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IV.ABSTRACTS

Deutsche Version

Einleitung: Der Meniskus ist haufig von traumatischen Verletzungen betroffen. Die
Durchblutung und dadurch das Heilungspotenzial nehmen von peripher nach zentral ab,
sodass die Heilung zentraler, avaskularer Meniskusrisse limitiert ist. Haufig erfolgt eine
partielle Meniskusresektion, da das Risiko, dass die gewebeerhaltende Meniskusnaht
versagt, hoch ist. Forschungsansatze untersuchen potenziell heilungsférdernde
Blutbestandteile, wie das plattchenreiche Plasma (PRP) und die mesenchymalen
Stromazellen (MSC). Durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus dem PRP
kommt es z. B. zur Steigerung der Zellproliferation, Bildung extrazellularer Matrix und
Chemotaxis der MSC. Dass die Kombination von PRP und MSC heilungsfordernder sein
kann als eine alleinige Applikation, konnte bereits am Knochen und Gelenkknorpel gezeigt
werden. In der vorliegenden tierexperimentellen Studie soll die Wirkung von PRP + MSC
in vivo auf die Heilung avaskularer Meniskusrisse untersucht werden. Dabei sollen
wundheilungsrelevante Wachstumsfaktoren (FGF-2, TGF-g1, PDGF-3, VEGF-A, IGF-1,
IGF-2), katabole Zytokine (TNF-a, IL-1a) sowie Kollagene (Col1A1, 1A2, 2A1) analysiert
werden.

Methodik: 30 Schafen wurde ein longitudinaler Riss in der avaskularen Zone des
Meniscus medialis gesetzt. In funf Gruppen (je n = 6) wurde der Riss versorgt mit: (1)
Naht, (2) Naht + Kollagencarrier, (3) Naht + Kollagencarrier + PRP, (4)
Naht + Kollagencarrier + MSC sowie (5) Naht + Kollagencarrier + PRP + MSC. Nach
acht Wochen wurden der operierte und der kontralaterale (als Referenz) Meniscus
medialis  entnhommen und makroskopisch, histologisch  sowie = FGF-2-
immunhistochemisch untersucht. Die relative mMRNA-Expression der Wachstumsfaktoren
FGF-2, TGF-B1, PDGF-B, VEGF-A, IGF-1, IGF-2, der Zytokine TNF-a, IL-1a sowie der
Kollagene Col1A1, Col1A2 und Col2A1 wurde mittels qRT-PCR quantifiziert. Fur die
Statistik wurden nicht-parametrischen Testverfahren verwendet (Signifikanzniveau
p <0,05).

Ergebnisse: In keiner Gruppe konnte eine makroskopische Heilung festgestellt werden.

Die relative FGF-2-mRNA-Expression war in allen Gruppen signifikant vermindert im
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Vergleich zu den kontralateralen gesunden Menisken. Die niedrigste FGF-2-mRNA-
Expression zeigte die PRP + MSC-Gruppe. Die relative mRNA-Expression der
Wachstumsfakturen TGF-1, PDGF-B, VEGF-A, IGF-1, IGF-2, Zytokine TNF-a, IL-1a
und Kollagene Col1A2, Col2A1, Col1A1 war dort nicht signifikant verandert. Zwischen
den Gruppen war nur die Col1A1-mRNA-Expression signifikant verandert, mit einer
geringeren Expression in der PRP + MSC-Gruppe als in der Carrier-Gruppe.

Schlussfolgerung: Durch die alleinige und kombinierte lokale Applikation von PRP + MSC

kam es nach acht Wochen zu keiner verbesserten makroskopischen Heilung avaskularer
Meniskusrisse. Aufgrund dieser Studienergebnisse kann aktuell die lokale Anwendung
von PRP, MSC und ihrer Kombination zur Therapie avaskularer Meniskusrisse nicht
empfohlen werden. Nach kombinierter Applikation wurde die niedrigste FGF-2-mRNA-
Expression nachgewiesen, sodass sogar ein negativer Einfluss auf die Wundheilung

nicht auszuschlieRen ist.
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ABSTRACTS

English version

Introduction: Traumatic meniscus injuries are common. Due to decreasing vascularization
the healing potential is strongly declining from the periphery to the central zone. Therefore
the healing of a central avascular meniscal tear is limited. It often requires a partial
meniscectomy due to the high meniscus suture failure rate. Efforts focus on potentially
healing promoting blood components such as platelet-rich plasma (PRP) and
mesenchymal stroma cells (MSC). Growth factors released from PRP stimulate e. g. cell
proliferation, extracellular matrix syntheses and chemotaxis of MSC. The fact that
PRP + MSC can be more beneficial to healing than a single application was already
demonstrated on bones and joint cartilage. This experimental sheep study aims to
evaluate the effect of PRP + MSC on meniscal healing of avascular tears by analyzing
important growth factors of wound healing (FGF-2, TGF-31, PDGF-3, VEGF-A, IGF-1,
IGF-2, cytokines (TNF-a, IL-1a) and collagens (Col1A1, Col1A2, Col2A1).

Methods: A longitudinal tear was created in the avascular zone of the medial meniscus
of 30 sheep. In five groups (n =6 each) the tear was treated with: (1) suture, (2)
suture + collagen-carrier, (3) suture + collagen-carrier + PRP; (4) suture + collagen-
carrier + MSC and (5) suture + collagen-carrier + PRP + MSC. After eight weeks, the
operated and the contralateral (as reference) medial menisci were harvested. Evaluation
of gross healing, histology and FGF-2 immunohistochemistry were performed. Relative
MRNA expression of growth factors FGF-2, TGF-1, PDGF-3, VEGF-A, IGF-1, IGF-2,
cytokines TNF-q, IL-1qa, as well as collagens Col1A1, Col1A2 and Col2A1 were quantified
by gqRT-PCR. Nonparametric statistics (significance level p < 0,05) were used.

Results: No group showed gross healing. The relative FGF-2 mRNA expression was
significantly decreased in all groups compared to the contralateral menisci. The
PRP + MSC-group showed the lowest FGF-2 mRNA expression. The relative mRNA
expression of the growth factors (TGF-B1, PDGF-B, VEGF-A, IGF-1, IGF-2), cytokines
(TNF-qa, IL-1a) und collagens (Col1A2, Col2A1, Col1A1) showed no significant change in
the PRP + MSC-group. Between the groups only the mRNA expression of Col1A1 was

significantly downregulated in the PRP + MSC-group compared to the carrier-group.
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Conclusion: The isolated and combined application of PRP + MSC failed to improve the
repair of avascular meniscus tears after eight weeks. Therefore the local application of
PRP, MSC and its combination cannot be recommended. The reduced FGF-2 mRNA
expression after PRP + MSC application even suggests a negative effect onto meniscus

healing.
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1. EINLEITUNG

Das Knie ist die am haufigsten von Sportverletzungen betroffene Kérperregion (1).
Zu den Sportarten mit den haufigsten Knieverletzungen zahlen Ful3ball, Skiabfahrt und
Handball (1, 2). Traumatische intraartikulare Verletzungen betreffen am haufigsten das
Ligamentum cruciatum anterius (LCA, ca. 45 %) (2). Am zweithaufigsten ist der Meniscus
medialis verletzt (ca. 24 %), wahrend der Meniscus lateralis seltener Verletzungen
erleidet (ca. 8 %) (2). Der Meniskus ist eine wichtige anatomische Struktur des
Kniegelenks. Er besitzt bedeutende Funktionen fur die Kniegelenksmechanik und
- stabilitat: Er verteilt und nimmt Druck auf, stabilisiert das Kniegelenk passiv und
verhindert extreme Extension sowie Flexion (3-5). AulRerdem tragt der Meniskus zur
Kongruenz und Lumbrikation des Kniegelenks bei und besitzt propriozeptive Funktionen
(3-5).

Um die Funktion des Meniskus zu verstehen, mussen die anatomischen
Gegebenheiten betrachtet werden. Menisken sind paarig angelegte Faserknorpel im
Kniegelenk. In jedem Kniegelenk befindet sich ein lateraler und medialer Meniskus auf
dem Tibiaplateau gelegen und kranial in Kontakt mit den Femurkondylen. Der Meniscus
medialis ist Uber bandartig auslaufende Strukturen des Vorder- und Hinterhorns, den
Meniskuswurzeln, mit dem Tibiaplateau verbunden. Die Vorderhornwurzel inseriert in der
Fossa intercondylaris anterior tibiae und die Hinterhornwurzel in der Fossa
intercondylaris posterior tibiae zwischen dem Ligamentum cruciatum posterius (LCP) und
der Hinterhornwurzel des Meniscus lateralis am Tibiaplateau (6). Das Ligamentum
transversum genus verbindet die Vorderhorner der Menisci medialis et lateralis (6).
Zusatzlich ist der Meniscus medialis mit dem Ligamentum collaterale tibiale (LCT)
verbunden (4, 6). Der Meniscus lateralis ist mit dem Vorderhorn an der Eminentia
intercondylaris lateral der Insertion des LCA und mit der Hinterhornwurzel zwischen
Hinterhornwurzel des Meniscus medialis und des tibialen LCA-Ansatzes am Tibiaplateau
befestigt (5, 6). Zusatzlich kann das Hinterhorn des Meniscus lateralis durch die
Ligamenta meniscofemorale anterius (Humphrey-Ligament) et posterius (Wrisberg-
Ligament) am Femur fixiert sein (Abb. 1). Beide sind jedoch inkonsistent angelegt (4, 5,
7).

14
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Abb. 1: Anatomie des Kniegelenks: Ansicht auf das rechte Tibiaplateau von proximal
nach Erdffnrung der Kniegelenkskapsel und Durchtrennung der Kreuz- und
Kollateralbandern. Das Lig. meniscofemorale anterius fehlt in der Darstellung. Aus (8) mit
freundlicher Genehmigung des Thieme-Verlags.

Durchblutet wird der Meniskus Uber einen kapillaren Plexus von Kapsel und
Synovialgewebe (9). Der Gefaliplexus des Meniscus medialis wird aus den Aa. superior
et inferiores medialis genus und der Meniscus lateralis Uber die Aa. superior et inferiores
lateralis genus versorgt (5). Diese Arterien entspringen der A. poplitea und formen einen
Gefaliplexus in der Periphere des Meniskus (5). Nach der Geburt ist der Meniskus noch
komplett vaskularisiert, wird jedoch bis zum 10. Lebensjahr avaskularer und entspricht
dann dem eines Erwachsenen (5). Die Peripherie des Meniskus ist vaskularisiert und wird
rote Zone genannt (6). Sie umfasst etwa 10 bis 30 % der Meniskusbreite (9). Der
Ubergang von der peripher vaskuldren (rote Zone) zur avaskuldren Zone (weilRe Zone)
wird als rot-weil3e Zone bezeichnet (Abb. 2).

Aufgrund der abnehmenden Durchblutung von peripher nach zentral nimmt auch
das Heilungspotenzial nach zentral hin ab (9, 10). Fir die Therapie von

Meniskusverletzungen spielt demzufolge deren Lokalisation eine entscheidende Rolle.
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rote Zone

4 rot-weille Zone
A

weilke Zone

zentral peripher

Abb. 2: Durchblutung des Meniskus nach Zonen

Morphologisch ist der Meniskus konvex geformt und ahnelt einem abgerundeten
Halbmond (6). Er ist peripher dicker und wird nach zentral hin dinner (6). Er ist weil3 bis
grau, oberflachlich glatt und manuell schwer komprimierbar. Histologisch besteht der
Meniskus aus Kollagenbundeln (11). Die Kollagenfasern verlaufen in der Peripherie
zirkumferent und dienen der Stabilisierung (11). Im Inneren ziehen diese von zentral nach
peripher, um die axialen Krafte zu verteilen (Abb. 3) (11). Der Meniskus enthalt Kollagen
des Typs I, I, 1, V, und V, wobei 90 % der Kollagenfasern vom Typ | sind (5).
Kollagenfasern des Typ |l befinden sich vor allem im Inneren des Meniskus (intramural)
(12, 13). Die avaskulare Zone des Meniskus besteht hautsachliche aus Kollagen Typ |
(Col1) und Il (Col2) (13). Kollagen Typ IIl (Col3) bildet weniger als 1 % der kollagenen
Fasern (13). Der Kollagengehalt bildet 60 bis 70 % des Trockengewichts des Meniskus

(5).
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Abb. 3: Kollagenfaserstruktur des Meniskus: | dinne Kollagenfibrilen an der

Oberflache, NI kreuzende  Kollagenfaserblndel, Il  zirkular  angeordnete

Kollagenfibrillenblndel mit vereinzelten radiaren Kollagenfibrillen im Inneren, durchsetzt

von lockerem Bindegewebe von der Gelenkkapsel. Aus (14) mit freundlicher

Genehmigung des Thieme-Verlags.

Zellular besteht der Meniskus aus Fibrochondrozyten (5, 12) (Abb. 4). Im Inneren
des Meniskus sind diese morphologisch grof und rund, wahrend sie zur Oberflache,
nahe der Gelenksflachen und in der Peripherie ovaler bzw. fusiformer geformt sind,

ahnlich Fibroblasten (Abb. 4) (5, 12, 15).

Abb. 4: Zellmorphologie des Meniskus: Langliche, dicht stehende Zellen an der
Oberflache (a). Fusiforme fibroblasten-ahnliche Zellen in der Peripherie (b). Weniger
fusiforme Gestalt zum Inneren hin (¢). Runde Fibrochondrozyten im Inneren der zentralen
Region des Meniskus (d). Aus (4) mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags.
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Verletzungen des Meniskus sind haufig und kdnnen traumatisch als Meniskusriss
(Abb. 5) z. B. zusammen mit Verletzungen des LCA, isoliert durch Verdrehungen oder
Hyperextension im Kniegelenk oder als Meniskuslasion infolge degenerativer Prozesse
bei meist alteren Patienten entstehen (5). Der Meniscus medialis ist aufgrund seiner
Festigkeit am  Tibiaplateau haufiger von  Verletzungen betroffen  (5).
Meniskusverletzungen erhdhen das Risiko einer Gonarthroseentstehung (16). Aus
diesem Grund ist die Wahl eines geeigneten Therapieverfahren essenziell. Dabei sind
Kenntnisse Uber die Art und Lokalisation des Meniskusrisses entscheidend.
Traumatische Meniskusrisse verlaufen meist vertikal, z. B. longitudinal (Sonderform:
Korbhenkelriss), oder radiar (5, 17). Schrag- und Radiarrisse finden sich meist in der Pars

intermedia (5, 17).

D E

Abb. 5: Morphologie der Meniskusrisse: A Longitudinalriss, B Schragriss, C Radiarriss,
D Korbhenkelriss, E Horizontalriss

Die arthroskopische Nahtversorgung ist laut aktueller Leitlinie anzustreben (18),
vor allem bei jungeren Patienten und bei Patienten mit Gelenkblockaden (16, 18). Eine
Meniskusteilresektion stellt eine weitere Therapieoption traumatischer Meniskusrisse
dar. Diese kann ebenfalls gute Ergebnisse erzielen, jedoch wurden ein erhdhtes
Arthroserisiko und eine geringere Ruckkehr zum Aktivitatslevel wie vor der Verletzung
beschrieben (18-21).
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FUr die Naht von Meniskusrissen werden verschiedene, zum Teil modifizierte
Techniken wie die All-inside-, Inside-out- oder Outside-in-Naht verwendet (22-24). Bei
der Outside-in-Naht wird der Faden Uber eine Kanule von peripher nach zentral durch
den Meniskusriss gefuhrt und mithilfe einer Schlinge, die meist Uber eine zweite Kanlle
auch von peripher nach zentral eingebracht wurde, wieder nach peripher ausgeleitet und
extraartikular Uber der Kapsel verknotet (Abb. 6) (25). Welche Technik mit welchem
Fixationssystem zum Einsatz kommt, richtet sich unter anderem nach Lokalisation des
Risses und der Praferenz des Operateurs, wobei die verschiedenen Fixationssysteme
sich bezlglich des klinischen Ergebnisses nicht signifikant unterscheiden (24, 26). In
Deutschland werden Risse im Hinterhorn meist mit der All-inside-, Risse in der Pars
intermedia mit der Inside-out- oder Outside-in- und Risse im Vorderhorn mit der Outside-
in-Technik genaht (17).

Abb. 6: Outside-In-Meniskusnaht. Aus (25) mit freundlicher Genehmigung von Rodeo
et al., Instr Course Lect, 2000.

Die Erfolgsrate der Meniskusnaht liegt nach Analysen von Re-Arthroskopie-
Studien bei etwa 75 % (27). Nach All-inside-Meniskusnaht zusammen mit einer LCA-
Plastik heilten 84 % der Menisken vollstandig und 12 % inkomplett (28). Nach

inkompletter Meniskusheilung zeigten sich die Patienten klinisch symptomlos, sodass
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von einer Erfolgsrate von 96 % auszugehen ist (28). Jedoch erfolgte nur die Naht von
Rissen der roten oder rot-weilden Zone (28). Meniskusrisse der avaskularen weiRen Zone
wurden partiell reseziert (28). In einer anderen Studie heilten alle longitudinalen
Meniskusrisse der roten oder rot-weil3en-Zone aus, nachdem sie mit einer modifizierten
Outside-in-Technik genaht wurden (22). Interessanterweise haben Meniskusrisse, die bei
gleichzeitiger Versorgung von LCA-Rupturen genaht wurden, eine hdhere
Heilungserfolgsrate (29). Moglich ware, dass durch die Hamarthros-Entstehung aus dem
Serum Signalmolekule, z.B. Wachstumsfaktoren, freigesetzt werden, welche die
Meniskusheilung verbessern. Diskutiert wird auch, ob das Alter der Meniskusverletzung
zum Zeitpunkt der Naht eine Rolle spielt. In einer Studie zeigte sich innerhalb der ersten
sechs Wochen eine deutlich hohere Heilungserfolgsrate (83 %) als zu einem spateren
Zeitpunkt (52 %) (29). Eine zeitige Nahtversorgung kann womdglich das Arthroserisiko
reduzieren (30). Das Versagen einer Meniskusnaht geht mit einer signifikant starkeren
Arthroseprogression einher als eine erfolgreiche Nahtversorgung (29).

Zahlreiche Therapieansatze zur Verbesserung der Meniskusheilung sind
Gegenstand experimenteller Forschung. Neben mechanischen Methoden, wie z. B. dem
Anrauen der Meniskusoberflache und der den Meniskusriss umgebenden Membrana
synovialis oder der Schaffung von GefalRkanalen mit Kanuleneinstichen, wird die
Applikation heilungsférdernder Blutbestandteile untersucht (10, 31). Die Implantation
eines Fibrinclots in Stanzdefekte der avaskularen Zone des Meniskus von Hunden
induzierte bei allen zwoIf Tieren eine Defektheilung (32). Bereits nach drei Monaten
beobachtete man eine vollstandige Heilung durch Bildung von Faserknorpelgewebe ohne
Gefallneubildungen (32). Als Tragermaterial fur Blutbestandteile kann ein Carrier, eine
dreidimensionale und selbstaufldsende Zellmatrix z. B. aus Kollagen, verwendet werden.
Es wird vermutet, dass die Blutbestandteile Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Matrixbestandteile freisetzen und aktivieren und dadurch positive Effekte auf die
Gewebeheilung haben. Welchen Einfluss diese Signalmolekuile auf die Meniskusheilung
haben, ist noch weitgehend unklar.

Bei neuen Therapiemethoden steht besonders das plattchenreiche Plasma (PRP)

im Fokus. Es handelt sich dabei um autologes Plasma, das Thrombozyten (Blutplattchen)
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in einer hdoheren Konzentration als im Vollblut enthalt und durch Zentrifugation von
Vollblut hergestellt wird (33). Thrombozyten sind essenziell an der Hamostase und
Wundheilung beteiligt und setzen zahlreiche Wachstumsfaktoren und Zytokine frei (34).

Man unterscheidet zwischen plasma-basierten Herstellungsmethoden, die
idealerweise nur Thrombozyten als zellularen Bestandteil isolieren, und dem Buffy-coat-
System, bei dem das PRP neben den Thrombozyten auch Erythrozyten und Leukozyten
enthalt (33). Letzteres wird kritisch gesehen, da durch Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine die Leukozyten katabol wirken kéonnen (35-37). Daher konnte eine hohe
Leukozytenkonzentration im PRP die anabole Wirkung der Thrombozyten negativ
beeinflussen (35-37). Die Anzahl der Thrombozyten im PRP variiert je nach
Herstellungsmethode- und Protokoll, wobei besonders die Starke und Dauer der
Zentrifugation eine wichtige Rolle spielen. Mit plasma-basierten Methoden erzielt man
ublicherweise eine zwei- bis dreifache (300.000 — 500.000 Thrombozyten / pl) und mit
dem Buffy-coat-System eine drei- bis achtfache Thrombozytenkonzentration
(500.000 — 1.500.000 Thrombozyten / upl) verglichen mit Vollblut (33). Als Richtwert
wurde fur ,therapeutisches humanes PRP“ eine Thrombozytenzahl von 1.000.000 / pl
empirisch festgelegt (38).

Nach erfolgreicher Herstellung des PRP kann dieses endogen, durch
Koagelbildung nach Applikation ins Gewebe und Kontakt mit gewebeeigenem Col1 oder
bereits durch die mechanische Wirkung der Zentrifugation aktiviert werden (33). Eine
weitere Mdglichkeit stellt die exogene Aktivierung durch Zugabe von Calciumchlorid
und/oder Thrombin dar (33). Nach Aktivierung des PRP werden Wachstumsfaktoren und
andere Signalmolekile vornehmlich aus den a-Granula der Thrombozyten freigesetzt
(38). Die lokale Zugabe des PRP, z. B. in einen Meniskusriss, ist aufgrund der schnellen
Koagelbildung und damit Aktivierung vorteilhafter fur eine gezielte Freisetzung der
Wachstumsfaktoren als eine intraartikulare Injektion (33).

Im PRP wurden héhere Konzentrationen von FGF-2 (Fibroblast growth factor 2),
VEGF (Vascular endothelial growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor), TGF-
B1 (Transforming growth factor beta 1) und IL-1 (Interleukin 1 alpha) als im normalen

Plasma nachgewiesen, ebenso plasma-ahnliche Konzentrationen von IGF-1 (Insulin-like
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growth factor 1) (36, 39-46). In vitro konnte gezeigt werden, dass die Sekretion der
Wachstumsfaktoren nach Aktivierung des PRP Uber Tage ansteigt (47). Neben
Wachstumsfaktoren konnten im PRP Adhasionsmolekile wie Fibrin, Fibronectin,
Vitronectin und Thrombospondin-1 nachgewiesen werden (38, 48).

Zahlreiche Studien untersuchten die Wirkungen von PRP auf den Meniskus. In
vitro wurde nach Kultivierung von Meniskuszellen mit PRP eine erhdhte Expression der
Wachstumsfaktoren FGF-2, TGF- und IGF-1 gesehen (49). Es konnte gezeigt werden,
dass PRP die Meniskusheilung beim Kaninchen verbessert (42). Es stimulierte in vitro
die Glycosaminoglykan-Synthese der Meniskuszellen und in vivo die Heilung von 1,5-
mm-Stanzdefekten der avaskularen Zone (42). PRP scheint in vivo auch positive Effekte
auf die Heilung weiterer muskuloskeletaler Gewebe zu haben. Im Schafmodell
verbesserten intraartikulare PRP-Injektionen die Heilung femoraler Knorpeldefekte (50).
Im Kaninchen heilten femoropatellare Knorpeldefekte durch lokale Applikation von PRP
in den Defekt besser (46). Bei Hunden stimulierte wachstumsfaktorreiches Plasma im
Carrier in vitro die Zellproliferation und Kollagensynthese von Fibroblasten der
Patellarsehne (51).

