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1 Einleitung 

Die Meniski sind halbmondförmige Faserknorpelscheiben, die 

zwischen den Femurkondylen und dem Tibiaplateau liegen. Ihr 
Name leitet sich von dem griechischen Wort „meniskos“ ab und 

bedeutet: „Halbmond“. 

Die Meniski sind ein essentieller Anteil der komplexen Anatomie 

des Kniegelenkes und spielen vor allem in der Biomechanik eine 

entscheidende Rolle. Sie dienen zum Kongruenzausgleich der 
unterschiedlich geformten Knochen des Kniegelenkes, der 

Schockabsorbtion, der Lastenverteilung und der Verbesserung 
der Stabilität (Rodkey, 2000). 

Am Kniegelenk sind Meniskusläsionen die häufigsten 
Verletzungen (Renström et Johnson, 1990). Folgen sind der 

Verlust der Gelenkstabilität und der Gleiteigenschaften. Die 
mechanischen Kräfte, die im Normalfall der Meniskus absorbiert, 

konzentrieren sich auf die Knorpeloberflächen von Femur und 
Tibia. Dies führt zu Knorpelschäden und folgend zu progressiven 

degenerativen Veränderungen, die in eine Gonarthrose münden 
(Szomor et al., 2000, Setton et al., 1999, Milachowski et al., 

1989, Allen et al., 1984, Fairbank, 1984, Tapper et Hoover, 
1969, Müller, 1982, Rodkey et al., 1999, Scoggin, 1998, Boyd et 

Myers, 2003). 

Diese Erkenntnis wurde 1984 durch Fairbanks wissenschaftlich 
belegt, indem er degenerative Veränderungen nach 

Meniskektomien radiologisch nachwies. 

Der Stellenwert der Meniski wurde davor jahrzehntelang 

verkannt, weil er nur als Füllgewebe zum Inkongruenzausgleich 
galt. In dieser Zeit wurde bei Verletzungen großzügig der 

komplette Meniskus entfernt, da man annahm, die Arthrose 
entstehe aus den Überresten der verletzten Meniski (Smilie, 

1943). 

Das Interesse der Wissenschaft am Meniskus wird einerseits 

genährt durch das Ziel, Patienten mit Meniskusläsion oder –
verlust eine Behandlungsmöglichkeit bieten zu können. Der 

Meniskusersatz stellt noch immer ein ungelöstes Problem in der 
Orthopädie/ Traumatologie dar (Goble et al., 1999, Messner et 

al., 1999, Koski et al., 2000, Ibarra et al., 2000). Andererseits 

spielen auch volkswirtschaftliche Gründe eine bedeutende Rolle. 
Meniskusläsionen sind eine der häufigsten Ursachen für 

Fehlzeiten am Arbeitsplatz (Baker et al., 2002). Sowohl durch die 
häufig durchgeführten Arthroskopien als auch durch den Ersatz 

mit einem künstlichen Kniegelenk ist das Gesundheitssystem 
durch sehr hohe Kosten belastet (Rodkey et al., 1999). 
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Zum besseren Verständnis für die häufige Traumatisierung 

wurden Studien durchgeführt, die Risikofaktoren und Ursachen 
aufzeigen sollten. 

Baker et al. führten 2002 eine Studie durch, in der sie mögliche 
Risikofaktoren und Ursachen für die Entstehung von 

Meniskusläsionen aufdeckten. Sie untersuchten 243 Männer und 
Frauen zwischen 20 und 59 Jahren, bei denen arthroskopisch 

eine Meniskusläsion bestätigt wurde hinsichtlich Größe, Gewicht, 
Body Mass Index (BMI), Rauchen, Alkohol, Sport und berufliche 

Tätigkeit. Bei traumatisch bedingten Läsionen standen die 
Sportarten Fußball und Rugby im Vordergrund. Degenerative 

Meniskusläsionen standen in Zusammenhang mit knieenden 
Tätigkeiten und Adipositas. 

Traumatisch bedingte Verletzungen treten vor allem bei jungen 
sportlichen Menschen auf, wohingegen bei älteren Personen die 

degenerativen Veränderungen dominieren (Ibarra et al., 2000). 

Drosos et Pozo (2004) stellten fest, dass mit zwei Drittel die 
degenerativ bedingten Meniskusverletzungen deutlich 

überwiegen. 

Verfolgt man die Entwicklung in den letzten 20 Jahren, erkennt 

man eine allgemein steigende Tendenz bei Meniskusläsionen und 
eine Zunahme von jungen Patienten (Veltri et al., 1994, Stone, 

1999). 

Bei Jugendlichen machten Oeppen et Jaramillo (2003) die 

zunehmende Entwicklung von Leistungs– und Wettkampfsport 
verantwortlich. Bei jungen Erwachsenen stellt sich das 

Missverhältnis aus sportlichem Training und sportlichem Einsatz 
als großes Problem dar. So stehen viele der aktiven Sportler 

bereits voll im Berufsleben und finden keine Zeit, sich adäquat 
auf die gewünschte Sportart vorzubereiten, wie sie es während 

der Ausbildung oder dem Studium gewohnt waren. Die Folgen 

sind Abbau der Muskulatur, reduzierte körperliche Belastbarkeit 
und eine Verschlechterung der koordinativen Fähigkeiten. Spring 

et al. (1997) bezeichnen diesen Zustand als Konditionsmangel-
syndrom. Eine herabgesetzte körperliche Leistungsfähigkeit 

vermindert die Belastbarkeit. Bereits geringe sportliche 
Aktivitäten führen zu einer Überlastungssymtomatik, die zu 

Schonung und Ruhigstellung führt. Diese Umstände begünstigen 
eine Verletzung, vor allem im Hinblick auf die Uneinsichtigkeit, 

das sportliche Niveau an die neue Situation anzupassen. 

Diese These wird durch die Studie von Bergstrom et al. (2001) 

bestätigt, die in einer Ski-Highschool zeigen konnten, daß bei 
sportartspezifischer Trainingsvorbereitung und präventiver 

Physiotherapie eine signifikante Reduktion der Beschwerden 
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erreicht werden konnte und somit das Verletzungsrisiko von 73% 

auf 35% gesunken ist. 

Die häufigsten Verletzungsarten am Meniskus sind Längsrisse, 

die in einen Korbhenkelriss münden können, Querrisse sowie 
horizontale Risse. Insgesamt ist der mediale Meniskus aufgrund 

seiner Fixierung mit dem Innenband und der Kapsel öfter 
betroffen als der laterale Meniskus (Hough et Webber, 1990). 

Man teilt den Meniskus in eine vaskuläre, eine Intermediärzone 
und eine avaskuläre Zone ein. Der vaskularisierte Anteil besitzt 

eine Regenerationspotenz (Veth et al., 1986, Klompmaker et al., 
1991). Liegt die Läsion im avaskulären Anteil, ist die Chance 

einer Selbstheilung des Meniskus gering (Webber et al., 1986, 
Hough et Webber, 1990, Veltri et al., 1994, Arnoczky et al., 

1988, Setton et al., 1999, Martinek et al., 2000, Tienen et al., 
2003). 

Die Behandlungsmöglichkeiten bei Meniskusläsionen sind 

limitiert. Die derzeitige Standardbehandlung bei Meniskus-
läsionen ist die arthroskopische Teilmeniskektomie, die zu den 

häufigsten Operationen in der Orthopädie/Traumatologie gehört 
(Webber et al., 1986, Arnoczky et al., 1988, Kohn, 1994, Koski 

et al., 2000, Ibarra et al., 2000, DeHaven, 1990, Milachowski et 
al., 1994, Stone et al., 1999). Je nach Lokalisation können auch 

die Meniskusnaht und die Meniskusrefixation durchgeführt 
werden (Seil et Kohn, 2001). Durch die Einführung der minimal 

invasiven Chirurgie und Verbesserung der Operationstechniken 
wurden diese Behandlungsmöglichkeiten optimiert. 

Ungelöst bleibt bis zum heutigen Zeitpunkt das Problem bei 
komplettem Meniskusverlust oder bei größeren Verletzungen, bei 

denen oben genannte Methoden nicht mehr durchführbar sind. 
Älteren Patienten kann man in diesem Stadium eine 

Knietotalprothese anbieten. Für jüngere Patienten existieren 

keine effizienten Behandlungsmöglichkeiten. 

Seit Jahrzehnten wird auf diesem Gebiet intensiv geforscht. Die 

Herausforderung bei der Entwicklung eines Meniskusersatzes 
besteht in der Wiederherstellung aller meniskalen Eigenschaften, 

um dessen knorpelprotektive Funktion zu erhalten. 

Im Test waren Kadavermeniski, sogenannte Allografts, die 

anstelle des fehlenden Meniskus implantiert wurden. 
Verschiedene körpereigene Gewebe, auch Autografts genannt, 

wie zum Beispiel Fett (Kohn et al., 1997), Sehnen (Kohn et al., 
1992), Fibringerinnsel (Arnoczky et al., 1988), perichondrales 

Gewebe (Bruns et al., 1998) und intestinale Submukosa (Cook et 
al., 2001) wurden als Testmaterial versetzt. Auch synthetische 

Substanzen wurden getestet. 
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Doch hat es bis jetzt keine dieser Therapieoptionen geschafft, die 

physiologischen Eigenschaften des Meniskus wieder so herzu-
stellen, dass nicht nach einigen Jahren Beschwerden wegen 

Knorpelabnutzung und Bewegungseinschränkung entstehen. 

Als einziges Produkt dieser Ersatzmaterialien ist das Collagen 

Meniscus Implant (CMI) in die klinische Phase übergetreten und 
stellt derzeit die einzige Behandlungsmethode dar, die auch für 

den Menschen in Frage kommt (Stone et al., 1992, Stone et al., 
1997, Rodkey et al., 1999). Das CMI ist eine resorbierbare 

Kollagenmatrix aus Typ I Kollagen, das aus Rinderachillessehnen 
gewonnen wird. Durch Einwachsen von körpereigenen Zellen in 

dieses Gerüst soll ein Meniskusregenerat induziert werden (Stone 
et all., 1992, Rodkey et al., 1999). 

Klinisch zeigt sich eine kurzzeitige Beschwerdebesserung. In 
histologischen Kontrollen wurde ein kollagenreiches Narben-

gewebe nachgewiesen, dessen Oberflächenstrukturen und 

biomechanische Eigenschaften nicht mit einem meniskalen 
Gewebe zu vergleichen sind. Über Langzeitergebnisse dieses 

Verfahrens liegen derzeit noch keine Daten vor. 

Ein derzeit aktueller Bereich der Forschung im Hinblick auf 

Gewebe mit geringer Heilungspotenz stellt das Tissue 
Engineering dar (Arnoczky, 1999, Martinek et al., 1999, Ibarra et 

al., 2000, Pelinkovic et al., 2000). Das Ziel dieser neuen Technik 
ist die Entwicklung von biologischen Ersatzmaterialien zur 

Reparatur, Rekonstruktion, Regeneration oder zum Ersatz von 
biologischem Gewebe. Ibarra war einer der Ersten, die das 

Tissue Engineering am Meniskus als eine mögliche neue 
Behandlungsoption erkannten (Ibarra et al., 1997, Setton et al., 

1999, Messner et al., 1999). 

Die steigende Nachfrage nach einem suffizientem 

Meniskusersatzmaterial und die vielversprechenden Ergebnisse 

der Implantation des CMI und dem Tissue Engineering am 
Meniskus haben zur Entstehung der vorliegenden Studie 

beigetragen. 

Durch die Kombination aus der Implantation eines Scaffolds und 

der neuen Technik des Tissue Engineerings soll herausgefunden 
werden, ob dies eine neue Option für einen Meniskusersatz 

darstellen könnte. 

Die Idee bestand darin, das Scaffold im Vorfeld mit autologen 

Meniskuszellen zu besiedeln, dieses Konstrukt für kurze Zeit in 
Kultur zu halten, um den Zellen die Möglichkeit zur Adhäsion zu 

geben und sie dann in die Versuchstiere zu implantieren. Nach 
einem bestimmten Beobachtungszeitraum sollten die Konstrukte 

explantiert und histologisch, biochemisch und biomechanisch 
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quantifiziert werden und mit physiologischen Meniskusgewebe 

sowie mit einem unbehandelten Scaffold verglichen werden. 

Bei dem Design der Studie sollten möglichst viele Parameter 

berücksichtigt werden, die von vorangegangenen Studien als 
Verbesserungen postuliert wurden und uns als besonders wichtig 

erschienen. So wurde als Versuchstier das Schaf gewählt, das 
der menschlichen Anatomie mehr ähnelt als die gängigen 

Versuchstiere Maus oder Kaninchen. Die Fallzahl wurde mit 39 
Tieren bewußt hoch gewählt, um möglichst viele Vergleichswerte 

zur Verfügung zu haben. Die Dauer der Studie wurde auf ein 
halbes Jahr angelegt, um die Tendenz für eine Langzeit-

therapieoption absehen zu können. Desweiteren wurde bei der 
Auswertung der Explantate besonderer Wert auf die analytischen 

Messungen gelegt. Die prozentuale Zusammensetzung der 
Matrixproteine sollte möglichst genau analysiert werden, um 

Rückschlüsse und Vergleiche zu physiologischem Meniskus-

gewebe zulassen zu können. 

Durch den komplexen Aufbau dieser Studie und den damit 

verbundenen sehr aufwändigen Vorversuchen und Evaluationen 
von Versuchsdurchführungen wurde die Studie in zwei 

Dissertationen geteilt. Teil 1: „Tissue Engineering des Meniskus. 
In vivo Untersuchungen von zellbesiedelten Kollagenmatrizes am 

Schafmodell“ wurde von Stephan Nitschke bearbeitet. 

Teil 2 beschäftigt sich vor allem mit der Auswertung der 

explantierten Konstrukte und wurde mit dem Titel 
„Matrixproteine des tissue engineerten Meniskus“ in der 

vorliegenden Dissertation bearbeitet. 

 

Folgende Fragen sollen beantwortet werden: 

1. Ist Tissue Engineering am Meniskus in vivo möglich? 

2. Bringt die gezielte Besiedelung eines Scaffolds mit 

autologen Zellen einen höheren Gehalt an Matrixproteinen 
als in einem Vergleichsscaffold ohne Zellbesiedelung? 

3. Wird durch die Besiedelung von Scaffolds eine bessere 
Verteilung von Kollagenfasern erreicht? 

4. Ist Tissue Engineering am Meniskus eine neue Option in 
der Behandlung bei Meniskusverlust? 

 

 



 10 

2 Grundlagen 

Um die Funktion des Meniskus gänzlich zu verstehen, muss man 

seine komplexe Anatomie und Zusammensetzung und deren 
Abweichungen kennen (Fithian et al., 1990). 

Die Meniski sind zwei halbmondförmige, fibrocartilaginäre 
Scheiben, die zwischen Femur und Tibia liegen (Renström et 

Johnson, 1990, McDevitt et Webber, 1990, Almarza et 

Athanasiou, 2004). Ihnen werden überaus wichtige 
biomechanische Funktionen im Kniegelenk zuteil, zu denen die 

Kraftübertragung, die Stoßdämpfung, die Kongruenz, die 
Verbesserung der Gleiteigenschaften und die Gelenkstabilität 

zählen (Bullough et al., 1970, Krause et al., 1976, Adams et 
Muir, 1981, Renström et Johnson, 1990, Fithian et al., 1990, 

DeHaven, 1990, Veltri et al., 1994, Müller, 1994, Kohn, 1994, 
Kuhn et Wojitys, 1996, Setton et al., 1999, Mueller et al., 1999, 

Rodkey et al., 1999, Rodeo, 2001). 

Seine biomechanischen Eigenschaften kann der Meniskus nur 

durch seinen biochemischen Aufbau, seine typische Struktur und 
seine Befestigung ausüben. Die Eigenschaften des Meniskus 

werden durch die Zusammensetzung des Gewebes und durch die 
Organisation und Interaktion der Hauptbestandteile der 

extrazellulären Matrix, Wasser, Proteoglykane und Kollagen 

bestimmt (Fithian et al., 1990). 

Biochemisch betrachtet unterscheidet sich der Meniskus sehr 

stark von hyalinem Knorpel, mit dem er oft verglichen wird 
(Cheung, 1987, Almarza et Athanasiou, 2004). 

2.1 Anatomie des Meniskus 

Der Meniskus wird in zirkulärer Richtung in eine anteriore, 
zentrale und posteriore Zone unterteilt und in radiärer Richtung 

in ein inneres, mittleres und äußeres Drittel (Almarza et 
Athanasiou, 2004). Desweiteren erfolgt eine Einteilung in eine 

superfiziale Schicht, die den Kontakt zum Femur herstellt, eine 
tiefe Schicht, die den Kontakt zur Tibia gewährleistet und eine 

mittlere Schicht, die sandwichartig zwischen diesen beiden 

Schichten liegt (Almarza et Athanasiou, 2004). 
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Abb. 2.1: Einteilung der Vaskularisationszonen des Meniskus 

2.1.1 Medialer Meniskus 

Der mediale Meniskus ist C–förmig und circa 3,5 cm lang. Die 
Vorder- und Hinterhörner haben Kontakt zur Gelenkfläche. Das 

Vorderhorn ist an der anterioren Oberfläche des Tibiaplateaus, 

das Hinterhorn an der posterioren Oberfläche des Tibiaplateaus 
befestigt, kurz vor der Insertion des hinteren Kreuzbandes. Die 

anterioren Fasern des vorderen Kreuzbandes verschmelzen mit 
dem Ligamentum transversum, das die Vorderhörner der Meniski 

verbindet. Die periphere Seite des medialen Meniskus ist gänzlich 
mit der Gelenkkapsel verbunden, das heißt er ist stark fixiert und 

in seiner Beweglichkeit weit mehr eingeschränkt als der laterale 
Meniskus. Durch eine Kondensation der Gelenkkapsel in der Mitte 

des medialen Meniskus, die bekannt ist als tiefes mediales 
Ligament, ist der Meniskus mit dem Femur und der Tibia 

verbunden (Arnoczky, 1987). Der mediale Meniskus ist anteilig 
mit dem Ligamentum collaterale mediale verbunden. Es besteht 

kein direkter muskulärer Kontakt, indirekt hat er über die 
Gelenkkapsel Kontakt zum M. semimembranosus, der eine 

Retraktion des Hinterhorns initiiert (Renström et Johnson, 1990). 

Er arbeitet als Synergist des vorderen Kreuzbandes und 
stabilisiert das Gelenk (Kohn, 1994, Milachowski et al., 1994). 

2.1.2 Lateraler Meniskus 

Der laterale Meniskus besitzt die Form eines 5/6 Kreises, der die 
Peripherie weit mehr umschließt als der mediale Meniskus 

(Müller, 1994). Das Vorder- und Hinterhorn haben im Gegensatz 
zum medialen Meniskus keinen Kontakt zur tibialen Gelenkfläche. 

Das Vorderhorn des lateralen Meniskus strahlt in den Ansatz des 
vorderen Kreuzbandes ein, das Hinterhorn ist knapp hinter der 
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Eminentia intercondylaris befestigt. Es strahlen Anteile des 

lateralen Meniskus in das vordere Kreuzband ein. Es besteht 
keine Verbindung zum Ligamentum collaterale laterale. Kapsulär 

ist der laterale Meniskus inferior und posterior durch die Sehne 
des M. popliteus unterbrochen (Renström et Johnson, 1990). 

Sowohl die straffe Befestigung des Ligamentum arcuatum zum 
lateralen Meniskus, als auch die Verbindung der Popliteussehne 

zum lateralen Meniskus und dem Ligamentum arcuatum 
gewährleisten eine dynamische Retraktion des lateralen Meniskus 

während der Anfangsrotation aus maximal gestrecktem 
Kniegelenk (Renström et Johnson, 1990). 

Der laterale Meniskus ist beweglicher als der mediale: das 
Bewegungsausmaß in anteroposteriorer Richtung liegt bei 11,8 

cm, das des medialen bei 0,5 cm (Müller, 1994) und trägt zur 
femorotibialen Lastübertragung bei (Kohn, 1994). 

Die variabel angelegten meniskofemoralen Bänder Wrisberg und 

Humphrey verlaufen vom Hinterhorn des lateralen Meniskus zur 
lateralen Fläche der medialen Femurkondyle (Renström et 

Johnson, 1990). 

 

 

Abb. 2.2: Aufsicht auf das Kniegelenk von kranial 

 

2.1.3 Gefäßversorgung der Meniski 

Die Gefäßversorgung der Meniski wird von den Arteriae 
genicularis lateral inferior et superior und den Arteriae 

genicularis medial inferior et superior gewährleistet. Diese 
Gefäße geben Äste ab, die den perimeniskalen Kapillarplexus 

innerhalb der Synovia und der Kapsel bilden. Nur die peripheren 
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Bereiche der Meniski werden direkt versorgt. Die zentralen 

Anteile der Meniski werden über Diffusion ernährt (Renström et 
Johnson, 1990, McDevitt et Webber, 1990). Wie in anatomischen 

Studien gezeigt werden konnte, liegt der vaskularisierte Anteil 
erwachsener Meniski zwischen 10 und 30 % (McDevitt et 

Webber, 1990). Mit zunehmendem Alter nimmt der Anteil der 
Gefäßversorgung ab (Arnoczky et Warren, 1983). 

2.1.4 Innervation der Meniski 

In humanen Meniski sind die Vorder– und Hinterhörner deutlich 
stärker innerviert als die medialen Anteile. Die zentralen Drittel 

sind nicht innerviert. Die Nervenendigungen haben sensorische 
Funktion und können somit zur propriozeptiven Wahrnehmung 

der Gelenkstellung beitragen. (Arnoczky, 1987, Rodkey et al., 
1999). 

2.2 Mikrostruktur des Meniskus 

Die extrazelluläre Matrix des Meniskus ist charakterisiert durch 

einen niedrigen Anteil an Zellen, die von reichlich perizellulärer 
Matrix umgeben sind. Sie setzt sich aus den Makromolekülen 

Kollagen, Proteoglykan, Matrix-Glykoprotein und Elastin 
zusammen (McDevitt et Webber, 1990). 

2.2.1 Kollagene 

Das Kollagen ist das Protein der extrazellulären Matrix, das den 
Hauptbestandteil des Meniskus ausmacht. Es verleiht ihm seine 

typische Struktur und seine Zugeigenschaft (McDevitt et Webber, 
1990, Almarza et Athanasiou, 2004). 

Es sind derzeit 19 verschiedene Kollagentypen  bekannt (Prockop 
et al., 1995). Für den Meniskus relevant sind die Typen I, II, III, 

V und VI. Charakteristisches Merkmal aller Kollagentypen ist die 
Zusammensetzung aus drei Polypeptidketten, die immer die 

gleiche Tripeptid-Sequenz besitzen. Die Polypeptidketten sind in 

Form einer Tripelhelix umeinander gewunden. Die Aminosäuren 
des Kollagens sind meist Glycin, Prolin und Hydroxyprolin. Als 

kleinste proteinogene Aminosäure bildet Glycin das Zentrum des 
dreisträngigen Kollagenmoleküls. Da das Stickstoffatom von 

Prolin in einem Ring fixiert ist, schränkt es die Rotation der 
Peptidkette ein. Das Hydroxyprolin verstärkt die Drehung 

zusätzlich. Aus dieser Fixierung resultiert die hohe Zugfestigkeit 
des Kollagens. 
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Die Synthese des Kollagens läuft in mehreren Stufen ab. Im 

Fibroblasten findet die Bildung des Präprokollagens statt, aus 
dem durch Abspaltung des Signalpeptids das Prokollagen 

entsteht. Am C–terminalen Ende des Prokollagens beginnt die 
Tripelhelixbildung, die nach Hydroxylierung und Glykosylierung 

zur vollständigen Ausbildung der Tripelhelix führt. Anschließend 
erfolgt die Sekretion in die extrazelluläre Matrix, in der das 

Prokollagen durch Matrixmetalloproteinasen abgespalten wird 
und das Kollagen entsteht. Die sezernierten Kollagenmoleküle 

lagern sich parallel zu Mikrofibrillen zusammen, was wiederum zu 
einer Erhöhung der Stabilität führt. Stabilisiert werden die 

Mikrofibrillen durch das Ausbilden von kovalenten Bindungen von 
drei Tripelhelices, das zur Quervernetzung, sogenannten Cross–

Links, führt. Durch diese Quervernetzung bilden sich in Salz 
unlösliche Kollagenfibrillen. Durch Zunahme des Durchmessers 

reifen die Kollagenfibrillen zu Kollagenen, die ab diesem 

Zeitpunkt unlöslich sind. Nur in der Fibrillogenese sind alle 
Anteile des Kollagens löslich (Scott, 1986). Der Abbau erfolgt 

über spezifische Kollagenasen, den sogenannten Matrixmetallo-
proteinasen, die von Fibroblasten und Endothelzellen 

synthetisiert werden (Petrides, 1998, Alberts, 1983, Renström et 
Johnson, 1990, Prockop et al., 1995). 

Die Kollagenfasern im Meniskus sind überwiegend zirkulär 
angeordnet (Bullough et al.,1970, Oretorp et Risberg, 1978, 

Aspden et al., 1985, McDevitt et Webber, 1990, Almarza et 
Athanasiou, 2004). Durch diese Anordnung ergibt sich die 

Zugfestigkeit gegenüber Belastungen, die vom Femur auf die 
Meniski übertragen werden. Sie wirken so der Elongation 

entgegen (Krause et al., 1976, Kummer, 1994, Setton et al., 
1999). 

 

 

Abb. 2.3: Anordnung der Kollagenfasern im Meniskus 
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In der superfizialen und mittleren Zone bilden die Kollagenfasern 

ein Netzwerk aus zufällig angeordneten Fasern. Die radiär 
angeordneten Kollagenfasern, die im anterioren und posterioren 

Bereich der mittleren Zone überwiegen, stellen die strukturelle 
Steifheit her, die dem Auftreten von longitudinalen Rissen 

vorbeugen, die unter Kompression vom Femur auf die Meniski 
entstehen können (Renström et Johnson, 1990). 

