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. Einleitung

Weltweit stellt die Arthrose die haufigste Gelenkerkrankung dar. Mehr als 10%
der Uber 65-Jahrigen weisen eine symptomatische Gonarthrose auf.

Die Bedeutung des Meniskus bei der Entstehung einer Gonarthrose ist lange
Zeit nicht erkannt worden, da die Menisken lediglich als ein entwicklungsge-
schichtlich funktionsloser Uberrest eines Muskels der unteren Extremitat be-
trachtet wurden. Infolgedessen erfolgte noch bis in die 70er Jahre des letzten
Jahrhunderts bei jeglicher Form von Meniskusrupturen die Meniskektomie, da
sich hierunter zunachst die Beschwerdefreiheit der Patienten mit kurzfristig ge-
ringen Rezidivraten erzielen liel3 (Jackson 1968). Dies anderte sich erst, als
Langzeitergebnisse nach Meniskektomien eine wesentlich erhohte Arthroserate
im operierten Kniegelenk offenbarten (Tapper et al., 1969). Seitdem wird ver-
sucht, den Meniskus durch mittlerweile minimal-invasive, arthroskopische Ein-
griffe nach Rupturen mdglichst vollstandig zu erhalten. Vermieden werden kann
eine Resektion meist jedoch lediglich im aul3eren, kapselnahen Drittel des Me-
niskus, wo die Heilungskapazitaten aufgrund der besseren Vaskularisierung
des Gewebes wesentlich gunstiger sind, wahrend die zentralen, avaskularen
Anteile nach Rupturen durch eine Resektion behandelt werden, da hier die en-
dogene Heilungsfahigkeit des Gewebes aufgrund der schlechteren Durchblu-
tung wesentlich eingeschrankt sind (Arnoczky et al., 1983). Infolge der Resekti-
on geht die chondroprotektive Eigenschaft der Menisken verloren und das Risi-
ko fUr spatere Knorpelschaden und die Entwicklung einer Gonarthrose wird
hierdurch beachtlich erhoht. Der Meniskusverlust ist dabei insbesondere flur
jungere Patienten, die aufgrund sportlicher Aktivitaten am haufigsten von Me-
niskusverletzungen betroffen sind, schwerwiegend.

Therapeutisch gibt es bei vollstandigem Verlust des Meniskus neben der allo-
genen Meniskustransplantation ebenfalls Bestrebungen, die Menisken durch
synthetisierte Implantate wie den Kollagemeniskus (Stone et al., 1997) zu er-
setzten. Das Tissue Engineering stellt eine weitere Alternative der Meniskuser-
satztherapien dar. Hierbei werden autologe Meniskuszellen nach einem Aufbe-

reitungsverfahren in Zellkultur expandiert und auf unterschiedliche Tragermate-



rialien gesetzt, die als Ersatz fur das Gewebsstroma dienen. Entscheidend fur
die Entwicklung des Tissue Engineering beim Meniskus wird neben adaquaten
biomechanischen Eigenschaften des Gewebes insbesondere die Zelldifferen-
zierung sein (Duda et al., 2000). Inwiefern sich Fibrochondrozyten nach der
Aussaat auf Tragermaterialien von ihren urspringlichen Zelltypus dedifferenzie-
ren ist schwierig abzugrenzen, da humane Meniskuszellen bisher in erster Linie
phanotypisch beschrieben worden sind und der Nachweis von Kollagenen vor-
wiegend durch histologische Gewebeuntersuchungen erfolgte. Ziel der vorlie-
genden Arbeit ist es, das Expressionsmuster von humanen Meniskuszellen um-
fassend zu analysieren und Fibrochondrozyten in Zellkultur auf Kollagene sowie

anabole und katabole Komponenten hin auf mMRNA-Ebene untersuchen.

1.1 Die Menisken

Das Kniegelenk des Menschen setzt sich zusammen aus dem unteren Ende
des Oberschenkelknochens, dem oberen Ende des Schienbeins, dem soge-
nannten Tibiaplateau, der Patella, den Seiten- und Kreuzbandern sowie den
beiden Menisken.

Die Menisken Ubernehmen mehrere Funktionen im Kniegelenk. Sie verbessern
die Kongruenz zwischen den konvexen Kondylen des Femurs und den leicht
konkaven Kondylen der Tibia. Durch die Vergrof3erung der Kontaktflache neh-
men sie bis zu 70 % der axialen Druckspannung auf, was eine bessere Vertei-
lung der Kompressionskraft im Kniegelenk zur Folge hat (Dienst et al., 2006).
Die Fixation der Menisken erfolgt Uber die Gelenkkapsel (Lig. meniscotibiale
und Lig. meniscofemorale) sowie Uber kurze straffe Bander ausgehend von
Vorderhorn und Hinterhorn, die in die Areae intercondylares anterior et posterior
der Tibia einstrahlen (Kohn et al., 1995). Das Hinterhorn des Aulenmeniskus
ist zusatzlich Uber das Lig. meniscofemorale anterius (Humphry) und das Lig.
meniscofemorale posterius (Wrisberg) mit dem medialen Femurkondylus ver-
bunden. Durch ihre Verbindungen mit der Tibia und dem Femur haben die Me-
nisken, insbesondere der Innenmeniskus, einen sekundar stabilisierenden Ef-

fekt auf das Kniegelenk (Dienst et al., 2006), insbesondere wahrend Extensi-



ons- und Flexionsbewegungen (Ghosh et al., 1987) und férdern ebenfalls die

Schmierung des Kniegelenks (Fithian et al., 1990).

Lig. patellae |

Bursa infrapatellaris profunda ~,
.

Lig. transversum ._
genus

Meniscus -
medialis

Lig. cruciatum -~
anierius
i Meniscus
lateralis

Lig. cruciatum posterius

Abbildung 1: Kniegelenk und Menisken von proximal nach Durchtrennung der Ge-
lenkkapsel und Kreuz- und Seitenbandern (aus Sobotta, Atlas der Anatomie des Men-
schen Band 2, 21. Auflage, Urban und Fischer, Miinchen 2000)

Die Menisken weisen einen Gesamtwassergehalt von ca. 75% auf, wahrend
die Kollagenfasern einen Anteil von ca. 20 % einnehmen. Daruber hinaus
kommen in geringeren Mengen weitere nicht - kollagene Matrixbestandteile vor
(Setton et al., 1999).

Die Menisken lassen sich bereits in der achten Woche der Embryonalentwick-
lung nachweisen und bestehen zunachst aus einer Ansammlung von
Fibroblasten ohne extrazellulare Matrix. Wahrend ihrer Entwicklung nimmt ihr
Anteil an Kollagen stetig zu (Arnoczky 1999). Wahrend in der Embryonalphase
die auliere Halfte des Meniskus gut mit Gefalden versorgt ist nimmt deren An-
zahl postnatal vom Zentrum zur Peripherie hin ab (Arnoczky et al., 1982). Nach
Abschluss der Wachstumsphase wird das periphere Drittel des Meniskus sowie
das umliegende Bindegewebe, das die Menisken mit der Gelenkkapsel verbin-

det, von dichten Kapillarnetzen versorgt, die aus der medialen und lateralen



Kniearterie gespeist werden (Arnoczky et al., 1982, Arnoczky et al., 1988).
Nach McDevitt und Webber (1990) entwickelt sich die avaskulare, zentrale Re-
gion im Meniskus zu einem aneuralen und alymphatischen Faserknorpel aus

Fibrochondrozyten, das von extrazellularer Matrix umgeben ist.

~ Lig. cruciatum anterius

~ A. media genus,
//-1. (R. anterior)

j,";\;,f A. media genus,
(R. posterior}
i
/2l — M. popliteus,
Y 'F‘."’ Tendo
I

A. inferior 7 |
medialis genus T I Lig. collaterale
A. poplitea’ | | fibulare
Lig. cruciatum posterius ! A, inferior lateralis genus

Abbildung 2: Arterielle Versorgung der Menisken (aus Sobotta, Atlas der Anatomie
des Menschen Band 2, 21. Auflage, Urban und Fischer, Minchen 2000).

Nach Messungen von Ghosh und Taylor (1987) vermindert sich die Gefaldver-
sorgung im lateralen Kapillarplexus bei einem Erwachsenen im vierten Le-
bensjahrzent auf unter 20% des gesamten Meniskus. Der Rickgang der Vasku-
larisierung im Meniskus wird durch den Druck erklart, der mit Beginn des auf-
rechten Gangs beim Menschen auf den Menisken im Kniegelenk lastet (Ar-
noczky et al., 1983, Clark et al., 1983)

1.1.2. Ultrastruktur und Biochemie des Meniskus

Der Meniskus lasst sich in zwei verschiedene Zonen einteilen: eine oberflachli-
che und eine tiefe Zone. In diesen beiden Zonen sind morphologisch zwei un-
terschiedliche Zelltypen zu beobachten. An der Oberflache befinden sich Zellen

in ovaler Form, die einige Fortsatze haben und wenig Cytoplasma besitzen,



wobei die Kern-Plasma-Relation stark zum Kern hin verschoben ist (Ghadially
et al., 1978). In der tiefen Zone befinden sich Zellen mit polygonaler Form, die
manchmal in Gruppen von zwei bis drei Zellen anzutreffen sind. Diese Zellen
besitzen auRerdem grolde Mengen an rauem endoplasmatischem Retikulum
(Ghadially et al.,1983), das auf eine hohe Proteinsynthese in diesen Zellen hin-
weist. Welchem Zelltyp diese Zellen jedoch genau angehoéren, ob Chondrozyten
oder Fibroblasten, ist lange Zeit kontrovers debattiert worden. Die Zellen weisen
Eigenschaften von beiden Zelltypen auf. Das Gewebe ist zwar fibros, aber die
Zellen ahneln aufgrund ihrer extrazellularen Matrix wiederum den Chondrozy-
ten. Um die Einzigartigkeit dieser Zellen zu beschreiben schlugen Webber und
andere 1985 den Terminus ,Fibrochondrozyten® vor.

Die Meniskuszellen sind umgeben von extrazellularer Matrix. In Bereichen mit
einer hohen Zelldichte sind ist der Anteil an Kollagenfasern niedrig und die Mat-
rix ist gepragt durch das Vorkommen von Elastin sowie von Matrix-
Glykoproteinen und Proteoglycanen (McDeuvitt et al., 1990).

Proteoglycane sind grol3e Proteine, die aufgrund ihrer hohen negativen Ladung
eine 50fache Menge an Wasser in Bezug zu ihrem eigenen Gewicht aufnehmen
konnen (Fithian et al., 1990). Mehrere kovalente Bindungsstellen ermoglichen
ihnen feste Zusammenschlusse mit Glycosaminglykan-Ketten (McDeuvitt et al.,
1990). Diese Ketten bestehen im Meniskus zum grof3en Teil aus Chondroitin-
Sulfat-Verbindungen, Dermatansulfat und Keratansulfat (Herwig et al., 1984),
deren Sulfat-Gruppen ebenfalls zur negativen Ladung der Proteoglycan-
Aggregate beitragen.

Eine andere Domane des Proteoglycans geht nicht-kovalente Bindungen mit
Hyaloronsaure ein, wobei sich mehrere Proteoglycan-Molekile an ein Hyalo-
ronsaure-Molekul anheften kdnnen (McDevitt et al., 1990). Mow und seine Ar-
beitskollegen fuhrten die grol3e Widerstandskraft des Meniskus gegenuber
Kompressionskraften auf die negativen Ladungen innerhalb der Proteoglycan-
Gruppen und der daraus resultierenden Abstol3ung der Gruppen untereinander
zuruick. Die daraus entstehende Steifheit der Molekile vermittelt gemeinsam mit

der hohen Wasserbindungskapazitat der Proteoglycane und den entstehenden



Reibungskraften mit Kollagenfasern im Meniskus ebenfalls den Widerstand ge-
gen Zug- und Scherkrafte (Mow et al., 1984).

Im Meniskus dominiert das Kollagen vom Typ | mit einem Anteil von ca. 98 %
am Gesamt-Kollagen (Eyre et al., 1975). Dieses bildet im Meniskus Faserbun-

del, die je nach Schicht unterschiedlich angeordnet sind (Aspden et al., 1985).

3

Abbildung 3: Struktur der Kollagenfasern im Meniskus (aus Petersen et al., 1998).
Oberflachliche Schicht bestehend aus einem Netzwerk feiner Fibrillen (1).
Zwischenschicht mit sich Gberkreuzenden, lamellenartigen Faserbtindeln (2).
Zirkuldre Anordnung von Kollagenfibrillenbindeln in der inneren und duferen Zirkum-
ferenz (3). Vereinzelt radiar ausgerichtete Kollagenfibrillen (Pfeilspitzen). Radiar ein-
gewachsenes, lockeres Bindegewebe aus der Gelenkkapsel an der Meniskusbasis
zwischen zirkular gruppierten Kollagenfibrillenblindeln (Pfeil).

Die Arbeitsgruppe von Aspden und seinen Kollegen zeigte, dass die Kollagen-
fasern nahe der Oberflache im Meniskus radial verlaufen und dort aufgrund ih-
rer Anordnung das Gewebe vor Langsrissen infolge von Kompressionskraften
schutzen, wahrend die Kollagen-Typ-I-Faserbundel im restlichen Meniskus,
insbesondere in den tieferen Schichten zirkular verlaufen. Hier vermitteln sie
eine hohe Dehnfestigkeit (Fithian et a., 1990). Aspden konnte anhand von Mo-

dellen aufzeigen, dass vertikal aufkommende Dricke im Meniskus in zirkulare



Krafte Uberfuhrt werden und auf diese Weise durch die ebenfalls zirkular verlau-

fenden Kollagenfasern aufgefangen werden (Aspden 1985).

1.2. Meniskusschaden

Meniskuserkrankungen sind sehr haufig und kommen als Degeneration oder als
akute Schadigung durch eine Verletzung vor.

Aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften und der geometrischen Struktur des

Gewebes unterliegen die Menisken Kompressions- und Scherkraften.

Der Meniskus wird zwar jedes Mal, wenn Gewicht auf das Kniegelenk verlagert
wird, zusammengepresst; aufgrund seiner keilférmigen Architektur wird er aber
von der Mitte der femoralen Condylen verschoben und unterliegt wegen der
anterioren und posterioren Befestigung an dem Tibiaplateau nur noch einer
Zugbelastung (lkeuchi et al., 1998).

Im Vergleich zum gestreckten Kniegelenk kommt es im gebeugten Kniegelenk
bei Winkeln zwischen 15° und 30° zu gréfReren Verschiebungen (Bylski-Austrow
et al., 1994). Erleidet der Meniskus einen Riss oder wird er ganzlich entfernt,
erhoht sich die Kraft, die auf das Tibiaplateau einwirkt. Hoshino und Wallace
konnten 1987 zeigen, dass diese Kraft maRig ansteigt, wenn der Meniskus ei-
nen Radialschnitt erleidet und das Meniskusgewebe im Kniegelenk belassen
wird. Eine erhebliche Steigerung tritt jedoch auf, wenn der Meniskus vollstandig
entfernt wird.

Es wurde bereits frUh nachgewiesen, dass Risse in der vaskularisierten Region
des Meniskus die Fahigkeit zu Selbstheilung besitzen, wahrend dies den Ris-
sen in den nicht vaskularisierten Regionen nicht gelingt. Auch konnte gezeigt
werden, dass Longitudinalrisse, die verheilt sind, die urspringliche mechani-
sche Funktion wiederherstellen, wahrend bei Radialrissen die mechanische
Funktion nicht erhalten bleibt, da die Kollagenstruktur unterbrochen wird (New-
man et al., 1989).



1.21. Degenerative Lasionen

Makroskopisch erscheint der degenerierte Meniskusanteil weich, aufgelockert,
graurot, murbe und eingerissen. Im histologischen Schnitt beobachtet man im
myxoid aufgelockerten Meniskusgewebe Nekrosefelder und pseudozystische
Hohlraume. Die Sudan-Farbung weist unregelmafig grol3e Herde einer
feintropfigen Verfettung auf, die, im Gegensatz zu einer rein traumatischen Me-
niskuslasion, auch den freien Rand betreffen. Bei alteren Lasionen treten auch
dystrophische Kalkablagerungen auf. Diese degenerativen Veranderungen
konnen primar vorhanden sein oder sekundar in einer alteren traumatischen
Meniskuslasion entstehen. Die als Querrisse, Lappenrisse oder auch komplexe
Risse unterteilten Formen von Lasionen sind mit alteren Patientengruppen as-
soziiert und folgen einem degenerativen Muster (Poehling et al., 1990). Der
Begriff der horizontalen Spaltlasion wurde zum ersten Mal von Smillie 1962 be-
nutzt, um eine degenerative Lasion in der horizontalen Ebene, meist in der
posterioren Halfte vom Meniskus, zu beschreiben. Er unterschied solche Risse
von akuten, traumatischen und longitudinalen Rissen, die vertikal oder schrag
verlaufen. Allerdings wurde auch in der Untersuchung von Noble und Hamblen
1975 gezeigt, dass die mikroskopische Degeneration bei fast allen untersuchten
Patienten, die alter als 40 Jahre alt waren, festzustellen war und im medialen

Meniskus in gleicher Haufigkeit vorkam wie im lateralen.

1.2.2. Traumatische Lasionen

Bei der traumatischen Meniskuslasion handelt es sich um eine mechanische
Zerreilung eines gesunden Meniskus infolge eines Unfalls. Dabei ist der me-
diale Meniskus etwa zehnmal haufiger betroffen als der laterale, da dieser mit
dem medialen Kollateralband verwachsen ist. Es kann ein vollstandiger oder
teilweiser Meniskusriss vorliegen oder noch haufiger ein Substanzriss beste-
hen, bei dem der Meniskus gespalten ist.

Als Meniskusspatschaden sieht man bei einer langer zurtckliegenden Menis-
kusverletzung einen umschriebenen Knochenschwund im Bereich der Lasion

sowie Zeichen der typischen unilokularen Arthrose mit Verschmalerung des



Gelenkspalts und Randauswulstung. Histologisch findet man in den ersten drei
Wochen Zellschadigungen und umschriebene Nekrosen sowie eine reaktive
Zellvermehrung mit Fibrinablagerungen im Bereich des zerfetzten Rissrandes.
Spater kommt es zu Vernarbung und dystrophischer Verfettung, wobei — im
Gegensatz zur primar degenerativen Meniskuslasion — der freie Meniskusrand
fettfrei bleibt.

1.3. Therapiemodglichkeiten

Die erste bedeutende Technik, die fur die Behandlung von Meniskusdefekten
angewandt wurde, war die Meniskektomie, die vollstandige Entfernung des Me-
niskus. Nach schlechten Langzeitergebnissen dieser Methode (Fowler, 1976)
wurde versucht, den Meniskus zu erhalten und die entstandenen Risse durch
diverse Verfahren wieder zusammenzuflgen. Als dritten Ansatz |asst sich das

Bestreben nennen, die Menisken teilweise oder vollstandig zu ersetzten.

