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Einleitung

Die Menisken sind im Knie verantwortlich flir Schockabsorption, Verteilung des
Gewichts, Stabilitdat des Gelenks sowie fur die Schmierung des Gelenks
(Seedhom et al. 1979, S. 225; Voloshin et al. 1983, S. 159; Shoemaker et al.
1986, S. 76; MacConaill 1932, S. 210).

Sie Ubertragen zwischen 45 % und 60 % der Last, in 90° Beugung sogar bis zu
95 %, hauptsachlich tGber das Hinterhorn (Seedhom 1979, S. 215; Seedhom et
al. 1979, S. 225; Ahmed et al. 1983, S. 223). Uber eine vergroRerte tibio-
femorale Kontaktflache wird das Gewicht verteilt, wodurch ein verminderter
Belastungsdruck entsteht (Walker et al. 1975, S. 190).

Sie liegen halbmondférmig (griech. meniskos = mondsichelférmiger Koérper)
zwischen den femoralen Kondylen und dem Tibiaplateau. Die Kondylen sind in
Kontakt mit der kranialen Flache der Menisken, die konkav ist. Die kaudale und
fast ebene Flache der Menisken liegt dem Tibiaplateau auf.

Der mediale Meniskus hat eine ovale Form und bedeckt ungefahr 30 % des
medialen Tibiaplateaus. Vorne ist er durch das Ligamentum transversum genus
mit dem lateralen Meniskus und der Tibia verbunden. Zentral ist er vor allem mit
der Kapsel und Teilen des medialen Kollateralbandes (MCL) verwachsen.
Wahrend der Kniebeugung verschiebt sich der mediale Meniskus bis zu 5 mm
in anterior-posteriorer Richtung, wohingegen der laterale bis zu 11 mm
verschoben wird (Fu et al. 1994, S. 142; Bylski-Austrow et al. 1994, S. 429).

Der laterale Meniskus ist vorne ebenfalls durch das Lig. transversum genus
fixiert, hinten Gber Teile des hinteren Kreuzbandes (Humphrey- bzw. Wrisberg-
Ligament).

Der mediale Meniskus ist fester fixiert als der laterale, eine Tatsache, die eine
Ursache flr die haufigeren Verletzungen des medialen Meniskus ist.

Ungefahr die aul’eren 10-30 % der Menisken sind stark vaskularisiert, der Rest
wird durch Diffusion aus der Synovia versorgt (Arnoczky et al. 1982, S. 93;
Arnoczky et al. 1983, S. 138; Danzig et al. 1983, S. 274). Die Zellen der
Menisken werden Fibrochondrocyten genannt, weil sie vom Aussehen
Chondrocyten ahneln und faserknorpelige Matrix bilden. Sie sind rund bis oval
und befinden sich in Lakunen.

Die Kollagenfasern der extrazellularen Matrix sind zum groften Teil parallel
zueinander angeordnet und erstrecken sich hauptsachlich halbmondférmig
entlang der auflderen Form der Menisken.

Der Meniskus besteht zu 75-80 % aus Wasser. Vom Trockengewicht macht
Kollagen mit ca. 75 % den grofiten Anteil aus, davon vor allem Kollagen Typ |
(90-98 %). Zusatzlich kommt Kollagen vom Typ I, Ill und V vor (Cheung 1987,
S. 353; Eyre et al. 1983, S. 268). Die Funktion der Kollagenfibrillen besteht vor
allem in ihrer Reil3festigkeit (Arnoczky et al. 1988, S. 1214). lhre Uberwiegend
zirkulare Anordnung tragt dieser biomechanischen Funktion Rechnung (Aspden
et al. 1985, S. 378; Bullough et al. 1970, S. 568; Yasui 1978, S. 396).



Einen weiteren Bestandteil der extrazellularen Matrix machen die
Glykosaminoglykane (GAG) aus, die vor allem fur die Druckfestigkeit
verantwortlich sind. |hre Zusammensetzung und Verteilung innerhalb des
Meniskus unterscheidet sich zwischen Mensch und Tieren zum Teil erheblich
(Adams et al. 1981, S. 388; Adams et al. 1987, S. 277; Nakano et al. 1986, S.
535). Beim humanen Meniskus macht Chondroitin-6-Sulfat (40 %) vor
Dermatan-Sulfat (20-30 %) den grofdten Anteil aus (Herwig et al. 1984, S. 638).
Glykoproteine und Elastin bilden weitere Bestandteile der extrazellularen Matrix
(McDevitt et al. 1990, S. 13), auf die aber hier nicht naher eingegangen werden
soll.

Die Nervenversorgung der Menisken ist hauptsachlich auf das vaskularisierte
Drittel sowie vor allem auf die beiden Meniskushorner beschrankt.
Schmerzempfindungen werden mit freien Nervenendigungen innerhalb des
Meniskusgewebes assoziiert (Wilson et al. 1969, S. 489; Day et al. 1985, S. 61).

Meniskusverletzungen stellen ein haufiges Problem in der Orthopadie dar. Am
haufigsten treten sie bei Mannern im Alter zwischen 20-49 Jahren auf (Poehling
et al. 1990, S. 546; Nielsen et al. 1991, S. 1647; Hede et al. 1990, S. 436). Im
Jahre 2002 wurden in Deutschland 167 641 Kniebinnenlasionen festgestellt,
von denen 152 274, zum Teil neben anderen Gelenkslasionen (z.B. VKB), den
Meniskus betrafen. Von diesen mussten 126 165 operativ behandelt werden
(Statistisches  Bundesamt  2004). Risikofaktoren  flir  degenerative
Meniskuslasionen sind ein erhdhter Body Mass Index (BMI), haufiges Knien und
Hocken im Beruf und abnorme Beweglichkeit der Gelenke (Baker et al. 2002, S.
561). Fur akute Meniskusrisse sind nach dieser Studie vor allem sportliche
Aktivitaten als Ursache zu nennen, zuallererst Fullball. Meist kommt es durch
eine Auswartsrotation der Tibia bei gebeugtem Knie zum Riss. Gerade bei
jungen, agilen Menschen treten sie im Rahmen von Sportverletzungen, z.B. bei
einer Trendsportart wie Carving, vermehrt auf.