Einen weiteren wichtigen Forschungszweig zur Geweberegeneration stellt die
Zelltherapie mit multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSC) dar. MSC sind
undifferenzierte Knochenmarkszellen, welche die Fahigkeit besitzen, sich in Geweben
mesenchymalen Ursprungs wie Fett, Knochen, Muskel oder Knorpel zu entwickeln (52).
Um von mesenchymalen Stromazellen sprechen zu kdnnen, mussen bestimmte Kriterien
erfullt sein: MSC mussen plastikadharent wahrend der Kultivierung sein, spezifische
Oberflachenantigene exprimieren und multipotent, d. h. in vitro chondrogen, adipogen
und osteogen differenzierbar sein (52-54). An ovinen MSC des Knochenmarks konnten
diese Kriterien ebenfalls nachgewiesen werden (55). Dabei zeigten sich diese den
humanen MSC in der Morphologie und in den exprimierten Oberflachenmarkern sehr
ahnlich (55). Zu den ovinen MSC-Oberflachenantigenen zahlen unter anderem CD9+,
CD29+, CD44+, CD54+, CD73+, CD90+, CD 105+, CD166+, CD45-, CD31- und CD14-
(55, 56). Die Abklurzung MSC wird in der Literatur oft aquivalent fir mesenchymale

Stammzellen verwendet. Diese mussen jedoch daruber hinaus weitere Kriterien erfillen,
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wie die Fahigkeit zur Zellerneuerung und Differenzierung in multiple Zelltypen in vivo (57).
Erst bei Erflllung dieser Zusatzkriterien kann von mesenchymalen Stammzellen
gesprochen werden, andernfalls muss der Terminus mesenchymale Stromazelle
verwendet werden (57).

Zahlreiche Studien beschaftigen sich mit der Wirkung von MSC auf die
Meniskusheilung. Im In-vitro-Organmodell an Ratten wurde beobachtet, dass MSC in
avaskularen Meniskusdefekten proliferieren und die EZM-Bildung induzieren (58). Das
Uberleben der MSC konnte dabei bis acht Wochen nach der Implantation nachgewiesen
werden (58). In vivo wurde bereits gezeigt, dass MSC die Heilung muskuloskeletaler
Gewebe wie Knorpel und Sehnen verbessern (59, 60). In einer In-vivo-Studie am
Kaninchen bildete sich nach Teilresektion des Meniscus medialis und lokaler Applikation
adipogen  differenzieter MSC  meniskusahnliches  Reparaturgewebe  aus
Fibrochondrozyten in kollagenreicher EZM (61). Zudem reduzierte sich das Ausmalf der
tibialen und femoralen Knorpeldestruktion (61). In einer weiteren Studie nach
Meniskusteilresektion beim Kaninchen wurde nach intraartikularer Injektion von
Meniskusstammzellen mehr Reparaturgewebe gebildet und es wurden protektive
Effekten auf den Gelenkknorpel beobachtet (62). In diesen Studien wurde am
Kleintiermodell die Wirkung der Stammzellen untersucht, sodass fraglich bleibt, ob diese
auch positive Effekte auf die Heilung von Meniskusrissen der avaskularen Zone im
Groftiermodell haben.

Bisher konnte am Schwein gezeigt werden, dass nach Applikation von MSC mit
Fibrinkleber 21 Meniskusrisse der avaskularen Zone makroskopisch vollstandig durch
Bildung von faserknorpelahnlichem Gewebe ausheilten (63). FUnf Meniskusrisse heilten
inkomplett und nur zwei nicht aus (63). Jedoch zeigte das Defektgewebe deutlich
schlechtere biomechanische Eigenschaften als das normales Meniskusgewebe (63). In
einer anderen Studie am Schwein erzielten Mehrfachinjektionen von synovialen MSC
eine makroskopische Heilung mit meniskusahnlichem Defektgewebe sechzehn Wochen
nach Meniskusteilresektion (64). Auch im Ziegenmodell bildete sich infolge einer Injektion
mit autologen MSC nach Entfernung des Meniscus medialis und Durchtrennung des LCA

nach sechs Wochen ein Neomeniskus aus meniskusahnlichem Gewebe, zudem
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reduzierte sich das Ausmald der degenerativen Kniegelenksveranderungen (65). Diese
Ergebnisse demonstrieren das stark heilungsfordernde Potenzial der MSC.

Die Migration und Proliferation der MSC wird unter anderem durch die
Wachstumsfaktoren des umgebenden Milieus beeinflusst. /n vitro wurde beobachtet,
dass sich MSC vermehrt nach Gefalverletzung ansiedeln und Thrombozyten deren
Migration stimulieren (66). Der von Thrombozyten freigesetzte Wachstumsfaktor FGF-2
steigerte die Proliferation und Migration der MSC in vitro (66). Weiterhin erhéhten neben
FGF-2 auch IGF-1 und PDGF-B die Proliferationsrate, wahrend TGF-B1 inhibitorische
Effekte auf MSC zeigte (56). Es konnte nachgewiesen werden, dass MSC eine hohe
Expression an FGF-2-, PDGF-B-, TGF-B- und IGF-1-Rezeptoren aufweisen (45). VEGF-
Rezeptoren wurden auf MSC nicht detektiert (45). MSC mit erhdhter IGF-1-Expression
verbesserten nachweislich die Heilung von Meniskusdefekten der avaskularen Zone von
Ziegen und erzielten eine komplette Defektheilung (67). Der Wachstumsfaktor PDGF-[3
wirkte in vitro stimulierend auf die Migration von MSC (68). Die Aktivierung von MSC im
Carrier durch TGF-B1 stimulierte in vitro die chondrogene Differenzierung und erhdhte
die Synthese von Kollagen Il und Aggrecan (69). Es scheint also, als wirde die
Kombination von MSC mit Wachstumsfaktoren die heilungsfordernde Wirkung
verstarken.

So konnte auch bereits gezeigt werden, dass PRP die Proliferation humaner und
oviner mesenchymaler Stammzellen in vitro stimulierte (40, 45, 70, 71). Die chondrogene,
adipogene und osteogene Differenzierung der MSC blieb dabei unter Zugabe von PRP
erhalten (45). PRP stimulierte in vitro ebenfalls die chondrogene Differenzierung der MSC
(72). Diese Studien lassen annehmen, dass das PRP eine positive Wirkung auf die MSC
hat. In aktuellen Studien wird daher die Wirkung der Kombination dieser Blutbestandteile
im Gewebe zu untersucht. Unseres Wissens gibt es bisher jedoch weder klinische noch
tierexperimentelle Ergebnisse, ob die kombinierte Applikation auf das Meniskusgewebe
der isolierten Zugabe Uberlegen ist.

Zu bertcksichtigen sind neben moglichen Interaktionen zwischen dem PRP und
den MSC auch die Einflisse durch, im Gewebemilieu vorhandene Wachstumsfaktoren,

Zytokine und Matrixbestandteile wie z. B. Kollagene. Infolge eines Gewebetraumas
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werden diese Signalmolekule von Gewebe- oder Blutzellen sezerniert und Uber
Signalkaskaden deren Expression im Wundheilungsprozess reguliert. Uber die Rolle
dieser Signalmolekule in der Meniskusheilung ist bisher wenig bekannt. Bisher
untersuchte unseres Wissens keine Studie in vivo im Groldtiermodell die Expression
dieser Wachstumsfaktoren, Kollagene und Zytokine, weder nach Meniskusriss noch im
gesunden Meniskus. Zudem ist nicht bekannt, inwieweit deren Expression durch die
Zugabe von PRP und MSC verandert wird.

Einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren der Wundheilung ist der Fibroblast
growth factor 2 (FGF-2) oder auch Basic fibroblast growth factor genannt (bFGF). FGF-2
gehort zu einer Familie aus bislang 23 Signalmolekilen, die an Tyrosinkinase-
Rezeptoren (FGFR1-FGFR4) epithelialer oder mesenchymaler Zellmembranen binden
(73, 74). Zusatzlich weisen die FGFs eine hohe Affinitdt zu Proteoglykanen,
Heparansulfatketten und Glykosaminoglykanen auf (74). Diese EZM-Bestandteile und
der Ligand (FGF) binden an spezielle Domanen wund initieren nach
Rezeptordimerisierung (durch Enzyme z. B. Kinasen) intrazellulare Signalwege, wie die
Aktivierung der Phospholipase C oder des FGFR 2 Substrats (74). FGF-2 befindet sich
im Zytosol verschiedener Zelltypen wie z. B. Chondrozyten (75). Weiterhin wird ein
extrazellulares Reservoir vermutet, woraus FGF-2 bei Gewebeverletzungen freigesetzt
wird (75).

Es wurden zahlreiche positive Effekte von FGF-2 im Wundheilungsprozess
beschrieben. FGF-2 induziert Hypervaskularisation durch Neoangiogenese, stimuliert die
Zellmotilitat und steigert die Zellproliferation (76-78). So wurde nach Myokardinfarkt bei
Ratten eine erhdohte FGF-2-Expression bei gleichzeitiger Angiogenese festgestellt (79).
Bei Achillessehnenverletzungen im Rattenmodell fihrte die Injektion von FGF-2 zur
Zellproliferation und Bildung von Col3 (78). Weiterhin heilten nach FGF-2-Applikation
Knorpeldefekte der Femurkondylen von Kaninchen (80, 81). Es konnte gezeigt werden,
dass FGF-2 nach mechanischen Verletzungen im Knorpel sezerniert wird und MMP
(Matrix-Metalloproteinasen) sowie TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloprotease 1)
aktiviert, die den Gewebeumbau initiieren (75). Dies lasst vermuten, dass FGF-2 sowohl

den EZM-Auf- als auch den -Abbau beeinflussen kann. AuRerdem wurde eine
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chondroprotektive Wirkung von FGF-2 beschrieben, durch Unterdrickung des Aggrecan-
abbauenden Enzyms ADAMTS-5 (82). Ein Einfluss von FGF-2 auf die
Proteoglykanbildung im Knorpel wurde nicht festgestellt (75). Die Kombination von FGF-
2 mit IGF-1 stimulierte die Proliferation humaner Chondrozyten des Gelenkknorpels (83).
Zahlreiche In-vitro-Studien untersuchten den Einfluss von FGF-2 auf Meniskuszellen.
FGF-2 stimulierte die Proliferation und EZM-Bildung oviner Meniskuszellen aus allen
Zonen (84). In der avaskularen Zone erhdhte FGF-2 die Col1-, Col2A-(Kollagen Typ 2A-
) und MMP-13-(Matrix-Metalloproteinase 13-)-Expression und unterdrickte die
Aggrecan- und MMP-2-(Matrix-Metalloproteinase 2-) Expression (85). Dagegen
verminderte FGF-2 die Synthese von Col1 und Col2A in der vaskularen Zone (85). Dies
lasst eine zonenabhangige Wirkung von FGF-2 auf den Gewebeumbau des Meniskus
vermuten. Im Kaninchenmodell verstarkte FGF-2 die Zellproliferation in der avaskularen
Zone und unter hypoxischen Bedingungen die Glykosaminoglykansynthese (86). Auf
humane Meniskuszellen wirkte FGF-2 in vitro ebenfalls proliferativ und erhdhte die
Synthese von Col2 und Proteoglykanen (87). Mehrfach konnte gezeigt werden, dass
FGF-2 in vitro die Proliferation, Migration und auch Differenzierung von MSC stimuliert
(45, 66, 88). Weiterhin forderte FGF-2 in Kombination mit TGF-B1 in vivo im Mausmodell
die Aktivierung von Stammzellen aus Knochen und peripherem Blut und steigerte deren
Migration zur Wunde sowie die dortige Synthese von Col1 (89).

Neben FGF-2 spielen weitere Wachstumsfaktoren wie TGF-31, PDGF-, VEGF-
A, IGF-1, IGF-2 (Insulin-like growth factor 2) und Zytokine wie TNF-a (Tumor necrosis
factor alpha) und IL-1a eine wichtige Rolle im Wundheilungsprozess. Beispielsweise
wurden erhdhte Expressionen von FGF-2, TGF-1 und PDGF-B nach Verletzung des
LCA und LCT von Kaninchen detektiert (90). FGF-2, VEGF und TNF-a konnten in der
Synovialflussigkeit und im infrapatellaren Fettgewebe von Patienten mit akuten
Bandverletzungen und chronischen Knieveranderungen nachgewiesen werden (91). Die
Wirkung dieser Signalmolekule wurde in zahlreichen Studien untersucht. So wurde
nachgewiesen, dass TGF-B1 die Kollagensynthese fordert, VEGF Neoangiogenese
induziert und PDGF-3 Makrophagen rekrutiert und, genau wie IGF-1, die EZM-Bildung,
vornehmlich von Glycosaminoglykanen, steigert (77, 92, 93). IGF-2 zeigte
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chondroprotektive Wirkung durch gesteigerte EZM-Synthese und Verminderung
arthrotischer Gelenksveranderungen (94). In-vitro-Studien erforschten das Vorkommen
und die Wirkung dieser Wachstumsfaktoren im Meniskusgewebe. In Fibrochondrozyten
humaner Menisken wurden unter anderem FGF-2, TGF-B1, VEGF, IGF-1 und -2 sowie
Kollagen Typ | — IV nachgewiesen (95). VEGF, IGF-1 und TGF-f stimulierten in vitro die
Synthese von Col1 in ovinen Meniskuszellen der avaskularen Zone und inhibierten die
Synthese von MMP-2 und Aggrecan (85). IGF-1 und TGF-B stimulierten zusatzlich die
Col2A- und MMP-13-Synthese (85). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass TGF-31
neben der Kollagen- auch die Glycosaminoglykansynthese in Fibrochondrozyten des
Kaninchenmeniskus stimuliert (96). Im ovinen Meniskus aktivierte TGF-B1 die
Proteoglykansynthese von Fibrochondrozyten aus allen Zonen (97). Im bovinen
Meniskus stimulierte TGF-B1 die Synthese von Proteoglykanen sogar dosisabhangig
starker als FGF-2 (98). Weiterhin steigert TGF-B1 die Zellproliferation porciner
Meniskuszellen in vitro (99). In vivo verbesserte TGF-31 die Heilung von Knorpeldefekten
im Kaninchen nach zehn Wochen (69). Der Wachstumsfaktor PDGF- forderte in vitro
die Zellproliferation oviner Fibrochondrozyten des Meniskus und steigerte die Col1-
Synthese (100). Die Isoform PDGF-AB stimulierte in vitro die Zellproliferation in allen
Zonen des bovinen und ovinen Meniskus (101, 102). In-vitro-Zugabe von IGF-1 erhdhte
die Proliferation und EZM-Bildung von Fibrochondrozyten aller Zonen des ovinen
Meniskus, besonders der avaskularen Zone (103). Aul3erdem steigerte IGF-1 im bovinen
Meniskus die Proteoglykansynthese und Zellmigration der avaskularen Zone (98, 102).
IGF-2 erhohte in vitro die Col1-Expression in ovinen Fibrochondrozyten des Meniskus
(100). In In-vivo-Studien anderte sich die Expression von Wachstumsfaktoren nach
Meniskusverletzungen (104, 105). Das Setzen eines Risses beeinflusste die Expression
von TGF-B1, VEGF-A, PDGF-B, IGF-1 und IL-1B (Interleukin 1 beta) in der vaskularen
und avaskularen Zone des Kaninchenmeniskus (104). In einer anderen Studie wurde
VEGF sogar noch zehn Wochen nach Meniskusriss vermehrt in der avaskularen und
vaskularen Zone exprimiert (105). Nach partieller medialer Meniskusresektion wurden
erhohte Konzentrationen von FGF-2 und TGF-f3 in der Synovialflussigkeit von Patienten

nachgewiesen (106).
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Eine weitere wichtige Gruppe von Signalmolekilen im Wundheilungsprozess
bilden proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1a. Diese Zytokine werden sowohl
im akuten als auch im chronischen Wundheilungsprozess vermehrt exprimiert (104, 107,
108). Bislang gibt es nur wenige Studien, die den Einfluss und das Vorkommen von IL-1
und TNF-a im Meniskus untersuchen. In vitro supprimierten IL-1 und TNF-a im Serum
die Zellproliferation im Zell- und Gewebemodell des porcinen Meniskus (99). Im Kontrast
dazu stimulierte IL-1 in einer anderen Studie in geringer Dosis die Zellproliferation in der
vaskularen Zone von bovinen Menisken (102). Weiterhin kam es unter Zugabe von IL-1
und TNF-a in vitro zur erhdhten Freisetzung von Glykosaminoglykanen und erniedrigter
Col1A1-(Kollagen Typ 1A1-) und Col2A1-(Kollagen Typ 2A1-)-Expression in der
avaskularen Zone des ovinen Meniskus (109). Zudem verschlechterte die Zugabe von
TNF-a und IL-1 in vitro die Heilung porciner Meniskusstanzdefekte (110). Ebenfalls in
vitro verbesserte die Abwesenheit von IL-1 und TNF-a die Heilung porciner
Meniskusdefekte der vaskularen Zone (111). Diese Ergebnisse lassen eine inhibitorische
Wirkung dieser proinflammatorischen Zytokine auf die Meniskusheilung vermuten.

Am Ende eines erfolgreichen Wundheilungsprozesses steht die Bildung von
Reparaturgewebe. Kollagene sind eine entscheidende Strukturkomponente im
Reparaturgewebe und zudem Hauptbestandteil des Meniskusgewebes. Eine Zunahme
der Kollagenproduktion im Heilungsprozess ist essenziell, um Reparaturgewebe mit
guten biomechanischen Eigenschaften zu bilden. So konnte eine gesteigerte
Kollagenproduktion vom Typ | und Il bei der Meniskusheilung longitudinaler Risse der
avaskularen Zone des Kaninchens nachgewiesen werden (112).

In Anbetracht der Studienlage zur vielversprechenden Wirkung des PRP und der
MSC auf die Meniskusheilung ist es folgerichtig, im nachsten Schritt die Wirkung der
Kombination beider auf die Meniskusheilung in vivo zu untersuchen. Kommt es
womaglich zu einer Steigerung der bekannten positiven Effekte auf das Gewebe oder zu
negativen Interaktionen? Kénnen traumatische Meniskusrisse durch die Zugabe von PRP
und MSC in Kombination heilen? Zur Schaffung einer besseren Vergleichbarkeit zum
menschlichen Knie sollte dies unbedingt an einem Groftiermodell untersucht werden.

Das Schaf als Groftiermodell weist in der Anatomie des Kniegelenks sowie der Struktur
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des Meniskus eine starke Ahnlichkeit zum Menschen auf (12, 113). Bislang gibt es zwar
Studien zur morphologischen Heilung traumatischer Meniskusrisse im Kleintiermodell,
jedoch mangelt es an Groldtiermodellstudien. Unklar ist bislang zudem der
Zusammenhang zwischen der morphologischen Meniskusheilung und der an der Heilung
beteiligten Wachstumsfaktoren, Zytokine und Kollagene. Welche Signalmolekule andern
nach Meniskusriss ihre Expression und tragen damit womdglich zur Heilung bzw.
fehlenden Heilung bei? Welchen Einfluss hat die Zugabe von PRP und MSC auf diese
Signalmolekule? Die Ergebnisse kdnnten als Grundlage flr neue Therapieansatze zur

Heilung avaskularer Meniskusrisse dienen.
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2. ZIELSTELLUNG UND HYPOTHESEN

In dieser Arbeit soll, beispielhaft im Schafsmodell, der Einfluss der kombinierten
lokalen Applikation von PRP und MSC auf die Heilung traumatischer Meniskusrisse in
der avaskularen Zone untersucht werden. Es soll gepruft werden, ob sich nach
Applikation dieser Blutbestandteile makroskopisch Heilungstendenzen zeigen und
welchen Einfluss diese auf die mRNA-Expression wundheilungsrelevanter
Wachstumsfaktoren (FGF-2, TGF-p1, VEGF-A, PDGF-j3, IGF-1, IGF-2), Zytokine (IL-1q,
TNF-a) und Kollagene (Col1A1, 1A2, 2A1) haben.

Dabei ergaben sich folgende Forschungshypothesen:

1) Die kombinierte Applikation von PRP und MSC verbessert die makroskopische
Heilung im Gegensatz zur Naht allein, Naht mit Carrier oder der isolierten Zugabe
von PRP oder MSC.

2) Nach kombinierter Applikation von PRP und MSC zeigen sich v. a. rissnah mehr
FGF-2-positive Zellen und eine erhohte mRNA-Expression von FGF-2 im
operierten Meniskus als nach Naht allein, Naht mit Carrier oder der isolierten
Zugabe von PRP oder MSC.

3) Die kombinierte Applikation von PRP und MSC flhrt zu einer erhdhten mRNA-
Expression der Wachstumsfaktoren TGF-31, PDGF- 3, VEGF-A, IGF-1, IGF-2 und
der Kollagene 1A1, 1A2, 2A1 und zu einer verminderten mRNA-Expression der
Zytokine IL-1a, und TNF-a als nach Naht allein, Naht mit Carrier oder der isolierten
Zugabe von PRP oder MSC.
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OP-und Narkose-Material

ACD-A Antikoagulanz Charité Hausapotheke

Aluminium-Spray
Baytril®

Braunoderm®

Carrier

Ethibond® 2
Ethilon® 0

Falcon-Rohrchen

Fentanyl-Plaster

Fentanyl®

Fentanyilcitrat

Finadyne®
Forene®
Jonosteril®

Kaliumchlorid

PDS® 3-0

Punktionskanule

Rimadyl®
Skalpell
Spruhverband

Sterile Handschuhe

MeproVet®, mepro, Vechta, Deutschland

Enrofloxacin, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
Propan-2-ol, Povidon-lod, B. Braun Melsungen AG,
Deutschland

Optimaix 3D Collagen Sponges, Matricel®,
Herzogenrath, Deutschland

Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland

Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland

BD Falcon® Tubes, Becton Dickinson GmbH, Freiburg,
Deutschland

Durogesic 50 ug / h, Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Fentanyl®-Janssen, Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland

Fentanyl®-Janssen, 3 — 6 ug / kg, Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, Deutschland

Flunixin, Intervet GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland

Isofluran, Abbvie, Wiesbaden, Deutschland

1000 ml, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
0,0746 g /ml, 1 mmol K*/ ml, 1 mmol CI-/ ml, Fresenius
SE & Co. KGaA, Bad Homburg, Deutschland

Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland
Jamshidi®-Nadel, CareFusion, San Diego, Kalifornien,
U.S.A.

Carprofen, Pfizer, Berlin, Deutschland

Feather, Osaka, Japan

Opsite®-Spray, Smith & Nephew, Marl, Deutschland
Peha-taft® plus puderfrei OP-Handschuhe, Hartmann,

Heidenheim, Deutschland

31



MATERIALIEN

Strauss-Kanule

Trapanal®

Unacid®
Venenverweilkantle
Vicryl® 0

Vicryl® 2-0

Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland
Thiopental-Natrium 2,5 g, Inresa Arzneimittel GmbH,
Freiburg, Deutschland

Ampicillin + Sulbactam, Pfizer, Berlin, Deutschland
Vasofix® Safety, B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland

Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland

Antikorper, Enzyme und Kits

Avidin-Biotin-Komplex
(AB-Komplex)

Chromogenes Substrat

DNase |, RNase-free
(1U/puL)
FGF-2-Antikdrper
iScript cDNA Synthesis
Kit

Proteinase K

Sekundarantikorper

SYBR Green

Vectastain ABC-Kit AK-5000, Vector Lab. Inc,
Burlingame, Kalifornien, U.S.A.

Vector Alkaline Phosphatase Substrate Kit |, SK 5100,
Vector Lab. Inc, Burlingame, Kalifornien, U.S.A.
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
U.S.A.