1.3.1. Meniskektomie

Ursprunglich wurde dem Meniskus wenig Bedeutung fur den Erhalt der Kniege-
lenksfunktionen beigemessen, sodass dieser lediglich als ein funktionsloses
Rudiment der Beinmuskeln angesehen wurde. Diese Annahmen flihrten dazu,
dass bei jeglichen Komplikationen des Meniskus dieser vollstandig entfernt
wurde. Nach dem Entfernen des Meniskus andert sich die mechanische Funkti-
on des Kniegelenks, was zu einer erhdhten Belastung des Gelenkknorpels fihrt
(Krause et al., 1976). Mit der Zeit bildet sich hier neues Gewebe, um den Defekt
aufzufullen, das allerdings im Vergleich zum urspruanglichen Meniskus kleiner
und schmaler ist. Oft bilden sich als Ersatz Fibrinklumpen, die dann einwach-
senden Zellen als Gerust dienen. Auch zeigt die Zellverteilung innerhalb dieses
Gewebes Unterschiede zum Meniskus (Cooper et al., 1990). Die partielle Me-
niskektomie, das Entfernen von kleineren Anteilen des Meniskus, meistens aus
den nicht vaskularisierten Regionen, verursacht generell weniger Degeneratio-

nen im Gelenkknorpel als die vollstandige Meniskektomie. Die partielle Resekti-



on hat den Vorteil, dass der Grossteil der Kollagenstrukturen im Knie erhalten

bleibt und diese noch teilweise zur Schockabsorbtion fahig ist (Cox et al., 1975).

1.3.2. Meniskusrefixation

Nachdem man erkannt hatte, dass die Meniskektomie Degenerationen im Ge-
lenkknorpel hervorruft, wurde versucht, die Risse im Meniskus zu reparieren.
Hierbei kam eine Reihe von unterschiedlichen Methoden zum Einsatz.
Zunachst wurden die Risse genaht, spater kamen noch das Schweildverfahren
mit Hilfe von Laser, die Abrasionstherapie (Nakhostine et al., 1990), die Indukti-
on der Vaskularisierung im Meniskus (Fox et al., 1993) und die Fibrinversiege-
lung (Forman et al., 1995) hinzu. Nahte dienen dazu, das verletzte Gewebe so-
lange zusammenzuhalten, bis es verheilt. Die angewandten unterschiedlichen
Methoden sollen die Widerstandsfahigkeit des Gewebes an der Wundstelle op-
timieren. Die Abrasionstherapie raut das Gewebe um den Riss herum auf und
tragt nekrotisches Gewebe ab, was die Wundheilung ebenfalls unterstitzen

soll.

1.3.3. Meniskusersatz

Der vollstandige Ersatz des Meniskus durch natlrliches Meniskusgewebe oder
synthetisches Material stellt einen dritten Therapieansatz dar. Diese Methode
hat gegenuber den anderen den entscheidenden Vorteil, dass sie dazu fahig ist
sowohl degenerative Veranderungen im Meniskus zu reparieren als auch Me-
nisken mit Radial- oder anderen komplexen Rissen zu ersetzen. Obwohl die
Forschung nach Allografts extensiv betrieben wurde, wird ihre tatsachliche Ef-
fektivitat noch diskutiert (Messner, 1999). Trotz fehlender Langzeitdaten gibt es
einige vielversprechende Ergebnisse (Goble et al., 1999). Untersucht wurde
unter anderem die Wirkung von unterschiedlichen Konservierungs- und Befesti-
gungstechniken. Die vorlaufigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass es nach

einem Zeitraum von einem Jahr nach der Implantation zwischen der Cryokon-
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servierung und dem Tiefklhlverfahren keinen Unterschied gibt (Fabbriciani et
al., 1997).

Eine besondere Schwierigkeit beim Totalersatz des Meniskus besteht bei der
Befestigung des Gewebes am Tibiaplateau. Befestigungen am Knochen liefern
zwar mechanisch die besten Ergebnisse, sie stimulieren aber nicht die Bildung
und das Wachstum von naturlichem Gewebe.

Nach allogener Meniskustransplantation bei Patienten mit Kniegelenksbe-
schwerden nach Meniskektomie konnte in einer klinischen Studie mit 26 Patien-
ten in den ersten Monaten nach der Transplantation eine deutliche Regredienz
der subjektiven Beschwerden erreicht werden (Pasa et al., 2008).

Eine subjektive Besserung der Schmerzsymptomatik konnten auch von Lewin-
ski und Kollegen (2007) in einer Studie mit funf Patienten zwanzig Jahre nach
einer Meniskustransplantation ermitteln. Allerdings zeigten hier die radiologi-
schen Untersuchungen eine deutliche Progredienz der Knorpeldegeneration,
sodass die Frage nach der Effizienz der Meniskustransplantation noch nicht
abschlieend beantwortet werden kann.

Auch wurde versucht, den Meniskus durch Gewebe aus Sehnen zu ersetzen.
Sehnen haben den Vorteil, dass ihre Kollagenstruktur ahnlich aufgebaut ist wie
im Meniskus. Die Hoffnung, dass sich das Sehneninterponat bei Schafen nach
einiger Zeit in Fibrochondrozyten umwandelt und das Gelenk langfristig erhalten
bleibt hat sich jedoch nicht erflllt (Kohn et al., 1992). Ebenfalls lieferten weitere
Versuche mit autologem Fettgewebe bei Schafen lediglich kurzfristige Erfolge
(Kohn et al., 1997).

Durch die Entwicklung von Materialien wie Polytetrafluorethylen (PTFE) und
Dacron wurde ein synthetischer Ersatz fur den Meniskus gesucht. Obwohl
PTFE die besten Ergebnisse lieferte, war es mechanisch dem natirlichen Me-
niskusgewebe immer noch unterlegen (Messner und Gillquist, 1993). Bei neuer
entwickelten Materialien aus polymerem Gewebe wird ein Schwerpunkt auf gu-
te Resorptionseigenschaften und eine optimale Porengrdl3e gelegt, um das
Einwachsen von Fibrochondrozyten und die Bildung einer extrazellularen Matrix

zu ermoglichen (de Groot et al., 1997).
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Ebenfalls gibt es Bestrebungen, tierische Menisken durch diverse Gefrier- und
Inkubationsverfahren von Zellmaterial zu befreien und so ein biokompatibles
und biomechanisch funktionelles Gerust fur das Tissue Engineering mit huma-
nen Meniskuszellen zur Verfugung zu stellen (Stapleton et al., 2008).

Bei dem Kollagenmeniskusimplantat (CMI) handelt es sich um ein Gerlst aus
Kollagenfasern, das Uber ein komplexes Aufbereitungsverfahren aus der Achil-
lessehne von Rindern hergestellt wird. Nach ersten tierexperimentellen Unter-
suchungen (Stone et al., 1992) zeigte sich auch in klinischen Studien (Stone et
al., 1997, Rodkey et al., 1999), dass Zellen in das Netzwerk einwachsen und
das Implantat die Formation einer Kollagenmatrix unterstutzt. Nachdem auch
histologisch nachgewiesen wurde, dass das Implantat durch ein meniskusahnli-
ches Gewebe ersetzt wird, bleibt offen, ob dieses Gewebe nachhaltig ebenfalls
biomechanisch eine knorpelschutzende Funktion Ubernehmen wird (Pape et al.,
2006), da bei dem CMI lediglich ein inhomogenes Einwachsen der Zellen in
das primar zellfreie Kollagengerust erfolgte (Steinwachs et al., 2003).

In einer 2007 veroffentlichten prospektiven Studie mit acht Patienten konnten
Zaffagnini und seine Kollegen relativ gute klinische Ergebnisse sechs bis acht
Jahre nach Implantation des CMI nachweisen (Zaffagnini et al., 2007). Wahrend
die eine Halfte der Patienten seit der Implantation schmerzfrei war, gab die an-
dere Halfte der Patienten weiterhin persisitierende, geringradige Kniegelenks-
beschwerden an. In der MRT-Bildgebung konnte bei sechs Patienten keine
progrediente Knorpeldegeneration im Vergleich zu Voraufnahmen vor der Im-
plantation festgestellt werden, ebenfalls wurde keine Gelenkspaltverschmale-
rung registriert. Trotz einer bei ca. der Halfte der Patienten darstellbaren myxoi-
den Degeneration des CMI-Implantats werden die bisherigen klinischen Ergeb-

nisse als erfolgversprechend bewertet.

1.3.4. Tissue Engineering
Das Tissue engineering beim Meniskus ist ein relativ neues Forschungsgebiet.
Aufgrund der sehr eingeschrankten Regenerationsfahigkeit des Meniskus stellt

dieses Verfahren eine hoffnungsvolle Alternative zu den bisher Ublichen Ersatz-
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therapien dar. Beim Tissue engineering werden kleine Gewebeproben in vitro
mit Hilfe diverser Verfahren expandiert und als Ersatz flrr verschiedene, nicht
regenerationsfahige Gewebearten eingesetzt. Dabei kdonnen sowohl allogene
als auch autologe Zellen verwendet werden.

Die Vermehrung der Zellen erfolgt nach einem entsprechenden Aufbereitungs-
verfahren des gewonnenen Gewebes in Kulturflaschen mit Nahrmedien.

Nach der Zellexpansion werden die Zellen auf Tragermaterialien gesetzt, die als
Ersatz fur das Gewebsstroma und die extrazellulare Matrix dienen. Fur die in-
vitro-Entwicklung eines differenzierten Phanotyps mussen die verwendeten
Biomaterialien in ihren entscheidenden Eigenschaften dem urspringlichen Ge-
webe moglichst ahnlich sein, um eine optimale Differenzierung der Zellen wah-
rend ihrer dreidimensionalen Ausbreitung zu erreichen (Sittinger et al., 1996).
Im Rahmen des Tissue engineering beim Meniskus wurde bisher mit Zellen
unterschiedlicher Herkunft wie mesenchymalen Stammzellen und synovialen
Fibroblasten sowie auch mit Meniskuszellen gearbeitet (Arnoczky, 1999).

In vitro Untersuchungen mit Meniskuszellen belegen, dass diese unter dreidi-
mensionalen Kulturbedingungen ihren differenzierten Phanotyp ausbilden und
ebenfalls extrazellulare Matrix bilden kénnen (Webber 1990).

Maier und seine Arbeitskollegen (2007) konnten in einer umfangreichen Studie
mit Schafen die Menisken zunachst von Zellen befreien und so eine Matrix fur
die spater ausgesaten autologen Meniskuszellen zur Verfigung stellen. Die
folgenden histologischen Untersuchungen dokumentierten ein relativ homoge-
nes Einwachsen der Zellen in das Gerust. In biomechanischen Belastungstests
bewies der Meniskusersatz ebenfalls hohe Widerstandsfahigkeit.

Ausgehend von dieser Untersuchung sind kunftig auch analoge Anwendungen
am humanen Meniskus vorstellbar.

Entscheidend fur die Entwicklung des Tissue engineering beim Meniskus wer-
den neben moglicher Zelltoxizitat, adaquaten biomechanischen Eigenschaften
und immunologischer Kompatibilitat insbesondere die Zelldifferenzierung und
die Produktion extrazellularer Matrix sein (Duda et al., 2000).

Daruber hinaus weisen auch gerustfreie, mit sehr hoher Zelldichte expandierte

Mischkulturen aus Chondrozyten und Meniskuszellen neben einer robusten
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Struktur die Expression der Kollagene Typ-I und Typ-Il auf, sodass auch Me-
niskusersatzimplantate ohne Stlitzgewebe vorstellbar sind (Hoben et al., 2007).
Des Weiteren wurde auch der Einfluss von diversen Wachstumsfaktoren auf
das Zellwachstum bei Meniskuszellen untersucht (Arnoczky 1999, Ibarra et al.,
2000, Nakata et al., 2001, Sweigart et al., 2001, Pangborn et al., 2005).

1.4. Aufgabenstellung der Arbeit

Bisher erfolgte die Charakterisierung von humanen Fibrochondrozyten primar
phanotypisch (Nakata et al., 2001). Eine genetische Charakterisierung von
Fibrochondrozyten wurde zwar vereinzelt sowohl bei humanen als auch bovi-
nen und porcinen Meniskuszellen beschrieben; eine umfassende Analyse des
Expressionsmusters von humanen Fibrochondrozyten wurde bislang jedoch
nicht durchgefthrt. Dies hat uns dazu bewogen, humane Meniskuszellkulturen
zu etablieren und deren Expressionsmuster sowohl auf Kollagene als auch a-
nabole und katabole Komponenten hin zu analysieren. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sollen eine genauere Charakterisierung von humanen Fibrochondrozyten
liefern, um bei Untersuchungen zum Tissue engineering von Menisken, wie
zum Beispiel bei der Besiedelung von Tragermaterialien oder der Exposition
von Wachstumsfaktoren, eine Qualitatskontrolle der eingesetzten als auch nach

dem engineering erhaltenen Zellen zur Verfugung zu haben.
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Il. Material und Methoden

2.1. Material

211

Die Menisken wurden von Patienten der Orthopadischen Universitatsklinik Tu-

Gewebe

bingen gewonnen, die aufgrund einer Gonarthrose operativ mit einer Knietota-
lendoprothese (K-TEP) versorgt wurden.

Nach Aufklarung der Spender wurde die Versuchreihe durch die Ethikkommis-
sion genehmigt (Nr. 192/2003).

Die im Rahmen der Operationsvorbereitung durchgeflhrten Untersuchungen
auf virale Infektionen (Hepatitis, HIV) lieferten keine Hinweise auf eine akute

Infektion bei den Spendern.

Patientendaten
Die Identitat der Patienten wurde verschlusselt. Der Verschlisselungscode
setzt sich zusammen aus der Ziffer des Monats, an dem die Patienten operiert

wurden und ihren Initialen.

Tabelle 1: Patientendaten. Verschlisselungscode, Alter, Geschlecht, Diagnosen und
Begleitmedikation der Spender.

Patien- Alter Geschlecht Diagnosen Medikamente
tencode | (Jahre)
Gonarthrose li.
Knie-TEP re. Clexane
Osteoporose Voltaren
8AT 75 Weiblich Hypertonie Aspirin
Z.n. Radiojodtherapie Concor
Chronische Gastritis Pantozol
Coxarhtrose li.
Knie-TEP li.
7EG 70 Weiblich HUft-TEP re. Antihypertonikum
Gonarthrose li.
Arterielle Hypertonie
8EK 67 Weiblich Knie-TEP re. -
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Meniskusteilresektion re.
HUft-TEP Ii.
Schaftwechsel |i. Viani mite
8ER 71 Weiblich Gonarthrose |li.
Omebeta
Coxarthrose re.
Knie-TEP li.
6GF 8 Weiblich Coxarthrose re. Cl_agdlcat
5 eiblic Hybrid-HTEP bds. g merk
ethionin
8GM 63 Mannlich Knie-TEPIi. Vioxx
Varusgonarthrose li.
Schlittenprothese re.
6JB 50 Weiblich Gonarthrose re. -
Meniskusteilresektion re.
Knie-TEP bds.
Fibulaschaftfraktur li. Bronchoretard
8KB 77 Weiblich Aortensklerose Viani forte
Chron. Emphysembron- Allergospasmin
chitits
- Gonarthrose |li.
8LK 67 Weiblich Chronische Gastritis )
Knie-TEP re.
Hybrid-HTP li. Captopril
. Huftluxatio Urion
7MW 71 Mannlich Leistenhernien bds. Esidrix
Arterielle Hypertonie Norvasc
Sigmaresektion
Schlittenprothese
8RW 64 Weiblich Gonarthrose bds. -
M. Parkinson

2.1.2. Chemikalien, Reagenzien und Medien
5-Br-4-ClI-3-Indolyl-R-Galactosid

Acrylamid
Agarose

Agarose
Aktivkohle
Amoniumpersulfat

Ampholine

Antimykotikum Fungizone

Aqua dest.

Basenpaarmarker

( Fa. Peqglab, Erlangen, BRD )

( Fa. Serena)
( Fa. Seakem)

( Fa. Sigma, St. Louis, USA)

( 2186, Merck, Darmstadt)

( Fa. Sigma, St. Louis, USA)

(pH 5-10; Fa. Pharmacia Biotech,

Erlangen)

( Amphoterizin B; Fa. Gibco, Karls-

ruhe, BRD )

( Universitatsapotheke)
( 100 bp DNA Ladder; Gibco, Rock-

ville, USA )
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Beta-Mercaptoethanol
Bis- Acrylamid

Bovine serum albumin

Collagenase
DAKO-Kit

Diethylpyrocarbonat
Desinfektionslosung Antifect
Desinfektionslésung Barrycidal
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

DNA- Synthese- Kit

DNA- Verdau

EDTA- Natrium

Eisenzyanid
Ethidiumbromid

Filterpapier
Formaldehyd

Fetales Kalberserum

Glutaraldehyd
Glycerin
Phosphorsaure

Harnstoff

Hydroph. Scintilations Lsg.
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( Fa. Biorad, Munchen, BRD )

( Fa. Serena)

( Albumin Bovine, Nr. A-2153, Sig-
ma, Deisenhofen )

(Typ 11; Fa. Sigma, St. Louis, USA)
(LSAB2 System Alkaline Phosphata-
se, Fa. DAKO)

(Nr D-5758, Sigma)

(Fa. Schilke & M., Norsstedt, BRD )
(Fa. Schroder, Stuttgart, BRD )

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

(Adv. RT-for- PCR Kit; Fa. Clontech,
Palo Alto, USA)

( Rnase- free DnaseSet; Quiagen,
Hilden, BRD )

(Titriplex 11l z.A., Cat. Nr: 108418,
Merck, Darmstadt)

( Fa. Sigma, St. Louis, USA )
(10mg/ml; Fa. Amersham, Braun-
schweig, BRD )

( 3mm; Fa. Whatman, Kent, UK )

( Fa. Fischer, Zurich, CH )

( Myoclone Super Plus FCS; Fa.
Gibco, Rockville, USA)

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

( Fa. Sigma, St. Louis, USA)

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

( 60,06 g/mol; Fa. Merck, Darmstadt,
BRD )

( Ultima Gold; Fa. Packard, Meriden,
USA)



Insulin- Transferrin- Selenium
Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol

Methanol

Nahrmedium

NaOH
Natriumchlorid
PBS- Puffer

PCR- Kit

Taq DNA Polymerase Kit

Penicillin/Streptomycin- Lsg.

