zellen im Meniskus auf. So haben Zellen in der Tiefe des Meniskus ein
schnelleres Wachstum als Zellen auf der Oberflache der Menisken oder Zellen in der inneren
Zone [74]. Hierdurch kommt es zum Einwandern von Zellen und GeféalRen von der duReren
zur inneren Zone des Meniskus [44][45][46].

Lasionen im Bereich des Vorderhorns oder der Pars intermedia kdnnen mittels einer
arthroskopischen Meniskusnaht in der Outside-in-Technik [47][48][49] oder Inside-out-

12
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Technik [50][51] erfolgen. Hinterhorn- und Korbhenkelrisse werden bevorzugt in All-inside-
Technik versorgt [52][53]. Verwendet wird bevorzugt resorbierbares Fadenmaterial der
Starke 2,0. Eine langfristige Uberlegenheit der Meniskusnihte gegeniiber der partiellen

Meniskektomie ist bisher noch nicht belegt.

Bei grol3flachigem Menikusverlust mit weiterhin vorhandener Basis kann ein Meniskusersatz
mittels Einndhen von zellfreiem Biomaterial erfolgen. Beispiele hierfir sind das Collagen
Meniscus Implantat (CMI) oder das Actifit. Ziel hierbei ist das Bereitstellen eines Gerustes, in

das neues Gewebe einwachsen kann.

Bei komplettem Meniskusverlust und somit einem Verlust der Meniskusbasis bedient man

sich in seltenen Fallen der allogenen Meniskustransplantation.

1.6 Regeneration von Meniskusdefekten mittels Tissue Engineering

Ein neuer Ansatz zur Behandlung von Meniskuslasionen stellt das Tissue Engineering dar.
Hierbei wird in vitro ein Reparaturgewebe erzeugt. Dieses Reparaturgewebe hat die Aufgabe,
den Defekt zu heilen, teilweise zu rekonstruieren oder in seiner Funktion zu unterstitzen. Im
Jahre 1988 wurde im Rahmen der ersten Konferenz zu Tissue Engineering in Lake Tahoe,

Kalifornien, die Definition des Tissue Engineering gepragt.

»l1ssue Engineering ist die Anwendung der Prinzipien und Methoden der Ingenieur-
und Lebenswissenschaften fiir das grundlegende Verstandnis der Wechselwirkung von
Struktur und Funktion normalen und kranken Gewebes sowie zur Entwicklung von
biologischem Gewebe-Ersatz zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Verbesserung
der Gewebefunktionen* (Skalak 1988).

Das Tissue Engineering befasst sich mit der Entwicklung eines Biomaterials, welches die
Geweberegeneration mittels Reparaturzellen erleichtern soll. Diese Reparaturzellen kénnen
entweder aus den Wundréndern stammen oder ex vivo eingesetzt werden. In der Klinik und
Poliklinik fur Unfallchirurgie der Universitdt Regensburg wurde im Rahmen der
Biomaterialforschung ein neues biodegradables Biomaterial mit guter Biokompatibilitat und
spezifischen biologischen Eigenschaften hergestellt, welche auf die Meniskusreparatur
abgestimmt wurde [138][139][140][141][142].
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Laut Freed[87]sollte eine Matrix zur Meniskusreparatur folgende Eigenschaften haben:

- Reproduzierbare Grol3e der dreidimensionalen Matrix
- Porositat tiber 90%, um eine grofRe Oberflache fur die Zell-Polymer-Interaktion und
zudem gentigend Platz flr produzierte extramedullare Matrix zu bieten.
- Eine Oberfléche, die die Zelladh&sion zuldsst.
- Eine vollstdndige Resorption nach Ausbildung des geziichteten Gewebes.
- Ein Gleichgewicht von Materialdegradation und Geweberegeneration.
- Polymere und deren Degradationsprodukte durfen keine Entziindung hervorrufen
oder toxisch sein.
Wird ein langsam degradables, pordses Polyurethan-Trégermaterial in einen Defekt der rot-
weillen Zone eingebracht, kommt es zu einem verbesserten Heilungsverhalten
[85][86][120][121]. Das eingebrachte Implantat ermdglicht das Einwachsen von
vaskularisiertem Gewebe mit nachfolgender Differenzierung in fibrokartilagindres Gewebe.
Im Gegensatz hierzu wurden behandelte Kontrolldefekte nur mit fibroésem Material ausgefiillt
[120][85]. Bei diesem Tragermaterial trat die fibrokartilagindre Differenzierung nach mehr
als 20 Wochen ein, das Implantat selbst wies ein Degradationsverhalten mit einer

Halbwertszeit von mehr als einem Jahr auf [121][85].

Die Matrices kdnnen in synthetische und naturliche Matrices unterschieden werden. Bei
Verwendung von synthetischen Matrices kam es zur Ausbildung von Gelenkknorpelschaden

und kaum einem Einsprossen von natlrlichem Gewebe [116][122][119].

Bei Polyurethan als Matrixmaterial wurden Defekte der avaskularen Zone mit Kollagen | und
I1-haltigem Gewebe ausgefullt, wenn der Defekt durch eine Inzision Verbindung zur
vaskularisierten Zone hatte. Das Gewebe, welches sich gebildet hat, war zwar
fibrokartilaginar [86], der Substanzverlust an originarem Meniskus durch die Inzision und
der Stabilitatsverlust durch Verletzung an der Meniskusbasis allerdings groB. Auch bei
Polyurethan kam es zu osteoarthrotischen Verénderungen und als weiterer negativer Effekt
konnte festgestellt werden, dass bei der Degradation des Polyurethans toxische Stoffe

freigesetzt wurden.

Biodegradable Materialien zeigten im Vergleich zu synthetischen Materialien bessere
Ergebnisse, die biomechanische Evaluierung des Reparaturgewebes fehlte jedoch [124][125].
Ein Einwachsen von GeféRen nach der Transplantation von Periost oder Synovialis fand

nicht statt [42]. Bei Periost zeigte sich die Entwicklung von hyalinem Knorpel und Knochen
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[126]. Bei Perichondrium bildete sich ein instabiles und nicht belastbares Gewebe [127].
Kollagen ist die am meisten untersuchte und vielversprechendste Substanz zur Herstellung
von Matrices. Im Tiermodell konnten bei Kollagen-Matrices keine Arthrosezeichen am
hyalinen Knorpel beobachtet werden [128][129]. Aufgrund ihrer Loslichkeit und ihrem zu
schnellen Degradationsverhalten waren naturliche Polymere in ihrem Einsatz als
Gewebeersatzmaterial limitiert [130]. Dies fuhrte zur vermehrten VVerwendung von Derivaten
der extrazellularen Matrix, besonders von Kollagen und Glykosaminoglykanen, welche zur
Defektreparatur verwendet wurden. Implantate auf Kollagenbasis, die zur Stabilisierung eine
chemische Modifikation mit Glutaraldehyd erfuhren, zeigten sowohl in vitro das Einwachsen
von Fibrochondrozyten aus dem umliegenden Meniskusgewebe [131][132] als auch in vivo
die Reparatur eines Meniskusdefektes nach subtotaler Meniskektomie [129][133]. Trotz der
zufrieden stellenden Ergebnisse von Kollagen-Derivaten wurden Bedenken aufgrund der

potentiell toxischen Matrixstabilisatoren wie z.B. des Glutaraldehyds gedufert [121][134].

Das Gewebe mit den besten Ergebnissen beziglich der fibrokartilaginaren Differenzierung
brachte eine Mischung aus Gelatine und veresterter Hyaluronséaure, beides Derivate aus der
extrazellularen Matrix von Meniskusgewebe. Die Derivatisation der Grundkomponente
verhindert einen zu schnellen Abbau durch korpereigene Enzyme und stellt damit eine
gewisse Anfangsstabiltiat fur die Bildung des Reparaturgewebes dar. Da die Benzylderivate
erst verzogert nach zwei bis drei Monaten hydrolysieren, wird eine Degradation der Matrix
erst stattfinden, wenn das gebildete Reparaturgewebe die Stabilisierungsfunktion
ubernehmen kann. Die freigesetzten Degradationsprodukte sind natlrlich vorkommende
Stoffe extrazellularer Matrix, die die Regeneration unterstiitzen konnen. Weder die
Einzelkomponenten noch die Kompositmatrix zeigten Anzeichen einer Toxizitat oder einer
inflammatorischen Reaktion [140][143][144].

Des Weiteren spielen die zwei Hauptkomponenten des Biomaterials, die Hyaluronséure und
das Kollagen I, eine bedeutende Rolle in der embryonalen Entwicklung, weshalb die
Hyaluronsaure-Gelatine-Kompositmatrix ein geeignetes Implantat darstellen koénnte, um
Zellwachstum und -differenzierung in diesem embryonalen Milieu erlauben zu konnen
[145][146][147][148][149][150]. Versuche mit mesenchymalen Stammzellen wurden bereits
durchgefuhrt. Diese kdnnen in Kombination mit chondroinduktiven Wachstumsfaktoren wie
Transforming Growth Factor B1 (TGF-B1), Insulin-like-Growth Factor-1 (IGF-1) und anderen
bioaktiven Faktoren [152][153] sowohl als Aggregate [152] als auch in den Matrices
[140][154] zu meniskusartigem Reparaturgewebe [126][136] ausdifferenziert werden. Es
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konnte gezeigt werden, dass mit mesenchymalen Stammzellen oder Meniskuszellen beladene
Matrices ein besseres Reparaturergebnis hatten als nicht beladene Matrices oder leere
Defekte, bei welchen sich jeweils ein fibroses Gewebe bildete. Die Vorbehandlung der
mesenchymalen Stammzellen spielt eine entscheidende Rolle. Keine Vorkultur der
Stammzellen zeigt im in vivo Experiment gegentiber einer Vorkultur die besseren Ergebnisse
im Hinblick auf die Integration des Meniskusreparaturgewebes im Defektareal [167]. Das
eingebrachte Konstrukt ist kein abgeschlossenes Knorpelstiick, sondern verfiigt noch Gber die
Fahigkeit der Zell-Zell-Interaktion und somit zur Einheilung. Im synovialen Milieu kam es

zur Reparatur, auch ohne zugegebene Wachstumsfaktoren.

In der Differenzierungszeit der Zell-Matrixkonstrukte konnen diesen Wachstumsfaktoren
hinzugeflhrt werden, welche die Zelldifferenzierung und Chondrozytenproliferation fordern.
Diese konnen einerseits in anabole (TGF-B1, BMPs, IGF-1, FGF, VEGF und PDGF-AB) und
andererseits in katabole (Endostatin, IL-1 und TNF-alpha) Wachstumsfaktoren unterschieden
werden. Ein diffuses Einbringen von Wachstumsfaktoren, wie in einem Fibringerinnsel
enthalten, zeigte keine zufriedenstellende Defektheilung. Die Auffullung eines avaskuldren
Defektes mit exogen eingebrachtem Fibringerinnsel brachte die Ausbildung eines
fibrokartilagindren Reparaturgewebes hervor, welches allerdings makroskopisch und
histologisch starke Abweichungen von normalem Meniskusgewebe erkennen lieR [76]. Auch
in biomechanischen Testverfahren zeigte sich eine herabgesetzte Belastbarkeit dieses
Reparaturgewebes [136]. Auch die Zugabe von kultivierten Knochenmarksstammzellen
konnte die Ergebnisse dieses Reparaturgewebes gegeniber einer Meniskusnaht nicht
signifikant verbessern [136]. Das Anrauen der Defektrander ergab im Vergleich zum Einsatz
von Fibringerinnseln bessere Ergebnisse [49][76][137]. Die Behandlung eines Defektes in
der avaskuldren, weil3-weillen Zone, konnte mittels eines Trepanationskanals [41], eines
eingenahten, gestielten Synoviallappens [135] oder durch Anfrischen vaskuléren
Pannusgewebes der benachbarten Synovialmembran erfolgen [42]. Diese Methoden
ermoglichten die Auffillung des Defektes in der avaskuldren Zone mit  fibrosem
Bindegewebe, die Auffillung mit meniskusédhnlichem Gewebe war nicht maoglich.

Bezlglich der PorengroRRe einer Matrix wurde die Grof3e zwischen 150pum und 500pum als am
geeignetsten angesehen [123]. Kleinere Poren erlauben das Einwachsen von fibrosem

Gewebe nicht.
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1.7 Zytokinetische VVorgange einer Meniskuslasion

Die Lokalisation des Defektes ist entscheidend, da das Reparationspotential von der

Gefaliversorgung abhangt.

Risse in der avaskuldren Zone zeigen ein nur geringes endogenes Reparaturpotential, in der
gut vaskularisierten peripheren Zone dagegen ein stirkeres. Das Tissue Engineering kann
allerdings auch bei Lasionen angewandt werden, wenn der Riss die vaskuldre Zone mit
einschliet [41][76][77][78]. Somit kann eine Reparation mittels Tissue Engineering bei
Léasionen in der avaskularen Zone erfolgen, wenn Trepanationskénale zur vaskularisierten
Zone angelegt werden. Lé&sionen in der rein avaskuldren Zone zeigen kein endogenes
Reparationspotential, mit Verbindung zur vaskularisierten Meniskuszone allerdings schon
[79][21]. Man geht davon aus, dass die putativen Reparaturzellen, mesenchymale
Stammzellen aus dem Synovialgewebe oder dem GeféaBsystem, nur bei Kontakt des
Gefalisystems zum Defektareal in dieses einwandern konnen [80][81]. Analog eines
gewebefremden Reparaturmechanismus wandern hierbei Entziindungszellen ein und fordern
die Einsprossung von GefaBen. Im weiteren Remodelling-Prozess bildet sich ein
Narbengewebe aus, welches nur eingeschrankt suffizient ist. In manchen Féllen kann sich
hierbei auch ein meniskuséhnliches Gewebe bilden, was sich dadurch erklart, dass tiber den
Blutweg oder das synoviale Gewebe mesenchymale Progenitorzellen in das Lésionsgebiet
einwandern und sich dort zu Fibrochondrozyten differenzieren und mit der Bildung von
meniskusahnlichem Gewebe beginnen [41][77][80][82]. In der Klinik hat sich diese Methode
besonders bei inkompletten oder stabilen Meniskusldsionen bewdahrt und konnte in
experimentellen Studien bestatigt werden [44][45][83]. Dies geschieht bei VVorhandensein von
einem geeigneten Milieu, unter dem eine meniskustypische Koll I- und Il -haltige Matrix
produziert werden kann [84][85][86].