251853, Abbiotec, San Diego, Kalifornien, U.S.A.

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, U.S.A.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
biotinyliertes Ziege Anti-Kaninchen IgG, BA-1000, Vector
Lab. Inc, Burlingame, Kalifornien, U.S.A.

IQ™SYBR® Green Supermix, Bio-Rad Laboratories,

Inc., Hercules, Kalifornien, U.S.A.

Chemikalien, Nahrlésungen und Farbungen

Aqua destillatum

Aquatex®

Bovines Albuminserum

Chloroform

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Herstellung
siehe Herstelleranleitung

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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DEPC-Wasser 0,1 %
DMEM Low Glucose

EDTA

Eosin
Ethanol
Formalin 4 %

GlutaMax™ Supplement

Hamatoxylin nach Harris

Hamatoxylin nach Mayer

HCI (1 mol)
Histopaque® 1077
Isopropanol/ 2-Propanol
Magnesiumchlorid

NaCl

NaOH (2 mol)
Newborn Calf Serum

Normalserum

nukleasefreies Wasser

Paraffin

PBS

Penicillin/Strepromycin

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, U.S.A.

Ethylenediaminetetraacetic acid tetrasodium salt
dihydrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland

Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
US.A.

Harris’ Hamatoxylinlésung, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Mayers Hamalaunlosung, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Chlorwasserstoff, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.
Natriumchlorid 6404, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumhydroxid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.
Normalserum Goat S1000, Biozol Diagnostica, Eching,
Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, U.S.A.
Paraplast Plus®, Mc Cormick™ Scientific, Leica,
Richmond, Virginia, U.S.A.

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Biochrom
GmbH, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.
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Phosphatpuffer
RNA-Stabilisierlésung
RNaseZAP™

Safranin-O

Tris-Base

Tris-HCI

Trizollysat

Verdinnungsmedium

Xylol

Puffer

WALDECK GmbH & Co. KG, Munster, Deutschland
RNAlater™, QIAGEN, Valencia, Kalifornien, U.S.A.
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Trizma Base T1503, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH,
Hamburg, Deutschland

Trizma Hydrochloride HCLT 3253, Sigma-Aldrich
Biochemie GmbH, Hamburg, Deutschland

Trizol® Reagent, Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien, U.S.A.

Antibody Diluent with background reducing components
S3022, Dako Pathology Products, Hamburg,
Deutschland

J.T. Baker, Avantor Performance Materials, Paris,
Kentucky, U.S.A.

PBS, Phosphatgepufferte Salzlésung, pH 7,2:
100 ml Phosphatpuffer

ad 1000 ml Aqua dest.

Tris-HCI-EDTA-Puffer, pH 8,0:
3,95 g 50 mM Tris-HCL

0,93g 1 mMEDTA
ad 50 ml Aqua dest.

Chromogenpuffer, pH 8,2:

3,96 g Tris-HCL
0,54 g Tris-Base
2,63 g NaCl

ad 300 ml Aqua dest.
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Verbrauchsmaterialien
96-well-Platte

C-Chip-Einweg-
Zahlkammer
DNA LoBind Tube 1,5 ml

Eindeckglaser

Falcons

Fettstift

Hitzebestandige well-
Deckel
Mikrotommesser

Objekttrager

PCR-Strip 0,2 ml
Petrischale
Pipettenspitzen
Reaktionsgefale 1,5 ml
Skalpell

TC-Flasche T175,

Standard

Tissue-Tek®Boxen

ABgene® PCR Plates, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, U.S.A.

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH und KoKG, Lauda-Kdénigshofen,

Deutschland

BB Falcon® Tubes, Becton Dickinson GmbH, Freiburg,

Deutschland

PAP-Pen, Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,
Deutschland

Ultra Clear Cap Strips, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, U.S.A.

NH35HR, Feather®, Osaka, Japan

Superfrost Ultra Plus, Thermo Scientific, Gerhard
Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

PCR Strip with attached optically clear cap low profile,
211-0339, VWR, Radnor, Pennsylvania, U.S.A.
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
U.S.A.

Biosphere® Filter Tips, Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Feather®, Osaka, Japan

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Sakura Finetek, Torrance, Kalifornien, U.S.A.
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Gerate und Laborgegenstande

Digitales Mikroskop

Einbettungsautomat

Erlenmeyerkolben

iCycler

Kuhlplatte

Mechanischer
Homogenisator
Messzylinder

Metall / Glas Morser &
Keramik Pistel
Mikrotom

Misch-und Warmeplatte

Nano-Drop

Peltier Thermal Cycler
pH-Meta

Pipette

Precellys Minilys®
Reagenzglaser
Reagenzglashalter
Vortex-Schuttler

Waage

Leica DMRB, Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland
Axiocam MRc, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

TP1020, Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, Deutschland

Duran Group, Wertheim, Deutschland

iIQ™5, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien,
U.S.A.

Cop 30 Cooling Plate, MEDITE GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Ultra-Turrax®, IKA®-Werke, GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Brand GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland

Spezialanfertigung der Charité Berlin

Leica RM 2125, Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland
RCTbasic, IKA®-Werke, GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
U.S.A.

PTC-200, MJ Research, St. Bruno, Quebec, Kanada
Inolab®, WTW, Weilheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bertin Corp, Rockville, Maryland, U.S.A.

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland

Lab dancer, IKA®-Werke, GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

M-Prove, Sartorius AG, Gdéttingen, Deutschland
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Warmeblock

Warmeschrank

Wasserbad

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Thermomixer Compact, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Heraeus T12, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Leica HI1210, Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland
Rotixa RP, Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Modell 5417R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikro22R, Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Eppendorf 5810 R, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland
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4.1 Versuchstiere

Zur Durchflhrung dieser Studie wurden insgesamt 30 gesunde, weibliche, ca. zwei
Jahre alte Merino-Mix-Schafe unter Einhaltung des Tierschutzgesetzes operiert. Das
Projekt wurde unter der Vorgangsnummer G0063/12 vom Landesamt fir Gesundheit und
Soziales gestattet. Die Versuchstiere standen unter tierarztlicher Betreuung von Dr. med.
vet. Tanja Schmidt und Nadja Goldbach.

Die Versuchstiere wurden eine Woche praoperativ in die Tierstalle des
tierexperimentellen Instituts der Charité - Universitdtsmedizin Berlin (FEM)
aufgenommen (Abb. 7) und untersucht. Beurteilt wurden Gewicht, Haut, Pansen, Euter,
Gelenke, Klauen, Gebiss und das Gangbild. Zusatzlich erfolgte die Messung der
Vitalparameter, der Korpertemperatur und des Gewichts. Im Verlauf wurden die Tiere im

FEM taglich vom Tierpflegepersonal beaufsichtigt und versorgt.

Abb. 7: Merino-Mix-Schafe im Tierstall des tierexperimentellen Instituts der Charité
— Universitatsmedizin Berlin (FEM)
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4.2 Anasthesie

Die Anasthesie wurde von Dr. med. vet. Tanja Schmidt und Nadja Goldbach
durchgefuhrt. Nach zwdlfstindiger Nahrungskarenz wurden die Schafe flr die Operation
vorbereitet. Dazu wurde eine Vordergliedmalie rasiert und desinfiziert, um eine periphere
Venenverweilkanule in die V. cephalica antebrachii zu legen. Anschlieend wurden nach
Spulung der Kanlle mit physiologischer Kochsalzlosung zur Narkoseeinleitung
15 mg / kg Thiopental i. v. und zur Analgesie einmalig 2 mg / kg Carprofen s. c. injiziert.
Far die Intubation wurde nach Erléschen der Schutzreflexe ein Tubus der GrofRRe 8,5 mm
mittels Laryngoskop und Fuhrungsdraht platziert und geblockt. Es wurde eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran-Lachgasgemisch im Verhaltnis 2:1 (bei Einleitung 1:2)
mit 1,5 — 1,8 % Isofluran durchgefuhrt. Die Atemfrequenz betrug 10 — 12 Atemzlge / min
bei einem Tidalvolumen von 10 — 20 ml/ kg, inspiratorischem Druck von 18 cm H20 und
expiratorisch von 5 cm H20. Nach erfolgreicher Intubation und suffizienter Beatmung
wurde eine Pansensonde gelegt (Abb. 8). Fur die Operation wurden die Tiere in
Ruckenlage gebracht und postoperativ zum Entgasen in Bauchlage gelagert. Um
Wundinfektionen vorzubeugen, wurde praoperativ einmalig eine Antibiose mit 2 g
Ampicillin und 1 g Sulbactam i. v. verabreicht. Zur Analgesie wurde Fentanyl einmalig als
Bolus praoperativ und intraoperativ alle 30 min 3-6 ug/kg i.v. verabreicht.
Intraoperativ wurde i. v. Jonosteril® infundiert zur Volumengabe.

Zur postoperativen Schmerztherapie wurde nach Operationsende ein Fentanyl-
Pflaster (1 —2pg/kg/h) auf die rasierte Innenseite der linken Vordergliedmale
appliziert und fir drei Tage belassen. Die durchschnittliche Narkosedauer betrug 202 min
(£ 44 min).
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Abb. 8: Schaf auf dem OP-Tisch: A Pansensonde, B Beatmungsschlauch, C O..
Sattigungs-Messsonde, D Blutdruckmanschette, E periphere Venenverweilkanile

4.3 Operation

Alle Operationen wurden von Prof. Dr. med. Sebastian Kopf durchgefuhrt. Ziel war
es, einen 15 mm langen Riss in der avaskularen Zone des Meniscus medialis des rechten
Hinterlaufs zu setzen. Die Schafe wurden narkotisiert (Abb.8) und in Rickenlage
gesichert gelagert. Zum Zeitpunkt der Operation betrug das Gewicht der Schafe im Mittel
63,3 kg (Standardabweichung * 5,2 kg). Die Klauen wurden aus hygienischen Grinden
mit einem Schutzverband umwickelt. Der rechte Hinterlauf wurde grol¥flachig rasiert,
dreimal mit Braunoderm® desinfiziert und steril abgedeckt.

Die Hautschnittflhrung erfolgte longitudinal, zentral Gber dem anterioren Knie. Sie
wurde am proximalen Patellapol begonnen und nach distal zur Tuberositas tibae
fortgeflhrt. Nach Praparation der subkutanen Fettschicht wurde die Bursa infrapatellaris
subcutanea durchtrennt. Die Eréffnung des Kniegelenks erfolgte Uber einen medialen
parapatellaren Zugang. Der Musculus vastus medialis, der beim Schaf muskular bis Gber

die Patellamitte zieht, wurde am kurzen Sehnenansatz abgetrennt. Es folgte die Spaltung
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der Capsula articularis genu medial der Patellarsehne von proximal nach distal. Der
Hoffa-Fettkdrper konnte nun vorsichtig nach lateral wegprapariert werden. Das LCT
wurde am Epicondylus medialis femoris ossar sorgfaltig abgesetzt und mit zwei
Ethibond®-2-Faden angeschlungen. Durch Aufenrotation und Flexion des
Unterschenkels unter Verlagerung der Patella nach lateral wurde die Sicht auf den
Meniscus medialis frei. Im anterioren Drittel des Meniskus wurde mit dem Skalpell ein ca.
15 mm langer, longitudinaler, transmuraler Schnitt in der avaskuléren Zone gesetzt. Die

Vollstandigkeit des Risses wurde vorsichtig mit einem stumpfen, gebogenen Klemmchen

gepruft (Abb. 9).
e :

Abb. 9: Intraoperative Sicht auf den Meniskusriss: A Schnitt, B Meniscus medialis, C
Epicondylus medialis femoris, D LCT (angeschlungen)

links Abmessung des Risses

rechts Prufung der Vollstandigkeit des Risses durch eine Klemme im Riss

Es wurden funf Gruppen etabliert (Tab. 1). In allen Gruppen wurde der
Meniskusriss in Outside-in-Technik mit zwei PDS®-3-0-Faden genaht (Abb. 10). In
Gruppe 1 (Naht-Gruppe) erfolgte ausschliel3lich eine Meniskusnaht. In Gruppe 2 (Carrier-
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Gruppe) wurde ein Carrier aus Kollagen passgenau zugeschnitten (ca. 0,5 x 1,5 cm),
sodass er im Riss platziert werden konnte. In Gruppe 3 (PRP-Gruppe) wurde der Carrier
zunachst 1 min in einer Petrischale mit 0,5 ml des kurz zuvor entnommenen PRP bei
Raumtemperatur gelagert. Im Anschluss wurde er im Carrier implantiert und es wurden
zusatzlich 0,5 ml PRP in den Riss gespritzt. Fur Gruppe 4 (MSC-Gruppe) wurde der
Carrier zuvor mit ca. 1,5 Mio. MSC inkubiert und in den Riss implantiert. Die MSC wurden
ca. vier Wochen praoperativ aus dem Beckenkamm entnommen und kultiviert (siehe
Kapitel 4.4.). In Gruppe 5 (PRP + MSC-Gruppe) wurde der Carrier mit MSC zusatzlich
fur 1 min in eine Petrischale mit 0,5 ml PRP gelagert und anschlie®end implantiert und
es wurden zusatzlich 0,5 ml PRP in den Riss gespritzt.
Tab. 1: Schema der Behandlungsgruppen

Gruppe Anzahl der Schafe Therapie
1 6 Meniskusnaht
2 6 Meniskusnaht + Carrier
3 6 Meniskusnaht + Carrier + PRP
4 6 Meniskusnaht + Carrier + MSC
5 6 Meniskusnaht + Carrier + PRP + MSC
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Abb. 10: Meniskusnaht in Outside-in-Technik: A Schnitt, B Meniscus medialis, C
Faden flr Outside-in-Technik, D LCT (angeschlungen), E Epicondylus medialis femoris,

links: Kandilen als Fuhrungskanal fir den Faden von medial nach lateral durch
den Riss eingefuhrt
rechts Verknoten der beiden Faden lateral

Danach wurde das LCT transossar am Epicondylus medialis femoris mit zwei
Faden Ethibond® 2 refixiert. Zur Naht der Capsula articularis genu, des Musculus vastus
medialis und der Fascia cruris wurde jeweils Vicryl® 0 in Einzelknopftechnik verwendet.
Die Bursa infrapatellaris subcutanea und die Subcutis wurden mit Vicryl® 2-0
verschlossen. Nach Wunddesinfektion erfolgte die Hautnaht mit Ethilon® 0 durch eine
Ruckstichnaht nach Donati. Abschlie®end wurde die Wunde mit Braunoderm®
desinfiziert, ein Spruhverband sowie Aluminium-Spray aufgetragen und das Knie mit
einem sterilen Baumwollverband umwickelt. Postoperativ konnten sich die Tiere im
Gehege frei bewegen und entlasteten die operierte Gliedmalie spontan. Die operierte
GliedmalRe wurde nicht geschient oder anderweitig in ihrem Bewegungsausmafl

eingeschrankt. Die Operationsdauer betrug im Mittel 92 min (£ 17 min).

4.4 Gewinnung und Kultivierung der mesenchymalen Stromazellen
Die Entnahme des Knochenmarkaspirats zur Gewinnung der MSC erfolgte ca. vier

Wochen vor der Operation des Meniskus. Nach Einleitung einer Inhalationsnarkose
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wurden die Schafe in Bauchlage gebracht und praoperativ einmalig eine Antibiose mit2 g
Ampicillin  und 1g Sulbactam sowie einmalig 5 mg/kgKG Enrofloxacin zur
Infektionsprophylaxe verabreicht. Zur intraoperativen Volumengabe wurde Jonosteril®
i. v. verwendet. Der linke Beckenkamm wurde grof3flachig rasiert und desinfiziert. Nach
steriler Abdeckung des Operationsgebietes wurde ein 2 cm langer Hautschnitt am
Beckenkamm, ca. 2 cm dorsal der Spina iliaca anterior superior, gesetzt und bis auf das
Periost freiprapariert. Eine Jamshidi®-Nadel wurde etwa 1 cm in die Spongiosa des
Markraums vorgeschoben und mit einer 20-ml-Spritze langsam 15 ml Blut aspiriert
(Abb. 11). Das gewonnene Aspirat wurde in mit 3 ml Heparin befullte Falcon-Rdhrchen
umgefullt, geschwenkt und auf Eis kiuihl gelagert. Nach der Entnahme wurde die Subkutis
mit Vicryl®-2-0 verschlossen und die Wunde desinfiziert. Nach der Hautnaht in
Einzelknopftechnik mit Ethilon®-0 erfolgte die Versieglung der Wunde mit
Aluminuimspray. Die Narkose dauerte im Mittel 90 min (£ 20 min) und die MSC-Entnahme
29 min (£ 12 min).

Abb. 11: Entnahme des Knochenmarkaspirats aus dem Beckenkamm
links intraspongidse Platzierung der Jamshidi®-Nadel
rechts Aspiration

Die Kultivierung der MSC wurde von Jasmin Rose unter Anleitung von Dr. rer. nat.
Anke Dienelt im Berlin-Brandenburg Center for Regenerative Therapies (BCRT)

durchgefuhrt. Das entnommene Aspirat wurden unter sterilen Laborbedingungen
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aufgereinigt, um nach drei Wochen 1,5 Mio. MSC aus 15 ml Blut zu kultivieren. Dazu
wurde das Knochenmarkaspirat zunachst mit 25 ml PBS verdunnt, die Probe 3s
geschwenkt und 10 min bei 300 g gebremst zentrifugiert (Hettich-Zentrifuge, Rotofix 32
Rotor 1624). AnschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert und zum Pellet 20 ml PBS
gegeben. Die entstandene Zellldsung wurde in einem Falcon-Réhrchen mit 100 pm
Zellsieb gefullt. Im Anschluss wurde die gesiebte Suspension in ein neues Falcon-
Réhrchen mit 20 ml Histopaque® 1077 gegeben, ohne dass sich die Phasen vermischen.
Das Falcon-Roéhrchen wurde bei 400 g 30 min ungebremst zentrifugiert. Nach
Zentrifugation bildete sich eine mittlere weil3e Phase, die vorsichtig in ein neues Falcon-
Réhrchen abpipettiert wurde. Nach Zugabe von 50 ml PBS erfolgte eine erneute
Zentrifugation bei 300 g fur 10 min, diesmal gebremst. Im Anschluss wurde der
Uberstand abpipettiert, das Zellpellet mit Expansionsmedium (500 ml DMEM Low
Glucose, 50 ml fetales Kalberserum [FCS], 5 ml Penicillin / Streptomycin [P/ S], 5 ml
Glutamax) resuspendiert und in eine Zellkulturflasche (T-175) bei 36 °C und 5 %
Sauerstoff im Inkubator gelagert. Das Expansionsmedium wurde alle 3 bis 4 Tage
gewechselt. Nach 7 bis 9 Tagen zeigten sich sie Zellen plastikadharent und bildeten
Kolonien. Die Zellen wurden mikroskopisch nach Zelldichte, Zellzahl und Koloniebildung
beurteilt und entsprechend die Passagierung durchgefuhrt von Phase 0 bis 4 oder 5, je
nach Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen. Durch Trypsinierung wurden die Zellen
von der Zellkulturflasche gelost und jeweils 10° Zellen in eine neue Zellkulturflasche
uberfuhrt. Die Qualitat der MSC wurde anhand der ovinen Oberflachenmarker CD29+,
CD44+, CD166+, CD11b-, CD31-, CD45- und CD14- in der Durchflusszytometrie (engl.
FACS = Fluorescent activated cell sorting) analysiert (114). Die adipogene
Differenzierung wurde in vitro mit einer Nile-Red- und DAPI-Farbung und die osteogene
Differenzierung mit einer Alizarin-Rot-Farbung gepruft. Fur die chondrogene
Differenzierung wurde der Proteoglykangehalt ermittelt.

Nachdem die MSC die Passage 4 oder 5 erreicht hatten, wurden sie erneut
trypsiniert. Am Operationstag wurden die MSC unter einer sterilen Bank auf den Carrier
in eine Petrischale pipettiert. Nach 30 min wurde das MSC-Medium dazugegeben und die

Zellen wurden zum Operationssaal transportiert. Dort wurde der Carrier mit MSC bis zur
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Implantation fUr maximal 30 min im Warmeschrank bei 36 °C gelagert. Kurz vor
Implantation wurde dieser fir 2 min in PBS gelegt, um das MSC-Medium auszuwaschen.
Danach wurde der Carrier mit den MSC vorsichtig mit einer Pinzette aus der Petrischale

(Abb. 12) entnommen und in den Riss platziert.

Abb. 12: Kollagencarrier
links nach Zuschnitt
rechts in Nahrmedium mit kultivierten MSC

4.5 Produktion des plattchenreichen Plasmas

Ca. 20 min praoperativ wurde den Schafen der PRP- und PRP + MSC-Gruppe das
Blut fur die Herstellung des PRP entnommen. Dazu wurden in Narkose die linke V.
Jugularis externa mit einer groRlumigen Strauss-Kantle punktiert und vier 15-ml-Falcon-
Réhrchen sowie ein EDTA-Rohrchen zur Vollblutanalyse abgenommen. Die Falcon-
Réhrchen waren zuvor mit je 1,25 ml ACD-A Antikoagulanz beflllt und anschlieRend mit
8,75 ml Blut auf 10 ml aufgeflllt worden. Die Proben wurden gekuhlt ins Labor
transportiert, wo die Herstellung des PRP nach einer modifizierten Methode von Sarkar
und Kollegen erfolgte (115).

Zunachst wurden die Falcon-Réhrchen mit Vollblut fir 10 min bei 840 g und 4 °C
ungebremst zentrifugiert (Rotixa RP, Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland). Die
entstandene obere Phase mit Plasma, Thrombozyten und Leukozyten wurde
abgenommen und in ein neues Falcon-Rohrchen Uberfuhrt (Abb. 13) und die untere,
dunkle Phase mit Erythrozyten verworfen. Die obere Phase (ca. 5 bis 6 ml) wurde erneut

ungebremst bei 1250 g und 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Danach entstand ein klares
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Thrombozyten-Pellet am Boden der Falcon-Réhrchen. Der Uberstand aus
plattchenarmem Plasma wurde abgenommen, gesammelt und je 400 ul erneut auf die
Pellets gegeben. Zur Resuspension der Pellets wurden die Proben mithilfe eines Vortex-
Schuttlers durchmischt und anschlie3end in einem Falcon-Rdéhrchen zusammengeflhrt,
sodass sich insgesamt ein PRP-Volumen von 1,6 ml (4 x 400 pl) ergab. Davon wurde
1 ml intraoperativ zur Vorkultivierung des Carriers (0,5 ml) und Injektion in den Riss
(0,5 ml) verwendet. Die Ubrigen 400 ul dienten der manuellen Zahlung der Thrombozyten

im Labor.

Abb. 13: Schema der PRP-Herstellung

links zentrifugiertes Vollblut mit thrombozytenreicher Plasmaphase oben (hell)
und erythrozytenreicher Phase unten (dunkel). Am Ubergang beider
Phasen befindet sich der Buffy-Coat, eine Schicht reich an Leukozyten und

Thrombozyten.

mittig zentrifugierte, thrombozytenreiche Plasmaphase mit thrombozytenreichem
Pellet am Boden

rechts Falcon-Réhrchen mit PRP nach Resuspension des Pellets mit
Plasma

Die manuelle Zahlung der Thrombozyten im Vollblut und PRP erfolgte unter 20-
facher VergrofRerung mit einem Lichtmikroskop (Abb. 14). Alle Zahlungen wurden zur

besseren Vergleichbarkeit von einer Person durchgeflihrt. Zudem wurden zuvor
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Testzahlungen von mehreren Untersuchern durchgefuhrt, um eine genaue
zellmorphologische Erkennung der Thrombozyten sicherzustellen.