Pepton
Phenylhydrazin
Rinderserumalbumin BSA

RNA- Extraktion

Tween-Losung
Tris- Base
Trypanblau 0,4%
Trypsin EDTA 1x

Vitamine

Zitronensaure
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( Fa. Gibco, Rockville, USA )

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

( Fa. Sigma, St. Louis, USA)
(Merck, Darmstadt)

( DMEM/F12 (1:1) Medium flUssig;
Fa. Gibco, Rockville,USA )

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

( Fa. Merck, Darmstadt, BRD )

( Dulbecco’s PBS W/O Ca%+/Mg?3+;
Fa. Gibco, Rockville, USA )

( AmpliTag DNA Polymerase; Fa.
Perkin EImer, Rodgun-Ingesheim,
BRD )

(Nr. 1647687, Bohringer, Mannheim)
( 10000E/10000ug/ml; Fa. Gibco,
Rockville, USA)

( Fa. Sigma, St. Louis, USA )

( Cat.No.:807250, Merck, Darmstadt)

( Albumin Bovine; Fa. Sigma, St.
Louis, USA)

( Rneasy Mini Kit; Fa. Quiagen, Hil-
den, BRD )

( Tween 20, Merck, Darmstadt )

( Fa. Sigma, St. Louis, USA)

( Fa. Sigma, St. Louis, USA )

( Fa. Gibco, Rockville, USA )

( Vitamins MEM Solution 100x; Fa.
Gibco, Rockville, USA)

( Fa. Sigma, St. Louis, USA )



2.1.3. Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Cups

Farbdiafilm

Glasflaschen

Handschuhe

Kulturflaschen

Pasteurpipetten
Petrischalen

Pipetten

Pipettenspitzen
Skalpelle
Spritzen

Sterilfilter

Tubes

2.1.4. Antikorper
ASO02 Antikorper

CD 11b Antikorper
Peroxidase-conjugated

(0,5 ml, 1,8 ml, Eppendorf, Hamburg)

( Kodak Ektachrome, 100 )

( unterschiedliche GréfRen, Schott, Mulitmed,
Kirchheim/Teck )

( Beiersdorf, Hamburg )

( 70 ml, 250 ml, Falcon fir Begasung, Greiner,

Nurtingen )
( 230 mm lang, Hilgenberg, Malsfeld )
( Greiner, Nurtingen )

( Sterile Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10ml, 25

ml, 50 ml, Greiner, Nurtingen )

( Biozym )

( Cutifix, Braun, Melsungen )

( 10 ml-Perfusorspritze, Braun, Melsungen )

( Millex GV 0,22 um, Milipore, Molsheim,
Frankreich )

( Millisart, 0,45 ym, Cat. No. 17598 K, Sartori-

us, Gottingen )
(15 ml, Sarstedt)

( Falcon 50 ml, Greiner, Nurtingen )

( Cat. No. DIA 110, 1 mg/mIDianova,
Hamburg )
( Cat. No. 30451 A, Pharmingen, USA )
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AffiniPure Goat Anti-Rabbit
IgG (H+L)
Peroxidase-conjugated
AffiniPure Goat Anti-Mouse
IgG+IgM (H+L)

2.1.5.
Absaugpumpe

Gerate

Analysenwage

Brutschrank

Gelkammer

Lichtmikroskop

PCR-Block

Photometer

Schittler
Sterilbank

Warmeplatte mit Magnetruhrer

Wasserbad
Zahlkammer

Zentrifugen

( Cat. No. 111-035-003, Dianova, Hamburg )

( Cat. No. 115-035-44, Dianova, Hamburg )

( Suc-O-Mat, Bachofer, Reutlingen )
( Elektronisch, Typ H 51, Sartorius, Goéttingen)

( Hereaus Co, Auto-zero, Hanau, Incubat, Me-

lag )
( Oncor)

( Leitz Flouvert, FS Mikroskop mit Leitz Vario-
Ortomat zur Photographie )

( UNO 11, Biometra, Géttingen )

( UV-Spectrophotometer V-530,Jasco, Grol3-
Umstadt )

( Ika MTS 4, Bachofer, Reutlingen
Gelair Laminar Air Flow, Klasse Il )

( IKAMAG RCT, Janke und Kunkel GmbH &
CoKG, Staufen )

( DT Hetotherm, Bachofer, Reutlingen )
( Neubauer Improved Bright Line, Assistent)

( Avanti 30 Zentrifuge, GPR Centrifuge,
Beckmann, Minchen )
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2.2. Methoden

2.21. Zellkulturmethoden

2.21.1. Allgemeines

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiuhrt. Die Inkubation
der Fibrochondrozyten fand im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, statt. Es
wurden nur sterile Materialien benutzt. Falls diese nicht steril geliefert werden
konnten bzw. keine sterilen Einwegartikel waren, wurden sie gereinigt, eingetu-
tet und von der Zentralsterilisation der Universitatsklinik Tubingen sterilisiert.

Unsterile Losungen wurden mittels Sterilfilter der PorengrofRe 0,22um filtriert.

2.21.2. Anlegen der Primarkultur von Fibrochondrozyten aus humanen
Meniskusbiopsaten
Das Meniskusgewebe wurde umgehend mit einer sterilen Pinzette aus dem
Originalgefald in eine Petrischale Uberfihrt und durch die Zugabe von einigen
Millilitern PBS das Austrocknen des Gewebes verhindert. Zunachst wurde die
Synovialis entfernt und verworfen. Danach wurde der Meniskus mit zwei Skal-
pellen breiartig zerkleinert, der Gewebebrei mit einer abgebrochenen 5ml Pipet-
te in PBS aufgenommen und in ein 50 ml Réhrchen Uberflhrt. Die Petrischale
wurde mehrmals mit PBS gespllt, sodass auf diese Weise das Gewebe voll-
standig aufgenommen werden konnte. Nun folgte der erste Waschgang. Dabei
wurde mit 1500U/min, sieben Minuten lang bei 4°C zentrifugiert und der Uber-
stand mit einer Pipette abgenommen. Danach wurde das Réhrchen erneut auf
40ml aufgefullt und es folgte der zweite Waschgang mit Zentrifugation und Ab-
nehmen des Uberstandes. Das Pellet wurde anschlieend in 5ml 0,4% Colla-
genase aufgenommen, kurz geschwenkt und im Wasserbad bei 37 °C inkubiert.
Bei den Versuchen wurde das Wachstum von Meniskuszellen verglichen, die
unterschiedlich lang mit Collagenase behandelt wurden. Die zerkleinerten Ge-

webeproben wurde fur jeweils zwei, vier, acht und zwanzig Stunden dem Ver-
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dau mit Collagenase ausgesetzt. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass
der Gewebebrei vollstandig mit der Losung bedeckt war. Nach der Inkubations-
zeit wurde das Pellet in 40 ml Medium (ohne FCS und ohne Zusatze) aufge-
nommen, kurz geschwenkt und erneut gewaschen. Dies wurde zwei Mal wie-
derholt.

Dann konnte das Pellet in entsprechender Menge Vollimedium aufgenommen
und ausgesat werden. Dazu wurden die Zellen in 6-Wellplatten bzw. 250ml-
Gewebekulturflaschen zur Anzucht tberfuhrt und im Brutschrank bei 37°C und
5% CO? inkubiert.

2.21.3. Aufbereitung des FCS

Das FCS wurde zum Auftauen in ein Wasserbad bei 37°C gelegt. Danach wur-
de die Temperatur des Wasserbades auf 56°C erhdéht und 30min lang inkubiert.
Nachdem zwei Messerspitzen Aktivkohle hinzugegeben wurden, kam die Fla-
sche mit FCS fur 30 min auf den Schuttler. AnschlieRend wurde steril filtriert.
Dabei wurden Filter mit dem Porendurchmesser 0,45um benutzt. Nun konnte

das FCS in 50 ml Réhrchen aliquotiert und bei -20°C gelagert werden.

2.21.4. Herstellung des Vollmediums

Zur Herstellung des FCS/ DMEM Vollmediums wurden zu 500 ml Dulbecco’s
MEM Nutrient Mix F12 Grundmedium 50 ml 10 % fetales Kalberserum (FCS),
12 ml Vitamine (Gibco), 6 ml Fungizone, 10 ml Penicillin/ Streptomycin (Gibco)
und 500 pl Insulin-Transferrin-Selenium hinzugegeben. Das verwendete fetale
Kalberserum (FCS) stammte bei allen Versuchen aus derselben Charge (Bio-
chrom, Berlin). Es wurde hitzeinaktiviert (56°C, 30min) und bei -20°C tiefgefro-
ren gelagert. Vor dem Ansetzen des Zellkulturmediums wurden die benétigten
Reagenzien bis auf das ITS und das DMEM Medium schonend einige Stunden

lang im Wasserbad aufgetaut.
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2.21.5. Mediumwechsel

Das Vollmedium wird je nach Zellart, Zellaktivitat und Zelldichte unterschiedlich
schnell verbraucht. Eine Abweichung des pH-Wertes auldert sich durch einen
Farbumschlag nach gelb (saurer Bereich) oder rot- violett (alkalischer Bereich).
Um dies zu verhindern wurde das Medium alle zwei bis drei Tage gewechselt,
sodass ein konstantes Milieu und gleiche Bedingungen fir alle Zellen gewahr-
leistet werden konnte.

Das Medium wurde im Wasserbad bei 37 °C vorgewarmt. Von den Kulturen
wurde unter der Sterilbank das alte Medium mittels einer Pasteurpipette und
einer Pumpe abgesaugt. In die 6-Wellplatten wurde pro Well 3,5 ml, in die 50ml-
Gewebekulturflaschen wurde 7 ml und in die 250 ml- Gewebekulturflaschen
wurden jeweils 14 ml frisches Vollmedium hinzugegeben.

Wichtig war es auch, wahrend des gesamten Vorgehens den Zellrasen nicht mit
der Pipette zu berUhren, da es hierdurch moglicherweise zu einem Ablosen der
Zellen und somit zu deren Schadigung kommen konnte.

Anschlieend kamen die Flaschen und Wells zur weiteren Inkubation erneut bei
37°C und 5% COyin den Brutschrank.

2.21.6. Subkultivierung der Zellen

Im Laufe der logarithmischen Wachstumsphase wurde die Flasche bzw. das
Well konfluent, d.h. es kam zur dichtest moéglichen Anordnung der adharenten
Zellen als Monolayer. Spatestens dann sollten die Zellen umgesetzt werden,
um eine moglichst schnelle Zellvermehrung zu erreichen. Bei Erreichen von
Konfluenz kommt es zur Kontaktinhibition des Zellwachstums. AuRerdem be-
steht bei einem vollstandig bewachsenen Zellrasen die Gefahr, dass sich die

Zellen komplett vom Flaschenboden ablésen und damit verloren gehen.
Vorgehen:

Das Medium wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Nun folgte der Wasch-
schritt mit PBS. Dabei wurden je 10 ml PBS pro Flasche/ 2 ml PBS pro Well
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hinzugegeben, die Flasche/ das Well geschwenkt, und das PBS wieder abge-
saugt. Dieser Waschschritt wurde zwei Mal wiederholt.

Dann wurden 7 ml/ 1,5 ml Trypsin EDTA hinzugefugt, welches man ca. 7 min
einwirken lie3. Fur diese Zeit kamen die Flaschen erneut in den Brutschrank.
Danach wurde das vollstandige Abldsen der Zellen vom Boden der Kulturfla-
schen/ Wells mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskopes Uberprift. Hiernach
wurde 3 ml/ 0,5 ml Vollmedium zugegeben, wodurch die Protease Trypsin blo-
ckiert wurde. Die Zellen wurden in ein 50 ml Réhrchen Uberfuhrt, bei
1500U/min, 7 min lang bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
In die neuen Flaschen/Wells wurden jeweils 10 ml/ 1,5 ml Vollmedium vorgelegt
und das Pellet in der entsprechenden Menge Vollmedium aufgenommen und in
die Flaschen/ Wells Uberfuhrt.

2.21.7. Zellzahlbestimmung

Grundbaustein fur die meisten Versuchsansatze ist die Aussaat einer definier-
ten optimalen Zellzahl. Die Bestimmung der Zellzahl kann man mit Hilfe eines
Hamozytometers (Neubauer- Zahlkammer) vorgenommen werden. Zuerst
musste die Zahlkammer mit 70%igem Ethanol gereinigt werden. Dann wurde
das leicht angefeuchtete Deckglas so auf die Zahlkammer gelegt, dass die so-
genannten Newton- Ringe sichtbar wurden. Danach wurde mit Hilfe einer Pipet-
te die gut durchmischte Zellsuspension in die Kammer eingefillt. Dann folgte
die Auszahlung von mindestens vier der neun Quadrate unter dem Mikroskop.
Jedes Quadrat besitzt eine Flache von 1mm?, was bei einer Tiefe der Zahl-
kammer von 0,1'mm ein Volumen von 0,1l ergibt. Durch Multiplikation des Mit-
telwertes der gezahlten Quadrate mit dem Faktor 10* erhalt man die Zellzahl/

ml in der Suspension.

2.21.8. Zellaussaat
Konfluente Primarkulturen wurden wie im vorherigen Kapitel beschrieben mit

Trypsin-EDTA vom Boden der Gewebekulturflaschen/ Wells abgeldst, mit fri-
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schem Vollmedium suspendiert und in einer Neubauer- Zahlkammer ausge-
zahlt.
Die fur die jeweiligen Versuche erforderlichen unterschiedlichen Zellkonzentra-

tionen konnten durch die Verdunnung mit Vollmedium hergestellt werden.

2.21.9. Zellaussaat fir Immunhistochemie

Sobald die Flaschen/ Wells konfluent waren, wurden die Zellen gepoolt. Ein Teil
davon — 6ml — wurde fur die Immunhistochemie verwendet. Die Aussaat erfolg-
te mit einer Eppendorf-Multipipette in sterile 24-Well- Kulturplatten. Es befanden
sich immer jeweils 50000 Zellen/ Well in 1 ml Vollmedium gelost.

2.2.2. Immunhistochemische Charakterisierung der Zellen

Um die Zellen als Fibrochondrozyten zu identifizieren, mussten die Kollagene-
Typ-l und -1l auf der Proteinebene nachgewiesen werden. Um ebenfalls eine
Kontamination mit unerwunschten Zelllinien wie z. B. Makrophagen auszu-
schlieffen wurde eine immunhistochemische Farbung zur Bestimmung des Zell-

typs durchgefihrt.

2.2.21. Prinzip der Inmunhistochemie

Zur Sichtbarmachung der spezifischen Antigene einer Zelle werden zwei Anti-
korper eingesetzt. Wahrend der primare Antikorper mit seinem F(ab), —
Fragment das Antigen erkennt und gebunden wird, bleibt sein Fc-Fragment frei.
Der sekundare Antikorper ist mit der Peroxidase gekoppelt und erkennt das Fc-
Fragment des primaren Antikorpers. Durch Substratzusatz kann nun der Ort

sichtbar gemacht werden, an dem sich das Antigen befindet.
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2.2.2.2. Protokoll der Immunhistochemie

Die Zellen wurden in 24-Well-Platten ausgesat und wuchsen uber Nacht an,
sodass eine subkonfluente Kultur zur Verfugung stand. Die Zellen wurden am
folgenden Tag zweimal mit PBS gewaschen und luftgetrocknet. Nach einer 10-
minutigen Fixierung der Zellen bei Raumtemperatur mit Formaldehyd wurden
sie fur finf Minuten bei -20 °C mit Ethanol erneut fixiert. Nach wiederholtem
zweimaligem Spulen mit PBS erfolgte zur Hemmung endogener Peroxidasen
die Inkubation mit 0,1 %igem Phenylhydrazin. Daraufhin wurden unspezifische
Antigenbindungsstellen durch die einstindige Inkubation mit 1 %igem BSA blo-
ckiert. Anschlie®end wurde der zellspezifische Primarantikérper auf die Wells
gegeben, wobei die Negativkontrollen ausgespart wurden. Inkubiert wurde Gber
Nacht bei 4°C.

Verwendet wurden Antikorper fur die Kollagene Typ-1 und -Il, beide in den Kon-
zentrationen 1: 50. Der Antikérper AS02 wurde in der Konzentration 1: 100 ein-
gesetzt. Er bindet an ein membranstandiges Protein auf humanen Zellen me-
senchymaler Herkunft, ohne jedoch auf Endothelzellen, Blutzellen oder an ext-
razellulare Matrix zu binden. Des Weiteren wurde der Antikérper CD11b, der mit
einem Adhasionsgylcoprotein der Zellmembran von Monozyten, Granulozyten,
Makrophagen und aktivierten Lymphozyten reagiert, verwendet.

Die folgenden Schritte der immunhistochemischen Farbung wurden am darauf
folgenden Tag mit dem Kit der Firma DAKO durchgefihrt.

Zuerst wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS-Puffer die ungebundenen
Antikorper herausgewaschen. Danach wurde mit einem zweiten Antikorper,
dem biotinylierten anti-mouse bei AS02 und CD11b und einem biotinylierten
anti-goat Immunglobulin bei Kollagen | weitergearbeitet. Fur Kollagen Il wurde
Streptavidin verwendet. Dieser wurde sparsam auf alle Zellen inklusive der Ne-
gativkontrollen gegeben, sodass gerade der Boden bedeckt war und bei 37° C
fur zwei Stunden inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Spulen mit PBS-
Tween und danach mit PBS- Puffer wurde mit Detektionsreagenzien - in unse-
rem Fall mit einem AEC-Kit weitergearbeitet. Dabei vermischte man den vorge-
gebenen Puffer, die AEC-Stammlésung und die Hydrogen-Peroxyd-Losung.

Nach Inkubation bei Raumtemperatur, in der Regel 10 bis 30 min, kam es zum
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Farbumschlag, der mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskopes beobachtet und

photographiert werden konnte.

223. RT-PCR

2.2.3.1. RNA-Extraktion

Die Versuche wurden mit dem Rneasy MiniKit der Firma Qiagen durchgefihrt.
Zunachst wurden die adharenten Zellen durch Zugabe von Trypsin vom Fla-
schenboden geldst und abzentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wur-
de das Pellet erneut in 1 ml PBS aufgenommen und in 1 ml Eppendorf Cups
Uberfihrt. Nun wurde das Pellet erneut abzentrifugiert, der Uberstand abge-
saugt und in 350 ul RLT-Puffer aufgenommen. Der Puffer enthielt neben Mer-
captoethanol auch Guanidiumthiocyanat (GITC), die neben der Zelllyse auch
die Inaktivierung der RNasen bewirkten, sodass intakte RNA isoliert werden
konnte.

Die Homogenisierung des Lysats erfolgte durch mehrmaliges Aufziehen mit
einer Kanule. Durch die Zugabe von 350 ul 70%igem Ethanol wurde die RNA
an die Kieselerde-Membran gebunden. Beim nachsten Schritt wurde nicht ge-
bundenes Material in 15 Sekunden bei 10000 Umdrehungen/min abzentrifu-
giert, sodass die RNA an der Matrix haftete. Nach einem Waschritt mit 350 pl
RW1-Puffer fur 15 Sekunden bei 10000 Umdrehungen wurde fur 15 Minuten mit
RNase-freier DNase inkubiert, um eine mogliche Kontamination mit DNA zu
eliminieren. Hierauf folgte ein nochmaliger Waschritt mit dem RW1 -Puffer unter
den gleichen Bedingungen. Um letztendlich noch andere mdgliche Kontamina-
tionen an der Membran herauszuwaschen erfolgte nochmaliges Waschen mit
500 ul RPE-Puffer bei 20000 Umdrehungen fur jeweils eine Minute und 15 Se-
kunden. Nun konnte die RNA mit 40 ul RNase-freiem Wasser aus der Matrix
eluiert werden.

Die vorhandene RNA-Menge in der Probe wurde mit dem Spektrophotometer

gemessen. Dazu wurde die RNA in einem Verhaltnis von 1:50 verdinnt und bei
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260nm/280nm in Quarzkuvetten vermessen. Die gemessenen Extinktionskoef-

fizienten lagen bei Werten zwischen 1,5 und 2,0.

2.2.3.3. cDNA-Synthese

Zur Synthese der cDNA wurde mit einem Kit der Firma Clontech gearbeitet, der
alle fur die Reaktion erforderlichen Reagenzien enthielt.

Je nach Konzentration wurde von der zuvor aus den Zellen extrahierten und
vermessenen RNA das bendtigte Volumen entnommen, das nach Bedarf ein ug
oder zwei ug RNA ergab und in 0,5 ml Eppendorf Cups mit DEPC-Wasser
(Wasser versetzt mit Diethylpyrocarbonat 1:1000) auf 25 ul aufgeftllt. Hierzu
wurden je 1 oder 2 yl Oligo dT 18-Primer hinzupipettiert und das Gemisch leicht
gevortextet und zentrifugiert. Die Probe wurde danach zur Entfaltung der RNA
und der Bindung des Primers an den Poly-A-Schwanz der RNA im Thermocyc-
ler fur zwei Minuten bei 70 °C erhitzt und wieder sofort auf Eis gelegt, um eine
Ruckfaltung zu verhindern.