Entscheidender Faktor der Meniskusheilung ist die Vaskularisation. Hauptanteil hierbei hat
das Zytokin VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). VEGF ist nicht nur bei
physiologischen, sondern auch bei pathologischen Geschehnissen im skelettalen Bereich
beteiligt. Er spielt bei der Angiogenese eine entscheidende Rolle, indem er diese induziert.
Dieser Wachstumsfaktor, ein vaskularer Permeabilitatsfaktor, hat neben seiner Funktion als
Modulator der Vaskularisation auch Funktion als Modulator bei der enchondralen
Ossifikation wéhrend der embryonalen Entwicklung [92][93], der Wundheilung [94] und der
Frakturheilung [95][96]. VEGF ist zudem fir die Chemotaxis der Monozyten verantwortlich
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und wirkt gerinnungsférdernd [97]. So wurden hohe Konzentrationen an VEGF in Menisken
gefunden, welche sich in einer Heilung befanden. Erhohte Werte sind auferdem in der
Synovialflissigkeit von rheumatisch veranderten Gelenken [98], bei osteoarthritisch
verandertem Knorpel [99] und in degenerativem Sehnengewebe [100] zu sehen. VEGF spielt
sowohl in der Vaskulogenese als auch in der Angiogenese eine entscheidende Rolle. Hierbeli
wirkt es auf das Endothel ein, indem es die Teilung und Migration von Endothelzellen
stimuliert. VEGF spielt eine zentrale Rolle in der normalen, jedoch auch in der
pathologischen Angiogenese. Eine Aktivierung der VEGF/VEGF-Rezeptor-Achse 16st
verschiedene Ablaufe aus: Ein Uberleben der Endothelzellen, Mitose, Migration,
Differenzierung, Gefalpermeabilitat und Mobilisation der endothelialen Progenitorzellen vom
Knochenmark in die periphere Zirkulation. AuBerdem wird der VEGF mit malignen Erglissen
in Verbindung gebracht [169][170]. Es gibt verschiedene Isoformen des VEGF, welche sich
deutlich in ihren biologischen und biochemischen Eigenschaften unterscheiden. Die im
Namen enthaltene Zahl entspricht der jeweiligen Anzahl an Aminoséuren des VEGF.
VEGF121, VEGF145 und VEGF165 werden sezerniert, VEGF189 ist an der Zelloberflache
fest an Heparansulfat gebunden und VEGF206 ist ein integriertes Membranprotein [171]. Die
unterschiedliche Expression von VEGF-Isoformen unter Normoxie und Hypoxie weist auf
unterschiedliche Funktionen der verschiedenen Isoformen des VEGF hin [172]. VEGF 121 ist
dabei die am haufigsten vorkommende Isoform, welche im Meniskus bei einer normobaren
Hypoxie ausgeschuttet wird. VEGF 165, 189 und 183 folgen in der Quantitat abfallend. Des
Weiteren steigen die Isoformen 121 und 165 bereits fruher als die Isoformen 189 und 183 bei
Hypoxie an. Bei den VEGF-Rezeptoren ist der VEGFR 2 im Meniskus haufiger vorhanden
als VEGFR 1 und 3. VEGF-Rezeptoren sind Thyrosinkinaserezeptoren mit unterschiedlichen
Aufgaben. Sie erfahren ebenso wie der VEGF eine Hochregulation wahrend Hypoxie [172].
Der VEGFR 1 hat seine Aufgabe in der Stimulation und Aufrechterhaltung der
Endothelvorlauferzellen wéhrend der Angiogenese. VEGFR 2 ist hauptsdchlich an der
Oberflache der Endothelzellen lokalisiert und hat den groRten Effekt auf die Angiogenese,
wéhrend VEGFR 3 verantwortlich flr die Entwicklung der Blut- und LymphgeféRe ist [173].
Sowohl in der vaskularisierten als auch in der avaskularisierten Zone des Meniskus werden
verschiedene Genexpressionen fiir Koll I, Koll Il, MMP-2, MMP-13 und Aggrecan gefunden.
VEGF steigert einerseits die Expression von Matrix Metalloproteinasen (MMP), die das
Gewebe abbauen, andererseits steigert es auch die Expression von Tissue Inhibitors of Matrix
Metalloproteinasen (TIMP), die die MMPs hemmen [174]. Der Abbau von Gewebe ist
entscheidend fur eine Angiogenese, da der Abbau ein Einwachsen von GefaRen erméglicht
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[115]. Dieser Zusammenhang konnte darauf schliefen lassen, dass der VEGF durch die
Stimulation von MMPs eine Gewebsreparatur unterdriickt, eine Vaskularisation allerdings
unterstitzt. Nach Stimulation mit den Wachstumsfaktoren VEGF, TGF-, FGF und IGF
kommt es im gesamten Meniskus zu einem Anstieg der MMP-13-Expression. MMP-13 ist
eine Proteinase, welche zum Abbau von Kollagen und Aggrecan sowie anderer Proteoglykane
fuhrt [175][176]. MMP-1 sowie MMP-13 sind teilweise urséchlich fur das Rupturieren der
Kollagen-Tripelhelix [177]. FGF steigert in der vaskularisierten Zone die Expression von
MMP-3, in der avaskuldren Zone wird MMP-3 von TGF-B stimuliert. MMP-2 wird in der
Synovialflissigkeit nur von IGF hochreguliert [61]. VEGF steigert im Meniskus das MMP-2
[62], welches in hohen Konzentrationen einen antiangiogenetischen Effekt aufweist [63].
AuRerdem stimuliert der VEGF in vivo das Angiostatin, ein wichtiges antiangiogenetisches
Zytokin, das Uber die Hemmung der Endothelzellen wirkt [64]. Kollagen Il wird im
Synovialgebiet von VEGF, in der avaskularen Zone von TGF-B, FGF und IGF hochreguliert.
Kollagen | wird dagegen in der avaskuldren Zone von IGF, FGF und VEGF hochreguliert.
Daraus lasst sich schlieRen, dass sich der vaskulére und der avaskuldre Teil des Meniskus in
Bezug auf die Reparatur unterscheiden. Auch die Wachstumsfaktoren stimulieren in beiden
Meniskusarealen verschiede Genexpressionen [61]. Interleukine wirken proliferativ auf
Fibroblasten und induzieren die Sekretion von Proteasen und weiterer Zytokine [65]. Von den
Interleukinen konnte in Meniskuszellen die Interleukine-1p, -6, -18 nachgewiesen werden
[66]. Fibrochondrozyten reagieren auf Mediatoren wie z.B. IL-1 mit einer Synthesesteigerung
von Kollagenasen und Proteoglykanasen [20]. Interleukin-1p fordert die Synthese von
Kollagen in Fibroblasten [67]. Interleukin-6 wird sowohl in Fibroblasten als auch in
Makrophagen synthetisiert und wirkt immunstimulierend [151]. Interleukin-18 gehért zur IL-

1 Familie und wirkt ebenfalls proinflammatorisch [103].

Die Qualitat der Defektheilung ist von vielen Faktoren abhéngig wie z.B. dem verwendeten
Zellmaterial, den mechanischen und biologischen Eigenschaften der Tragermatrix [87][88]
sowie den verwendeten Wachstumsfaktoren [89]. IGF-1 steigert seinerseits die
Matrixbiosynthese, die mitogene Aktivitdit der Chondrozyten und senkt den
Matrixkatabolismus. Das IGF-1 ist in akuten Knorpeldefekten [155] und in osteoarthritischen
Gelenken [156][157] in hoherer Konzentration vorhanden [89][158].

TGF-p1 ist fiir die Mehrproduktion von grof3en, anionischen Proteoglykanen verantwortlich.
Eine erhohte Konzentration des TGF-p1 findet man in der Synovialfliissigkeit von
immobilisierten Knien [159][160][161]. Auch im embryonalen Knorpel ist dieser
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Wachstumsfaktor nachzuweisen und scheint auch dort eine Rolle in der chondrogenen
Differenzierung zu spielen [162]. Dieser Wachstumsfaktor induziert bei Synovialzellen in
vitro eine chondrogene Differenzierung [163] und verhindert Hypertrophie [164]. TGF-p
steigert dosisabhéngig die Proteoglykansynthese der Fibrochondrozyten des gesamten
Meniskus [165][166].

Nach Implantation eines Tissue-engineertem Reparaturgewebes bedarf dieses in vivo
weiterhin der Versorgung mit Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren. Dies geschieht zum einen
uber die Synovialfllssigkeit, zum anderen Uber die Neubildung von Mikrogefalen. Fir die
Erhaltung des Reparaturgewebes ist eine suffiziente Angiogenese entscheidend. Sie wird von
einer Vielzahl angiogenesefordernder und -hemmender Peptide reguliert, welche auf
eindringende endotheliale und glatte Muskelzellen einwirken [90]. Die endogene Hemmung
der Angiogenese ist flir Gewebe wichtig, die groRtenteils avaskuldr sind. Diese Hemmung
kann einerseits durch Bildung von angiogenesehemmenden Faktoren oder durch die
verminderte Ausschiittung von angiogenesefordernder Faktoren erfolgen [91]. Es sind
verschiedene endogene Hemmer der Angiogenese bekannt. Diese sind der Plattchenfaktor 4
[104], Interferon-a [105], MMP-2 [63] Thrombospondin [106], Metastatin [107], Troponin |
[108], Angiostatin [109][64] und Endostatin [110]. Endostatin/Collagen XVIII ist im
avaskuldren Teil hoher exprimiert als im duBeren vaskularen Teil [111]. Das 20 kDa groRe
Endostatin hindert die VEGF-abhéngige Endothelzellmigration [112], die VEGF-vermittelte
Neovaskularisation [113] und die VEGF-veranlasste Gefalpermeabilitat [113].

Die endogene Reparatur ist im vaskularisierten Gewebe nur eingeschrankt, im avaskuléren
Gewebe ausgeschlossen. Petersen et al. versuchten eine Vaskularisierung eines avaskuléren
Defektes mittels einer lokalen Applikation von VEGF durchzufiihren. Hierbei wurde der fur
den Defekt verwendete Faden zundchst mit PDLLA [poly-(d,I-lactide)acid] und dann mit
VEGF beschichtet. Es zeigte sich keine Forderung der Meniskusheilung und flihrte damit zu
dem Schluss, dass Wachstumsfaktoren nicht immer ein vielversprechendes Hilfsmittel fir
Gewebereparatur darstellen [114]. Es konnten immerhin einzelne Endothelzellen
nachgewiesen werden, jedoch keine Angiogenese [114]. Als mdogliche Ursache hierflr kann
die zu kurze Dauer der VEGF-Bereitstellung durch den mit PDLLA-beschichteten Faden oder

die falsche Dosis fur eine Meniskusheilung angesehen werden.

Auch eine Kombination des VEGF mit anderen Wachstumsfaktoren kénnte die gewiinschte

Angiogenese verwirklichen [115]. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass eine
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Kombination von VEGF und Angiopoetin-1 zwar mehr GeféalRe hervorbrachte, die allerdings

weniger permeabel waren [115].

1.8 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Nach Etablierung der geeigneten Tragermatrix sowie des optimalen Differenzierungsmediums
flr die Meniskusregeneration war es nun Ziel der vorliegenden Arbeit, die Auswirkung des
unterschiedlichen Differenzierungsgrads im Laufe der chondrogenen Differenzierung auf die
Sekretion von VEGF zu ermitteln. Untersucht wurden hierbei mesenchymale Stammzellen
(MSCs), Meniskuszellen separat aus dem vaskuldren bzw. aus dem avaskuldren Bereich
sowie Meniskuszellen, gemischt aus der vaskuldaren und avaskuldren Zone humanen
Ursprungs und auch vom Kaninchen.

Die VEGF-Sekretion sollte im Mediumiberstand mittels ELISA ermittelt werden und die
chondrogene Differenzierungsleistung makroskopisch sowie anhand von histologischen und

immunhistochemischen Analysen uberprift werden.

Wir stellten die Hypothese auf, dass sich die VEGF-Sekretion von Aggregaten aus humanen
Meniskuszellen aus dem vaskularen und dem avaskuldren Bereich, von gemischt avaskular-
vaskulédren  Meniskuszellaggregaten und von Zellaggregaten aus mesenchymalen
Stammzellen voneinander unterscheiden.

Weiterhin postulierten wir, dass humane Meniskuszellen und mesenchymale Stammzellen ein
ahnliches VEGF-Sekretionsmuster (ber den Zeitraum der chondrogenen Differenzierung
zeigen wirden wie entsprechende Zellen vom Kaninchen.

Die dritte Hypothese lautete, dass Konstrukte aus Meniskuszellen bzw. mesenchymalen
Stammzellen vom Kaninchen und einer Matrix auf Gelatine-Hyaluronsaurebasis Unterschiede
in der VEGF-Produktion zeigen wurden.

Zuletzt sollte untersucht werden, wie sich das Einsetzen eines derartigen Zell-Matrix-

Konstrukts in einen Meniskusring als Defekt-Modell in-vitro auswirken wirde.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréte und Verbrauchsmaterial
Gerate:

Analysenwaage Kern 770
Brutschrank CO2 Heracell 240
Digitalfotokamera 5700
Genios-Photometer

Kryostat HM 500 OM
Kihlschrank Premium frost free
Laborwaage Kern EW 4200
Melatronic 23 Autoklav
Mikroskop Dialux 20 EB
Mikroskop Fluovert FU
Mikroskopkamera digital Polaroid
Mikroskopkamera DMC2
Millipore Reinstwasseranlage
Multipette plus

Neubauer Z&hlkammer

pH-Meter

Pipetten, Costar Stripette (5, 10, 25, 50ml)
Schnittehalterung

Schittler IKA-Vibrax-VXR

Kern, Balingen-Frommern
Thermo Scientific, Bonn
Nikon, Disseldorf

Tecan, Crailsheim
Microm, Berlin

Liebherr, Bulle, Schweiz
Kern, Balingen-Frommern
Melag, Berlin

Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Polaroid, Offenbach
Polaroid, Offenbach
Millipore, Billerica, MA
Eppendorf, Hamburg
Brand, Giessen

Knick, Berlin

Corning, Corning USA
Thermo Scientific, Bonn

IKA Labortechnik, Staufen
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Schittler IKA-Vibrax-VXR
Sterilbank Hera Safe
Tiefkuhltruhe -80°C
Ultraschallbad
Vakuumpumpe

Vortex Genie 2

Wasserbad

Wippe fiir Objekttrager
Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge Multifuge 3S

Zentrifuge/VVortex Combi-Spin FVL-2400

Verbrauchsmaterial:

BD Discadit Spritzen
Braunovidon-Salbe

Biopsie-Stanzen 2mm

Butterfly-Kanule
Cups (1,5 und 2ml)
Deckgléser (24x32mm, 24x40mm, 24x50mm)

Desinfektionsmittel 2-Propanol 70%
Desinfektionsmittel Cutasept F

Einwegspritzen (5,10,50ml)

Faden Prolene 4-0

IKA Labortechnik, Staufen
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Bandelin Sonorex, Berlin
Vacuubrand,Wertheim
Roth, Karlsruhe

Julabo, Seelbach
Eigenbau, Werkstatt
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

G-Kisker, Steinfurt

Becton Dickinson, Spain
Braun, Melsungen

Stiefel Laboratorium
GmbH, Offenbach

Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen
Bode, Hamburg

Braun, Melsungen

Ethicon, Norderstedt
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Faden Vicryl 3-0
Kanilen (18G, 20G)

Kompressen (7,5x7,5cm)
Kryoroéhrchen

Lochtticher

Neoject Einmalkanlen
OP-Besteck

OP-Hauben

Parafilm ,,M* Verschlussfolie

Pasteur-Pipetten Glas 230mm

Pipetten (5, 10, 25, 50ml)

Pipettenspitzen (10,100,1000ul)
Pipettenspitzen ep tips filter (10, 100, 1000ul)

Rasierklingen

Skalpelle Nr.11, Nr.22

Star-Frost-Objekttrager

Sterile OP-Handschuhe
Sterilfilter 0,2um, 0,4pum
Pagasling Tupfer
Verdaurdhrchen 8,5mm

Zentrifugenrdhrchen (15ml, 50ml)

Ethicon, Norderstedt
Braun, Melsungen

Hartmann, Heidenheim

Nunc, Naperville

Foliodrape Hartmann, Heidenheim
Dispomed, Gelnhausen

Aesculap Braun, Melsungen
Molnlycke, Erkrath-Unterfeldhaus

Packing Plastic Packaging,
Chicago, USA

VWR Int., Darmstadt

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Biozym Scientific, Oldenburg
Eppendorf, Hamburg

Personna American Saftey Razor
Company, Verona,USA
Feather, Koln

Waldemar Knittel
Glasbearbeitungs GmbH,

Braunschweig

Hartmann, Heidenheim
Sartorius, Gottingen
Hartmann, Heidenheim
Nerbe plus, Winsen/Luhe

Falcon BD, Heidelberg
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Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturschale (24-well, 96-well)
Zellkulturschalen (100 mm)

Zellkultur-V-Platten (96-well)

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure
2-Propanol 70% (v/v)

3,3",5,5 -tetramethylbenzidine (TMB)
Albumin, bovine (BSA)

Biotin

Chromalaun
Citronensduremonohydrat

D(+) - Saccharose

DePeX

Diaminobenzidine 3,3’ (DAB)
Dimethylarsinsaure (DMA)
1,9-Dimethyl-Methylenblau (DMMB)
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat

Dulbecco’s PBS (1X)

Sarstedt, Numbrecht
Falcon BD, Heidelberg
Sarstedt, Nurnbrecht
Falcon BD, Heidelberg

Nunc, Rochester

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Jackson, West Grove, USA
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis, Heidelberg
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

PAA Laboratories GMBH,
Pasching, Austria
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Essigsaure