Das Kollagen ist mit einem Anteil von 60 bis 80% des 
Trockengewichts das am stärksten vertretene Matrixmolekül im 

Meniskus (Ingman et al.,1974, Somer et Somer, 1983, Gosh et 
Taylor, 1987, Cheung, 1987, McDevitt et Webber, 1990, Setton 

et al., 1999, Arnoczky, 1999, Almarza et Athanasiou, 2004). 

Cheung (1987) stellte fest, dass der Kollagengehalt im 

Trockengewicht im inneren Drittel mit 70% geringer ist als im 
äußeren Drittel mit 80%, Nakano et al. (1997) bestätigten diese 

Erkenntnis. Der häufigste Kollagentyp ist der Typ I mit über 80% 

des gesamten Kollagengehaltes (Eyre et Wu, 1983, Cheung, 
1987, Renström et Johnson, 1990, Fithian et al., 1990, Almarza 

et Athanasiou, 2004). Desweiteren werden die Typen II, III und 
V beobachtet (Eyre et Wu, 1983, Cheung, 1987). 

Interessanterweise wurde der Typ II fast ausschließlich im 
inneren avaskulären Drittel beobachtet, und zwar mit einem 

Anteil von 60% (Cheung, 1987, McDevitt et Webber, 1990). In 
den äußeren zwei Dritteln dominiert das Kollagen Typ I (Cheung, 

1987, Almarza et Athanasiou, 2004). 

2.2.2 Proteoglykane und Glykosaminoglykane 

Proteoglykane sind große Moleküle mit einem relativ einfach 

gebauten Proteingerüst, dem Core–Protein, an das lange lineare 
Kohlenhydratketten (=Heteroglykanketten oder Glykosamino-

glykane) geheftet sind. Das Core–Protein bildet den Schlüssel zur 
Klassifizierung der Proteoglykane (Hascall, 1986, Almarza et 

Athanasiou, 2004). Sie werden eingeteilt in große und kleine 

Proteoglykane. Im Meniskus kommen Biglykan und Decorin vor 
(Nakano et al., 1997, Almarza et Athanasiou, 2004). Die 

Glykosaminoglykane bilden die strukturellen Seitenketten der 
Proteoglykane. 
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Proteoglykanstruktur 

 

Proteoglykane bestehen zu 80–94% aus Glykosaminoglykanen 
und zu 6 bis 20% aus Proteinen. Die Eigenschaften der 

Proteoglykane werden vor allem durch den Aufbau der 
Glykosaminoglykane geprägt und werden weiter unten 

beschrieben (Petrides, 1998). Proteoglykane haben 
Verbindungen zu Kollagenfasern und fördern somit die Aggre-

gation zu einem Kollagennetzwerk, das die Zugeigenschaften des 
Meniskus bestimmt (Poole et al., 1986, Scott, 1986, Hasler et 

al., 1999, Almarza et Athanasiou, 2004).  

Der Name der Glykosaminoglykane ist durch deren biochemische 
Zusammensetzung entstanden. Die typischerweise vorkommen-

den Heteroglykane sind Aminozucker (=Glykosamine) und 
Monosaccharide (=Glykane). Diese tragen Sulfatreste, weshalb 

auch von sulphatierten Glykosaminoglykanen gesprochen wird 
(Hardingham, 1983). Glykosaminoglykane sind negativ geladene 

Polysaccharide, durch die Wassermoleküle angezogen werden 
(Hardingham, 1983, McDevitt et Webber, 1990). Durch diesen 

Hydratationseffekt steigen die Kompressionseigenschaften des 
Gewebes an (Kempson et al., 1973, Almarza et Athanasiou, 

2004). Proteoglykane scheinen keinen Einfluss auf die 
Zugeigenschaften des Meniskus zu haben (Gosh et Taylor, 

1987). 
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Die Synthese der Glykosaminoglykane erfolgt über einzelne 

Bausteine: Aminosäuren als Proteinbausteine, D–Glukose als 
Vorstufe der verwendeten Zucker sowie Enzyme, die den 

Zusammenbau von Glykosaminoglykanen zu Proteoglykane bis 
zum Einschleusen in die extrazelluläre Matrix katalysieren. Der 

Abbau erfolgt über das Zusammenwirken mehrerer lysosomaler 
Hydrolasen (Petrides, 1998). 

Der Gesamtgehalt der Glykosaminoglykane im Meniskus liegt 
zwischen 2 und 3%, angegeben in Trockengewicht. Er variiert in 

Abhängigkeit der verschiedenen Zonen des Meniskus und seinen 
entsprechenden Eigenschaften. In der inneren Zone ist der 

Gehalt an Glykosaminoglykanen höher als in den äußeren Zonen 
(Nakano et al., 1997, Setton et al., 1999). Mit 40 bis 60% ist das 

Chondroitin–Sulfat das häufigste Glykosaminoglykan im 
humanen Meniskus (McNicol und Roughly, 1980, Herwig et al., 

1984, McDevitt et Webber, 1990, Verbruggen et al., 1996, 

Nakano et al., 1997, Almarza et Athanasiou, 2004). Chondroitin–
6-Sulfat ist mit 40% stärker vertreten als Chondroitin–4-Sulfat 

mit 10–20% (Herwig et al., 1984). Desweiteren findet sich im 
Meniskus Dermatan–Sulfat mit 20–30% und Hyaluronsäure und 

Keratan–Sulfat mit 15%, (Herwig et al., 1984, McDevitt et 
Webber, 1990, Almarza et Athanasiou, 2004). Über die 

Verteilung der Glykosaminoglykane im Meniskus ist derzeit noch 
wenig bekannt. Man nimmt an, dass auch der Glykosamino-

glykangehalt von der Zoneneinteilung des Meniskus abhängig ist 
(Almarza et Athanasiou, 2004). 

Die wichtigsten Unterschiede zwischen Meniskus und hyalinem 
Knorpel, mit dem der Meniskus gerne gleichgesetzt wird, liegen 

zum Einen an einem achtfach niedrigeren Glykosamino-
glykangesamtgehalt (Adams et Muir, 1981) und zum Anderen an 

einem signifikanten Gehalt an Dermatan–Sulfat (McDevitt et 

Webber, 1990, Almarza et Athanasiou, 2004). Daraus ergibt sich 
eine hohe Zugfestigkeit, aber eine geringere Kompressions-

eigenschaft. 

Die strukturelle Integrität des Kollagennetzwerkes mit den 

Proteoglykanen ist für die biomechanischen Eigenschaften des 
Knorpels verantwortlich (Hardingham et al., 1986). 

2.2.3 Matrixglykoproteine 

Diese Proteine besitzen die Eigenschaft, andere Moleküle zu 
binden oder an Zelloberflächen zu aggregieren und werden 

deshalb auch als Verbindungsmoleküle bezeichnet. 

Kollagen Typ VI ist ein intermolekulares Verbindungsprotein, das 

andere Matrixbausteine wie Kollagen, Proteoglykane oder 
Glykoproteine zusammenfügt. 
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Fibronectin ist beteiligt an Reparatur– und Regenerations-

vorgängen bei verletzten Meniski (McDevitt et Webber, 1990). 

Thrombospondin interagiert mit anderen Proteinen wie 

Fibronectin, Fibrinogen, Plasminogen, und anderen und wird als 
Marker für Zell-Matrix-Verbindungen in physiologischen und 

zerstörten Meniski verwendet (Miller et McDevitt, 1988). 

2.2.4 Elastin 

Elastin macht 0,6% des Trockengewichts des Meniskus aus. Es 

verbindet die Kollagenfasern zu einem brückenartigen Netzwerk 
(McDevitt et Webber, 1990). 

2.2.5 Meniskuszellen 

Die Zellen des Meniskus werden als Fibrochondrozyten 
bezeichnet, weil ihre Morphologie, Proliferation und die Eigen-

schaften der extrazellulären Matrix zwischen denen der 
Fibroblasten und der Chondrozyten liegen (Somer et Somer, 

1983, Webber et al., 1985, Nakata, 2001). Der Morphotyp der 
Zellen ist abhängig von der Meniskuszone: in der superfizialen 

Zone treten sie oval und fusiform in Erscheinung, in der tiefen 

Zone erscheinen sie polygonal und rund. Polygonale Zellen 
werden den Chondrozyten zugeordnet, fusiforme Zellen den 

Fibroblasten. Die gemischte Zellpopularität ist dafür 
verantwortlich, dass der Meniskus als Faserknorpel bezeichnet 

wird (Ghadially et al., 1983, Webber et al, 1985, Mueller et al., 
1999). 

2.2.6 Wasser 

Der Wassergehalt des Meniskus liegt zwischen 70% und 75% 
und korreliert stark mit dem Gehalt von Glykosaminoglykanen 

(Gosh et Taylor, 1987, McDevitt et Webber, 1990, Setton et al., 
1999). 

2.3 Funktion des Meniskus 

Vom anatomischen fibrocartilaginären Aufbau ist der Meniskus 

dafür geeignet, Druck aufzunehmen und auch erheblichem Druck 
zu widerstehen. Sowohl die axiale Belastung mit der 

Verdrängung der Meniski peripherwärts auf dem Tibiaplateau, als 
auch die Innen– und Aussenrotation führen zum Zug in der 

Meniskusperipherie. Dementsprechend befindet sich dort die 
größte Konzentration der zirkulär angeordneten Kollagenfasern, 

die diesen Zugbeanspruchungen entgegenwirken.  
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2.3.1 Kraftübertragung 

Schon 1936 postulierte King, dass die Meniski die Kraft auf das 

Knie übertragen. Mittlerweile wurde festgestellt, dass die Meniski 
zwischen 30 und 70% der Kraft, die aufs Kniegelenk ausgeübt 

wird, auf das Kniegelenk übertragen (Krause et al., 1976, 
Webber et al., 1989, Renström et Johnson, 1990). Nach totaler 

Meniskektomie reduziert sich die Kraftaufnahmefläche am 
Tibiaplateau auf 40 bis 50% (Kummer, 1994). 

2.3.2 Zugfestigkeit 

Die Zugfestigkeit ist auf die strukturelle Zusammensetzung der 
Meniski aus Kollagenen und Proteoglykanen (siehe oben) 

zurückzuführen (Bullough et al., 1970). 

2.3.3 Stoßdämpfung 

Bei Komprimierung des Kniegelenkes werden die Meniski 

peripherwärts verschoben und die zirkulär ausgerichteten 
Kollagenfasern werden gedehnt. Auf diese Weise absorbieren die 

Meniski Energie und reduzieren die Stoßkraft, die ansonsten der 
Gelenkknorpel und der subchondrale Knochen abfangen müsste 

(Cheung, 1987, Renström et Johnson, 1990). Die Kapazität der 

Stoßdämpfung wird bei einer Meniskektomie um 20% reduziert 
(Voloshin et Wosk, 1983). 

2.3.4 Kongruenz und Gelenkstabilität 

Die Meniski verbessern die Kongruenz des Kniegelenkes, indem 
sie den Raum zwischen Tibia und Femur, die nicht miteinander in 

Kontakt stehen, ausfüllen. Somit erhöhen sie die Gelenkstabilität. 
Die Meniski vergrössern die Kontakt–Kraft–Aufnahme zwischen 

Femur und Tibia um 40 bis 50% (Müller, 1994). 

Die enge Verbindung des Meniskusansatzes zu den Kreuzbändern 

sowie zu den kapsulären Anteilen des Kniegelenkes stabilisieren 
das Gelenk zusätzlich (Renström et Johnson, 1990). Schon eine 

kleine Menge intraartikulärer Flüssigkeit ist ausreichend, um die 
Stabilität merklich zu stören. Diese Störung beeinträchtigt im 

Wesentlichen die propriozeptive Steuerung der aktiven 
Stabilisierung. 

2.3.5 Verbesserung der Gleiteigenschaften 

Die Menisken verteilen auf ihrem normalen Weg über das 
Tibiaplateau und die Femurrolle die wenigen Tropfen Synovial-
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flüssigkeit als Schmiermittel, das gleichzeitig die Nährstoffe für 

die Knorpelflächen und –schichten liefert (Müller, 1994). 

2.4 Entwicklung und physiologische Degeneration des 
Meniskus 

Die Meniski erscheinen erstmals in der achten Woche der 

Fötusentwicklung als eine Kondensation von Mesenchymzellen 
innerhalb des Kniegelenkes (Somer et Somer, 1983). Zu diesem 

Zeitpunkt besitzt der Meniskus viele Fibroblasten und ist stark 

vaskularisiert. Eine extrazelluläre Matrix existiert noch nicht. In 
der Folge werden die Meniski kollagenreicher und erhalten 

allmählich ihre typische Ausrichtung (Arnoczky, 1987, McDevitt 
et Webber, 1990). 

Die Veränderungen in der Zusammensetzung der extrazellulären 
Matrix des Meniskus während seiner Entwicklung und im 

Alterungsprozess ist mit den Vorgängen im Gelenkknorpel 
vergleichbar (Inerot et Heinegard, 1983, Gosh et Taylor, 1987, 

Hough et Webber, 1990): der Kollagengehalt steigt bis zum 30. 
Lebensjahr an, bleibt bis Anfang des 80. Lebensjahres konstant, 

um dann kontinuierlich abzunehmen (Gosh et al., 1975, Gosh et 
Taylor, 1987). Der Wassergehalt steigt mit zunehmender 

Degeneration an. Der Gehalt an Matrixproteinen sinkt. Der 
Glykosaminoglykangehalt sinkt mit einem relativen Ansteigen 

des Chondroitin–6–Sulfats (Herwig et al., 1984). 
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3 Material/Methoden 

In einem großen Tiermodell wurde ein tissueengineertes Scaffold 

mit einem unbehandelten Scaffold verglichen. 

Alle Tiere wurden dreimal operiert. Zunächst wurde eine Biopsie 

am linken Kniegelenk durchgeführt. Diese diente zur Gewinnung 
der autologen Fibrochondrozyten. In der zweiten Operation 

erfolgte die Einteilung in die verschiedenen Gruppen. Bei allen 

Tieren wurde eine mediale subtotale Meniskektomie durch-
geführt, bei der eine basisnahe Randleiste belassen wurde. In 

der gleichen Sitzung wurde in Gruppe 1 ein tissueengineertes 
Scaffold implantiert, in Gruppe 2 erfolgte die Implantation eines 

nicht vorbehandelten Scaffolds. In Gruppe 3 wurde die 
Meniskektomie ohne Meniskusersatz durchgeführt. Die dritte 

Operation entsprach der Opferung der Tiere, bei der die Scaffolds 
beziehungsweise das entstandene Ersatzgewebe explantiert 

wurde. 

3.1 Versuchsanordnung (Studiendesign) 

 

 

Abb. 3.1: Biopsie an der Meniskusbasis 

 

 

Biopsie 

 

Zur Gewinnung von 

autologen Fibrochondrozyten 
wurde eine Biopsie am linken 

Kniegelenk der Versuchstiere 
durchge-führt.  

 

Abb. 3.2: Gewinnung der Fibrochondrozyten 

Isolierung der Fibro-

chondrozyten 

 

Aus dem entnommenen 
Gewebestück wurden die 

Fibrochondrozyten isoliert 

und die Zellen vier Wochen 
lang kultiviert. 
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Abb. 3.3: Besiedelung des CMI 

 

 

Besiedelung 

 

Diese Zellen wurden in das 

Kollagen-Scaffold, das CMI, 
eingebracht und weitere zwei 

Wochen in Kultur gehalten. 

 

Abb. 3.4: Implantation der Scaffolds 

 

 

Implantation 

 

Anschließend erfolgte die 
Implantation der besiedelten 

und unbesiedelten Kollagen-
gerüste in die Versuchstiere. 

 

Abb. 3.5: Explantation der Scaffolds 

 

 

Explantation 

 

Nach einem Beobachtungs-
zeitraum von drei bis sechs 

Monaten wurden die Scaf-
folds explantiert und die im 

folgenden beschriebenen 
Versuche zur Quantifizierung 

der Konstrukte durchgeführt. 

 

3.1.1 Versuchstiere 

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 39 weibliche 
Merinoschafe, die im Mittelwert acht Jahre alt waren 

(Standardabweichung 1,8) und ein durchschnittliches Gewicht 
von 80 kg aufwiesen. 

Während der gesamten Studienzeit wurden die Schafe artgerecht 
gehalten und regelmäßig durch einen Veterinärmediziner 

untersucht. Es wurden die Beweglichkeit und die Stabilität der 
Gelenke, die Gangart und das Verhalten der Tiere sowie die 

Wundheilung beurteilt. 
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Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 umfasste 

eine Meniskusteilresektion und die Transplantation eines mit 
autologen Fibrochondrozyten besiedelten CMIs (n=16), Gruppe 2 

beinhaltete eine Meniskusteilresektion und die Transplantation 
eines nicht besiedelten CMIs (n= 14), in Gruppe 3 erfolgte nur 

eine Teilmeniskektomie (n=9). 

 

 Beschreibung Anzahl 

Gruppe 1 Ersatz durch besiedeltes CMI 16 

Gruppe 2 Ersatz durch unbe-siedeltes 

CMI 

14 

Gruppe 3 Kein Ersatz 9 

Gesamt  39 

Tab. 3.1: Einteilung der Versuchstiere und Bezeichnung der Gruppen 

 

3.1.2 Biopsie zur Gewinnung von autologen Fibrochondrozyten 

Zur Gewinnung der Fibrochondrozyten wurde eine 1–2 mm große 

Probe an der Basis des Vorderhornes am Innenmeniskus des 
linken Hinterlaufes entnommen. Dabei blieb das mediale 

Kollateralband intakt und das Kniegelenk wurde nicht eröffnet. 
Die Wunde wurde schichtweise mit Einzelknopfnähten 

verschlossen und mit einem Sprühverband versorgt. 

Postoperativ erhielten die Tiere drei Tage regelmässig Analgesie 

mit Carprofen i.m. (4mg/kg/d). 

3.1.3 Isolierung und Kultivierung der autologen Fibrochondrozyten 

Die Isolierung der Fibrochondrozyten erfolgte nach Green 

(Green, 1971). Unter sterilen Bedingungen wurde die 
entnommene Gewebeprobe zerkleinert und mit Trypsin 

vorbehandelt. Durch die Inkubation mit Kollagenase wurden die 
Zellen isoliert. Nach Zentrifugieren und Waschen der Zellen 

wurden sie in Zellkulturflaschen mit Dulbecos modified eagle 

medium mit dem Zusatz von fetalem Kälberserum, Glutamin, 
Penicillin und Streptomycin umgeschichtet und über einen 

Zeitraum von vier Wochen in Kultur gehalten. Die Zellen wurden 
drei- bis viermal gesplittet, bis eine durchschnittliche Zellzahl von 

zehn Millionen Zellen je eingesetzter Probe erreicht war. Die 
Zählung der Zellen erfolgte mit der Neubauer Zählkammer. 
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3.1.4 Besiedelung des Scaffolds mit autologen Fibrochondrozyten 

Die Form des CMI entspricht der eines humanen Meniskus. Für 

die kleineren Kniegelenke der Schafe wurde deshalb nur ein 
halbes CMI benötigt. Pro Versuchstier wurde ein halbes CMI (3,0 

cm) mit durchschnittlich zehn Millionen Fibrochondrozyten 
besiedelt. Mit einer feinen Kanüle wurden die Zellen in das CMI 

infiltriert. Die dabei austretende Zellsuspension wurde aspiriert 
und wieder infiltriert. Dieser Vorgang wurde bis zu 30-mal 

wiederholt, um eine homogene Verteilung der Zellen zu 
gewährleisten. Für eine optimale Adhäsion der Zellen an die 

Kollagenmatrix wurden die Konstrukte vor der Implantation zwei 
weitere Wochen in vitro kultiviert. 

3.1.5 Implantation des Kollagenscaffolds 

Etwa sechs Wochen nach der Gewebeentnahme wurde die 
Transplantation am bioptierten Kniegelenk durchgeführt. Der 

Prämedikation folgten die Narkoseeinleitung mit Thiopental i.v. 
(10mg/kg), die Intubation und die Beatmung mit Enfluran-Gas. 

Nach einer mediopatellären Hautinzision wurde eine mediale 

Arthrotomie durchgeführt und der ventrale Zügel des 
Ligamentum collaterale mediale eingekerbt, um die posterioren 

Anteile des Meniskus zu erreichen. Es folgte eine subtotale 
Meniskektomie, bei der eine circa zwei Millimeter breite 

Randleiste belassen wurde, um eine sichere Implantation der 
Zellscaffoldkonstrukte zu gewährleisten. 

Die Implantation der Kollagenscaffolds erfolgte in inside–in-
Technik unter Verwendung von vier Einzelknopfnähten (Ethibond 

3-0). Abschließend wurde das Ligamentum collaterale tibiale 
genäht und die Wunde schichtweise verschlossen. In Gruppe 3 

erfolgte ausschließlich eine Meniskektomie. Um eine Entlastung 
des Kniegelenkes für etwa acht bis zwölf Tage und 

anschließender Teilbelastung des linken Hinterlaufes zu 
gewährleisten, wurde ein 1 bis 1,5 cm langer Teil der 

ipsilateralen Achillessehne im Anschluss an die Transplantation 

exzidiert. Postoperativ erhielten die Tiere für 3 Tage eine 
Analgesie mit Carprofen (4mg/kg/d) und wurden regelmässig 

untersucht. 
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3.1.6 Explantation des Kollagenscaffolds 

Mit der Explantation erfolgte die Opferung der Tiere. 

Je ein Schaf aus Gruppe 1 und 2 wurden als sogenannte „first-
look- Ergebnisse“ bereits nach sechs Wochen euthanasiert. Bei 

den übrigen Tieren wurde die Explantation nach drei oder sechs 
Monaten post implantationem durchgeführt. Die Anzahl der 

geopferten Tiere pro Gruppe und Beobachtungszeitraum können 
Tab. 3.2 entnommen werden. 

 

 Gruppe 1 

Besiedeltes CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

3 Wochen 1 0 0 

6 Wochen 1 0 0 

3 Monate 9 8 5 

6 Monate 4 5 4 

Gesamt 15 13 9 

Tab. 3.2: Anzahl der geopferten Tiere pro Gruppe und Beobachtungszeitraum 

 

Die Euthanasie erfolgte nach der üblichen Anästhesie-Einleitung 

mit Propofol i.v. durch eine Überdosis Narcuren und KCl. 

Unter sterilen Bedingungen wurde eine mediopatellar gelegene 

Arthrotomie am Kniegelenk des linken Hinterlaufes im Bereich 
der alten Operationsnarben durchgeführt. Das Kniegelenk wurde 

nach Durchtrennung des vorderen und hinteren Kreuzbandes 

nach ventral luxiert. Die Exzision des Komplexes aus 
Meniskusbasis und Implantat in toto erfolgte nach der 

makroskopischen Beurteilung (siehe Abb. 3.6). 
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Für die analytischen Auswertungen wurden die Explantate wie 

folgt aufgeteilt: 

 

 

Abb. 3.6: Einteilung der Explantate für die analytische Auswertung 

 I.a Histologie, Vorderhorn 

 I.b Histologie, Pars intermedia 

 II. GAG–Messung 

 III. Kollagen–Messung 

 IV. Biomechanische Untersuchung 

 V. Sulphat–uptake 

 

In einzelnen Fällen musste von dieser Einteilung abgewichen 
werden, da einige Explantate durch Umbauprozesse nicht 

ausreichend groß waren. 

3.2 Versuchsdurchführung 

3.2.1 Makroskopische Untersuchung 

Nach der Gelenkeröffnung wurde zunächst die Synovialflüssigkeit 
begutachtet. Die Gelenkflächen wurden bezüglich chondralen und 

osteochondralen Läsionen beurteilt. Bei der Inspektion des 
medialen und lateralen Gelenkknorpels wurden die 

Knorpeldefekte in vier Grade eingeteilt und sowohl femoral als 
auch tibial beurteilt (Jackson et al, 1992). 

Die Explantate wurden makroskopisch hinsichtlich Größe, Form, 
Oberfläche, Farbe, Konsistenz, Vaskularisation und Integration 

im Gelenk beurteilt und fotodokumentiert. 
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3.2.2 Histologische Untersuchung 

Für die histologische Auswertung waren jeweils zwei Präparate 

vorgesehen, eines aus dem Bereich des Vorderhornes und eines 
aus der Pars intermedia. Es wurden die Meniskuszellen, zu denen 

Fibrochondrozyten und Endothelzellen gehören, sowie die 
Bestandteile der extrazellulären Matrix durch die Standard-

färbungen Hämatoxylin-Eosin, Alzian Blau und van Giesson 
nachgewiesen. Als Indikator für neu gebildetes Kollagen wurde 

selektiv Typ II mit Hilfe der Immunhistochemie dargestellt.  

Direkt nach der Explantation wurden die Gewebestücke Ia und Ib 

in 4%igem Formalin konserviert und anschließend maximal 24 
Stunden in 70%igem Ethanol fixiert. Die Präparate wurden in 

Paraffin eingebettet. 

3.2.2.1 Standardfärbungen 

Es wurden 5 μm dicke Schnitte angefertigt, die mit Haematoxilin-

Eosin, Alzian und van Giesson gefärbt wurden. Die Auswertung 
erfolgte am Lichtmikroskop mit abstrahierten Präparate-

bezeichnungen durch zwei Untersucher. Folgende Kriterien 

wurden beurteilt: Zellmorphologie, Anordnung der Zellen, 
Vaskularisierung, Kollagenfasern und Entzündungszeichen 

(Nitschke, 2006). 

3.2.2.2 Immunhistochemie 

3.2.2.2.1 Allgemeine Erläuterungen zur Arbeit in der 
Immunhistochemie 

Zunächst muß ein Primärantikörper ausgewählt werden, der an 

einem Testarray bezüglich seiner Wirksamkeit ausgetestet wird. 