Aus den folgenden Reagenzien wurde ein Mix hergestellt, gut gevortextet und

zentrifugiert:

e 5x reaction buffer bestehend aus: 8 ul
250 mM Tris-HCI, pH 8.3
375 mM KCI
15 mM MgCI2
e dNTP-Mix jeweils 10 mM 2 ul
e MMLYV reverse transcriptase 200 units/ul 2 ul

Moloney — Murine Leukemia virus

e Recombinant RNase Inhibitor 40 units/pl 1l
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Zu jeder Probe wurden je 6,5 ul oder 13 pl des Mix gegeben und zentrifugiert.
Die Proben wurden darauhin im PCR-Block fiir eine Stunde bei 42 °C erhitzt,
sodass optimale Bedingungen fur den Ablauf der reverse Transkription herrsch-
ten. Nach einer Stunde wurde die Temperatur im Block fur funf Minuten auf 95
°C erhdht, um die Synthese der cDNA zu stoppen. Danach wurde das Endpro-
dukt mit jeweils 80 ul oder 160 ul DEPC-Wasser aufgefillt und zentrifugiert. Die
DNA konnte nach dem Gebrauch bei -20 °C gelagert werden.

Als Positivkontrolle der Qualitat der cDNA eignet sich eine PCR mit dem
GAPDH Primer, da die Glycerinaldehyd-3-Phospahat-Dehydorgenase als ein
Enzym der Glykolyse in jeder natlrlichen Zelle vorhanden ist und per PCR
nachweisbar sein sollte. Es musste sich eine Bande bei 983 Basenpaaren zei-
gen. Falls es keine Verunreinigungen gegeben hat durften auch keine weiteren

Banden sichtbar sein.

2234. PCR

Fir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde ein Taqg-Polymerase-Kit der Firma
Clontech, welcher alle nétigen Reagenzien enthielt, eingesetzt.

Fir die gleichzeitige Amplifikation von mehreren Proben wurde der sogenannte
Master-Mix angefertigt, in den alle Komponenten aul3er der patienteneigenen
cDNA hineinpipettiert wurden und der auf die jeweiligen Eppendorf Cups verteilt

wurde.

Im Einzelnen setzte sich der Master Mix fur jede einzelne Probe wie folgt zu-

sammen:

e 5 ul 10x PCR Puffer 15mM MgCl, (Perkin Elmer)
e 0,5uldNTPs je 10 mM

e 1yl Upper Primer 100 pmol

e 1 ul Lower Primer 100 pmol

e 0,5 ul Taq Polymerase 5 units/ul (Perkin Elmer)
e 37 ul Aqua dest., PCR Grade
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e 5pl cDNA

Die Reagenzien wurden nach dem Auftauen sofort auf Eis gelegt und zlgig in
0,5 ml Eppendorf Cups pipettiert und und auf dem Schiuttler geschuttelt. Die
Taq Polymerase wurde dem Master Mix als letztes beigegeben, da sie sehr hit-
zeempfindlich ist und erst kurz vor dem Starten der Reaktion hinzugefugt wer-
den sollte. Danach wurde PCR-Block auf 94 °C vorgeheizt und die Proben vom
Eis direkt in den Block Uberflhrt. Dieser Vorgang wird auch als hot start be-
zeichnet. Bei dieser Temperatur wurden innerhalb von 45 Sekunden die cDNA
denaturiert und die Doppelstrange voneinander getrennt. Im nachsten Schritt
kUhlte der Block auf die flr das jeweilige Primerpaar optimale Annealingtempe-
ratur (z. B. 60 °C) ab. Dies ist die errechnete Temperatur, bei der 50 % der Pri-
mer an die cDNA hybridisiert sind. Die Primer lagern sich an jeweils einen
Strang an und die entsprechende Zielsequenz zwischen den beiden Primern
wird spater mit Hilfe der Taq Polymerase und der dNTPs amplifiziert. Die ideale
Zeitspanne fur die Annealingtemperatur kann ebenfalls entsprechend dem Pri-
merpaar differieren und betragt zwischen einer und zwei Minuten. Nun heizte
der Block fur zwei Minuten bei 72 °C, der optimalen Temperatur fur die Taq Po-
lymerase. Dieses Enzym katalysiert den Aufbau des gegenlaufigen DNA-
Strangs mit dNTPs. Dieser Vorgang wird auch als Extension bezeichnet. Dar-
aufhin fing der Zyklus erneut an und die cDNA wurde bei 94 °C denaturiert, bei
der Annealingtemperatur die Primer angelagert und bei 72 °C der Strang syn-
thetisiert. Nach 30 Zyklen erfolgte der letzte Extensionsschritt bei 72 °C fur zehn
Minuten. Da nach jedem Zyklus ein neuer Doppelstrang fur die erneute Synthe-
se zur Verfugung steht, vermehrt sich das amplifizierte DNA-Segment exponen-
tiell und kann spater aufgrund der relativ hohen Konzentration durch die E-

lektrophorese nachgewiesen werden.
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2.2.3.5. Nachweis der amplifizierten Produkte mittels der Gelelektropho-
rese

Die Darstellung der amplifizierten Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese.
Hierzu wurde ein 1,5 %iges Agarosegel hergestellt, dem Ethidiumbromid zuge-
setzt wurde. Ethidiumbromid fluoresziert orange bei UV-Bestrahlung und ver-
fugt dartber hinaus Uber die Eigenschaft an doppelstrangige DNA zu binden.
Um die GrofRe der amplifizierten Produkte beurteilen zu kdnnen lief im Gel ein
100 bp DNA-Marker mit. Dokumentiert wurde die Elektrophorese durch ein Pho-

to mit der UV-Licht-Kamera.

Folgende Reagenzien wurden zur Durchfuhrung verwendet:

Tabelle 2: Zusammensetzung der Reagenzien zur Durchfiihrung der
Gelelektrophorese.

400 ml 20x TBE-Puffer
Agarosegel 6 g Agarose
30 pl Ethidiumbromid

ad. 1 | Aqua dest.

20xTBE-Puffer 121 g Trisaminomethan 1M
67,1 g Borsaure 1M

7,44 g EDTA-Natrium 20mM

ad. 1 | Aqua dest
40xTAE-Puffer 193, 6 g Trisaminomethan 1,6M
108,9 g Natriumacetat 0,8M
15,2 g EDTA-Natrium 20mM

250 pl 40xTAE-Puffer
5 ml Glycerin
Ladepuffer 2,75 ml Aqua dest.
1 ml Bromphenolblau
1 ml Xylene cyanol

. 80 ul angefertigter Ladepuffer
100 bp-Ladder-Mix 50 ul ddH,O

30 pl bp-Ladder

Durchfiihrung:

Es wurden 6 g Agarose auf 20 ml 20xTBE-Puffer und 380 ml Aqua dest. in ei-
nen Erlenmeyer-Kolben gegeben und bei 360 Watt in der Mikrowelle fur 10 Mi-
nuten erhitzt. Im erhitzten Gel durften keine Schlieren mehr sichtbar sein. Nun
wurde 30 ul Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gel auf dem Magnetrihrer

auf ca. 60 °C abgekuhlt. Die Gelkammer ist mit einem Kamm ausgestattet, des-
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sen Zinken Platz fur die spatere Probe enthalten. Nun wurde das Gel gegossen
und nach dem Polymerisieren mit 1xTBE-Puffer grol3zligig bedeckt.

Es wurden jeweils 20 yl des PCR-Produkts mit 5 yl Ladepuffer gemischt und 20
pl der Mischung in die einzelne Kammer gegeben. Zum Vergleich der Banden
wurde noch in eine seitliche Kammer 15 ul des 100 bp-DNA-Eichmarkers pipet-
tiert. Das Gel lief an einem Netzgerat bei 60 Volt und einem Strom zwischen 30
und 50 Milliampére. Nach 30 Minuten waren die DNA-Stucke aufgrund ihrer
unterschiedlichen Groflke und entsprechender Laufgeschwindigkeit voneinander
getrennt und die Kammer wurde mit UV-Licht bestrahlt, sodass die sichtbar ge-
wordenen Banden photographiert werden konnten.

Mit diesem Verfahren wurde die Expression von folgenden Komponenten in den

Meniskuszellen der elf Patienten (n=11) untersucht.

e Kollagen-l, -Il, -lll, -VI, -X
e VEGF

e FGF-1

e FGF-2

o TGFpB1

e IGF-lund -l

e PDGF-AB

e BMP-2

e iNOS

e MMP-I, -lll, - Xl
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ll. Ergebnisse

3.1. Optimierung der Zellkultur

Bei dem Gewebe, das lediglich zerkleinert und gewaschen wurde und nicht in
Collagenase inkubierte waren auch nach bis zu vier Wochen keine adharenten
Zellen in den Kulturflaschen zu erkennen. Nach dem zwanzig-stindigen Colla-
genaseverdau mit 0,4 %iger Collagenase konnte ebenfalls kein Wachstum von
Zellen in den Kulturflaschen beobachtet werden. Als Optimum erwies sich eine
Inkubationszeit von ca. vier bis funf Stunden fur die Meniskuszellen. Der Verdau
der Zellen in einem Zeitrahmen um diesen Optimalbereich, also einer Inkubati-
onsdauer von einer halben bis drei Stunden und sieben bis zehn Stunden hatte
immer eine geringeres Zellwachstum zur Folge.

Kulturen, die vorher vier bis funf Stunden in Collagenase verdaut wurden, wur-

den nach ungefahr drei bis vier Wochen konfluent. Bis zur zweiten Konfluenz,

nach Aufteilung in zwei Flaschen, brauchten die Zellen 15 bis 20 Tage.

Abbildung 4: Auswachskultur von Meniskuszellen des Patienten 8KB. 13 Tage in Kul-
tur. 60-fache VergréRerung.
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Bei Erreichen der Subkonfluenz wurden die Zellen in die erste Subkultur tber-
fuhrt. Die Primarkulturen wurden moglichst wenig bewegt, um das Festwachsen
am Boden der Kulturflasche nicht zu stéren.

FUr die Experimente wurden regelmaldig Zellen aus der ersten Subkultur ver-
wendet, um mdglichst nah an den in vivo Verhaltnissen zu sein und einer Dedif-

ferenzierung der Zellen nach mehreren Passagen entgegen zu wirken.

Abbildung 5: Konfluente erste Subkultur von Meniskuszellen des Patienten 8KB. 25
Tage in Kultur. 60-fache VergroRerung.

3.2 RT/PCR

Eine weitere Methode zur Charakterisierung der Zellen stellt die Polymerase-
Kettenreaktion dar. Sie bietet im Vergleich zur Immunhistochemie die Moglich-
keit, auch die geringe Expression von Proteinen auf RNA-Ebene nachzuweisen.
Es wurden Zellkulturen von elf verschiedenen (n=11) Patienten untersucht Das
Expressionsmuster der Zellen wurde auf folgende Faktoren untersucht: Kolla-
gen-l, -lIl, -lll, -VIund -X, FGF-1 und FGF-2, VEGF, BMP-2, TGFR31, PDGF-
AB, MMP-I, -Ill und =XIII, IGF-l und —II und iNOS.
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3.2.1. Synthese der cDNA

Nach der Extraktion der RNA wurde diese in die komplementare DNA umge-
wandelt. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Umschreibung in cDNA dient die
PCR mit dem G3PDH-Primer. Zu erwarten waren Banden von gleichmaRiger
Starke in der GréfRe von 983 bp. Die Abbildung 6 zeigt das Ergebnis einer
G3PDH-PCR. Die Banden sind von regelmaRiger Dicke und weisen die erwar-
tete Grdlke von ungefahr 1000 bp auf. AuRerdem sind auch keine mehrzahligen
Banden vorhanden. Somit waren sowohl die RNA-Extraktion als auch die

cDNA-Synthese erfolgreich.

Abbildung 6: RT-PCR Nachweis von G3PDH aller (n=11) elf untersuch-
ten Zellkulturen. Primergrof3e 983 bp.
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3.22. PCR

3.2.21. Kollagen Typ-l (a1)
Sense: AGC-GCT-GGT-TTC-GAC-TTC-AGC-TTC-C
Antisense:  CAT-CGG-CAG-GGT-CGG-AGC-CCT

Die PCR mit diesem Primerpaar zeigte bei allen Patientenproben deutliche
Banden in der Grdolze von ungefahr 500 Basenpaaren, etwas mehr als die er-
wartete ProduktgréfRe von 466 bp. Die optimale Annealingtemperatur lag fr
diesen Primer bei 66 °C.

Die Ergebnisse zeigen, dass von allen kultivierten Zellen Kollagen | exprimiert

wird.

8AT 7EG 8EK 8ER 6GF 8GM 6JB 8KB 8LK 7MW 8RW

R R—

Abbildung 7: RT-PCR Nachweis von Kollagen Typ-I von allen untersuchten Zellkultu-
ren. Primergrof3e 466 bp.

Tabelle 3: Ergebnisse der RT-PCR flir Kollagen Typ-I.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von Kollagen

Typ-l

8AT ++
7EG ++
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM ++
6JB ++

8KB +

8LK ++
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™MW ++
8RW ++

3.2.2.2. Kollagen Typ-ll
Sense: CTG-GTC-CCC-AAC-ACT-GCC-AAC-GTC
Antisense: TCC-TTT-GGG-TTT-GCA-ACG-GAT-TGT

Die Banden der PCR-Produkte waren unter den Patienten unterschiedlich in
ihrer Auspragung. Die zu erwartende ProduktgroRe lag bei 414 bp, die Proben
waren in der Hohe der 400er Bande angeordnet. Bei einer Annealingtemperatur
von 64 °C waren bei den Patienten 7EG, 8EK, 6GF, 6JB, 8KB, 7MW und 8RW
Banden unterschiedlicher Starke zu erkennen, wahrend bei den Patienten 8AT,

8ER, 8GM und 8LK keine Banden zu verzeichnen waren.

8AT 7EG 8EK 8ER 6GF 6GM 6JB 8KB 8LK 7MW 8RW

Abbildung 8: RT-PCR Nachweis von Kollagen Typ-Il aller untersuchten Zellreihen.
Primergrofie 414 bp.

Tabelle 4: Ergebnisse der RT-PCR fur Kollagen Typ-II.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
RT-PCR Nachweis von Kollagen
Patientencode
Typ-ll
8AT -
7TEG +
8EK ++
8ER -
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6GF +
8GM -
6JB +
8KB ++
8LK -
™MW +
8RW ++

3.2.2.3. Kollagen Typ-lll
Sense: CCA-AAC-TCT-ACT-TGA-A
Antisense: GGA-CTC-ATA-GAA-TAC-A

Die Expression von Kollagen Ill konnte bei allen der elf untersuchten Patienten
nachgewiesen werden. Der Primer hat die Grof3e von 449 Basenpaaren und
ergab bei einer Annealingemperatur von 44 °C die gleiche Bandenstarke bei

allen Proben in erwarteter Hohe.

B

6 0 0bp sAT TEG

—— ——— ——  — ———  ———

Abbildung 9: RT-PCR Nachweis von Kollagen Typ-Ill bei allen untersuchten Zellrei-
hen. Primergrofie 449 bp.
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Tabelle 5: Ergebnisse der RT-PCR fur Kollagen Typ-lIl.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von Kollagen
Typ-lll

8AT "

7EG ”

8EK "

8ER "~

6GF "

8GM "

6JB "

8KB "

8LK ™"

7MW "

8RW "

3.2.2.4. Kollagen Typ-VI
Sense: GCG-GGT-CCC-TCA-GAT-TGC-CTT
Antisense: CAT-AAA-CCC-TCG-CCC-AAA-CTC

Ebenso wie bei Kollagen Il konnten auch bei dem Primer fur Kollagen VI bei
allen elf Proben Banden in gleichmalig starker Auspragung beobachtet wer-
den. Die Grol3e des Primers lag hier bei 781 Basenpaaren, die Annealingtem-
peratur bei 57 °C.

-39-




? 8AT 7EG B8EK BER 6GF 8GM 6JB 8KB 8LK 7MW 8RW
60
e . L L ——

Abbildung 10: RT-PCR Nachweis von Kollagen Typ-VI bei allen untersuchten Zellrei-
hen. Primergrofie 781 bp.

Tabelle 6: Ergebnisse der RT-PCR fir Kollagen Typ-VI.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von Kollagen
Typ-VI
8AT ++
7EG ++
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM +
6JB ++
8KB ++
8LK ++
™MW ++
8RW ++

3.2.2.5. Kollagen Typ-X
Sense: GCC-CAA-GGC-TGC-TGT-TTG-GAG-AC
Antisense: CCT-GAG-AAA-GAG-GAG-TGG-ACA-TAC

Bei diesem Primer waren weder bei der angegebenen Annealingtemperatur von

66 °C noch bei anderen Versuchen mit Temperaturen zwischen 55 °C und 74
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°C Banden erkennbar. Die durchgefuhrte Positivkontrolle mit dem Primer zeigte

eine regelrechte Signalanhebung. Der Primer war 703 Basenpaare grol}.

Abbildung 11: RT-PCR von Kollagen Typ-X bei allen untersuchten Zellreihen. Keine
Banden vorhanden. PrimergréRe 703 bp.

Tabelle 7: Ergebnisse der RT-PCR fur Kollagen Typ-X.
kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++

RT-PCR Nachweis von Kollagen
Typ-X

Patientencode

8-AT -

7EG -

8EK -

8ER -

6GF -

8GM -

6JB -

8KB -

8LK -

™MW -

8RW -

3.2.2.6. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Sense: GAG-TGT-GTG-CCC-ACT-GAG-GAG-TCC-AAC
Antisense: CTG-CTG-CCC-GGC-TCA-CCG-CCT-CGG-CTT

Bei diesem Primer konnte bei der erwarteten Grof3e von 311 Basenpaaren und

55 °C Annealingtemperatur bei allen der elf Proben eine Bande nachgewiesen
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werden. Allerdings waren ebenfalls bei allen Proben Doppelbanden in der Gele-

lektrophorese zu erkennen.

600bp 8AT 7EG 8EK B8ER 6GF 8GM 6JB 8KB 8LK 7MW 8RW
—

Abbildung 12: RT-PCR Nachweis vom Primer VEGF bei allen untersuchten Zellrei-
hen. Primergrofie 311 bp.

Tabelle 8: Ergebnisse der RT-PCR fir VEGF.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von VEGF
8AT ++
7EG +
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM ++
6JB ++
8KB ++
8LK +
™MW ++
8RW ++

3.2.2.7. Acidic Fibroblast Growth Factor (FGF-1, ECGF)
Sense: TTA-CTG-TGA-GAC-TGT-ATG-TT
Antisense: TGA-GTA-GCT-TAT-ACA-TTG-TA

Bei FGF-1 waren bei allen elf Proben Banden in der erwarteten Grofe von 119

Basenpaaren nachweisbar, wobei der Patient 6GF die starkste und die Patien-
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ten 8LK und 7EG die schwachste Auspragung zeigten. Die optimierte Annea-

lingtemperatur lag bei 50 °C.

8AT 7EG 8EK B8ER 6GF 8GM 6JB 8KB 8LK 7MW 8RW

Abbildung 13: RT-PCR Nachweis vom Primer FGF-1 bei allen untersuchten Zellrei-
hen. Primergrofie 119 bp.