FCS

Fibroblast growth factor
Flussigstickstoff

Gelatine from porcine Typ A
Glutaraldehyd
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Ni/Co Stamm

Pepsin

Propanol

Stop Solution

Tetrabutylammoniumborhydrid (TBABH)

Tissue-Tek

TRIS-base

TRIS-Puffer (0,2M) mit
Trypan Blue Solution (0,4%)
Trypsin 1% EDTA

Tween 20

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

R+D Systems, Wiesbaden
Linde, Miinchen

Sigma Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
Chondrex,Redmond, USA
Sigma Aldrich, Steinheim
Sakura, Zoeterwoude, NL

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
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Wasserstoffperoxid (H202) 30%
Xylol

Zitronensauremonohydrat

2.1.3 Antikdrper und Enzyme
Anti-Collagen Typl Mouse 1gG
Anti-Collagen Typ2 Mouse 1gG
Biotin-SP-conjugated Affine

Pure Goat-anti-mouse 1gG H+L

2.1.4 Zellkulturmedien, Medienzuséatze und Seren

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

High Glucose

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Low Glucose

Dulbecco’s PBS (1X)

Fetal bovine Serum

Goat Serum
Hepes buffer
Pyruvat

RPMI-1640 Medium

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Dianova, Hamburg

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

PAA Laboratories GMBH,

Pasching, Austria
PAN Biotech GmbH,
Milano, Italy

Dako, Hamburg
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
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2.1.5 Kits
ABC-Kit Vectorlabs, Burlingame
Native Type Il Collagen Detection Kit Chondrex Inc, Redmond USA

2.1.6 Adhéasions- und Wachstumsfaktoren

Ascorbat Sigma Aldrich, Steinheim
Dexamethason Sigma Aldrich, Steinheim
Dexamethason (Stock) 0,00392g Dexamethason in 10ml 100% Ethanol
Dexamethason (Gebrauch) 200 pl Stocklésung, 19,8mlI DMEM Low Glucose
Fibroblast growth factor R+D Systems, Wiesbaden

ITS+3 (Insulin-transferrin-sodium) Sigma Aldrich, Steinheim

TGF-B1 (Transforming Growth Factor 1) R+D Systems, Wiesbaden

2.1.7 Puffer und Lésungen

Differenzierungsmedium:

47,75ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose, 500ul Ascorbat, 500ul
Dexamethason, 500ul ITS+3, 500ul Natriumpyruvat, 250ul TGF-p1

TRIS-puffer 0,2M:

24,228 g TRIS base, 900 ml VE-Wasser, pH mit HCI auf 7,0 einstellen.

Waschpuffer:

1560 ml TRIS-puffer 0,2 M, 4400 ml VE-Wasser, 49,92 g NaCl

Blockingpuffer:

60ml Aqua.dest., 120ml Tris 0,2M (0,08M), 2400mg NaCl (0,8%), 450mg Thiomersal
(0,15%), 60ml Triton 4%(0,8%), 30ml Ziegenserum (10%), 30ml FCS (10%)
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Mcllvaine-Puffer:

Losung A: 21g 0,1 M Zitronenséure ad 1000 ml A.d.
Losung B: 35,6 g 0,2M Na2HPO4 ad 1000 ml A.d.
67,8 ml der Lésung A + 32,3 ml der Lésung B

Pepsin-Andauldsung:

1 mg Pepsin in 1 ml Mcllvaine-Puffer

ABC-L06sung:

2,5 ml TRIS-puffer 0,1M, 1 Tropfen Losung A (40ul), 1 Tropfen Losung B (40pul)
Beide Losungen aus ABC-Elite-Box

Ni/Co-Stammldsung:

Losung A: 500 mg NiCl2, 25 mg CoClI2, 25 ml H20
Losung B: 50 mg BSA, 25 ml H20
Losung A und Losung B in gleicher Menge mischen.

DAB-Stammldsung:

Losung A: 50 mg BSA in 25 ml A.d. l6sen
Losung B: 250 mg DAB in 25 ml A.d. 16sen
Losung A und Lésung B zu gleichen Teilen mischen

DAB-Arbeitslosung:

9000 pl TRIS-Puffer 0,1M, 1000 pul DAB/BSA, 400 pl Ni/Co Stamm, 6 pl H202 30%
R+D PBS:

40,0314g NaCl, 1,0066g KCI, 7,21g Na2HPO4, 1,021g KH2PO4. Diese Chemikalien mit
A.d. auf 5 Liter auffullen und den pH zwischen 7,2 und 7,4 kontrollieren.
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Reagent Diluent:

0,59 BSA in 50ml R+D PBS losen. Losung mit 0,2 um Filter und Vakuumpumpe filtrieren.

Capture Antibody:

Verdinnt wird mit R+D PBS auf eine Wirkkonzentration von 1ug/mi

Detection Antibody:

Verdinnt wird mit Reagent Diluent auf eine Wirkkonzentration von 0,1ug/mi

Standard-VEGF-Solution:

Verdlnnt wird mit Reagent Diluent auf eine Wirkkonzentration von 2ng/ml

Streptavidin HRP:

Die Wirkkonzentration ist bei einer Mischung von 1:200 erreicht. Verdinnt wird mit Reagent

Diluent.

VEGF-ELISA-Waschpuffer:

500ml R+D PBS, 250 pl TWEEN20

Urea hydrogen peroxide:

4,729 Natriumcitrat, 3,36g Zitronensdauremonohydrat, 3,12g MES. Diese Chemikalien mit
A.d. auf 40ml auffullen und mit 40ml Citratpuffer mischen.

TMB-Stock:
120mg TMB, 21mg TBABH, 10g flissiges DMA

Gebrauchslosung VEGF-ELISA-TEST:

5ml Urea hydrogen peroxide, 5ml A.d., 200ul TMB-Stock
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2.1.8 Medikamente

Heparin Roche, Grenzach-Wyhlen
Ketamin 10% WDT, Garbsen

Pentobarbital (Narcoren) Merial, Hullbergmoos

Xylazin 2% Serumwerk Bernburg, Bernburg
2.1.9 Tiere

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

Die Tiere wurden im Tierstall des Uniklinikums Regensburg gehalten.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur humaner mesenchymaler Stammzellen

Nach Einverstandnis der jeweiligen Patienten und der Ethikkommission der Universitat
Regensburg konnten deren mesenchymale Stammzellen zu Forschungszwecken verwendet
werden. Bei diesen Patienten wurde eine Knochenmarkspunktion erforderlich, da sie aufgrund

einer Wirbelsaulenverletzung eine Spondylodese erhielten.

Im Rahmen der Arbeit konnte auf bereits im Labor gelagerte humane mesenchymale

Stammzellen zurtickgegriffen werden, welche in flissigem Stickstoff eingelagert waren.

Die Gewinnung der Zellen geschah mittels einer Aspiration aus dem Beckenkamm der
Patienten und diese wurden intraoperativ mit verdinnter Heparinldsung gemischt und im
Labor aufgearbeitet. Dem Knochenmarksaspirat wurde Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s
Medium (low glucose) zugesetzt. Nach einer Aufreinigung durch Zentrifugation Uber den
Ficollgradienten und Zellzahlbestimmung erfolgte die Aufnahme der Zellen in serumhaltiges
DMEM-LG (10% FBS), 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Hepes Puffer und die
darauffolgende Uberfiihrung von jeweils 200000 Zellen in eine Kulturflasche, um nun bei
37°C und 5% CO2 Konzentration wasserdampfgesattigt zu proliferieren. Der
Mediumwechsel fand zweimal wdchentlich statt, bis die adhérenten Zellen eine Konfluenz

von 80% erreichten.

2.2.2 Zellkultur humaner Meniskuszellen

Auch bei den humanen Meniskuszellen konnte auf bestehende Vorrdte des Labors
zurlickgegriffen werden. Die Meniskuszellen stammten von Patienten, bei denen ein
totalendoprothetischer Gelenkersatz oder eine Meniskusteilresektion erforderlich wurde.
Auch hier lagen eine Einverstandnisse der Patienten und der Ethikkommission der

Universitat Regensburg vor.

Nach einer Lagerung von maximal 6 Stunden in einer NaCl-Losung bei 4°C erfolgte die
Weiterverarbeitung der Zellen. Hierbei wurde der Meniskus unter sterilen Bedingungen von
meniskusfremdem Gewebe befreit. Danach wurden die Menisken entsprechend der drei
Vaskularisationszonen separiert. Eine nachfolgende Zerkleinerung des Meniskus wurde

mithilfe eines Skalpells durchgefiihrt, bei der ein serumfreies RPMI-1640 Medium die
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Meniskuszellen vor einer Austrocknung schitzte und den Zerkleinerungsvorgang
kontrollierter machte. Die Meniskuszellen wurden in eine Andaulésung gebracht und fur 16h
auf einem Rdttler bei Raumtemperatur belassen. Das Abstoppen der Andauldsung geschah
durch Zugabe von RPMI-1640 Medium. Zur Entfernung des Ldsungsmittels wurde die
Zellsuspension fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und der Uberstand mittels
Vakuumpumpe abgesaugt. AnschlieBend erfolgte die Kultivierung der Meniskuszellen in
einer Zellkulturflasche mit 15 ml des Proliferationsmediums mit RPMI-1640 Medium 10%
FBS (fotales Kalberserum), 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Hepes Puffer bei 37°C mit
5%-iger CO2-Sattigung sowie einer Wasserdampfsattigung. Ein erstmaliger Mediumwechsel
fand nach einer Woche statt; weitere Mediumwechsel erfolgten zweimal wochentlich mit
jeweils 15 ml des Proliferationsmediums bis eine ausreichende Konfluenz der Zellen

erkennbar war.

2.2.3 Zellkultur mesenchymaler Stammzellen von New Zealand White Rabbits

Vor der Zellgewinnung wurde die Erlaubnis der Durchfiihrung bei der Ethikkommision der
Universitdt Regensburg eingeholt. Die mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem
Knochenmark am Beckenkamm der New Zealand White Rabbits gewonnen. Hierbei wurden
die Kaninchen durch eine gluteale i.m.-Gabe von Ketamin 10% (2,5ml) und Xylazin 2%
(2,5ml) narkotisiert. Nach Positionierung der Kaninchen in Bauchlage wurden die
Beckenkammregionen rasiert, desinfiziert sowie mit einem Lochtuch steril abgedeckt. Uber
einen ca. 1cm langen Hautschnitt erfolgte die Darstellung des Beckenkamms. Mit einer 16G
Kanule wurde durch drehende Bohrbewegungen die Erdffnung der Knochenmarkshéhle
erreicht.  Mit einer heparinisierten 20 ml Spritze konnten durch Aspiration
Knochenmarksstammzellen gewonnen werden. Die Knochenmarksgewinnung wurde auf
beiden Seiten des Beckenkamms durchgefuihrt. AbschlieBend erfolgte die Wundversorgung
mittels resorbierbaren Faden sowie einer Braunovidonsalbenauftragung.

Nach der sterilen Gewinnung folgte unmittelbar darauf die Weiterverarbeitung und
Kultivierung. Hierfir wurden die entnommenen Zellen einem Proliferationsmedium, welches
sich aus DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium), 10% FBS (fétales Kalberserum), 1%
Penicillin/Streptomycin und 1% Hepes Puffer zusammensetzte, zugesetzt, indem die Zellen
in der Spritze durch eine 16 G Nadel in das Kulturmedium gepresst wurden. Dies diente dem

Losen der Zellen untereinander. Nach einer 5-minitigen Zentrifugation bei 1700 rpm konnte
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der Uberstand mittels Vakuumpumpe abgesaugt werden. Nach Zusatz von 25ul der zu
bestimmenden Zellsuspension, 100 ul Essigséure zur Erythrozytenlyse und 75 pl des oben
genannten Proliferationsmediums wurde die Zellzahl ermittelt. Zum Auszahlen der Zellen
kam eine Neubauerzahlkammer zum Einsatz. Unter einem Lichtmikroskop wurden die

vitalen Zellen der Zellsuspension ausgezahlt und mittels folgender Formel bestimmit:

-4
N=Z*X*V/10 ml

Dabei entsprach Z der gezahlten Zellzahl, X dem Verdiinnungsfaktor, V dem gesamten
-4

Volumen der Zellsuspension in ml und 10 ml dem Inhalt der Neubauerzahlkammer. Nach
5

dem Auszéhlen der Zellen wurden je 4*10 Zellen mit dem Zellkulturmedium versetzt und

2
zur weiteren Kaultivierung in eine 75cm Kulturflasche gebracht, welche darauthin im
Brutschrank weiter kultiviert wurden. Der erste Mediumwechsel wurde nach einer Woche

und anschlie3end zweimal wochentlich durchgefihrt.

2.2.4 Zellkultur der Meniskuszellen von New Zealand White Rabbits

Auch hierbei lag eine Einverstandniserklarung der Ethikkommision der Universitét
Regensburg vor. Eine Narkose wurde analog der Knochenmarkspunktion mit i.m.-Gabe von
Ketamin und Xylazin erzielt. Die Kaninchen wurden in Rickenlage positioniert und die
Kniegelenke des Kaninchens groRzlgig rasiert und desinfiziert. Nun erfolgte die sterile
Abdeckung eines Kniegelenks und dessen Erdffnung mit einem Skalpell. Unter sterilen
Bedingungen wurden der AuBen- und Innenmeniskus mobilisiert und entnommen und bis zur
weiteren Verarbeitung in RPMI-1640 Medium steril bei Raumtemperatur gelagert. Die
Meniskusgewinnung erfolgte im kontralateralen Kniegelenk analog. Nach der
Meniskusgewinnung wurden die Kaninchen mit einer letalen Dosis von 2 ml Pentobarbital

(Narcoren) i.v. eingeschlafert.

Zur weiteren Verarbeitung wurden die Menisken an einer Sterilbank von umliegendem
meniskusfremdem Material befreit. Mit einem 22er Skalpell wurden von drei der vier pro
Kaninchen gewonnenen Menisken durch einen L&ngsschnitt in einen inneren,
avaskularisierten Teil sowie in einen duBeren, vaskularisierten Teil geteilt. Nach der Trennung
wurden jeweils die drei avasluldaren Meniskusteile und die drei vaskuldren Meniskusteile

zusammengefugt und getrennt behandelt. Der verbliebene vierte Meniskus wurde nach
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Freipraparation von umliegendem Gewebe als Gesamtheit belassen und stellt somit die Zellen
der gemischtvaskul&ren Zone dar.

Die jeweils avaskularisierten, vaskularisierten und gemischtzelligen Meniskusstlicke wurden
mechanisch mit Skalpellen zerkleinert. Um das Schneiden kontrollierter durchzufthren und
einer Austrocknung vorzubeugen, wurde beim Zerkleinern einige Tropfen RPMI-1640

Medium dazugegeben.

Nun wurden die zu ca. 0,5 mm Durchmesser zerkleinerten Meniskusstlicke in ein 15ml-
Falcon mit darin enthaltener Andaulésung gebracht und diese auf einem Schuttler fiir 16
Stunden bei Raumtemperatur belassen.

Zum Entfernen der Andauldsung und des Zelldetritus wurde nach den 16 Stunden eine
Waschung und Aufbereitung durchgefiihrt. Hierzu wurde RPMI-1640 Medium in das Falcon
zugegeben, die Zellen anschlieRend durch eine funfminitige Zentrifugation bei 2000 rpm
von der Flussigkeit getrennt, welche unter sterilen Bedingungen mit einer Vakuumpumpe

abgesaugt wurde. Die jeweiligen Zellpellets wurden nun in 15 ml Proliferationsmedium

resuspendiert, in eine 75 cm2 Kulturflasche Gberfiihrt und eine Woche in einem Brutschrank
bei 37°C, 5%iger CO2-Séttigung sowie einer Wasserdampfsattigung kultiviert.

Der erste Mediumwechsel erfolgte nach einer Woche, anschlieBend zweimal wochentlich mit
15 ml RPMI-1640 Medium, 10% FBS (fotales Kalberserum), 1% Penicillin/Streptomycin und
1% Hepes Puffer.