Die entnommene Blutprobe der jeweiligen Versuchstiere wurde bis zur
Auszahlung der Thrombozyten fur wenige Minuten bei 4 °C gelagert. Die Probe wurde
dann 15 s invertiert, und anschlieBend wurden 10 pl mit 90 ul PBS-Puffer gemischt
(= 1:10-Verdunnung). Von der 1:10-Verdunnung wurden 10 ul erneut mit 990 ul PBS-
Puffer vermischt (= 1:1000-Verdunnung). Alle Verdunnungen wurden 15 s invertiert und
durch Auf- und Abpipettieren sowie einem Vortex-Schuttler grindlich vermischt. Im

Anschluss wurden 10 ul der 1:1000-Verdlinnung auf die C-Chip-Zahlkammer gegeben

und die Thrombozyten mikroskopisch ausgezahit.

Abb. 14: C-Chip Zahlkammer (20-fache VergroBerung): A Thrombozyten im PRP
(Pfeil: Agglutinierte Thrombozyten), B Vollblut (Pfeil: Thrombozyt)

Bei jeder Probe wurden die vier untersten horizontalen Kleinquadrate der vier
grollen Eckquadrate ausgezahlt, also insgesamt sechzehn Kleinquadrate in jeder C-
Chip-Zahlkammer (Abb. 15). Von jeder Probe wurden insgesamt zwei Verdunnungen
angesetzt, um die Genauigkeit der Zellzahlung zu erhéhen. Es wurde der Mittelwert der
vier Zahlungen (der vier Kleinquadrate) pro Verdunnung gebildet und mit vier multipliziert,

um den Wert fur ein Grol3quadrat zu erhalten.
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Abb. 15: Schematische Darstellung der Zahlkammer
rot manuell ausgezahlte Felder
blau Groliquadrat

Die Thrombozytenzahl pro pl Blut wurde mit der folgenden Formel berechnet:

Thrombozytenzahl /
ul Blut

Thrombozyten /

= Dilutionsfaktor X Volumenfaktor X ( Groﬁquadrat)

_ 1000 % 10 % (Thrombozyten /

Groﬁquadrat)

4.6 Postoperative Betreuung und Euthanasie der Versuchstiere
Postoperativ erfolgte eine 14-tagige protokollierte Nachsorge der Tiere. In den
ersten drei Tagen nach der Operation wurden die Tiere in einem Gatter mit zwei bis vier
Tieren gehalten und erhielten einmal taglich eine subkutane Injektion mit dem nicht-
steroidalen Antiphlogistikum Flunixin 1,5 mg / kg zur Analgesie. Aul3erdem erhielten die
Tiere nach der Operation ein Fentanyl-Plaster (2 ug / kg / h) auf die rasierte Innenseite
einer Vordergliedmalle, das drei Tage belassen wurde. Der Wundverband wurde am
dritten postoperativen Tag entfernt. Bis zum 7. postoperativen Tag wurde taglich und bis
zum 14. Tag alle zwei Tage das Gangbild beurteilt. Dabei wurde dokumentiert, ob die
Tiere die operierte Gliedmalle entlasteten, teilbelasteten oder vollbelasteten. Zudem
wurde die Operationswunde inspiziert und das operierte Gelenk auf mdgliche Ergusse
oder Hamatome palpiert. Aulderdem wurde die allgemeine auf3ere Erscheinung beurteilt
und die rektale Kérpertemperatur gemessen, um mdgliche postoperative Infektionen zu

erkennen. Am 10. postoperativen Tag wurden die Hautnahte entfernt. Ab dem 15.

49



METHODEN

postoperativen Tag wurden die Tiere fur ca. sechs Wochen in einem Freilaufgehege
gehalten. Einen Tag vor der Euthanasie wurden die Tiere wieder ins Institut gebracht und
erneut das Gangbild des operierten Kniegelenks untersucht sowie der Allgemeinzustand
beurteilt.

Die Euthanasie erfolgte am 56. Tag nach Operation. Die Tiere wurden mit 80 ml
Thiopental-Natrium i. v. sediert und anschlieBend wurden 100 ml Kaliumchlorid i. v.
injiziert, wodurch es zum Herzstillstand kam. Im Anschluss folgte die Inspektion, wobei
zunachst die Hautnarbe und die Weichteilverhaltnisse inspiziert wurden. Nach Rasur und
Desinfektion des Kniegelenks wurden die ipsi- und kontralateralen Menisci medialis unter
sterilen Bedingungen entnommen. Dazu wurde das Kniegelenk medial Uber eine
longitudinale Inzision erdffnet und dann das LCT und das beim Schaf anatomisch
dreigeteilte mediale, mittlere und laterale Lig. patellae durchtrennt. Die Kniegelenkskapsel
wurde eroffnet sowie die Menge und Farbe der Synovialflissigkeit begutachtet. Im
nachsten Schritt wurden das LCA und LCP durchtrennt, um den Meniscus medialis besser
entfernen zu kénnen. Bei jedem Tier wurde der Meniscus medialis des rechten und zur
Kontrolle der kontralaterale Meniscus medialis des linken Knies freiprapariert und
vorsichtig entnommen. Die Menisken wurden im Anschluss auf einer sterilen Unterlage
morphologisch untersucht. Dabei wurde das Ausmal® des Risses beurteilt, nach
verbliebenem Nahtmaterial gesucht und auf sonstige morphologische Auffalligkeiten
geachtet. Weiterhin wurden Proben vom Myokard und der Achillessehne fur die
Immunhistochemie enthommen. Das Myokard wurde als Positivprobe fur den Nachweis
von FGF-2 und die Achillessehne als Negativprobe ausgewahlt, da dort eine starke bzw.
schwache FGF-2-Farbung aufgrund immunhistochemischer Studien gesehen wurde (79,
116, 117). Nach der Euthanasie und Beendigung der Probenentnahme wurden die

Kadaver fachgerecht entsorgt.

4.7 Makroskopische Beurteilung und Probenentnahme
Zur makroskopische Beurteilung des Heilungsgrades der Meniskusrisse wurde die
Klassifikation nach Henning und Kollegen verwendet (10). Danach wurde die Heilung des
vertikalen Bereichs des Risses in komplett (> 90 %), teilweise (50 bis 90 %) und nicht
geheilt (<50 %) unterteilt (10). Unter sterilen Bedingungen wurde der Riss auf
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Durchgangigkeit und mogliches Reparaturgewebe untersucht. Nach der
makroskopischen Beurteilung wurde der operierte Meniskus im Rissbereich in zwei
gleichgroRe Stucke geschnitten (Abb. 16), die fur die Analyse der RT-PCR und
Immunhistochemie verwendet wurden. Im kontralateralen Meniskus wurden zwei

entsprechende Stlcke in der gleichen Lokalisation enthommen (Abb. 16).

Schnitt
A

B
Naht

Abb. 16: Schematische Darstellung der Gewebeentnahme im Meniskus: A fur die
RT-PCR (orange), B fur die Immunhistochemie (grin)

links operierter Meniskus

rechts kontralateraler Meniskus

Zur Aufarbeitung fur die RT-PCR wurden die Meniskusstucke steril in ca. 3 mm
grofRe Stucke zerkleinert und in 15-ml-Falcon-Réhrchen gegeben. Anschlieliend wurden
2 ml RNA-Stabilisierlosung auf die Proben pipettiert, sodass diese vollstandig benetzt
waren. Auf Eis gelagert wurden die Proben umgehend zum Gefrierschrank transportiert
und dort bei - 80 °C stehend bis zur Weiterverarbeitung eingefroren.

FUr die histologischen Analysen wurden das entsprechende Meniskusstuck sowie
die Proben von Myokard und Achillessehne in Tissue-Tek®-Boxen gelegt und in
Schraubverschlussglaser mit 4 % Formaldehyd konserviert. Nach drei Tagen wurden die
Proben 45 min unter Leitungswasser gespult und fur sieben Tage in EDTA bei 37 °C im
Warmeschrank gelagert. Das EDTA wurde alle drei Tage gewechselt, bis schlief3lich die
Proben nach erneutem Spulen fur 72 Stunden im Einbettungsautomat entwassert und

paraffiniert wurden (Tab. 2).
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Tab. 2: Protokoll Einbettungsautomat

1. Ethanol 70 % 8h
2. Ethanol 80 % 5h
3. Ethanol 80 % 4 h
4. Ethanol 96 % 8h
5. Ethanol 96 % 10 h
6. Ethanol 100 % 10 h
7. Ethanol 100 % 10 h
8. Ethanol 100 % 10 h
9. Xylol 1,5h
10. Xylol 1,5h
11. Paraffin 2h
12. Paraffin 2h

Nach Programmende erfolgte die Einbettung der Proben in Paraffin. Dazu wurden
die Menisken in kleine Metallboxen gelegt und diese mit 60 °C warmem Paraffin beflllt.
Nach Erstarren des Paraffins konnten die fertigen Blocke aus den Metallférmchen

entnommen und Gewebeschnitte angefertigt werden.

4.8 Histologische Verfahren

Die Proben wurden im Julius Wolff Institut des Campus Virchow Klinikum der

Charité — Universitatsmedizin Berlin histologisch angefertigt.

Herstellung der Gewebeschnitte

Die Paraffinblécke mit den Gewebeproben des Meniskus, des Myokards und der
Achillessehne wurden zunachst einige Minuten mit der Schnittseite auf eine - 10 °C
temperierte Kuhlplatte gelegt. Mit dem Mikrotom wurden im Anschluss von jedem
Paraffinblock 4 um dicke Paraffinschnitte angefertigt. Die Paraffinschnitte wurden fir
maximal 30 s vorsichtig zuerst in ein 10 °C kaltes, und dann in ein 40 °C warmes
Wasserbad Uberfuhrt, um entstandene Falten zu glatten. AnschlieRend wurden die

Paraffinschnitte auf beschichtete Objekttrager aufgezogen und 24 h bei 37 °C im
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Warmeschrank inkubiert. Vor Beginn der histologischen Farbungen wurden die Proben
zweimal far 10 min in Xylol entparaffiniert und in absteigenden Ethanollésungen
rehydriert, je zweimal fur 2 min in 100%igem und 2 min in 96%igem, 80%igem und
70%igem Ethanol. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte kurz in Aqua destillata

gelagert, bevor nach Farbeprotokoll fortgefahren wurde.

Hamatoxylin-Eosin Farbung /Safranin-O-Lichtgriun Farbung

Es wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Standardfarbung der Gewebeschnitte nach
hausinternem Protokoll des Julius Wolff Instituts angefertigt. Dazu wurden die
Gewebeschnitte nach Entparaffinierung und Rehydrierung fur 7 min in Hdmatoxylin nach
Harris-Farbeldsung gegeben und im Anschluss dreimal 10 s in Aqua destillata getaucht.
Im nachsten Schritt wurden die Gewebeschnitte kurz in HCL-Ethanol (0,25 %) verbracht
und dann 10 min mit Leitungswasser gewassert. Fur die Eosin-Farbung wurden die
Gewebeschnitte dann drei- bis viermal fur 5s in Eosin-Farbeldsung eingetaucht und
danach zweimal 2 min in 96%igem Ethanol, zweimal 2 min in 100%igem Ethanol und
zweimal 10 min in Xylol entwassert. Die gefarbten Gewebeschnitte wurden im Anschluss
mit Aquatex® unter einem Deckglas versiegelt.

Als zweite Standardfarbung wurde eine Safranin-O-Farbung nach hausinternem
Protokoll des Julius Wolff Instituts durchgeflhrt. Die entparaffinierten und rehydrierten
Gewebeschnitte wurden fir 8 min in Safranin-O-Farbelosung (1 g in 100 ml Aqua
destillata) gegeben und drei- bis viermal fur 5 s kurz mit Aqua destillata gespult. Danach
wurden die Gewebeschnitte jeweils zweimal 3 min in 96%igem und 100%igem Ethanol
und zweimal 5 min in Xylol getaucht. Mit Aquatex® benetzt, wurden die Gewebeschnitte

mit Deckglasern versiegelt.

4.9 FGF-2-iImmunhistochemie

Prinzip der Immunhistochemie
Die Immunhistochemie basiert auf dem Prinzip der Antikdrper-Antigen-Reaktion
und dient der genauen Bestimmung der Lokalisation von Signalmolekulen (118). Im
Gewebe befindliche Epitope des gesuchten Signalmolekuls werden im Idealfall spezifisch
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vom Primarantikdrper gebunden (118). Voraussetzung fur die spezifische Bindung des
Antikorpers ist eine hohe Aminosauresequenzhomologie des Epitops (118). Polyklonale
Antikdrper konnen an verschiedene Epitope eines Antigens binden (118). Die
Polyklonalitat eines Antikdrpers wird durch Injektion von zum Beispiel humanen
Antigenen in eine bestimmte Tierspezies erzeugt, woraufhin im Serum Antikdrper
gebildet werden (118). Bindet ein Antikdrper an gleiche Epitope verschiedener Antigene,
so ist er kreuzreaktiv (118). Bevor ein Antikorper binden kann, mussen die Epitope z. B.
enzymatisch oder durch Hitze demaskiert werden, um Membranvernetzungen und
Formaldehydbindungen zu I6sen (118). Nach dem Primarantikdrper bindet der
Sekundarantikorper, der bei der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex-Methode) mit
Biotin markiert ist (118). Durch die Zugabe eines Substrates erzeugt der enzymmarkierte

Avidin-Biotin-Komplex am Sekundarantikérper einen Farbumschlag (118).

FGF-2-Immunhistochemie

Da kein speziell anti-oviner Primarantikorper fur FGF-2 verflugbar ist, wurde ein
humaner Antikorper verwendet, der 100 % epitopsequenzhomolog zum Schaf ist
(Tab. 3). Es wurde eine Positivkontrolle, also ein Gewebe, das FGF-2 in hohem Mal}
exprimiert, getestet, um die Kreuzreaktivitat zu priufen. Da FGF-2 immunhistochemisch
in Myozyten und Endothelzellen des ovinen Myokards nachgewiesen wurde, diente dies
als Positivkontrolle (79, 116). Ebenso wurde eine Negativkontrolle, also ein Gewebe, das
FGF-2 nicht bzw. kaum exprimiert, getestet, um die Spezifitat zu prifen. Dafur wurde die
Achillessehne untersucht, da dort bisher nur eine geringe FGF-2 beschrieben wurde
(117). Zu Beginn der immuhistochemischen Farbung wurden die entparaffinierten und
rehydrierten Gewebeschnitte 10 s in Aqua destillata gelagert und dann zweimal 5 min in
jeweils frischem PBS-Puffer gespult. Danach erfolgte die enzymatische Antigen-
Demaskierung mit Proteinase K nach Protokoll von Abbiotec (LP 106-IHC). Dazu wurde
ein Tris-HCI-EDTA-Puffer vorbereitet und 25 pl einer 20-mg-/-ml-Lésung aus Proteinase
K'in Aqua destillata hinzugegeben. Je 100 pl des Puffers wurden auf die Gewebeschnitte
pipettiert und in eine vorgewarmte Feuchtkammer bei 37 °C fur 5 min inkubiert. Die

Reaktion wurde im Anschluss durch dreimaliges Spulen mit PBS-Puffer abgestoppt. Um
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unspezifische Bindungen des, von der Ziege gewonnenen Sekundarantikdrpers zu
blockieren, wurden die Gewebeschnitte mit je 100 pl eines 2%igen Ziegenserums bei
Raumtemperatur fur 30 min inkubiert. Das Ziegenserum wurde im PBS-Puffer mit
2%igem bovinem Albuminserum verdunnt. Im Anschluss wurde der Primarantikdrper
FGF-2 1:100 mit Antibody Diluent verdinnt auf die Proben aufgetragen.

Tab. 3: Eigenschaften des verwendeten FGF-2-Antikorpers

Antikérper FGF-2 (251853)
Firma Abbiotec, San Diego, Kalifornien, U.S.A.
Klonalitat polyklonal
Klasse IgG
Zielspezies Mensch
Herkunftspezies Kaninchen
angegebene Kreuzreaktivitat Mensch, Maus, Ratte
Homologie zum Schaf 100 %
Anwendungsgebiet Immunhistochemie mit Paraffin, ELISA,
Western Blot
Hitze-vermittelt mit Citratpuffer,
Vorbehandlung enzymatisch (Proteinaspe K)
Verdinnung 1:100-1:500

Die Gewebeschnitte blieben im Anschluss Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten
Metallkammer. Die Gewebeschnitte wurden am folgenden Tag zweimal 5 min im PBS-
Puffer gespult und anschlieBend 2% des biotinylierten  Anti-Kaninchen-
Sekundarantikérpers im PBS-Puffer mit 2%igem bovinem Albuminserum und 2%igem
Ziegenserum aufgetragen. Nach 30 min bei Raumtemperatur wurden die
Gewebeschnitte mit PBS-Puffer gespluilt und im Anschluss der Avidin-Biotin-Komplex mit
gekoppelter alkalischer Phosphatase aufgetragen. Die Gewebeschnitte wurden fur
50 min bei Raumtemperatur belassen. Der Komplex wurde aus 5 ml PBS-Puffer mit
einem Tropfen Avidin und einem Tropfen Biotin 30 min vor dem Auftragen hergestellt.
Nach der Inkubation wurden die Gewebeschnitte zweimal 5 min im PBS-Puffer gespult
und anschliel’end zweimal 5 min mit einem Chromogen-Puffer inkubiert. Im Anschluss
an das Auftragen des alkalischen Phosphats wurde die Entwicklung des Farbumschlags
mikroskopisch beobachtet. Nach Erreichen der erwlnschten Farbintensitat der FGF-2-
Farbung wurde die Reaktion durch zweimal 5 min Spulung mit PBS-Puffer abgestoppt.

Danach wurden die Proben kurz in Aqua destillata gelagert. Zur Kontrastoptimierung
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wurde auf die Gewebeschnitte fur 2 min die Kernfarbung Hamatoxylin nach Mayer
aufgetragen. Danach wurden die Gewebeschnitte 5 min mit kihlem Leitungswasser
gewassert, um Farbreste auszuspulen. Mit Aquatex® benetzt, wurden die
Gewebeschnitte durch Deckglaser versiegelt.

Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte unter einem digitalen Mikroskop
fotografiert und fur die anschlieRende Auswertung abgespeichert. Die fotografierten
Gewebeschnitte des operierten und kontralateralen Meniskus von jedem Tier wurden mit
einem Bildbearbeitungsprogramm (Photoshop CS5, Adobe Systems, San José,
Kalifornien U.S.A.) angeglichen. Dazu wurde das Foto des operierten Meniskus Uber das
Foto des kontralateralen Meniskus gelegt (Abb.17) und dessen Position durch
Verschieben und Drehen der Form des operierten Meniskus angepasst
(= Superimposition). Durch diese Superimposition ist es moglich, vergleichbare Regionen
des operierten und kontralateralen Meniskus fur die spatere Zellzahlung zu verwenden,

da so der Rissbereich auf den kontralateralen Meniskus Ubertragen wurde.

Abb. 17: Menisken nach Superimposition
vorn operierter Meniskus
hinten kontralateraler Meniskus
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Nach der Superimposition wurden die Fotos des operierten und kontralateralen
Meniskus mit einem histologischen Bildanalyseprogramm (Imaged, Version 1.48v,
National Institute of Health, Bethesda, Maryland, U.S.A.) fir die manuelle Zellzahlung
vorbereitet und anschlie3end die Zellen gezahlt. Hierfur wurde zunachst eine Hilfslinie
durch den Riss in der avaskularen Zone gezeichnet und diese im gleichen Winkel auf die
avaskulare Zone des kontralateralen Meniskus Ubertragen. Entlang der Hilfslinie wurden
dann im operierten und kontralateralen Meniskus vergleichbare Regionen fur die
Zellzahlung festgelegt. Es wurden hierfir insgesamt sechs Regionen (Regions of
interest = ROIs) von peripher nach zentral definiert: vaskular (Va), vaskular rissfern
(Rs2Va) und -nah (Rs1Va), avaskular rissnah (Rs1Av) und -fern (Rs2Av) sowie avaskular
(Av). In jede dieser ROIs wurden bis zu funf 500 x 500 ym groRe Quadrate platziert

(Abb. 18 und 19), um moglichst viele Zellen auszahlen zu kénnen.

Rissnahe avaskulare ROls
A) Rs1Av 1-5 (rissnah)

B) Rs2Av 1-5 (rissfern)
Avaskulare ROIs
A B Av 1-5
A
: s
° 55183
O a0
Coioo
O 00, 00
o0 0o 00 =
T |25
peripher l l zentral
v
cC D

Vaskulare ROls

Va1-5 Rissnahe vaskulire ROIls

C) Rs2Va 1-5 (rissfern)
D) Rs1Va 1-5 (rissnah)

Abb. 18: Schema der ROIs des Meniskus
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N )

Abb. 19: Operierter Meniskus mit eingezeichneten ROIs (bunt)

Im Anschluss erfolgte die manuelle Auszahlung aller gefarbten (FGF-2-positiven)
und ungefarbten (FGF-2-negativen) Zellen in allen ROIls. In Vorversuchen beurteilten
mehrere Untersucher die immunhistochemische Anfarbbarkeit, um FGF-2-positive Zellen
eindeutig zu detektieren und so eine gute Interrater-Reliabilitat zu erzielen. Fir jede ROI
wurde der Quotient (Ratio) aus gefarbten Zellen und der Gesamtzellzahl gebildet, um den
prozentualen Anteil der FGF-2-positiven Zellen im operierten und kontralateralen
Meniskus zu ermitteln. Dies ermoglichte Rickschlisse auf eine Zu- oder Abnahme der
Zellzahl der FGF-2-positiven Zellen in den operierten Menisken und verbessert die
Intrarater-Reliabilitdt Es wurden je nach Analyse die Mediane der entsprechenden
Quotienten, z. B. aller ROIs fur Aussagen Uber den gesamten Meniskus, gebildet. Um
normalisierte Werte, d.h. die Veranderung der FGF-2-positiven Zellen zum
kontralateralen, gesunden Meniskus zu erhalten, wurden die Werte des operierten durch

den kontralateralen Meniskus dividiert.
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4.10 Quantitative Real-Time RT-PCR

Die Proben wurden unter Anleitung von Dr. rer. nat. Anke Dienelt im Berlin-
Brandenburg Center for Regenerative Therapies — BCRT auf dem Gelande des Campus

Virchow Klinikum der Charité — Universitatsmedizin Berlin untersucht.

Prinzip der RT-PCR

Mit der Real-Time RT-PCR kann die relative Expression der mRNA (Messenger-
Ribonukleinsaure) eines Zielgens in Bezug zu einem Referenzgen (Housekeeping-Gen),
das in jeder Zelle mit Zellkern exprimiert wird, ermittelt werden (119). In dieser Studie
wurde als Referenzgen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) gewahlt,
da es ein ubiquitar vorkommendes Enzym der Glykolyse ist und dartber hinaus eine Rolle
in der DNA- und RNA-Reparatur spielt (120). Um die relative mRNA-Expression
bestimmen zu koénnen, wird zunachst die RNA (Ribonukleinsdure) aus den Zielzellen
isoliert und mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA (complementary DNA)
umgeschrieben. Die cDNA wird enzymatisch durch die Taqg-Polymerase mit
phosphorylierten Nukleosiden vervielfaltigt. Durch die Zugabe eines Farbstoffes (SYBR
Green) kann wahrend der RT-PCR die gebildete Doppelstrang-DNA als PCR-Produkt
gemessen werden. Das detektierte Fluoreszenzsignal steigt proportional zur gebildeten

Doppelstrang-DNA an.