Hierfür wurden zwei Testarrays erstellt: das Erste enthielt 

Gewebeproben von Haut, Sehne, Meniskus, hyalinem Knorpel 
und Dünndarm der Spezies Schaf sowie das CMI. Das Zweite 

enthielt die gleichen Gewebearten vom Menschen. Das benötigte 
humane Material wurde freundlicherweise vom pathologischen 

Institut des Klinikums Rechts der Isar zur Verfügung gestellt. 
Diese zwei Testarrays wurden zur Austestung aller 

darzustellenden Antigene verwendet. 

Vor dem Einsatz des Antikörpers muß eine enzymatische 

Vorbehandlung erfolgen. Während der Fixierung mit Formalin 
entstehen Aldehydverbindungen, die eine Bindung des 

Antikörpers verhindern können. Auch kann sich dadurch die 

dreidimensionale Struktur eines Antigens verändern und so für 
den Antikörper nicht mehr erkennbar sein (Noll, S. 2000). Damit 
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der Antikörper das spezifische Antigen im Gewebe wieder 

identifizieren kann, ist eine Vorbehandlung nötig, die die 
entsprechenden Antigene demaskiert. Man unterscheidet 

zwischen einer enzymatischen und einer hitzeinduzierten 
Demaskierung. 

Wenn die optimale Primärantikörperkonzentration und eine 
geeignete Vorbehandlungsmethode feststeht, muß eine 

Negativkontrolle durchgeführt werden. Hierbei wird der 
Primärantikörper durch das Verdünnungsmedium, mit dem der 

Primärantikörper verdünnt wird, ersetzt, um sicherzustellen, dass 
die spezifische Färbung ausschließlich auf die Reaktion des 

Antikörpers mit dem Antigen zurückzuführen ist. Zuletzt wird 
eine Kreuzreaktion zwischen den Antigenen des Testmaterials 

und denen des Detektionssystems ausgeschlossen. Hierfür wird 
anstelle des Primärantikörpers ein unspezifisches Serum 

verwendet. 

Für die Färbung der immunhistochemischen Präparate wurde der 
DAKO TechMate™ Horizon, ein Automat für immunhisto-

chemische Färbungen mit entsprechendem Detektionssystem 
(DAKO, ChemMate™ Detection Kit, K5001), verwendet. Als 

Nachweismethode diente die LSAB-Methode. 

3.2.2.2.2 Darstellung des Kollagen Typ II  

Zur Darstellung des Kollagen Typ II wurde ein Antikörper der 

Firma chemicon verwendet (Rabbit anti–human collagen type II 
polyclonal antibody, AB 761, Chemicon, CA).  

Das Färbeprotokoll für die Darstellung des Kollagen Typ II, das 
die genauen Angaben zur Vorbehandlung und Färbung enthält, 

ist im Anhang mit der Nummer 8.1 zu finden. Als Kontrolle diente 
das Tissuearray, bei dem der hyaline Knorpel als Positivkontrolle 

und Sehne, Haut, Muskel, Dünndarm und das CMI als 
Negativkontrolle gewertet wurden. 

Die Explantate wurden bezüglich folgender Kriterien untersucht: 

die Kollagenisierung des Typ II durch die Intensiät der Färbung 
und die Lokalisation des Kollagen Typ II. Zum Ausschluss von 

Artefakten wurden Entzündungszeichen, Nekrosen und Exsudate, 
Granulationsgewebe, autochtones Kapselgewebe, die Besiede-

lung durch Fibrochondrozyten und die Vaskularisation mit-
beurteilt. 

3.2.2.2.3 Darstellung des Kollagen Typ I 

Zur Darstellung des Kollagen Typ I wurden zwei Antikörper 
ausgetestet (rabbit anti–human collagen type I polyclonal 

antibody, AB 745, chemicon und Anti–Collagen Typ I, human, CO 
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20111, biologo). Als Kontrolle diente das Tissuearray. Sehne und 

Haut fielen in der Bewertung unter die Positivkontrolle und 
hyaliner Knorpel, Muskel, Dünndarm und das CMI unter die 

Negativkontrolle. 

3.2.2.2.4 Darstellung von Makrophagen 

Für die spezifische Makrophagendarstellung wurden vier ver-

schiedene Antikörper ausgetestet (Anti–Human CD68, 
Makrophage Clone PG–M1, Monoclonal Mouse, M 0876, DAKO, 

Anti–Human CD68, Makrophage Clone KP 1, Monoclonal Mouse, 
M 0814, DAKO, Monoklonale Mazs Antikörper gegen 

Monozyten/Makrophagen, camon, Mouse anti Sheep 
Macrophage, clone VPM 64, BZL 03734, biozol). Als 

Positivkontrolle diente der Dünndarm. Sehne, Haut, hyaliner 
Knorpel, Muskel und das CMI dienten als Negativkontrolle. 

3.2.3 Biochemische Analytik 

Zur Ermittlung der biochemischen Zusammensetzung der 
explantierten Kollagenkonstrukte wurde der Gehalt des löslichen 

Kollagens sowie der Anteil an Kollagen Typ II, der 

Glykosaminoglykangehalt und der Wassergehalt bestimmt. 

3.2.3.1 Quantitative Bestimmung des löslichen Kollagengehaltes  

Für die quantitative Bestimmung des Kollagens wurde das ”sircol 

collagen assay“ gewählt (biocolor, Irland). Durch einen 
Reaktionskomplex aus dem anionischen Farbstoff Sirius Red und 

den Seitenketten Glycin–X–Y des Kollagens wird eine Verbindung 
hergestellt, die spektrometrisch erfasst werden kann. 

Gemäß des biochemischen Aufbaus des Kollagens müssen die 
verschiedenen Synthesestufen bei der Messung berücksichtigt 

werden: 

Salzlösliches Kollagen vertritt den jüngsten Teil des Kollagens, 

das heißt das Kollagen befindet sich kurz vor dem Übergang zu 
Kollagenfibrillen. Säurelösliches Kollagen stellt den Anteil dar, 

der vor kurzem gebildet wurde, abhängig vom Alter des 
Versuchstieres. Bei jungen Tieren ist dieser Anteil höher. 

Pepsinlösliches Kollagen repräsentiert ebenfalls vor kurzem 

synthetisiertes Kollagen, allerdings wird durch Pepsin mehr 
Kollagen herausgelöst als bei der Säureextraktion. 

Nicht lösliches Kollagen wird auch als cross–linked–Kollagen 
bezeichnet. Es besteht die Möglichkeit, auch diesen Teil zu 

messen, indem man die Proteine denaturiert oder das Kollagen 
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auf über 80°C erhitzt, so dass das Kollagen in Gelatine übergeht. 

Dieser Anteil kann dann gemessen werden. 

3.2.3.1.1 Etablierung der Methode zur Bestimmung des löslichen 
Kollagengehaltes 

Als Probenmaterial wurden native Meniski vom Schaf sowie vom 
Menschen verwendet. Diese wurden vor und nach dem Gefrier-

trocknen gewogen. 

Um eine möglichst große Angriffsfläche für das Extraktions-

medium zu schaffen, wurden mit einem Skalpell möglichst kleine 
Späne von dem gefriergetrockneten Meniskus abgeschabt. 10–15 

mg wurden in ein 15 ml Gefäß gegeben, mit 5 ml destilliertem 

Wasser 5 Minuten resuspendiert und mit einem Homogenizer 
(Ultra Turrax T 25, Janke und Kunkel, IKA Labortechnik) weiter 

zerkleinert. Die Proben wurden 5 Minuten bei 10000 RPM (rounds 
per minute) zentrifugiert und der Überstand abgenommen. 

Abschließend wurden die Proben nochmals lyophylisiert. 

Als Probengewicht wurden 5–10 mg eingesetzt. Die Proben 

wurden nacheinander mit 1 ml einer Salz-, Säure– und Pepsin-
lösung inkubiert. Die Zusammensetzung der Extraktionslösungen 

sind im Anhang unter 8.2 angegeben. 

Nach jedem Schritt wurden die Proben 5 Minuten bei 10000 RPM 

zentrifugiert, der Überstand abgenommen und bei –80°C 
eingefroren. Die Proben wurden intensiv mit destilliertem Wasser 

gewaschen, bevor das nächste Extraktionsmedium zugefügt 
wurde. Der Aufbau und die Inkubationszeiten dieses Versuches 

sind in Abb. 3.7 aufgeführt. 
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Quantitative 
Kollagenmessung

Probe 
12 std. mit 
Salzlösung 
inkubieren

Überstand 
abnehmen

Probe 
intensiv 
waschen

Probe 
12 std. mit 

Säurelösung 
inkubieren

Überstand 
abnehmen

Probe 
intensiv 
waschen

Probe 
12 std. mit 

Pepsinlösung 
inkubieren

Überstand 
abnehmen

Probe 
verwerfen

Quantitative 
Kollagenmessung der 
einzelnen Überstände

Lösliches Kollagen gesamt = KollagengehaltSalz + KollagengehaltSäure + KollagengehaltPepsin

 

Abb. 3.7: Vorgehensweise zur quantitativen Kollagenmessung 

 

Nach der letzten Extraktion wurden jeweils 100 µl der 

Überstände in ein 1,5 ml fassendes Eppendorff–Gefäß pipettiert 
und gemäß des Herstellerprotokolls, das im Anhang unter 8.2 

aufgeführt ist, gemessen. 

Mit einem Spektralphotometer (Biolumin 960, Kinetic 

Fluorescence/ Absorbance, Molecular Dynamics) wurde die 
Absorption bei der Wellenlänge 540 nm gemessen. Die 

Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve, die mit 
Standardlösungen, die 0, 10, 20, 30, 40 und 50 µl Kollagen Typ I 

enthalten, erstellt wurde. Das Programm des Spektral-
photometers errechnete den Kollagengehalt in µg pro Well. 

Daraus wurde mit Hilfe des eingesetzten Probengewichts der 
Gesamtgehalt errechnet und in Gewichtsprozent angegeben. 



 32 

3.2.3.1.2 Bestimmung des löslichen Kollagengehaltes im explantierten 
Kollagenscaffold 

Um den Gesamtgehalt an löslichem Kollagen im explantierten 

Kollagenscaffold zu ermitteln, wurde das Probenstück III 
verwendet (siehe Abb. 3.6). Der Ablauf des Messverfahrens ist 

dem Protokoll im Anhang unter 8.2 zu entnehmen, das nach 
Etablierung der Messmethode zur Bestimmung des Gehaltes 

löslichen Kollagens erstellt wurde. 

3.2.3.1.3 Durchschnittlicher Gehalt löslichen Kollagens im Schafs-
meniskus 

Zur Ermittlung des durchschnittlichen Kollagengehaltes in 

Schafsmenisken wurde dieser nach oben beschriebenem Schema 
in 24 Schafsmenisken bestimmt und daraus der Mittelwert 

errechnet. 

3.2.3.2 Bestimmung des löslichen Anteils an Kollagen Typ II 

Zur spezifischen Messung von Typ II Kollagen wurde das ”Native 

Type II Collagen Detection Kit“ (MD Biosciences, Zürich, 
Schweiz) gewählt, ein Enzyme–linked Immunosorbentassay 

(ELISA). Mit dieser standardisierten Methode werden spezifische 
Antikörper gegen ein Antigen mittels enzymmarkierter 

Sekundärantikörper nachgewiesen (Hof, 2000). 

Als Probenmaterial dienten wiederum ein Schafsmeniskus und 

ein humaner Meniskus, die, wie im Kapitel 3.2.3.1.1 beschrieben, 

vorbehandelt wurden. 

3.2.3.2.1 Etablierung der Methode zur Bestimmung des löslichen 
Gehaltes an Kollagen Typ II 

Die Extraktion erfolgte gemäß den Herstellerangaben 

nacheinander durch eine Salz-, Säure-, Pepsin– und Elastase-
lösung. Im Anhang unter 8.3 sind die Zusammensetzungen 

dieser Lösungen und die Inkubationszeiten der jeweiligen Lösung 
aufgeführt. 

100 µl des Überstandes nach Kollagenextraktion mittels 
Elastaselösung wurden für den Kollagen–ELISA verwendet. Der 

Ablauf der Messung ist vom Hersteller übernommen und im 
Anhang unter 8.3 aufgeführt. 

Es wurde eine Standardlösung angesetzt, die 0, 10, 20, 30, 40 
und 50 µg Kollagenstandard vom Hersteller enthalten sowie eine 

Nullprobe, mit deren Hilfe eine Standardkurve erstellt wurde. Mit 
einem Spektralphotometer (Biolumin 960, Kinetic Fluorescence/ 
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Absorbance, Molecular Dynamics) wurde die Absorption bei der 

Wellenlänge 490 nm gemessen und mit der Standardkurve 
verglichen. Die Auswertung erfolgte über die Software des 

Spektralphotometers, bei der der Kollagen Typ II– Gehalt im 
Well in Prozent angegeben wird. Der tatsächliche Kollagen Typ 

II-Gehalt der Probe wurde aus der Kollagen Typ II–Konzentration 
und dem eingesetzten Probengewicht berechnet. 

3.2.3.2.2 Bestimmung des löslichen Kollagengehaltes im explantierten 
Kollagenscaffold 

Nach der Explantation wurde das Probenstück III entsprechend 
dem Protokoll zur spezifischen Kollagen Typ II-Bestimmung 

(Anhang 8.3) verwendet. 

Die Bestimmung des Gehaltes von löslichem Kollagen und die 

Bestimmung des Anteils an Kollagen Typ II wurde in einer 
kombinierten Messung durchgeführt, da die Extraktionsschritte, -

medien und -zeiten identisch sind. 

3.2.3.3 Bestimmung des Glykosaminoglykangehaltes  

Es wurde das ”Blyscan Sulphated Glykosaminoglykan Assay“ 

(biocolor, Ireland) gewählt, eine quantitative Farbstoff–

Bindungsmethode zur Messung sulphatierter Glykosamino-
glykane. 

3.2.3.3.1 Etablierung der Messmethode zur Bestimmung des 
Glykosaminoglykangehaltes 

Als Probenmaterial wurden native Meniski vom Schaf sowie vom 
Menschen verwendet. Die Vorbehandlung erfolgte wie in Kapitel 

3.2.3.1.1 beschrieben. 

Zur Extraktion der Glykosaminoglykane wurde die Salz-

extraktionslösung nach Farndale verwendet. Diese setzt sich 
zusammen aus 4 M Guanidin– HCl, 0,1 M 6–Aminohexanonic 

Acid, 0,01 M Na2EDTA und 0,05 M Sodiumessig. 5 bis 10 mg des 
aufbereiteten Probenmaterials wurden mit 2 ml der Extrak-

tionslösung in einem 15 ml Tube für mindestens 2 Stunden bei 
4°C auf einem Rüttler inkubiert. Die Proben wurden 5 Minuten 

bei 10000 RPM zentrifugiert. 100 µl des Überstandes wurden zur 
Ermittlung des Glykosaminoglykangehaltes eingesetzt. Die 

Messung erfolgte nach den Angaben des Herstellers, die im 
Anhang unter 8.4 angegeben sind. 

Zur Messung der Glykosaminoglykangehalte der eingesetzten 

Proben wurde ein automatisiertes Spektralphotometer (Biolumin 
960, Kinetic Fluorescence/Absorbance, Molecular Dynamics) bei 
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der Wellenlänge 650 nm eingesetzt. Zur Eichung des Gerätes 

diente eine Standardkurve, welche nach den Vorgaben des 
”blyscan Manual“ erstellt wurde. Die Auswertung erfolgte über 

die Software des Gerätes, bei der der Glykosaminoglykangehalt 
im Well in Prozent angegeben wird. Der tatsächliche 

Glykosaminoglykangehalt der Probe wurde aus der 
Glykosaminoglykankonzentration und dem eingesetzten 

Probengewicht berechnet. 

3.2.3.3.2 Bestimmung des Glykosaminoglykangehaltes im explan-
tierten Kollagenscaffold 

Um den Glykosaminoglykangehalt im explantierten Kollagen-

scaffold zu ermitteln, wurde das Probenstück II verwendet. Die 
Messung erfolgte gemäß dem Protokoll zur Glykosamino-

glykanbestimmung (Anhang 8.4), das nach Etablierung der 
Messmethode erstellt wurde. 

3.2.3.3.3 Durchschnittlicher Glykosaminoglykangehalt im Schafs-
meniskus 

Zur Ermittlung des durchschnittlichen Glykosaminoglykan-
gehaltes in Schafsmenisken wurde dieser nach oben 

beschriebenem Schema in 24 Schafsmenisken bestimmt und 
daraus der Mittelwert errechnet. 

3.2.3.4 Ermittlung des Wassergehaltes 

Die Probenstücke III und IV wurden vor dem Weiterverarbeiten 

für ihre vorgesehene Messung auf ihren Wassergehalt 
untersucht. Die Proben wurden direkt nach der Explantation und 

nach dem Gefriertrocknen gewogen. Aus dem Quotienten 
zwischen Trocken- und Nassgewicht wurde der Wassergehalt 

errechnet und in Prozent angegeben. 

Zur Ermittlung des durchschnittlichen Wassergehaltes in 

Schafsmenisken wurde dieser in 24 Schafsmenisken bestimmt 
und daraus der Mittelwert errechnet. 

3.2.3.5 Bestimmung der Zellaktivität 

Zur Bestimmung der aktuellen Aktivität der Zellen der 
explantierten Kollagenscaffolds wurde ein Sulphat Uptake-

Versuch durchgeführt. Hierfür wurde das Gewebestück V ver-
wendet. 

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass in einen 
Zellüberstand radioaktiv markierter Schwefel, S35, gegeben wird, 

der den Zellen zum Einbau in deren produzierten und 
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exprimierten Molekülverbindungen zur Verfügung steht. 

Bestimmt man im Anschluss an eine Inkubationsphase das 
Verhältnis zwischen frei vorliegenden S35– haltigen Ionen und 

S35- Atomen, welche in komplexe Molekül– bzw. Protein-
strukturen eingebaut wurden, so lässt dies einen Rückschluss auf 

die Zellaktivität zu. 

Nach Adhäsion einer bestimmten Zellzahl am Boden einer 24-

Well Platte erfolgte das Umschichten mit 1 ml Komplettmedium, 
welches vorher mit einer definierten Menge S35- markierten 

Sulphationen versetzt wurde. Nach einer 7- tägigen 
Inkubationsphase wurde der Überstand abgenommen. Die 

Zellzahl am Boden der Kulturschale wurde erneut bestimmt. Zur 
Analyse wurde zunächst mittels eines Beta Counters die gesamte 

Aktivität des S35 bestimmt. Nach Ultragelfiltration mittels 
Sephadex G-25 (PD-10 Columns; Pharmacia Biotech, Piscataway, 

NJ, U.S.A.) wurde das Ultrafiltrat hinsichtlich seiner S35- Aktivität 

im Beta Counter untersucht. Unter Berücksichtigung eines 
Leeransatzes lässt sich aus der Differenz der beiden Messwerte 

der S35- Anteil bestimmen, der durch die Zellen in 
großmolekulare Verbindungen eingebaut wurde. Das Ausmaß 

dieses Anteils, bezogen auf die zugrundeliegende Zellzahl, lässt 
auf die Aktivität der einzelnen Zelle schließen. Es wurden 

Gewebeproben von besiedelten und nicht besiedelten CMIs sowie 
frisch isolierte Zellen von nativem Meniskusgewebe miteinander 

verglichen. 

3.2.4 Biomechanischer Druck- Relaxationsversuch 

Um die biomechanische Belastbarkeit der Explantate zu 

ermitteln, wurde ein Druck–Relaxationsversuch durchgeführt. 
Untersucht wurde die Steifigkeit des Meniskus. Es wurde ein 

Indentation Tester und die Software „TestExpert“ benutzt. Für 
diesen Versuch wurde das Probenstück IV verwendet, das 

mindestens 5 mm groß sein musste. Nach der Explantation 

wurde das Probenstück in 7 ml D–MEM, das 100 µl 20%iges 
DMSO (Frostschutzmittel) enthielt, gegeben und für 4 bis 12 

Wochen bei -80°C eingefroren. Direkt vor der Durchführung des 
Versuchs wurde die Probe bei Raumtemperatur aufgetaut und in 

einen eigens angefertigten Probenhalter aus Stahl gelegt. Der 
Indentation Test erfolgte mit einem kugelförmigen Stempel mit 4 

mm Durchmesser. Nach dem Anfahren bis zu einer Vorlast von 
0,01 Newton erfolgte die Auflastung mit einer definierten 

Geschwindigkeit von 0,1 mm pro Sekunde bis zu einer 
maximalen Kraft von 2 Newton. Sobald die Kraftmessdose den 

Kraftwert von 2 Newton an das Steuergerät gemeldet hat, 
verharrte der Stempel in seiner Position. Über einen Zeitraum 

von 60 Sekunden wurde der Abfall der dem Stempel 
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entgegenwirkenden Kraft registriert. Dieser Kraftabfall ergab sich 

aus den viskoelastischen Eigenschaften von biologischen 
Materialien und ist durch das Umverteilen von Flüssigkeits- und 

Kollagenanteilen unter dem Druck des Stempels zu erklären. Das 
Ausmass des Kraftabfalles wurde bestimmt. Die Phase des 

Aufbelastens diente zur Bestimmung der Steifigkeit des 
meniskalen Gewebes aus dem Quotienten von Kraftänderung 

und Wegänderung. Mit standardisierter Geschwindigkeit wurde 
mit einem Stempel, der einen Durchmesser von 4 mm hatte, auf 

die Probe gedrückt. Über einen Zeitraum von 60 Sekunden 
verharrte der Stempel in dieser Position bei einer maximalen 

Kraft von 2 Newton. Unter dem Druck des Stempels verteilten 
sich die Flüssigkeits– und Kollagenanteile um, so dass die 

ursprüngliche Kraft von 2 Newton kleiner wurde. Diese 
Kraftveränderung wurde aufgezeichnet. 

3.3 Datenauswertung und Statistik 

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden quantitative Verfahren 

verwendet. Diese Verfahren bieten für den derzeitigen Stand der 
Studie eine effiziente Methode, um Aussagen zu vorgenommener 

Analytik zu treffen. Statistische Testverfahren wurden bewusst 
nicht eingesetzt, da es sich hier um eine Grundlagenstudie 

handelt und die Anzahl der Meßergebnisse keine verbesserte 
Auswertung der Analytik durch statistische Methoden erwarten 

lässt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Vorarbeiten zur Zellkultivierung 

Die Ergebnisse zu den Vorarbeiten hinsichtlich der 

Zellkultivierung, der Zellproliferation sowie der Besiedelung der 

Kollagenscaffolds waren Teil der Dissertation von S. Nitschke. 
Ergebnisse können seiner Dissertation entnommen werden 

(Nitschke, 2006). 

Während der in vitro Phase wurden in der Gruppe der 

besiedelten CMIs Glykosaminoglykanmessungen durchgeführt. Es 
konnten keine Glykosaminoglykane nachgewiesen werden. 

4.2 Tiere 

Während der gesamten Studienzeit mussten zwei Tiere aus der 
Gruppe 1 frühzeitig aufgrund einer Herzinsuffizienz und einem 

Kniegelenksempyem geopfert werden. 

Diese wurden von der Gesamtevaluation ausgeschlossen, so dass 

sich eine endgültige Anzahl der Versuchstiere von 37 ergibt, 

davon 14 aus der Gruppe 1, 14 aus der Gruppe 2, und 9 aus der 
Gruppe 3. 

 

 Beschreibung Anzahl 

Gruppe 1 Ersatz durch besiedeltes CMI 14 

Gruppe 2 Ersatz durch unbesiedeltes CMI 14 

Gruppe 3 Kein Ersatz 9 

Gesamt  37 

Tab. 4.1: Anzahl der Versuchstiere nach Ausschluss 

 

Es traten keine intra- oder postoperativen Komplikationen auf. 

4.3 Klinische Untersuchung 

Nach der Achillessehnenresektion wurde eine weitgehende 
Entlastung des operierten Kniegelenkes für mindestens vier 

Wochen beobachtet. Von einer kompletten Entlastung kann nicht 

gesprochen werden, da die Tiere beim Liegen das Knie maximal 
flektieren und dadurch ein sehr hoher Druck auf das 

Meniskushinterhorn entsteht. Danach schloss sich eine 
Teilbelastung von zwei bis vier Wochen an. Acht Wochen nach 
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der zweiten Operation konnten alle Tiere wieder ohne Ein-

schränkung belasten. 

Bei der Abschlussuntersuchung vor der Opferung zeigten sich in 

Gruppe 2 und 3 reizlose Narbenverhältnisse. In Gruppe 1 fielen 
(neben sonst ebenfalls reizlosen Narben) zwei hypertrophe 

Verwachsungen auf. 

Die Beweglichkeit und das Gangverhalten aller Tiere waren 

unauffällig, die Kniegelenke bei Varus– und Valgusstress sowie 
bei vorderem und hinterem Schubladentest stabil. Die Tiere 

wiesen alle ein volles Bewegungsausmaß von Ext/Flex: 0-0-140 
auf.  

Zwischen den einzelnen Gruppen ergaben sich keine 
Unterschiede. 

4.4 Makroskopische Untersuchung 

Bei der Eröffnung des Kniegelenkes wurde zunächst die 

Synovialflüssigkeit beurteilt.  

In Gruppe 2 und 3 erschien diese serös, in Gruppe 1 wurde bei 

zwei Tieren eine eitrige Synovialflüssigkeit dokumentiert. Bei den 
restlichen Tieren der Gruppe 1 erschien die Synovialflüssigkeit 

ebenfalls serös. 

Bei der Inspektion der medialen Gelenkflächen wurden in Gruppe 

1 drei femorale Knorpeldefekte, in Gruppe 2 drei femorale und 
zwei tibiale Knorpeldefekte beobachtet. In Gruppe 3 fielen zwei 

femorale und ein tibialer Defekt auf. 