2.2.5 Gewinnung der jeweiligen Zellart aus den Zellkulturflaschen

Nachdem die jeweiligen Zellen in den Zellkulturflaschen eine 80%-Konfluenz erreicht
hatten, konnten sie fiir den weiteren Gebrauch entnommen werden. Hierfiir wurde das in den
Zellkulturflaschen befindliche Proliferationsmedium unter sterilen Bedingungen mittels einer
Vakuumpumpe abgesaugt. Eine zusatzliche Waschung erfolgte durch sterile Zugabe und
Absaugung von Dulbecco’s PBS. Nun befanden sich in der Flasche nur noch die am Boden
adhérenten Zellen, welche sich durch eine Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA vom Boden
I6sten. Nach ca. 3 Minuten wurde die vollstandige Abldsung der Zellen durch Mikroskopie
kontrolliert. Das Trypsin wurde durch Hinzufigen wvon 5ml des jeweiligen

Proliferationsmediums inhibiert.
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Die nun in den jeweiligen Flaschen befindlichen 6ml Ldsung wurden mit Hilfe von
Eppendorfpipetten in ein 50ml Falcon Uberfuhrt. Durch ein 10-minutiges Zentrifugieren mit
1000 rpm konnten die Zellen durch Absaugen mit einer Vakuumpumpe von dem

Trypsin/Proliferationsmedium-Gemisch abgetrennt werden.

2.2.6 Auszahlen der abtrypsinierten Zellen

Bei Meniskuszellen erfolgte das Auszahlen der Zellen im Gegensatz zu mesenchymalen
Stammzellen, wie oben beschrieben, mittels des entsprechenden Proliferationsmediums. Die
abzentrifugierten Zellen wurden mit dem jeweiligen Proliferationsmedium versetzt. Die
Menge des zugefiihrten Proliferationsmediums, bei Meniskuszellen RPMI-1640 Medium mit
10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Hepes Puffer, bei MSC serumhaltiges
DMEM-LG (10% FBS) mit 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Hepes Puffer, errechnete
sich dadurch, dass pro abtrypsinierter konfluenter Zellkulturflasche eine Menge von 1 ml dem
50ml Eppendorf Falcon zugegeben wurde. Zur Auszéhlung der Meniskuszellen wurden 20pl
des resuspensierten Zell/Proliferationsmedium Gemisches zur Unterscheidung von vitalen
und avitalen Zellen mit 20ul Trypanblau vermischt und in die Neubauerzahlkammer gebracht.

Hier erfolgt das Auszéhlen der Zellen analog dem 0.g. mikroskopischen Auszéhlverfahren.

Waren nach dem Auszahlen zu wenig Zellen fur die Weiterverarbeitung vorhanden, konnten
die jeweiligen Zelllinien erneut einer Proliferationsphase zugefiihrt werden, bei der
wiederum 200000 Meniskuszellen bzw. 400000 mesenchymale Stammzellen pro

Zellkulturflasche ausgesat wurden.

2.2.7 Anlegen von Zellaggregaten

Fur die jeweiligen humanen und vom Kaninchen stammende Zellarten, also vaskulare,
avaskuldre und gemischtvaskuldre Meniskuszellen sowie die mesenchymalen Stammzellen,
wurden 3D-Kulturen hergestellt, welche im Folgenden Aggregate genannt werden. Hierbeli
bestand ein Aggregat aus Meniskuszellen aus 200000 Zellen, ein Aggregat mesenchymaler
Stammzellen aufgrund ihrer geringeren GrofRe aus 400000 Zellen. Nach Auszéhlen der
jeweiligen Zellarten der 50ml Falcons wurde den Falcons ca. 20 ml Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) Low Glucose zugegeben und bei 1000 rpm fur 10 Minuten
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zentrifugiert und schlieBlich der Uberstand mit der Vakuumpumpe abgesaugt. Nach
Auszdhlen der Zellen konnte die Anzahl der Aggregate berechnet werden. Pro Aggregat ist
ein Differenzierungsmedium von 300 pl vorgesehen. Das Differenzierungsmedium besteht
aus DMEM high-glucose-Medium, 1% Pyruvat, 1% ITS+3, 1% Dexamethason, 1%
Ascorbinsdure und 0,5% TGF-f1. Die Menge an zugegebenem Differenzierungsmedium
ergab sich aus der Anzahl der Aggregate, die aus der jeweiligen Zellzahl hergestellt werden
konnte. Das Differenzierungsmedium wurde den jeweiligen Zellen im Falcon zugegeben und
resuspendiert. Nun wurde jeweils 300 pl der Zellsuspension mittels einer Multipette in je ein
well der 96-well-V-Platte pipettiert. Die Platte wurde bei 2000 rpm fir 5 Minuten
zentrifugiert. Durch das Zentrifugieren bildeten sich Pellets am Boden der Vertiefungen der
96-well-Platte, die 300 ul Differenzierungsmedium verblieben. Das Differenzierungsmedium
wurde dreimal waochentlich gewechselt und das verbrauchte Medium flr einen spateren
VEGF-ELISA gesammelt und bei -80°C gelagert. An Tag 1,7,14 und 21 der 21-tdgigem
Differenzierungszeit  erfolgte  jeweils die Entnahme einiger  Aggregate  fur

immunhistochemische Farbungen.

2.2.8 Beimpfen der Gelatine-Hyaluronsaure-Kompositmatrices mit Zellen

Nachdem die Zellen in den Zellkulturflaschen eine 80%ige Konfluenz erreicht hatten, erfolgte
das Abtrypsinieren und Auszéhlen in oben beschriebender Methodik. Pro Matrix waren eine
Million Zellen vorgesehen. Die abzentrifugierten Zellpellets wurden in einer Zelldichte von 4
Mio. Zellen mit 100ul des Differenzierungsmediums resuspendiert. Das Beimpfen der
Matrices erfolgte unter sterilen Bedingungen mittels Pinzetten und einer selbst konstruierten
Kanulenvorrichtung, die auf die Eppendorf-Pipette montiert werden konnte. Nach der
Beimpfung der Matrices mit 25ul wurden diese in die zentral gelegenen wells einer 24-well-
Zellkulturschale gegeben. In die peripher gelegenen wells wurde Dulbecco’s PBS
hinzugegeben, um die Matrices vor einer Austrocknung zu schiitzen. Eine Adhésion der
Zellen erfolgte durch eine 90-mindtige Lagerung der Platten im Brutschrank. Hiernach
wurden die mit Zellen beladenen Matrices steril in neue 24-well-Zellkulturschalen tberfihrt
und zu jeder Matrix in einem well je 1 ml des Differenzierungsmediums gegeben. Der
Mediumwechsel erfolgte dreimal wochentlich. Das gewechselte Medium wurde fur ELISA-
Tests jeweils in der -80°C-Truhe gelagert. Um Auswirkungen einer Vordifferenzierung

nachzuweisen, wurden die Zell-Matrix-Konstrukte zwei unterschiedlichen Gruppen
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zugefihrt. Bei einem Teil wurde nur die Differenzierungszeit von drei Wochen durchgefiihrt.
Ein anderer Teil der Zell-Matrix-Konstrukte erhielt vor der eigentlichen dreiwdchigen
Differenzierung noch eine zweiwodchige Vordifferenzierung; hatte somit eine

Differenzierungszeit von funf Wochen.

Abb. 3.1 Gelatine-Hyaluronséure-Matrix in Aufsicht (Tissue Engineering mit mesenchymalen Stammzellen und
Hyaluronsaure-Gelatine Kompositmatrices zur Reparatur avaskulérer Meniskusl&sionen, Zellner, 2006)

2.2.9 Implantieren der zellbeladenen Matrices in Meniskusstanzdefekte des Kaninchens

Nach operativer Gewinnung von Menisken des Kaninchens wurden sowohl Auflen- als auch
Innenmeniskus radiar in 3 bzw. 2 Meniskussticke geteilt und jedem Bruchstiick ein
Meniskusdefekt mittels 2mm-Stanze zugefiigt. Der Defekt erstreckte sich sowohl in der rot-
weilBen als auch in der weilR-weilen Zone. Nun erfolgte die Gewichtsbestimmung der
einzelnen Meniskusstiicke mit jeweiligem Leerdefekt. Die zellbeladenen Matrices wurden
nun mit Pinzetten in den Defekt eingebracht. Hierbei unterschieden sich die Matrices in ihrer
Zellart und in ihrer Vordifferenzierungszeit. Eine Gruppe hatte eine Vordifferenzierung von 1
Tag, die andere von 2 Wochen, die letzte von 5 Wochen. Aul’erdem wurde eine Gruppe von
Meniskusringen mit Leerdefekt belassen und eine weitere Gruppe erhielt eine Leermatrix

implantiert, bevor sie der Differenzierungsphase zugeftuihrt wurden.

Diese hergestellten Meniskusstiicke wurden in eine 24-well-Zellkulturplatte Uberfuhrt und
einer dreiwdchigen Differenzierung zugefiihrt. Die Menge des Differenzierungsmediums
jedes einzelnen Kontrukts aus zellbeladener Matrix im Meniskusstanzdefekt orientierte sich
an dem zuvor jeweils bestimmten Gewicht des jeweiligen Meniskusbruchstickes mit
Leerdefekt. Der Mediumwechsel erfolgte dreimal woéchentlich. Das gewechselte Medium
wurde in der -80°C-Truhe fur spatere VEGF-ELISA-Tests gelagert. Eine histologische

Auswertung erfolgte am Ende der Differenzierungszeit.
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2.2.10 Beschichten der Objekttrager vor Aufbringen der histologischen Schnitte

Zur besseren Haftung der histologischen Schnitte wurden die Star-Frost-Objekttrager auf der
zu verwendeten Seite mit einer Gelatineldsung beschichtet. Diese Losung bestand aus VE-
Wasser aus einer Millipore Reinstwasseranlage, Gelatine from porcine Typ A, Chromalaun
und Glutaraldehyd. Zur Herstellung von 50 ml dieser Lésung wurden 49 ml VE-Wasser mit
0,759 Gelatine from porcine Typ A versetzt, wobei sich die Losung der Gelatine unter
leichtem Erwédrmen mit einem Gasbrenner beschleunigte. Des Weiteren wurden 1 ml VE-
Wasser mit 0,05g Chromalaun versetzt und der wieder auf Raumtemperatur abgekihlten
Losung zugefuhrt und gemischt. SchlieBlich wurden 125 pl Glutaraldehyd der Lésung

zugegeben.

Zur eigentlichen Beschichtung der Objekttrager wurden je 20 pl der hergestellten Gelatine-
Losung auf einen Star-Frost-Objekttrager gegeben und mithilfe eines zweiten Objekttrégers
verstrichen. Hierbei wurden die beiden Objekttrager mit ihren Objektseiten aneinandergelegt
und so lange verrieben, bis die gesamte Oberflache beider Trager mit der Losung benetzt war.
Zur Trocknung und Lagerung wurden die beiden Objekttrager in einer Objekttragerschatulle

eingelagert.

2.2.11 Objektgewinnung fur Histologie

Einige Zellaggregate und Zell-Matrix-Konstrukte wurden wéhrend ihrer Differenzierung
jeweils an den Differenzierungstagen 1,7,14 und 21 entnommen und fir die histologische
Weiterverarbeitung vorbereitet. Die hergestellten Meniskusringe wurden am Ende der
Differenzierungsphase nach 21 Tagen entnommen. Hierzu wurden die Zellaggregate bzw.
Zell-Matrix-Konstrukte bzw. Zell-Matrix-Konstrukte im Meniskusdefekt in ein Eppendorf-
Cup Uberfuhrt und von restlichem Differenzierungsmedium getrennt. Anschlieend wurden
die Objekte in Standardfixans (Paraformaldehyd) tberfuhrt. Das Standardfixans verblieb fir 1
h auf den Aggregaten, fur 2 h auf den Zell-Matrix-Konstrukten und fiir 4 h auf den Zell-
Matrix-Konstrukten im Meniskusdefekt. Eine Auswaschung des Standardfixans erfolgte
durch Absaugen und Uberfiihrung in Phosphatpuffer. Dieser wurde dann von 10%iger
Saccharoseldsung ersetzt, welche ebenfalls fiir 1 h verblieb. AnschlieRend wurde diese fir 1

h durch eine 20%ige LOsung ersetzt, die wiederum durch eine 30%ige Saccharoselésung
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ersetzt wurde. Nach Zugabe der 30%igen Saccharoseldsung wurden die Objekte bis zur
Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.

2.2.12 Aufbringen der Zellaggregate, Zell-Matrix-Konstrukte und Zell-Matrix-
Konstrukte im Meniskusdefekt auf Objekttrager fur histologische Auswertung

Die mit 30%iger Saccharose-Losung gelagerten Materialien wurden fir die weitere
histologische Verarbeitung mit Tissue-Tec versetzt. Hierzu wurden die Materialien mit einer
Mischung aus 200ul 30% Saccharose-Losung und 200ul Tissue-Tec fur mindestens 24h bei
4°C belassen. Eine Durchmischung der Materialien mit den 2 Substanzen erfolgte mit einer
Kanule. Diese Objekte wurden auf den Boden eines quaderformigen Metallgehduses gebracht,
ihre  Anordnung schematisch protokolliert und die Form mit Tissue-Tec aufgefulit.
AnschlieBend wurden diese Formen mitsamt dem Inhalt in Flussigstickstoff eingetaucht und
das vollstandige Einfrieren der Objekte im Tissue-Tec abgewartet. Nach Abtrennen des

Metallgehduses wurden die erhaltenen Blocke bei -80°C eingelagert.

Von diesen Blocken wurden Gefrierschnitte von 10-12 pm Dicke hergestellt, die auf

beschichtete Objekttrager aufgebracht und bei Raumtemperatur gelagert wurden.
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2.3 Analytik

2.3.1 Fotographie der Zellaggregate sowie der Zell-Matrix-Konstrukte im Meniskusring

nach Differenzierung

Vor der Einbettung in Tissue-Tec wurden von den Aggregaten und den Zell-Matrix-
Konstrukten im Meniskusring makroskopische Bilder zur Bewertung der Morphologie mittels

Fotodokumentation angefertigt.

2.3.2 DMMB (1,9-Dimethyl-Methylenblau)-Farbung

Die Rehydrierung der Objekttrdger sowie das Auswaschen des Tissue-Tec auf den
Objekttagern erfolgte durch Lagerung dieser in Aqua dest. fir 5 Minuten. Die Schnitte
wurden daraufhin fir 5-10 min. in 0,1% DMMB-L6sung eingelegt und gefarbt. Das
Auswaschen des tberschiissigen DMMB auf den Objekttrédgern erfolgte durch mehrmaliges
Eintauchen dieser in Aqua dest.. Der Wasserentzug erfolgte durch Eintauchen der
Obijekttrager in einer aufsteigenden Propanolreihe (96%, 100%) und abschlieRend in 100%
Xylol. Die Deckglaser wurden mithilfe von Depex auf die Objekttrager gebracht.

2.3.3 Immunhistochemische Kollagen I- und I1-Féarbung

Die Objekttrager wurden fir 10 Minuten in Waschpuffer rehydriert. Nach Entfernen des
Waschpuffers wurden die Schnitte fiir 30 Minuten mit einem Gemisch aus Phosphatpuffer,
H202 und Methanol versetzt, um die endogenen Peroxidasen zu blockieren. Nach
Auswaschen der Schnitte mit Waschpuffer wurden diese in eine Objekttragerhalterung

eingespannt.

Zur Entwirrung des Kollagens wurde eine Pepsinandauldsung fir 15 min auf die Objekttrager
gebracht. Nach einem erneuten Waschschritt wurde Blockingpuffer fur insgesamt 60 Minuten
auf den Objekttragern belassen, um an unspezifische Bindungsstellen zu binden. Nun wurden
die Primé&rantikorper gegen Kollagen I oder Kollagen 1l mit Blockingpuffer vermischt und
diese Losung auf die jeweiligen Objekttrager gegeben. Als Negativkontrolle diente das
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alleinige Aufbringen von Blockingpuffer. Die Objekttrdger in der Halterung wurden uber
mindestens 12 Stunden zur Inkubation der Primdrantikorper auf eine Wippe gestellt.