Meniskusgewebe hat zwar eine gewisse Fahigkeit zur Regeneration, die jedoch
Uberwiegend auf den vaskularisierten Anteil beschrankt ist (King 1936, S.169;
King 1936, S. 1072; King 1936, S. 339; Czipott et al. 1977, S. 447; Elmer et al.
1977, S. 307; Espley et al. 1981, S. 389; Evans et al. 1963, S. 748; Morel et al.
1953, S. 139; Smillie 1944, S. 400; Henning et al. 1987, S. 16). Vereinzelt
werden von Orthopaden in Arthroskopien Meniskusregenerate auch nach
Resektionen gefunden, die auf den avaskularen Anteil des Meniskus beschrankt
waren. Auch Arnoczky et al. fanden 1985 in ihrer Studie zum Teil Regenerate,
nachdem sie nur einen Teil des nicht vaskularisierten Endes reseziert hatten
(Arnoczky et al. 1985, S. 250f). Es handelt sich dabei aber leider nur um
Einzelfalle und die gefundenen Regenerate geniigen in ihren biomechanischen
Eigenschaften bei weitem nicht den hohen Anforderungen.

Bei Verletzungen, die den avaskularen Teil des Meniskus betreffen, muss somit
bei symptomatischen Patienten eine geeignete Therapie gefunden werden, die
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die Selbstheilung des Meniskus unterstlitzt. Zu unterscheiden sind reparable
Lasionen wie z.B. tangentiale und radiare Risse (Lappenrisse) oder Korbhenkel-
Risse, die sich in der vaskularisierten Zone oder am Ubergang zur avaskularen
Zone befinden und daher nahen lassen (Aagaard et al. 1999, S. 138), von
komplexen irreparablen Lasionen, die zunachst eine Resektion erforderlich
machen, spater unter Umstanden sogar eine Transplantation.

Da der Meniskus fruher fur einen funktionslosen Muskelrest gehalten wurde
(Bland SJ 1897), bestand die Therapie einer Lasion zunachst in der offenen
totalen Meniskektomie. Die direkten Folgen der totalen Meniskektomie sind eine
50-75 %ige Verkleinerung der artikulierenden Kontaktflachen und eine 2-3fache
Zunahme des Belastungsdruckes (Kurosawa et al. 1980, S. 287; Krause et al.
1976, S. 602). Es zeigte sich dann auch in mehreren Studien, dass die totale
Meniskektomie mit der Progression von degenerativen Gelenkveranderungen
assoziiert ist (Roos et al. 1998, S. 691; Fairbank TJ 1948; S. 668; Jackson
1968, S. 526; Appel 1970, S. 105; Allen et al. 1984, S. 669; Burr et al. 1982, S.
124), an deren Ende haufig die Totalendoprothese steht. Erst in den 70er
Jahren wurde man langsam der Folgen, degenerativer Veranderungen am
Gelenkknorpel und erhohter Belastung fiur den Gelenkknorpel (Elliott et al. 1999,
S. 506; Oretorp et al. 1978, S. 412; Krause et al. 1976, S. 604; Medlar et al.
1980, S. 89), von totalen Meniskektomien gewahr und schenkte ihnen
Aufmerksamkeit. In Studien wurde schon damals nachgewiesen, dass nach
partiellen Meniskektomien zumindest weniger degenerative
Knorpelveranderungen entstehen als nach totalen (Cox et al. 1975, S. 181;
Moskowitz et al. 1973, S. 402; McGinty et al. 1977, S. 765). Auch die
funktionellen Ergebnisse sind nach partiellen Meniskektomien besser als nach
totalen (Hede et al. 1992, S. 120).

Sport scheint fur die Entstehung von Arthrose nach Meniskektomie ein
Risikofaktor zu sein, da die Inzidenz fur Arthrose bei Sportlern im Vergleich zur
Normalbevolkerung deutlich hoher liegt (Jorgensen et al. 1987, S. 82;
Hoshikawa et al. 1983, S. 11; Roos et al. 1994, S. 221).

Nach den bekannten Folgen der Meniskektomie wird nun versucht, den
Meniskus moglichst zu erhalten, d.h. Risse im Meniskus wieder zu reparieren
anstatt das Meniskusgewebe zu entfernen. Viele verschiedene Methoden
stehen uns heute zur Verfugung: Nahte, bioresorbierbare Implantate zur
Meniskusrefixation, Fibrinkleber, Meniskusklettung mittels Laser,
Abrasionstherapie und induzierte Vaskularisierung (Forman et al.1995, S. 40;
Nakhostine et al. 1990, S. 286; Post et al. 1997, S. 734; Rimmer et al. 1995, S.
149; Zhang et al. 1995, S. 39; Roeddecker et al. 1993, S. 31; McAndrews et al.
1996, S. 508; DeHaven 1999, S. 248; Zhang et al. 1988, S. 158). Bis auf die
induzierte Vaskularisierung konnen all diese Methoden den Heilungsprozess
lediglich in der vaskularisierten Zone der Menisken unterstutzen (Sweigart et al.
2001, S.118).



Fur den Ersatz des Meniskus nach groflten Defekten gibt es grundsatzlich zwei
Methoden: entweder der Einsatz von Kadavermenisken (Allotransplantation)
oder die Verwendung von kunstlichen Ersatzmenisken (Collagen Meniskus
Implant®, CMI®).

Seit der ersten Allotransplantation 1984 in Mlnchen wird diese Methode
vorwiegend in den USA eingesetzt. Sie kann aber lediglich als eine operative
Malnahme mit zeitlich begrenztem Effekt angesehen werden (Messner 1999,
S. 165).