 

 Gruppe 1 

Besiedeltes CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Knorpeldefekt 

femoral gesamt 
3 3 2 

Grad    

V 1 2 1 

VI 2 1 1 

Knorpeldefekt 

tibial gesamt 
0 2 1 

Grad    

V 0 0 1 

VI 0 2 0 

Gesamt 3/14 5/14 3/9 

Tab. 4.2: Knorpeldefekte femoral und tibial zum Zeitpunkt der Explantation. 
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Die Gradeinteilung erfolgte nach Bauer und Jackson (1988), aus 

Strobel (1998), bezogen auf die degenerative Einteilung: 

 Grad V: Fibrillation 

 Grad VI: Fibrillation und Ablösung 

 

Bei der Beurteilung der Implantate im Gelenk wurden in Gruppe 
1 elf meniskusähnliche Regenerate im medialen Kompartiment 

gefunden, in Gruppe 2 zehn und in Gruppe 3 vier. 

Bezüglich der Farbe, Oberfläche und Elastizität der Regenerate 

und der Integration der Transplantate in den Kapselverband 
ergaben sich in den Gruppen 1 und 2 keine Unterschiede. 

In den Fällen, bei denen kein Regenerat gefunden wurde, konnte 
keine Korrelation zu Knorpeldefekten nachgewiesen werden. 

Bei den vorhandenen Meniskusregeneraten wurde zusätzlich die 
Vaskularisationssituation beurteilt. Dabei wurde die Oberfläche 

der Meniskusbasis an der Kapselinsertion begutachtet. In Gruppe 

1 wurde eine sehr gute Vaskularisierung in fünf von elf Fällen 
gesehen, in einem Fall war nur der Vorderhornbereich gut 

vaskularisiert. In Gruppe 2 wurde in fünf von zehn Meniskus-
regeneraten eine teilweise vaskularisierte Situation im Bereich 

des Vorderhornes beobachtet. Bei den Regeneraten der Gruppe 3 
war keine Vaskularisierung zu beobachten. 

 

 Gruppe 1 

Besiedeltes CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Gesamt 14 14 9 

Meniskusregenerat 11 10 4 

Vaskularisation 6/11 5/10 0/4 

Tab. 4.3: Meniskusregenerate und Vaskularisation postexplantationem 

 

4.5 Histologische Untersuchung 

4.5.1 Standardfärbungen 

Schon in den 3-Wochen Kontrollen zeigten sich Unterschiede 
zwischen den Gruppen 1 und 2 hinsichtlich Zellverteilung und 

Anteil an extrazellulärer Matrix. In Gruppe 2 fielen eine sehr 
hohe Anzahl an Fibrozyten auf, die nur von einem schmalen 
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Saum extrazellulärer Matrix umgeben waren. Im Gegensatz dazu 

wurde in Gruppe 1 eine eher geringe Anzahl an Fibro-
chondrozyten beobachtet, die von reichhaltiger extrazellulärer 

Substanz umgeben waren.  

 

 

Abb. 4.1: HE-Schnitt eines besiedelten CMI nach drei Wochen. Man erkennt 
vereinzelte Fibrochondrozyten, die von reichlich extrazellulärer Matrix umgeben sind. 

Vergrößerungsfaktor 10 bzw. 20. 

 

 

Abb. 4.2: HE Schnitt eines unbesiedelten CMI. Man erkennt eine hohe Anzahl an 
Fibrozyten, die perizellulär von wenig extrazelluläre Matrix umgeben sind. 

Vergrößerungsfaktor 10 bzw. 20. 

 

Nach der Beobachtungszeit von drei und sechs Monaten zeigten 

sich in Gruppe 1 verschiedene Stadien des Remodelling. Unter 
Remodelling versteht man die Neubildung beziehungsweise 

Neuformation des Gewebezellverbandes des Kollagengerüstes. 

10x 20x 

10x 20x 
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Im Vergleich dazu konnte in Gruppe 2 kein nachweisliches 

Remodelling festgestellt werden. 

Bei den meniskektomierten Tieren der Gruppe 3 dominierte das 

histologische Bild eines narbenähnlichen Gewebes. Dieses 
erschien fibrös, zellreich und sehr unorganisiert (Nitschke, 2006). 

4.5.2 Immunhistochemie 

Bei den Vorversuchen zur Darstellung von Kollagen Typ II konnte 
gezeigt werden, dass der humane Antikörper (rabbit anti–human 

collagen type II polyclonal antibody, AB 761, Chemicon, CA) auf 
die Spezies Schaf übertragbar ist. 

Die Negativkontrollen zeigten keine Anfärbung bei CMI, Muskel, 
Haut, Sehne und Dünndarm. Die Positivkontrolle, für die hyaliner 

Knorpel gewählt wurde, zeigte hingegen eine intensive Färbung. 

 

 

Abb. 4.3: Repräsentativer Ausschnitt aus dem Tissuearray der Negativ- und 

Positivkontrollen für die Kollagen Typ II Darstellung 

 a: unbesiedeltes CMI, Kollagen Typ II negativ, Vergrößerungsfaktor 10 

 b: Muskel, Kollagen Typ II negativ, Vergrößerungsfaktor 10 

 c: Haut, Kollagen Typ II negativ, Vergrößerungsfaktor 10 

 d: hyaliner Knorpel, Kollagen Typ II positiv, Vergrößerungsfaktor 10 

 

10x 

10x 

10x 

10x 
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Für die immunhistochemische Darstellung des Kollagen Typ II 

wurden nur ausgewählte Präparate dargestellt, die nach 
histologischen und analytischen Ergebnissen repräsentativ für 

ihre jeweilige Gruppe waren. 

Aus der Gruppe 1 wurden sieben Präparate, aus der Gruppe 2 

vier und aus der Gruppe 3 zwei Präparate dargestellt. Die 
Intensität der Anfärbbarkeit der Kollagen Typ II Fasern wurde in 

drei Stufen eingeteilt: 

 3/3 entspricht einer intensiven Anfärbung 

 2/3 entspricht einer mittelgradigen Anfärbung 

 1/3 entspricht einer geringen Anfärbung 

 0/3 wurde verwendet, wenn keine Anfärbung 
erkennbar war.  

 

Die Lokalisation des gefärbten Kollagens Typ II wurde 

differenziert in eine diffuse Anordnung der Kollagenfasern, in 

eine fokale Anordnung sowie in eine Mischform. Bei der diffusen 
Anordnung lagen die Fasern über das gesamte Präparat verteilt, 

bei der fokalen Anordnung drängte sich das Kollagen Typ II 
vorwiegend dicht um die Zellen herum. Die Mischform 

beinhaltete beide der beschriebenen Formen. 

Die Intensität der Kollagenfärbung in Gruppe 1 war in zwei der 

Präparate sehr stark (3/3), in zwei mittelgradig (2/3) und in drei 
gering (1/3). Die Lokalisation des Kollagen Typ II war in fünf 

Präparaten diffus, in zwei fokal angeordnet und in einem 
Präparat gemischt. 

In Gruppe 2 war die Intensität der Kollagenfärbung in allen 
Bereichen mittelgradig. Die Lokalisation des Kollagen Typ II war 

in drei Präparaten gemischt und in einem diffus angeordnet. 

Die Intensität der Kollagenfärbung in Gruppe 3 war in beiden 

Fällen mittelgradig, die Lokalisation des Kollagen Typ II war 

ausschließlich fokal. 
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 Gruppe 1 

Besiedeltes CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Intensität    

3/3 2 0 0 

2/3 2 4 2 

1/3 3 0 0 

    

Verteilung    

diffus 5 1 0 

fokal 2 0 2 

gemischt 0 3 0 

Gesamt 7 4 2 

Tab. 4.4: Auswertung der immunhistochemischen Darstellung des Kollagen Typ II 
nach der Intensität der Färbung und der Verteilung der Kollagenfasern 

 

 

 

Abb. 4.4: Immunhistochemisches Bild eines besiedelten CMI. Man erkennt deutlich die 
mittelgradige Anfärbung der Kollagenfasern (2/3), die im gesamten Präparat diffus 

verteilt vorliegen, Vergrößerungsfaktor 10 

 

10x 
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Abb. 4.5: Immunhistochemisches Bild eines besiedelten CMI. In diesem Bild werden 
die unterschiedlichen Anfärbungen deutlich. Der stark gefärbte Bereich entspricht 3/3, 
der leicht bräunliche Anteil, der überwiegt, entspricht der Einteilung 1/3. Das Kollagen 
liegt auch hier überwiegend diffus, Vergrößerungsfaktor 10 

 

 

Abb. 4.6: Immunhistochemisches Bild eines unbesiedelten CMI. Man erkennt eine 

mäßige Anfärbung 2/3 bei überwiegend diffuser Verteilung, Vergrößerungsfaktor 10 

 

Die Darstellung des Kollagen Typ I und der Makrophagen konnte 

aus technischen Gründen nicht durchgeführt werden. Die 
ausgetesteten Antikörper konnten nicht auf die Spezies Schaf 

übertragen werden. 

10x 

10x 
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4.6 Biochemische Analytik 

Für die analytischen Messungen konnten nicht alle Tiere in die 

Wertungen einbezogen werden. Der Hauptgrund lag in der 
Tatsache begründet, dass kein CMI-Transplantat mehr 

vorhanden war. In Gruppe 1 war dies in vier von fünf Tieren der 
Fall, in Gruppe 2 in fünf von sechs Tieren. Je ein Tier aus beiden 

Gruppen wurde als sogenanntes „first- look“- Schaf drei Wochen 
nach der Implantation geopfert. Deren Explantate wurden nur 

histologisch ausgewertet. 

Für die verschiedenen Messungen waren jeweils bestimmte 

Mindestmengen notwendig, um ein valides Meßergebnis zu 
erzielen. Abhängig von der Größe der Explantate wurde eine 

Reihenfolge festgelegt, die die Messungen bezüglich ihrer Aus-

sagekraft für die Studie wiedergibt. In absteigender Reihenfolge 
wurden die Messungen durchgeführt: 

Glykosaminoglykan 

 Kollagen gesamt 

  Kollagen Typ II 

   Sulfat uptake 

    Biomechanik.  

Aus diesem Grund ergibt sich die unterschiedliche Anzahl der 

Explantate für die einzelnen Messungen. 

In Gruppe 3 wurden unerwartet Regenerate gefunden. Um deren 

Zusammensetzung zu analysieren, wurden sie zusätzlich zu den 
Explantaten der Gruppen 1 und 2 ausgewertet. Die Größe der 

Regenerate ließ nur in zwei von sechs Fällen eine Messung von 
Glykosaminoglykanen und Kollagen zu. In drei Fällen konnte nur 

die Glykosminoglykanmessung durchgeführt werden, in einem 

Fall nur eine histologische Auswertung erfolgen. 

In nachstehender Übersicht ist die Anzahl der Versuchstiere 

angegeben, die in die analytischen Auswertungen einbezogen 
werden konnten. 
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 Gruppe 1 

Besiedeltes 

CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Gesamt  

Beginn 

der Studie 
16 14 9 39 

Ausschluss vor 

Implantation 
2 0 0 2 

Ausgangswert 

für Analytik 
14 14 

6 gefundene 

Regenerate 
34 

Ausschluss für 

Analytik wegen 

fehlendem CMI 

4 5 0 9 

Ausschluss für 

Analytik wegen 

„first-look“ Schaf 

1 1 0 2 

Gesamtanzahl 

für Analytik 
9 8 6 23 

Tab. 4.5: Anzahl der Versuchstiere, die in die analytischen Auswertungen einbezogen 
wurden 

 

4.6.1 Gesamtkollagengehalt 

Für die Gesamtkollagenmessung wurden in Gruppe 1 sieben 

Explantate untersucht. In Gruppe 2 wurden acht Explantate 
analysiert, von denen ebenfalls zwei Präparate ausgeschlossen 

werden mussten. In einem Fall ergab die Histologie ein 

Narbengewebe. Bei dem zweiten ausgeschlossenen Fall war eine 
Meßungenauigkeit der Grund. In Gruppe 3 wurden beide 

gemessenen Werte einbezogen. 
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 Gruppe 1 

Besiedeltes 

CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Gesamt  

Gesamtanzahl 

für Analytik 
9 8 6 23 

Analysierte 

Explantate für 

Kollagen 

7 8 2 17 

Ausgewertete 

Explantate für 

Kollagen 

7 6 2 15 

Tab. 4.6: Anzahl der gemessenen und in die Gesamtwertung einbezogenen Tiere für 
die Gesamtkollagenmessung 

 

Daraus ergeben sich folgende Werte: 

 

Nativ Gruppe 1 
Besiedeltes CMI

Gruppe 2 
Unbesiedeltes 

CMI

Gruppe 3     
Kein Ersatz

n=7 n=6 n=2

Mittelwert 0,00 13,05 27,92 24,62 41,28

Median 0,00 13,05 26,37 25,44 41,28

Standardabweichung 0,00 0,15 11,68 8,36 3,70

CMI

 

Tab. 4.7: Mittelwert, Median und Standardabweichung des gesamtlöslichen Kollagen-
gehaltes. 
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Abb. 4.7 : Darstellung des Kollagengehaltes an gesamtlöslichem Kollagen 
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4.6.2 Kollagen Typ II- Gehalt 

Der Kollagen Typ II- Gehalt wurde aus der gleichen Anzahl der 

Explantate ermittelt wie der Gehalt des gesamtlöslichen 
Kollagens. Alle Werte konnten in die Wertung miteinbezogen 

werden. 

 

 Gruppe 1 

Besiedeltes 

CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Gesamt 

Gesamtanzahl 

für Analytik 
9 8 6 23 

Analysierte 

Explantate für 

Kollagen II 

7 8 2 17 

Ausgewertete 

Explantate für 

Kollagen II 

7 8 2 17 

Tab. 4.8: Anzahl der gemessenen und in die Gesamtwertung einbezogenen Tiere für 
die Kollagen Typ II Messung 

 

 

Gruppe 1 
Besiedeltes 

CMI

Gruppe 2 
Unbesiedeltes 

CMI

Gruppe 3        
Kein Ersatz

n=6 n=8 n=2

Mittelwert 0,00 1,84 1,31 0,61

Median 0,00 0,53 0,62 0,61

Standardabweichung 0,00 2,54 1,81 0,09

CMI

 

Tab. 4.9 : Mittelwert, Median und Standardabweichung des Kollagen Typ II Gehaltes 
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Abb. 4.8: Darstellung des Gehaltes an Kollagen Typ II 

 

4.6.3 Glykosaminoglykangehalt  

In der Gruppe der besiedelten CMIs wurde der Glykosamino-

glykangehalt aus neun Explantaten ermittelt. Zwei mussten 
wegen Messungenauigkeiten ausgeschlossen werden. In 

Gruppe 2 wurden acht Explantate analysiert. Davon wurden zwei 
aus der Wertung genommen. In einem Fall wurde rückwirkend 

Narbengewebe festgestellt, bei einem weiteren Explantat lag ein 
Messfehler vor. In Gruppe 3 wurden fünf Explantate analytisch 

ausgewertet. 

 

 Gruppe 1 

Besiedeltes 

CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein 

Ersatz 

Gesamt 

Gesamtanzahl für 

Analytik 
9 8 6 23 

Analysierte Explantate 

für 

Glykosaminoglykane 

9 8 5 22 

Ausgewertete 

Explantate für 

Glykosaminoglykane 

7 6 5 18 

Tab. 4.10: Anzahl der gemessenen und in die Gesamtwertung einbezogenen Tiere für 

die Glykosaminoglykanmessung 
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Daraus ergeben sich folgende Werte: 

 

Nativ Gruppe 1 
Besiedeltes CMI

Gruppe 2 
Unbesiedeltes 

CMI

Gruppe 3     
Kein Ersatz

n=7 n=6 n=5

Mittelwert 0,00 4,60 2,23 0,48 44,75

Median 0,00 4,60 1,40 0,04 42,28

Standardabweichung 0,00 0,00 2,21 0,71 12,47

CMI

 

Tab. 4.11: Mittelwert, Median und Standardabweichung des Glykosamino-
glykangehaltes 
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Abb. 4.9: Darstellung des Glykosaminiglykangehaltes 

4.6.4 Wassergehalt 

Der Wassergehalt wurde in Gruppe 1 aus fünf Explantaten 

ermittelt, in Gruppe 2 aus sieben und in Gruppe 3 aus fünf.  
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 Gruppe 1 

Besiedeltes 

CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gruppe 3 

Kein Ersatz 

Gesamt 

Gesamtanzahl für 

Analytik 
9 8 6 23 

Bestimmung des 

Wassergehaltes 
5 7 5 17 

Tab. 4.12: Anzahl der analysierten Explantate für den Wassergehalt 

 

 

Nativ Gruppe 1 
Besiedeltes CMI

Gruppe 2 
Unbesiedeltes 

CMI

Gruppe 3        
Kein Ersatz

n=23 n=5 n=6 n=5

Mittelwert 0,00 70,74 83,84 84,05 83,24

Median 0,00 70,57 84,25 86,06 83,64

Standardabweichung 0,00 2,75 2,62 2,29 5,31

CMI

 

Tab. 4.13: Mittelwert, Median und Standardabweichung des Wassergehaltes 
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Abb. 4.10: Darstellung des Wassergehaltes 
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4.6.5 Sulfat uptake- Versuch 

Die Zellzahl wurde in der Gruppe 1 in drei Explantaten ermittelt. 

In Gruppe 2 wurde die Zellzahl in fünf Explantaten ermittelt.  

 

 Gruppe 1 

Besiedeltes 

CMI 

Gruppe 2 

Unbesiedeltes 

CMI 

Gesamt 

Gesamtanzahl für 

Analytik 
9 8 17 

Analysierte 

Explantate für 

Sulfat uptake 

3 5 8 

Ausgewertete 

Explantate für 

Sulfat uptake 

3 5 8 

Tab. 4.14: Anzahl der gemessenen und in die Gesamtwertung einbezogenen Tiere für 
Sulfat uptake-Versuch 
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Abb. 4.11: Darstellung der markierten Zellen in CPM bei 1 Millionen Zellen 
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4.7 Biomechanik 

Für die biomechanischen Tests konnten insgesamt nur sieben 

Explantate ausgewertet werden, davon vier aus Gruppe 1 und 
drei aus Gruppe 2. Dies lag an der festgelegten Reihenfolge der 

Versuchsdurchführungen. Die besiedelten Scaffolds wiesen eine 
höhere Steifigkeit auf als die Scaffolds aus der unbesiedelten 

Gruppe. Die biomechanischen Tests führte S. Nitschke durch. 
Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit nicht detailliert auf den 

Versuchsaufbau und die Ergebnisse eingegangen. 
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5 Diskussion 

5.1 Literaturüberblick zum Thema des Meniskusersatzes 

Die Erkenntnis über den makro– und mikroanatomischen Aufbau 

des Meniskus, seine physiologischen Eigenschaften sowie das 

Verständnis der komplexen Interaktionen der Proteine, der 
extrazellulären Matrix und deren Regulationsfaktoren brachte die 

Wissenschaft einen entscheidenden Schritt nach vorne (Jackson 
et Simon, 1999). Dadurch konnte man die Veränderungen bei 

einer Meniskusläsion oder einem Meniskusverlust nachvollziehen 
und dementsprechend bei der Weiterentwicklung der Behand-

lungsoptionen reagieren. 

Läsionen am Meniskus sind für signifikante Veränderungen in 

seiner biochemischen und biomechanischen Umgebung verant-
wortlich. 

Bei einer Verletzung resultiert eine Bildung von unfunktionellem 
Narbengewebe, das qualitativ dem Meniskusgewebe stark 

unterlegen ist (Martinek et al., 2000). Dieses Gewebe kann den 
Anforderungen im Kniegelenk nicht standhalten und wird 

aufgerieben. Es entsteht ein Knorpeldefekt, der in eine 

Gonarthrose mündet (Webber et al., 1986, Hough et Webber, 
1990, Shin et al., 2003). 

Lanzer et Komenda (1994) wiesen die wichtige knorpelprotektive 
Funktion des Meniskus nach, indem sie die Veränderungen am 

Gelenkknorpel nach Meniskektomie untersuchten. In den 
Bereichen, in denen der Gelenkknorpel nicht von Meniskus-

gewebe bedeckt war, waren degenerative Veränderungen die 
Folge. Im Gegensatz dazu konnten an den Bereichen, die 

gänzlich von Meniskusgewebe bedeckt waren, keine degene-
rativen Veränderungen beobachtet werden. 

Früher behandelte man Meniskusläsionen generell mit der 
kompletten Resektion des betroffenen Meniskus. Mit der 

Erkenntnis der Arthroseentstehung versuchte man, diese radikale 
Methode zu vermeiden und den Meniskus so lang als möglich zu 

erhalten (Kuhn et Wojitys, 1996, Rodeo, 2001, Boyd et Myers, 

2003). Es wurde eine Vielzahl von unterschiedlichen Methoden 
entwickelt und getestet. Meniskusnähte und Teilmeniskektomien 

haben sich bei kleineren Meniskusläsionen durchgesetzt. Von 
anderen Methoden wie dem Fibrinclot, des Synovia–Flaps, dem 

Fibrinkleber und der Induktion von Blutgefäßen kam man wegen 
nicht zufriedenstellender Ergebnisse schnell wieder ab (Arnoczky 

et al., 1988, Ibarra et al., 1997, Sweigart et Athanasiou, 2001).  
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Ein nach wie vor offenes Problem stellen die größeren Meniskus-

läsionen dar, bei denen oben genannte Methoden nicht mehr 
angewandt werden können. Die einzige Möglichkeit besteht 

derzeit in der Transplantation eines Meniskusersatzes (Rodkey et 
al., 1999). Seit der ersten erfolgreichen Meniskustransplantation 

1984 in München wird dieses Verfahren weltweit durchgeführt. 
Doch kann diese Behandlungsoption nur als eine zeitlich 

limitierte Methode bei jüngeren Patienten angesehen werden 
(Martinek et al, 2005). 

Vor einer Transplantation muss die Indikationsstellung den 
Kontraindikationen genau gegenübergestellt werden. Die 

Transplantation eines Meniskus ist noch kein Routineverfahren 
und kann nur in speziellen Fällen durchgeführt werden. Bei 

Symptomen wie Schmerzen und Schwellung, die durch ein 
meniskusdefizientes tibiofemorales Kompartiment entstanden 

sind, bei Varus– Valgus- Instabilität mit Knorpelschaden, bei 

vorangegangenen Meniskusverletzungen oder Teilresektionen, 
sowie bei dem Ersatz des vorderen Kreuzbandes kann ein 

Meniskus transplantiert werden. Eine fortgeschrittene Knorpel-
destruktion und eine unkorrigierte Knieinstabilität oder 

Achsenabweichung stellen die Kontraindikationen dar (Rodeo, 
2001). 

Als Meniskusersatzmaterialien stehen derzeit Autografts, Allo-
grafts und Scaffolds zur Verfügung. 

5.1.1 Autografts als Meniskusersatz 

Unter Autografts versteht man Gewebe, das einem Individuum 
entnommen wird, um es ihm selbst an anderer Stelle zu 

transplantieren. Das Individuum ist also sein eigener Spender. 
Einige Autoren erwähnen die Autografts auch im Zusammenhang 

mit natürlichen Scaffolds (siehe unten). 

Cook et al. (2001) setzten einen grossen Defekt im medialen 

Meniskus von Hunden und implantierten an der Stelle des 

Defekts small intestinal Submukosa. Die Kontrolle per Ultraschall 
zeigte keinen Unterschied zu normalem Meniskusgewebe. 

Histologisch wurde Kollagen mit der typischen Zonenausrichtung 
nachgewiesen. Die Autoren bezeichnen das Ergebnis ihrer Studie 

als erfolgversprechend und fordern mehr Arbeit im Bereich von 
Studien zu Meniskektomien sowie zu postoperativen Stabili-

sationstechniken. 

Bruns et al. (1998) verwendeten in ihrer Studie autologes 

Knorpelgewebe als Meniskusersatz, welches sie 18 Schafen nach 
kompletter medialer Meniskektomie implantierten. Die Opferung 

wurde nach drei, sechs und zwölf Monaten durchgeführt und die 
Transplantate makroskopisch, histologisch und biomechanisch 
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untersucht. Makroskopisch ähnelten sie einem normalem 

Meniskus, mikroskopisch war eine normale Kollagenfaser-
orientierung zu beobachten, die aber zentral durch Kalzi-

fizierungen unterbrochen war. In den biomechanischen Tests 
waren die Explantate weit unter den Anforderungen eines 

normalen Meniskus. 

Kohn et al. (1992) ersetzten die medialen Meniski von 20 

Schafen durch ein Sehnenautograft der Patellarsehne. 
Mikroskopisch war ein Remodelling zu erkennen, aber die 

biomechanischen Eigenschaften wie Stressabsorption und 
Zugeigenschaften waren schlechter als in einem normalem 

Meniskus. 

Als weitere Sehnenautografts wurden noch Achillessehnen 

(Hokama et al., 1995) und Quadricepssehnen (Peters et al., 
1998) getestet. Die Ergebnisse unterschieden sich nicht groß von 

denen der Patellarsehnentransplantation. Diese Möglichkeiten 

zeigen zwar vielversprechende Ansätze, werden aber von den 
Autoren selbst nicht empfohlen. 

Kohn et al. (1997) transplantierten anstelle eines Meniskus ein 
Fettpolster. Dieses Verfahren kommt aus dem Bereich der 

Wiederherstellungschirurgie. Diese Methode stellte sich als 
ungeeignet heraus. 

Vorteile des körpereigenen Gewebes als Meniskusersatz sind die 
leichte Verfügbarkeit und der geringe finanzielle Aufwand sowie 

das Fehlen immunologischer und hygienischer Probleme (Kohn, 
1994, Messner et al., 1999). Als Nachteil muss im Zeitalter der 

minimal invasiven Chirurgie der große Weichteileingriff 
angesprochen werden, der bei der Autograftentnahme entsteht 

(Messner et al., 1999, Martinek et al., 2000). 