Nun erfolgte das dreimalige Waschen der Objekttrdger mit Waschpuffer. Der
Sekundarantikorper, Biotin-SP-conjugated Affine Pure Goat-anti-mouse, wurde in
Blockingpuffer gebracht und fur 60 Minuten auf die Tréger einschlieBlich der
Negativkontrollen zur Inkubation gegeben. Nach nochmals dreimaligem Waschen mit
Waschpuffer wurde die ABC-L6sung fir 90 Minuten auf die Objekttrdger gegeben. Nach
weiterem dreimaligem Waschen wurden die Objekttrager aus den Halterungen entnommen,
die Entwicklung erfolgte in DAB-L6sung und mit NiCo-Stammldsung als Verstarker. Die
Schnitte wurden nach der Entwicklung in Waschpuffer gesammelt und einer aufsteigenden
Alkoholreihe fur jeweils 5 Minuten zugefihrt. SchlieBlich wurden Deckgléser mithilfe von
Depex auf die Objekttrager gebracht.

2.3.4 Mikroskopie der Schnitte

Nach Reinigung der Objekttréger erfolgte die Mikroskopie der Schnitte mit einem Mikroskop
der Firma Leitz, die Fotodokumentation mit der Mikroskopkamera DMC2 der Firma

Polaroid.

2.3.5 VEGF-ELISA-Tests

Sowohl von den humanen als auch von den Kaninchenzellaggregaten, den Zell-Matrix-
Konstrukten, den Meniskusringen und den Zell-Matrix-Konstrukten in den Meniskusdefekten
wurden wahrend ihrer dreiwdchigen Differenzierungsphase im Rahmen des Mediumwechsels
das entnommene Differenzierungsmedium jeweils gesammelt und einem VEGF-ELISA-Test
zugefiihrt. Gemessen wurde das gesamte VEGF, ohne Unterteilung in dessen Isoformen.

Hierbei wurden die wells der 96-well-Zellkulturschalen mit jeweils 100ul Capture Antibody
befillt, mit Parafilm bedeckt und somit geschiitzt tber mindestens 12h bei Zimmertemperatur
belassen. Nun erfolgte die dreimalige Waschung mit dem VEGF-ELISA-Waschpuffer. Der
nachste Schritt beinhaltete die Beftillung der wells mit 300pl Reagent Diluent und Belassen
der Platte fir 60 Minuten. Nach Waschen der Platte folgte das Pipettieren der Standard-

Verdunnungsreihe. Aufgrund von méglichen Abweichungen wurden im Rahmen der ELISA-
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Tests 3 wells mit identischem Material befullt und fur die spatere Auswertung der Mittelwert
dieser 3 Messwerte verwendet. Bei den Meniskusdefekten erfolgte eine Zweifach-
Bestimmung. Nach der Standard-Verdinnungsreihe erfolgte das Pipettieren des jeweiligen
Differenzierungsmediums in ebenfalls verschiedenen Verdiunnungen. Es wurden dabei jeweils
100p! pro well verwendet. Die Platte wurde nun fur 2 h belassen, bevor sie wieder gewaschen
wurde. Vor der nachsten Waschung wurde fiir 2 h 100l Detection Antibody zugegeben.
AnschlieBend wurden fiir 20 Minuten 100l Streptavidin HRP in die wells gegeben und die
wells hierflr unter Lichtausschluss gelagert. Nach diesen 20 Minuten erfolgte der letzte
Waschgang. 100pl Gebrauchsldsung wurden pro well zugegeben und die Platte flr weitere ca.
20 Minuten unter Lichtausschluss belassen. Zuletzt erfolgte das Abstoppen der Reaktion

mittels Stop solution und die Auswertung der Platte am Genios-Photometer.

2.3.6 Auswertungen gefarbter humaner Zellaggregate und von VEGF-ELISA-Tests des

Differenzierungsmediums humaner Zellaggregate

Fur die humanen Zellen wurden von drei verschiedenen Probanden jeweils 20 Aggregate von

mesenchymalen Stammzellen angelegt.

Zudem wurden von drei anderen Probanden jeweils 20 Zellaggregate fur jeweils vaskulare

und avaskuldre Meniskuszellen angelegt.

Von weiteren drei Probanden wurden jeweils 20 Zellaggregate flr gemischtvaskulére

Meniskuszellen angelegt.

Wahrend der Differenzierungsphase wurden an den Tagen 1,7,14,21 jeweils drei Aggregate
eines jeden Ansatzes fur histologische Untersuchungen entnommen. Die verbliebenen acht
Aggregate dienten der Menge an Differenzierungsmedium fur die VEGF-ELISA sowie als
Ricklage bei Verlust. Die Zellaggregate wurden makroskopisch fotografiert, die Schnitte

anschlielend mit DMMB und immunhistochemisch fur Kollagen | und Il angefarbt.

Wahrend der 21-tdgigen Differenzierungsphase der humanen Zellaggregate wurde dreimal
wochentlich das Differenzierungsmedium gewechselt. Hierbei wurde das entnommene
Differenzierungsmedium eingelagert und einer VEGF-Bestimmung mittels ELISA zugefihrt.
Verwendet wurde jeweils das Medium, das drei Tage als Differenzierungsmedium der

Zellaggregate gedient hat. Die VEGF-ELISA-Tests wurden fir jeden Versuchsansatz getrennt
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durchgefuhrt. Die 300ul Differenzierungsmedien der einzelnen Aggregate eines Ansatzes
eines Probanden wurden am Entnahmetag zusammengefuhrt und die Auswertung erfolgte,
indem eine Dreifachbestimmung der jeweiligen Probe mittels VEGF-ELISA durchgefihrt
wurde. Die statistischen Auswertungen der gezeigten Schaubilder entstanden durch
Ermittlung der Mittelwerte und Standardabweichungen der drei Patienten am jeweiligen
Differenzierungstag.

2.3.7 Auswertungen gefarbter Kaninchenzellaggregate und von VEGF-ELISA-Tests des
Differenzierungsmediums der Kaninchenzellaggregate

Analog den humanen Aggregaten wurde auch bei den Kaninchenzellen von 3 verschiedenen
Kaninchen vaskulédre, avaskuldre und gemischtvaskulare Meniskuszellaggregate sowie
Aggregate aus mesenchymalen Stammzellen des jeweiligen Kaninchens angelegt. Hierbei
diente ein Kaninchen als Spender aller vier Zellarten. Erneut wurden ca. 20 Aggregate je
Zellart je Kaninchen hergestellt. Eine immunhistologische Untersuchung erfolgte auch hier
durch Entnahme von 3 Aggregaten jeder Zellart an den Tagen 1, 7, 14, 21. Das dreimal
wdchentlich gewechselte Differenzierungsmedium der Aggregate wurde in der -80°C Truhe
gelagert, fur die VEGF-ELISA-Tests wurde das Differenzierungsmedium verwendet, welches
drei Tage als Differenzierungsmedium diente. Die statistische Auswertung erfolgte ebenfalls

analog den humanen Zellaggregaten.

2.3.8 Auswertungen gefarbter Kaninchenzell-Matrixkonstrukte und von VEGF-ELISA-

Tests des Differenzierungsmediums der Kaninchenzell-Matrixkonstrukte

Die jeweils vier Zellarten von 3 unterschiedlichen Kaninchen wurden nach entsprechender
Proliferationsphase  in  Gelatine-Hyaluronsdurematrices  injiziert. Pro  Gelatine-
Hyaluronsaurematrix wurden 1 Million Zellen verwendet. Die Differenzierungszeit betrug
auch hier 3 Wochen. Eine Hélfte der Konstrukte bekam eine 2-wochige Vordifferenzierung
vor der eigentlichen 3-wdchigen Differenzierungszeit. Pro zellbesetzter Matrix wurde 1ml
Differenzierungsmedium zugesetzt, welches dreimal wochentlich gewechselt wurde. Fir die
VEGF-ELISA-Tests wurde auch hier das Differenzierungsmedium verwendet, welches fur

insgesamt drei Tage der Differenzierung diente. Es wurde in einer -80°C-Truhe bis zur
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weiteren Analyse eingelagert. Die statistische Auswertung erfolgte analog den
Zellaggregaten.

Am Ende der dreiwdchigen Differenzierung wurden sowohl Kaninchenzell-Matrixkonstrukte
ohne Vorkultur als auch Konstrukte mit 2-wdchiger Vorkultur einer histologischen
Untersuchung unterzogen. Eine histologische Auswertung an Tag 1 diente lediglich dem

Nachweis einer erfolgreichen Beimpfung und einer Beurteilung der Zellverteilung.

2.3.9 Auswertung gefarbter Meniskusdefekte alleine sowie mit zellfreien Gelatine-
Hyaluronsaure-Matrices und mit Kaninchenzellen beladene Gelatine-Hyaluronsaure-
Matrices und von VEGF-ELISA-Tests ihrer Differenzierungsmedien

In diesem Versuchsteil wurde das Zusammenspiel von Zell-Matrix-Konstrukten mit den
zuvor hergestellten Meniskusringen untersucht. Hierbei wurde die Integration der Zell-
Matrix-Konstrukte im Meniskusring, die Kollagen I- und Kollagen II-Bildung sowie die
Produktion von VEGF untersucht. Es wurden Meniskusringe, die nur einen Leerdefekt
enthielten, mit Meniskusringen mit zellfreier Matrix sowie Meniskusringe mit zellbesetzten
Matrices miteinander verglichen. Die Zellen der zellhaltigen Matrices unterteilten sich in
vaskulare, avaskuldare und gemsichtvaskuldare Meniskuszellen sowie in mesenchymale
Stammzellen. Die jeweiligen Zellen entstammten einem einzigen Kaninchen. Die
Meniskusringe mit zellbeladenen Matrices im Defekt wurden zudem noch in eine Gruppe der
zellbesetzten Matrices ohne Vorkultur, eine Gruppe mit einer zweiwdchigen Vorkultur sowie
eine  Gruppe mit flnfwochiger Vorkultur vor der eigentlichen dreiwéchigen
Differenzierungszeit im Meniskusdefekt unterteilt. Fur jede Gruppe wurden jeweils 5

Meniskusringe angelegt.

Das Differenzierungsmedium wurde dreimal wochentlich gewechselt. Das Medium, welches
drei Tage als Differenzierungsmedium diente, wurde fir die VEGF-Bestimmung mittels
ELISA verwendet. Im ELISA-Test erfolgte eine Zweifachbestimmung je Meniskusring und
Analysezeitpunkt, die statistische Auswertung erfolgte analog den o0.g. Methoden. Bei
Meniskusringen mit 5-Wochen Vorkultur wurde keine VEGF-Bestimmung durchgefihrt, hier
wurde speziell auf die Integration und Differenzierung geachtet. Histologische Auswertungen

wurden am Ende der Differenzierungszeit angestellt.
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2.3.10 Statistik

Die Daten werden grafisch durch Séaulendiagramme und gruppierte Sdulendiagramme
prasentiert. Zum Vergleich der Messzeitpunkte innerhalb der Gruppen wurde der nicht-
parametrische Friedman-Test durchgefihrt. Falls dieser signifikant war, wurden
anschlieBende post-hoc Paarvergleiche durchgefiihrt. Zum Vergleich der Gruppen
untereinander wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test verwendet. Auch hier
wurden bei einem signifikanten Ergebnis post-hoc Paarvergleiche durchgefiihrt. Als
Signifikanzniveau wurde fir alle Tests 5% festgelegt. Die Analysen wurden mit SPSS 24.0

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Humane Zellaggregate

3.1.1 Farbungen und VEGF-ELISA-Tests

Zellaggregate mit Zellen der vaskularen Zone

Makro DMMB Kollagen | Kollagen Il

Tag

Tag

Tag
14
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Tag
21

Abb. 3.1.1: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen humaner Zellaggregate der vaskuldren
Zone in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.

Die Zellaggregate der vaskuldaren Meniskuszellen zeigen im Verlauf ihrer Differenzierung
eine GroRenzunahme, die Differenzierung ist an Tag 14 angedeutet, an Tag 21 im gesamten
Zellaggregat fortgeschritten. Kollagen | wird ab dem siebten Differenzierungstag gebildet,

keine Kollagen 11-Bildung wéhrend des gesamten Differenzierungszeitraums.

VEGF Sekretion aus humanen Zellaggregaten aus
der vaskularisierten Zone des Meniskus
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Abb.3.1.2: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion humaner Zellaggregate aus der
vaskularisierten Zone des Meniskus zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das
Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Bei den Zellaggregaten der humanen, vaskuldren Zellen sieht man eine signifikante
Steigerung der VEGF-Konzentration zwischen den Tagen 4-7 auf die Tage 18-21 sowie von
den Tagen 11-14 auf die Tage 18-21.
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Zellaggregate mit Zellen der avaskularen Zone

Makro

Tag 1

Tag 7

Tag
14

Tag
21

DMMB

Kollagen |

Kollagen Il

Abb. 3.1.3: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen humaner Zellaggregate der avaskularen

Zone in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.
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Avaskulare humane Meniskuszellaggregate zeigten eine geringe Grofenzunahme im Laufe
ihrer Differenzierung. Eine Differenzierung in den DMMB-Farbungen ist ab Tag 21 zu
erkennen. Kollagen | wird im gesamten Differenzierungszeitraum stetig fortschreitend

gebildet, Kollagen Il nicht.

VEGF-Sekretion aus humanen Zellaggregaten
aus der avaskuldren Zone des Meniskus
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Abb. 3.1.4: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion humaner Zellaggregate aus der avaskuléren
Zone des Meniskus zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau
* betragt p<0,05.

Bei den avaskuldren Zellaggregaten zeigte sich eine tendenzielle, jedoch keine signifikante

Steigerung der VEGF-Konzentration im Laufe der Differenzierungsphase.
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Zellaggregate mit Zellen der gemischtvaskularen Zone

Makro

Tag 1

Tag 7

Tag
14

Tag
21

DMMB

Kollagen |

Kollagen Il

ADbb.3.1.5: Makroskopische

und mikroskopische Aufnahmen
gemischtvaskuldren Zone in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.
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Bei den gemischtvaskuldren Zellaggregaten waren eine Grofenzunahme und eine

Differenzierung ab Tag 14 zu erkennen. Kollagen | wird im gesamten
Differenzierungszeitraum  zunehmend  gebildet, Kollagen Il ab dem 14ten

Differenzierungstag.

VEGF-Sekretion aus humanen Zellaggregaten,
gemischt aus der vaskuldaren und avaskularen
Zone des Meniskus
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Abb. 3.1.6: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion humaner Zellaggregate, gemischt aus der
vaskuldren und avaskuldren Zone des Meniskus zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag
18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Bei den gemischtvaskuldren Zellaggregaten kam es zu einer signifikant abnehmenden
VEGF-Produktion zwischen den Tagen 4-7 und den Tagen 11-14 und zwischen den Tagen 4-
7 und 18-21 bei initial mehr Sekretion im Vergleich zu den Meniskuszellen aus dem

vaskuladren und avaskularen Bereich.
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Zellaggregate aus mesenchymalen Stammzellen

Makro

Tag 1

Tag 7
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14

Tag
21
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Kollagen |

Kollagen Il

Abb. 3.1.7: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen humaner mesenchymaler Zellaggregate

in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21
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Bei den Zellaggregaten der mesenchymalen Stammzellen war nur eine geringe

GroRenzunahme der Aggregate im Laufe der Differenzierung festzustellen. Eine
Differenzierung in der DMMB-Farbung war ab Tag 21 der Differenzierungsphase zu sehen.
Die Kollagen I-Produktion fand ab dem ersten Differenzierungstag zunehmend statt. Eine

Kollagen I1-Bildung war ab Tag 21 der Differenzierung nachzuweisen.