Die Transplantation mit Allo- als auch mit Autografts hat zwar einen
schitzenden Effekt auf den Gelenkknorpel und beugt degenerativen
Veranderungen am Knorpel vor (Szomor et al. 2000, S. 87), jedoch erreichen
die Transplantate bei weitem nicht die Gewebeeigenschaften normaler
Menisken (Jackson et al. 1992, S. 653). Im Verlauf der ersten zwei Jahre nach
Implantation kommt es zum Schrumpfen, haufig auch zu ZerreiBungen der
Transplantate (Milachowski et al. 1994, S. 162; Noyes 1995, Prasentation). Eine
langsame AbstolRungsreaktion als Mitursache kann daflr nicht ausgeschlossen
werden. Edwards et al. kamen 1996 bei Schafen zu dem Ergebnis, dass die
Meniskustransplantation im Vergleich zur Meniskektomie im Hinblick auf
Arthrose keinen Vorteil hat (Edwards et al. 1996, S. 225). Hinzu kommt ein
kleines, aber nicht unerhebliches Risiko der Infektion z.B. mit HIV, Hepatitis B
und C etc. (Kuhn et al. 1996, S. 542). Aus diesen Grinden wird der
Kadavermeniskus in Deutschland und anderen europaischen Landern kaum
eingesetzt. Es besteht demnach ein groBer Bedarf an neuen
Therapiemoglichkeiten fur Patienten nach Meniskusverlust.

Die zweite Maoglichkeit bei Verlust des Meniskus besteht im Einsatz des
Collagen Meniskus Implantats®. Als einziges von vielen experimentell
untersuchten biologischen und synthetischen Materialien (Arnoczky et al. 1988,
S. 1214; Stone et al. 1992, S. 109; Cook et al. 1999, S. 662; Bruns et al. 2000,
S. 367; Angele et al. 2000, Prasentation; Klompmaker et al. 1996, S. 1173;
Kohn et al. 1997, S. 236; Kohn et al. 1992, S. 915) ist der Kollagenmeniskus in
die klinische Anwendung Ubergetreten (Stone et al. 1995, S. 398; Rodkey et al.
1999, S. 290). Die klinische Verwendung des Kollagenmeniskus ist heute in
einigen Zentren in Deutschland und in den USA vom Hersteller zugelassen. Es
handelt sich um ein resorbierbares Gerust aus bovinen Typ I|-Kollagenfasern,
das als Ersatz fur den verlorenen Meniskus eingesetzt wird. Vorraussetzung fur
die Implantation ist jedoch das Vorhandensein einer stabilen Randleiste. Durch
das Einwachsen von Synovial- und anderen Zellen und deren Differenzierung
soll das Gerust langsam resorbiert werden und sich ein neuer Meniskus bilden.
Die Ergebnisse mit dem Kollagenmeniskus sind jedoch kritisch zu betrachten,
da samtliche Studien von einer einzigen Arbeitsgruppe aus den USA stammen
(Stone, Rodkey et al., Vail, Colorado), und auch die Autoren selbst nach einer
Verbesserung der Methode verlangen, z.B. durch Zellbesiedelung. Die
Ergebnisse der amerikanischen Kollegen sind mit den Erfahrungen der
Abteilung fur Sportorthopadie zu vergleichen: eine gewisse Besserung der
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Beschwerden ist mit einem eher enttduschenden histologischen Befund
vergesellschaftet.

Die Idee der vorliegenden Studie war, den Kollagenmeniskus vor der
Implantation mit autologen Meniskuszellen zu besiedeln und damit die
strukturellen und eventuell auch die biomechanischen Resultate der Menisken
zu verbessern. Da sich zum Zeitpunkt der Implantation Dbereits
Fibrochondrocyten im Gerlst befinden und schon angefangen haben,
extrazellulare Matrix zu bilden- somit eine Platzhalterfunktion GUbernehmen- ,
haben wir angenommen, dass weniger Reparaturzellen einwandern und die
Bildung des Meniskusgewebes ohne Verzdgerung stattfindet. Durch die
autologen Zellen soll eine AbstoRungsreaktion vermieden werden.

In der vorliegenden experimentellen Studie wurden aus einer autologen
Meniskusbiopsie Fibrochondrocyten isoliert, vermehrt und ex vivo in ein
Kollagengerust in Meniskusform implantiert, das weiter in Kultur gehalten
wurde. Diese tissue-engineerten Konstrukte wurden anschlieBend in die
Kniegelenke von Schafen transplantiert.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Transplantate makroskopisch,
histologisch sowie biomechanisch untersucht und mit Kontroligruppen
verglichen.

Das in dieser Studie durchgeflhrte Tissue Engineering am Meniskus ist heute
eine viel versprechende Hoffnung, neue Behandlungsmoglichkeiten flr
Meniskusschaden zu entwickeln. Der Meniskus ist ein hochkomplexes Gewebe
und seine wichtige Funktion innerhalb des Kniegelenkes wird immer besser
verstanden. Da die Moglichkeiten des Meniskus zur Selbstheilung nach
ausgedehnten Lasionen begrenzt sind und die Spatfolgen eines Defektes fir
den Patienten schwerwiegend sein konnen, ist die Entwicklung neuer
Behandlungsmethoden von grof3er Bedeutung. Durch die inzwischen enormen
Moglichkeiten im Bereich der Zellkultur und die rasante Entwicklung in der
Genetik und dem Einsatz von Wachstumsfaktoren erdffnen sich ganz neue
Methoden, die in Zukunft zur klinischen Routine werden konnten und eine
Standardtherapie bei komplexen Meniskusverletzungen darstellen kénnten. Es
gilt, die neuen Erkenntnisse aus den verschiedenen Gebieten und Studien zu
sammeln und zusammenzubringen und eine sichere und erfolgreiche Methode
zur Therapie von Meniskuslasionen und zum Meniskusersatz zu finden und zu
etablieren.
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2.1

Methoden und Materialien

Vorversuche

Fur die Vorversuche wurden Menisken von New Zealand White Rabbits
entnommen, die fur laufende Versuche des Instituts flr Experimentelle
Onkologie der TU Munchen geopfert worden waren.