Man kann zusammenfassen, dass die Autografttransplantation 

positive Ansätze aufzuweisen hat, sich aber nicht durchsetzen 

wird, da die Transplantate morphologisch weit entfernt von 
normalem Meniskusgewebe sind. Sie begünstigen weder die 

Gelenkstabilität noch verhindern sie degenerative Schäden 
(Stone, 1996). Zusätzlich entsteht ein Trauma durch die 

Entnahme des Autografts. 

5.1.2 Allografts als Meniskusersatz 

Unter einem Allograft versteht man die Transplantation eines 

Organs oder Gewebes von einem Individuum zu einem anderen 
der gleichen Spezies mit unterschiedlichem Genotyp. 

Im Bereich der Allografts wurden zahlreiche experimentelle und 
klinische Studien durchgeführt. Sie unterscheiden sich in der 

Spezies der Spender und in der Aufbewahrungsmethode von der 
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Arbeit mit Allografts. Es werden frische und tiefgefrorene 

(Verdonk et al., 1994), gefriergetrocknete (Arnoczky et al., 
1990, deBoer et Koudstaal, 1994), kältekonservierte und 

Glutaraldehydkonservierte Allografts verwendet (Kohn, 1994, 
Kuhn et Wojtys, 1996, Messner et al., 1999). 

Milachowski et al. (1994) implantierten im Rahmen einer 
tierexperimentellen Vorstudie ein lyophylisiertes γ–Strahlen 

sterilisiertes und ein tiefgefrorenes Allograft in insgesamt 30 
Schafe. Der Beobachtungszeitraum betrug sechs, zwölf, 24 und 

48 Wochen. Die Auswertung erfolgte histologisch, mikro-
angiographisch, biomechanisch und rasterelektronen-

mikroskopisch. In beiden Gruppen wurde ein vollständiges 
Einheilen der Meniski beobachtet. Die histologische Untersuchung 

zeigte einen kompletten Umbau des lyophylisierten Meniskus in 
einen bindegewebigen Ersatzmeniskus, der tiefgefrorene Menis-

kus war vollständig, aber ohne zellulären Umbau eingeheilt. Die 

biomechanische Untersuchung ergab auch nach 48 Wochen keine 
dem normalen Meniskus identische Stabilität. In beiden Fällen 

fand eine Größenreduktion der Transplantate statt. 

Die klinische Anwendung erfolgte von 1984 bis 1986 an 23 

Patienten. Die Transplantation der Allografts erfolgte in 
Verbindung mit dem Ersatz des vorderen Kreuzbandes. Neben 

klinischen Kontrollunter-suchungen fanden bei 19 Patienten 
postoperative Arthroskopien statt. Operationsspezifische 

Komplikationen traten nicht auf. Beide Transplantate erlitten eine 
Größenreduktion. Die tiefgefrorenen Transplantate zeigten in der 

Regel gute bis sehr gute Ergebnisse. Es bestand jedoch 
theoretische Möglichkeit der Krankheitsübertragung. Bei den 

lyophylisierten Transplantaten waren die Ergebnisse durch 
Größenreduktion teilweise bis auf Regeneratgröße beeinträchtigt. 

Canham et Stanish (1986) implantierten Glutaraldehyde–

konservierte Meniski in Hunde. Nach einer Beobachtungszeit von 
zwei Monaten wurden die Allografts explantiert. Es stellte sich 

heraus, dass sie von Pannusgewebe umgeben waren und nicht in 
das umliegende Gewebe integriert waren. 

Arnoczky et al. (1990) transplantierten gefriergetrocknete 
Allografts in Kaninchen. Die Meniski wurden in flüssigem 

Stickstoff gefrierge-trocknet. Nach diesem Vorgang waren 
sämtliche Zellen abgetötet. Die Implantation erfolgte 

anschließend. Die Auswertungen zeigten, dass sich neue Zellen 
in die Allografts integriert hatten. Allerdings wurde ein Verlust 

der Kollagenfaserorientierung bemerkt. 

DeBoer et Koudstaal (1991) transplantierten einen kältekonser-

vierten Meniskus in ein stabiles Knie. Die arthroskopische 
Kontrolle zeigte nach sechs Monaten einen normal grossen 
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Meniskus, der fest in die Kapsel integriert war. Die Biopsie zeigte 

zahlreiche, metabolisch aktive Chondrozyten. 

Garrett et Stevenson (1991) transplantierten frische Meniskus-

allografts in sechs Patienten. Bei vier Patienten konnte 
postoperativ eine Kontrollarthroskopie durchgeführt werden. Es 

zeigte sich ein komplettes Einheilen des Meniskus ohne 
Transplantatverkleinerung. 

Die besten Ergebnisse erzielten frische Allografts, weil die 
extrazelluläre Matrix lebende Zellen aufweist. Ein großer Nachteil 

der Allografttransplantation liegt in der aufwändigen 
Organisation. Zwischen der Gewebeentnahme und dem 

Transplantationstermin darf nur ein kurzer zeitlicher Abstand 
bestehen. Serologische Tests werden in dieser kurzen Zeit 

schwierig. Zudem ist dieses Verfahren mit einem hohen 
Kostenfaktor verbunden (Messner et al., 1999). 

Als Komplikationen wurden Wundinfektionen, unvollständiges 

Einheilen des Allografts (Veltri et al., 1994), vollständige 
Zerstörung der Allografts (Milachowski et al., 1994) und 

Synovitis (Veltri et al., 1994) beschrieben. Nicht zu 
vernachlässigen ist das seltene, aber durchaus bestehende 

Risiko, sich mit Hepatitis B und HIV zu infizieren (Ibarra et al., 
1997, Martinek et al., 2000). 

Sowohl Autografts als auch Allografts zeigten in experimentellen 
und klinischen Studien die Fähigkeit des Einheilens in die 

Peripherie. Sie verursachen keine toxischen oder immuno-
logischen Abwehrreaktionen und zeigen das Einwandern von 

zahlreichen Zellen (Rodeo et al., 2000). Trotzdem konnten 
degenerative Gelenkveränderungen nicht verhindert werden 

(Aagaard et al., 1999). Im Vergleich zu meniskektomierten Knien 
erzielten sie jedoch signifikant bessere Ergebnisse (Veltri et al., 

1994). 

Die Transplantation von Auto- und Allografts ist eine mögliche 
Behandlungsart, doch wird sie voraussichtlich den aussichts-

reicheren Methoden wie der Verwendung von Scaffolds und dem 
Tissue Engineering weichen müssen. 

5.1.3 Scaffolds als Meniskusersatz 

Die Verwendung von synthetischen Materialien als Meniskus-
ersatzmaterial wurde von der plastischen Chirurgie und der 

Rekonstruktionschirurgie übernommen (Brown et al., 2000). 

Für den Meniskusersatz getestet wurden viele verschiedene 

Scaffolds aus unterschiedlichen Materialien. Sowohl synthetisch 
hergestellte Materialien wie Poymere, PGA (Polyglycolic Acid), 

PLG (Polylactide/-glycolide) und PDLA (D,D–L,L–Polylactide 
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Acid), als auch natürliche Scaffolds wie Kollagengerüste in 

verschiedenen Variationen wurden verwendet. (Arnoczky et al., 
1988, Ibarra et al., 1997, Cook et al., 2001, Martinek et al., 

2003). 

Abhängig vom Material verfolgte man zwei unterschiedliche 

Therapieansätze. Der Meniskusersatz durch künstliche Scaffolds 
soll das meniskektomierte Knie stabilisieren und als Prophylaxe 

für frühe degenerative Läsionen dienen. Im Gegensatz dazu 
sollen kollagen–basierende Scaffolds die Bildung eines neuen 

Meniskus induzieren, der die gleichen Eigenschaften besitzt wie 
ein physiologischer Meniskus (Stone et al., 1990). Die besten 

Ergebnisse erzielten kollagen–basierende Scaffolds (Arnoczky, 
1999). 

Das CMI (Collagen Meniscus Implant) ist derzeit das 
erfolgreichste Scaffold, das sich nach experimentellen 

Ergebnissen bereits in Phase II der klinischen Tests befindet 

(Kohn, 1994, Stone et al., 1997, Rodkey et al., 1999, Stone, 
1999, Almarza et Athanasiou, 2004). Es handelt sich um ein 

schwammartiges Gerüst aus hochgereinigtem Kollagen Typ I, das 
von Rinderachillessehnen gewonnen wird. 

Stone et al. (1997) implantierten auf der Grundlage ihrer in vitro 
und in vivo Studien das CMI in zehn Patienten. Es wurde das Ziel 

verfolgt, die Implantierbarkeit des Scaffolds und seine 
Zuverlässigkeit sowie seine Fähigkeit zur Induktion von neuem 

Gewebe zu evaluieren. 

Rodkey et al. (1999) implantierten das CMI in acht Patienten. Die 

histologischen Ergebnisse ergaben ein Einwandern von 
meniskus-ähnlichen Zellen, die neue Matrix produzierten. Das 

neu gebildete Kollagen erschien noch unreif und unorganisiert. 
Es gab keine Anzeichen von Entzündungungszellen oder einer 

immunologischen Abwehrreaktion (Mueller et al., 1999). Nach 

der 12-Monatskontrolle war die Matrix sehr dicht und begann 
langsam, wie Faserknorpel auszusehen. Die Autoren schlossen 

aus ihren Versuchen, dass das CMI ähnlich wie ein Meniskus zu 
fungieren scheint, indem er die chondrale Oberfläche schützt. Es 

wurden auch nach 32 Monaten keine degenerativen 
Veränderungen dokumentiert. 

Derzeit existiert kein anderes Meniskusimplantat, dessen Ergeb-
nisse mit denen des CMI vergleichbar wären. 

MRI–Kontrollen nach sechs Wochen zeigten, dass das Implantat 
mit neugebildetem Gewebe kleiner ist als ein normaler Meniskus. 

Weiterhin ließ sich feststellen, dass der Reifungsprozess auch 
noch ein Jahr postimplantationem aktiv ist. Das heißt, dass es 

mehrere Jahre dauern könnte, bis das neugebildete Gewebe die 
charakteristischen Eigenschaften des Faserknorpels erlangt hat.  
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Langzeitergebnisse sind noch nicht vorhanden. Mittlerweile 

klinisch und histologisch belegt, unterliegt das implantierte CMI 
einem langsamen Resorptionsprozess (Martinek et al., 2003, 

Rodkey, 2002). Das neugebildete Gewebe, das in das Gerüst 
einwächst, ist identisch mit Narbengewebe (Rodkey, 2002). 

Verantwortlich für diesen Vorgang sind die Zellen, die aus der 
Peripherie einwachsen und im Inneren des Gerüstes ihre Arbeit 

ausüben. Narbengewebe ist dem hochkomplexen Meniskus-
gewebe weit unterlegen (Messner, 1999). Das begründet auch 

die Destruktion des CMI vor allem im Hinterhornbereich. Dieser 
Bereich ist der stärksten Belastung ausgesetzt (Martinek et al, 

2002). 

Derzeit ist eine Multicenterstudie in Arbeit, an der 288 Patienten 

teilnehmen. Den Patienten wurde ein CMI als Meniskusersatz 
implantiert. Die Studie soll die Langzeiteffektivität des CMI 

zeigen. Ergebnisse liegen noch nicht vor. 

5.1.4 Beurteilung der aktuellen Möglichkeiten im Meniskusersatz 

Eine zusammenfassende Interpretation der unterschiedlichen 
Möglichkeiten, einen Meniskus zu ersetzen gestaltet sich äußerst 

schwierig, da die Studien in vielen wichtigen Faktoren stark 
variieren. So gibt es keine einheitliche Evaluation bei der 

Auswahl der Patienten, es wurden verschiedene Materialien 
verwendet und unterschiedliche chirurgische Techniken 

angewandt. Oft sind in den Studien nur kleine Fallzahlen 
aufgeführt und es wurde nur ein limitiertes follow–up 

durchgeführt (Mueller et al., 1999). 

Die Transplantation von Kadavermeniski wird derzeit zwar an 

einigen Orthopädiezentren durchgeführt, doch wird dieses 
Verfahren von vielen Autoren als ineffektiv bezeichnet (Rodkey et 

al., 1999 und Rodeo, 2001). Sie belegen ihre Aussage damit, 
dass die Transplantate schrumpfen, histologisch ein unheitliches 

Bild mit einer unorganisierten Kollagenausrichtung auffällt und 

sich signifikante Veränderungen in der extrazellulären Matrix 
ergeben. 

Autografts und synthetische Scaffolds konnten sich nicht durch-
setzen. Kollagenbasierende Scaffolds bezeichnen aktuell die 

meisten Erfolge und sind Gegenstand vieler laufender Studien 
(Ibarra et al., 1997 und 2000, Setton et al., 1999, Jackson et 

Simon, 1999, Martinek et al., 2005). 

5.1.5 Anforderungen an einen Meniskusersatz 

Die Anforderungen an einen Meniskusersatz sind nach dem 

derzeitigen Wissensstand gewachsen, da in den letzten Jahren 
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viele Erkenntnisse über die Physiologie der Meniski gewonnen 

wurden. 

Der Meniskusersatz muss als Gerüst fungieren, in das Kapillaren 

aus der Peripherie einsprossen können, um die Vaskularisation 
zu gewährleisten und Meniskuszellen einwachsen können (Adams 

et Muir, 1981, Stone et al., 1990). 

Das physiologische und biophysikalische Milieu muss gegeben 

sein, um den Fibrochondrozyten die nötigen Stimuli zur Synthese 
von Meniskusgewebe zufügen zu können. Die neugebildete 

extrazelluläre Matrix muss in ihrer Zusammensetzung genau der 
des Meniskus entsprechen (Guilak et al., 1994, Fink et al., 2001, 

Shin et al., 2003). 

Die für den Meniskus typische Kollagenfaserorientierung muss 

der des physiologischen Meniskus entsprechen (Renstrom et 
Johnson, 1990). 

Nur wenn all diese Vorraussetzungen erfüllt sind, kann der Ersatz 

die biomechanischen Eigenschaften des Meniskus erreichen und 
somit das Entstehen einer Arthrose verhindern (Bullough et al., 

1970, Stone et al., 1990). 

Messner et al. (1999) fordern ein gründliches Studium über die 

prä– und postembryonale Entwicklung des Meniskus in 
makroskopischer, mikroskopischer und biochemischer Hinsicht. 

Die physiologischen Veränderungen während der Wachstums-
phase und die daraus resultierenden Veränderungen der 

biomechanischen Eigenschaften müssen besser in die For-
schungsarbeit integriert werden. 

Hough et Webber (1990) fordern mehr Arbeit in der Pathologie 
des Meniskus, um die komplexen Mechanismen verstehen zu 

können. 

Martinek et al. (2001) sprechen sich für eine Weiterentwicklung 

des Verständnisses der Biologie des Meniskus, für die Weiter-

entwicklung von Wachstumsfaktoren, Zellen und Scaffolds aus. 

5.1.6 Tissue Engineering des Meniskus 

Durch die Vielfalt der zu berücksichtigenden Faktoren geht der 

Trend in der Behandlung von Meniskusverletzungen zum Tissue 
Engineering, bei dem alle oben aufgeführten Faktoren beachtet 

werden können (Arnoczky, 1999, Rodkey et al., 1999, Ibarra et 
al., 2000, Sweigart et Athanasiou, 2001). Das Tissue Engineering 

ist auch Gegenstand der derzeitigen Forschung (Ibarra et al., 
1997 und 2000, Setton et al., 1999, Jackson et Simon, 1999, 

Martinek et al., 2005). 



 62 

In der Arbeit mit Knochen und Knorpel erzielte das Tissue 

Engineering bereits grosse Erfolge (Sweigart et Athanasiou, 
2001). Wenig bekannt ist dagegen der Umgang mit dem 

Meniskus (Ibarra et al., 2000, Walsh et al, 1999, Almarza et 
Athanasiou, 2004). 

Der erste Versuch des Tissue Engineering am Meniskus in der 
Orthopädie geht zurück in das Jahr 1988, als Arnoczky und seine 

Kollegen versuchten, mit einem Fibrinklot die neu erkannten 
Meniskusheilungsvorgänge zu verbessern. Das Wissen über die in 

einem Blutgerinnsel enthaltenen Wachstumsfaktoren und 
stimulierenden Zytokine sollten die Regeneration initiieren. Der 

Fibrinklot wurde als Gerüst betrachtet, der eine Art Brücke 
zwischen den rupturierten Meniskusstellen bilden sollte. Die 

einsprossenden Blutgefässe sollten den Defekt ausfüllen und 
Zellen aus der Synovia, dem Fibrinklot und dem umliegenden 

Gewebe sollten den zerstörten Meniskus wieder aufbauen (Ibarra 

et al., 2000). 

Seitdem wurden unterschiedliche Materialien getestet, um den 

Meniskusschaden zu decken und den Zellen als Leitschiene für 
das Einwandern in den Defekt zu dienen (Ibarra et al., 2000). 

Nachfolgende Tabelle liefert eine Übersicht über die Scaffolds, die 
bereits als Meniskusersatz getestet wurden. 
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Material Besiedelt Beobach-

tungs-

zeitraum  

Versuchs-

tier 

Ergebnis Referenz 

Natürliche 

Scaffolds 

     

Kollagen I 

Schwamm 

nein 24 Wo Kaninchen Fibröses Gewebe, deg. Veränderung Walsh et al., 1999 

Kollagen I 

Schwamm 

Ja, MSC 24 Wo Kaninchen Fibröses Gewebe, deg. Veränderung Walsh et al., 1999 

Kollagengerüst Ja n.a. In vitro Anlagerung der Zellen ans Scaffold Nakata et al., 2001 

Kollagen I GAG Ja, FCZ 3 Wo In vitro Zellen nur peripher des Scaffolds Mueller et al., 1999 

Kollagen II GAG Ja, FCZ 3 Wo In vitro Zellen gleichmässig verteilt, guter GAG- 

Gehalt 

Mueller et al., 1999 

Kollagen I nein n.a. n.a. n.a. Stone et al., 1992 

Kollagen I nein n.a. Mensch Phase I der klinischen Tests Stone et al., 1997 

Kollagen I nein n.a. Mensch Phase II der klinischen Tests Rodkey et al., 1999 

Small intestinal 

Submukosa 

nein 12 Wo Kaninchen Vielversprechende Ergebnisse Cook et al., 1999 

Perichondrales 

Gewebe 

nein 12 Mon Schaf Schlechte Zugeigenschaften Bruns et al., 1998 

Periosteales 
Gewebe 

nein 24 Wo Kaninchen Knochen im Rep.gewebe Walsh et al., 1999 
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Material Besiedelt Beobach-
tungs-
zeitraum  

Versuchs-
tier 

Ergebnis Referenz 

Synthetische 

Scaffolds 

     

Carbonfiber nein 17 Wo Kaninchen Fibrose Veth et al., 1983 

PGLA  ja 6 Wo Schaf Organisierte Kollagenmatrix, guter PG-Gehalt Ibarra et al., 2000 

Tab. 5.1: Scaffolds für Tissue Engineering am Meniskus 

 FCZ: Fibrochondrozyten 

 MSC: mesenchymale Stammzellen 

 GAG: Glkosaminoglykane 

 PG: Proteoglykane 
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Die aktuellen Studien zum Thema Tissue Engineering am 

Meniskus werden im folgenden beschrieben: 

Ibarra et al. (1997) isolierten Fibrochondrozyten vom Kalb und 

besiedelten ein PGA–Scaffold und ein Alginat Gel. Diese Zell–
Polymerkonstrukte implantierten sie subkutan für vier, acht und 

16 Wochen in Mäuse in der Nähe eines Blutgefäßes. Die 
Auswertung erfolgte makroskopisch und histologisch 

(Hämatoxylin-Eosin-, Trichrom-, Safranin–O–Färbung). Die 
Ergebnisse verglichen sie mit dem Gewebe eines normalen 

Meniskus. Die 4-Wochen Kontrolle zeigte ein Wundheilungs-
gewebe. Nach acht Wochen schien das Gewebe mehr organisiert 

und faserknorpelig zu sein, nach 16 Wochen erinnerte die fibröse 
Matrix an Meniskusgewebe. Die Autoren selbst forderten 

biochemische Tests und Auswertungen, um die Zellen und das 
neugebildete Meniskusgewebe zu charakterisieren. 

Auf dieser Basis führten sie ein großes Tiermodell durch (Ibarra 

et al., 2000) Sie entnahmen die Meniski von fünf Schafen und 
isolierten die Fibrochondrozyten. Die Zellen wurden in ein PGA 

oder PGLA Scaffold infiltriert und fünf bis sieben Tage kultiviert, 
um den Zellen die Möglichkeit zu geben, sich an die Polymer-

fasern anzulagern. Die Zell–Polymerkonstrukte wurden für vier 
Wochen subkutan in die Schafe implantiert, wieder entfernt und 

als Meniskustransplantat in offener parapatellarer Arthrotomie 
ans Vorder– und Hinterhorn mit absorbierbaren Fäden genäht. 

Sechs Wochen posttransplantationem wurden die Tiere geopfert, 
die Scaffolds entnommen und sofort tiefgefroren. Die Aus-

wertung erfolgte makroskopisch und histologisch. Die Ergebnisse 
waren erfolgversprechend, doch wieder forderten die Autoren die 

Charakterisierung des neuen Gewebes durch eine analytische 
Auswertung. 

Walsh et al, (1999) führten eine Studie durch, in der sie die 

Regeneration von Meniskusverletzungen am Kaninchenmodell 
untersuchten. Sie setzten eine künstliche Läsion am medialen 

Meniskus. Eine Gruppe blieb unbehandelt, eine zweite Gruppe 
erhielt ein periosteales Autograft, einer dritten Gruppe wurde ein 

Kollagen Typ I Schwamm implantiert und die vierte Gruppe 
erhielt diesen Kollagenschwamm mit autologen, kultivierten 

mesenchymalen Stammzellen. Gruppe 1 zeigte eine unvoll-
ständige Reparatur mit ersten degenerativen Veränderungen am 

Kniegelenk, in Gruppe 2 wurde eine Differenzierung in Knochen-
gewebe und hyalinen Knorpel beobachtet, Gruppe 3 wies ein 

Narbengewebe auf. In Gruppe 4 konnte vermehrtes Reparatur-
gewebe dokumentiert werden, in dem Faserknorpel erkennbar 

war. In allen Gruppen waren degenerative Veränderungen 
erkennbar. 
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Mueller et al. (1999) besiedelten ein Kollagen Typ I, -II und –

Glykosaminoglykan-Scaffold mit Fibrochondrozyten vom Kalb in 
vitro und untersuchten die Proliferationsfähigkeit und die 

biosynthetische Aktivität dieser Zellen. Sie erhielten einen guten 
Gehalt an Glykosaminoglykanen und eine gleichmäßige Ver-

teilung der Zellen im Scaffold. 

Nakata et al. (2001) zeigten in ihrer Studie, dass sich kultivierte 

humane Meniskuszellen in einen porösen Kollagenschwamm inte-
grierten. 

Die Ergebnisse der laufenden Studien zeigen, daß das Tissue 
Engineering eine wirksame Möglichkeit zur Entwicklung eines 

langfristigen Meniskusersatz werden könnte. Dennoch ist noch 
kein Verfahren ausgereift, um mit den Ergebnissen zufrieden zu 

sein. Die aktuellen Studien sind zum Teil nur in vitro durch-
geführt worden. In den in vivo Studien wurde die 

Beobachtungszeit häufig sehr kurz angesetzt (Arnoczky, 1999). 

In dieser kurzen Zeit kann das komplexe Faserknorpelgewebe 
des Meniskus nicht entwickelt werden (Goble et al., 1999, 

Messner, 1999, Sweigart et Athanasiou, 2001). Weiterhin sind 
die explantierten Regenerate nicht auf ihren Anteil an extra-

zellulärer Matrix analysiert worden. 

5.2 Interpretation der Ergebnisse 

5.2.1 Studiendesign 

Basierend auf der Grundlage der bestehenden Arbeiten über das 

Tissue Engineering am Meniskus ist die vorliegende Arbeit 
entstanden. Von besonderer Wichtigkeit erschien die Berück-

sichtigung der Faktoren, die von den Autoren gefordert werden. 
Dabei handelt es sich um die detaillierte Auswertung der 

Zusammensetzung der Meniskusregenerate bezüglich ihrer 

extrazellulären Matrix sowie um biomechanische Tests (Ibarra et 
al., 2000, Almarza et Athanasiou, 2004, Walsh et al., 1999, 

Mueller et al., 1999). 

Schon mehrere Studien berichten über die Bestimmung der 

Matrixproteine, doch diese Studien wurden entweder in vitro 
oder an einem Allograft durchgeführt (Cook et Tomlinson, 2001). 

Vor allem die Markerproteine des Meniskus, Kollagen und 
Glykosaminoglykane, spielen im Nachweis eine essentielle Rolle. 

Das CMI, ein Kollagengerüst, das bereits klinisch Anwendung 
gefunden hat, wurde mit autologen Fibrochondrozyten der 

Versuchstiere Schaf besiedelt und sechs Wochen in Kultur 
gehalten. Nachdem die Adhäsion der Zellen ans Scaffold 

mikroskopisch bestätigt war, wurden die Zell– Scaffold-Kon-



 67 

strukte nach einer medialen Meniskektomie in die Versuchstiere 

implantiert. Die Opferung erfolgte drei und sechs Monate nach 
der Implantation. Als Kontrolle diente eine Gruppe, die als 

Meniskusersatz ein unbesiedeltes Scaffold erhielt und eine 
andere Gruppe, die nur meniskektomiert wurde. 

Die Auswertung erfolgte makroskopisch, histologisch und 
immunhistochemisch, analytisch und biomechanisch. Die ana-

lytische Auswertung beinhaltete die Bestimmung des Gesamt-
kollagengehalts sowie des Glykosaminoglykangehaltes, die 

Bestimmung des spezifischen Anteils von Kollagen Typ II, die 
Bestimmung des Wassergehaltes und die Überprüfung der 

Aktivität der Fibrochondrozyten. 

Dies ist die erste Studie über das Tissue Engineering am Menis-

kus, das an einem großen Tiermodell durchgeführt wurde. 