VEGF-Sekretion aus humanen Zellaggregaten
aus mesenchymalen Stammazellen
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Abb. 3.1.8: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion humaner Zellaggregate aus mesenchymalen
Stammzellen Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betréagt

p<0,05

Man beobachtete bei den Zellaggregaten der mesenchymalen Stammzellen eine signifikante
Abnahme der VEGF-Produktion zwischen den Tagen 4-7 und 11-14 sowie zwischen den
Tagen 4-7 und 18-21. Initial zeigt sich eine &hnlich hohe VEGF-Konzentration wie bei den

gemischtvaskuldren Meniskuszellaggregaten, tendenziell ein schnellerer Abfall.
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3.1.2 Zusammenfassung der humanen Zellaggregate

VEGF-Sekretion aus humanen Zellaggregaten
verschiedener Meniskuszellen und
mesenchymaler Stammzellen
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Abb. 3.1.9: Zusammenfassende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus humanen
Zellaggregaten verschiedener Meniskuszellen und mesenchymalen Stammzellen zu den
Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Zusammenfassend  lieB  sich  bei den vaskuldren und  gemischtvaskuldren
Meniskuszellaggregaten wahrend der Differenzierungszeit eine deutliche GréfRenzunahme der
Aggregate beobachten, bei avaskuldaren Meniskuszellaggregaten und mesenchymalen
Stammzellaggregaten eine geringe GrofRenzunahme und Differenzierung. Ein weiterer
Unterschied bei der Ausdifferenzierung zeigt die Kollagen I1-Bildung. Hier fand bei
vaskularen und avaskularisierten Meniskuszellenaggregaten keine Kollagen 11-Bildung statt,
bei den gemischtvaskularisierten und mesenchymalen Stammzellen jedoch eine Bildung

gegen Ende der Differenzierungszeit.

Die vaskuldren und avaskuldren Meniskuszellaggregate zeigten im Verlauf ihrer
Differenzierung einen Anstieg der VEGF-Produktion, die gemischtvaskuldren und
mesenchymalen Stammzellaggregate einen Abfall. Den htéchsten Ausgangswert der VEGF-
Produktion hatten die gemischtvaskuldren und die MSCs, jeweils signifikant erhoht
gegenuber den avaskuldren Meniskuszellaggregaten. Die héchste VEGF-Produktion am Ende
der Differenzierungszeit hatten die Vaskuldren, signifikant erhoht gegeniiber den anderen

Zellreihen.
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3.2 Kaninchenzellaggregate
3.2.1 Farbungen und VEGF-ELISA-Tests

Zellaggregate mit Zellen der vaskularen Zone

DMMB Kollagen | Kollagen Il
Tag
1
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Tag
21

Abb. 3.2.1: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen von Kaninchenzellaggregate der
vaskuldren Zone in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.

Bei den vaskularisierten Meniskuszellaggregaten sieht man eine deutliche GrélRenzunahme

wahrend der Differenzierungsphase. Eine chondrogene Differenzierung ist ab Tag 21
erkennbar. Bei der Kollagen-Bildung zeigt sich sowohl fur Typ I als auch fiir Il ab Tag 7 eine

Differenzierung.

VEGF-Sekretion aus Kaninchenzellaggregaten
von Meniskuszellen aus der vaskularisierten
Zone
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Abb. 3.2.2: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion von Kaninchenzellaggregaten wvon
Meniskuszellen aus der vaskularisierten Zone zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-
21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05

Vaskulare Zellaggregate zeigten einen signifikanten Abfall der VEGF-Sekretion tber den

Beobachtungszeitraum.
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Zellaggregate mit Zellen der avaskularen Zone
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Abb. 3.2.3: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen von Kaninchenzellaggregaten der
avaskularen Zone in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.
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Bei avaskuldren Meniskuszellaggregaten zeigt sich eine geringe GroRenzunahme. Eine

beginnende Differenzierung war ab Tag 7 der Differenzierungszeit zu verzeichnen. Die

Kollagen I- und II-Bildung war ab Tag 7 erkennbar.

22000

VEGF-Sekretion aus Kaninchenzellaggregaten
von Meniskuszellen aus der avaskuldren Zone
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Abb. 3.2.4: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion von Kaninchenzellaggregaten wvon
Meniskuszellen aus der avaskularisierten Zone zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-

21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Die VEGF-Produktion sank wahrend der Differenzierungszeit signifikant von Tag 7 auf 14

und von Tag 7 auf Tag 21.
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Zellaggregate mit Zellen der gemischtvaskularen Zone
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Abb. 3.2.5: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen von Kaninchenzellaggregaten der
gemischtvaskuldren Zone in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.
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Bei den gemischtvaskularisierten Meniskuszellaggregaten zeigte sich eine deutliche

Grolkenzunahme der Aggregate. Eine Differenzierung liel? sich ab Tag 7 nachweisen. Beide

Kollagentypen waren ab Tag 7 der Differenzierungsphase erkennbar.

VEGF-Sekretion aus Kaninchenzellaggregaten
von gemischten Meniskuszellen aus der
vaskularen und avaskularen Zone
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Abb. 3.2.6: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion von Kaninchenzellaggregaten von
gemischten Meniskuszellen aus der vaskuléren und avaskuldren Zone zu den Zeitintervallen Tag 4-7,
Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betrégt p<0,05.

Die VEGF-Produktion zeigte einen Abfall in der 3-wdchigen Differenzierung, signifikant von
den Tagen 4-7 auf 11-14 und von den Tagen 4-7 auf 18-21.
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Zellaggregate aus mesenchymalen Stammzellen
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Abb. 3.2.7: Makroskopische und mikroskopische Aufnahmen von mesenchymalen Stammzellen des
Kaninchens in jeweiliger Anfarbung zu den Differenzierungszeiten Tag 1,7,14 und 21.
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Mesenchymale Stammzellaggregaten weisen nur eine geringe GroRenzunahme wahrend der

Zeit der Differenzierung auf. Die Kollagen I-Bildung war ab Tag 1 zu erkennen, die Kollagen
I1-Bildung ab Tag 14.

VEGF-Sekretion aus Kaninchenzellaggregaten
aus mesenchymalen Stammzellen
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Abb. 3.2.8: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion von Kaninchenzellaggregaten aus
mesenchymalen Stammzellen zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das
Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Das VEGF wurde stetig geringer sezerniert, signifikant von Tag 7 auf 14 und von Tag 7 auf
Tag 21.
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3.2.2 Zusammenfassung der Kaninchenzellaggregate

VEGF-Sekretion aus Kaninchenzellaggregaten
verschiedener Meniskuszellen und

. mesenchymaler Stammzellen
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Abb. 3.2.9: Zusammenfassende  statistische = Auswertung der VEGF-Sekretion aus
Kaninchenzellaggregaten verschiedener Meniskuszellen und mesenchymaler Stammzellen zu den
Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Zusammenfassend lieRRen sich in Bezug auf die GroRenzunahme der Kaninchenzellaggregate
im Vergleich zu den humanen Zellaggregaten keine Unterschiede festmachen. VVaskularisierte
und gemischtvaskularisierte zeigten jeweils eine deutliche GréRenzunahme, wéhrend sie bei
den avaskuldren und mesenchymalen Stammzellaggregaten nur gering war. Bezlglich der
Kollagenbildung zeigten Kaninchenzellaggregate eine gesteigerte Synthese, wobei besonders

Kollagen Il in allen Zelllinien gebildet wurde.

Bei Kaninchenzellaggregaten fiel die VEGF-Produktion sowohl bei Meniskuszellen als auch
bei den mesenchymalen Stammzellen im Laufe des Differenzierungszeitraums ab. Zu jedem
Messzeitpunkt war die Menge an sezerniertem VEGF der verschiedenen Meniskuszellen
signifikant gegeniiber der MSCs erhoht. Bezlglich des Abfalls der VEGF-Konzentration tber
die Zeit sind die gemischten Meniskuszellaggregate und die Stammzellaggregate von Mensch
und Kaninchen vergleichbar.

Bei der Vergleichbarkeit zu den Zellen humanen Ursprungs kann das Kaninchen als
Zellquelle fir die Analyse der verschiedenen Zelllinien beziiglich der VEGF Produktion und
Sekretion Uber die Zeit verwendet werden, vor allem fir die gemischt vaskulér-avaskuldren

Meniskuszellen und fiir die MSCs.
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3.3 Zell-Matrix-Konstrukte von Kaninchenzellreihen

3.3.1 Farbungen und VEGF-ELISA-Tests

Matrix mit vaskularen Meniskuszellen ohne Vorkultur (Tag21)
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Abb. 3.3.1: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit Meniskuszellen aus
der vaskularen Zone in jeweiliger Anfarbung ohne Vorkultur.

Matrix mit vaskularen Meniskuszellen mit Vorkultur (Tag35)
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Abb. 3.3.2: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit Meniskuszellen aus
der vaskularen Zone in jeweiliger Anfarbung mit VVorkultur.

Bei den vaskuldren Meniskuszell-Matrix-Konstrukten war sowohl ohne als auch mit
Vorkultur eine Differenzierung der Matrices erkennbar. Ohne Vorkultur war besonders bei
den Kollagenbildungen nur im Randbereich der Matrices eine Bildung, mit VVorkultur in der

gesamten Matrix zu sehen.
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VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten
mit Meniskuszellen aus der vaskuldaren Zone
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Abb. 3.3.3: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten mit
Meniskuszellen aus der vaskuldren Zone ohne und mit Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag
11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.
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d11-14 dis-21
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Tendenziell zeigte sich in beiden Gruppen eine abfallende VEGF-Sekretion im Laufe der
Differenzierungszeit. Zell-Matrix-Konstrukte ohne Vorkultur zeigten tendenziell zu jedem

Zeitpunkt hohere Werte, signifikant an Tag 14.
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Matrix mit avaskularen Meniskuszellen ohne Vorkultur (Tag 21)
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Abb. 3.3.4: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit Meniskuszellen aus
der avaskuldren Zone in jeweiliger Anfarbung ohne Vorkultur.

Matrix mit avaskularen Meniskuszellen mit Vorkultur (Tag35)
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Abb. 3.3.5: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit Meniskuszellen aus
der avaskuldren Zone in jeweiliger Anfarbung mit VVorkultur.

Bei den avaskuldren Meniskuszell-Matrix-Konstrukten zeigte sich eine bessere
Differenzierung der Kollagenbildung, wenn die Matrices eine zweiwdchige Vorkultur vor der

eigentlichen dreiwdchigen Differenzierung erhielten.
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VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten
mit Meniskuszellen aus der avaskularen Zone
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Abb. 3.3.6: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten mit
Meniskuszellen aus der avaskularen Zone ohne und mit Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag
11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Die VEGF-Sekretion vermindert sich sowohl ohne als auch mit Vorkultur im Laufe der
Differenzierung. Eine signifikant hohere VEGF-Sekretion der Zell-Matrixkonstrukte ohne
Vorkultur als mit Vorkultur war zu allen Messpunkten nachweisbar.

Zudem war eine signifikante Reduktion der VEGF-Sekretion der avaskularen Meniskuszell-

Matrixkonstrukte ohne Vorkultur von Tag 7 auf Tag 21 erkennbar.

Matrix mit gemischtvaskularen Meniskuszellen ohne Vorkultur (Tag 21)

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.3.7: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit gemischten
Meniskuszellen aus der vaskuldren und avaskuldren Zone in jeweiliger Anfarbung ohne Vorkultur.
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Matrix mit gemischtvaskuldren Meniskuszellen mit Vorkultur (Tag 35)
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Abb. 3.3.8: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit gemischten
Meniskuszellen aus der vaskuldren und avaskuldaren Zone in jeweiliger Anfarbung mit Vorkultur.

Bei den gemischtvaskularen Zellen erkannte man ohne Vorkultur nur im Randbereich eine

Kollagenbildung, mit Vorkultur ist diese im gesamten Matrixbereich vorhanden.

VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten
mit gemischten Meniskuszellen aus der
vaskularen und avaskularen Zone
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Abb. 3.3.9: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten mit gemischten
Meniskuszellen aus der vaskuldren und avaskularen Zone ohne und mit Vorkultur zu den
Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

VEGF wurde im Verlauf abfallend gebildet, ohne Vorkultur wurde mehr produziert als mit

Vorkultur, ohne dass ein Signifikanzniveau erreicht wurde.
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Matrix mit mesenchymalen Stammzellen ohne VVorkultur (Tag 21)
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Abb. 3.3.10: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit mesenchymalen
Stammzellen in jeweiliger Anfarbung ohne Vorkultur.

Matrix mit mesenchymalen Stammzellen mit VVorkultur (Tag 35)
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Abb. 3.3.11: Mikroskopische Aufnahmen von Zell-Matrix-Konstrukten, besetzt mit mesenchymalen
Stammazellen in jeweiliger Anfarbung mit VVorkultur.

Die mit mesenchymalen Stammzellen besetzten Matrices wiesen keine einheitliche

Differenzierung auf. Die Kollagen I-Produktion war auch nach 2-wochiger Vorkultur nur
rudimentar entwickelt. Eine Kollagen II-Bildung konnte selbst nach 2-wdchiger

Vordifferenzierung nicht nachgewiesen werden.
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VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten
mit mesenchymalen Stammzellen
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Abb. 3.3.11: Statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten mit
mesenchymalen Stammzellen ohne und mit Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und
Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Die Produktion an VEGF sank im Laufe der Differenzierungszeit, signifikant mit Vorkultur
zwischen Tag 7 und 14 als auch zwischen Tag 7 und Tag 21. Ohne Vorkultur wurde mehr

VEGF sezerniert als mit VVorkultur, signifikant in den Zeitintervallen Tag 11-14 und Tag 18-
21.
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3.3.2 Zusammenfassung der Zell-Matrix-Konstrukte von Kaninchenzellreihen

VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-Konstrukten
mit verschiedenen Meniskuszellen bzw.
mesenchymalen Stammazellen (mit bzw. ohne

Vorkultur)
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Abb. 3.3.12: Zusammenfassende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus Zell-Matrix-
Konstrukten mit verschiedenen Meniskuszellen bzw. mesenchymalen Stammzellen ohne und mit
Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 4-7, Tag 11-14 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt
p<0,05.

Zusammenfassend wirkte sich eine Vorkultur der Zell-Matrix-Konstrukte positiv auf die
jeweilige Kollagenbildung aus. Wahrend bei den Meniskuszellaggregaten eine
Kollagenbildung beider untersuchten Typen in der gesamten Matrix nachweisbar war,
bildeten mesenchymale Stammzellkonstrukte kein Kollagen II; Kollagen | nur rudimentér
aus. Mesenchymale Stammzellaggreate alleine bildeten Kollagen |1, im Zusammenspiel mit

Matrices allerdings nicht.

Zell-Matrix-Konstrukte sowohl mit als auch ohne Vorkultur zeigten einen Abfall ihrer VEGF-

Produktion. Ohne Vorkultur war die VEGF-Produktion hoher als mit VVorkultur.

Ohne Vorkultur zeigten mesenchymale Stammzell-Matrix-Konstrukte im Vergleich zu
Meniskuszell-Matrix-Konstrukten tendenziell eine gesteigerte VEGF-Produktion.

Trotz der geringeren Zellzahl in einem Aggregat im Vergleich zu Zell-Matrixkonstrukten
zeigen Zellaggregate eine héhere VEGF-Sekretion in das Kulturmedium, vor allem initial als
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Zell-Matrix-Konstrukte entsprechender Zellquelle. Somit ist ein hemmender Einfluss der
Gelatine-Hyaluronsdaure Matrix auf die VEGF-Sekretion anzunehmen.
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3.4 Meniskusringe

3.4.1 Meniskusring mit Leerdefekt und Meniskusring mit Leermatrix im Leerdefekt

Makroskopische Aufnahmen eines Meniskusringes mit Leerdefekt und einer Leermatrix im
Leerdefekt nach dreiwdchiger Differenzierung:

Abb. 3.4.1.1: Makroskopische Aufnahmen. Links: Meniskusring mit Leerdefekt nach dreiwdchiger
Differenzierung. Rechts: Leermatrix im Leerdefekt des Meniskus nach dreiwochiger Differenzierung.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes mit Leerdefekt nach dreiwdchiger
Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.1.2: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes mit Leerdefekt nach dreiwdchiger
Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Der Leerdefekt im Meniskusring blieb wahrend der Differenzierungszeit leer ohne Hinweis
fir das Einwachsen von Zellen in den Defekt.
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Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes mit einer Leermatix im Leerdefekt nach
dreiwdchiger Differenzierung:
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Abb. 3.4.1.3: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes mit Leermatrix im Leerdefekt nach
dreiwochiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Die Leermatrices zeigten eine partielle Integration in den Meniskus. Die Kollagen Il -Bildung
in der Leermatrix war gegentiber der Kollagen I-Bildung deutlich gesteigert.