2.1.1 Meniskusbiopsie

Zur Entnahme der Menisken wurde unter sterilen Bedingungen ein zentraler
Hautschnitt von 3 cm Lange von der Patella aus nach kaudal vorgenommen.
Nach Praparation der Faszien wurden die beiden Kollateralbander sowie die
Patellarsehne durchtrennt und der Hoffa-Fettkorper reseziert. Nach Sicht auf
beide Kreuzbander wurden diese durchtrennt und das Gelenk somit weit
eroffnet. Nach Durchtrennung des Ligamentum transversum genus und der
hinteren Insertionsstellen wurden die Menisken enthnommen und in Vollmedium
(DMEM & 10% Fetal Calf Serum & 100 IU/ml Penicilin & 100 pg/ml
Streptomycin & 2 mmol/l Glutamin) gegeben.

2.1.2 Isolierung und Kultivierung, Zahlen der Zellen

Die biopsierten Menisken wurden nun 3 mal mit jeweils 6 ml PBS gewaschen. In
einer 60 mm Kulturschale und 3 ml PBS wurden die Menisken mit einem
Skalpell und einer Polystyrolpinzette unter der Sterilbank in ca. 1x1 mm? grol3e
Stucke geschnitten. Nach Zugabe von 10 ml Trypsin-EDTA kamen die Sticke
bei 37° C 30 Minuten lang auf einen Shaker bei 130 rpm. Es folgte die
Zentrifugierung bei 2200 U/Min. und 37° C fir 5 Min.. Der Uberstand wurde
abgesaugt und 20 ml Kollagenase-Losung (50 mg Kollagenase A in 20 ml
Vollmedium) hinzugegeben, diese dann 12-16 h bei 37° C auf einen Shaker
(130 rpm) gestellt. Um die grofleren Meniskusstiicke zu filtern, wurden 40 pl
Zellfilter benutzt und die Zellsuspension danach 4 Min. bei 37° C und 1000
U/Min. zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 8 ml Vollmedium geldst
und in 25 cm? Flasks gegeben.

Die Kultivierung der Fibrochondrocyten erfolgte bei 37° C und 5 % CO; in
wasserdampfgesattigter Luft. Mediumwechsel erfolgte beim ersten Mal nach
einem Tag, danach alle 2 Tage. Die Zellen wurden gesplittet, sobald sie nahezu
Konfluenz erreichten. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 2 Mal mit
PBS gewaschen und 1 ml Trypsin-EDTA aufgegeben. Nach 5 Minuten
Inkubation im Brutschrank und mikroskopischer Kontrolle wurden 5 ml Medium
dazugegeben und die Zellen auf grolere Flasks verteilt. Es standen fur die
Kultivierung 75 cm? und 150 cm? Flasks zur Verfigung. Beim Splitten der Zellen
aus grolReren Flasks wurden entsprechende Mengen von Trypsin-EDTA und
Medium verwendet.

Die Zellen wurden mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer gezahit.
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2.1.3 Besiedelung von Kollagenmatrizes
Um sowohl die Besiedelungstechnik herauszufinden als auch das beste Gerust
zu bestimmen, wurden verschiedene Kollagene mit Fibrochondrocyten
besiedelt:

a) Collagen Meniskus Implantat® = CMI®

s

*
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Abbildung 2.1 und 2.1.1: Collagen Meniskus Implantat®, makroskopisch und
mikroskopisch.

b) Resorba®-Schwamme
c) Verigen®-Membranen
d) Tachotop®-Kollagene

Die Zellen wurden jeweils mit Trypsin-EDTA abgelost und nach Mediumzugabe
in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Nach Zentrifugieren bei 1000 U/Min. und
37° C fur 4 Min. wurde die jeweilige Menge an Medium hinzugegeben und die
Zellsuspension in einer 1 ml Spritze aufgezogen. Mediumwechsel bei den
besiedelten Schwammen fand alle 2 Tage statt. Nach einer bestimmten
Kulturdauer wurden von den Proben Gefrier- und Paraffinschnitte gemacht und
diese HE, Alcian Blau und zum Teil van Giesson gefarbt, um die
Besiedelungsqualitat zu beurteilen.

Zu a):

Da fur die CMIs® bei der Herstellung nach Rodkey et al. (1999, S.283) fur die
Crosslinks der Kollagenfasern Formaldehyd verwendet wird, das auf Zellen
toxisch wirkt, wurden die Kollagenmenisken vor der Besiedelung 2-5 Wochen in
Vollmedium eingelegt und im Kuhlschrank aufbewahrt. Das Medium wurde alle
3 Tage gewechselt, um auf diese Weise das Formaldehyd herauszulosen. In
anfanglichen Versuchen ist es uns nicht gelungen, Zellen auf einen
Kollagenmeniskus zu bringen, wenn dieser nicht vorher in Medium gespult

12



worden war. Fiur die Vorversuche wurden jeweils 0,5 cm breite Stlicke der
Kollagenmenisken verwendet.
Es wurden Kollagenmenisken mit folgenden Zellzahlen besiedelt:

Kollagenmeniskus-Besiedelungen in vitro (0,5 cm breite Stiicke):
CMI® gesplilt Zellzahl in yul Medium Kulturdauer

4 Wo. 0,7x10° 300 3 Wo.

4 Wo. 0,7x10° 100 3 Wo.

4 Wo. 4x10° 100 3 Wo.

4 Wo. 2x10° 100 3 Wo.

4 Wo. 1,5x10° 100 1,5 Wo.

2 Wo. 1,5%10° 100 2 Wo.

4 Wo. 1,5%x10° 100 1 Wo.

5 Wo. 1x10° 50 14 Wo.

Tabelle 2.1: Ubersicht der Vorversuche: Kollagenmeniskus-Besiedelungen.