Tabelle 9: Ergebnisse der RT-PCR fur FGF-1.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von FGF-1
8AT ++
7EG +
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM ++
6JB ++
8KB ++
8LK +
7MW ++
8RW ++

3.2.2.8. Basic Fibroblast Growth Factor (FGF-2)
Sense: GAG-AAG-AGC-GAC-CCT-CAC-A
Antisense:  TAG-CTT-TCT-GCC-CAG-GTC-C

Bei einer Temperatur von 55 °C waren bei allen elf Patientenproben sehr deutli-

che, gleichmaRige Banden in der Grole von 277 Basenpaaren zu beobachten.
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Abbildung 14: RT-PCR Nachweis vom Primer FGF-2 bei allen untersuchten Zellrei-
hen. Primergrof3e 277 bp.

Tabelle 10: Ergebnisse der RT-PCR fiir FGF-2.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode R-PCR Nachweis von FGF-2
8AT ++
7EG ++
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM ++
6JB ++
8KB ++
8LK ++
MW ++
8RW ++

3.2.2.9. Transforming Growth Factor 8 1 (TGF-1)
Sense: GCC-CTG-GAC-ACC-AAC-TAT-TGC-T
Antisense: AGG-CTC-CAA-ATG-TAG-GGC-AGG
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Bei dem TGFR-1-Primer war die Bandenstarke bei allen elf Proben gleich aus-
gepragt. Das Produkt hatte die errechnete GroéfRe von 161 Basenpaaren, die
Banden waren im Gel in der Mitte zwischen der 100er und 200er Bande ange-
ordnet. Die Annealingtemperatur betrug 60 °C. Bei diesem Primer waren bei
sieben der elf untersuchten Patientenproben Doppelbanden in der Gele-

lektrophorese zu erkennen.

8AT 7EG 8EK 8ER 8GM 8KB 8LK 7MW 8RW
. — — — W W w—— —

Abbildung 15: RT-PCR Nachweis vom Primer TGF[-1 bei allen untersuchten Zellrei-
hen. PrimergréRe 161 bp.

Tabelle 11: Ergebnisse der RT-PCR fur TGF-31.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von TGFR-1
8AT ++
7EG ++
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM ++
6JB ++
8KB ++
8LK ++
MW ++
8RW ++
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3.2.2.10. Insulin-like Growth Factor | und Il (IGF-I und -Il)

IGF-I

Sense: ACA-TCT-CCC-ATC-TCT-CTG-GAT-TTC-CTT-TTG-C
Antisense:  CCC-TCT-ACT-TGC-GTT-CTT-CAA-ATG-TAC-TTC-C
IGF-II

Sense:  AGT-CGA-TGC-TGG-TGC-TTC-TCA-CCT-TCT-TGG-C

Antisense: TGC-GGC-AGT-TTT-GCT-CAC-TTC-CGA-TTG-CTG-G

Es wurden alle elf Proben auf die Expression von IGF-I und IGF-Il hin unter-
sucht. Der IGF-I-Primer ist 514 Basenpaare grof3 und wurde bei den Proben
6GF, 6JB und 7MW nachgewiesen. Bei den Ubrigen acht Patientenproben

konnte keine Expression von IGF-I festgestellt werden.

IGF-1I konnte lediglich bei einem der elf untersuchten Proben nachgewiesen
werden. Der Primer ist 538 Basenpaare grol3.

Die Annealingtemperaturen lagen bei beiden Primern zwischen 55°C und 65°C.

IEET

EEE H e B0 R

6GEF 6JB 7MW 6GF 6JB 7MW

Abbildung 16: RT-PCR Nachweis von den Primern IGF-I und Il .
Primergroflen 514 bp (IGF-1) und 538 bp (IGF-II).

Tabelle 12: Ergebnisse der RT-PCR fir IGF-Il und IGF-II.
kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++

Patientencode

RT-PCR Nach-

weis von IGF-I|

RT-PCR Nach-

weis von IGF-lI

8AT

7EG

8EK
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8ER - -
6GF ++ -
8GM - -
6JB + -
8KB - -
8LK - -
7MW + ++
8RW - -

3.2.2.11. Platelet Derived Growth Factor AB (PDGF-AB)
Sense: CTG-TCC-AGG-TGA-GAA-AGA-TCG-AGA-TTG-TGC-GG
Antisense: GCC-GTC-TTG-TCA-TGC-GTG-TGC-TTG-AAT-TTC-CG

Die Annealingtemperatur war fur dieses Primerpaar mit 60 °C angegeben.
Weder diese noch weitere PCR mit Temperaturen zwischen 60 °C und 72 °C
ergaben Banden in der erwarteten Grolie von 256 Basenpaaren. Die intakte

Funktion des Primers wurde in einer Positivkontrolle bestatigt.

Abbildung 17: RT-PCR vom Primer PDGF-AB bei allen untersuchten Zellreihen. Keine
Banden nachweisbar. Primergrofie 256 bp.

Tabelle 13: Ergebnisse der RT-PCR flir PDGF-AB.
kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++

Patientencode RT-PCR Nachweis von PDGF-AB

8AT -

7EG -

8EK -

8ER -
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6GF -

8GM -

6JB -

8KB -

8LK -

7MW -

8RW -

3.2.2.12. Bone Morphogenic Protein 2 (BMP-2)
Sense: GCT-GTA-CTA-GCG-ACA-CCC-AC
Antisense: TCA-TAA-AAC-CTG-CAA-CAG-CCA-ACT-CG

Bei den Versuchen mit BMP-2 zeigten sich bei der Temperatur von 60 °C
durchweg Banden in der erwarteten Grof3e von 671 Basenpaaren. Zu bemer-
ken ist, dass die Patienten 7MW, 8KL und 8RW im Vergleich zu den anderen

Patienten noch erkennbare, jedoch deutlich schwachere Banden aufwiesen.

8AT 7EG 8EK 8ER 8GM 8KB 8LK 7MW 8RW
0 [ < QR e Smu—ee  G—

ﬂ 6GF 6JB

600bp

-

[ re—

Abbildung 18: RT-PCR Nachweis vom Primer BMP-2 bei allen untersuchten Zellrei-
hen. Primergrofe 671 bp.

Tabelle 14: Ergebnisse der RT-PCR flir BMP-2.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von BMP-2
8AT ++
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7EG ++
8EK ++
8ER ++
6GF ++
8GM ++
6JB ++
8KB ++
8LK +
™MW +
8RW +

3.2.2.13. Inducible Nitric Oxid Synthase (iNOS)
Sense: ACA-TTG-ATC-AGA-AGC-TGT-CCC-AC
Antisense:  CAA-AGG-CTG-TGA-GTC-CTG-CAC

Die PCR mit diesem Primerpaar zeigte bei sieben der elf untersuchten Patien-
tenproben nachweisbare Banden in der erwarteten Grof3e von 236 Basenpaa-
ren. Eine Annealingtemperatur von 67 °C erwies sich fur diesen Primer als op-

timal.

-y

600bp

8AT 7TEG 8EK 8ER 6GF 8GM 6JB 8KB 8KL 7MW 8RW

Abbildung 19: RT-PCR von iNOS bei elf Patientenproben.
Primergrofie 236 bp.
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Tabelle 15: Ergebnisse der RT-PCR flr iNOS.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von iNOS

8AT -
7EG +
8EK ++
8ER -
6GF -
8GM +
6JB ++
8KB ++
8LK +
MW -
8RW +

3.2.2.14. Matrix Metalloproteinase | (MMP-I)
Sense: GGT-GAT-GAA-GCA-GCC-CAG
Antisense:  CAG-TAG-AAT-GGG-AGA-GTC

Dieses Primerpaar zeigte im PCR-Ergebnis Banden in der erwarteten Grolde
von 438 Basenpaaren bei vier der elf untersuchten Patientenproben. Die Er-

gebnisse wurden bei einer Annealingtemperatur von 66 °C erzielt.

ﬁ 8AT 7EG 8EK 8ER 8GM 8KB 8LK 7MW 8RW

Abbildung 20: RT-PCR vom Primer MMP-| bei elf Patientenproben.
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Primergrofie 438 bp.

Tabelle 16: Ergebnisse der RT-PCR fir MMP-I.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von MMP-|

8AT -
7EG -
8EK -
8ER -
6GF ++
8GM -
6JB ++
8KB +
8LK +
™MW -
8RW -

3.2.2.15. Matrix Metalloproteinase-lll (MMP-III)
Sense: CCT-GGG-ACG-CCA-GCC-AAC-TGT-G
Antisense: TGC-TTG-GGA-AAG-CCT-GGC-TCC-AT

Bei dem MMP-III-Primer war die Bandenstarke bei den Proben unterschiedlich

stark ausgepragt. MMP-IIl wurde bei acht der untersuchten elf Proben nachge-

wiesen. Der Primer hat die Gro3e von 425 Basenpaaren, die optimale Annea-

6- 8GM  8KB 8LK  8RW

lingtemperatur lag bei 66°C.

r——
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6GF 6JB 7MW

Abbildung 21: RT-PCR vom Primer MMP-III bei elf Patientenproben.
Primergrofie 425 bp.

Tabelle 17: Ergebnisse der RT-PCR flur MMP.III.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von MMP-lII

8AT -
7EG +
8EK +
8ER -
6GF ++
8GM -
6JB ++
8KB ++
8LK ++
™MW ++
8RW ++

3.2.2.16. Matrix Metalloproteinase Xlll (MMP-XIII)
Sense: GCG-GGG-TTC-CTG-ATG-TGG-GTG-A
Antisense: GGC-CGA-ACT-CAT-GCG-CAG-CAA-C

Bei allen elf Patientenproben wurden im Agarosegel Banden in der Grdlie von
390 Basenpaaren verzeichnet. Die Annealingtemperatur betrug bei dem Primer

dieser Proteinase 66°C.
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@ 6GF 6JB 7MW

Abbildung 22: RT-PCR Nachweis vom Primer MMP-XIII bei elf Patientenproben.
Primergréfe 390 bp.

Tabelle 18: Ergebnisse der RT-PCR fir MMP-XIII.

kein PCR-Signal: - schwach positiv: + deutlich positiv: ++
Patientencode RT-PCR Nachweis von MMP-XIII

8AT ++
7EG +
8EK ++
8ER +
6GF ++
8GM ++
6JB ++
8KB ++
8LK ++
7MW ++
8RW ++
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3.3. Immunhistochemische Zellcharakterisierung

3.3.1.  Einleitung

Zur Bestatigung der PCR-Ergebnisse wurde die Methode der Immunhistoche-
mie bei drei Zelllinien (n=3) gewahlt. Fur die Zelltypbestimmung wurde der Anti-
korper ASO2 verwendet, der humane Zellen mesodermaler Herkunft identifi-
ziert. Zum Ausschluss von Kontaminationen mit Makrophagen kam der Antikor-
per CD11b zum Einsatz, der diese spezifisch farbt.

Die Ergebnisse der PCR-Analyse flr die Kollagene Typ-I und Typ-Il sollten im-
munhistochemisch erneut bestatigt werden.

Im Vorfeld der Versuche mit Meniskuszelkulturen wurde die Funktion der ein-

zelnen Antikdrper durch Positivkontrollen bestatigt.

3.3.2. AS02

Dieser Versuch wurde mit Meniskuszellen von drei unterschiedlichen Patienten
durchgefuhrt (n=3).

Der Versuch mit diesem Antikorper lieferte bei allen drei Patientenlinien 8EK,
8ER und 8KB stark gefarbte Zellen ohne jegliche Hintergrundfarbung. Es wur-
den alle Zellen angefarbt, was diese als Zellen mesenchymaler Herkunft identi-
fiziert.
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Abbildung 23: Meniskuszellen des Patienten 8KB inkubiert mit AS02 Antikorper. 27
Tage in Kultur. 60-fache Vergrofierung. Anfarbung der Zellen.

Tabelle 19: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit AS02.

keine Anfarbung: -  Farbung positiv: +
Patientencode Anfarbung Negativkontrolle
8ER + -
8EK + -
8KB + -

3.3.3. Kollagen Typ-I

Die immunhistochemischen Farbungen mit Kollagen Typ | wurden bei den drei
Patientenlinien 8EK, 8ER und 8KB durchgefuhrt. Eine Anfarbung der Zellen
wurde bei allen drei Zelllinien beobachtet. Die Ergebnisse fur Kollagen Typ |

aus der PCR-Analyse dieser drei Zelllinien konnten bestatigt werden.
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Abbildung 24: Meniskuszellen des Patienten 8ER inkubiert mit Kollagen-I-
Antikérpern. 29 Tage in Kultur. 60-fache Vergrofierung. Anfarbung der Zellen.

0. O AV

Tabelle 20: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit Kollagen Typ-I.

Keine Anfarbung: -

Farbung positiv:

Patientencode Anfarbung Negativkontrolle
8EK + -
8ER + -
8KB + -
3.3.4. Kollagen Typ-ll

Das Ergebnis dieser Farbung war bei den Patienten 8EK und 8KB

positiv. Bei den Zellen des Patienten 8ER hingegen konnte keine Anfarbung

beobachtet werden. Die Negativkontrollen aller drei Proben zeigten ebenfalls
keine Anfarbung.

In der PCR-Analyse des Patienten 8ER konnte fur Kollagen Typ-Il ebenfalls

keine Signalanhebung verzeichnet werden. Der immunhistochemische Nach-
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weis von Kollagen Typ-Il fur die Patienten 8EK und 8KB korreliert mit einer

deutlichen Signalstarke fur den entsprechenden Primer bei der RT-PCR.

Abbildung 25: Meniskuszellen des Patienten 8KB inkubiert mit Kollagen Il Antikor-
pern. 26 Tage in Kultur. 60-fache VergroRerung. Anfarbung der Zellen.

Tabelle 21: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit Kollagen Typ II.

Keine Anfarbung: -  Farbung positiv: +
Patientencode Anfarbung Negativkontrolle
8ER - -
8EK + -
8KB + -
3.3.5. CD11b

Um eine mogliche Kontamination der Zellkulturen mit anderen Zelllinien wie

Makrophagen, Granulozyten oder aktivierten Lymphozyten detektieren zu kon-
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nen, wurden die Zellkulturen von drei Patienten mit dem Antikérper CD11b ge-

farbt. Eine Anfarbung kdnnte bei keiner der Zellkulturen festgestellt werden.

Abbildung 26: Meniskuszellen des Patienten 8EK inkubiert mit CD11b Antikoérpern. 27

» £L 4\

Tage in Kultur. 60-fache Vergrofierung. Keine Anfarbung der Zellen.

Tabelle 22: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit CD11b.

Keine Anfarbung: -

Farbung positiv: +

Patientencode Anfarbung Negativkontrolle
8EK - -
8ER - -
8KB - -
3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Es ist in den Versuchen gelungen, humane Fibrochondrozyten aus Menisken zu

extrahieren und diese in Zellkultur zu Gbernehmen. Durch immunhistochemi-

sche Farbungen mit dem monoklonalen Antikdrper AS02 wurde gezeigt, dass
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die Zellkulturen aus mesenchymalen Zellen bestehen. Andere Zelllinien wie
Makrophagen und Endothelzellen wurden durch die Farbung mit dem Antikor-
per CD11B in der Zellkultur ausgeschlossen.

Kollagen | und Kollagen Il wurden ebenfalls immunhistochemisch nachgewie-
sen.

Auf der Transkriptebene wurde die Expression von Kollagenen und von anabo-
len und katabolen Faktoren bei elf verschiedenen Patientenkulturen untersucht.
Hier konnte gezeigt werden, dass humane Meniskuszellen die Kollagene Typ-l,
-1, -l und -VI exprimieren, wahrend Kollagen Typ -X bei keiner Zelllinie nach-
gewiesen wurde.

Die RT-PCR zeigt fur die Faktoren VEGF, FGF-1 und -2, TGF-31, und MMP-III
und -XIlI bei allen elf Zellkulturen durchweg eine deutliche Signalstarke, wah-
rend IGF-I und -1, INOS und MMP-I nur vereinzelt nachweisbar waren und fur

PDGF-AB keine Signalanhebung zu verzeichnen war.
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V. Diskussion

4.1 Einfuhrung

Wahrend der menschliche Meniskus des Kniegelenks lange als funktionsloser
Uberrest muskularen Ursprungs galt, ist man sich heute der wichtigen Rolle des
Meniskus bei der Ubertragung von Kraften vom Oberschenkel auf den Unter-
schenkel, der Kniestabilitat und der Schockabsorbtion bewusst (Arnoczky et al.,
1988). Bei Meniskusverletzungen zielt die Therapie in erster Linie auf die
Schmerzreduktion sowie auf die Wiederherstellung der Beweglichkeit im Gelenk
und der Kniegelenksfunktion (Rupp et al., 2002). Verletzungen, die in aul3eren,
vaskularisierten Anteilen der Menisken entstehen, kdnnen durch Kapillarein-
sprossungen und erneute Faserknorpelbildung heilen (Hough et al., 1990). Ris-
se, die in zentralen Anteilen der Menisken vorkommen heilen hingegen erfah-
rungsgemalf nicht und fihren im Kniegelenk zu Degenerationen (Arnoczky et
al., 1988). Im Meniskusgewebe sind nach Rissen unterschiedliche pathologi-
sche Prozesse sowohl biochemischer als auch ultrastruktureller Natur nachge-
wiesen worden (Arnoczky et al., 1988; Ghadially et al., 1983).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass gegenuber der totalen Meniskektomie
eine Meniskus erhaltende Therapie langfristig ein geringeres Arthroserisiko
aufweist (McGinity et al., 1977), war es von wesentlicher Bedeutung, dass
intraoperativ mdglichst viel Meniskusgewebe erhalten wird (McCarty et al.,
2002). Dies machte neue Therapieansatze notwendig.

Technisch realisierbar wurden die partielle und subtotale Meniskektomie sowie
die Meniskusnaht mit der Einfuhrung der Arthroskopie. Sie gelten heute als die
Standardoperationsverfahren (Rupp et al., 2002). Aufgrund des gut dokumen-
tierten Arthroserisikos nach totaler Meniskektomie wird bei Verlust oder fehlen-
der Indikation fur eine Meniskus erhaltende Therapie eine Meniskusersatzthe-
rapie angestrebt (Rodeo 2001).

Fir den Ersatz des Meniskus wurden in den letzten Jahren unterschiedliche
Materialien auf Ihre Eignung Uberprift. So wurden neben allogenen Transplan-

taten (Arnoczky et al., 1990; Rupp et al., 2002) auch autologe Transplantate
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(Kohn et al., 1992; Kohn et al., 1997) und permanente Implantate untersucht
(Messner 1994). Klinische Anwendung fand bisher neben allogenen Transplan-
taten auch das Kollagenmeniskusimplantat (CMI), das Uber ein Aufbereitungs-
verfahren aus der Achillessehne von Rindern hergestellt wird (Stone et al.,
1992).

Die genannten Ersatztherapien weisen jedoch noch keine hinreichenden, lang-

fristig knorpelprotektiven Eigenschaften auf.

Angesichts dessen stellt das Tissue Engineering beim Meniskus einen hoff-
nungsvollen, alternativen Forschungszweig dar. Hierbei werden Ausgangszel-
len aus dem Meniskus extrahiert und unter drei-dimensionalen Kulturbedingung
expandiert. Fur diese ist nachgewiesen worden, dass sie ihren differenzierten
Phanotyp ausbilden und extrazellulare Matrix bilden kénnen (Webber 1990). Es
wurden ebenfalls verschiedene Materialien auf ihre Eignung als Zelltrager un-
tersucht. Insbesondere im Hinblick auf den Einsatz von Wachstumsfaktoren auf
kultivierte Meniskuszellen (Arnoczky 1999; Nakata et al., 2001, Sweigart et al.,
2001) ist es relevant, die Eigenschaften der nativen Meniskuszellen ohne den
Einfluss von Wachstumsfaktoren zu kennen. Dies bewog uns dazu, eine um-
fassendere Analyse des genetischen Expressionsmusters von Meniskuszellen
vorzunehmen.