Die Kulturdauer von sechs Wochen wurde gewählt, um den 

Fibrochondrozyten ausreichend Zeit zu gewähren, sich an das 

Scaffold anzulagern. Gefestigt wird dies durch das Ergebnis von 
Verbruggen et al. (1996) in einer Studie zur Implantation von 

Allografts. Darin stellten die Autoren fest, dass die Meniski vor 
der Implantation für mindestens zwei Wochen kultiviert werden 

sollten. Erst ab diesem Zeitraum kann die Produktivität der 
Zellen vorausgesetzt werden. Auf die subkutane Implantation, 

die Ibarra et al. (2000) anwendeten, wurde verzichtet, weil sich 
in den Vorversuchen zur Kultivierung der Fibrochondrozyten 

herausstellte, daß die Zellen nach sechs Wochen optimal 
integriert waren (Nitschke, 2006). Desweiteren wurde 

besonderen Wert darauf gelegt, die Zellen sofort in ein physio-
logisches biophysikalisches Milieu zu übertragen, das sie bei der 

Implantation in die Versuchstiere erhielten. 

Im Hinblick auf die fehlenden Langzeitstudien wurde der Be-

obachtungszeitraum bewusst länger angesetzt als sechs Wochen. 

Mit drei und sechs Monaten sollten die autologen Zellen so weit 
in den normalen Gelenkkomplex integriert sein, dass sie ihre 

Produktion von extrazellulärer Matrix aufgenommen haben. 

Ein weiterer entscheidender Punkt bei dem Design dieser Studie 

war die Größe der Fallzahl. Da die meisten Studien zu diesem 
Thema nur eine sehr geringe Anzahl an Versuchstieren 

aufzuweisen hatten, wurden hier 39 Tiere beobachtet, um für die 
Ergebnisse eine möglichst große Breite zu erhalten. 

5.2.2 Schafe als Versuchstiere in der Kniegelenksforschung 

Um den menschlichen Bedingungen möglichst nahe zu kommen, 
wurde bei der Wahl der Versuchstiere besonderer Wert darauf 

gelegt, dass die Biomechanik des Kniegelenkes mit der des 
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Menschen vergleichbar ist. Dafür kamen Rinder und Schafe in 

Frage. Diese Spezies eignen sich am besten für mechanische 
Studien (Sweigart et Athanasiou, 2001). Blickt man zurück, kann 

man unschwer erkennen, dass sich vor allem Schafe in der 
Kniegelenksforschung durchgesetzt haben (Mandl, 1929, 

Milachowski et al., 1989, Kohn et al., 1992, Milachowski et al., 
1994, Spindler et al., 1995, Bosch et al., 1998, Ibarra et al., 

2000). Weitere Vorteile bei Schafen in der Kniegelenksforschung 
sind die akzeptablen Haltungskosten im Vergleich zu Rindern, die 

vergleichbare Anatomie und Größe zum Menschen, die 
Anwendung der gleichen Operationstechniken und das ähnliche 

Bewegungsmuster. 

5.2.3 Entlastung bei Schafen 

Zur Begünstigung der Einheilung des Scaffolds muss das 

operierte Gelenk entlastet werden. Die Entwickler des CMI geben 
eine dreiwöchige Vollentlastung an. Bis zur sechsten Woche soll 

nur teilbelastet werden, anschließend ist eine Vollbelastung 

erlaubt (Rodkey et al., 1999). Zur postoperativen Entlastung bei 
Schafen hat sich die Achillessehnenteilresektion als gängige 

Methode durchgesetzt (Milachowski et al., 1994, Bruns et al., 
2000). 

Um die Entlastung zu gewährleisten, wurde in der vorliegenden 
Studie ebenfalls eine Achillessehnenresektion durchgeführt. Der 

Operationsaufwand war nur circa fünf Minuten länger als die 
eigentliche Operation, es traten keine Wundheilungsstörungen 

auf und nach acht Wochen konnten alle Tiere wieder ohne Ein-
schränkung vollbelasten. 

5.2.4 Anwendung am medialen Meniskus 

Die häufige Anwendung bei der Transplantation am medialen 
Meniskus ist darauf zurückzuführen, dass das mediale Kom-

partiment öfter betroffen ist als das laterale (Verdonk et al., 
1994). Der Ersatz des lateralen Meniskus befindet sich noch 

tiefer im experimentellen Stadium als der Ersatz des medialen 

Meniskus (Kohn, 1994). Zunächst muss eine Möglichkeit 
gefunden werden, den medialen Meniskus erfolgreich zu 

ersetzen, bevor dies beim lateralen Meniskus versucht wird. Das 
wird auch von anderen Studien bestätigt, die sich auf den Ersatz 

des medialen Meniskus konzentrieren (Milachowski et al., 1989, 
Walsh et al., 1999). 
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5.2.5 Operationstechnik zur Implantation des Scaffolds 

Zur Transplantation von Meniski haben sich mehrere Techniken 

durchgesetzt: die Arthrotomie mit einem Knochenblock zur 
Befestigung des Transplantates an das Vorder– und Hinterhorn 

zur Bildung einer Knochenbrücke, die Arthroskopie ohne 
Knochenblockbefestigung und eine Kombination aus beiden 

Methoden (Kuhn et Wojitys, 1996). Bisher ist die Arthrotomie die 
am häufigsten angewandte Operationstechnik zur Transplan-

tation von Meniski (Milachowski et al., 1994). Dies ist begründet 
in der leichteren Handhabung während der Operation und mit 

dem niedrigeren Kostenaufwand im Vergleich zur Arthroskopie. 
Doch fordern einige Autoren die Umstellung zu minimal invasiven 

Operationsverfahren, um den Gewebedefekt gering zu halten und 
das physiologische Milieu des Kniegelenkes so wenig wie möglich 

zu beeinträchtigen (Veltri et al., 1994, Martinek et al., 2000). 

5.2.6 Makroskopische Beurteilung der Explantate 

Zur makroskopischen Beurteilung der tissue engineerten Meniski 

wurden die Knorpelläsionen am Femur und an der Tibia 

herangezogen. Die Einteilung erfolgte nach Bauer und Jackson 
(1988), die die Knorpeldefekte bezüglich ihrer Genese in 

traumatische und degenerative Läsionen einteilen.  
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Tab. 5.2: Einteilung der Knorpeldefekte nach Bauer und Jackson, 1988, aus Strobel, 

1998 

 

In der Gruppe der tissue engineerten Meniski wurden weniger 

Knorpelschäden im medialen Kompartiment beobachtet wie in 
der Gruppe der unbesiedelten Scaffolds. Die Bildung eines 

Regenerats nach Meniskektomie wurde in einigen Fällen in der 
Gruppe der meniskektomierten Schafe registriert, was schon aus 

Studien mit Kaninchen und Hunden bekannt ist (Walsh et al., 
1999). Nach der Entfernung der Meniski bildet sich durch das 

Einbluten aus perimeniskalen Gefäßen ein Fibrinclot, der als 
Scaffold für das Einwandern von Zellen aus Kapsel und Synovia 

dient (Cook et al., 1999, Walsh et al., 1999). Palpatorisch sind 

die Regenerate aus Gruppe 3 den explantierten CMI-Scaffolds 
aus Gruppe 1 und 2 qualitativ stark unterlegen. 

5.2.7 Bedeutung der Fibrochondrozyten 

Die Kenntnis der biologischen Eigenschaften der Fibrochon-
drozyten bildet die Voraussetzung für die Entwicklung neuer 

Behandlungsmethoden für einen Meniskusersatz (Webber, 1990). 
Der Ursprung zur Erforschung des Knorpelgewebes in Kultur liegt 

90 Jahre zurück und wurde von Carrell und Burrow im Jahr 1910 
beschrieben. Die entscheidenden Fortschritte im Umgang dieser 

Zellen ist Webber und Kollegen zu verdanken. Sie führten den 
Begriff der Fibrochondozyten für Meniskuszellen ein. Sie zeigten, 

dass Fibrochondrozyten proliferationsfähig sind und Matrix 
produzieren, wenn sie einem physiologischen Milieu ausgesetzt 

sind. Weder das Alter noch das Geschlecht der Versuchstiere 
haben einen Einfluss auf die Produktivität und die Synthese-

eigenschaften der Fibrochondrozyten (Webber et al., 1985). 

VI: Fibrillation und Ab-

lösung V: Fibrillation 
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5.2.8 Histologische Auswertung 

Die Histologie bestätigte ein dem physiologischen Meniskus 

ähnlicheres Erscheinungsbild in der Gruppe der besiedelten CMIs 
im Vergleich zu den unbesiedelten und meniskektomierten 

Gruppen. Eine niedrigere Zahl an Fibrochondrozyten war 
verbunden mit einer höheren Dichte an extrazellulärer Matrix, 

einer besseren Vaskularisation und Integration der Scaffolds. Die 
Bilder aus der meniskektomierten Gruppe erinnerten an 

einfaches Wundheilungsgewebe mit einer Infiltration von 
Entzündungs– und Reparaturzellen. Es wurden keine Anzeichen 

von Knorpelgewebe gefunden (Nitschke, 2006). 

5.2.9 Immunhistochemische Auswertung 

Zusätzlich zu den gängigen histologischen Färbungen wurde die 

Immunhistochemie angewandt, um selektiv Kollagen Typ I und II 
sowie Makrophagen darzustellen. 

Gerade für die spezielle Fragestellung zur Darstellung bestimm-
ter immunreaktiver Proteine wird die Immunhistochemie häufig 

verwendet. Das Prinzip besteht in der Anfärbung der 

antigentragenden Struktur mit Antikörper–Farbkomplexen (Noll, 
S. 2000). Auch im Bereich des Tissue Engineering am Meniskus 

fand die Immunhistochemie bereits Anwendung. Cook et 
Tomlinson (2001) wiesen in ihrer Studie Kollagen Typ I und II 

immunhistochemisch nach, um die in ihrer Arbeit verwendeten 
Grafts (Porcine Small intestinal Submukosa an Hunden) mit 

normalem Meniskus vergleichen zu können. 

Da das CMI ausschließlich aus Fasern des Kollagentyp I 

hergestellt wurde, wurde das Kollagen Typ II ausgewählt, um die 
Verteilung der neugebildeten Kollagenfasern darzustellen. 

Kollagen Typ I sollte nachgewiesen werden, um die prozentuale 
Verteilung von Kollagen Typ I und II aufzuzeigen. Um eine 

Aussage treffen zu können, ob im Rahmen unserer Versuche 
Entzündungen entstanden sind, die makroskopisch und 

histologisch nicht zu beurteilen waren, sollten Makrophagen 

nachgewiesen werden. Makrophagen sind zum einen an 
Entzündungsprozessen beteiligt, zum anderen weisen sie phago-

zytotische Eigenschaften auf (Böcker, 2001). 

Aufgrund des geringen Angebotes an Antikörpern für die Spezies 

Schaf konnte nur das Kollagen Typ II nachgewiesen werden, bei 
dem eine Kreuzreagibilität von Mensch auf Schaf möglich war. Es 

wurde eine neue Methode zur immunhistochemischen 
Darstellung von Kollagen Typ II im Schafsmeniskus etabliert. Bei 

den Vorversuchen zu Kollagen Typ I und Makrophagen gelang 
diese Übertragung nicht. Die Hauptprobleme lagen in der Wahl 
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der Versuchstiere sowie des Einbettungsmediums. Die in der 

Immunhistochemie gängige Darstellung von Makrophagen findet 
zum Großteil an Menschen und Kaninchen statt. Die bio-

mechanischen Vorteile, die sich in vorliegender Studie durch die 
Wahl des Versuchstieres Schaf ergaben, erschienen wichtiger als 

die immunhistochemische Darstellung von Makrophagen. Weiter-
hin wurden Paraffinschnitte zugunsten der Standardfärbungen 

Hämatoxylin-Eosin, Alcian Blau und Van Giesson angefertigt. Für 
die für die Immunhistochemie gängigere Methode der 

Kryoschnitte wären mehrere Antikörper zur Verfügung gestan-
den. 

Bei der Auswertung der Kollagen Typ II-Immunhistologien ging 
man davon aus, daß sämtliches Kollagen Typ II neugebildet oder 

von peripher eingewandert sein mußte, da das CMI nach 
Herstellerangaben ausschließlich aus Kollagen Typ I synthetisiert 

wurde. Diese Annahme wurde durch das Tissue Array bestätigt, 

bei dem Sehnengewebe als Negativkontrolle fungiert. In den 
Versuchen zeigte sich immer ein negatives Farbergebnis. Eine 

stärkere Kollagenisierung entspricht demnach einer vermehrten 
Kollagenbildung. Weiterhin wurde die Verteilung der Kollagen-

fasern bezüglich ihrer Lage beurteilt. Eine diffuse, das heisst 
gleichmäßige Verteilung der Kollagenfasern im Präparat spricht 

für eine homogene Lage der kollagenproduzierenden Zellen. 

In der Gruppe 1 war die Intensität der Färbungen variabler als in 

Gruppe 2 und 3, das Spektrum reichte von stark bis gering. In 
Gruppe 2 und 3 war es nur mittelgradig. Man kann annehmen, 

dass durch das Tissue Engineering das Kollagen Typ II stabiler, 
beziehungsweise besser anfärbbar war. Die Verteilung des 

Kollagen Typ II war in Gruppe 1 bevorzugt diffus. Durch das 
Besiedeln des Scaffolds mit Zellen wurde eine homogene Ver-

teilung der Zellen erreicht. Dementsprechend war ihr Produkt, 

das Kollagen II, besser verteilt. In den Gruppen 2 und 3 lag das 
Kollagen Typ II mehr fokal, das heißt zusammengedrängt an 

einer Stelle. Die Zellen hatten sich zu Zellnestern zusammen-
gelagert. Diese Beobachtung bestätigt die Annahme, dass durch 

das Besiedeln der Scaffolds mit Fibrochondrozyten eine 
homogene Verteilung der Zellen erreicht werden konnte. Die 

homogene Verteilung der Fibrochondrozyten und folglich die 
diffuse Verteilung ihres Produktes, dem Kollagen, ist essentiell 

für die biomechanischen Eigenschaften des Meniskus. 
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5.2.10 Analytische Auswertungen  

Als Hauptbestandteil des Meniskus nehmen die Matrixproteine 

Kollagen und Glykosaminoglykane den wichtigsten Stellenwert 
ein, da sich die Kompressions– und Zugfestigkeit des Meniskus 

aus der Interaktion von Kollagen–Glykosaminoglykan–Kom-
plexen sowie dem Wassergehalt ergibt (Favenesi et al, 1983, 

Yannas, 1972, Stone et al., 1990). In der vorliegenden Studie 
soll gezeigt werden, wie sich der prozentuale Anteil der 

Matrixproteine im tissue engineerten Gewebe im Vergleich zum 
nicht tissueengineerten Gewebe verhält. Man ging davon aus, 

daß ein höherer Anteil an Matrixproteinen einer aktiveren 
Produktion der Fibrochondrozyten entspricht. 

Die quantitativen Messungen für Kollagen und Glykosamino-
glykane wurden für alle drei Gruppen durchgeführt. Der 

Aussagewert der Gruppe 3 ist gering, da schon makroskopisch 
große Unterschiede zu den anderen zwei Gruppen auffielen. Die 

Regenerate hatten ein minderwertiges Erscheinungsbild und 

erschienen sehr weich, wohingegen die Regenerate der Gruppen 
1 und 2 meniskusähnlich waren. Dies legte den Schluss nahe, 

dass sowohl die Zellen als auch die Zusammensetzung der 
extrazellulären Matrix komplett unterschiedlich zu den 

Meniskusregeneraten sein müssen. Die verwendeten Messver-
fahren waren ausschließlich für die Proteine der extrazellulären 

Matrix etabliert und sind hochspezifisch. Bei der Auswertung der 
Regenerate aus Gruppe 3 zeigten sich unwahrscheinlich hohe 

Werte, die eine Richtigkeit fast ausschließen lassen. Es ist 
wahrscheinlich, daß in Gruppe 3 nicht die gewünschten Proteine 

nachgewiesen wurden, sondern andere Proteine, die mit den 
Messmethoden reagierten. 

5.2.10.1 Gesamtkollagengehalt im Explantat 

Noch bis in die 80er Jahre war es sehr aufwändig und zeit-
intensiv, den Kollagengehalt in einem Gewebe zu bestimmen, da 

dies allein durch Indentifizierung von einzelnen Amino-

säuresequenzen durchgeführt werden konnte (Cheung, 1987). 
Mittlerweile wurden einfachere Methoden entwickelt, bei denen 

durch die Bindung von Kollagen mit einem Farbstoff dieser 
Komplex spektrometrisch erfasst werden kann. Seitdem wandte 

man die quantitative Messung von Kollagen immer häufiger an 
(Brown et al., 2000). Doch in der Definition des gesamten 

Kollagengehaltes ist man sich nach wie vor nicht einig. Cheung 
(1987) bestimmt in klassischer Weise die unterschiedlichen 

Kollagenstadien durch verschiedene Extraktionsmedien. Die 
Messung des pepsin-löslichen Kollagens erfolgt durch 48-
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stündige Extraktion mittels Pepsinlösung (2 mg/ml in 0,5 M 

Essigsäure). Dieser Anteil entspricht dem neugebildeten 
Kollagen, das noch keine Crosslinks gebildet hat. Um auch den 

Anteil des crosslinked Kollagen zu erhalten, wird das restliche 
unlösliche Gewebe mit 6N Salzsäure bei 108°C über Nacht 

gekocht. Im Gegensatz dazu definieren Eyre et Wu (1983) und 
Brown et al. (2000) den Kollagengesamtgehalt als den Gehalt, 

der durch Salz, Säure und Pepsin löslich ist. 

In dieser Studie wurde der Kollagengehalt als der Anteil des 

Kollagens betrachtet, der noch keine crosslinks gebildet hat (vgl. 
2.1). Weiterhin ging man davon aus, dass das Kollagen Typ I, 

aus dem das CMI besteht, nicht löslich ist. Sonst hätten die 
Ergebnisse in den Vorarbeiten einen weitaus höheren Gehalt an 

Kollagen ergeben müssen. Auf die Bestimmung des Gehaltes des 
unlöslichen Kollagens wurde verzichtet, da die Vorversuche, bei 

denen das Kollagen durch langes Kochen in Gelatine überführt 

werden sollte, keine validen Messergebnisse ergaben. Es blieb 
immer ein unterschiedlich großer Rest an unlöslichem Kollagen 

übrig. So hätte man wieder nur einen unspezifischen Teil des 
Kollagens erhalten. 

Die Extraktionslösungen unterschieden sich nur in wenigen 
Parametern und hatten keinen Einfluss auf die Kollagenextraktion 

(Eyre et Wu, 1983, Cheung, 1987, Brown et al., 2000). 

Cheung (1987) unterteilte den Gehalt des Kollagens in zwei 

weitere Bereiche: das innere Drittel mit 70% Kollagen, davon 
34% pepsin-löslich und die äußeren zwei Drittel des Meniskus 

mit 80% Kollagen, davon weniger als 20% pepsinlösliches 
Kollagen. Diese detailierte Unterteilung war in der Studie nicht 

umsetzbar, da die explantierten Scaffolds nicht die nötige Größe 
aufwiesen, um noch eine zweigeteilte Messung durchführen zu 

können. 

Der Mittelwert des Kollagengehaltes in Gruppe 1 liegt mit knapp 
28% etwas über dem von Gruppe 2 mit circa 24,5%. Das 

entspricht einer Steigerung von 13% gegenüber den 
unbesiedelten CMIs. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Zellen in den 

besiedelten Scaffolds aktiver sind und mehr kollagene Fasern 
gebildet haben. Man kann davon ausgehen, dass die Zellen durch 

die in-vitro Kultivierung schon sehr bald ihre Funktion als 
Kollagenbildner aufnehmen konnten. In Gruppe 2 mußten die 

Fibrochondrozyten erst aus der Peripherie einwandern und sich in 
den Gewebeverband integrieren, bevor sie ihre Produktivität 

beginnen konnten. Der extrem hohe Kollagengehalt von fast 
41% in Gruppe 3 läßt vermuten, dass bei der Messung nicht nur 

selektiv das Kollagen mit dem Farbstoff reagierte, sondern auch 
andere Proteine, die das Ergebnis verfälschen. Der niedrige 

Kollagengehalt im nativen Schafsmeniskus von 13% ist durch 
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den stabilen und damit unlöslichen Kollagenkomplex erklärbar, 

aus dem das physiologische Meniskusgewebe besteht. Für die 
Kollagensynthese ist die Zeitspanne von drei bis sechs Monaten 

sehr kurz. In dieser Zeit sind die Kollagenkomplexe noch leichter 
extrahierbar als in einem „alten“ Meniskus. Man spricht von 

jungem Kollagen. Die Richtigkeit der Messungen wird bestätigt 
durch die Nullkontrollen, die an einem unbehandelten CMI mit 

durchgeführt wurden. Diese Negativkontrollen liefen bei allen 
Messungen mit und ergaben immer den Wert Null. Dies zeigt, 

dass die Kollagenfasern, die das Scaffold bilden, durch unsere 
Messverfahren nicht lösbar waren und alles lösliche Kollagen 

neugebildet oder von peripher eingewandert sein muss. 

5.2.10.2 Gehalt von Kollagen Typ II 

Das Kollagen Typ II wurde separat durch einen ELISA gemessen, 

um eine Differenzierung zwischen dem Typ I und dem Typ II zu 
ermöglichen. Bei dem Gehalt von Kollagen Typ II konnte man 

sicher davon ausgehen, das dieses Kollagen neugebildet worden 

war, da es nicht aus dem CMI stammen konnte. Der Gehalt an 
Kollagen Typ II war in Gruppe 1 mit 1,82% am höchsten. Im 

Vergleich zu Gruppe 2 entspricht das einer Steigerung von 41%. 
Der hohe Gehalt an Kollagen Typ II in Gruppe 1 kann als 

Effektivität der Fibrochondrozyten interpretiert werden, was 
zeigt, dass die in vitro eingebrachten Fibrochondrozyten rasch 

ihre Funktion ausüben können. In Gruppe 2 ist der Gehalt 
wesentlich niedriger. Im Regenerat konnte fast kein Kollagen Typ 

II nachgewiesen werden, was auf den geringen Gehalt an 
Fibrochondrozyten zurückzuführen ist. Diese Annahme wird 

durch die histologischen Präparate bestätigt. Auch bei dem 
selektiven Nachweis von Kollagen Typ II zeigte sich durch die 

Negativkontrolle, dass aus dem reinen CMI kein Kollagen 
herausgelöst werden konnte. Ob das Kollagen II nun neu 

gebildet wurde oder von peripher eingewandert war, kann nicht 

nachgewiesen werden. Da aber in Gruppe 1 ein höherer Wert 
festgestellt wurde, kann man davon ausgehen, daß durch das 

Tissue engineering die Zellen Kollagenfasern produzieren oder 
die Kollagenfasern angeregt werden, ins Scaffold einzuwandern. 

5.2.10.3 Glykosaminoglykangehalt im Explantat 

Wie auch die Bestimmung des Kollagens, so war auch die 
Bestimmung der Glykosaminoglykane sehr aufwändig und 

unspezifisch (Farndale et al., 1982). Mittlerweile hat sich zur 
Messung sulphatierter Glykosaminoglykane als Standardmolekül 

für die Messung der extrazellulären Matrix, die Dimethyl-
methylenblau (DMB)–Methode bewährt (Farndale et al., 1986). 
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Man macht sich die Eigenschaft der Glykosaminoglykane zu 

nutze, Kationen zu binden. Taylor and Jeffree beschrieben 1969 
erstmals diese Methode. Der positiv geladene Farbstoff DMB 

bildet mit den Glykosaminoglykanen einen Komplex, der 
spektrometrisch erfasst werden kann. Nachteilig hat sich 

ergeben, dass auch andere Anionen, wie zum Beispiel DNA, 
gebunden werden und eine Reaktion zeigen. Das Ergebnis war 

also relativ unspezifisch. Mehrere Forschungsgruppen (Farndale 
et al, 1986,Chandrasekhar et al., 1987) verbesserten diese 

Methode, indem sie andere Polyanionen ausschalteten. Von 
Vorteil ist die ubiquitäre Anwendung dieser Messmethode. So 

lassen sich die Glykosaminoglykane in arteriellen Gefässen in 
gleicher Weise messen wie die Glykosaminoglykane im 

Knorpelgewebe (Farndale et al., 1982, Saklatvala et Sarsfield, 
1983, Jubb, 1984). In vielen Studien wurde die DMB–Methode 

bereits angewendet (Bosch et al., 1998, Mueller et al., 1999, 

Brown et al., 2000, Cook et Tomlinson, 2001). In dieser Studie 
wurde ebenfalls mit der bewährten DMB–Methode gearbeitet und 

die Extraktion nach Farndale verwendet. Die Etablierung der 
Meßmethode mit Schafsmeniski als Probenmaterial konnte 

gezeigt werden. Eine Extraktion durch das Enzym Trypsin 
brachte keine Vorteile mit sich und wurde deswegen nicht weiter 

analysiert. Auf die Differenzierung in die einzelnen Glykosamino-
glykantypen sowie in N- und O- sulphatierte Glykosaminoglykane 

verzichtete man, weil das Interesse in den biomechanischen 
Eigenschaften lag und nicht in der selektiven prozentualen Ver-

teilung. 

Der Mittelwert des Glykosaminoglykangehaltes in Gruppe 1 liegt 

mit 2,2% weit über dem Gehalt von Gruppe 2 mit 0,5%. 
Vergleicht man beide Gruppen miteinander, fällt eine Steigerung 

des Glykosamino-glykangehaltes in Gruppe 1 um den Faktor 4,6 

auf. Dies zeigt deutlich, daß durch die Besiedelung mit Zellen 
mehr extrazelluläre Matrix gebildet wird. Der massiv hohe Anteil 

an Glykosaminoglykanen in Gruppe 3 mit 44,7% muss darauf 
zurückgeführt werden, dass die Regenerate nicht die Proteine 

enthielten, für die die Messmethode etabliert war. Dies zeigen 
auch die Werte für einen physiologischen Schafsmeniskus. Mit 

4,6% entspricht dieser Wert den Angaben in der Literatur. Ein 
Wert, der um den Faktor 10 höher ist, muß als Messfehler 

angesehen werden.  