Nach Zentrifugieren bei 1000 U/Min. und 37° C Uber 4 Min. wurden die Zellen in
50-100 pl Medium geldst und mit einer 1 ml Spritze und einer 0,4x19 mm?
Kanule in den Kollagenmeniskus gespritzt. Zuvor war das CMI®-Stuck
vorsichtig ausgedruckt worden, um wieder Flussigkeit aufnehmen zu kénnen.
Das Stick des Kollagenmeniskus wurde in eine 60 mm Kulturschale gelegt und
mit einer Polystyrol-Pinzette festgehalten. Mit der Spritze wurden nun jeweils
gleichmalig verteilt 16 Injektionen gesetzt, wobei die ausgelaufene
Zellsuspension immer wieder verwendet wurde.

20 Minuten nach dem Einspritzen wurde Medium hinzugegeben, so dass das
Kollagenmeniskus-Stuck komplett bedeckt war, und die Kulturschale in den
Brutschrank gestelit.

Zu b):

Die Schwamme wurden in 1x1 cm? groRe Sticke geschnitten und mit
verschiedenen Zellzahlen besiedelt:

0,2x10° 0,7-0,8x10° und 2,1x10° Zellen, geldst in 100-500 pl Medium. Nach
Moglichkeit wurde die Injektion mit der aus dem Schwamm ausgelaufenen
Suspension bis zu 3 mal wiederholt. Mediumzugabe erfolgte nach 15 Minuten.
Die besiedelten Schwamme wurden in 24-well-Platten im Brutschrank
aufbewahrt. Paraffin- und Gefrierschnitte mit HE- und Alcian Blau-Farbungen
wurden nach 1, 2, 3 und 6 Wochen gemacht.

Zu c):

Die Membranen wurden in 1x1 cm? grof3e Stlicke geschnitten und in 60 mm
Kulturschalen gelegt. Auf die raue Seite der Membranen wurde dann die
Zellsuspension gegeben und nach 30 Minuten vorsichtig Medium zugegeben.
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2.2

Die verwendeten Zellzahlen betrugen 0,1x10°, 1x10° und 5x10° Zellen jeweils
in 200 pl Medium geldst. Nach 1, 3 und 6 Wochen wurden schlieBlich die
histologischen Praparate angefertigt.

Zu d):

Die Tachotop®-Schwamme bestehen aus 1,4-2,2 mg/cm? Kollagenfibrillen vom
Pferd. Sie wurden in 1x1 cm? grole Stlcke geschnitten und in 60 mm
Kulturschalen gelegt. Jeweils 4x10° Zellen geldst in 100 ul Medium wurden
injiziert. Wenn moglich, wurde die Injektion bis zu 3 mal wiederholt.
Mediumzugabe erfolgte nach 40 Minuten. Die Kulturdauer im Brutschrank

betrug 3, 6 bzw. 11 Wochen.

Tiermodell und Studiendesign
Es wurden weibliche Merino-Schafe aus normaler Zucht verwendet, insgesamt

39 Schafe.

Auflistung der Tiere mit jeweiliger Gruppe, Alter und Gewicht bei der Biopsie

(OP1):

Schaf Datum Alter | Gewicht | Opferung
Nr. | Gruppe | Geb.Datum| Biopsie Implant. |Jahre| OP1(kg) nach
1 CMI+ |24.01.1994 | 28.02.2002 | 11.04.2002 | 8,2 80,0 6 Mon.
2 CMI+ |03.05.1998 | 28.02.2002 | 11.04.2002 | 3,9 105,0 3 Wo.
3 CMI+ |09.09.1992|07.03.2002 | 18.04.2002 | 9,6 83,0 6 Mon.
4 CMI+ |12.04.1993|07.03.2002 | 18.04.2002 | 9,0 101,0 3 Mon.
5 CMI- |10.05.1993 | 12.03.2003 | 08.05.2002 | 9,0 77,0 6 Mon.
6 CMI- |20.06.1993 | 12.03.2003 | 08.05.2002 | 8,9 69,0 3 Wo.
7 CMI- |23.08.1995 | 19.03.2002 | 16.05.2002 | 6,7 71,0 3 Mon.
8 CMI- |01.01.1994 | 19.03.2002 | 16.05.2002 | 8,4 77,0 6 Mon.
9 leer |11.12.1999 | 26.03.2002 | 23.05.2002 | 2,4 75,0 6 Mon.
10 leer |20.12.1993 | 26.03.2002 | 23.05.2002 | 8,4 83,0 6 Mon.
11 leer |15.09.1992|02.04.2002 | 30.05.2002 | 9,7 70,0 6 Mon.
12 leer |30.12.1993 | 02.04.2002 | 30.05.2002 | 8,4 85,0 6 Mon.
13 CMI- |21.10.1994 | 09.04.2002 | 06.06.2002 | 7,6 84,0 3 Mon.
14 CMI- |21.12.1993 | 09.04.2002 | 06.06.2002 | 8,5 88,0 6 Mon.
15 CMI- |11.01.1994 | 16.04.2002 | 13.06.2002 | 8,4 79,0 6 Mon.
16 CMI- |07.05.1995 | 16.04.2002 | 13.06.2002 | 7,1 81,0 3 Mon.
17 CMI+ |20.03.1993 | 30.04.2002 | 20.06.2002 | 9,3 71,0 6 Mon.
18 CMI+ |28.04.1993 | 07.05.2002 | 20.06.2002 | 9,2 73,0 6 Mon.
19 | CMI+L [30.12.1993 | 07.05.2002 | 27.06.2002 | 8,5 83,0 3 Wo.
20 | CMI+L | 02.12.1993 | 07.05.2002 | 27.06.2002 | 8,6 83,0 6 Wo.
21 leer |22.04.1993|14.05.2002 | 04.07.2002 | 9,2 71,0 3 Mon.
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Schaf Datum Alter | Gewicht | Opferung
Nr. | Gruppe | Geb.Datum| Biopsie Implant. |Jahre| OP1(kg) nach
22 leer |08.02.1994 | 14.05.2002 | 04.07.2002 | 8,4 80,0 3 Mon.
23 leer |16.03.1994 |21.05.2002 | 11.07.2002 | 8,3 68,0 3 Mon.
24 leer |22.06.1996 |21.05.2002 | 11.07.2002 | 6,1 75,0 3 Mon.
25 CMI+ |12.04.1993 | 28.05.2002 | 18.07.2002 | 9,3 75,0 3 Mon.
26 CMI+ [17.01.1993|28.05.2002 | 18.07.2002 | 9,5 83,0 3 Mon.
27 CMI- |02.07.1998 | 04.06.2002 | 25.07.2002 | 4,1 70,0 3 Mon.
28 CMI- |25.12.1993 | 04.06.2002 | 25.07.2002 | 8,6 79,0 3 Mon.
29 | CMI+L |30.09.1994 | 11.06.2002 | 14.08.2002 | 7,9 73,0 3 Mon.
30 | CMI+L | 14.05.1993 | 11.06.2002 | 14.08.2002 | 9,3 75,0 3 Mon.
31 CMI- |08.12.1993 | 25.06.2002 | 01.08.2002 | 8,7 83,0 3 Mon.
32 CMI- |18.08.1999 | 25.06.2002 | 01.08.2002 | 3,0 86,0 3 Mon.
33 leer |07.01.1994 | 18.06.2002 | 08.08.2002 | 8,6 81,0 3 Mon.
34 CMI- |11.01.1994 | 18.06.2002 | 08.08.2002 | 8,6 89,0 3 Mon.
35 CMI+ |21.09.1992 | 02.07.2002 | 22.08.2002 | 9,9 82,0 3 Mon.
36 | CMI+L |21.05.1995 | 02.07.2002 | 22.08.2002 | 7,3 97,0 3 Mon.
37 CMI- |12.01.1994 | 09.07.2002 | 29.08.2002 | 8,6 70,0 3 Mon.
38 | CMI+L |30.10.1994 | 09.07.2002 | 29.08.2002 | 7,8 65,0 3 Mon.
39 | CMI+L | 02.12.1993 | 09.07.2002 | 29.08.2002 | 8,7 90,0 3 Mon.