Zunachst kultivierten wir Zellkulturen aus dem Meniskus von elf unterschiedli-
chen Patienten.Die gezlchteten Zellkulturen analysierten wir daraufhin per RT-
PCR und teilweise immunhistochemisch.

In der RT-PCR wurden die Kulturen von elf Patientenlinien (n=11) auf die Ex-
pression von Kollagen Typ-I, -ll, -lll, -VI und =X, FGF-1 und -2, VEGF, PDGF-
AB, BMP-2, IGF-I und -Il, iINOS, TGF-31, MMP-I, -1l und —=XIII untersucht.

Zur Bestatigung der PCR-Ergebnisse erfolgten immunhistochemische Analysen
von drei Patientenkulturen (n=3). Die Darstellung der Meniskuszellen gelang
mit dem fibroblastenspezifischen Antikorper AS02 (Saalbach et al., 1996). Zur
Detektion von Makrophagen, Leukozyten und Granulozyten in der Zellkultur
kam der Antikdrper CD11b zum Einsatz. Immunhistochemisch wurden die drei

Zellkulturen ebenfalls auf die Kollagene Typ-I und -II untersucht.
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4.2. Beurteilung der Methoden

421. Zellkultur

Bei der in vitro Untersuchung der Zellen ist der Erhalt der primaren Kulturzu-
sammensetzung von besonderem Interesse. Durch zu haufiges Passagieren
der Zellen in Subkulturen kénnen Zellarten wie z.B. Makrophagen, die besser
an die Kulturbedingungen angepasst sind schneller wachsen andere Zellarten
mit langsamerem Wachstum uberwuchern. Um die Zusammensetzung der Zell-
kulturen moglichst nah an ihren in vivo Verhaltnissen zu belassen und diese Art
der Selektion zu vermeiden wurden die Zellen fur die PCR-Analysen in die ers-
te Subkultur passagiert und danach untersucht.

Eine Verunreinigung durch hamatopoetische Zellen ist durch die Tatsache,
dass diese nicht adharent wachsen und deshalb beim ersten Mediumwechsel
ausgewaschen werden, nicht gegeben. Zusatzlich wurden hamatopoetische

Zellen durch die Farbung mit dem Antikdrper CD11b ausgeschlossen.

422. PCR

Die PCR hat sich als eine bewahrte Methode etabliert, die in vielen unterschied-
lichen Bereichen der Medizin eingesetzt wird. Der Vorteil der PCR besteht dar-
in, dass bereits sehr geringe Mengen an RNA nachgewiesen werden konnen.
Auch ist sie auf posttranslationelle Schritte zur Synthese eines Proteins nicht
angewiesen. Dies flhrt jedoch ebenfalls dazu, dass durch die PCR eher falsch
positive Ergebnisse erzielt werden kdnnen, da durch Kontamination oder un-
spezifische Amplifikation PCR-Produkte gebildet werden, die unter Umstanden
von den erwarteten Produkten nicht zu unterscheiden sind. Das Ergebnis der
PCR hangt in erster Linie von der Qualitat der cONA und der Affinitat der Pri-
merpaare zu dieser ab. Durch die Berechnung theoretisch optimaler Annealing-
temperaturen und variierender Zykluszahlen wurde versucht, fur jedes Primer-

paar die optimalen Bedingungen zu schaffen.
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Nach der Extraktion wurde die Menge der eluierten RNA im Spektrophotometer
bestimmt und in der entsprechenden Menge flir die Umschreibung in cDNA
eingesetzt.

Die Qualitat der extrahierten RNA wurde anhand des Extinktionskoeffizienten
260/280 nm bestimmt. Dieser sollte Werte zwischen 1,5 und 2,0 aufweisen.
GroRRere Werte weisen auf eine Kontamination mit Salzen, kleinere Werte auf
Verunreinigung mit Proteinen hin. Die Koeffizienten waren jeweils im Normbe-
reich angesiedelt, sodass von der Extraktion reiner und intakter RNA ausge-

gangen werden konnte.

4.2.3. Immunhistochemie

Zur Bestatigung der Ergebnisse der RT-PCR wurden exemplarisch drei unter-
schiedliche Zelllinien (n=3) immunhistochemisch untersucht.

Die kultivierten Zellreihen von drei verschiedenen Patienten wurden mit dem
fibroblastenspezifischen Antikdrper AS02 gefarbt. Dieser bindet an ein

30-35 kDa grofdes, membrangebundenes Protein humaner Fibroblasten (Saal-
bach et al., 1996). Die Spezifitat des AntikOrpers ist ebenfalls fur Zellen aus un-
terschiedlichen Passagen nachgewiesen.

Der Antikorper Cd11b reagiert mit einem Adhasionsgylcoprotein der Zellmemb-
ran von Monozyten, Granulozyten, Makrophagen und aktivierten Lymphozyten
und markiert diese.

Ein zuverlassiges Ergebnis kann durch eine Reihe von Fehlermdglichkeiten bei
der Durchflihrung der Farbung verhindert werden.

Anhand von Positivkontrollen wurden die Antikdrper vor der Durchflihrung der
Farbung mit Patientenkulturen zunachst Uberpruft.

Wahrend der immunhistochemischen Farbung erfolgte ebenfalls die Durchfuh-
rung von Negativkontrollen fur die jeweilige Zelllinie. Hier wurde anstelle des
Primarantikdrpers 0,1% BSA-Lésung aufgetragen.

Bei der Zellaussaat muss einerseits beachtet werden, dass der Zellrasen nicht
zu dicht bewachsen ist, da dies eine Differenzierung zwischen angefarbten Zel-

len und eventuell gefarbtem Hintergrund unmaglich macht.
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Andererseits gehen bei den zahlreichen Spullvorgangen wahrend der Farbung
auch viele Zellen verloren, weshalb vorher auch eine ausreichende Zellzahl in
den 24er-Wells vorhanden sein muss um ein aussagekraftiges Ergebnis ver-

zeichnen zu konnen.

4.3. Beurteilung der Ergebnisse

4.31. Zellkultur

Nakata und Kollegen (2001) untersuchten mit unterschiedlichen Protokollen das
in vitro Wachstum von zerkleinerten humanen Meniskuszellen. Der Meniskus
wurde hier ebenfalls in 2 bis 3 mm? groRe Stlicke zerkleinert und fir zwei bis
drei Stunden in 0,4%iger Collagenase verdaut. Fir die Auswachszeit der Zellen
wird ein Zeitrahmen von 7 bis 14 Tagen angegeben. Ihre Schilderungen decken
sich mit den Beobachtungen dieser Arbeit, wobei in unseren Versuchen die
Ausbeute an Zellen durch einen langeren Verdau von vier bis funf Stunden ver-
bessert werden konnte. Hierbei erwies sich, dass bei der Kombination der
Nahrmedien eine aquivalente Menge von DMEM und F12, welche auch in un-
seren Versuchen verwendet wurde, in der Kultur die hochste Proliferationsrate
zeigte.

Beachtenswert an unseren Versuchsreihen ist auch, dass bei der Wachstums-
rate der Zellen weder die Alters- noch die Geschlechtsunterschiede innerhalb
der Patientengruppe eine bestimmte Zuordnung offenbarten. So waren z. B. die
Zellen aus der Probe der altesten untersuchten Patientin vergleichsweise
schnell konfluent, wahrend auch andere Proben von relativ alten Patienten lan-

ger brauchten.
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43.2. PCR

4.3.21. Kollagen Typ-l (a1)

Kollagen Typ-I nimmt einen Anteil von 90% des gesamten Kdrperkollagens ein
und ist in unterschiedlichen Geweben wie der Haut (Fleischmajer et al., 1990),
im Knochen, in Sehnen sowie Faszien, in Organen und Organkapseln, im Den-
tin und in der Kornea sowie in den grof3en Gefallen vertreten. Nach Sweigart
und Athanasiou (2001) ist Kollagen Typ-I mit einem Anteil von Uber 90% am
Gesamtkollagen auch im Meniskus dominierend.

Es bildet in den oberflachlicheren Schichten im Meniskus radial verlaufende
Fasern, die aufgrund ihrer besonderen Anordnung das Meniskusgewebe vor
aufkommenden Kompressionskraften schitzen und die Entstehung von Langs-
rissen verhindern (Fithian et al., 1990). Aspden (1985) konnte mit Modellen dar-
legen, wie vertikal aufkommende Krafte im Meniskus in zirkulare Uberfuhrt wer-
den und von den in den tieferen Schichten ebenfalls zirkular verlaufenden Kol-
lagenfasern aufgefangen werden.

Eyre und Muir belegten bereits 1975 in histologischen Untersuchungen von
porcinen Menisken, dass Typ-I Kollagen im Meniskus das dominierende Kolla-
gen darstellt, wahrend Kollagen Typ-Il im Gelenkknorpel vorherrscht.

Der Nachweis von Kollagen Typ-I gelang in der vorliegenden Studie fur alle un-
tersuchten Zellkulturen mit einer einheitlich gut ausgepragten Signalanhebung
in der RT-PCR. Die humanen Meniskuszellen in erster Subkultur haben die Ei-
genschaft bewahrt, Kollagen Typ-l zu exprimieren

Diese Schlussfolgerung deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Na-
kata et al. (2001), die ebenfalls die Expression von Kollagen | bei in vitro ge-

zuchteten humanen Meniskuszellen nachweisen konnten.

4.3.2.2. Kollagen Typ-Il
Die PCR mit dem Primer flr Kollagen Il lieferte bei acht der elf (n=11) unter-
suchten Zellreihen Banden in der erwarteten Grof3e von 414 bp. Bei vier Zellkul-

turen konnte das Kollagen nicht nachgewiesen werden. Den Angaben von
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McDevitt und Webber (1990) zufolge ist Kollagen Il im Gegensatz zu Kollagen |
nicht Uberall im Meniskus vorhanden, sondern nur in geringen Mengen in der
inneren, nicht vaskularisierten Region. Die schwacheren Banden bei vier Zell-
kulturen in der Gelelektrophorese bestatigen die These, dass auch Kollagen I
von Meniskuszellen exprimiert wird, wenn auch wesentlich weniger als Kollagen
I. Die voneinander abweichende Starke der Banden kann sowohl auf quantitati-
ven als auch regional im Meniskus variierenden Experssionsunterschieden bei
den einzelnen Patienten beruhen. Cheung und Kollegen (Cheung et al., 1987)
konnten anhand histologischer Gewebeanalysen im bovinen Meniskus darle-
gen, dass Kollagen Typ-Il im inneren Drittel der Menisken dominiert, wahrend in
dem verbleibenden restlichen Gewebe Kollagen Typ-| vorherrscht.

Bland und Ashhurst (1996) entdeckten durch Untersuchungen an Menisken von
Kaninchen eine Zunahme der mRNA von Typ-IlI Kollagen wahrend der postna-
talen Entwicklungsphase. Hier ist auch eine Assoziation zwischen dem Anstieg
der Kniegelenksbelastung und der Ausbildung von Kollagen Typ-Il im Meniskus

ZU verzeichnen.

4.3.2.3. Kollagen Typ-lll

Kollagen Typ Il bildet Retikulinfasern und ist als Lamina fibroreticularis in ver-
schiedenen Gewebearten unterhalb der Basallamina lokalisiert. Es kommt in
unterschiedlichen Geweben wie den lymphatischen Organen, der Haut, den
Herzklappen, den grol3en GefalRen, dem Darm sowie dem Uterus vor.

Die PCR mit dem Primerpaar fur Kollagen Il lieferte in unserer Studie bei allen
Patientenproben einheitliche, deutliche Banden in der entsprechenden Lange
von 449 Basenpaaren; von allen Meniskuszellinien wurde Kollagen Typ-Il
exprimiert. Diese Ergebnisse werden sowohl durch die Beobachtungen von
Nakata et al. (2001) als auch McDevitt et al. (2002) gestutzt, die das Vorkom-
men und die Verteilung von unterschiedlichen fibrillaren Kollagenen im Menis-
kus analysierten. McDevitt und Kollegen gelang der Nachweis von Kollagen
Typ-Ill im bovinen Meniskusgewebe, wahrend die Arbeitsgruppe von Nakata

mMRNA von Typ-Ill Kollagen bei ebenfalls in vitro geztuchteten humanen Menis-
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kuszellen detektierte. Kollagen Typ-IIl nimmt einen Anteil von weniger als 1%
am Gesamtkollagen im Meniskus ein (Cheung et al., 1987).

Wu und Eyre hatten bereits 1987 Kollagen Typ-Ill in geringen Mengen im bovi-
nen Meniskusgewebe histologisch nachgewiesen. Im Meniskus findet sich nach
ihren Angaben Kollagen Typ-Ill vorwiegend perizellular und in den oberflachli-
chen Zellschichten. Der deutliche Nachweis von diesem fibrillaren Kollagen in
der vorliegenden Studie kann durch die Tatsache, dass die Zellen in Monolay-
erkulturen expandiert wurden begunstigt worden sein, da sie nicht wie unter in-

vivo Bedingungen im dreidimensionalen Zellverband vermehrt wurden.

4.3.2.4. Kollagen Typ-VI

Kollagen VI besitzt mehrere einzigartige Eigenschaften, die es von allen bisher
bekannten Kollagenen unterscheidet. So hat es zum einen eine relativ kurze,
tripelhelikale Domane, die weniger als die Halfte der Gesamtmasse des Prote-
ins ausmacht. Zum anderen flgen sich Kollagen-VI-Monomere zu Oligomeren
zusammen, die die Blocks von Mikrofibrillen darstellen, die man im Gewebe und
in Zellkulturen findet. Die breite Streuung von Kollagen VI auf die unterschied-
lichsten Gewebearten wurde urspranglich in biochemischen Studien herausge-
funden. Das Vorkommen des Proteins reicht von der Plazenta, grof3en Blutge-
falken, Uterus, Leber, Niere, Haut, Muskel (Marton und Arnason, 1982) bis zur
Kornea. Im Knorpel ist Kollagen Typ-VI die wichtigste Matrixkomponente in der
Umgebung der Knorpelzellen, da es die Chondrozyten mit der extrazellularen
Matrix verbindet (Ulrich-Vinther et al., 2003). Im Meniskus bildet Kollagen Typ-
VI 2% des Trockengewichts (Wu et al., 1987) und bindet an Meniskuszellen
sowie Matrixbestandteile wie Hyaluronsaure (McDeuvitt et al., 1991). Im Faser-
knorpel und anderen Geweben steigt wahrend unterschiedlicher Umbauprozes-
se die Genexpression sowie die Proteinbildung von Kollagen Typ-VI an (Wildey
et al., 2001).

McDevitt und Webber (1990) konnten anhand immunhistochemischen Farbun-
gen an Menisken gesunder Hunde Kollagen Typ-VI in der Interterritorialregion

zwischen den Zellen nachweisen.
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Bei allen von uns untersuchten Meniskuszellkulturen konnte die Expression von
Kollagen VI nachgewiesen werden. Die Banden lagen in der berechneten Gro-

Re von 781 Basenpaaren und waren deutlich in ihrer Auspragung. Die tierexpe-
rimentellen, histologischen Untersuchungen konnten durch unsere Studie auf

humane Fibrochondrozyten in Zellkultur Gbertragen werden.

4.3.2.5. Kollagen Typ-X

Kollagen Typ-X wird aufgrund seines nahezu alleinigen Vorkommens in der
Nahe von kalzifiziertem Knorpel eine Rolle bei der Mineralisation zugeschrie-
ben. Die Arbeitsgruppe von von der Mark hatte bereits 1992 (von der Mark et
al., 1992) nachgewiesen, dass Typ-X Kollagen in der Umgebung von Chondro-
zyten in osteoarthrotischem Knorpel vorkommt, nicht jedoch im gesunden Knor-
pel. Frisch isolierte Chondrozyten aus osteoarthrotischem Knorpel produzierten
in ihren Untersuchungen in erster Linie Kollagen Typ-X, wahrend in der gesun-
den Kontrollgruppe Kollagen Typ-Il dominierte.

Im Modell mit Kaninchen konnten die Arbeitsgruppen von Hellio Le Graverand
(2001) und Gayo (2000) Kollagen X im Meniskus nachweisen, dies jedoch im
osteoarthritischen bzw. kalzifizierten Gelenk.

Die PCR-Analysen unserer untersuchten elf Meniskuszellkulturen (n=11) erga-
ben kein positives Ergebnis fir Kollagen Typ-X. Im humanen Meniskusgewebe

wird Kollagen Typ-X nicht exprimiert.

4.3.2.6. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Der Wachstumsfaktor VEGF entfaltet seine biologische Aktivitat vorrangig in
Zellen endothelialer Herkunft und spielt als Mediator eine Schlisselrolle bei der
Angiogenese. VEGF ist auch bekannt als vaskularer Permeabilitatsfaktor, da es
durch Proteinextravasation (Keck et al., 1989), erhéhte hydraulische Flihrung
(Bates et al., 1997) und Fenestration (Esser et al., 1998) zu einem potenten
Faktor wird. Es ist ebenfalls ein potentes Mitogen flir humane mikrovaskulare

Endothelzellen (Conn et al., 1990) und induziert endotheliale Zellmigration und
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Wachstum durch Hochregulierung diverser Integrinrezeptoren. Eine wichtige
Rolle spielt VEGF auch beim Uberleben der Endothelzellen, indem es die Ex-
pression von dem antiapoptotischen Protein Bcl-2 induziert (Gerber et al.,
1998).

Viele unterschiedliche Zelltypen wie Fibroblasten, Endothelzellen und Keratino-
zyten sind in der Lage VEGF zu produzieren (Berse et al., 1992). Wahrend es
in normaler menschlicher Haut nur gering exprimiert wird, wird die Expression in
Keratinozyten wahrend der Wundheilung stark hochreguliert (Brown et al.,
1992). VEGEF ist wahrscheinlich entscheidend fur die Angiogenese wahrend der
Proliferationsphase der Formation von granularem Gewebe bei der Wundhei-
lung (Nissen et al., 1998). Der niedrige Sauerstoffpartialdruck, der in ladiertem,
hypoxischen Gewebe vorhanden ist, stellt den Hauptfaktor bei der Induktion von
diesem Wachstumsfaktor dar (Dettmar, 1997). Wahrscheinlich wird dieser Pro-
zess teilweise durch TGF- vermittelt (Li et al., 2003).

In Tierversuchen haben Becker et al. (2004) und Hofstaetter et al. (2004)
VEGF-mRNA im Meniskus von Kaninchen nachweisen kdnnen. Die Ver-
suchstiere in der Arbeitsgruppe von Becker hatten zuvor an einem Meniskus
einen Schnitt erhalten. Bei den operierten Kaninchen konnte VEGF sowohl im
ladierten als auch im kontralateralen Meniskus detektiert werden.