RNA-Isolation

Aus dem Meniskusgewebe lieRen sich nur geringe RNA-Mengen isolieren. Dies
lag vor allem an der Hypozellularitat des Gewebes und der schwierigen Homogenisation
aufgrund der hohen Gewebefestigkeit. Um ausreichend RNA aus dem Meniskusgewebe
isolieren zu koénnen, wurden in Vorversuchen verschiedene mechanische
Homogenisationsmethoden getestet (Mérsern, Morsern und Precellys Minilys®, Precellys
Minilys®). Dabei konnte mit einem speziell angefertigten Moérser aus Glas und einem
StoRel aus Keramik (siehe Abb. 20, rechts) unter Stickstoff-Vereisung des
Meniskusgewebes die grolite RNA-Menge isoliert werden.

Zu Beginn wurden die Meniskusproben aller operierten und kontralateralen
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Menisken aus dem Gefrierschrank enthommen und auf Eis aufgetaut. Nach Abguss der
RNA-Stabilisierlosung wurden die Proben steril mit einer Pinzette in eine Petrischale
uberfuhrt, zerkleinert und in den Morser gegeben. Morser und StéRel waren zuvor und
nach jeder Probe mit zuerst 100%igem Ethanol, dann mit 70%igem Ethanol und
anschlielfend mit DEPC-Wasser gespult worden. Mit einer stickstofffesten Kelle wurde
zur zerkleinerten Probe FlUssigstickstoff gegeben, sodass die Proben thermisch
erharteten. Kurz bevor der Stickstoff verdampfte, wurden die Proben maximal 15 min lang
durch kraftige Auf- und Abwartsbewegungen mit dem Stél3el homogenisiert, bis eine

grobpulvrige Konsistenz erreicht wurde (siehe Abb. 20, links).

Abb. 20: Speziell angefertigter Morser zur Homogenisation des Meniskusgewebes
links Mérser und Pistill
rechts Meniskusfragmente im Moérser nach Zerkleinerung

Mit einem sterilen Spatel wurden die Proben in ein 1,5-ml-Reaktionsgefall mit 1 ml
Trizollysat gegeben und 15s invertiert. Im Anschluss wurden die Probe erneut
mechanisch mittels des Ultra-Turrax® homogenisiert, um verbliebene grobere
Gewebefragmente zu zerkleinern. Nach 5 min Zentrifugation (Mikro 22 R, Hettich,
Tuttlingen, Deutschland) bei 4 °C und 15.000 g wurde die obere, flissige Phase in ein
neues 1,5-ml-Reaktionsgefal} abpipettiert und auf insgesamt 1000 ul Trizol aufgefullt.

Im Anschluss erfolgte die RNA-Isolation nach hausinternem Protokoll des Julius

Wolff Instituts. Dazu wurden zunachst 200 pl Chloroform hinzugegeben. Die Proben
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wurden 15 s geschwenkt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend 15 min
bei 15.000 g und 4 °C zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen: eine obere Phase mit
RNA, die Interphase mit Proteinen und die untere Phase mit DNA. Die obere, klare Phase
wurde abgenommen und in ein neues RNAse-freies 1,5-ml-Reaktionsgefal’ uberfuhrt und
der Rest verworfen. Nach Zugabe von 0,5 ml Isopropanol wurde das Reaktionsgefal}
viermal invertiert, dann 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und im Anschluss
10 min zentrifugiert bei 15.000 g und 4 °C. Der fliissige Uberstand wurde abgenommen,
sodass nur das weildliche Pellet mit RNA am Boden des Reaktionsgefalles verblieb.
Dieses wurde erst mit 1 ml 70%igem Ethanol und anschlieffend mit 1 ml 100%igem
Ethanol gewaschen. Nach jeder Ethanolzugabe wurden die Proben jeweils 15 min bei
15000 g und 4 °C zentrifugiert und die FlUssigkeit bis auf das Pellet abpipettiert. Mit
offenem Deckel wurden die Proben flr 10 min unter dem Abzug zum Trocknen gelagert.
Im Anschluss wurde das Pellet mit RNA in 15 ul nukleasefreiem Wasser suspendiert. Die
Probe wurde dazu 5 min bei 15000 g und 4 °C zentrifugiert und im Warmeblock
Thermomixer Compact bei 50 °C und 650 rpm flr 5 min durchmischt. Die RNA-Menge
wurde im Anschluss aus je 1 ul jeder Meniskusprobe mit einem Nano-Drop-
Spektrophotometer bestimmt. Die Proben wurden bis zur cDNA-Synthese bei - 80 °C
gelagert.

cDNA-Synthese

Nach dem Auftauen der RNA-Proben auf Eis erfolgte der DNA-Verdau mit einer
RNAse-freien DNAse nach Protokoll von Thermo Scientific. Fir 10 pl Volumen wurden
1 ul DNAse, 1 pl 10-facher Puffer mit Magnesiumchlorid, die berechnete RNA-Menge und
DEPC-Wasser in ein Reaktionsgefald gegeben und fur 2 min bei 4 °C und 10.000 g
zentrifugiert. Danach wurden die Proben fur 30 min bei 37 °C im Warmeblock
Thermomixer Compact inkubiert. Im Anschluss wurde zur Probe 1 ul 50 mM EDTA
gegeben und diese nach kurzer Zentrifugation 10 min bei 65 °C im Warmeblock inkubiert.
Die RNA-Menge wurde erneut spektrophotometrisch ermittelt. Die cDNA-Synthese
erfolgte nach Protokoll des iScript cDNA Synthesis Kit. Dazu wurde die RNA mit dem

Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und diese enzymatisch durch die
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Tag-Polymerase vervielfaltigt. Es wurde eine Zielkonzentration von
10 ng RNA / pl Totalvolumen festgelegt.

Fur die Herstellung der cDNA wurde ein Totalvolumen von 20 pl pro Probe
angestrebt. Fur jede Probe wurden 1 ul iScript Reverse Transcriptase und 4 pl iScript
Reaction Mix zum Mastermix zusammen pipettiert. Die Menge an RNA und
nukleasefreiem Wasser wurde berechnet, um die Zielkonzentration von
10 ng RNA / pl Probe zu erreichen. Der Mastermix und die RNA wurden kurz bei 12.000 g
und 4 °C zentrifugiert. In ein 0,2-mI-PCR-Strip-Reaktionsgefall wurden fur jede Probe
zuerst das nukleasefreie Wasser, dann der Mastermix und zuletzt die RNA pipettiert.
Zwischen diesen Schritten wurde die Probe jeweils 1 min bei 12.000g und 4 °C
zentrifugiert, um die Bestandteile gut zu durchmischen. Die Reaktionsgefalde wurden
dann im Peltier Thermal Cycler fur 5 min bei 25 °C, 30 min bei 42 °C und 5 min bei 85 °C
inkubiert und im Anschluss bis zur RT-PCR bei - 20 °C gelagert.

Quantitative Real-Time RT-PCR mit SYBR Green

Zur Bestimmung der relativen mRNA-Expression der untersuchten Signalmolekule
des Meniskusgewebes wurden Primer mit Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) erstellt und
hinsichtlich ihrer Effizienz getestet (Tab. 4). Es wurden Primer fur die Gene FGF-2, TGF-
B, PDGF-B, VEGF-A, IGF-1, IGF-2, TNF-a, IL-1a, Col1A1, Col1A2 und Col2A1
verwendet. GAPDH wurde als Normalisierungsgen zur Bestimmung der relativen mRNA-
Expressionen dieser Signalmolekule aller operierten und kontralateralen Menisken
(n = 60) verwendet.

Tab.4: Primer mit Sequenzen, Produktlinge und Effizienz. Fwd = forward
Primersequenz, Rev = reverse Primersequenz

, Produkt- .

Primer | Gen Name Sequenz lange (bp) Effizienz
Glyceralde Fwd 5°-

GAPDH | hydn 3. GACCCCTTCFéAeTVTS/_ACCTTCA -3 4o 108
phosphate | A TCTCGCTCCTGGAAGATG - 3
Fibroblast Fwd 5'-

FGF2 | growth | CTCCAMCCBTTACCTIGCT-S 165 1,09

factor2 | A CTGCCCAGTTCGTTTCAGT - 3
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Transformi Fwd 5’ -
TGF-B ng growth CACGTGGAGCTGTACCAGAA -3 293 2.10
factor Rev 5’ -
beta1 AACTGAACCCGTTGATGTCC - 3
Platelet- Fwd 5’ -
PDGF-B derived ACGCTAACTTCCT’GGTGTGG -3 146 2.04
growth Rev 5’ -
factor beta | CTTCTTCTTCCGCACGATCT -3
Vascular Fwd 5’ -
VEGE-A endothelial ATTTTCAAGCCG'I:CCTGTGT -3 251 215
growth Rev 5’ -
factor A TATGTGCTGGCTTTGGTGAG - 3’
Insulin-like fwds -
IGF-1 growth GTTGGTGGAI.;,I- e(?/ %T_CTCCAGT -3 152 2,13
factor 1| AGATCTCCAGCCTCCTCAGA - 3
Fwd 5’ -
Insulin-like | CATCGTGGAAGAGTGTTGCTT -
IGF-2 growth 3 168 2,06
factor 2 Rev 5’ -
TGCTTCCAGGTGTCAGATTG -3
Tumor Fwd 5’ -
TNE-a necrosis TTGTTCCTCACCQACACCAT -3 242 2.14
factor Rev 5’ -
alpha ATCCCAAAGTAGACCTGCCC -3’
Fwd 5’ -
IL-10 Interleukin CGATGATGACCTC?‘GAAGCCA -3 148 2.21
1a Rev 5’ -
TTGATTGAGGGCGTCGTTCA -3’
Fwd 5’ -
Col1A1 Collagen AGGGACCCAAAGC’-)AGACACT -3 95 216
1A1 Rev 5’ -
TCCAGGAAGTCCAGGTTGTC - 3
Fwd 5’ -
Collagen | TGGATTGACCCTAACCAAGG -3’
Col1A2 1A2 Rev 5 - 175 2,04
GGGTGCCACCATTGATAGTT - 3’
Fwd 5’ -
Collagen | CGTCACCTACCACTGCAAGA -3’
Col2A1 oA Rev 5 - 134 2,22
CGGTGTATGTGAACCTGCTG - 3’

Zunachst wurde fur jeden Primer eine Gebrauchslosung aus 80 pl RNA-freiem
Wasser und je 10 ul des Reverse- und Forward-Primers in einem 1,5-ml-Reaktionsgefafl}
hergestellt und diese 15 s zentrifugiert. FUr jeden Primer wurde ein Primer-Mastermix aus

2 ul Primer Gebrauchslésung pro well und 12,5 ul des iScript SYBR® Green Supermix pro
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well zusammen pipettiert. Die Anzahl der wells wurden zuvor berechnet. Weiterhin wurde
der DNA-Mastermix mit 10,5yl pro well, bestehend aus 1 pl DNA und 9,5 i
nukleasefreiem Wasser, in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal} angesetzt, kurz mit einem
Vortex-Schuttler vermischt und fur ca. 30 Sekunden bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert.
In die entsprechenden wells einer 96-well-Platte wurden zuerst 14,5 ul Primer-Mastermix
und dann 10,5 yl DNA-Mastermix gegeben. Jeder Primer wurde im Triplet (3 wells)
analysiert und je eine Wasserprobe mit 10,5 pl mitgetestet, um die Qualitat der Primer
sicherzustellen. Die 96-well-Platte wurde mit einem hitzebestandigen Deckel versehen,

1 min bei 500 rpm zentrifugiert und im iCycler zur quantitativen Analyse inkubiert:

Denaturierung: 95 °C 3 min

40 Zyklen: Denaturierung 94 °C 15s
Amplifikation 62,8 °C 45 s
Signalaufnahme 72 °C 30s

Schmerzkurve: bis 94 °C

Kdhlung: 15 °C
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4.11 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel® 2011 (Version 14.6.5.,
Microsoft Corporation, Richmond, Virginia, U.S.A.) und dem Statistikprogramm Prism®
(Version 7.0.a, GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, U.S.A.). Eine Normalverteilung
wurde bei einer Anzahl von sechs Tieren pro Gruppe ausgeschlossen und nicht-
parametrische Tests verwendet. Mit Blick auf das Signifikanzniveau wurden p < 0,05 als
signifikant und p < 0,01 als hochsignifikant festgelegt. Es erfolgte eine Statistikberatung
in der Charité — Universitatsmedizin Berlin bei Prof. Dr. med. Dirk Stengel.

Die mediane Dauer der postoperativen Belastungsart wurden anhand des
Friedman-Tests verglichen. Die mediane Thrombozytenkonzentration im PRP und
Vollblut mit dem Wilcoxon-Test ermittelt.

Die Auswertung und Prasentation der immunhistochemischen Ergebnisse erfolgte
anhand der Mediane und der interquartilen Spanne (IQR, 25. bis 75. Quartile). Zunachst
wurden die einzelnen ROIs innerhalb der operierten und kontralateralen Menisken mit
dem Friedman-Test verglichen und als Post-hoc-Analyse der Dunn-Test fur
Mehrfachvergleiche angewandt. Zum Vergleich der jeweiligen ROIls der operierten und
der kontralateralen Menisken wurde der Wilcoxon-Vorzeichenrangtest verwendet. Fur die
Analyse zwischen den Gruppen wurden die Ergebnisse der operierten Menisken
normalisiert zu den gesunden, kontralateralen Menisken verwendet. Hierzu wurde jeweils
das Ergebnis (Mediane) des operierten durch das Ergebnis des gesunden,
kontralateralen Meniskus dividiert und mit 100 multipliziert. Die anschliefende Analyse
erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Multiple Comparison als Post-hoc-
Analyse.

Die Analyse der RT-PCR erfolgte anhand der Berechnung der Delta-delta-Ct-Werte
nach der Pfaffl-Methode unter Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen
(119). Dabei wurden die Delta-Ct-Werte von GAPDH (Referenzgen) zur Normalisierung
verwendet. Die Delta-Ct-Werte der operierten Menisken jeder Gruppe wurden zu den
gepoolten, d. h. dem Mittelwert der Delta-Ct-Werte der kontralateralen Menisken aller
Gruppen, normalisiert. FUr die Analyse der relativen mRNA-Expression innerhalb der

Gruppen, also zwischen den operierten und kontralateralen Menisken, wurde ein
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paarweiser t-Test (Mann-Whitney-U-Test) durchgefuhrt. Die relative mRNA-Expression
zwischen den Gruppen wurde mittels 2-way ANOVA und Tukey-Test fur
Mehrfachvergleiche ermittelt. Die Ergebnisse der PCR wurden als relative mRNA-
Expression prasentiert, d. h. die Delta-Ct-Werte der operierten wurden mit denen der

gepoolten kontralateralen Menisken ins Verhaltnis gesetzt.
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5.1 Makroskopische Beurteilung

In der makroskopischen Beurteilung zeigte sich in keiner Gruppe eine teilweise

oder komplette Meniskusheilung (Abb. 21).

Abb. 21: Meniskus mit Riss ex situ und sichtbarem Fadenmaterial im Riss
links aus der Carrier-Gruppe
rechts aus der Naht-Gruppe

Bei allen Schafen zeigten sich reizfreie Narben- und Weichteilverhaltnisse. Das
bei der initialen Meniskusoperation ossar abgesetzte und dann refixierte LCT war bei
allen Schafen angewachsen. In der Naht-Gruppe wiesen zwei Tiere einen geringen
serdsen Kniegelenkserguss auf. In der Carrier-Gruppe zeigte ein Tier einen geringen und
ein weiteres Tier einen deutlichen serdsen Kniegelenkserguss. In der PRP-Gruppe hatten
zwei Tiere einen geringen serdsen Kniegelenkserguss und bei vier Tieren war noch
Nahtmaterial im Meniskus vorhanden. In der MSC-Gruppe zeigten zwei Tiere einen
malfigen serdsen Kniegelenkserguss und bei zwei Tieren wurde noch Nahtmaterial im
Meniskus gefunden. In der PRP + MSC-Gruppe wurde bei drei Tieren ein mafiger
seroser Kniegelenkserguss festgestellt und bei drei Tieren befand sich noch Nahtmaterial
im Meniskus. In keinem Meniskusriss wurden RUckstande des implantierten Carriers
gefunden. Die entnommenen Proben aus Myokard und Achillessehne waren

makroskopisch unauffallig.
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5.2 Versuchstierparameter

Postoperativ zeigten die Schafe keine klinischen Auffalligkeiten. Es gab keinen
Anhalt fur eine systemische oder lokale Infektion im Wundbereich und kein Tier hat
postoperativ an Gewicht verloren.

Die mittlere Dauer der postoperativen Belastungsart (Tage der vollstandigen
Entlastung, Teilbelastung und bis zur Vollbelastung) unterschied sich nicht signifikant
zwischen den Gruppen (p > 0,05). In der PRP- und PRP + MSC-Gruppe belasteten die
Tiere jedoch tendenziell schneller wieder voll als in der Naht-, Carrier- und MSC-Gruppe,

jedoch ohne statistische Signifikanz (Tab. 5).

Tab. 5: Dauer der postoperativen Belastung der operierten GliedmaRe (Mediane
VoIIstéind(Elg:gE)ntlastung TeiI:):alzset)ung Voll(lgePI:siiung
(Tage)
Naht-Gruppe 0 3 3,5
Carrier-Gruppe 2 1 3
PRP-Gruppe 0 2,5 2
MSC-Gruppe 4 0 4
PRP + MSC-Gruppe 0 2 2
5.3 Zellzahlen im plattchenreichen Plasma (PRP)
Die Gesamtzahl der Thrombozyten im PRP betrug im Median

910.000 Thrombozyten / yl (IQR 725.625 — 1.191.250 Thrombozyten / pl) und war im
Median  2,72-fach im  Vollblut  mit 335.000 Thrombozyten / ul
(IQR 255.000 — 396.875 Thrombozyten / pl). In der PRP-Gruppe (Abb. 22) wurden die
Thrombozyten um den Faktor 2,75 angereichert, auf 810.000 Thrombozyten / pl
(IQR 496.875 — 1.292.500 Thrombozyten / pl) verglichen mit 293.750 / yl im Vollblut

hoher als

(IQR 219.375 — 477.500 Thrombozyten / pl). In der PRP + MSC-Gruppe (Abb. 22)
wurden im PRP im Median 987.500 Thrombozyten / pl
(IQR 847.000 — 1.398.750 Thrombozyten / yl) nachgewiesen, was einer 2,84-fach
hdheren Konzentration im Median entspricht  als im  Vollblut  mit
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347.500 Thrombozyten / yl (IQR 304.375 — 455.625 / yl). Die Anreicherung war in
beiden Gruppen im PRP signifikant hdher als im Vollblut (p = 0,0312). In beiden Gruppen
waren neben den Thrombozyten nur vereinzelt andere Zellen mikroskopisch erkennbar
(PRP-Gruppe 0 Zellen / pl, PRP + MSC-Gruppe 1.250 Zellen / pl).

Vergleich der Thrombozytenkonzentration
im Vollblut und PRP

*
2.500.0000-
| | Vollblut
— *
S 2.000.000~ PRP
2 1 (|
(]
‘E‘ 1.500.000 T
(o]
-g 1.000.000-
-g P =
£  500.000-
| | |
PRP PRP+MSC

Gruppe

Abb. 22: Thrombozytenkonzentration im Vollblut und im PRP in den PRP- und
PRP + MSC-Gruppen. Dargestellt sind die Mediane mit IQR. * = p < 0,05, signifikant.

5.4 Histologie
Hamatoxylin-Eosin-Farbung /Safranin-O-Lichtgrin-Farbung

In den Ubersichtsfarbungen zeigte sich in allen operierten Menisken ein
vollstandiger Rissspalt ohne durchgangige Gewebebricken. In allen operierten
Menisken, aul3er bei einem Tier in der Carrier-Gruppe, zeigte sich Reparaturgewebe an
den Rissrandern. In der vaskularen Zone aller Menisken konnten Gefalle nachgewiesen
werden, jedoch bei keinem Meniskus rissnah oder in der avaskularen Zone. Weiterhin
waren in der vaskularen Zone zahlreiche fusiforme Fibrochondrozyten und in der
avaskularen Zone homogen verteilte runde Fibrochondrozyten sichtbar. Zur tibialen und

femoralen Oberflache des Meniskus waren die Fibrochondrozyten fusiformer geformt.
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In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung zeigten sich die Zellkerne der
Fibrochondrozyten und Endothelzellen der vaskularen Zone blau angefarbt. Das

Zytoplasma und das kollagene Bindegewebe des Meniskus farbten sich rot an (Abb. 23).

1 mm |

Abb. 23: Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines operierten Meniskus der PRP-Gruppe
mit sichtbarem Riss (10-fache VergréRerung)

In der Safranin-O-Lichtgrun-Farbung farbten sich Knorpelanteile im Inneren des
Meniskus teilweise rot. Das Bindegewebe farbte sich grun, die Zellkerne der
Fibrochondrozyten schwarz und das Zytoplasma weil} bis blass-griin an (Abb. 24). Das

Reparaturgewebe im Rissspalt farbte sich ebenfalls grin an.
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Abb. 24: Safranin-O-Lichtgriin-Farbung eines operierten Meniskus der MSC-Gruppe
mit sichtbarem Riss (10-fache VergréRerung)

Betrachtete man die Zellularitat am Rissbereich (ROls Rs1Va+Rs1Av), so konnte
in keiner Gruppe eine signifikante Anderung der Zellzahl zwischen den operierten und
kontralateralen Menisken festgestellt werden (Abb. 25, Tab.6). In den operierten
Menisken der PRP + MSC-Gruppe wurden rissnah signifikant hdhere Gesamtzellzahlen
(mediane Zellzahl 862; p = 0,0264) als rissnah in den operierten Menisken der Naht-
Gruppe (mediane Zellzahl 376) nachgewiesen. Zwischen den anderen Gruppen wurde
kein signifikanter Unterschied in der rissnahen Gesamtzellzahl der operierten Menisken

gesehen.
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Gesamtzellzahl rissnah
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Abb. 25: Gesamtzellzahl in den rissnahen ROIs (Rs1Va+Rs1Av) der operierten (OP)
und kontralateralen Menisken (KL). Dargestellt sind die Mediane mit IQR. *=p < 0,05
Signifikanz zu den kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 6: Gesamtzellzahlen der operierten (OP) und kontralateralen (KL) Menisken

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
oP 376 508 619 475 862
Median (IQR) (276 — 550) | (404 —765) | (458 —779) | (352 —-895) | (678 —1077)
KL 471 449 540 614,5 988
Median (IQR) (435-571) | (361 —739) | (489 —1040) | (441 —-771) | (901 — 1022)
Mediane Differenz
(KL — OP) 124 - 45 - 46 241 143
Signifikanz _ _ - -
OP vs. KL p=0,44 p = 0,56 p > 0,99 p=0,84 p=0,44

5.5 FGF-2-Immunhistochemie

Die verwendete FGF-2-Antikorperfarbung zeigte in allen Zonen des Meniskus
positive gefarbte Fibrochondrozyten (Abb. 26). Dabei farbte sich das Plasma der
Fibrochondrozyten und der Gefallendothelzellen in der vaskuldren Zone des Meniskus
rot an (Abb. 26, links).
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Abb. 26: FGF-2(1:100)-Farbung eines operierten Meniskus der PRP + MSC-Gruppe
(10-fache VergroRerung)

links vaskulare Zone mit FGF-2-positivem Gefallendothel und
Fibrochondrozyten

rechts rissnah, Pfeile: FGF-2-positive Fibrochondrozyten,

unten avaskulare Zone mit zahlreichen FGF-2-positiven ovalen

Fibrochondrozyten
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Das ovine Myokardgewebe als Positivkontrolle zeigte wie erwartet eine starke
FGF-2-Anfarbung der Myozyten und des GefalRendothels, jedoch keine Anfarbung im
Fett und im umgebenden lockeren Bindegewebe (Abb. 27, rechts).

Die Achillessehne als Negativkontrolle zeigte keine FGF-2-Anfarbung (Abb. 27,
links).