Durchschnitt 8,0 79,7

Median 8,5 80,0

Stand.-Abw. 1.8 8.9

Tabelle 2.2: CMI+ = mit Zellen besiedelt, CMI+L = mit LacZ-markierten Zellen

besiedelt, CMI- = unbesiedelt, leer = Meniskektomie.

Bei insgesamt 16 Schafen wurde der Kollagenmeniskus vor der Implantation mit
Fibrochondrocyten besiedelt. Bei 7 Tieren wurden die Zellen retroviral mit dem
Reportergen R-Galaktosidase (LacZ) markiert, um auf diese Weise spater von
uns eingebrachte von eingewanderten Zellen unterscheiden zu kénnen. Die
retrovirale Infektion wurde freundlicherweise vom Institut fir Experimentelle

Onkologie, unter Leitung von Prof. Dr. B. Gansbacher, durchgefuhrt.

Da nicht sicher war, wie lange das LacZ-Protein in vivo stabil ist, gab es in
dieser Gruppe keine 6-Monats-Schafe. Um bei mdglicher Unvertraglichkeit und
allergischen Reaktionen schnell reagieren bzw. die Studie abbrechen zu
kénnen, gab es in den ersten 3 Gruppen ,first-look-Tiere“, die nach 3 und 6
Wochen geopfert wurden.

15




Gruppe "first look" 3 Monate 6 Monate | Gesamtanzahl
(3 u. 6 Wochen)
CMI® besiedelt 1(3) 4 4 9
CMI® besiedelt 2(3,6) 5 0 7
(LacZ markiert)

CMI® unbesiedelt 1(3) 9 4 14
Leerkontrolle 0 5 4 9
gesamt 4 23 12 39

Tabelle 2.3: Studiendesign.

Insgesamt mussten drei Tiere aus der Studie ausgeschlossen werden: Schaf
Nr. 13 aufgrund schwerer Herzinsuffizienz, Nr. 33 wegen eines grolden schon
zum Zeitpunkt der Biopsie bestandenen Knorpeldefektes am medialen
Kondylus, Nr. 36 musste aufgrund einer Liegeschwiele an der Brust vorzeitig
eingeschlafert werden, es zeigte sich bei der Erdffnung des Kniegelenkes
zudem eine stark infektiose Gelenkdestruktion. Somit wurden in die Studie 36
Tiere einbezogen.

2.2.1 Medikation und Haltung der Tiere

Die Tiere bekamen am Morgen vor der OP die erste Analgetikagabe, es folgten
weitere 5 Analgetikagaben nach der Biopsie bzw. weitere 6 nach der
Implantation, jeweils morgens und abends, Carprofen i.m. in der Dosierung von
4mg/kg/d. Wahrend der OP wurde den Tieren einmalig i.v. ein Antibiotikum
verabreicht. Nach Bedarf bekamen die Tiere in der Beobachtungszeit Antibiose
und Thrombareduct 30000 I.E. bei Schwellungen.

Am Tag nach der OP kamen die Tiere wieder zu ihrer Herde zurtick. Sie wurden
wahrend der gesamten Zeit artgerecht in Stallhaltung gehalten und wahrend der
Analgesiephase taglich nach standardisiertem Schema durch den betreuenden
Tierarzt, danach zweimal taglich vom Schafzlichter beobachtet und untersucht.
Es wurden die Beweglichkeit und die Stabilitat der Gelenke, die Gangart, das
Verhalten der Tiere sowie die Wundheilung beurteilt.

2.2.2 Meniskusbiopsie

Samtliche Operationen, sowohl Biopsie als auch Implantation, wurden von PD
Dr. med. Martinek und Dr. med. Ueblacker von der Abteilung fir
Sportorthopadie der TU Minchen durchgefihrt.