VEGF-Sekretion verschiedener
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Abb. 3.4.1.4: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus einem Meniskusring mit
Leerdefekt und einem Meniskusring, gefullt mit zellfreier Matrix zu den Zeitintervallen Tag 0-3, Tag
9-12 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

75




Ergebnisse

Meniskusgewebe zeigte per se eine VEGF-Sekretion Uber die Zeit. Diese erwies sich als
konstant wéhrend der gesamten Kulturphase. Die Gelatine-Hyaluronsdure-Matrix hatte keinen

Einfluss auf die VEGF-Sekretion aus dem Meniskusring.

3.4.2 Zell-Matrixbehandlung eines Meniskusdefektes in vitro
3.4.2.1 Zell-Matrix-Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskulédren Bereich

Makroskopische Bilder eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-Konstrukt

mit Meniskuszellen aus dem vaskularen Bereich ohne Vorkultur, mit zweiwdchiger und

mit funfwochiger Vorkultur, nach dreiwtchiger Differenzierung:

Abb. 3.4.2.1.1: Makroskopische Aufnahmen von Meniskusringen mit Zell-Matrix-Konstrukt mit
Meniskuszellen aus dem vaskuldren Bereich des Meniskus. Links: Ohne Vorkultur. Mitte: Mit
zweiwdchiger Vorkultur. Rechts: Mit flinfwochiger Vorkultur.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskuldaren Bereich ohne Vorkultur, nach

dreiwdchiger Differenzierung:
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Abb. 3.4.2.1.2: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskuldren Bereich ohne Vorkultur nach dreiwdchiger
Differenzierung in jeweiliger Farbung.
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Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskuldren Bereich mit zweiwdchiger
Vorkultur, nach dreiwtchiger Differenzierung:
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Abb. 3.4.2.1.3: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskuléren Bereich mit zweiwdchiger Vorkultur, nach
dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskularen Bereich mit finfwochiger Vorkultur,

nach dreiwdchiger Differenzierung:
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Abb. 3.4.2.1.4: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskuldren Bereich mit funfwoéchiger Vorkultur, nach
dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Die Zell-Matrix-Konstrukte der vaskuldren Zellen zeigten eine Zunahme von Kollagen I und

I Gber den Zeitraum der Kultivierung in der immunhistochemischen Féarbung. Je langer eine
Vorkultur dauerte, desto fortgeschrittener waren die Integration sowie die Differenzierung der

Zell-Matrix-Konstrukte im Meniskusring.
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VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen in vitro -
Meniskuszellen aus der vaskularisierten Zone

mit/ohne Vorkultur

E3
15000
% B Meniskusdefekt+vaskulares
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5000 - Meniskusdefekt+vaskulires
Meniskuszell-Matrix-Konstrukt
0 - mit Vorkultur
do-3 do-12 d18-21
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Abb. 3.4.2.1.5: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus einem Meniskusring,
gefullt mit Zell-Matrix-Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem vaskul&ren Bereich des Meniskus ohne
Vorkultur und mit zweiwdchiger Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 0-3, Tag 9-12 und Tag 18-21.
Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Ohne Vorkultur sah man eine abfallende VEGF-Produktion, signifikant zwischen Tag 3 und

Tag 21. Man erkannte mit und ohne Vorkultur zu jedem Messzeitpunkt keine groReren

Unterschiede bezlglich der VEGF-Produktion.
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3.4.2.2 Zell-Matrix-Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskularen Bereich

Makroskopische Bilder eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-Konstrukt

mit Meniskuszellen aus dem avaskularen Bereich ohne Vorkultur, mit zweiwdchiger

und mit funfwochiger Vorkultur, nach dreiwéchiger Differenzierung:

Abb. 3.4.2.2.1: Makroskopische Aufnahmen von Meniskusringen mit Zell-Matrix-Konstrukt mit
Meniskuszellen aus dem vaskuldren Bereich des Meniskus. Links: Ohne Vorkultur. Mitte: Mit
zweiwdchiger Vorkultur. Rechts: Mit flinfwochiger VVorkultur.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskuléren Bereich ohne Vorkultur, nach
dreiwdchiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.2.2: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskuldren Bereich ohne Vorkultur, nach dreiwdchiger
Differenzierung in jeweiliger Farbung.
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Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskularen Bereich mit zweiwdchiger

Vorkultur, nach dreiw6chiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.2.3: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskuldren Bereich mit zweiwdchiger Vorkultur, nach
dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskuldaren Bereich mit flanfwochiger

Vorkultur, nach dreiwochiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.2.4: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-

Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskuldren Bereich mit funfwochiger Vorkultur, nach
dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Zell-Matrix-Konstrukte der avaskuldren Zellen hatten eine Integration in dem Meniskusdefekt

mit Bildung der Kollagensubtypen I und Il. Die Differenzierung verbesserte sich mit der

Dauer der Vordifferenzierung.
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VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen in vitro -
Meniskuszellen aus der avaskuldren Zone
mit/ohne Vorkultur
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Abb. 3.4.2.2.5: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus einem Meniskusring,
gefiillt mit Zell-Matrix-Konstrukt mit Meniskuszellen aus dem avaskuldaren Bereich des Meniskus
ohne Vorkultur und mit zweiwdchiger Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 0-3, Tag 9-12 und Tag 18-
21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Avaskuldre Meniskuszell-Matrix Konstrukte in einem Meniskusdefekt zeigten ohne Vorkultur
eine signifikant abfallende VEGF-Sekretion Uber die Zeit. Initial war eine hohere VEGF
Freisetzung der Konstrukte ohne Vorkultur gegeniiber mit Vorkultur erkennbar, was jedoch

an den folgenden Zeitpunkten nicht mehr detektierbar war.
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3.4.2.3 Zell-Matrix-Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuléren und

avaskularen Bereich

Makroskopische Bilder eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-Konstrukt
mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldaren und avakuldren Bereich ohne

Vorkultur, mit zweiwoéchiger und mit fanfwochiger Vorkultur, nach dreiwdchiger

Differenzierung:

Abb. 3.4.2.3.1: Makroskopische Aufnahmen von Meniskusringen mit Zell-Matrix-Konstrukt mit
Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldren und avaskuldaren Bereich des Meniskus. Links: Ohne
Vorkultur. Mitte: Mit zweiwdchiger Vorkultur. Rechts: Mit funfwéchiger Vorkultur.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskularen und avaskularen Bereich

ohne Vorkultur, nach dreiwdchiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.3.2: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldren und avaskuldren Bereich ohne Vorkultur,
nach dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldren und avaskularen Bereich

mit zweiwd6chiger Vorkultur, nach dreiwdchiger Differenzierung:
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DMMB Kollagen | Kollagen Il

%%

K‘{

Abb. 3.4.2.3.3: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldren und avaskuléren Bereich mit
zweiwdchiger Vorkultur, nach dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen, gemsicht aus dem vaskularen und avaskularen Bereich

mit funfwochiger Vorkultur, nach dreiwdchiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.3.4: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldren und avaskuldren Bereich mit
finfwdochiger Vorkultur, nach dreiwdchiger Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Gemischtzellige Matrixkonstrukte wiesen eine Integration in den Meniskusdefekt auf und
zeigten abhangig der Vorkultur eine steigende Kollagen I- und I1-Produktion.
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18000

VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen in vitro -
Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskularen

avaskuldren Bereich mit/ohne Vorkultur
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Abb. 3.4.2.3.5: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus einem Meniskusring,
gefiillt mit Zell-Matrix-Konstrukt mit Meniskuszellen, gemischt aus dem vaskuldren und avaskularen
Bereich des Meniskus ohne Vorkultur und mit zweiwdchiger Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 0-

3, Tag 9-12 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betrégt p<0,05.

Die VEGF-Produktion zeigte ohne Vorkultur eine Abnahme Uber die Zeit, mit Vorkultur eine

leichte Zunahme. Insgesamt wurde ohne Vorkultur mehr VEGF Uber den Zeitraum

produziert.
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3.4.2.4 Zell-Matrix-Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen

Makroskopische Bilder eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-Konstrukt

mit mesenchymalen Stammzellen ohne Vorkultur, mit zweiwdchiger und mit

funfwoéchiger Vorkultur, nach dreiwdchiger Differenzierung:

Abb. 3.4.2.4.1: Makroskopische Aufnahmen von Meniskusringen mit Zell-Matrix-Konstrukt mit
mesenchymalen Stammzellen. Links: Ohne Vorkultur. Mitte: Mit zweiwdchiger Vorkultur. Rechts:
Mit flinfwochiger Vorkultur.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen ohne Vorkultur, nach dreiwdchiger

Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.4.2: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen ohne Vorkultur, nach dreiwéchiger Differenzierung in
jeweiliger Farbung.
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Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen mit zweiwd6chiger Vorkultur, nach

dreiwdchiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il
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Abb. 3.4.2.4.3: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen mit zweiwdchiger Vorkultur, nach dreiwdchiger
Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen mit flanfwochiger Vorkultur, nach

dreiwdchiger Differenzierung:

DMMB Kollagen | Kollagen Il

Abb. 3.4.2.4.4: Histologische Aufnahmen eines Meniskusringes, behandelt mit einem Zell-Matrix-
Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen mit finfwochiger Vorkultur, nach dreiwdchiger
Differenzierung in jeweiliger Farbung.

Mesenchymale Stammzell-Matrix-Konstrukte wiesen nach der Differenzierungszeit eine
Integration in den Defekt auf, die Qualitdt der Kollagen I- und Il-Produktion war positiv

abhangig von der Vordifferenzierungszeit.
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VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen in vitro -
mesenchymale Stammzellen mit/ohne
Vorkultur
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Abb. 3.4.2.4.5: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion aus einem Meniskusring,
gefullt mit Zell-Matrix-Konstrukt mit mesenchymalen Stammzellen ohne Vorkultur und mit
zweiwdchiger Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 0-3, Tag 9-12 und Tag 18-21. Das
Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Sowohl mit als auch ohne Vorkultur gab es eine Steigerung der VEGF-Produktion wéhrend

der Differenzierungszeit. Ohne Vorkultur wurde mehr VEGF produziert als mit VVorkultur.
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3.4.3 Zusammenfassung der Meniskusringe

VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen in vitro -
nicht vorkultivierte Zellen
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Konstrukt ohne Vorkultur
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Abb. 3.4.3.1: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen ohne Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 0-3, Tag 9-12 und Tag
18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.
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VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen in vitro -
vorkultivierte Zellen
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Abb. 3.4.3.2: Vergleichende statistische Auswertung der VEGF-Sekretion verschiedener
Meniskusstanzdefekt-Behandlungen mit zweiwdchiger Vorkultur zu den Zeitintervallen Tag 0-3, Tag
9-12 und Tag 18-21. Das Signifikanzniveau * betragt p<0,05.

Zusammenfassend zeigte sich immunhistochemisch bei allen Zelllinien-Matrix-Konstrukten
eine gute Integration der Matrix in die Meniskusringe. Die Kollagen I- und 1I-Bildung ist
direkt abhangig von der Dauer der Vordifferenzierung der Zell-Matrix-Konstrukte. Je langer
die Vordifferenzierung andauerte, desto besser waren die Integration und die
Kollagendifferenzierung im Meniskusring.

In den VEGF-ELISA-Tests zeigte sich, dass ein Meniskusring alleine, als auch mit einer
zellfreien Matrix, auf stabilem Niveau VEGF produziert.

Wiéhrend die nicht vorkultivierten Meniskuszellkonstrukte im Meniskusdefekt eher abfallende
VEGF-Sekretionen zeigten, waren vorkultivierte Konstrukte beztiglich der VEGF-Sekretion
stabil oder leicht ansteigend. Vor allem bei den vorkultivierten, gemischten Meniskuszell-
Matrixkonstrukten war die VEGF-Sekretion gegen Ende der Kultivierung héher als bei den
nicht vorkultivierten.

Bei den Stammzellen zeigten die vorkultivierten und nicht vorkultivierten Konstrukte

ansteigende VEGF-Werte Uber die Zeit. Die nicht vorkultivierten zeigten dabei hohere Werte.
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Alle nicht vorkultivierten Zelllinien wiesen im ersten Differenzierungsintervall signifikant
hohere VEGF Werte gegentiber dem leerbelassenen Meniskusdefekt auf.

Am Tag 18-21 zeigten die nicht vorkultivierten Stammzellkonstrukte signifikant héhere
Werte als der Leerdefekt und alle anderen zellfreien oder zellbeladenen Behandlungsformen.
Bei den vorkultivierten Gruppen wiesen gegen Ende der Beobachtung die
gemischtvaskularisierten Meniskuszell-Matrix-Konstrukte im Defekt die hochste VEGF-

Sekretion auf, signifikant mehr als der Leerdefekt und alle anderen Behandlungsformen.
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4. Diskussion

Aufgrund der entscheidenden Rolle der GefalRversorgung fur die Meniskusreparatur wurde in
der vorliegenden Arbeit der VEGF untersucht, welcher die GefaRversorgung stimuliert. Beli
humanen Meniskuszellaggregaten zeigten vaskuldre und avaskuldre Meniskuszellaggregate
eine Steigerung der VEGF-Sekretion wéhrend der Differenzierung. Dagegen nahm die
VEGF-Sekretion bei Aggregaten, gemischt aus vaskularen und avaskularen Meniskuszellen,
im Verlauf ab. Ein mdglicher Grund hierfiir kénnte eine intrinsische Gegenregulation sein,
wenn beide Zelllinien gemischt sind. Humane mesenchymale Stammzellaggregate zeigten
ahnliche Ergebnisse wie mesenchymale Stammzellaggregate des Kaninchens in Bezug auf die
VEGF-Sekretion uber die Zeit. Es konnte gezeigt werden, dass Kaninchenzellen, wenn auch
nur eingeschrénkt, reprasentativ flir humane Zellen fir die Analyse der verschiedenen
Zelllinien hinsichtlich der VEGF-Produktion und Sekretion Uber die Zeit verwendet werden
konnen. Gegen Ende der Kultivierungsphase schienen Meniskuszellen in beiden Modellen
tendenziell mehr VEGF zu produzieren als MSCs. Hierbei verhielten sich vor allem die
gemischtvaskularen Meniskuszellen sowie die mesenchymalen Stammzellen beider Spezies
ahnlich. Es wurden verschiedene Zellarten miteinander verglichen und dabei ein
Zusammenhang des unterschiedlichen Differenzierungsgrades im Laufe der chondrogenen
Differenzierung auf die VEGF-Produktion nachgewiesen.

Ebenfalls wurden Interaktionen der verwendeten Zellen mit einer Gelatine-
Hyaluronsaurematrix untersucht. Hierbei stellte sich eine negative Beeinflussung der Matrix
auf die VEGF-Produktion heraus. Das Biomaterial auf Gelatine-Hyaluronsaurebasis
reduzierte die VEGF-Sekretion tber die Zeit, obwohl mehr Zellen in einem Zell-Matrix-
Konstrukt enthalten waren als in einem Zellaggregat. Eine Frage ware, ob andere
Biomaterialien einen weniger negativen Einfluss auf die VEGF-Produktion héatten. Eine
Polyurethan-Matrix im klinischen Einsatz konnte eine starke Induktion von Vaskularisation in
die Meniskusspitze aufweisen [68]. Die Zell-Matrixkonstrukte ohne Vorkultivierung zeigten
konstant hohere VEGF-Sekretionswerte Uber die Zeit, so dass davon ausgegangen werden
muss, dass mit zunehmender chondrogener Differenzierung die VEGF-Produktion reduziert

wird und diese einen negativen Einfluss auf die Induktion von Angiogenese nimmt, wie
bereits in laboreigenen Versuchen festgestellt wurde [167]. Ein Meniskusring mit einem

Leerdefekt sowie mit einer Leermatrix produziert konstant VEGF. Angewandt bei der

Therapie eines Meniskusdefektes in vitro wiesen die Zell-Matrix-Konstrukte generell h6here
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VEGF-Sekretionswerte auf. Dies konnte einerseits seine Ursache darin haben, dass
Meniskusgewebe per se VEGF konstant sezerniert. Andererseits scheint das Meniskusgewebe
auch die Sekretion von VEGF uber die Zeit zu stabilisieren.