Während der in vitro Phase wurden ebenfalls Glykosamino-

glykanmessungen durchgeführt, bei denen keine positiven 
Ergebnisse zu vermerken waren. Vergleicht man diese 

Ergebnisse mit denen der implantierten Scaffolds kommt man zu 
der Erkenntnis, dass für die Produktion von Glykosamino-

glykanen nicht nur aktive Zellen notwendig sind, sondern auch 

das richtige physiologische Milieu, das den Zellen durch die 
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Implantation in die Versuchstiere gegeben wurde. Gerade beim 

Tissue Engineering am Meniskus ist es essentiell, den physio-
logischen Stimulus zu berücksichtigen. 

5.2.10.4 Wassergehalt in den Explantaten 

Der Wassergehalt innerhalb der einzelnen Gruppen zeigte keinen 
Unterschied. Im nativen Schafsmeniskus war er geringer als in 

den drei Gruppen. Der hohe Wassergehalt zeigt die Insuffizienz 
des Meniskusersatzes im Vergleich zum nativen Meniskus. Je 

höher der Wassergehalt ist, desto weniger Widerstand kann das 
Transplantat den physiologischen Anforderungen entsprechen. 

Der physiologische Meniskus enthält 10% weniger Wasser und 
achtmal weniger Glykosaminoglykane als der Gelenkknorpel 

(Adams et Muir, 1981). 

5.2.10.5 Sulphat uptake-Versuch 

Zur Darstellung der Produktivität von Fibrochondrozyten ist die 

Verwendung von 35SO4 eine gängige Methode, die in vielen 
Studien bereits Anwendung gefunden hat (Webber et al., 1986, 

McDevitt et Webber, 1990, Verbruggen et al., 1996). In der 

Gruppe der besiedelten CMIs konnte eine höhere Zellaktivität im 
Vergleich zu der nicht besiedelten Gruppe nachgewiesen werden. 

Dies zeigt, dass durch die Besiedelung der Scaffolds mit Zellen 
deren Produktivität erhöht werden kann. Dieser erwünschte 

Effekt korreliert mit den Ergebnissen der Kollagen- und 
Glykosaminoglykanmessung. In der Gruppe 1 ließ sich jeweils 

der höchste Gehalt der Matrixproteine nachweisen. 

5.2.11 Biomechanik 

Die biochemischen Ergebnisse zeigen den Trend zum Tissue 

Engineering des Meniskus bei Meniskusverlust. Doch trotz den 
erfolgversprechenden Auswertungen zeigen die Explantate nicht 

die gewünschte biomechanische Stabilität und Funktion. Die 
post-operative Phase, in der die Tiere durch die ipsilaterale 

Achilles-sehnenresektion nur teilbelastet haben, resultierte in 
einer Verkleinerung der Kollagenscaffolds. In neun Fällen wurde 

sogar eine komplette Destruktion der Scaffolds beobachtet. In 

dieser kurzen Zeit konnte das komplexe Faserknorpelgewebe des 
Meniskus nicht entwickelt werden (Goble et al., 1999, Messner, 

1999, Sweigart et Athanasiou, 2001). 

Mit Hilfe des Druck-Relaxationsversuches wurde die verminderte 

Steifigkeit der Explantate aller drei Gruppen im Vergleich zum 
physiologischen Meniskus festgestellt. Durch die Besiedelung des 

Scaffolds mit den Fibrochondrozyten konnte aber eine 
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Verbesserung der Steifigkeit in Gruppe 1 erreicht werden 

(Nitschke, 2006). 

5.2.12 Aufbewahrung von Materialien 

Die Messungen zur analytischen Auswertung konnten aus 

technischen Gründen nicht unmittelbar nach der Explantation 
durchgeführt werden. Die CMI–Scaffolds wurden direkt nach der 

Explantation lyophylisiert und bei -82°C aufbewahrt, bis die 
Messung durchgeführt werden konnte. Dass diese Methode zur 

Aufbewahrung von Geweben ohne Denaturierung vonstatten 
geht, wurde von Arnoczky et al. bewiesen (Arnoczky et al., 

1988). 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Die therapeutischen Möglichkeiten nach dem Verlust eines 

Meniskus stellen nach wie vor ein ungelöstes Problem in der 
Orthopädie dar. Es wurden bislang verschiedene Materialien als 

Meniskusersatz getestet, bis heute konnte sich aber keine 
Methode durchsetzen. Das Tissue Engineering wird als eine 

vielversprechende Möglichkeit betrachtet. 

Im Mittelpunkt der vorliegenden Studie standen die Matrixpro-
teine, Kollagen und Glykosaminoglykane im tissue engineerten 

Meniskus. Diese bilden zusammen mit den nichtkollagenen 
Matrixproteinen und Wasser die extrazelluläre Matrix des 

Meniskus. Durch die Eigenschaft der einzelnen Kollagenfasern, 
sich zu dehnen und das Gewebe zu verstärken, ist das Kollagen 

für die Zugfestigkeit des Meniskus verantwortlich. Die 
Glykosaminoglykane übernehmen durch ihre Fähigkeit, Wasser 

zu binden, die Aufgabe der Elastizität. Nur durch die perfekte 
Interaktion dieser beiden Moleküle sind die mechanischen 

Grundeigenschaften des Meniskus gewährleistet. Die Glyko-
saminoglykane sind zwischen den Kollagenfasern eingelagert und 

bestimmen durch ihre Viskoelastizität die Zug- und Druck-
festigkeit der Kollagene. Schon geringe Schwankungen in diesem 

sensiblen Gleichgewicht wie beispielsweise die Änderung der 

Faserrichtung der Kollagene oder ein abweichender Wasser-
gehalt, nehmen erheblichen Einfluss auf die Funktion des 

Meniskus. Dies macht die Entwicklung eines Meniskusersatzes so 
schwierig. 

In dieser Studie wurde ein Kollagenscaffold, das Collagen 
Meniscus Implant (CMI), mit autologen Fibrochondrozyten 

besiedelt und in Schafe als Meniskusersatz implantiert. Nach 
einem Beobachtungszeitraum von drei bis sechs Monaten wurden 

die Scaffolds explantiert und analytisch, makroskopisch, 
histologisch und biomechanisch untersucht. Zum Vergleich wurde 

einem Teil der Versuchstiere ein unbesiedeltes Scaffold implan-
tiert. 

Die analytische Auswertung beinhaltete die quantitative 
Bestimmung des Gesamtgehaltes von Kollagenen und Glyko-

saminoglykanen durch Farbstoff-Bindungsreaktionen sowie die 

Bestimmung des Gehaltes von Kollagen Typ II durch einen 
ELISA. Weiterhin wurde der Wassergehalt berechnet sowie die 

Zellaktivität durch einen Sulphat Uptake-Versuch ermittelt. 
Immunhistochemisch wurde selektiv das Kollagen Typ II 

dargestellt, um den Faserverlauf von neugebildetem Kollagen 
deutlich zu machen. 
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Die ersten Versuche im Tissue Engineering am Meniskus führte 

die Forschungsgruppe um Ibarra im Jahre 1997 durch. Sie 
implantierten besiedelte Scaffolds subkutan in Mäuse, 

untersuchten diese nach einem Beobachtungszeitraum von 4, 8 
und 16 Wochen histologisch und verglichen diese mit einem 

physiologischen Meniskus. Sie stellten fest, daß das Tissue 
Engineering am Meniskus möglich ist. Die positiven Ergebnisse in 

der Histologie lassen auf ein vielversprechendes zukunfts-
orientiertes Verfahren hoffen. In der vorliegenden Studie 

konnten die Ergebnisse an einem Tierversuchsmodell bestätigt 
werden. Die Verbesserungen, die Ibarra selbst nach der 

Beendigung seiner Versuche aussprach, wurden weitestgehend in 
vorliegender Studie berücksichtigt. Dies waren biochemische und 

biomechanische Tests, um die Explantate hinsichtlich ihrer 
Funktion und ihrer Zusammensetzung zu analysieren (Ibarra et 

al., 1997). 

Die quantitative Bestimmung des Gesamtgehaltes an Kollagen 
und Glykosaminoglykanen ergab in der Gruppe der besiedelten 

CMIs im explantierten Gewebe einen deutlich höheren Gehalt als 
in den Explantaten der unbesiedelten CMIs. Der höhere Gehalt 

an Glykosaminoglykanen und Kollagenen zeigt, dass die 
Besiedelung eines Scaffolds mit autologen Zellen labortechnisch 

generell durchführbar ist. Auch in vivo stellt sich diese Methode 
als möglich heraus, was über den langen Zeitraum von der 

Implantation zur Explantation der besiedelten Scaffolds gezeigt 
werden konnte. Die implantierten Zellen haben die Möglichkeit, 

in dem technisch geschaffenen Milieu lange zu überleben und 
ihre Aufgabe als Matrixbildner auszuüben. Die Aktivität der 

Zellen zum Zeitpunkt der Explantation wurde durch einen 
Sulphat Uptake-Versuch geprüft. In der Gruppe der besiedelten 

CMIs stellte man eine höhere Aktivität der Zellen fest als bei den 

unbesiedelten CMIs. Durch das Tissue Engineering sind mehr 
Zellen aktiv und somit können mehr Matrixproteine produziert 

werden. Da die Anzahl der Explantate, die für den Sulphat 
Uptake-Versuch zur Verfügung standen, sehr klein war, muss 

diese Aussage rein qualitativ betrachtet werden. Quantitative 
Angaben erscheinen an dieser Stelle wenig sinnvoll. 

Das tissue engineerte Scaffold überzeugt durch seinen 
Mehrgehalt an Matrixproteinen und eine höhere Zellaktivität im 

Vergleich zu einem unbehandelten Scaffold. Durch das Tissue 
Engineering kann eindeutig eine Verbesserung des Scaffolds 

erreicht werden.  

Zieht man einen physiologischen Meniskus zum Vergleich heran, 

muss man feststellen, dass das tissue engineerte Gewebe noch 
nicht den Eigenschaften eines physiologischen Meniskus 

entspricht. Zum Einen weichen die Werte der Matrixproteine 
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noch zu stark von denen eines physiologischen Meniskus ab. Der 

Gesamtkollagengehalt im tissue engineerten Gewebe von 27,9% 
im Vergleich zu 13%, die im nativen Meniskus ermittelt wurden, 

läßt vermuten, dass das neugebildete Kollagen noch einen hohen 
Anteil an löslichem Kollagen enthielt. Das Kollagen entfaltet seine 

Aufgabe erst dann vollständig, wenn das frisch synthetisierte, 
lösliche Kollagen in seine unlösliche Form überführt wurde. Dies 

geschieht durch die Ausbildung von kovalenten Bindungen, die 
zur Quervernetzung, sogenannten Cross–Links, der einzelnen 

Mikrofibrillen führt. Der Gehalt an Glykosaminoglykanen war in 
den besiedelten Scaffolds mit 2,2% deutlich niedriger als im 

nativen Meniskus, der einen Glykosaminoglykangehalt von 4,6% 
aufweist. Man muss annehmen, dass die Zellen in der Zeit der 

Beobachtungsphase nicht ausreichend Glykosaminoglykane 
produzieren konnten. Dass die Zellen aktiv waren, zeigt der 

höhere Wert im Sulphat-Uptake Versuch und der deutlich 

niedrigere Glykosaminoglykangehalt in den unbesiedelten 
Scaffolds. Andererseits weisen die tissue engineerten Scaffolds 

einen sehr hohen Wassergehalt von 83,8% auf (der normale 
Wassergehalt beträgt circa 74%). Peters und Smilie stellten 

schon 1972 fest, dass in geschädigtem Meniskusgewebe ein 
höherer Gehalt an Glykosaminoglykanen anfällt. Der erhöhte 

Wassergehalt im tissue engineerten Gewebe könnte also durch 
die Wasserbindungseigenschaft der Glykosaminoglykane 

begründet werden. Allerdings wurde bei der Bestimmung der 
Glykosaminoglykane ein niedrigerer Gehalt festgestellt. Die 

Ursache für den hohen Wassergehalt muss wohl an anderer 
Stelle gesucht werden und konnte in dieser Studie nicht 

eindeutig geklärt werden. Sicher ist, dass dieser in den 
biomechanischen Tests eine Rolle spielt.  

Histologisch wurden die Zellmorphologie und die Kollagenfasern 

beurteilt. Diese beiden Parameter als Gemeinsamkeit geben 
Aufschluss über die Art des entstehenden Gewebes. 

Fibrozytenähnliche Zellen und viele kleine, frisch synthetisierte 
Kollagenfasern werden mit großer Wahrscheinlichkeit meniskus-

ähnliches Gewebe bilden. Dieses Ergebnis konnte man in einem 
Teil der explantierten Scaffolds wiederfinden. In den 

verschiedenen Beobachtungszeiträumen von drei und sechs 
Monaten zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede. Die 

Ursachen für ein schlechteres histologisches Erscheinungsbild 
liegen wohl in externen Faktoren, die weiter unten angesprochen 

werden. Weiterhin wurden Entzündungszeichen und die 
Vaskularisation beurteilt. Immunhistochemisch wurde selektiv 

Kollagen Typ II nachgewiesen. Mit dieser Färbung stellte man 
zum Einen den Teil des mit Sicherheit neugebildeten Kollagens 

dar, da das Scaffold ausschliesslich aus dem Kollagentyp I 

besteht. Zum Anderen konnte man die Verteilung und den 
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Faserverlauf des neu produzierten Kollagens beurteilen. Die 

Zugfestigkeit ergibt sich zum großen Teil aus der meniskus-
typischen Faseranordnung des Kollagens. Die Beurteilung des 

Faserverlaufs wäre überzeugender gewesen, wenn das Kollagen 
Typ I dargestellt worden wäre. Dies war aus technischen 

Gründen nicht möglich. Der Vorteil der immunhistochemischen 
Darstellung gegenüber der klassischen Histologie liegt in der 

selektiven Darstellung eines einzigen Moleküls, das durch 
Gegenfärbung sichtbar gemacht wird. Alle anderen Zellen sind 

zwar erkennbar, treten aber in den Hintergrund. In der Gruppe 
der besiedelten CMIs zeigte sich eine deutlich bessere Verteilung 

der Kollagen Typ II-Fasern und eine höhere Dichte an Kollagen 
Typ II als in den unbesiedelten CMIs. Dieses Ergebnis bestätigt 

die Annahme, dass durch das Tissue Engineering eine bessere 
homogene Verteilung der Kollagenfasern erreicht werden kann. 

Man nimmt an, dass sich dadurch die biomechanischen 

Eigenschaften erheblich verbessern lassen. Dies muss in 
Folgestudien bestätigt werden. 

Das endgültige Ziel bei der Entwicklung eines Meniskusersatzes 
liegt darin, sämtliche biomechanische Eigenschaften eines 

physiologischen Meniskus zu übernehmen. Der Druck-
Relaxationsversuch gibt Aufschluss über den biomechanischen 

Zustand der in dieser Studie tissue engineerten Scaffolds. Eine 
Aussage über das Ergebnis gestaltet sich schwierig, da nur sechs 

Explantate zur Verfügung standen. Im Vergleich zum 
unbesiedelten CMI hatte das Gewebe während der Implantation 

tendenziell an Steifigkeit verloren und an Relaxation 
zugenommen. Erklären kann man dieses Ergebnis damit, dass 

sich das neugebildete Kollagen erst einer Um- und Neubildung 
unterziehen muss und an Widerstand verliert, bevor sich ein 

festeres, widerstandsfähigeres Gewebe ausbildet (Nitschke, 

2006). Einem physiologischen Meniskus sind die Scaffolds noch 
weit unterlegen. Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse 

über die Matrixproteine, den Wassergehalt und den Faserverlauf 
der Kollagene, ist es nicht verwunderlich, dass die Scaffolds noch 

nicht den hohen biomechanischen Anforderungen gerecht werden 
können. 

Dennoch ist es mit den vorliegenden Ergebnissen erstmals 
möglich, tissue engineerte Scaffolds anhand ihrer molekularen 

Zusammensetzung mit einem physiologischen Meniskus zu 
vergleichen. 

Die Schwerpunkte der vorliegenden Studie lagen in der 
Bestimmung der Bestandteile der explantierten Scaffolds, allen 

voran die Matrixproteine Kollagen und Glykosaminoglykane, 
sowie der histologischen und immunhistochemischen Beurteilung 

als grundlegende Parameter für die Entwicklung eines 
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suffizienten Meniskusersatzes. Diese wichtigen Kriterien werden 

von externen Faktoren beeinflusst, die in hohem Ausmaß Einfluss 
auf die Ergebnisse nehmen. 

Das Versuchstier sollte in anatomischer und biomechanischer 
Hinsicht dem Menschen so ähnlich wie möglich sein, um 

realitätsgetreue Voraussetzungen zu schaffen. Das Schaf hat sich 
in biomechanischen Studien als Versuchstier durchgesetzt. Ein 

großer Nachteil ist das Liegeverhalten der Tiere. Im Schlaf 
flektieren sie ihre Knie maximal und üben somit einen massiven 

Druck auf das Meniskushinterhorn aus. Dies könnte der Grund 
sein, warum bei der Explantation der Scaffolds in einigen Fällen 

keine Implantate mehr gefunden wurden. Bei der postoperativen 
Nachbehandlung ist eine Entlastung des operierten Kniegelenkes 

für sechs Wochen essentiell. Um dies bei den Schafen zu 
erreichen, wurde eine Achillessehnendurchtrennung durch-

geführt. Die Zeit von der Durchtrennung, die bei der 

Implantation der Scaffolds durchgeführt wird, bis zur Heilung der 
Achillessehne entspricht in etwa dem Therapieschema, das für 

den Menschen mit einer Meniskustransplantation entwickelt 
wurde. Da man bei Tieren Fehlbelastungen und Stürze nicht 

komplett ausschließen kann, muss man mit Überbelastungen 
rechnen, die sich negativ auf die postoperative Phase auswirken 

können. 

Die Implantation des CMI erfolgt üblicherweise arthroskopisch. In 

dieser Studie entschied man sich wegen der Komplexität der 
Operation für die Arthrotomie. Diese hat zum Nachteil, dass das 

Hinterhorn nur schwer zugänglich ist und deswegen die Fixation 
in diesem Bereich nicht otimal gewährleistet ist. Die anatomisch 

korrekte und suffiziente Fixation der Transplantate ist aber eine 
wichtige Voraussetzung für eine gute Vaskularisation, die für eine 

optimale Versorgung der Zellen verantwortlich ist. In dieser 

Studie fielen mehrere Explantate auf, die nur im Vorderhorn-
bereich integriert waren. Dieser Befund steht wahrscheinlich in 

engem Zusammenhang mit dem Teil der schlechteren Histo-
logien. Hierfür könnte das Operationsverfahren verantwortlich 

gemacht werden. Zur Beurteilung der Fixation der Transplantate 
stand in dieser Studie ausschließlich der makroskopische 

Sichtbefund zur Verfügung. Diesem Punkt wurde bislang nur 
wenig Aufmerksamkeit zuteil, obwohl die Beurteilung der 

Explantate nicht nur Aufschluss über die Fixation gibt, sondern 
auch über deren Beschaffenheit geben kann. Rückschlüsse auf 

die Fixation können die Integration und die Lage der 
Transplantate geben. Die Farbe und Oberfläche der Transplan-

tate können Hinweise auf Entzündungen und degenerative 
Veränderungen geben. 
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Für Folgestudien wäre eine Arthroskopie mit posteriorem Zugang 

sicherlich eine Verbesserung. Ein weiterer Vorteil der 
Arthroskopie wäre das geringere Trauma. Das Kollateralband 

bliebe intakt, die Rehabilitation wäre früher möglich und das 
Infektionsrisiko wäre geringer. Um wichtige Informationen über 

die Transplantate und deren Zusammenhänge nicht zu verlieren, 
sollte in Zukunft eine konsequente makroskopische Beurteilung 

stattfinden. 

Die Anzahl der Knorpeldefekte nach der Explantation war 

numerisch gesehen in der Gruppe der besiedelten CMIs am 
geringsten. Aus orthopädischer Sicht gibt es allerdings sehr viele 

Faktoren, die einen Knorpelschaden initiieren können. Auch unter 
optimalen Bedingungen konnte man, bedingt durch die 

Verwendung der Versuchstiere, nicht die Voraussetzungen 
schaffen, die man sich von der Compliance der Patienten 

erwartet. Somit kann man nicht mit Sicherheit behaupten, dass 

die Besiedelung der CMIs für die geringere Anzahl der 
Knorpeldefekte verantwortlich ist. Um dies statistisch nachweisen 

zu können, wäre eine größere Fallzahl sowie ein längerer 
Zeitraum nötig gewesen. 

Durch die vorliegenden Schlussfolgerungen kann man erkennen, 
dass das Tissue Engineering eine deutliche Verbesserung der 

Scaffolds aufzeigt als bei einer isolierten Scaffoldimplantation. 
Man kann annehmen, dass das Tissue Engineering bei der 

Entwicklung eines Meniskusersatzes in der Zukunft eine führende 
Rolle spielen wird. 

 

Schon während der in vitro Phase, in der die Zellen noch sehr 

störanfällig sind, müssten die besiedelten Scaffolds einem 
physiologischen Milieu ausgesetzt werden, um die Fibro-

chondrozyten zur Produktion extrazellulärer Matrix zu 

stimulieren. Die mechanische Umgebung entscheidet über die 
Anordnung der Proteine der extrazellulären Matrix und somit für 

deren biomechanische Eigenschaften. Ein Bioreaktor oder eine 
Biokammer, wie sie im sportorthopädischen Institut der TU 

München entwickelt wird, könnte dieses Problem lösen. 

Um eine optimale Ausgangsposition für die Zellen voraus-

zusetzen, müsste ein Scaffold entwickelt werden, das die gleiche 
Mikrostruktur aufweist wie ein physiologischer Meniskus. Ein 

solches Scaffold befindet sich derzeit, ebenfalls im sport-
orthopädischen Institut der TU München, in Entwicklung.  

Durch die Komplexität der Studie wurde deren Aufbau als 
Grundlagenstudie konzipiert. Aus diesem Grund wurde auf 

statistische Testverfahren verzichtet, da die Anzahl der 
Meßergebnisse keine verbesserte Auswertung der Analytik 
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erwarten ließ. In der Zukunft sollten in klinischen Folgestudien 

zwingend statistische Testverfahren eingesetzt werden. 

Derzeit wurden die Transplantate nur nach der Explantation 

beurteilt. Interessant wäre die Kontrolle zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Implantationsphase. Dies könnte frühe 

Veränderungen im Transplantat sowie erste degenerative 
Veränderungen aufzeigen. Es gibt Studien, die sich mit der 

Messung der Gelenkknorpeldicke und der Früherkennung von 
degenerativen Veränderungen beschäftigen. Diese Methoden 

müssten weiterentwickelt werden, um sie im Bereich des Tissue 
Engineering am Meniskus einzusetzen. 

Ein hochaktuelles Thema im derzeitigen Forschungsstand ist die 
Gentherapie. Diese in Kombination mit dem Tissue Engineering 

könnte eine zukunftstragende Therapiemöglichkeit werden. 
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7 Zusammenfassung 

Die therapeutischen Möglichkeiten nach einem Meniskusverlust 

bieten derzeit nur begrenzte Handlungsfähigkeit. Vor allem im 
Bereich der Langzeitergebnisse gibt es noch zu wenig Studien, 

die sich mit dieser Problematik auseinandersetzen. 

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt von Tissue 

Engineering am Meniskus in Verbindung mit dem CMI (Collagen 

Meniscus Implant) untersucht. 

Man entnahm den Versuchstieren durch eine Meniskusbiopsie 

autologe Fibrochondrozyten. Diese wurden im Anschluss isoliert 
und kultiviert, um sie in das CMI zu infiltrieren. Die auf diesem 

Weg entstandenen Zell-Scaffoldkonstrukte wurden nach einer 
randständigen Meniskektomie als Ersatz in 14 Schafe implantiert 

(Gruppe 1) und mit zwei Kontrollgruppen verglichen. Gruppe 2 
(n=14) erhielt anstelle des besiedelten CMIs ein nichtbesiedeltes 

CMI, Gruppe 3 (n=9) wurde nur meniskektomiert. Nach einer 
Beobachtungszeit von drei Wochen (je ein Tier aus Gruppe 1 und 

2) und drei bis sechs Monaten wurden die Tiere geopfert und die 
Regenerate untersucht. 

Die Scaffolds wurden makroskopisch, histologisch und immun-
histochemisch sowie analytisch und biomechanisch ausgewertet. 

Zwei von 39 Tieren mussten von der Auswertung ausgeschlossen 

werden, abgesehen davon gab es im Hinbklick auf die 
Versuchstiere keine Auffälligkeiten. Insgesamt wurden 25 

Meniskusregenerate in den jeweiligen Gruppen gefunden, davon 
elf in Gruppe 1, zehn in Gruppe 2 und vier in Gruppe 3. Bei der 

makroskopischen Beurteilung der Knorpeloberfläche von Femur 
und Tibia fielen in Gruppe 1 weniger chondrale Defekte auf als in 

den anderen Gruppen. Histologisch erkannte man einen höheren 
Anteil an extrazellulärer Matrix und weniger Zellen in Gruppe 1. 

Immunhistochemisch ließ sich eine bessere Verteilung und 
Anfärbbarkeit der Kollagenfasern in den Präparaten nachweisen, 

was für ein qualitativ hochwertigeres Scaffold spricht.  

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Besiedlung von 

Scaffolds zu einem höheren Gehalt an den Matrixproteinen, 
Kollagenen und Glykosaminoglykanen, führt. Diese Aussage 

wurde durch quantitative Messungen der einzelnen Moleküle 

bestätigt. 