Hingegen konnte im Tierversuch durch die lokale Applikation von VEGF in a-
vaskulare Zonen von ladierten Menisken keine verbesserte Wundheilung er-
reicht werden (Petersen et al., 2007)

Die PCR-Analyse war bei allen untersuchten (n=11) Zellkulturen posititv; VEGF
wird von Meniskuszellen exprimiert. Die in der Gelelektrophorese aufgetretenen
Doppelbanden sind auf alternative Splice-Varianten zurtickzuftihren. Diese ent-
stehen wahrend der Transkription, wenn variierende Genabschnitte als Introns
oder Exons durch Splicefaktoren (Proteine) definiert werden. Auf diese Weise
konnen aus einem einzigem Gen verschiedene mRNA-Molekule und durch de-
ren Translation auch Proteine mit unterschiedlichen Eigenschaften gebildet
werden. Bei dem Gen fir VEGF kennt man heute bereits mehrere Splice-
Varianten wie VEGF 121, VEGF 165 oder VEGF g9, die sich z. B. durch ihre Bin-
dungsfahigkeit gegenuber Heparin unterscheiden (Eckhart et al., 1999).
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4.3.2.7. Acidic und Basic Fibroblast Growth Factor (FGF-1 und FGF-2)
Die FGF-Familie umfasst 20 strukturell homologe und funktionell unterschiedli-
che kleine Polypeptide mit einem zentralen Kern aus 140 Aminosauren. Die
ersten beiden, acidic FGF (FGF-1) und basic FGF (FGF-2), spielen in der Angi-
ogenese eine Rolle (Friesel et al., 1995).

Ihre Sequenz ist zu 55 % homolog und sie sind biologisch in &hnlicher Weise
aktiv (Seno et al., 1990). Eine Eigenschaft dieser Molekule ist, dass sie mit he-
parin-ahnlichen Molekulen interagieren (Folkmann et al., 1988). Synthetisiert
werden FGF-1 und FGF-2 von unterschiedlichen Zelltypen, die alle in den Pro-
zess der Angiogenese und der Wundheilung involviert sind. Diese sind unter
anderem inflammatorische Zellen (Blotnick et al., 1994), vaskulare Endothelzel-
len (Schweigerer et al., 1987) und dermale Fibroblasten (Kandel et al., 1991)
und ebenfalls mechanisch verwundeten Endothelzellen (McNeil et al., 1989).
Die Faktoren haben eine hohe mitogene Wirkung auf Endothelzellen (Schwei-
gerer et al., 1987) und fordern ihre Proliferation und Differenzierung (Kanda et
al., 1996). Wahrend der frihen Phase der Wundheilung wird die endotheliale
Zellmigration durch eine Hochregulierung des Plasminogenaktivators vom Uro-
kinasetyp vermittelt, welches zur Bildung von Gerinnseln und zur Ablagerung
von Fibrin fuhrt und die Migration der Endothelzellen durch die Fibrinanlagerun-
gen erleichtert (Gualandris und Presta, 1995). Wahrend der Formation von
Granulationsgewebe vermittelt FGF-2 die Endothelzellmigration auch durch In-
duktion des Zelloberflachenintegrins aV33, das die Bindung der Zellen an die
extrazellulare Matrix vermittelt (Sepp et al., 1994).

In unseren Versuchen wurde sowohl die Expression von FGF-1, dem acidic
FGF, und FGF-2, dem basic FGF untersucht. Sowohl FGF-1 als auch FGF-2
wurden bei allen Zellkulturen (n=11) mit deutlich positivem Ergebnis in der
PCR-Analyse nachgewiesen.

Imler et al. (2004) wiesen in einer Studie nach, dass neben anderen Wachs-
tumsfaktoren auch basic FGF eine, wenn auch vergleichsweise schwache, a-
nabole Wirkung auf Fibrochondrozyten ausubt. Dies zeigte sich in Form von

erhohter Matrixproduktion.
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Im Versuch mit menschlichen fetalen Fibrochondrozyten konnten Ye et al.
(2007) zeigen, dass eine Kombination der Wachstumsfaktoren basic FGF, IGF-
[, IGF-Il und TGF-1 in entsprechend optimaler Konzentration die Amplifikation
von Meniskuszellen in kinstlichem Milieu wesentlich verbessert.

Unsere PCR-Analysen zeigen, dass Meniskuszellen auch selbst fahig sind

FGF-1 und FGF-2 in der Zellkultur zu exprimieren.

4.3.2.8. Transforming Growth Factor 1 (TGF-$1)

Aufgrund seiner vielseitigen, potenten Auswirkungen ist TGF-B einer der wich-
tigsten Mediatoren fur die Wundheilung. Seine bedeutende Rolle in der Modu-
lierung der Angiogenese wahrend der Wundheilung erlangt der Faktor durch die
Regulierung der Zellproliferation, Zellmigration und die Bildung von kapillaren
Tubuli (Li et al., 2003). Von Saugern werden drei verschiedene Isoformen von
TGF-B (TGF-B1, B2, B3) exprimiert, die sich bezuglich ihrer Aminosaurese-
quenz durch einen hohen Grad der Ubereinstimmung auszeichnen. Bei den
meisten untersuchten Zellkulturen zeigen alle TGF-B-Formen ahnliche biologi-
sche Aktivitaten und binden auch an den gleichen gemeinsamen Rezeptor. Je-
doch ist die Expression der Faktoren in vivo in unterschiedlichen Zelltypen und
auch in unterschiedlichen Stadien der Entwicklung differenzierter reguliert, was
zu der Annahme flhrt, dass sie auch biologisch eine unterschiedliche Rolle
spielen (Frank et al., 1996). TGF-Bs zeigten bedeutende Auswirkungen auf die
Angiogenese in porcinen Hautwunden (Roesel und Nanney, 1995) sowie im
gleichen Modell mit Ratten (Haroon et al., 1999). Auch lokal injiziert induziert
TGF-B die Bildung von Granulationsgewebe und Angiogenese (Roberts et al.,
1986). Unterschiede gibt es in der lokalen Expression der TGF-fs in normalem
oder verwundetem Gewebe.

Die Expression der einzelnen Isoformen und der Rezeptoren in der Wunde ist
auch raumlich und zeitlich differenzierter geregelt; wahrend z. B. TGF-1 in der
Frihphase auftritt, folgt TGF-B3 erst spat (Frank et al., 1996). Neuere Untersu-
chungen an TGf-B-Rezeptor-defizienten Mausen zeigten eine erhohte Prolifera-

tionsrate von Endothelzellen, eingeschrankte Zellmigration und beeintrachtigte
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Produktion von extrazellularer Matrix und bestatigten des Weiteren die Bedeu-
tung des TGF-B-Rezeptors in TGF-B-induzierter Angiogenese (Larsson et al.,
2001). Die Verwirrung um die Wirkungen des TGF-B-Rezeptors konnte zum Teil
auf die unterschiedlichen Modellsysteme zuruckzufluhren sein. Wahrend es in
vivo die Angiogenese induziert (Haroon et al., 1999) inhibiert es in vitro die en-
dotheliale Zellproliferation (Taipale und Keski-Oja, 1996). Der stimulatorische
Effekt von TGF-3 auf die Angiogenese in vivo konnte teilweise in indirekter Art
durch Aktivierung inflammatorischer Zellen geschehen, die dann erst sekundar
angiogene Faktoren wie z. B. VEGF, FGF und PDGF freisetzten (Kim et al.,
2001). TGF-pB selbst erhoht ebenfalls die Sekretion von VEGF in dermalen
Fibroblasten (Trompezinsky et al., 2000) und bewirkt, in Kombination mit Hypo-
xie, die Promoteraktivitat von humanem VEGF (Sanchez-Elsner et al., 2001).
Pangborn und Athanasiou (2005) zeigten, dass TGF-31 einen potenten Faktor
zur Vermehrung von extrazellularer Matrix darstellt. In ihren Versuchsreihen
wurden von Fibrochondrozyten, die dem Wachstumsfaktor exponiert wurden,
sowohl Kollagene als auch Glycosaminoglycane vermehrt gebildet. Dieses Er-
gebnis wurde ebenfalls von Stewart et al. (2007) bestatigt.

Meniskuszellen, denen per Gentransduktion durch Andenoviren die cDNA von
TGF-31 transferiert wurde, zeigten nach Einbettung auf eine Matrix bestehend
aus Kollagen Typ | und Gluksaminoglykanen eine erhdhte Kollagen Typ-Il so-
wie Proteoglycanproduktion (Steinert et al., 2007).

Die PCR mit dem Primer TGF-31 ergab in unseren Untersuchungen ein deut-
lich positives Ergebnis mit einheitlicher Bandenstarke bei allen Zellreihen
(n=11); TGF-R1 wird von humanen Fibrochondrozyten selbst exprimiert.

Gegen die Vermutung, dass die TGF-[31-Expression aufgrund der bei den Pati-
enten vorbestehenden Arthrose hochreguliert wurde sprechen die Ergebnisse
einer tierexperimentellen Studie von Hellio Le Graverand und Kollegen (2001).
Kaninchen wurden in dieser Studie zwecks Induktion einer Kniegelenksarthrose
einer vorderen Kreuzbandresektion unterzogen. Im Gegensatz zu anderen
Wachstumsfaktoren wurde nach Entwicklung einer Gonarthrose keine Erho-

hung der mMRNA-Expression von TGF-31 in den Menisken festgestellt.
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4.3.2.9. Insulin-like Growth Factor | und — Il (IGF-1 und IGF-Il)

Die Insulin-like growth factors (IGF-I und IGF-Il) sind einkettige Polypeptide, die
dem Proinsulin strukturell ahnlich sind. Sie regulieren bei einer Vielzahl von
Zelltypen die Proliferation und Differenzierung und sind in der Lage, metabo-
lisch insulin-ahnliche Effekte hervorzurufen (Winston et al., 1999). Im Gegen-
satz zum Insulin werden sie aber von den meisten Gewebetypen produziert und
kommen reichlich im Kreislauf vor. Auf diese Weise haben die IGFs das Poten-
tial ihre Wirkung sowohl auf endokrinem Wege als auch autokrin und parakrin
zu entfalten. Sie binden nicht nur an den IGF-I-Rezeptor sondern auch an den
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (IGF-II-Rezeptor) und an Insulinrezeptoren.
Auch IGF-binding-proteins binden an diese Rezeptoren. Sie werden auch ahn-
lich wie die IGFs von vielen Zelltypen produziert und modulieren die Bioaktivitat
der IGFs. IGF-I dient als Progressionsfaktor im Zellzyklus und steht in Verbin-
dung mit anderen Wachstumsfaktoren wie PDGF und FGF. Die Synthese der
IGFs kann unter pathologischen Umstanden in bestimmten Zelltypen wie
Makrophagen erhoht sein (Rom et al., 1988). So ist z. B. die Bedeutung von
IGF-I in der Pathogenese der Lungenfibrose sowohl durch experimentelle als
auch klinische Studien nachgewiesen worden (Vanhee et al., 1994). Wahrend
die Leber die Hauptquelle fur die zirkulierenden IGFs darstellt, spielt die lokale
Produktion eine wichtige Rolle in der Regulierung von Zellwachstum und —
differenzierung (Cohick und Clemmons, 1993). Die m-RNA von IGF-I| und -
konnte neben dem Skelettmuskel auch in humanen Fibroblasten dermaler Her-
kunft detektiert werden (Lowe, 1991). AuRerdem nimmt IGF-I vermutlich auch
Einfluss auf die Vermittlung vom Langenwachstum in Knochen (Nilsson et al.,
1990). Die Fahigkeit von Fibrochondrozyten auf den Faktor IGF-I mit vermehrter
Bildung von extrazellularer Matrix zu reagieren wurde im Tiermodell mit Rindern
von Imler et al. (2004) nachgewiesen.

Um die Wirkung von IGFs auf Knorpel- und Meniskusgewebe zu erforschen
werden unterschiedliche Ansatze verfolgt. Mit Hilfe von nonviralem Gentransfer
von IGF-I in Chondrozyten auf Kollagengerusten erzielten Capito und Spector
(2007) eine vermehrte Produktion von Glycosaminoglycanen, Chondrozyten-

ahnlichen Zellen sowie eine verbesserte Gewebeformation
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In unseren untersuchten Meniskuszellen wurde IGF-I bei drei der elf (n=11) Pa-
tientenkulturen nachgewiesen, IGF-Il bei einer der elf Zelllinien (n=11). Bemer-
kenswert ist hier die von Hellio Le Graverand und Mitarbeitern beschriebene
Assoziation zwischen einer IGF-lI-Suppression und der gesteigerten mRNA-
Expression der zytokininduzierbaren NO-Synthase (iNOS) im arthrotischen Ka-
ninchenmeniskus. In der vorliegenden Studie ist INOS von acht der untersuch-
ten elf Zellinien exprimiert worden, ein positives PCR-Signal fur IGF-Il wurde
hingegen lediglich bei einer Zellkultur festgestellt. Die Menisken fur unsere Zell-
kulturen sind aus vorwiegend arthrotischen Kniegelenken enthommen und wei-
sen fur IGF-Il und iINOS ein mit dem tierexperimentellen Modell von Hellio Le
Graverand vergleichbares Expressionsmuster auf, sodass sich die Korrelation
von vermehrter iINOS- und verminderter IGF-II-Expression ebenfalls im huma-

nen Meniskus wiederfindet..

4.3.2.10. Platelet-Derived Growth Factor AB (PDGF-AB)

PDGEF ist ein potentes Mitogen und ein chemotaktisch wirksamer Faktor fur eine
Vielzahl von Zellen mesenchymaler Herkunft. Der biologisch aktive Ligand be-
steht aus zwei Monomeren, die durch Disulfidbricken miteinander verbunden
sind. Die beiden unterschiedlichen Ketten werden jeweils als A- und B-Kette
bezeichnet, wobei die Dimere sich aus den drei moglichen Kombinationen AA,
AB und BB zusammensetzen konnen. Alle drei Formen konnten aus naturlichen
Quellen isoliert werden und erwiesen sich als biologisch aktiv (Hart et al., 1990).
Die Ketten A und B sind in der Zusammensetzung ihrer Aminosauresequenz zu
60% identisch.

Die biologische Aktivitat von PDGF wird durch Bindungsrezeptoren an der Zell-
oberflache vermittelt. Die bisher identifizierten Rezeptoren sind die Alpha- und
Beta-Rezeptoren (Hart et al., 1988). Ahnlich den PDGF-Liganden wird auch von
den Rezeptortypen vermutet, dass diese sich erst zu Dimeren formen mussen,
um Bindungsstellen mit hoher Affinitat zu generieren. Die Dimerisierung der
Rezeptoren wird durch die Bindung der Liganden vermittelt, sodass die der Zel-

le prasentierte PDGF-Isoform entscheidend dafir ist, welche Rezeptorformen
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tatsachlich gebildet werden (Eriksson et al., 1992). Die drei potentiellen PDGF-
Rezeptordimere weisen auch unterschiedliche Bindungsspezifitaten fur die Li-
ganden auf. Wahrend die Alpha-Alpha-Dimere alle drei Isoformen des PDGF-
Liganden binden, binden Alpha-Beta-Dimere die Isoformen PDGF-AB und —BB
und Beta-Beta-Dimere nur PDGF-BB (Hart et al., 1990).

In Studien wurde nachgewiesen, dass durch die topische Anwendung von
PDGF-BB auf Wunden von diabetischen Mausen, die nur Uber eingeschrankte
Wundheilungskapazitaten verfugen, sowohl die Bildung von dichterem Granula-
tionsgewebe angeregt wird als auch der Prozess des Wundverschlusses be-
schleunigt wird (Greenhalgh et al., 1990). Beim Menschen konnten diese Effek-
te bei der Behandlung vom Dekubitus ebenfalls dokumentiert werden.
Aufgrund der vielen variierenden biologischen Aktivitaten, die durch PDGF in
kultivierten Zellen stimuliert werden, wird PDGF als eine der Hauptkomponen-
ten in der dermalen Wundheilung angesehen. Neben seinen mitogenen Effek-
ten wirkt PDGF auch chemotaktisch auf Fibroblasten (Seppa et al., 1982), Mo-
nozyten und Neutrophile (Deuel et al., 1982).

Unsere PCR-Analyse der elf Zellinien (n=11) aus humanen Meniskuszellen er-
gab ein negatives Ergebnis fur PDGF. Der Wachstumsfaktor wurde von keiner
der Kulturen exprimiert.

Es wurde nachgewiesen, dass PDGF die erhdhte Produktion von extrazellularer
Matrix in kultivierten Fibroblasten stimuliert (Narayanan et al., 1983). Bovine
Fibrochondrozyten in Kultur reagierten ebenso mit erhohter Matrixproduktion,
welches anhand des Gesamtproteins und der Proteoglykanproduktion gemes-

sen wurde (Imler et al., 2004).

4.3.2.11. Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2)

Die BMPs sind Mitglieder der TGF-B-Superfamilie mit mehr als einem Dutzend
verwandter Proteine, die tUber ahnliche Fahigkeiten verfigen (Sandberg et al.,
1993). Die meisten dieser Proteine haben Auswirkungen auf die Heilung von
Frakturen. BMP-Rezeptoren sind Heterodimere und kommen in zwei unter-

schiedlichen Formen vor, die wiederum jeweils in unterschiedlichen Isoformen
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auftreten und bezuglich ihrer Affinitat zum BMP-Liganden variieren. Es wurden
mindestens drei Familien nachgewiesen, die ihrer Funktion nach unter anderem
an einen oder mehrere BMPs spezifisch binden und die Interaktion mit dem Re-
zeptor inhibieren (Aspenberg und Forslund, 2000). Die BMPs selbst initiieren in
Frakturen die Proliferation und die spatere Differenzierung zu Knochen oder
Knorpel. Nachdem ihre Wirkungen auf Knochen und Frakturen genauer unter-
sucht wurde, zeigte sich auch, dass die BMPs eine entscheidende Rolle in der
Entwicklungsbiologie spielen. Sie sind an den unterschiedlichsten Prozessen
wahrend diversen Entwicklungsphasen beteiligt, die vom Blastulastadium bis
zur letzten Feinregulierung der Extremitaten reicht. So fuhren z. B. Spontanmu-
tationen in Form von Deletionen von BMP-14 oder BMP-5 zu Malformationen im
Skelettsystem wie etwa verkurzten Gliedern oder dem Fehlen von bestimmten
Knochen (Thomas et al., 1997).

Nakase et al. (2003) entdeckten BMP-2 in osteoarthrotischem humanem Knor-
pel und wiesen auf die Bedeutung des Faktors bei anabolen Reparaturvorgan-
gen in beschadigtem Knorpelgewebe hin. Blaney Davidson et al. (2007) besta-
tigten diese Annahme durch in vivo Studien. Sie wiesen nach, dass BMP-2 die
Reparatur von ladiertem murinem Knorpel ermoglicht und dabei die intrinsische
Reparaturkapazitat im defekten Gewebe erhdht.

Im humanen Meniskus wird BMP-2 ebenfalls exprimiert. Unsere PCR-Analyse
ergab flr alle elf Zellkulturen (n=11) ein durchgehend positives Ergebnis. Wah-
rend im gesunden Knorpelgewebe die BMP-2-Expression relativ niedrig ist,
lasst sich nach mechanischer Verletzung des Knorpels sowie nach osteoarthro-
tischen Veranderungen eine erhdhte BMP-2-Expression im Gewebe feststellen.
Der Arbeitsgruppe von Blaney Davidson (2007) gelang es, BMP-2 als anabole
Komponente im pathologisch veranderten Knorpelgewebe zu identifizieren.
BMP-2 sorgt hier zwar zunachst ebenfalls fur einen vermehrten Matrixabbau;
dies erfolgt jedoch im Sinne von Abbau beschadigter Matrixmolekule, sodass im
Knorpel Raum fur neu synthetisierte Matrixkomponenten entsteht.