Abb. 27: FGF-2(1:100)-Farbung (10-fache VergroBerung) von Achillessehne und

Myokard
links Achillessehne, FGF-2-negativ
rechts Myokard mit FGF-2-positiven Myozyten und Endothelzellen, Pfeil: Arteriole

In der Betrachtung des gesamten Meniskus, d. h. der Anzahl der FGF-2-positiven
Zellen aller Regionen, zeigte sich in keiner Gruppe ein signifikanter Unterschied zwischen
den operierten und kontralateralen Menisken (Tab. 7). Zwischen den Gruppen zeigte sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p > 0,99). Grafisch liel3 sich die Tendenz
ableiten, dass in den operierten Menisken der PRP- und PRP + MSC-Gruppe eher

weniger und in der Carrier-Gruppe eher mehr FGF-2-positive Zellen vorhanden sind als
in den kontralateralen Menisken (Abb. 28).
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Abb. 28: Prozentuale Anzahl FGF-2-positiver Zellen aller ROIs der operierten
Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken. KL = kontralateraler
Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. *=p<0,05 Signifikanz zu den
kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 7: FGF-2-positive Zellen aller ROIs der operierten Menisken (OP) normalisiert
zu den kontralateralen Menisken (KL)

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
Median in % 100 107 85 100 96
(IQR) (84 -107) | (87 —127) (75-133) (93 —107) (78 —110)
Differenz in %
OP vs. KL 0 v -15 0 -4
Signifikanz _ _ - =
OP vs. KL p=0,84 p=0,44 p=0,84 p>0,99 p =0,56

FUr den Vergleich der einzelnen Regionen des Meniskus innerhalb der Gruppen
wurden die ROIs Rs2Va und Rs1Va zu vaskular rissnah und Rs1Av und Rs1Av zu
avaskular rissnah zusammengefasst. Dadurch erhielt man eine groRere Flache und damit
mehr auszahlbare Zellen im vaskularen bzw. avaskularen Bereich um den Riss. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl FGF-2-positiver Zellen
vaskular rissnah und avaskular rissnah innerhalb der Gruppen (p > 0,05). Grafisch waren
in allen Regionen der PRP- und PRP + MSC-Gruppe tendenziell weniger FGF-2-positive

Zellen als in den kontralateralen Menisken (Abb. 29). In der Carrier-Gruppe liel} sich
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grafisch die Tendenz ableiten, dass in jeder Region eher mehr FGF-2-positive Zellen als

im kontralateralen Meniskus sind (Abb. 29).

FGF-2-positive Zellen aller Regionen

i 200- 1 Naht
> Carrier
P 7 PRP
X -
g 150 mm MSC
2 PRP+MSC
-
X 1004 @ .....
£ &
N
(®)]
c
2 50+
[))
©
[
*©
g 0 I I I I
vaskulare Region vaskular avaskular avaskular Region

rissnah rissnah
Regionen des Meniskus

Abb. 29: Veranderung FGF-2-positiver Zellen in den einzelnen Regionen der
operierten Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken.
KL = kontralateraler Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. Dargestellt sind pro
Gruppe und Region die Mediane (horizontale Linie) mit IQR. * = p < 0,05 Signifikanz zu den
kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Um die FGF-2-positiven Zellen unmittelbar im Rissbereich zu analysieren, wurden
die ROIs Rs1Va und Rs1Av zusammengefasst und die Mediane gebildet. Es zeigte sich
in keiner Gruppe ein signifikanter Unterschied in der Anzahl FGF-2-positiver Zellen im
Rissbereich verglichen mit den kontralateralen Menisken (Tab. 8) und ebenfalls nicht im
Gruppenvergleich (p > 0,99). Grafisch zeigten sich rissnah tendenziell mehr FGF-2-
positive Zellen in den operierten Menisken der Carrier- und MSC-Gruppe. In der PRP und
PRP + MSC-Gruppe zeigten sich rissnah in den operierten Menisken eher weniger Zellen

FGF-2-positiv als in den kontralateralen Menisken, jedoch nicht signifikant (Abb. 30).
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Abb. 30: Prozentuale Anzahl FGF-2-positiver Zellen am Riss (Rs1Va + Rs1Av) der
operierten Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken.
KL = kontralateraler Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. *=p<0,05
Signifikanz zu den kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 8: FGF-2-positive Zellen am Riss (Rs1Va + Rs1Av) der operierten Menisken
(OP) normalisiert zu den kontralateralen Menisken (KL)

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
Medianin% | 101 110 93 103 97
(IQR) (87— 115) | (87— 129) | (65— 124) | (97 —109) | (81— 120)
TmEE [ | w0 | 7 | e |
Sgnifikanz | p=0,84 | p=031 | p=056 | p=044 | p=084

FUr die Analyse der FGF-2-positiven Zellen rissnah vaskular wurden die ROls

Rs1Va und Rs2Va zusammenfasst und die Mediane gebildet. Es zeigte sich in keiner

Gruppe ein signifikanter Unterschied der FGF-2-postiven Zellen rissnah vaskular

zwischen operierten und kontralateralen Menisken. In der PRP-, MSC- und PRP + MSC-

Gruppe liel® sich grafisch eine verminderte Anzahl FGF-2-positiver Zellen ableiten

(Abb. 31), jedoch nicht signifikant (Tab. 9). Zwischen den Gruppen zeigte sich rissnah

vaskular keine signifikant unterschiedliche Anzahl FGF-2-positiver Zellen (p > 0,99).
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Abb. 31: Prozentuale Anzahl FGF-2-positiver Zellen rissnah vaskular (Rs1Va +
Rs2Va) der operierten Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken.
KL = kontralateraler Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. *=p<0,05
Signifikanz zu den kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 9: FGF-2-positive Zellen rissnah vaskular (Rs1Va + Rs2Va) der operierten
Menisken (OP) normalisiert zu den kontralateralen Menisken (KL)

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
Medianin% | 102 100 85 94 94
(IQR) (91— 110) | (85—-117) | (69—138) | (83— 115) | (75— 114)
TmEE 2 | o | s | e |
Sgnifikanz | p=0,69 | p=084 | p=084 | p=069 | p=044

Fur die Analyse der FGF-2-positiven Zellen rissnah avaskular wurden die ROls
Rs1Av und Rs1Av zusammengefasst und die Mediane gebildet. In keiner Gruppe konnte
eine signifikante Veranderung der Anzahl FGF-2-positiver Zellen zwischen den
operierten und kontralateralen Menisken (Tab. 10) oder zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden (p > 0,99). Grafisch waren in der PRP- und PRP + MSC-Gruppe
eher weniger FGF-2-positive Zellen als in den kontralateralen Menisken (Abb. 32). Die
Carrier- und MSC-Gruppe wiesen grafisch eher mehr FGF-2-positive Zellen auf
(Abb. 32).
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Abb. 32: Prozentuale Anzahl FGF-2-positiver Zellen rissnah avaskular (Rs1Av +
Rs1Av) der operierten Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken.
KL = kontralateraler Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. *=p<0,05
Signifikanz zu den kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 10: FGF-2-positive Zellen rissnah avaskuldr (Rs1Av + Rs1Av) der der
operierten Menisken (OP) normalisiert zu den kontralateralen Menisken (KL)

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
Medianin% | 100 104 90 103 96
(IQR) (85— 114) | (94— 150) | (70— 127) | (86 —113) | (82— 110)
e ® | o | w4 | o | ea | e
%%"\ig'_‘f(':_z 05099 | p=057 | p=069 | p=084 | p=069

In der vaskularen Region (ROIs Va) zeigte sich die Anzahl FGF-2-positiver Zellen
zwischen den operierten und kontralateralen Menisken (Tab. 11) und zwischen den
Gruppen nicht signifikant verandert (p > 0,99, Carrier-Gruppe vgl. MSC-Gruppe
p = 0,3650). Grafisch lief3 sich die Tendenz ableiten, dass in der Naht-, PRP-, MSC- und
PRP + MSC-Gruppe eher weniger und in der Carrier-Gruppe hingegen mehr Zellen FGF-

2-positiv waren als in den kontralateralen Menisken (Abb. 33).
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Abb. 33: Prozentuale Anzahl FGF-2-positiver Zellen vaskular (Va) der operierten
Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken. KL = kontralateraler
Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. *=p<0,05 Signifikanz zu den
kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 11: FGF-2-positive Zellen vaskular (Va) der operierten Menisken (OP)
normalisiert zu den kontralateralen Menisken (KL)

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
Median in % 96 119 94 87 97
(IQR) (70— 109) | (83— 155) | (80— 128) | (60—97) | (82— 108)
Differenz in %
OP vs. KL -4 *+19 -6 -13 -3
Sgnifikanz | p=0,56 | p=044 | p>099 | p=062| p=069

In der avaskularen Region (ROIs Av) der PRP + MSC-Gruppe zeigten sich
signifikant weniger FGF-2-positive Zellen im operierten Meniskus als im kontralateralen
Meniskus (p = 0,03, Tab. 12). In der Naht-, PRP- und MSC-Gruppe zeigte sich grafisch,
jedoch nicht signifikant, eine verminderte und in der Carrier-Gruppe eine erhdhte Anzahl
FGF-2-positiver Zellen verglichen mit den kontralateralen Menisken (Abb. 34). Dabei
zeigte sich in der PRP-Gruppe tendenziell die niedrigste Anzahl FGF-2-positiver Zellen.

Zwischen den Gruppen gab es keinen signifikanten Unterschied (p > 0,99).
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Abb. 34: Prozentuale Anzahl FGF-2-positiver Zellen avaskular (Av) der operierten
Menisken, normalisiert zu den kontralateralen Menisken. KL = kontralateraler
Meniskus = 100 %, horizontal gepunktete Linie. *=p<0,05 Signifikanz zu den
kontralateralen Menisken bzw. operierten Menisken einer anderen Gruppe.

Tab. 12: FGF-2-positive Zellen avaskuldr (Av) der operierten Menisken (OP)
normalisiert zu den kontralateralen Menisken (KL)

Gruppe Naht Carrier PRP MSC PRP + MSC
Median in % 95 111 89 98 91
(IQR) (86— 126) | (81—139) | (78-117) | (Q0—110) | (84 — 95)
TR s | o0 | v | 2 |
Sgnifikanz | p>099 | p=056 | p=084 | p=084 | p=003"

5.6 Quantitative Bestimmung der relativen mRNA-Expression (RT-

PCR)

Anhand der Ct-Werte der RT-PCR wurde die relative mRNA-Expression der
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Kollagene in den operierten Menisken normalisiert zur
mRNA von GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken ermittelt.

Die mRNA-Expression des Wachstumsfaktors FGF-2 war in allen Gruppen

hochsignifikant herunterreguliert, das Minimum fand sich in der PRP + MSC-Gruppe
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(Abb. 35, Tab. 13). Zwischen den Gruppen zeigte sich statistisch kein signifikanter
Unterschied in der FGF-2-mRNA-Expression (p > 0,99).
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Abb. 35: Relative FGF-2-mRNA-Expression (AACt-Werte) normalisiert zu GAPDH
und den gepoolten kontralateralen Menisken. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen. ** = p <0,01 hochsignifikant zu den kontralateralen Menisken.

Tab. 13: Mittelwerte * Standardabweichungen (MW * STABW) der FGF-2-AACt-
Werte normalisiert zu GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken.
Angegeben ist die Signifikanz zu den kontralateralen Menisken: * = p < 0,05, ** = p <0,01.
OP = operierte Menisken. KL = kontralaterale Menisken.

Gruppe

Naht- Carrier PRP MSC

PRP + MSC

FGF-2

relative mRNA-
Expression (AACT
MW + STABW)

0,2+0,2 03+0,3|03+0,2|03+%0,3

0,2+0,2

KL

Signifikanz OP vs.

0,002** 0,005** | 0,002** | 0,002**

0,002**

Die relative mRNA-Expression der Wachstumsfaktoren TGF-1, PDGF-B, VEGF-
A, IGF-1 und IGF-2 war zwischen den Gruppen nicht signifikant verandert (p > 0,99,

Abb. 36).

Im Vergleich der mRNA-Expression dieser Wachstumsfaktoren zwischen den

operierten und kontralateralen Menisken der jeweiligen Gruppe ergaben sich signifikante
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Unterschiede (Abb. 36, Tab. 14): TGF-B1 war in den operierten Menisken der Carrier-
Gruppe hochsignifikant herunterreguliert (p = 0,005**) verglichen mit den kontralateralen
Menisken. Grafisch liel sich die Tendenz ableiten, dass TGF-B1 in der MSC-Gruppe
(p =0,05) und in PRP + MSC-Gruppe (p = 0,57) ebenfalls vermindert exprimiert wurde
(Abb. 36). In der Naht- und PRP-Gruppe lag das Expressionslevel Uber dem der
kontralateralen Menisken, jedoch nicht signifikant (p = 0,57 und p > 0,99). PDGF-B zeigte
sich in der MSC- und PRP-Gruppe hochsignifikant herunterreguliert (p = 0,002**),
wahrend es grafisch in allen anderen Gruppen tendenziell leicht hochreguliert war
(Abb. 36), mit Maximum in der Nahtgruppe (p = 0,57), gefolgt von der Carrier-Gruppe
(p=0,08) und PRP + MSC-Gruppe (p=0,05). VEGF-A =zeigte keine signifikant
veranderte relative mRNA-Expression in den operierten Menisken aller Gruppen
verglichen mit den kontralateralen Menisken. Grafisch war die relative mRNA-Expression
von VEGF-A in der Naht-, Carrier- und PRP-Gruppe (p>0,99; p=0,08; p=0,36;
Abb. 36) eher erhoht und in der MSC- und PRP + MSC-Gruppe eher vermindert
(p =0,05; p=0,08; Abb. 36). Die relative mRNA-Expression von IGF-1 war in keiner
Gruppe signifikant verandert, jedoch grafisch analysiert in allen Gruppen erhoht
exprimiert (Abb. 36). Eine stark hochregulierte relative IGF-1-mRNA-Expression liel3 sich
dabei in den operierten Menisken der PRP- und PRP + MSC-Gruppe erkennen (p = 0,05;
p = 0,08) sowie eine eher leicht erhdhte relative mRNA-Expression in der Naht-, Carrier-
und MSC-Gruppe (p =0,08; p=0,36; p=0,036) verglichen mit den kontralateralen
Menisken. Der Wachstumsfaktor IGF-2 war ebenfalls in allen aufder in der MSC-Gruppe
tendenziell leicht vermehrt exprimiert, verglichen mit den kontralateralen Menisken,
jedoch nicht signifikant (Abb. 36). Das niedrigste relativen IGF-2-mRNA-Expressionslevel
lie® sich grafisch in der MSC-Gruppe (p = 0,05) ableiten, gefolgt von der PRP + MSC-
Gruppe (p =0,57), der PRP-Gruppe (p > 0,99), Carrier-Gruppe (p = 0,57) und Naht-
Gruppe (p = 0,08).
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Abb. 36: Relative mMRNA-Expression der Wachstumsfaktoren (AACt-Werte)
normalisiert zu GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen. ** =p <0,01 hochsignifikant zu den
kontralateralen Menisken.

Tab. 14: Mittelwerte * Standardabweichungen (MW * STABW) der AACt-Werte der
Wachstumsfaktoren normalisiert zu GAPDH und den gepoolten kontralateralen
Menisken. Angegeben ist die Signifikanz zu den kontralateralen Menisken: * = p < 0,05,

** = <0,01.

Wachstumsfaktor
relative mRNA-
Expression

TGF-B1

PDGF-B

VEGF-A

IGF-1

IGF-2
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(AACT MW *
STABW)

Naht-Gruppe 20+£2,0 28126 1,2+1,0 51+38 | 2,7+55
p = 0,057 p =0,57 p > 0,99 p =0,08 p=0,08
Carrier-Gruppe 0,4+0,3 25+2,1 23+2.2 22+27 1,7+1,9
p = 0,005** p =0,08 p=0,08 p=0,36 p =0,57
PRP-Gruppe 1,4+ 1,1 0,7+0,2 1,3£1,9 10,1+93 | 1,3+1,8
p > 0,99 p =0,002** | p=0,3636 p=0,05 p>0,99
MSC-Gruppe 0,5+0,5 0,5+04 05+04 26+25 0,6+0,7
p =0,05 p = 0,002** p=0,05 p=0,36 p =0,05
PRP + MSC- 0,8+5,6 20+4,0 09+1,0 98+13,3 | 1,014
Gruppe p =0,57 p =0,05 p =0,08 p =0,08 p=0,57

Betrachtet man die Zytokine TNF-a und IL-1a, so zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede in der relativen mRNA-Expression zwischen den Gruppen (p = 0,99;
Abb. 37). TNF-a zeigte sich in den operierten Menisken der Naht-, PRP- und MSC-
Gruppe hochsignifikant herunterreguliert verglichen mit den kontralateralen Menisken
(p = 0,002**; p =0,005"; p=0,002**; Tab. 15). Grafisch betrachtet war TNF-a in der
Carrier- und PRP + MSC-Gruppe eher hochreguliert (p = 0,057; p = 0,05; Abb. 37). Die

relative mRNA-Expression von IL-1a war in keiner Gruppe zwischen den operierten und

kontralateralen Menisken signifikant verandert. IL-1a zeigte sich grafisch in der Naht-,

Carrier- und PRP-Gruppe und maximal in der PRP + MSC-Gruppe hochreguliert
(p =0,20; p=0,08; p>0,99; p = 0,36; Abb. 37). In der MSC-Gruppe war das relative IL-
1a-mRNA-Expressionslevel grafisch eher vermindert (p = 0,05; Abb. 37).
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Abb. 37: Relative mRNA-Expression der Zytokine (AACt-Werte) normalisiert zu
GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen. ** = p <0,01 hochsignifikant zu den kontralateralen Menisken.
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Tab. 15: Mittelwerte * Standardabweichungen (MW * STABW) der AACt-Werte der
Zytokine normalisiert zu GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken.
Angegeben ist die Signifikanz zu den kontralateralen Menisken: * = p < 0,05, ** = p <0,01.

Zytokin
relative mI_?NA- TNF-a IL-1a
Expression
(AACT MW * STABW)
Naht-Gruppe 0,2+0,1; p=0,0022** 26147, p=0,20
Carrier-Gruppe 45+6,7,p=0,57 1,0+2,0;p=0,08
PRP-Gruppe 0,03 +0,02; p = 0,005** 20+28;p>0,99
MSC-Gruppe 0,04 + 0,03; p = 0,0022** 0,4+0,8;,p=0,05
PRP + MSC-Gruppe 1,5+32;p=0,48 3,0+5,0; p=0,36

Die relative mMRNA-Expression von Col1A1 war in der PRP-Gruppe
hochsignifikant hochreguliert (p = 0,002**, Tab. 16). In der Naht-, MSC- und PRP + MSC-
Gruppe zeigte sich Col1A1 tendenziell hochreguliert, jedoch nicht signifikant (p = 0,36;
p =0,05; p=0,36; Abb. 38). Die Carrier-Gruppe prasentierte grafisch eine starke
Hochregulation von Col1A1, wdie zwar nicht zum kontralateralen Meniskus signifikant
war (p = 0,36; Abb. 38), jedoch hochsignifikant zu allen anderen Gruppen (p < 0,0001**;
Abb. 38). Die relative mRNA-Expression des Kollagens Col1A2 war in den operierten
Menisken der PRP-Gruppe hochsignifikant maximal erhoht (p = 0,002**) und in der MSC-
Gruppe ebenfalls hochsignifikant erhéht (p = 0,002**) verglichen mit den kontralateralen
Menisken (Tab. 16, Abb. 38). Grafisch, jedoch nicht signifikant, zeigte sich Col1A2
ebenfalls tendenziell in der Naht- und PRP + MSC-Gruppe (p = 0,36; p = 0,05; Abb. 38).
und leicht in der Carrier-Gruppe (p = 0,36; Abb. 38) hochreguliert. Zwischen den Gruppen
war die relative Col1A2-mRNA-Expression nicht signifikant verandert (p = 0,40; Abb. 38).
Die relative mRNA-Expression von Col2A1 zeigte in keiner Gruppe eine signifikante
Veranderung zwischen operierten und kontralateralen Menisken (Tab. 16; Abb. 38).
Grafisch war Col2A1 in der Naht- und Carrier-Gruppe leicht vermindert (p = 0,36;
p =0,48) und in der PRP-, MSC- und PRP + MSC-Gruppe leicht erhdht exprimiert
(p>0,99; p=0,36; p=0,57). Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten
Unterschiede in der Col2A1-mRNA-Expression (p > 0,99, Abb. 38).
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Abb. 38: Relative mRNA-Expression der Kollagene (AACt-Werte) normalisiert zu
GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen. Dargestellt ist die Signifikanz * = p < 0,05, ** = p <0,01 zu den
kontralateralen Menisken oder zwischen den Gruppen (eckige Klammern).

Tab. 16: Mittelwerte * Standardabweichungen (MW * STABW) der AACt-Werte der
Kollagene normalisiert zu GAPDH und den gepoolten kontralateralen Menisken.
Angegeben ist die Signifikanz zu den kontralateralen Menisken: * = p < 0,05, ** = p <0,01.

Kollagen
relative mRNA-
Expression (AACT Col1A1 Col1A2 Col2A1
MW + STABW)
Naht-Grubpe 86+9,2 14,3 % 20,2 0,9+1,0
upp p=0,36 p =0,36 p =0,36
Carrier-Gruppe 150,9  236,4 26452 04+0,7
PP p = 0,36 p =0,36 p=0,48
10,7£9,8 50,8 + 68,2 1619
PRP-Gruppe p = 0,002** p = 0,002** p > 0,99
15,5 £ 23,6 6,426 2,3+37
MSC-Gruppe 0 = 0,05 o = 0,002 0 = 0,36
PRP + MSC- 6,358 16,8 £ 32,7 2129
Gruppe p=0,36 p = 0,05 p =0,57
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In der vorliegenden Studie fihrte die lokale Applikation von PRP in Kombination
mit MSC in Meniskusrisse der avaskularen Zone entgegen der Hypothese zu keiner
makroskopischen Heilung. Somit ist die kombinierte Applikation von PRP und MSC der
Meniskusnaht allein oder der isolierten Zugabe von PRP und MSC nicht Gberlegen. Der
Effekt der kombinierten Applikation von PRP und MSC wurde unseres Wissens nach bis
dato nicht in vivo am Meniskus untersucht. Dass die kombinierte Applikation von PRP
und MSC heilungsférdernde Effekte hat, konnte jedoch bereits in vivo am Knochen- und
Knorpelgewebe nachgewiesen werden (72, 121, 122). Am Schafmodell verbesserte die
Applikation von PRP und MSC im Kollagencarrier die Knochenheilung, Vaskularisation
und Integration des Allotransplantats im Knochen verglichen mit der alleinigen
Implantation des Allotransplantats (121). Die Injektion von PRP und MSC in
Knochendefekte von Hunden steigerte die Bildung und histologische Qualitat des
Knochengewebes verglichen mit der alleinigen PRP-Injektion (122). Im Mausmodell
konnte die Knorpelheilung nach Injektion von adipogenen MSC verstarkt werden, wenn
diese in PRP vorkultiviert wurden (72). In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden,
dass eine kombinierte Injektion von PRP und Muskel-Stammzellen die Knorpelheilung
von Ratten starker stimuliert als die alleinigen PRP-Injektion (123). Das Defektgewebe
war jedoch nach vier und zwolf Wochen histologisch nicht signifikant besser als nach
alleiniger Injektion von Stammzellen (123). Diese Studie verdeutlicht das
heilungsfordernde Potenzial der MSC.