Eine höhere Zellaktivität, die für die Steigerung der extra-

zellulären Matrix verantwortlich sein musste, wurde durch einen 
Sulphat uptake-Test bestätigt. 

Biomechanische Tests ergaben eine höhere Steifigkeit der 
Kollagen-konstrukte der besiedelten Scaffolds. 
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In vorliegender Grundlagenstudie konnte gezeigt werden, dass 

das Tissue Engineering am Meniskus mit autologen Fibro-
chondrozyten zu einer Verbesserung der Transplantate führt. In 

der Zukunft werden vor allem die Scaffolds optimiert und ein 
Bioreaktor zur Gewährleistung des physikalischen Milieus 

entwickelt werden müssen. 

Die in der Einleitung gestellten Fragen können nun beantwortet 

werden: 

1. Ist Tissue Engineering am Meniskus in vivo 

möglich? 
 

Ja. Die Ergebnisse dieser Studie bestätigen die 
wenigen bereits durchgeführten Studien zu diesem 

Thema. Erstmals wurde das Tissue Engineering am 
Meniskus an einem großen Tiermodell durchgeführt. 

 

2. Bringt die gezielte Besiedelung eines Scaffolds 
mit autologen Zellen einen höheren Gehalt an 

Matrixproteinen als in einem Vergleichsscaffold 
ohne Zellbesiedelung? 

 

Ja. Durch den quantitativen Nachweis der Matrix-

proteine konnte ein höherer Gehalt an extrazellulärer 
Matrix gezeigt werden. 

 

3. Wird durch die Besiedelung von Scaffolds eine 

bessere Verteilung von Kollagenfasern erreicht? 

 

Ja. Techniken der Immunhistochemie veranschau-
lichten, dass die Verteilung der Fasern gleichmäßiger 

erscheint als in den Kontrollgruppen. 

 

4. Ist Tissue Engineering am Meniskus eine neue 

Option in der Behandlung bei Meniskusverlust? 

 

Ja. Das Tissue Engineering am Meniskus konnte sich 
durch die positiven Ergebnisse bewähren und wird mit 

hoher Wahrscheinlichkeit in Zukunft eine bedeutende 
Rolle spielen. 
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8 Anhang 

8.1 Immunhistochemisches Färbeprotokoll für Kollagen Typ II 
mit der Konzentration 1:10 

Arbeits-
schritt 

Durchführung 

1 Schnitte der Proben und der Positivkontrollen 

anfertigen (Schnittdicke: 5 m). 

2 Schnitte auf Objektträger  (Dako Chem Mate ™, 

Capillary Gap Microscope, Slides (100m) for use with 

the Tech Mate™ 500/1000, S 2025, Dako A/S Biotek 

Solutions, USA) aufkleben (Klebermischung aus Poly-
L-Lysin und Prittkleber im Verhältnis 1:1). 

3 Schnitte über Nacht im Brutschrank bei 58°C 

trocknen. 

4 Schnitte entparaffinieren und entwässern in 

absteigender Alkoholreihe (100% Xylol, 2x 10 
Minuten, 100% Isopropanol, 2x 5 Minuten, 96% 

Ethanol, 5 Minuten, 70% Ethanol, 5 Minuten). 

5 Vorbehandlung mit Protease (8038, Sigma, 
Deutschland): 

50 mg in 50 ml Trispuffer (Trizma® Base, T–1503, 
Sigma, Deutschland) lösen und Schnitte für 20 

Minuten einstellen. 

6 Mit Trispuffer (0,01M, pH =7,6) dreimal spülen. 

7 Blockierung der Aktivität der endogenen Peroxidase: 

Schnitte in dreiprozentiger H2O2–Lösung für 10 
Minuten einstellen. 

8 Mit Trispuffer dreimal spülen und in Trispuffer 
einstellen. 
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Arbeits-
schritt 

Durchführung 

9 Vorbereitung des Färbeautomaten (Tech Mate™ 
Horizon, Dako, Deutschland):  

 Primärantikörper (rabbit anti–human collagen 

type II polyclonal antibody, AB 761, Chemicon, 
CA): pro Küvettenvertiefung 450l Ver-

dünnungsmedium und 50 l Primärantikörper. 

 Sekundärantikörper: pro Küvettenvertiefung 7 

Tropfen des Sekundärantikörpers. 

 Tertiärantikörper: pro Küvettenvertiefung 7 

Tropfen des Tertiärantikörpers 

 Hintergrundfärbung mit Hämalaun: pro 

Küvettenvertiefung 500l Hämalaun 

10 Jeweils zwei Objektträger zueinandergerichtet in 
Objektträgerhalterung einstellen. 

11 Küvetten und Objektträgerhalter in das Gerät 
einstellen und Programm Poly A 25 starten. 

12 Nach 2 Stunden Chromogen vorbereiten: pro 

Küvettenvertiefung 750 l HRP–Substrat–Puffer und 

15 l DAB. 

13 Nach Beendigung des Programms Schnitte 
herausnehmen und in aufsteigender Alkoholreihe 

(70% Ethanol (2x), 96% Ethanol (2x), 100% 
Isopropanol (3x), 100% Xylol (5x)) entwässern. 

14 Schnitte eindeckeln (Promounter® RCM 2000, Cover 

Slipping Machine, medite, Meisei). 

15 Schnitte 10 Minuten bei 58°C im Brutschrank 

trocknen. 

Tab. 8.1: Färbeprotokoll zur Darstellung von Kollagen Typ II 
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8.2 Bestimmung des Gesamtgehaltes an löslichem Kollagen 

 

Ansetzen der Extraktionslösungen 

 Salzlösung 1 M NaCl gelöst in 0,05 M 
Trispuffer, pH= 7,5 

 Säurelösung 0,5 M Essigsäure 

 Pepsinlösung 1 mg Pepsin pro ml gelöst 
in 0,5 M Essigsäure 

Vorbereitung der Proben 

  Probengewicht bestimmen. Es sollte zwischen 5 
und 10 mg liegen.  

 Gewicht des 15 ml Tubes, in dem die Extraktion 
abläuft, bestimmen.  

 Die Probe in H2O schockfrieren und lyophilisieren.  

 Nach dem Lyophylisieren nochmals wiegen. 

 Mit einem Skalpell kleine Späne des gefrierge-
trockneten Probenstückes abhobeln.  

 Die Späne in 5 ml destiliertem Wasser für 5 
Minuten rehydrieren.  

 Die Proben 5x5 Sekunden homogenisieren 

(Mixstab vorher und nachher ausgiebig spülen). 

 Die Proben kurz bei 10000 RPM zentrifugieren 

und den Überstand bis auf 1 ml abnehmen. 

 Lyophilisieren. 

 Gewicht von Tube inklusive Probe bestimmen. 

 Tatsächliches Probengewicht bestimmen: 

Gewicht von Tube inklusive Probe 
minusTubegewicht allein. 

 

Extraktion der Kollagene 
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  1 ml Salzextraktionslösung zugeben und 12 

Stun-den im Kühlschrank auf einem Rüttler 
inkubieren. 

 Die Proben kurz bei 10000 RPM zentrifugieren 
und den Überstand abnehmen. 

o 250 l des Überstandes mit 250 l Salt 

Soluble Collagen Precipitating Reagent für 

10 Minuten mixen. 

o 10 Minuten bei 10000 RPM zentrifugieren. 

o Überstand abkippen. 

o Pellet (falls vorhanden) mit 25 l 0,5 M 

Essigsäure lösen. 

o Messung gemäß Protokoll (siehe unten) 
durchführen. 

o als Leeransatz wird 100 l Salt Soluble 

Collagen Precipitating Reagent gemessen. 

 Die Proben mit 10 ml destilliertem Wasser 
waschen, kurz zentrifugieren und das Wasser 

verwerfen. 

 1 ml Säurelösung zugeben und 12 Stunden im 

Kühlschrank auf einem Rüttler inkubieren. 

 Die Proben kurz bei 10000 RPM zentrifugieren 

und den Überstand abnehmen. 

o 100 l des Überstandes in ein 1,5 ml 

Eppen-dorffgefäß pipettieren und den 

Kollagengehalt messen (siehe unten). 

o als Leeransatz 100 l 0,5 M Essigsäure 

messen. 

o der restliche Überstand wird eingefroren. 

 Die Proben mit 10 ml destilliertem Wasser 
waschen, kurz zentrifugieren und das Wasser 

verwerfen. 
 

 1 ml Pepsinlösung zugeben und 24 Stunden im 



 92 

Kühlschrank auf einem Rüttler inkubieren. 

 Die Proben kurz bei 10000 RPM zentrifugieren 
und den Überstand abnehmen. 

o 100 l des Überstandes in ein 1,5 ml 

Eppendorffgefäß pipettieren und den 

Kollagengehalt messen (siehe unten). 

o als Leeransatz 100 l Pepsinlösung 

messen. 

Messung des Kollagen - Gehaltes gemäß Sircol Protokoll 
(biocolor, Irland) 

 

 

Vorbereitung 

 

Beschriften von einem Satz 
von 1,5 ml Mikrozentrifuge 

Tubes. 

Vorbereiten von 

1. Reagent Blank: 100 

l destilliertes Wasser 

oder Test Sample 

Buffer 

2. Kollagen–Standard: 

Ansätze enthalten 
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 und 

5,0 l 

3. Probenmaterial: 

Volumen 10 bis 
100 l 

Die Inhalte aller Proben 
auf 100 l mit 

destilliertem Wasser 

oder Appropriate Buffer 
auffüllen. 
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Mixen 

 

Die Tubes für 30 Minuten in 

einen mechanischen Mixer 
stellen oder 5 Minuten per 

Hand schüt-teln. 

Während dieser Zeitspanne 

bindet der Sircol-Farbstoff 
das gelöste Kollagen. Der 

Farbstoff ist so konzipiert, 
dass die löslichen 

Kollagenkomplexe aus der 

Lösung ausfallen. 

 

 

Zentrifugieren 

 

Die Tubes in eine Mikro-

zentrifuge stellen und 10 
Minuten bei 10000xg 

zentri-fugieren. Es ist 
besonders wichtig, dass 

sich die unlöslichen Pellets 

der sGAG-Farbstoff-kom-
plexe am Boden der Tubes 

absetzen, damit sie beim 
Abkippen nicht verloren 

gehen. 

 

 

Abkippen 

 

Die ungebundene Farb-

stoff–Lösung wird durch 
vorsichtiges Umdrehen der 

Tubes verworfen. Im Tube 

verbliebene Flüssigkeits-
reste können durch leich-

tes Tippen des Tubes auf 
ein Papiertuch entfernt 

werden.  

Wichtig: Flüssigkeitsreste, 

die mit dem Pellet in 
Verbindung stehen, nicht 

physikalisch entfernen! 
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Lösen des gebundenen 

Farbstoffs 

 

Zu jedem Tube werden 
1 ml des Alkali Reagent 

zugegeben. Die Tubes ver-
schließen und den gebun-

denen Farbstoff in der 
Flüssigkeit lösen. Hierfür 

eignet sich ein Vortex 
Mixer. Nach circa 10 Minu-

ten ist der Farbstoff gelöst 

und ist nun fertig für die 
Messung. 

Der Farbkomplex ist licht-
stabil, sollte aber innerhalb 

2 bis 3 Stunden gemessen 
werden. Bis zur Messung 

die Tubes geschlossen 
halten. 

 

 

Messung 

 

Multiwellplate Reader mit 

einem blau-grünen Filter 
benutzen. 100 l von jeder 

Probe aus den Tubes in ein 
96 well plate pipettieren. Es 

wrd die Asorption des 
Reagent blanks, des 

Kollagen–Standards und 
der Testproben gemessen. 

Das Reagent Blank wird 
von dem Kollagen–

Standard und den Test-
proben abgezogen.  

Den Standard in einen 

Graphen einzeichnen und 
den Graphen für die  

Ermittlung des löslichen 
Kollagengehalts der Test-

proben verwenden. 

Tab. 8.2: Bestimmung des Gesamtgehaltes löslichen Kollagens, abgeändert aus Sircol 

Soluble Collagen Assay 
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8.3 Protokoll Kollagen ELISA 

 

Vorbereitung des Probenmaterials: siehe Anhang 8.2 

 

Tag 1: Extraktion des Kollagens 

 
Schritt 1 Das Gewebe in 0,5 ml 3 M guanidine/0.05 M 

Tris-HCl buffer, pH 7.5 rehydrieren und über 
Nacht bei 4°C auf einem Rüttler belassen. 

Diese Extraktionslösung wird benötigt, um die 
Proteoglykane aus dem Gewebe zu 

extrahieren. Dies steigert die Pepsin–
Verdauung. 

Tag 2: Extraktion des Kollagens 

 
Schritt 1 Die Proben 5 Minuten bei 10000 RPM zentri-

fugieren und den Überstand abnehmen.  

Die Proben mit kaltem, destilliertem Wasser 
waschen. 

 
Schritt 2 Die Proben in 0,8 ml 0,05.M Essigsäure 

rehydrieren (Essigsäure enthält 0,5.M NaCl, 
pH=2,9 bis 3,0). 

 
Schritt 3 0,1 ml Pepsin (10mg/ml) zugeben, gelöst in 

0,05 M Essigsäure. Bei 4°C 48 Stunden auf 

einem Rüttler inkubieren. 

Anmerkung: Pepsin verdaut die Telo–Peptide, 

die sowohl am N–terminalen Ende als auch 
am C–terminalen Ende des Kollagenmoleküls 

lokalisiert sind. Pepsin kann nicht die intra– 
und intermolekularen Crosslinks lösen. 

Tag 3: kein Arbeitschritt 
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Tag 4: Extraktion des Kollagens 

 
Schritt 1 0,1 ml 10x TSB (1.0 M Tris, 2.0 M NaCl, 50 

mM CaCl 2, pH 7.8-8.0) zugeben. 

 
Schritt 2 0,1 ml Pancreatic Elastase (1 mg/ml 

dissolved in 1X TSB, pH 7.8-8.0) zugeben 

und über Nacht bei 4°C auf einem Rüttler 
inkubieren. 

Anmerkung: Elastase verdaut das Kollagen-
molekül am N–terminalen Ende, das die 

intra– und intermolekularen Crosslinks 
enthält. 

Beachte: Durch die Spaltung der N–
terminalen Region durch Elastase werden die 

Dimere und Trimere des Kollagenmoleküls in 
Monomere überführt. Elastase verdaut 

denaturiertes Kollagen in kleine Fragmente. 

Deshalb muss ein Temperaturanstieg der 
Proben vermieden werden. 

 
Schritt 3 0,1 ml des Capture Antibodies mit 10 ml der 

Capture Antibody Dilution Buffer (Lösung A) 

verdünnen. 

Je 100 l pro well in ein 96 well ELISA Plate 

pipettieren und über Nacht bei 4°C 
inkubieren. 

Tag 5: Messung des Kollagen Typ II 

 
Schritt 1 Die Proben bei 10000 RPM für 5 Minuten 

zentrifugieren und den Überstand abnehmen.  

Beachte: Das Gewebe sollte vollständig gelöst 
sein. Ein kleiner Rest unlöslichen Gewebes 

kann übrigbleiben. 

 
Schritt 2 Den Überstand mit der Standard Dilution 

Lösung (Lösung B) auf 1:100 bis 1:10000 

verdünnen. 

Beachte: Die Temperatur der Proben darf 

nicht ansteigen, da ansonsten das Kollagen 
denaturiert. Der biotinylierte monoklonale 

Antikörper ist hochspezifisch und reagiert 
nicht mit denaturiertem Kollagen. 
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Schritt 3 Die Waschlösung (20x) mit destilliertem 

Wasser 1X verdünnen. Das well plate mit der 

1x Waschlösung mindestens 3x waschen. 

 
Schritt 4 100 l pro well der Proben zugeben. 

Für die Standardkurve 100 l pro well des 

Kollagen Typ II Standards (in einer 
Konzentration von 0,02 bis 2,0 g pro well), 

gelöst in der Standard Dilution Lösung 
(Lösung B) zugeben. 

Bei Raumtemperatur für 2 Stunden inku-
bieren. 

 
Schritt 5 Das well plate mit der 1x Waschlösung 

mindestens 3x waschen. 

 
Schritt 6 0,05 ml des Detection Antikörpers 

(biotinylierter monoklonaler Antikörper) in 10 
ml der Detection Antikörper Lösung 

(Lösung C) lösen. 

Hiervon 100 l pro well zugeben und bei 

Raumtemperatur für 2 Stunden inkubieren. 

 
Schritt 7 Das well plate mit der 1x Waschlösung 

mindestens 3x waschen. 

 
Schritt 8 50 l der Streptavidin Peroxidase in 10 ml 

Streptavidin Peroxidase Lösung (Lösung D) 

lösen. 100 l pro well zugeben und 1 Stunde 

bei Raumtemperatur inkubieren. 

 
Schritt 9 Das well plate mit der 1x Waschlösung 

mindestens 6x waschen. 

 
Schritt 

10 

1 Tablette urea H2O2 in seiner Packung 

zerkleinern. Den Inhalt mit einer OPD 
Tablette zusammen in 20 ml destilliertem 

Wasser kurz vor der Verwendung auflösen. 

100 l dieser Lösung in jedes well pipettieren 

und für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubieren. 

 
Schritt 

11 

Die Reaktion mit 50 l der Stopp Lösung 

beenden. 

 
Schritt 

12 

Die Absorption bei einer Wellenlänge von 490 

nm ermitteln. 

Tab. 8.3: Messprotokoll Kollagen Typ II ELISA, abgeändert aus Native Collagen Type 
II Detection Kit 
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8.4 Bestimmung des Glykosaminoglykangehaltes 

 

Ansetzen der Salzextraktionslösung für 100 ml 

  

4 M Guanidine-HCl 38,21 g 

0,1 M 6-Aminohexanonic acid 1,57 g 

0,01 M Na2 EDTA 0,37 g 

0,05 M Sodium Acetat 4,10 g 

 

 

Vorbereitung der Proben 

  Probengewicht bestimmen. Es sollte zwischen 5 

und 10 mg liegen. 

 Gewicht des 15 ml tubes, in dem die Extraktion 

abläuft, bestimmen. 

 Die Probe in H2O schockfrieren und lyophilisieren. 

 Nach dem Lyophylisieren nochmals wiegen. 

 Mit einem Skalpell kleine Späne des gefrier-

getrockneten Probenstückes abhobeln. 

 Die Späne in 5 ml destilliertem Wasser für 5 Minu-

ten rehydrieren. 

 Die Proben 5x5 Sekunden homogenisieren 

(Mixstab vorher und nachher ausgiebig spülen). 

 Die Proben kurz bei 10000 RPM zentrifugieren und 

den Überstand bis auf 1 ml abnehmen. 

 Lyophilisieren. 

 Gewicht von tube inklusive Probe bestimmen. 

 Tatsächliches Probengewicht bestimmen: Gewicht 
von tube inklusive Probe minus Tubegewicht 

allein. 
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Extraktion der Glykosaminoglykane 

  2 ml Salzextraktionslösung zugeben und 12 Stun-
den im Kühlschrank auf einem Rüttler inkubieren. 

 Die Proben kurz bei 10000 RPM zentrifugieren und 
den Überstand abnehmen. 

 Mit dem Überstand erfolgt die Glykosamino-

glykanmessung. 

Messung des Glykosaminoglykan-Gehaltes gemäß Blyscan 

Protokoll (biocolor, Irland) 

 

 

Vorbereitung 

 

Beschriften von einem Satz 
1,5 ml Mikrozentrifugen-

tubes. 

Vorbereiten von 

1. Reagent blank: 100 l 

destilliertes Wasser 

oder test sample buffer 

2. Glykosaminoglykan–

Standard: Ansätze 
enthalten 1,0, 2,0, 3,0, 

4,0 und 5,0 l 

3. Probenmaterial: 

Volumen 10 bis 100 l. 

Die Inhalte aller Proben auf 

100 l mit destilliertem 

Wasser oder appropriate 
buffer auffüllen und 1:4 

verdünnen. 
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Mixen 

 

Die tubes für 30 Minuten in 
einen mechanischen Mixer 

stellen oder 5 Minuten per 
Hand schütteln. 

Während dieser Zeitspanne 
bindet der Farbstoff die sul-

phatierten Glykosaminogly-
kane. Der Farbstoff ist so 

konzipiert, dass die sulpha-

tierten Glykosaminoglykan–
komplexe aus der Lösung 

ausfallen. 

 

 

Zentrifugieren 

 

Die tubes in eine Mikro-

zentrifuge stellen und 10 
Minuten bei 10000x g 

zentrifugieren. Es ist beson-

ders wichtig, dass sich die 
unlöslichen Pellets der sul-

phatierten Glykosaminogly-
kane–Farbstoffkomplexe am 

Boden der tubes absetzen, 
damit sie beim Abkippen 

nicht verloren gehen. 

 

 

Abkippen 

 

Die ungebundene Farbstoff–

lösung wird durch vorsich-

tiges Umdrehen der tubes 
verworfen. Im tube verblie-

bene Flüssigkeitsreste kön-
nen durch leichtes Tippen 

des tubes auf ein Papiertuch 
entfernt werden. 

Wichtig: Flüssigkeitsreste, 
die mit dem Pellet in 

Verbindung stehen, nicht 
physikalisch entfernen. 
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Lösen des gebundenen 

Farbstoffs 

 

Zu jedem tube werden 1 ml 
der dissociation solution 

zugegeben. Die tubes ver-
schliessen und den gebun-

denen Farbstoff in der 
Flüssigkeit lösen. Hierfür 

eignet sich ein Vortex Mixer. 
Nach ca. 10 Minuten ist der 

Farbstoff gelöst und ist nun 

fertig für die Messung. 

Der Farbkomplex ist licht-

stabil, sollte aber innerhalb 
2 Stunden gemessen wer-

den. Bis zur Messung die 
tubes geschlossen halten. 

 

 

Messung 

 

Multiwellplate reader mit 

einem roten Filter benutzen. 
100 l von jeder Probe aus 

den tubes in ein 96 well 
plate pipettieren. Es wrd die 

Asorption der reagent 
blanks, des Glykosamino-

glykanstandards und der 
Testproben gemessen. Das 

reagent blank wird von dem 
Glykosaminoglykanstan-

dard und den Testproben 
abgezogen. 

Den Standard in einen 
Graphen einzeichnen und 

den Graphen für die  

Ermittlung des Gehalts der 
sulphatierten Glykosamino-

glykanen der Testproben 
verwenden. 

Tab. 8.4: Messung des Gehalts sulphatierter Glykosaminoglykane, abgeändert aus 
Blyscan Manual 
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Nr.  Gruppe Beobach-
tungs-
zeitraum 

Datum 
der 
Färbung 

FCZ – 
Besiede-
lung  

Kollagenisierung Typ II  Granu-
lations-
gewebe 

Artefakte Autoch-
toner 
Knorpel 

Autoch-
tones 
Kapsel-
gewebe 

Vaskula-
risierung 

Bemerkung 

 1: besiedelt 
2: unbesie-
delt 
 
3: menisk-
ektomiert 

  Zellpopu-
larisierung  

Lokalisation  
diffus/fokal  

Intensität 
0/3 bis 3/3 

+/- Nekrose/Ent-
zündung/Exsu-
dat 

+/- +/-   

19E01 1 3 Monate 31.03.03 10% f: 10% 3/3 + Exsudat + + - Fibroblasten, 
z.T. avitale Z. 

25C1 1 3 Monate 31.03.03 70% d: 90% 1/3 + - - + basisnah  

26C1 1 3 Monate 31.03.03 30% d: 100% 2/3 - - - + -  

30C1 1 3 Monate 31.03.03 80% d: 50%  

f: <10% 

1/3 

3/3 

+ - - + - Knorpelbil-
dung an 
Oberfläche, 
Koll II nega-
tiv, zellreich 

35C1 1 3 Monate 31.03.03        - Besiedelt in 
vitro 

38C1 1 3 Monate 31.03.03 20% d: 10% 1/3 + phlegmonös 
eitrige Entzün-
dung 

- + - Eiter, Fibrin, 
polymorph-
kernige 
Granulozyten 

39C1 1 3 Monate 31.03.03 80% d: 20% 2/3 + - - + -  

7CO1 2 3 Monate 04.05.03 90% d: 60% 

f: 10% 

 

2/3 

3/3 

+ - - + Zwischen 
Basis und 
CMI 

Kollagen II 
negativ,  
Faser-knorpel 

8C1 2 6 Monate 04.05.03 20% d: 90% 2/3 + - - + - Nahtmaterial 
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Nr.  Gruppe Beobach-
tungs-
zeitraum 

Datum 
der 
Färbung 

FCZ – 
Besiede-
lung  

Kollagenisierung Typ II  Granu-
lations-
gewebe 

Artefakte Autoch-
toner 
Knorpel 

Autoch-
tones 
Kapsel-
gewebe 

Vaskula-
risierung 

Bemerkung 

 1: besiedelt 
2: unbesie-
delt 
 

3: menisk-
ektomiert 

  Zellpopu-
larisierung  

Lokalisation  
diffus/fokal  

Intensität 
0/3 bis 3/3 

+/- Nekrose/Ent-
zündung/Exsu-
dat 

+/- +/-   

14C1.1 2 6 Monate 04.05.03 50% d: 70% 

f: <10% 

1/3 

2/3 

+ - - + -  

14C1.2 2 6 Monate 04.05.03 <10% d: 90% 

f: 10% 

2/3 

3/3 

+    -  

12C1 3 6 Monate 04.05.03 - f: 10% 2/3 - Reparations-
zeichen am AK 

+ + -  

23C1 3 3 Monate 04.05.03 - f: 10% 2/3 - Reparations-
zeichen am AK 

+ + basisnah Knorpel-
nester 

Tab. 8.5: Auswertung der immunhistologischen Präparate. FCZ: Fibrochondrozyten, CMI: Collagen Meniscus Implant, AK: Antikörper 
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