In Intubationsnarkose (Enfluran) wurde anteromedial auf Hohe des linken
Gelenkspaltes ein 6 cm langer Hautschnitt vorgenommen. Die einzelnen
Faszienschichten wurden der Reihe nach dargestellt und inzisiert. Schliellich
wurde die Kapsel erdffnet und ein ca. 55 mm? grol3es Meniskusstlck aus dem
Vorderhorn biopsiert. Die Meniskusbasis wurde belassen.
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Die Kapsel wurde mit 4-0 Vicryl geschlossen und die Faszien schichtweise
zugenaht. Zuletzt erfolgte eine Hautnaht mit 3-0 Prolene.

Abbildung 2.2: Biopsie eines kleinen Meniskusstuckes aus dem Vorderhorn.

2.2.3 Isolierung und Kultur, Proliferation der Zellen
Das weitere Vorgehen mit den Biopsaten gleicht dem bei der Isolierung der
Fibrochondrocyten weiter oben im Text.
Die Zellen wurden vermehrt, bis ca. 8-10x10° zur Verfiigung standen, um einen
halben Kollagenmeniskus zu besiedeln. Uberschiissige Zellen wurden fiir
eventuelle Nachversuche eingefroren.
Das Proliferationsverhalten wurde beobachtet und in drei Gruppen eingeteilt:
gutes, maRiges, schlechtes Wachstum. Die Werte wurden schlieRlich mit dem
Alter der Tiere korreliert und verglichen, um mdgliche Zusammenhange zu
erkennen.

2.2.4 Gen-Markierung der Zellen mit 3-Galaktosidase
Diejenigen Zellreihen, die mit 3-Galaktosidase markiert werden sollten, wurden
in der Zahl von 0,25><106 Zellen in 25 cm? Flasks ausgesat und zur
Transduktion in das Institut fur Experimentelle Onkologie gebracht.
Der Titer (LZ/ VSV.G (1605 bzw. 2507)) lag zwischen 5x10° IP/ml und 2,4x10°
IP/ml  (infektidse Partikel). Es wurde ein VSV.G pseudotypisierter
Virusuberstand, codiert fur nlsLacZ, verwendet.
24 h nach der Tranduktion wurden die Zellen normal weiterkultiviert. Die
markierten Zellen wurden in 60 mm Kulturschalen ausgesat und mit XGal
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gefarbt. Unter dem Mikroskop wurde so der Anteil der transduzierten Zellen im
Vergleich zu den nicht transduzierten gezahit.

Zusatzlich wurden die Zellen in der DurchfluBzytometrie (FACS) untersucht, um
objektive Zahlen zu bekommen.

Um die Stabilitat der Genexpression in vivo zu Uberprifen, wurden, sofern
genlugend grol’e Explantate zur Verfigung standen, Gefrierschnitte von den
jeweiligen Explantaten hergestellt und mit X-Gal gefarbt.

2.2.5 Besiedelung der Kollagenmatrizes
Die Kollagenmenisken wurden jeweils 5 Wochen vor der Besiedelung in
Medium gelegt und dieses alle 3 Tage gewechselt. Jeder Kollagenmeniskus
wurde in 2 gleichgroRe Halften geteilt, da die Grofle des Kniegelenks eines
Schafes ungefahr der halben GroRRe eines humanen Kniegelenks entspricht und
die Kollagenmenisken zur Verwendung am Menschen hergestellt werden.
Es wurde im Durchschnitt eine Zellzahl von 10,9x10° Zellen verwendet.
Die Technik der Besiedelung wurde weitgehend weiter oben beschrieben. Die
Zellen I0sten wir in jeweils 150-200 pl Medium und injizierten diese
Zellsuspension gemaf nachfolgender Abbildung. Als Punkte angedeutet sind an
einem Ende des Kollagenmeniskus beispielhaft die Einstichstellen der Kantle
eingezeichnet, wo wir jeweils geringe Mengen der Zellsuspension injizierten.

Abbildung 2.3.1 und 2.3.2: Skizze der Injektionsstellen (die Punkte symbolisieren die
Injektionsstellen beispielhaft fur den kompletten Kollagenmeniskus).

20 Minuten nach der Injektion der Zellen wurde Medium hinzugefugt.

Die Aufbewahrung erfolgte nun nach oben beschriebenem Schema. 8-10 Tage
vor der Implantation wurde dem Medium kein FCS mehr zugegeben, da auf
diese Art die Fibrochondrocyten unterstutzt werden, ihren ursprunglichen
Phanotyp wiederzuerlangen und eine mehr polygonale Morphologie zu
erreichen (Webber et al. 1988, S. 19).

Stichprobenartig wurde nach einigen Besiedelungen die Zellzahl im Uberstand
und am Boden der Kulturschale gezahlt, um zu erfahren, wie viele Zellen bei der
Injektion verloren gehen.
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2.2.6 Implantation der tissue-engineerten Kollagenmenisken
Uber den gleichen Hautschnitt wie bei der Biopsie wurde eine mediale
Arthrotomie  durchgefiuhrt und nach Durchtrennung des medialen
Kollateralbandes (MCL) wurde das Gelenk aufgeklappt.
Der mediale Meniskus wurde nun bis auf die Meniskusbasis reseziert und
entweder ein besiedelter oder ein unbesiedelter Kollagenmeniskus in Inside-out-
Technik eingenaht. In den Leerkontrollen wurde lediglich eine Meniskektomie
durchgefuhrt. Anhand des resezierten Meniskusstickes wurde der
Kollagenmeniskus angepasst und mit 3 Nahten eingenaht. Verwendet wurde
zunachst 2-0 Ethibond Faden.
Die Kapsel wurde verschlossen und das MCL rekonstruiert. Nachdem die
einzelnen Faszienschichten mit 4-0 Vicryl vernaht waren, wurde die Haut mit 3-
0 Prolene genadht und zuletzt Silberspray aufgetragen, der fir einen
mechanischen Schutz der Wunde sorgt.

Abbildung 2.4 links: Sicht in das Kniegelenk von anteromedial nach Durchtrennung
des MCL; Abb. 2.5 rechts: Einnahen des Kollagenmeniskus.