In der vorliegenden Studie konnte fur alle untersuchten Meniskuszellkulturen
ein positives PCR-Signal fur BMP-2 verbucht werden. Angesichts der Tatsache,

dass die Spendermenisken aus arthrotisch veranderten Kniegelenken entnom-
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men wurden, kann die BMP-2-Expression in den Fibrochondrozyten ebenfalls
als eine anabole Antwort auf die arthrosebedingten Degeneration im Meniskus

gewertet werden.

4.3.2.12. Inducible Nitric Oxid Synthase (iNOS)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiges Signalmolekul und wird von den diver-
sen Isoformen der Nitric-Oxid-Synthase (NOS) aus L-Arginin synthetisiert. Als
Signalmolekul wird es von zwei Calcium-abhangigen Isoformen, der neuronalen
und der endothelialen NOS produziert. Das durch Calcium aktivierte Calmodulin
bindet und aktiviert vorubergehend NOS-Dimere. Aufgrund der flichtigen Natur
von erhdhten Calciumspiegeln ist die Aktivitat des NO sehr kurzlebig. Als ein
Vertreter von Inflammation und zellvermittelter Immunitat wird NO von Calcium-
unabhangigen, zytokininduzierbaren NOS (iNOS) produziert, die von vielen un-
terschiedlichen Zelltypen unter transkriptionaler Regulierung durch inflammato-
rische Mediatoren exprimiert werden. Calmodulin ist sogar bei basalen Calci-
umspiegeln streng an iINOS gebunden, sodass sich iINOS von den anderen Iso-
formen durch die verlangerte Produktion relativ grol3er Menge an NO unter-
scheidet. Das besondere Interesse an der Aufklarung der genauen Regulati-
onsmechanismen von iNOS auf die Synthese von NO findet seine Begrindung
darin, dass iNOS eine Rolle in der Pathogenese von vielen unterschiedlichen
Krankheiten wie Multiple Sklerose, Schlaganfall, Morbus Parkinson, Tuberkulo-
se und Arthritis spielt (Lee et al., 2003). Wahrend einerseits hohe Spiegel an
INOS einen hohen zellularen Schutz gegenuber Mikroorganismen bieten und
die homdostatische Antwort auf Hypoxie liefern, fuhrt andererseits die persistie-
rende Aktivierung von iNOS zu bereits toxischen NO-Konzentrationen. Da NO
ein freies Radikal darstellt, kann es Proteine, Lipide oder auch DNA oxidieren
und seine oxidativ-toxischen Eigenschaften werden durch die Reaktion mit ei-

nem anionischen Superoxidradikal noch weiter erhdht (Estevez et al., 1998).
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In unseren PCR-Untersuchungen konnte bei acht der untersuchten elf (n=11)
Patientenproben aus dem Meniskus die Expression von iNOS nachgewiesen
werden.

Hellio Le Graverand et al. (2001) beobachteten im Modell mit Kaninchen, bei
denen ein vorderer Kreuzbandschnitt durchgeflhrt wurde, nach jeweils drei und
acht Wochen erhdhte mRNA-Werte fur iNOS.

In einer Studie von Kobayashi und seinen Kollegen (2001) konnten bei Patien-
ten mit teilreseziertem medialem Meniskus im Vergleich zu normalen Menisken
erhdhte INOS-Werte festgestellt werden. Dies bestatigt auch die Ergebnisse
unserer Arbeit. Bei Osteoarthrose wird im Meniskus vermehrt iNOS produziert
(Kobayashi et al., 2001). So sind in fortgeschritteneren Stadien der Arthrose
auch proportional gro3ere Mengen an iNOS im Meniskus nachzuweisen. Somit
kdnnte bei den drei Patienten, bei denen iNOS nicht zu detektieren war, die
Schadigung durch Gonarthrose im Vergleich zu den anderen Patienten wesent-

lich geringer ausgepragt sein.

4.3.2.13. Matrix Metalloproteinasen 1, -3 und -13 (MMP-1, -3, -13)

Die MMP-Familie umfasst mindestens 19 eng verwandte Mitglieder, die nicht
nur in der Entstehung der Arthrose, sondern auch in einer Vielzahl von unter-
schiedlichen physiologischen und pathologischen Prozessen wie z.B. in der
embryonalen Entwicklung oder der Tumorzellinvasion (Woessner, 1994) eine
Rolle spielen. Die Gemeinsamkeit der Metalloproteinasen besteht in ihrer pro-
teolytischen Aktivitat gegen alle bisher bekannten Komponenten der Knorpel-
matrix wie Kollagene, Proteoglycane, nichtkollagene Proteine und Matrixgly-
coproteine. Alle bekannten MMPs sind sich in ihre Struktur sehr ahnlich, unter-
scheiden sich jedoch in ihrer Substratspezifitat (Hasty et al., 1993). Innerhalb
der Familie befinden sich drei Kollagenasen: Kollagenase-1 oder MMP-1 (Gold-
berg et al., 1986), Kollagenase-2 oder MMP-8 (Hasty et al., 1990) und Kollage-
nase-3 oder MMP-13 (Moldovan et al., 1997). AuRerdem gibt es noch drei un-
terschiedliche Stromelysine (MMP-3, MMP-10 und MMP-11), zwei Gelatinasen
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(MMP-2 und MMP-9) und vier MMPs vom Matrixtyp: MMP-14 (Sato et al.,
1994), MMP-15, MMP-16 und MMP-17 (Nagase, 1996).

Wahrend in Studien in osteoarthrotischem humanem Knorpel im Vergleich zu
normalem Knorpel uber eine erhdhte MMP-Expression (MMP-1, MMP-3, MMP-
9) berichtet wird (Mohtai et al., 1993), gibt es auch Hinweise darauf, dass z. B.
MMP-3 auch in gesundem humanem Knorpelgewebe vorzufinden ist (Nguyen
et al., 1992). MMP-1 und MMP-13, die beide zur Familie der Kollagenasen ge-
hdren, weisen fur Kollagen Typ-I, dem wichtigsten Kollagen im Meniskus, eine
sehr ahnliche Hydrolysefahigkeit auf (Knauper et al., 1996).

MMP-13 wird ebenfalls eine Beteiligung an Prozessen wie z.B. der Wundhei-
lung (Yamagiwa et al., 1999) und rheumatoider Arthritis (Lindy et al., 1997) zu-
geschrieben.

Die Expression von MMPs in den von uns untersuchten elf (n=11) Menisken
variierte stark. MMP-1 wurde lediglich von vier Patienten exprimiert (n=11),
wahrend fur MMP-3 bei neun Zellkulturen (n=11) ein positives Ergebnis in der
PCR-Analyse verbucht werden konnte. MMP-13 war bei allen Zellinien (n=11)
nachweisbar. Die Arbeitsgruppe von Le Graverand (2000) wies im Meniskus
von Kaninchen MMP-13 nach. Ebenfalls im Modell mit Menisken von Kaninchen
konnten Bluteau et al. nach Induktion einer histologisch nachweisbaren Arthro-
se (2001) in der RT-PCR einen signifikanten Anstieg von MMP-1, -3 und -13
nachweisen. Des Weiteren zeigten Lorenz (2005) und seine Kollegen in Studien
mit Hunden, dass die MMP-13-Expression im Rahmen von osteoarthrotischen
Veranderungen im Knorpelgewebe hochreguliert wird.

In der vorliegenden Studie weist das unterschiedliche Expressionsmuster der
drei untersuchten MMPs im humanen Meniskus darauf hin, dass MMP-13 hier
am aktiven Umbauprozess im Rahmen einer graduell variierenden Arthrose
stets beteiligt ist. Da MMP-3 ebenfalls im gesunden humanen Knorpel auffind-
bar ist und von neun der elf untersuchten Meniskuszellkulturen exprimiert wur-
de, kann die Rolle dieses Stromelysins im Meniskus nicht eindeutig definiert
werden. Es sorgt fir den Abbau von extrazellularer Matrix und nicht fibrillarer
Kollagene und kann in der Zellkultur sowohl pathologisch erhoht sein als auch

lediglich physiologisch im Rahmen von regularen Um- und Abbauprozessen
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vorkommen. Dies musste in weiteren quantifizierenden PCR-Untersuchungen

erforscht werden.

4.3.3. Immunhistochemie

43.31. AS02

Der Antikorper AS02 bindet an ein Protein an der Membran auf humanen
Fibroblasten. Er reagiert nicht mit Keratinozyten, Endothelzellen und Blutzellen
(Saalbach et al., 1996). Die Farbung mit diesem Antikdrper zeigte bei allen Me-
niskuszellen (n=3) eine positive Reaktion. Dass Meniskuszellen viele Eigen-
schaften sowohl von Fibroblasten als auch von Chondrozyten aufweisen wurde
bereits durch die Arbeitsgruppen von Ghadially (Ghadially et al., 1983) und Na-
kata (Nakata et al., 2001) beschrieben.

4.3.3.2. CD11b

Die immunhistochemische Farbung mit dem Antikdrper CD11b sollte mit den
Meniskuszellen eventuell mitgeziichtete Monozyten, Makrophagen oder Granu-
lozyten demaskieren. Der Antikorper CD11b reagiert mit einem Adhasionsgyl-
coprotein der Zellmembran von Monozyten, Granulozyten, Makrophagen und
aktivierten Lymphozyten und farbt die entsprechenden Zellen (Springer et al.,
1979, McFarland et al., 1992).

Um die Validitat der PCR-Ergebnisse zu gewahrleisten, musste die Reinheit der
Zellkulturen, die aus Fibrochondrozyten bestehen, durch die Farbung mit die-
sem Antikorper bestatigt werden. Keine der drei untersuchten (n=3) Zellkulturen
zeigte in der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikérper CD11b ein

positives Ergebnis.
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4.3.3.3. Kollagen Typ-I

Die Farbung war bei allen drei Patienten (n=3) positiv, Kollagen Typ-l wurde bei
allen Zellkulturen auf der Proteinebene nachgewiesen. Das Kollagen Typ-I ist
mit einem Anteil von Uber 90% am Gesamtkollagen das dominierende im Me-
niskus (Aspden et al., 1985). Dieses Ergebnis wurde ebenfalls von Nakata (Na-

kata et al., 2001) und anderen bestatigt.

4.3.3.4. Kollagen Typ-Il

Der Nachweis von Kollagen Typ-Il gelang fur zwei der drei (n=3) untersuchten
Patienten. Bei der Zellkultur, die keine Anfarbung zeigte, korrelierte das Ergeb-
nis der Immunhistochemie mit der RT-PCR, wo ebenfalls keine Kollagen Typ-ll
Expression nachgewiesen werden konnte. Hier wurde gegebenenfalls nicht ge-
nigend Kollagen Il in Protein umgeschrieben, wie es fir eine Farbung mit Anti-
korpern notig ware. Kollagen Typ-Il kommt im Meniskus in geringeren Mengen
von 1-2 % vor (Benjamin et al., 1990), wahrend es das vorherrschende Kolla-
gen im Knorpelgewebe darstellt (Aigner et al., 1992). Dieses unterschiedliche
Verteilungsmuster der beiden Kollagene wird auf biochemischer Ebene zur Dif-
ferenzierung zwischen hyalinem - und Faserknorpel angewandt (Arnoczky et
al., 1988).

4.4. Conclusio

Das vorrangige Ziel dieser Studie war es, humane Fibrochondrozyten in Zellkul-
tur mittels RT-PCR und Immunhistochemie auf ihr Synthesmuster fir Kollagene
(Kollagen Typ-I, -1, -lll, -VI und -X) sowie fur die Faktoren VEGF, TGF-R1, IGF-I
und —Il, FGF-1 und -2, PDGF, iNOS und MMP-1, -3 und -13 zu analysieren.
Hierzu wurden humane Menisken von elf unterschiedlichen Patienten nach me-
chanischer Aufarbeitung und Kollagenaseverdau in Zellkultur aufgenommen.
Fir die PCR-Analysen kamen Zellen aus der ersten Subkultur zum Einsatz, um

moglichst nah an den in-vivo-Verhaltnissen zu sein und einer durch haufige

-81-



Passagierung der Zellen aufkommenden Entdifferenzierung der Fibrochondro-
zyten entgegenzuwirken.

Zur Bestatigung der PCR-Ergebnisse fur die Kollagene | und |l wurden exem-
plarisch immunhistochemische Farbungen an drei verschiedenen Meniskuszell-
kulturen vorgenommen. Neben dem Nachweis der beiden Kollagene auf Prote-
inebene erfolgten ebenfalls immunhistochemische Untersuchungen der drei
Zellinien mit dem Antikorper CD11b zum Ausschluss eventuell mitgezichteter
Endothelzellen. Der Antikorper AS02 farbt humane Zellen mesenchymaler Her-
kunft und identifizierte die drei genannten Zellreihen als solche.

Bezuglich der Expression von Kollagenen konnten die Kollagene Typ-I und -li
sowohl immunhistochemisch auf Proteinebene als auch per PCR auf der
Transkriptionsebene nachgewiesen werden. Auch das Vorkommen von Kolla-
gen Typ-lll und -VI wurde bestatigt, wohingegen Kollagen Typ-X nach unseren
Ergebnissen nicht von humanen Fibrochondrozyten exprimiert wird.

Die vorliegende Arbeit konnte auch erstmals eine Reihe von Wachstumsfakto-
ren in humanen Meniskuszellkulturen nachweisen, die bisher von anderen Au-
toren, wenn Uberhaupt, vorwiegend im Tiermodell mittels histologischer Gewe-
beuntersuchungen dargestellt worden sind. In der vorliegenden Studie wurde
die Expression von VEGF, FGF-1 und -2, TGF-31, BMP-2, iINOS und MMP-3
und -13 nachgewiesen. Bei vereinzelten Proben konnte auch die mRNA von
IGF-I und -lIl und MMP-1 detektiert werden. Vom humanen Meniskusgewebe
gar nicht exprimiert wird hingegen PDGF-AB.

Einzelne Wachstumsfaktoren mit positivem Effekt auf Proliferation, Matrix-
Synthese oder Differenzierung von Fibrochondrozyten in der Zellkultur und in
vivo sind zwar bekannt, deren agonistisches und antagonistisches Wirken und
Zusammenspiel im Meniskus ist jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart. Es ist
gut moglich, dass auch bei den Wachstumsfaktoren, ahnlich wie bei den Kom-
plement- oder Gerinnungsfaktoren, ganze Wirkungskaskaden existieren, auf
deren Ende die Heilung und Regeneration des verletzten Gewebes steht. Die
genaue Differenzierung, ob einzelne Faktoren in der Meniskuszellkultur auf-
grund einer Arthrose aktiviert wurden oder lediglich unter physiologischen Be-

dingungen vorkommen kann durch die vorliegende Studie jedoch nicht ab-
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schlieRend beantwortet werden, da die Menisken von Patienten mit variieren-

den Arthroseschaden entnommen wurden.
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V. Zusammenfassung

Viele Erkrankungen des Kniegelenks lassen sich auf eine degenerative oder
traumatische Lasion des Meniskus zurickfuhren. Der Meniskus spielt eine ent-
scheidende Rolle fur die Schockabsorbtion und Krafteverteilung im Kniegelenk.
Wenn dessen Funktion eingeschrankt ist und aus therapeutischen Griunden
eine Resektion durchgefuhrt wird, wirkt sich dies beschleunigend auf die Ent-
stehung einer Gonarthrose aus. Das Interesse am maoglichst vollstandigen Er-
halt des Meniskusgewebes ist dementsprechend hoch.

Angesichts der lediglich in der Meniskus-Peripherie vorhandenen ausreichen-
den Vaskularisierung sind der inneren Meniskusheilung jedoch Grenzen ge-
setzt. In Anbetracht dessen sind innovative Verfahren wie das Tissue Enginee-
ring, das u. a. die Herstellung von autologen Meniskusersatzimplantaten anvi-
siert, in der Orthopadie von grof3er Bedeutung fur die Zukunft.

Hierbei werden zunachst Meniskuszellen aus Gewebeproben gewonnen und
mit Hilfe unterschiedlicher Verfahren expandiert. Die expandierten Zellen wer-
den spater auf Tragermaterialien gesetzt, die als kunstliches Gewebsstroma
dienen, innerhalb derer sich die Zellen dreidimensional ausbreiten.

Ob sich diese Zellen im Verlauf wie native Meniskuszellen entwickeln und dem
GerUst die entsprechenden biomechanischen Eigenschaften verleihen ist bisher
nicht nachvollziehbar gewesen, da sich bisher die Charakterisierung von huma-
nen Meniskuszellen auf die Beschreibung morphologischer Eigenschaften kon-
zentrierte.

Das Bestreben dieser Untersuchungen war es, diese Licke zu schlieen und
eine umfassende Expressionsanalyse von Fibrochondrozyten zur Verfligung zu
stellen, sodass eine Qualitatskontrolle von eingesetzten und nach dem Engi-
neering erhaltenen Meniskuszellen durch unsere Analysen mdglich wird.
Bezuglich der Expression von Kollagenen konnten die Kollagene Typ-I und -li
sowohl immunhistochemisch auf Proteinebene als auch per PCR auf mRNA-
Ebene nachgewiesen werden. Auch das Vorkommen von Kollagen Typ-Ill und -
VI wurde bestatigt, wohingegen Kollagen Typ-X nach unseren Ergebnissen

nicht von humanen Fibrochondrozyten exprimiert wird.
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Die vorliegende Arbeit konnte auch erstmals eine Reihe von Wachstumsfakto-

ren in humanen Meniskuszellkulturen nachweisen, die bisher von anderen Au-

toren, wenn Uberhaupt, vorwiegend im Tiermodell mittels histologischer Gewe-

beuntersuchungen dargestellt worden sind. So wurde die Expression von
VEGF, FGF-1 und -2, TGF-31, BMP-2, iNOS und MMP-3 und -13 nachgewie-

sen. Bei vereinzelten Proben konnte auch die mRNA von IGF-| und Il und

MMP-1 detektiert werden. Vom humanen Meniskusgewebe gar nicht exprimiert

wird hingegen PDGF-AB, das neben seiner Funktion als starkes Mitogen auch

chemotaktisch auf Monozyten, Neutrophile und Fibroblasten wirkt und

in vitro ebenfalls die Produktion von extrazellularer Matrix durch Fibrochondro-

zyten stimuliert.

Tabelle 23: Bisheriger Nachweis von Kollagenen und Wachstumsfaktoren im humanen
und tierischen Meniskus.

Nachweis in huma-
ner Meniskuszell-

Bisheriger Nach-

Nachweis in tierex-
perimentellen Un-

Faktor . weis im humanen .
ku!tur durch dle_ Meniskus tersuchl_mgen im
vorliegende Arbeit Meniskus
Kollagen Typ | + Eyre et al. (1975) -
Kollagen Typ |l + Eyre et al. (1975) -
Kollagen Typ lll + Nakata et al. (2001) Wu et al. (1987)
McDevitt und Web-
Kollagen Typ VI + ber (1990)
Hellio Le Grave-
Kollagen Typ X - - rand et al. (2001)
Becker et al. (2004)
VEGF + - Hofstaetter et al.
(2004)
FGF-1 + - -
FGF-2 + - -
Hellio Le Grav-
TGFR1 * - erand et al. (2001)
IGF-I (+) - -
IGF-II (+) - -
PDGF-AB - - -
BMP-2 + - -
. Kobayashi et al. Hellio Le Grave-
INOS ¥ (2001) rand et al. (2001)
Le Graverand et al.
MMP-I (+) - (2000), Bluteau et
al. (2001)
Bluteau et al.
MMP-IlI + - (2001)
MMP-XIII + - Bluteau et al.
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(2001),
Lorenz et al.,
(2005)
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