Bei den nicht vorkultivierten Stammzell-Matrixkonstrukten zeigten sich nach 21 Tagen
signifikant erhdhte VEGF-Sekretionswerte gegeniber den anderen Zellarten, wohingegen bei
den vorkultivierten Zellen die gemischt vaskuldr-avaskuldren Meniskuszellen signifikant
héhere VEGF Werte nach 21 Tagen im Medium zeigten. Meniskusgewebe scheint also
abhangig vom Differenzierungsgrad die Zunahme der VEGF-Sekretion bei Meniskuszellen
oder mesenchymalen Stammzellen zu induzieren.

Eine Integration der zellbesetzten Matrices in den Meniskusdefekt war ebenfalls bei
vorkultivierten zellbesetzten Matrices besser als bei nicht vorkultivierten. Trotz der
gesteigerten Integration zellbesetzter Matrices mit Vorkultur in einen Meniskusdefekt, war in
vorliegender Arbeit die VEGF-Produktion bei Zellmatrices mit einer Vorkultur jedoch auf
einem geringeren Niveau als ohne Vorkultur. In vivo konnten Zellner und Kollegen allerdings
einen Vorteil nicht-vorkultivierter mesenchymalen Kaninchenzell-Matrix-Konstrukten
gegenuiber Vorkultivierten nach einer Beobachtungszeit von drei Monaten ausmachen [167].
Die Vorteile, die in vivo ohne Vorkultur aufgezeigt werden konnten, kénnte in der initial
gesteigerten Menge des gebildeten VEGF liegen. Eine weitere Erklarung konnte die langere
Beobachtungszeit von drei Monaten sein. VEGF hat einen positiven Einfluss auf die
Genexpression von Kollagen | und Il [61]. Bei der Annahme einer stetigen Senkung der
VEGF-Produktion muss von einem Mitwirken weiterer Zytokine in vivo bei der
Defektheilung ausgegangen werden. Ein Nachteil der Vorkultivierung in vivo kénnte sein,
dass das Zell-Matrix-Konstrukt durch die Vorkultivierung die Fahigkeit zur Interaktion mit
nativen Meniskuszellen des Defektrandes verloren hat. Die hier in vitro nachgewiesene
geringere Menge der VEGF-Produktion mit Vorkultur kann eine verminderte Hemmung der
MMPs erklaren, was damit einen verminderten Abbau von Meniskusgewebe bedeutet und
somit eine Erklarung fiir die gesteigerte Integration mit VVorkultur darstellen wirde.

Die Angiogenese ist ein weiterer Grund fiir die Unterschiede zwischen in vitro und in vivo,
welche in den hier durchgefiihrten in vitro Versuchen nicht direkt untersucht wurde, sondern
lediglich das angiogenetische Milieu, welches in Bezug auf VEGF geschaffen wurde.
Ehrenreich untersuchte in seiner Arbeit die Geféalieinsprossung in mit vaskuléren, avaskuldren
Meniskuszellen und mit mesenchymalen Stammzellen besetzen Matrices anhand eines

Rickenmarkkammermodells. Hierbei zeigten vordiffererenzierte Zell-Matrixkonstrukte eine
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vermehrte Gefalleinsprossung gegentber Zell-Matrixkonstrukten ohne Vorkultur. AuBerdem
wiesen mesenchymale Stammzell-Matrixkonstrukte ein friiheres Einsprossen von Gefalien im
Gegensatz zu mit Meniskuszellen besetzten Matrices auf. Dies kdnnte vor allem mit der
stérkeren initialen Steigerung der VEGF-Sekretion der vorkultivierten Zell-Matrix-Konstrukte
im Gegensatz zu den nicht-vorkultivierten Konstrukten im Meniskusring zusammenhangen,
da der Uberwachungszeitraum in der Riickenkammer lediglich 14 Tage betrug.

Zudem zeigte sich bei vaskuldren Meniskusgewebestiicken eine  gesteigerte
GefaReinsprossung als bei avaskuldaren [101]. Eine mdgliche Erklarung hierfur kénnte die in
vorliegender  Arbeit  nachgewiesene  hohere  VEGF-Produktion von  vaskuldaren
Meniskuszellaggregaten im Vergleich zu avaskuléren sein.

Die vorherrschende Konzentration an VEGF scheint neben weiteren Interaktionen eine Rolle
bei der Defektheilung zu spielen. Zellner et al. fuhrten auf, dass ein unselektiertes Gemisch,
wie im platelet rich Plasma enthalten, nicht fur das Tissue Engineering geeignet ist [167]. In
vivo konnte bereits gezeigt werden, dass trotz einer erhdhten VEGF-Produktion in der
avaskuléren Zone des Meniskus, im Vergleich zur vaskularisierten Zone, eine vermindertere
Heilung des Defektes beobachtet werden konnte[102]. Eine weitere Hypothese kdnnte sein,
dass nur bestimmte VEGF-Isoformen fur die Defektheilung verantwortlich sind, deren
Bildung sich im Laufe der Differenzierung steigert, wahrenddessen die Produktion an
Gesamt-VEGF sinkt. Die Rolle von VEGF bei der Meniskusregeneration bleibt jedoch
ambivalent. Pufe et al mussten feststellen, dass ein VEGF beschichteter Faden im Rahmen
eines Meniskusregenerationsvesuchs die Meniskusheilung sogar negativ beeinflusste [114].
VEGF alleine kann keine Reparatur induzieren [178].

Ein zellgebundener Ansatz scheint hier erfolgversprechender:

Daten im eigenen Labor zeigten, dass eine Behandlung von kritischen avaskuléren
Meniskusdefekten im Tiermodell sowohl mit autologen Meniskuszellen als auch mit
mesenchymalen Stammzellen mdéglich ist.

In der hier vorliegenden Arbeit zeigten sich in den immunhistochemischen Untersuchungen
die Meniskuszellen, hierunter vor allem die vaskuldren Meniskuszellen, den mesenchymalen
Stammzellen in Bezug auf Integration und Differenzierung Uberlegen. Fir eine klinische
Anwendung jedoch wére die Verwendung von mesenchymalen Stammzellen, aufgrund einer
nur gering verminderten Integration in den Meniskusdefekt, gegenliber Meniskuszellen,

diesen vorzuziehen. Griinde hierfur sind folgende:
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Die Gewinnung von Meniskuszellen beim Menschen geht nur durch die Schaffung eines
weiteren Defektes und damit einer hohen donor-side-morbidity einher.

Unter diesen Gesichtspunkten ware eine geeignetere Zellquelle das Knochenmark. Eine
Knochenmarkspunktion weist eine geringere Entnahmemorbiditat auf. Die pluripotenten
Stammzellen werden bereits im Rahmen von Tissue Engineering am Bewegungsapparat an
z.B. Sehnen, Knochen und Gelenkknorpel verwendet und stellen einen vielversprechenden
Ansatz der Meniskusreparatur dar [36][37]. Bereits Ischimura et al. konnten 1997 bei diesen
Zellen eine Verbesserung der Heilung avaskuldrer Lasionen in Kombination mit einem
Fibrin-Clot im Gegensatz zu einem alleinigen Fibrin-Clot nachweisen [34]. Auch in vivo
wurde das Reparaturvermégen eines alleinigen Fibrin-Clots und eines Fibrin-Clots in
Kombination mit mesenchymalen Stammzellen verglichen. Beide Ansétze fuhrten zu keiner
entscheidenden Verbesserung. Ein Grund hierflir kdnnte sein, unter Berlcksichtigung der
mdoglichen Reparation in Kombination beider [34], dass der Fibrin-Clot nicht genligend

Schutz vor den intraartikularen Belastungen bietet.

Angele et al. konnten allerdings die Reparatur eines kombinierten vaskulér-avaskularen
Meniskusdefektes in der Pars intermedia des Meniskus durch die Implantation einer 14-tagig
vorkultivierten, mit vorgereinigten und bis zur Konfluenz angeziichteten mesenchymalen
Stammzellen besetzte Gelatine-Hyaluronsdurematrix nachweisen. Nach dreimonatiger in
vivo-Laufzeit zeigte sich hierbei eine Defektfiillung mit meniskusartigem Gewebe und guter
Integration dieses Gewebes in das umliegende Defektareal. In der Kontrollgruppe, bei der
lediglich eine zellfreie Gelatine-Hyaluronsédurematrix implantiert wurde, zeigte sich keine
Ausheilung [168].

Aufgrund des geringen Anteils von pluripotenten Knochenmarksstammzellen am
Knochenmark von 0,01% bis 0,001%, ist auch bei Verwendung der mesenchymalen
Stammzellen ein zweizeitiges Vorgehen notwendig. Zum Erreichen einer ausreichenden
Zellzahl ist eine vorherige Isolation und anschlieBende Implantation der gereinigten
pluripotenten mesenchymalen Stammzellen bei der Behandlung von Meniskusldsionen
anzustreben [35]. Vorteile der mesenchymalen Stammzellen zur Meniskusreparatur sind des
Weiteren die relativ einfache Gewinnung an mehreren Korperstellen, die ausreichende
Menge, die nicht zu erwartende Immunreaktion bei autologer Transplantation und die ethisch
vertretbare Durchfihrung. MSCs koénnen im Rahmen der Meniskusregeneration auf zwei
unterschiedliche Arten wirken. Einerseits konnen sie in die Regeneratzelle selbst

differenzieren, andererseits konnen sie auch bioaktive Substanzen sezernieren [117]. MSCs
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produzieren dabei auch VEGF [118]. In einem kontrollierten Stammzell-gebundenen Ansatz
scheint eine regulierte VEGF-Sekretion aus Stammzell-Matrix Konstrukt wahrscheinlich.
Eine zukunftige Behandlung eines Meniskusdefektes im Rahmen von Tissue Engineering

kdnnte folgendermalen aussehen:

Dem am Meniskus verletzten Patienten wird Knochenmark am Beckenkamm entnommen.
Die punktierten Zellen werden gereinigt, kultiviert, amplifiziert, in eine Matrix berfuhrt und
diese einer Differenzierung zugefuhrt. Dieses Zell-Matrix-Konstrukt wird nach Beendigung
der Differenzierung arthroskopisch nach Anfrischen der Defektrander in den Defekt

eingebracht.

Weitere Forschungsideen zur Verbesserung der Matrices sollten im Hinblick auf ein
leichteres operatives Handling in der Stabilisierung der Matrices liegen, ohne dass die

gesteigerte Stabilitdt eine Degeneration des Knorpels hervorruft.

Ein weiterer Schritt zur Verbesserung der Integration des Zell-Matrix-Konstruktes in den
Meniskusdefekt konnte in vivo, neben dem Verzicht einer Vorkultur, die Forderung von
Angiogenese-fordernden Substanzen wie z.B. VEGF sein [102][172][114][54][111]. Ob nun
die eingebrachten Zellen selbst als Reparaturzellen fungieren oder ob die von ihnen
produzierten chondrogenen Faktoren Reparaturzellen anlocken, ist noch nicht geklart. Hierzu
muissen noch weitere Untersuchungen in Bezug auf die verwendeten Zellen und die

benotigten Angiogenesefaktoren mit deren Kinetik zur Meniskusreparatur erfolgen.

Die vorliegende Arbeit zeigte Limitationen auf. Es handelt sich um ein komplexes
vielschichtiges multifaktorielles Modell. Zudem war aufgrund der eingeschrankten
Differenzierung der MSCs der Kaninchenzellen die zusétzliche Gabe von Wachstumsfaktoren

notig.

Die Meniskusreparatur ist komplex und es muss weiterhin untersucht werden, welche
angiogeneseférdernden und -hemmenden Substanzen wéhrend der in-vivo-Reparatur
vorherrschen, deren Effekt auf die Zellaktivitdten wie auch deren Interaktion mit der
extrazelluléaren Matrix. VEGF ist dabei nur ein Faktor.
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5. Zusammenfassung

Meniskuslasionen stellen besonders im avaskuldren Bereich ein schwer behandelbares
Problem dar. Trotz neuerer Methoden neben der urspriinglichen arthroskopischen Entfernung
des geschadigten Meniskusteils fiihren diese allesamt zu praarthrotischen Deformitaten.

Um diese Deformitdten zu minimieren, sollte eine Ausheilung des Defektes angestrebt
werden, um damit Meniskusgewebe zu schonen. Die Etablierung des Tissue Engineering
bietet diese Mdglichkeiten. Friihere Arbeiten aus dem eigenen Labor konnten als geeignetes
Tréagermaterial fiir das Tissue Engineering die Gelatine-Hyaluronsaurematrices entwickelt

werden.

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit der Frage, welche Zellen die besten
Eigenschaften zur Differenzierung in der Matrix haben und sich im Zusammenspiel mit der
Matrix am besten in einen Meniskusdefekt integrieren. Parameter hierfiir waren der VEGF,
der mittels ELISA-Tests bestimmt wurde sowie immunhistochemische Untersuchungen auf
die im Meniskus vorherrschenden Kollagentypen | und II. Die untereinander verglichenen
Zellen waren Meniskuszellen aus der vaskuléren, aus der avaskuléren, aus der
gemischtvaskuldren Zone sowie mesenchymale Stammzellen. Alle Versuche wurden in vitro

durchgefiihrt.

Die ersten beiden Versuchsteile beschaftigten sich mit der Frage, ob sich Kaninchenzellen
analog zu Zellen humanen Ursprungs in Bezug auf oben genannte Parameter verhalten, so
dass die weiteren Versuche dieser Arbeit als reine tierexperimentelle Versuche fortgefihrt

werden konnten. Die Arbeit konnte diese Hypothese groRtenteils bestétigen.

Im dritten Versuchsteil wurden mit Kaninchenzellen verschiedenen Ursprungs aus dem
Meniskus sowie mit mesenchymalen Stammzellen des Kaninchens besetzte Matrices
untersucht. Diese Zell-Matrix-Konstrukte wurden zudem unterschieden in Bezug auf eine
Vorkultur. Eine Vorkultur zeigte verminderte Werte beziiglich der VEGF-Produktion, jedoch
eine gesteigerte Bildung der untersuchten Kollagentypen. Die Kollagen-Hyaluronsaurematrix
scheint einen hemmenden Effekt auf die VEGF-Bildung zu haben. Zu erwéhnen ist zudem,
dass mesenchymale Stammzellen im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien kein

Kollagen Il in der Matrix ausbildeten, mesenchymale Stammzellaggregate jedoch schon.
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Der vierte Versuchsteil beschéaftigte sich mit der Integration der Zell-Matrix-Konstrukte in
einen Meniskusdefekt. Die Integration der Zell-Matrix-Konstrukte sowie die Kollagen I- und
I1-Bildung war hierbei bei allen Zelllinien positiv abhéngig von einer Vorkultur. Ein
Meniskusring mit Leerdefekt sowie gefillt mit einer zellfreien Matrix produzierte auf
stabilem Niveau VEGF. Besetzt mit einem Zell-Matrix-Konstrukt produzierte ein
Meniskusring mehr VEGF als ein Meniskusring mit leerbelassenem Defekt. Im
Zusammenspiel mit einem Meniskusring wurden bei vorkultivierten Zell-Matrix-Konstrukten

niedrigere Werte der VEGF-Produktion als bei nicht vorkultivierten bestimmt.

Trotz der immunhistochemisch nachgewiesenen besseren Integration vorkultivierter Zell-
Matrix-Konstrukte in einen Meniskusdefekt zeigten vorkultivierte Zell-Matrix-Konstrukte
sowohl alleine als auch im Zusammenspiel mit einem Meniskusdefekt eine geringere VEGF-

Produktion im Vergleich zu nicht vorkultivierten Konstrukten.

VEGF ist ein Faktor unter vielen in der Defektheilung eines Meniskus. Weitere Forschung
muss neben dem Faktor VEGF andere Zytokine in der Behandlung avaskularer

Meniskuslasionen untersuchen.
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