Trotz noch mangelnder In-vivo-Studien und laufender Grundlagenforschung
wurden MSC bereits in humanen Fallstudien bei degenerativen
Kniegelenksveranderungen intraartikular injiziert und lieferten teils vielversprechende
Ergebnisse wie eine Schmerzverbesserung und Zunahme des Meniskusvolumens (124,
125). Aufsehen erregte ein, vor Kurzem von der FDA (Food and Drug Administration)
veroffentlichter Bericht, laut dem zwolf Patienten nach fur die Indikation nicht
zugelassener intraartikularer Stammzellinjektion eine bakterielle Infektion erlitten und
hospitalisiert waren (126). Dabei sollte aber unbedingt bericksichtigt werden, dass
unzureichend eingehaltene Hygienemalinahmen ursachlich fur diese Infektionen sein
konnen. In den U.S.A. wurden Stammzellen bereits klinisch zur Therapie verschiedener

Krankheitsbilder angewandt (127). Jedoch kam es in den letzten Jahren dabei zu
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schweren Komplikationen, wobei unter anderem vier Patienten nach intraokularer
Injektion erblindeten (127). Um einen weiteren Missbrauch von Stammzellen zu
vermeiden, erliel® die FDA kurzlich eine einstweilige Verfugung, welche die Anwendung
von Stammzellen regulieren soll (127). Die zahlreichen Komplikationen verdeutlichen,
dass die klinische Anwendung von MSC potenziell schwere Folgen haben kann. Umso
notwendiger sind eine ausreichende Studienlage und Erfahrung im Umgang mit den
MSC, bevor diese zur Therapie im klinischen Alltag etabliert werden.

In mehreren In-vivo-Studien konnten MSC bereits die Meniskusheilung durch
Bildung von  meniskusahnlichem  Defekigewebe verbessern (63, 128).
Knochenmarksstammzellen verbesserten die Heilung longitudinaler Meniskusrisse der
rot-weillen Zone beim Hund (129). So heilten nach zwdlf Wochen sechs von acht
Meniskusrissen komplett aus, wahrend ohne Stammzellzugabe nur drei von sechs
Rissen ausheilten (129). Beim Schwein heilten durch Applikation von MSC mit
Fibrinkleber und anschlieender Naht 75 % der Meniskusrisse makroskopisch nach acht
Wochen vollstandig aus — jedoch mit einer schlechten biomechanischen Stabilitat (63).
In der Kontrollgruppe heilten durch Fibrinkleber und Naht allein ca. 36 % der
Meniskusrisse inkomplett, jedoch keiner vollstandig aus (63). Nach Pars-Intermedia-
Resektion des Kaninchenmeniskus heilten acht von elf Menisken durch Implantation
chondrogen vorkultivierter MSC im Hyaluron-Kollagencarrier und anschlieender Naht
aus (128). Dagegen heilten nur zwei von elf Defekten nach alleiniger Carrier-Implantation
und Naht nach zwolf Wochen (128). Auch im Schafmodell heilten nach Implantation
undifferenzierter autologer MSC im Kollagencarrier und anschlieRender Naht 60 % der
Meniskusrisse der avaskularen Zone (130). Dagegen heilte durch alleinige Naht und Naht
mit Carrier-Implantation keiner der Risse nach 13 Wochen (130). Interessanterweise
zeigte auch nach Implantation von MSC im Kollagencarrier keiner der Risse eine Heilung
nach 24 Wochen (130). Mdglicherweise war das Defektgewebe zu labil, um Uber langere
Zeit zu bestehen. Im klinischen Teil der Studie wurde bei funf Patienten mit Rissen (drei
Korbhenkelrisse, ein Korbhenkelriss mit Radiarriss und ein vertikaler Lappenriss) der
avaskularen Zone des Meniscus medialis ebenfalls MSC im Kollagencarrier implantiert

(130). Nach zwolf Monaten kam es zur klinischen Besserung bei drei Patienten (130). In
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zwei Fallen versagte die Therapie jedoch nach 15 Monaten aufgrund erneuter
Beschwerden, woraufhin eine partielle Meniskusresektion durchgefuhrt wurde (130). In
einer weiteren klinischen Studie wurden Meniskusrisse verschiedener Morphologie und
Lokalisation zunachst genaht, dann der Meniskus mit einer implantierten Kollagen-Hdille
umwickelt und im Anschluss lokal Knochenmarksaspirat der Tibiaepiphyse injiziert (131).
86 % der Patienten zeigten eine klinisch signifikante Verbesserung der Alltagsaktivitat
und Beschwerden nach 2-Jahres Follow-up (131, 132). Zu bedenken sind die teils
schweren postoperativen Komplikationen in dieser Studie: Ein Patient erlitt ein
Kompartment-Syndrom und ein Patient eine Kniegelenksfibrose (131). Bei zwei weiteren
Patienten versagte die Therapie und es erfolgte eine partielle Meniskusresektion (131,
132). Weiterhin muss berucksichtigt werden, dass das Knochenmarksaspirat direkt
appliziert wurde, sodass die Quantitdt und Qualitat der potenziell enthaltenen
Stammzellen nicht bekannt waren.

In der vorliegenden Studie konnte die isolierte Applikation autologer MSC die
Meniskusheilung nicht verbessern. Es wurden undifferenzierte MSC verwendet, sodass
nicht beurteilt werden kann, ob beispielsweise chondrogen vordifferenzierte MSC die
Meniskusheilung verbessert hatten. Interessanterweise stellte man aber in einer In-vitro-
Studie fest, dass undifferenzierte MSC im Kollagencarrier eine bessere Integration in
avaskulares Meniskusgewebe aufwiesen als chondrogen vordifferenzierte MSC (133).
Andererseits konnte zuvor an chronischen Knorpelstanzdefekten oviner Femurkondylen
und an avaskularen Rissen des Kaninchenmeniskus gezeigt werden, dass chondrogen
differenzierte MSC im Hydrogel- bzw. Hyaluron-Carrier den undifferenzierten MSC
bezuglich der Qualitat des gebildeten Defektgewebes Uberlegen waren (59, 134). Zwar
kam es im Schafmodell sowohl durch undifferenzierte als auch durch chondrogen
differenzierte MSC zu einer Defektdeckung nach sechs Monaten, jedoch war nur das
Defektgewebe der Gruppe mit chondrogen differenzierten MSC einem hyalinen Knorpel
ahnlich (59). Im Kaninchenmeniskus heilten longitudinale Risse der avaskularen Zone
unbehandelt, nur genaht und nach zusatzlicher Implantation eines Hyaluron-
Kollagencarriers nicht aus (134). Die Zugabe von PRP flhrte nach zwdlf Wochen

ebenfalls zu keiner Heilung, nur zur Bildung vereinzelter Fasern zwischen den
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Rissrandern (134). Dagegen kam es nach Implantation undifferenzierter MSC zur Bildung
von faserknorpelartigem Defektgewebe mit meniskusahnlichen Zellen (134). Eine fast
vollstandige Heilung mit meniskusahnlichem Gewebe wurde interessanterweise durch
Implantation chondrogen vorkultivierter MSC erreicht (134). Diese Studien lassen
annehmen, dass chondrogen vorkultivierte MSC den undifferenzierten MSC in der
Meniskusheilung Uberlegen sein kdnnten. Weiterhin forderten chondrogen vorkultivierte
MSC im Kollagencarrier die Heilung zirkularer Defekte der avaskuldaren Zone des
Kaninchenmeniskus in vivo durch Bildung von meniskusahnlichem Fullgewebe (47). PRP
im Kollagencarrier dagegen verbesserte die Heilung avaskularer Stanzdefekte in der
gleichen Studie nicht (47). Im Gegensatz dazu zeigte eine weitere Kaninchenstudie, dass
nicht-vorkultivierte MSC im Hyaluroncarrier den chrondrogen-vorkultivierten MSC in der
Heilung avaskularer Stanzdefekte der Pars intermedia des Meniskus deutlich Uberlegen
sind (135). Es kam zur vollstandigen Defektflllung mit histologisch meniskusahnlichem
Reparaturgewebe (135). Interessanterweise verbesserte PRP im Hyaluroncarrier auch in
dieser Studie die Meniskusheilung nicht (135).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass MSC eine starkere heilungsférdernde
Wirkung als PRP haben. Interessant zu wissen ware, welchen Einfluss die kombinierte
Applikation von PRP und MSC in diesen Studien auf die Heilung gehabt hatte. In der
vorliegenden Studie wurde dies untersucht. Dabei wurde vermutet, dass die kombinierte
Applikation von PRP und MSC in einem Kollagencarrier die Meniskusheilung verbessert.
Leitend war dabei die Idee, dass durch diese Blutbestandteile Wachstumsfaktoren
freigesetzt, Zellen in der Umgebung stimuliert und die Zellproliferation und EZM-Bildung
des Meniskus angeregt werden konnten. Es wurde vermutet, dass die Kombination
beider Komponenten zu einer Verstarkung dieser Effekte fihren konnte. So konnte
mikroskopisch im Rissbereich der PRP + MSC-Gruppe dieser Studie eine signifikant
hohere Zellzahl nachgewiesen werden als im Rissbereich der operierten Menisken der
Naht-Gruppe. Dies lasst eine gesteigerte Zellproliferation oder -migration im Rissbereich
vermuten. Es wurde bereits in vitro eine Zunahme der Zellproliferation oviner
Fibrochondrozyten des Meniskus nach Zugabe der Wachstumsfaktoren FGF-2, PDGF-
B, TGF-B1 und IGF-1 gesehen (100). Da diese Wachstumsfaktoren in erhohten
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Konzentrationen im PRP erhalten sind, sollte die Zugabe dessen die Zellproliferation
demnach fordern (36, 39-46). Bereits gezeigt werden konnte, dass PRP die
Zellproliferation in vitro stimuliert, durch Vorbehandlung eines Carriers mit 1 — 1,3 Mio.
Thrombozyten / ul und erst anschlieBender Besiedlung mit humanen Chondrozyten
(136). Diese Carrier wiesen eine hdhere Anzahl an Chondrozyten auf als nicht mit PRP
vorbehandelte (136). In der gleichen [In-vivo-Studie wurden Mausen humane
Meniskusfragmente der avaskularen Zone subkutan implantiert und zwischen diesen
gestanzten Fragmenten ein Carrier mit besiedelten Chondrozyten platziert (136). Die
Vorbehandlung des Carriers mit PRP verbesserte die Meniskusheilung, sodass von 16
implantieren Meniskusfragmenten sechs vollstandig heilten, neun partiell und eins nicht
(136). Dagegen heilten in der Gruppe ohne Vorbehandlung mit PRP nur vier Menisken
inkomplett und zwdlf nicht zusammen (136).

Kontrovers diskutiert wird, welche Thrombozytenkonzentration des PRP optimal
fur die Forderung der Gewebeheilung geeignet ist. In zahlreichen Studien wurden
unterschiedliche Konzentrationen untersucht. Es wurde ein ,therapeutischer® Bereich von
1.000.000 Thrombozyten / ul im PRP definiert (38). Die Applikation der ,therapeutischen®
Konzentration verbesserte die Heilung von Stanzdefekten der avaskularen Zone des
Meniskus von Kaninchen nach zwdolf Wochen (42). Dagegen hatte die Implantation von
,<therapeutischem® PRP mit einem Kollagencarrier auf die Heilung oviner Knorpeldefekte
keinen Einfluss (115). Am Schafmodell heilten sogar osteochondrale Defekte der
Femurkondylen durch Kollagen-Hydroxylapatit-Carrier allein signifikant besser als durch
die zusatzliche Zugabe von PRP (39). Eine signifikant verbesserte Knorpeldefektdeckung
beim Schaf konnte nach Injektion von PRP mit doppelter Thrombozytenkonzentration im
Vergleich zum Vollblut festgestellt werden (50). Womoglich ist die optimale
stherapeutische“ Konzentration je nach Gewebeart unterschiedlich. In dieser Studie
wurde eine mediane Thrombozytenkonzentration von 910.000 Thrombozyten / ul erzielt,
was einer 2,7-fachen Konzentration des Vollblutes entspricht. Zu berlcksichtigen ist
auch, dass die Konzentration der Thrombozyten im Blut intra- und interindividuellen
Schwankungen unterliegt (137). In der vorliegenden Studie wurden Thrombozytenwerte
im Vollblut von 180.000 — 770.000 Thrombozyten / ul gemessen.
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Neben der Konzentration der Thrombozyten variiert auch die Leukozytenanzahl
im PRP je nach Herstellungsmethode. Es wurde festgestellt, dass leukozytenarmes und
-reiches PRP ahnliche Konzentrationen von Wachstumsfaktoren enthalten, jedoch im
leukozytenreichen PRP signifikant mehr proinflammatorische Zytokine wie z. B. TNF-a
und IL-1B vorhanden sind (37). In vivo konnte leukozytenreiches PRP die Heilung
horizontaler Meniskusrisse von Kaninchen nicht verbessern (138). Fraglich bleibt
allerdings, ob leukozytenarmes PRP die Heilung verbessert hatte. Intraartikular injiziertes
leukozytenarmes PRP nach Kreuzbandverletzung im Kaninchenmodell wirkte
chondroprotektiver als leukozytenreiches PRP (37). Um mogliche katabole Effekte der
Leukozyten auf die Thrombozyten, die MSC und auf die potenziell sezernierten
Wachstumsfaktoren zu reduzieren, wurde in dieser Studie leukozytenarmes PRP
verwendet. Maoglicherweise haben jedoch neben den Leukozyten auch andere
Bestandteile des PRP eine katabole Wirkung. Es wurden negative Effekte durch das PRP
auf die EZM-Bildung nachgewiesen (49). In vitro wurde beispielsweise nach Kultivierung
von Meniskuszellen mit PRP eine verminderte Bildung von Col2 und Aggrecan durch
Aktivierung von MMP beobachtet (49). In vivo zeigte sich sogar eine gesteigerte
Proteoglykanolyse nach PRP-Applikation mit Fibrinkleber in zirkulare Defekte der
avaskularen Zone des Kaninchenmeniskus (49). Durch eine gesteigerte Col1-Synthese
kam es zwar zur Bildung von Narbengewebe, dieses war dem Meniskusgewebe jedoch
histologisch nicht ahnlich (49).

Die erwlnschte anabole Wirkung des PRP wird vor allem durch die Wirkung der
sezernierten Wachstumsfaktoren vermutet (36, 39-43). In der Vergangenheit wiesen
bereits zahlreiche Studien erhdhte Wachstumsfaktorkonzentrationen im PRP nach,
sodass in der aktuellen Studie keine erneute Quantifizierung der Wachstumsfaktoren
erfolgte (36, 39-43). Es konnte ebenso gezeigt werden, dass die Konzentration der
Wachstumsfaktoren im PRP interindividuell und zeitlich intraindividuell variiert (40, 43,
137). Auch die Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren ist fur die Wirkung im
Gewebe relevant. Es wurde nachgewiesen, dass die Wachstumsfaktoren des PRP
bereits innerhalb von Minuten wahrend der Gerinnung der Thrombozyten ausgeschittet

werden (38). Daher sollte das PRP unmittelbar nach der Herstellung appliziert werden,
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um die Wirkung der Wachstumsfaktoren im Gewebe sicherzustellen. Aus diesem Grund
wurde das PRP in dieser Studie innerhalb weniger Minuten in den Riss gegeben und
zeitgleich die mikroskopische Auszahlung der Thrombozyten begonnen. Dennoch
wurden bereits nach wenigen Minuten vereinzelt Agglutinate detektiert, die sich im
Gegensatz zu automatischen Zahlmethoden mikroskopisch manuell gut auszahlen
lieBen. Auf eine exogene Aktivierung des PRP wurde in dieser Studie verzichtet, da das
PRP auch endogen durch Col1 aktiviert werden kann (33). Durch die direkte Zugabe des
PRP in den Meniskusriss kommt es sowohl mit dem platzierten Kollagencarrier als auch
mit Col1 des Meniskusgewebes in Kontakt, sodass eine Aktivierung erfolgen kann (5).
In der vorliegenden Studie fuhrte die alleinige und mit MSC kombinierte Zugabe
von PRP zu keiner verbesserten Meniskusheilung longitudinaler Risse der avaskularen
Zone. Auch am Kaninchen konnte die Applikation von PRP mit einem Hyaluron-
Kollagencarrier die Heilung von Meniskusstanzdefekten und nahtversorgten
longitudinalen Meniskusrissen der avaskularen Zone nicht verbessern (47). Nach drei
Monaten waren die Stanzdefekte und Risse sowohl in der PRP mit Carrier als auch in
der Kontrollgruppe nur mit Carrier partiell mit faserigem Narbengewebe geflllt (47).
Nicht nur MSC, sondern auch PRP wurden bereits am Menschen klinisch
angewandt. Aufgrund vielversprechender experimenteller Ergebnisse zur PRP-Wirkung
wurde dies sogar zur Therapie von Meniskusrissen eingesetzt. In einer Fall-Kontroll-
Studie an 17 Patienten wurde das PRP vor der Nahtversorgung in horizontale, bis zur
avaskularen Zone reichende Meniskusrisse appliziert (139). Nach 24 Monaten zeigte sich
eine klinische Verbesserung des Schmerzes und der sportlichen Aktivitat im Vergleich
zur Therapie durch eine alleinige Naht (139). Bei einem Patienten musste jedoch im
Verlauf eine partielle Meniskusresektion vorgenommen werden und es kam zu einer
weiteren schweren Komplikation: Ein Patient entwickelte eine septische Arthritis,
woraufhin eine Re-Arthroskopie mit Lavage und Langzeit-Antibiotikatherapie erfolgen
musste (139). Bevor es zur breiten klinischen Anwendung vom PRP kommt, sollte dies
zunachst ausreichend am Tiermodell getestet werden, um Kenntnisse Uber die Wirkung

und mdogliche Risiken zu erhalten.
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In dieser Studie wurde ein Riss in der avaskularen Zone des Meniskus gesetzt —
und damit in der Zone mit dem schlechtesten Heilungspotenzial (9). Wie entscheidend
die Lokalisation des Meniskusrisses das Heilungspotenzial beeinflusst, veranschaulicht
eine Studie am Kaninchenmeniskus, in der nach zehn Wochen 90 % der longitudinalen
Meniskusrisse in der vaskularen Zone heilten , jedoch kein Riss in der avaskularen Zone
(105). Eine weitere Kaninchenstudie bestatigt diese Ergebnisse, dort zeigte kein
nahtversorgter longitudinaler Meniskusriss der avaskularen Zone Heilungstendenzen,
weder nach 28 noch nach 84 Tagen (140). Ebenfalls am Kaninchenmeniskus heilten trotz
Zugabe von PRP oder FGF-2 nur 25 bis 50 % der peripheren Anteile von horizontalen
Meniskusrissen, jedoch nicht die avaskuldren Anteile des Risses (138, 141).
Berucksichtigt werden sollte jedoch, dass Horizontalrisse meist degenerativer Ursache
sind, im Gegensatz zu den meist traumatischen Longitudinalrissen (5, 17). Diese Studien
verdeutlichen, dass die Heilung avaskularer Meniskusrisse stark limitiert ist.

Die Verbesserung der Durchblutung stellt demnach einen essenziellen
Therapieansatz in der Meniskusheilung dar. Bei Hunden wurde, von einem longitudinalen
Meniskusriss der avaskularen Zone des Meniscus medialis ausgehend, zusatzlich ein
transmuraler Radiarriss nach peripher gesetzt (31). Nach zehn Wochen zeigte sich in
diesen Rissen fibroses Narbengewebe, das jedoch unorganisierte Kollagenfasern
enthielt (31). In den longitudinalen Meniskusrissen ohne zusatzlichen Radiarriss bildete
sich kein Narbengewebe aus (31). Beachtet werden sollte jedoch, dass ein zusatzlicher
Radiarriss aufgrund der Durchtrennung von longitudinalen Kollagenfasern
wahrscheinlich mit einer Verschlechterung der biomechanischen Eigenschaften
einhergeht. Ahnliche Ergebnisse konnten in einer weiteren Studie am Hund demonstriert
werden (142). Dort wurde nach Vorbohrung ein Rohr aus resorbierbarem Material von
peripher bis in einen longitudinalen Meniskusriss der avaskularen Zone gesetzt und der
Riss anschliellend genaht (142). Nach zwdlf und 24 Wochen heilten vier von neun Rissen
komplett und funf partiell, wahrend in der Gruppe nur mit Bohrung und Meniskusnaht bei
keinem Tier eine Heilung festgestellt werden konnte (142). Jedoch waren 21 % der
rohrbehandelten Menisken biomechanisch nicht belastbar und zudem dislozierte bei vier

von 29 Tieren das eingesetzte Rohr (142). Am Schafmodell heilten longitudinale und
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horizontale Meniskusrisse nach Implantation eines synovialen Lappens in den Riss und
anschlieBender Naht aus (143). Nach drei Monaten wurde kollagenarmes
Knorpelgewebe im Riss gesehen, wahrend die longitudinalen Risse nach alleiniger Naht
keinen Heilungsansatz zeigten (143). Diese Ergebnisse bestatigen die Annahme, dass
die Heilung longitudinaler Meniskusrisse der avaskularen Zone durch eine verbesserte
Durchblutung, z. B. mechanisch durch Kanadle oder Gewebebricken zwischen der
vaskularen und avaskularen Zone, verbessert werden kann.

Grundvoraussetzung fur die Durchfuhrung einer experimentellen /n-vivo-Studie
zur Meniskusheilung ist die Wahl eines geeigneten Tiermodells. Das Schaf wurde
aufgrund verschiedener Parameter flr diese Studie ausgewahlt. Verglichen mit anderen
Tiermodellen, z. B. dem Kaninchen, weist der ovine Meniskus eine hohe Ahnlichkeit zum
humanen auf (12, 113). Die Menisken beider Spezies zeigen eine hohe Ubereinstimmung
in der Anatomie, Struktur der BlutgefalRe, Zusammensetzung der kollagenen Matrix und
in der Zellularitat (12, 113). Daruber hinaus liegen vergleichbare biomechanische
Eigenschaften vor (144). Weiterhin bestehen anatomisch geeignete Voraussetzungen fur
die Blutgewinnung aus der V. jugularis externa zur Herstellung des PRP sowie fur die
Entnahme des Knochenmarkaspirats aus dem Beckenkamm zur Isolation der MSC.

Auf eine postoperative Immobilisierung oder Belastungseinschrankung wurde in
dieser Studie verzichtet, da dies keinen Vorteil gegenuber einer frihen
uneingeschrankten Belastung und Bewegung nach Meniskusnaht zeigte (145, 146). In
einer anderen ovinen Studie dagegen heilten nach sechs Wochen zwar nur zwei von
zwolf nahtversorgten longitudinalen Meniskusrissen der avaskularen Zone durch Bildung
von Fasergewebe aus, interessanterweise waren jedoch beide Menisken von Tieren aus
der Gruppe mit postoperativer Immobilisation (146). Jedoch zeigten alle Menisken
unabhangig von der postoperativen Mobilisation eine um 50 % reduzierte
biomechanische Belastbarkeit verglichen mit den gesunden Menisken (146). Bei
postoperativ mobilisierten Hunden wurde nach Meniskusnaht von Rissen der vaskularen
Zone ein signifikant hdherer Kollagengehalt im Rissbereich nachgewiesen als bei den
immobilisierten Hunden nach zehn Wochen (147). Diese Studie bestatigt die Annahme,

dass eine fruhe Mobilisation vorteilhafter fur die Meniskusheilung ist.
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Hinzu kommt die unterschiedliche biomechanische Belastung je nach Art des
Risses. Es ware denkbar, dass kleinere Defekte wie z. B. Stanzdefekte eher heilen, da
diese hochstwahrscheinlich biomechanisch weniger belastet werden und zudem weniger
Reparaturgewebe gebildet werden muss. So heilten in einer Studie Stanzdefekte der
avaskularen Zone des Kaninchenmeniskus nach PRP-Zugabe durch Ausbildung von
Fasergewebe, jedoch keinem Meniskusgewebe (42, 49). Dagegen konnte am Schaf
gezeigt werden, dass nahtversorgte longitudinale Risse in der Pars intermedia des
Meniskus auch nach bis zu sechs Monaten weder makroskopische noch mikroskopische
Heilungstendenzen zeigen (143). Mdglicherweise ist ein longitudinaler Riss einer
hdheren biomechanischen Belastung ausgesetzt als zum Beispiel ein Stanzdefekt und
die Heilung dadurch zusatzlich beeintrachtigt.

Nicht nur biomechanische Eigenschaften, sondern auch der Therapiezeitraum hat
einen Einfluss auf die Heilung von Meniskusverletzungen. Es muss diskutiert werden, ob
der in dieser Studie gewahlte Therapiezeitraum von acht Wochen ausreichend war, um
makroskopische Heilungstendenzen sehen zu kénnen. Bei der Heilung avaskularer
Meniskusrisse beim Schwein erwies sich ein Therapiezeitraum von acht Wochen als
optimal, da es daruber hinaus zu keiner weiteren makroskopischen Veranderung kam
(63). Im Kontrast dazu wurde bei Hunden nach Setzen eines longitudinalen
Meniskusrisses mit zusatzlichem Radiarriss erst nach zehn Wochen eine vollstandige
Defektfullung mit fibrovaskularem Narbengewebe gesehen (31). Da bei den Tieren ohne
zusatzlichen Radiarriss auch nach zehn Wochen kein Narbengewebe sichtbar war, spielt
die Verbesserung der Durchblutung, wie hier durch den zusatzlichen Radiarriss,
vermutlich die entscheidende Rolle (31). Dies zeigt jedoch auch, dass nach
mechanischer Verbesserung der Durchblutung ein langerer Therapiezeitraum von
mindestens zehn Wochen gewahlt werden sollte. Ob ein langerer Therapiezeitraum auch
nach lokaler Zugabe von PRP und MSC vorteilhafter ware, bleibt fraglich.

Neben der makroskopischen und histologischen Beurteilung der Meniskusrisse
wurde der Einfluss von PRP und MSC auf molekularer Ebene untersucht. Dazu wurde
das endogene Vorkommen von bestimmten Wachstumsfaktoren, Zytokinen und

Kollagenen im gesunden und verletzten Meniskus analysiert. Es gibt bisher keine
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Erkenntnisse daruber, wie die kombinierte Zugabe von PRP und MSC die Expression
dieser Signalmolekuile im Meniskus verandert. Es ware moglich, dass das PRP und die
MSC Wachstumsfaktoren freisetzen oder deren Synthese im Gewebe stimulieren. Diese
anabolen Signalmolekile kdonnten beispielsweise die Zellproliferation fordern und die
katabole Wirkung von Zytokinen inhibieren.

Die vorliegende Arbeit fokussierte sich insbesondere auf den Nachweis des
Wachstumsfaktors FGF-2 in der Meniskusheilung. Entgegen der Hypothese wurde im
Rissbereich keine signifikant erhdhte Anzahl FGF-2-positiver Zellen gesehen. Es zeigte
sich eher die Tendenz, dass in allen Zonen der PRP + MSC-Gruppe weniger FGF-2-
positiver Zellen als im kontralateralen Meniskus vorhanden waren. Signifikant weniger
FGF-2-positive Zellen konnten jedoch nur in der avaskularen Zone des operierten
Meniskus verglichen mit dem kontralateralen Meniskus nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Kombination aus PRP und MSC das FGF-2
Vorkommen im Meniskus sogar negativ beeinflusst.

In dieser Arbeit wurde unseres Wissens FGF-2 erstmals immunhistochemisch im
ovinen Meniskus nachgewiesen und somit Kenntnisse Uber das Vorkommen dieses
Wachstumsfaktors im Meniskusgewebe erlangt. Es wurde ein 100 % sequenzhomologer
anti-humaner Primarantikdrper verwendet. Da dieser eine spezifische Anfarbung zeigte,
wurde kein weiterer Primarantikbrper getestet. Zur Etablierung der FGF-2-
Immunhistochemie wurden unterschiedliche Primarantikdrperverdinnungen und
Gewebevorbehandlungen (thermisch durch Erhitzen und enzymatisch durch Proteinase
K) getestet. Um eine spezifische Bindung des Primarantikdrpers zu gewahrleisten, wurde
bei jeder Farbung eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefarbt. Dazu wurde das Myokard
und die Achillessehne verwendet, da an beiden Gewebearten bereits FGF-2-
Antikorperfarbungen durchgefuhrt wurden (79, 116, 117). Die FGF-2-positiven Zellen des
operierten und kontralateralen Meniskus wurden manuell ausgezahlt, da eine
automatische Auszahlung aufgrund unzureichender Kontrastunterschiede der Zellkerne
und -plasmen zwischen Antikdrper- und Gegenfarbung nicht moglich war.

Zur Quantifizierung von FGF-2 und der anderen untersuchten Signalmolekile im

Meniskus wurde zusatzlich eine Real-Time RT-PCR zur Ermittlung der relativen mRNA-
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Expression durchgefuhrt. Um ausreichend RNA isolieren zu koénnen, wurden
verschiedene mechanische Methoden zur Homogenisation des Meniskusgewebes
getestet. Insgesamt konnten jedoch aufgrund der hohen Festigkeit des
Meniskusgewebes nur geringe RNA-Mengen gewonnen werden, sodass eine initial
angedachte separate Analyse der vaskular und avaskular des Risses liegenden Anteile
des Meniskus nicht durchgeflhrt werden konnte.

Interessanterweise war die relative mRNA-Expression des Wachstumsfaktors
FGF-2 in allen Gruppen signifikant vermindert verglichen mit den kontralateralen
Menisken. Nach kombinierter Anwendung von PRP und MSC wurde sogar die niedrigste
relative mRNA-Expression von FGF-2 gemessen und nicht, wie eingangs vermutet, die
hdchste Expression. Acht Wochen nach Meniskusriss steigerte demnach weder PRP,
MSC noch die kombinierte Applikation die endogene relative FGF-2-mRNA-Expression
im verletzten Meniskus. Dass FGF-2 ebenfalls in der Naht-Gruppe vermindert war,
konnte bedeuten, dass FGF-2 im chronischen Heilungsprozess weniger gebildet oder die
Bildung sogar inhibiert wird. Am Kaninchenmeniskus war jedoch weder nach neun, noch
nach 28 oder 84 Tagen die mMRNA-Expression von FGF-2 signifikant verandert nach Naht
eines longitudinalen Risses in der avaskularen Zone (140). Fraglich bleibt jedoch, ob
FGF-2 eher im akuten Heilungsprozess eine Rolle spielt. Nach Myokardinfarkt im
Rattenmodell zeigte FGF-2 am Ubergang vom Myokard- zum Infarktgewebe initial einen
Anstieg und normalisierte sich bis Tag 14 wieder (79). Die FGF-2-Injektion in
Patellarsehnendefekte von Ratten steigerte nach sieben Tagen die Zellproliferation und
Bildung von Col3, jedoch nicht 14 Tage nach Injektion (78). Dies lasst vermuten, dass
FGF-2 innerhalb der ersten Tage nach Trauma die starkste Wirkung auf das Gewebe hat.
In chronischen Hautwunden wurde eine signifikant verminderte FGF-2- und VEGF-
Expression und eine erhohte Expression der inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-
1B festgestellt im Vergleich zu akuten Hautwunden und normaler Haut (108). Es ware
moglich, dass diese Zytokine mit FGF-2 oder auch anderen Wachstumsfaktoren
interagieren und deren Expression womadglich inhibieren. So zeigten beispielsweise mit
FGF-2 kultivierte Fibrochondrozyten in vitro eine starkere Zellproliferation bei

Abwesenheit vom Serum im Medium (84).
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Die Wirkung von FGF-2 hangt vermutlich auch von der Freisetzungskinetik ab. In
einer In-vitro-Organkultur des bovinen Meniskus zeigte eine kurzzeitige Zugabe von FGF-
2 einen besseren Effekt auf die Gewebeintegration als eine kontinuierliche Kultivierung
mit FGF-2 (148). Ob die exogene Zugabe von FGF-2 die Meniskusheilung von Rissen
der avaskularen Zone verbessert, ist unklar. Am Kaninchen heilten durch Applikation von
FGF-2 und einem Hydrogel zwar die peripheren 25 % eines horizontalen Meniskusrisses,
jedoch wurden kaum Heilungsanséatze im Ubergang des Risses zur avaskuléren Zone
festgestellt (141). In einer In-vitro-Studie am humanen Meniskus wurde durch vektoriellen
Gentransfer die FGF-2-Expression in den Fibrochondrozyten erhdht (149). Dabei zeigte
sich in situ eine signifikante Steigerung der Zellproliferation und Abnahme der Dicke und
Breite von Meniskusrissen der avaskularen Zone, jedoch interessanterweise keine
Steigerung der EZM-Synthese (149). Nicht nur auf das Meniskusgewebe scheint FGF-2
heilungsfordernd zu wirken. So heilten beispielsweise auch Knorpeldefekte der
Femurkondylen von Kaninchen acht Wochen nach FGF-2-Applikation in einer
Fibrinmatrix (81).

Neben FGF-2 wurden in dieser Studie weitere bedeutende Signalmolekile der
Wundheilung untersucht. Die relative mRNA-Expression dieser Wachstumsfaktoren
TGF-p1, PDGF-B, VEGF-A, IGF-1 und IGF-2 war in der PRP + MSC-Gruppe weder
zwischen operierten und kontralateralen Menisken, noch im Vergleich mit den anderen
Gruppen signifikant verandert, sodass die initiale Hypothese einer erhdhten Expression
nicht bestatigt werden konnte. Die kombinierte Applikation von PRP und MSC hatte
demnach in dieser Studie keinen nachweisbareren Einfluss auf die mRNA-Expression
dieser Wachstumsfaktoren nach acht Wochen. Die mRNA-Expression dieser
Wachstumsfaktoren war auch in der Kontrollgruppe mit alleiniger Meniskusnaht nicht
signifikant verandert.

Dass die Expression dieser Wachstumsfaktoren nach Setzen eines longitudinalen
Meniskusrisses der avaskularen Zone sowohl zeitlich als auch innerhalb der Zonen des
Meniskus variiert, bewies eine Kaninchenstudie (104). In dieser wurde die Expression
mehrerer Wachstumsfaktoren und Zytokine im zeitlichen Verlauf nach longitudinalem

Meniskusriss der avaskularen Zone untersucht (104). Dabei wurde vaskular eine Woche

100



DISKUSSION

postoperativ eine verminderte PDGF-3- und TGF-B1-Expression nachgewiesen (104).
Zudem wurde zwei Wochen postoperativ avaskular eine erhéhte VEGF-A- und vaskular
eine erhohte IGF-1-Expression gemessen (104). Interessanterweise waren die
Expressionslevel aller Wachstumsfaktoren bereits drei Wochen und auch 120 Tage nach
Setzen eines Risses nicht mehr signifikant verandert, verglichen mit dem
Ausgangsniveau vor Setzen des Risses (104). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
die Expressionslevel dieser Wachstumsfaktoren nach einem Therapiezeitraum von acht
Wochen womdglich ebenfalls ahnlich dem Ausgangsniveau sind. Zu bedenken ist jedoch,
dass in der aktuellen Studie das Expressionslevel nur zum Zeitpunkt von acht Wochen
untersucht wurde und der gesunde Meniskus als Referenz galt, sodass keine Aussagen
uber die Expression im verletzten Meniskus im zeitlichen Verlauf moglich sind.
Betrachtet man die Wachstumsfaktoren TGF-1 und PDGF-$3, so waren diese in
der PRP + MSC-Gruppe nicht signifikant verandert exprimiert und auch keine
eindeutigen Tendenzen ableitbar. Eine Studie am Kaninchen untersuchte die TGF-$1
und PDGF-Expression nach Anrauen der Oberflache und Setzen eines longitudinalen
Risses in der avaskularen Zone des Meniskus (107). In der ersten Woche zeigte sich
eine dreifache TGF-B1-Expression an der femoralen Oberflache und am Riss, die danach
bis zur achten Woche postoperativ rasch abfiel (107). Die Expression von PDGF nahm
postoperativ an der femoralen Oberflache stark zu, mit Maximum nach zwei Wochen, und
fiel danach wieder ab (107). Am Riss hingegen war nur eine Woche postoperativ eine
leichte Zunahme von PDGF messbar (107). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass TGF-31
und auch PDGF vor allem in der Akutphase der Wundheilung hochreguliert werden und
deren Synthese gegebenenfalls mechanisch durch Anrauen stimuliert werden kann. Zu
bedenken ist, dass in der Kontroligruppe dieser Studie ebenfalls ein Riss in der
avaskularen Zone des Meniscus medialis gesetzt wurde, ohne jedoch die femoralen
Oberflache des Meniskus anzurauen. Daher sind keine RuUckschliusse uUber die
Expression der Wachstumsfaktoren zwischen verletztem und gesundem Meniskus
moglich. Gegen die Hochregulation von PDGF in der Akutphase der Wundheilung spricht
eine Studie an Patienten, bei der direkt nach partieller medialer Meniskusresektion eine

verminderte PDGF-Konzentration gemessen wurde (106). Interessanterweise wurde
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aber direkt nach LCA-Rekonstruktion eine erhohte PDGF-Konzentration gemessen
(106).

Der Wachstumsfaktor VEGF-A war in der PRP + MSC-Gruppe dieser Arbeit nicht
signifikant verandert exprimiert. Bislang konnte gezeigt werden, dass VEGF nach
Meniskusriss in der avaskularen Zone des Kaninchenmeniskus vermehrt nachweisbar ist
(105). Die Expression nahm im Verlauf nach einer, zwei, finf und zehn Wochen ab (105).
Am Kaninchenmeniskus zeigte sich nach Naht eines longitudinalen Risses in der
avaskularen Zone keine signifikant veranderte mRNA-Expression von VEGF und IGF-1,
weder nach neun, noch nach 28 oder 84 Tagen (140). Interessanterweise scheint das
PRP eine inhibitorische Wirkung auf VEGF-A zu haben, denn in vitro wurde eine
verminderte VEGF-A-Sekretion nach Kultivierung von adipogenen MSC mit PRP
gesehen (72). Inwieweit VEGF-A den Heilungsprozess im Meniskus fordert, ist ungewiss.
Am Schafmodell wurde nach Meniskusnaht von Rissen der avaskularen Zone mit VEGF-
beschichteten Faden bei keinem der 18 Tiere eine Heilung gesehen (150). Dagegen
heilten nach Naht mit unbeschichteten Faden die Menisken von drei Tieren vollstandig
und von drei Tieren partiell (150). Die Wachstumsfaktoren IGF-1 und IGF-2 waren in der
PRP + MSC-Gruppe nicht signifikant verandert exprimiert. Interessanterweise war IGF-1
in der PRP und PPR+MSC-Gruppe grafisch am starksten exprimiert, jedoch nicht
signifikant. Dabei zeigten Studien, dass IGF-1 im Gegensatz zu den anderen
Wachstumsfaktoren im PRP nicht signifikant hGher als im normalem Plasma nachweisbar
ist (40).

Im Wundheilungsprozess spielen neben den anabolen Wachstumsfaktoren auch
proinflammatorische Zytokine eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund wurden in
dieser Studie zwei wichtige katabole Zytokine, TNF-a und IL-1a, untersucht. Es wurde
initial die Hypothese aufgestellt, dass diese in der PRP + MSC-Gruppe vermindert
exprimiert werden, da eine inhibitorische Wirkung der anabolen Wachstumsfaktoren vom
PRP auf diese Zytokine vermutet wurde. Tatsachlich war die mMRNA-Expression von TNF-
a und IL-1a in der PRP + MSC-Gruppe nicht signifikant verandert. TNF-a zeigte sich
jedoch in der Naht-, PRP- und MSC-Gruppe signifikant vermindert. Im Synovialgewebe
von Ratten inhibierten FGF-2 und die Kombination aus TGF-B1/IGF-1/FGF-2 die
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Expression von TNF-a (151). Leider gibt es bislang keine Studien zur endogenen
Expression von TNF-a im Meniskusgewebe. In der Synovialflissigkeit von Patienten mit
chronischen Meniskusrissen (alter als drei Monate) wurden erhohte TNF-a-
Konzentrationen gemessen (152). Vermutlich wird TNF-a also eher im chronischen
Wundheilungsprozess gebildet. IL-1a war in der PRP + MSC-Gruppe tendenziell leicht
erhoht, jedoch nicht signifikant. In einer Kaninchenstudie stieg IL-1a nach Anrauen der
Meniskusoberflache und Setzen eines longitudinalen Risses in der avaskularen Zone am
ersten postoperativen Tag stark an und fiel direkt am Riss bis zur zweiten Woche stark
ab, wahrend es an der femoralen Oberflache noch bis zur achten Woche postoperativ
deutlich erhdoht war (107). Die starke Abnahme der IL-1a-Expression am Riss innerhalb
von zwei Wochen lasst vermuten, dass dieses Zytokin eher in der akuten Phase der
Meniskusheilung ausgeschittet wird. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine weitere
Kaninchenstudie, bei der am ersten postoperativen Tag nach Setzen eines longitudinalen
Meniskusrisses in der avaskularen Zone die IL-1B-Expression vaskular und avaskular
signifikant anstieg und dann rasch wieder abnahm, sodass bereits nach zwei Wochen
das Ausgangsniveau in etwa erreicht war (104). Jedoch wurde die IL-1f untersucht,
sodass unklar ist, ob die IL-1a-Expression ein ahnliches Expressionsmuster gezeigt
hatte.

In der aktuellen Studie wurde zudem die Expression der Kollagene Col1A1-,
Col1A2- und Col2A1 untersucht, da diese wichtige EZM-Bestandteile des
Meniskusgewebes darstellen. Wie initial in der Hypothese angenommen, zeigte sich die
Col1A1-, Col1A2- und Col2A1-mRNA-Expression in der PRP + MSC-Gruppe tendenziell
erhoht, jedoch nicht signifikant. Col1A2 war dabei tendenziell am hdchsten exprimiert,
jedoch nur in der PRP- und MSC-Gruppe signifikant hdéher exprimiert als im
kontralateralen Meniskus. In vitro wurde eine signifikante Zunahme der Col1-Synthese
oviner Fibrochondrozyten des Meniskus nach Zugabe von FGF-2, PDGF- 3, TGF-p1,
IGF-1 und IGF-2 nach 20 Tagen gesehen (100). Auch immunhistochemisch zeigte sich
unter Zugabe dieser Wachstumsfaktoren eine Zunahme von Col1 und dagegen eine
Abnahme von Col2 nach 39 Tagen (100). In der aktuellen Studie zeigte sich in keiner

Gruppe eine signifikant veranderte Col2A1-mRNA-Expression. Vermutlich wird Col2 im
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Heilungsprozess weniger beeinflusst, da es nur einen kleinen Kollagenanteil im Meniskus
ausmacht (5). Den Hauptanteil des Kollagens im Meniskus bildet mit 90 % Col1 (5).
Interessanterweise zeigte sich Col1A1 signifikant erhdht exprimiert in der Carrier-Gruppe
verglichen allen anderen Gruppen. Zum einen bildet dieses Kollagen den
Hauptbestandteil des verwendeten Carriers. Eine Verminderung verglichen mit der Naht-
Gruppe konnte sich durch das Fehlen des Carriers in dieser erklaren. Fraglich bleibt
jedoch, warum Col1A1 auch in der PRP-, MSC-, und PRP + MSC-Gruppe verringert ist,
trotz Vorhandensein des Carriers.

In dieser Studie gibt es zahlreiche Limitationen, die beachtet werden missen. Es
wurde mit dem Skalpell ein Riss in die avaskulare Zone des Meniskus gesetzt und dieser
direkt im Anschluss genaht. Es sollte eine Vergleichbarkeit zu humanen Meniskusrissen
erzielt werden, jedoch entstehen diese meist durch ein Trauma mit Kniegelenksdistorsion
und werden nicht unmittelbar genaht. Es existiert demnach kein vernunftiges Modell, um
einen Meniskusriss durch Kniedistorsion ohne Verletzung weiterer Strukturen zu
erzeugen. Zudem hatte eine zweizeitige Versorgung des Meniskusrisses einen weiteren
operativen Eingriff unter der Belastung einer Narkose zur Folge. Demnach kdnnen diese
Bedingungen aus ethischen Grinden in keinem Tiermodell erfullt werden. Daher muss
beachtet werden, dass die gewonnenen Erkenntnisse nur bedingt Rickschlisse auf
humane Therapieverfahren erlauben. Zudem mussen beim Menschen Faktoren wie
Alter, Geschlecht und Vorerkrankungen, vor allem degenerative
Kniegelenkserkrankungen, berucksichtigt werden. Die Versuchstiere dieser Studie waren
ahnlich alt, weiblich und klinisch gesund ohne Hinweise auf Vorerkrankungen. Aufgrund
des gewahlten Grofdtiermodells musste jedoch aus ethischen und organisatorischen
Grunden auf eine hohere Fallzahl verzichtet werden. Zur statistischen Analyse wurden
daher bei niedriger Fallzahl (n=6 pro Gruppe) nicht-parametrische Testverfahren
verwendet. Weiterhin muss beachtet werden, dass inter- und intraindividuelle Faktoren
wie z. B. die Thrombozytenzahl im Blut oder die postoperative Mobilitat und Belastung
die Signifikanz der erhobenen Ergebnisse beeinflussen. Die postoperative Belastung der
operierten Gliedmalde wurde in dieser Studie nicht eingeschrankt. Damit entsteht eine

Mehrbelastung auf den Meniskus des kontralateralen Knies, der als Referenz fur die
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Analysen verwendet wurde, sodass auch ein Einfluss dieser Mehrbelastung auf die lokale
Zellproliferation und Expression der Wachstumsfaktoren dort denkbar ware. Zudem
mussen auch systemische Effekte der lokalen PRP- und MSC-Applikation in Betracht
gezogen werden, die jedoch durch die Wahl des kontralateralen Meniskus als Referenz
relativiert wurden. Weiterhin muss beachtet werden, dass in dieser Studie ausschlief3lich
der Therapiezeitrum von acht Wochen untersucht wurde. Demnach beziehen sich die
makroskopischen, histologischen und quantitativen Ergebnisse dieser Studie auf diesen
festen Zeitpunkt und erlauben keine Aussagen Uber einen zeitlichen Verlauf. Ferner muss
berlcksichtigt werden, dass neben der immunhistochemischen Analyse die relative
MRNA-Expression der Signalmolekule untersucht wurde, d. h. die Expression in Bezug
zu einem Referenzgen (GAPDH) ermittelt wurde. Somit ist keine Aussage uUber die

absolute Expression oder Uber die Proteinmenge moglich.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die kombinierte lokale Applikation von PRP und MSC konnte die Meniskusheilung eines
Longitudinalrisses in der avaskularen Zone nach acht Wochen nicht verbessern. Die
alleinige Applikation von PRP und MSC konnte die Meniskusheilung ebenfalls nicht
verbessern. In keiner Gruppe zeigte sich eine makroskopische Heilung. In allen Gruppen
war der Wachstumsfaktor FGF-2 in den operierten Menisken signifikant vermindert, was
fur einen chronischen Wundheilungsprozess spricht. Die lokale Applikation von
PRP + MSC fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Expressionslevel von TGF-B1,
PDGF-B8, VEGF-A, IGF-1, IGF-2, TNF-a, IL-1a, Col1A2 und Col2A1 zwischen den

Therapiegruppen und im Vergleich zum kontralateralen Meniskus.
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