Bei Schaf Nr. 4 wurde beim Entnehmen des Meniskus das Ligamentum
transversum genus durchtrennt und musste readaptiert werden.

Schaf Nr. 6 entwickelte intraoperativ einen Hypertonus, es bekam daraufhin
Brevibloc®.

Schaf Nr. 10 wurde aufgrund eines postoperativen Krampfanfalls mit 15 mg
Valium® behandelt.
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Bei Schaf Nr. 13 zeigte sich nach der Implantation eine Herzinsuffizienz, die mit
Furosemid, ACE-Hemmern und Theophyllin behandelt werden musste. Das Tier
wurde daher aus der Beobachtungsgruppe ausgeschlossen.

Bei Schaf Nr. 28 musste im Zuge der Implantation ein kleiner Vorderhorndefekt
genaht werden.

Bei der Eroffnung des Kniegelenks des Schafes Nr. 33 fiel am medialen
Femurkondylus ein 1x1,5 cm? grolder Knorpeldefekt bis auf die subchondrale
Platte auf. Das Tier wurde deshalb aus der Beobachtungsgruppe
herausgenommen.

Die vordere Basis des Meniskus von Schaf Nr. 35 fehlte und wurde durch Naht
adaptiert. Auch bei Schaf Nr. 36 fand sich ein Defekt in der Meniskusbasis.
Ansonsten verliefen die Implantationen ohne Komplikationen.

Stichprobenartig wurden von Resten der implantierten Kollagenmenisken HE-
Schnitte gemacht, um die Qualitdt der Besiedelung zum Zeitpunkt der
Implantation zu kontrollieren. Es fielen jedoch nicht immer Reste beim
Einpassen der Implantate an.

Unterschieden wurde die Qualitat der Besiedelung in drei Kategorien: gut- viele
Zellen, gleichmalig; maRig- vereinzelte Zellen, zum Teil Zellnester; schlecht-
keine Zellen.

2.2.7 Achillessehnendurchtrennung
Um eine Entlastung des Kniegelenks und das Einheilen der Transplantate zu
gewabhrleisten, wurde die ipsilaterale Achillessehne 1,5 cm proximal des
Calcaneus durchtrennt und ca. 1 cm reseziert. Diese Vorgehensweise hat sich
nach Bruns et al. (Knee Surg. 2000, S. 367) bewahrt, da die Sehne spontan
heilt und die Tiere nach 2 Wochen langsam die Belastung wieder aufnehmen
und nach 6 Wochen das betreffende Bein voll belasten.

Abbildung 2.6 links: Darstellung der Achillessehne; Abb. 2.7 rechts: Resektion
eines 1 cm langen Stlickes.
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2.2.8 Opferung der Tiere
Die Schafe wurden zunachst mit 4 ml Diazepam i.m. sediert, nach 20 min. mit 3
ml Ketamin i.v., 10 ml Propofol 2% i.v., 40 ml Pentobarbital i.v. und 40 ml KCI
i.v. geopfert.

2.3 Untersuchungsmethoden an den tissue-engineerten Menisken
Auf dem oben beschriebenen Zugangsweg wurde das Gelenk erdffnet und das
Regenerat zu weiteren Untersuchungen entnommen.

KoIIagenmerlLsk
.

Abbildung 2.8: Explantation eines besiedelten Kollagenmeniskus nach 3
Wochen (Blick von anterior in das ertffnete linke Kniegelenk).

2.3.1 Synovialanalyse und Abstrich
Bei Verdacht auf eine Infektion (trGber bzw. deutlicher bis massiver
Gelenksergul3, Gelenksschwellung, Synovialwucherungen bzw. Hypertrophie
der Synovialhaut) wurde Synovialflissigkeit entnommen und mikrobiologisch
untersucht.
Zusatzlich wurde in diesen Fallen auch ein Abstrich genommen und
mikrobiologisch untersucht.
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2.3.2 Makroskopische Beurteilung der Explantate

Die Explantate wurden nach dem folgenden Schema beurteilt:

Kriterien Scores und zugehdrige Beschreibung
3 2 1 0
Grole / Form |unveradndert |wenig verkleinert stark verkleinert nicht vorhanden
Oberflache regelmafig glatt unregelmafig rau
schimmernd weil}
Farbung bzw. meniskustypisch | matt farblos gelblich-eitrig
Integration vollstédndig teilweise (vorne/hinten) |keine
korrekte
anatom. Lage ja nein

Tabelle 2.4: Schema zur makroskopische Beurteilung der Explantate.

Der hochstmogliche Gesamtscore betragt somit 10, womit ein optimales
Ergebnis erreicht wirde.

2.3.3 Makroskopische Beurteilung der Gelenkflachen

Grad

Die Kondylen und das Tibiaplateau wurden nach etabliertem Schema beurteilt
(Jackson et al. 1992, S. 649):

Beschreibung

0

keine sichtbaren Veranderungen

intakte Oberflache mit Farbveranderungen oder Oberflachenunregelmaligkeiten oder beidem

Auffaserung der Oberflache oder Knorpelverlust ohne sichtbaren Knochen

exponierter Knochen in weniger als 10 % des Gebiets

AW IN |~

mehr als 10 % exponierter Knochen und zersplitterter Knorpel um die Lasion

Tabelle 2.5: Schema zur makroskopischen Beurteilung der Gelenkflachen.

Die Kondylen und das Tibiaplateau wurden jeweils in zwei Gebiete, medial und
lateral, eingeteilt. Daraus ergibt sich, dass innerhalb des Gelenks 4
verschiedene Gebiete getrennt voneinander, jeweils nach obigem Knorpelscore,
beurteilt wurden.

2.3.4 Histologische Beurteilung der tissue-engineerten Menisken

Aus dem tissue-engineerten Kollagenmeniskus wurde ein zentrales Stlck
ausgeschnitten und in Paraffin eingebettet, so dass die Keilform des Meniskus
zu sehen ist.

Die Schnitte (5 um) wurden mit Hamatoxylin-Eosin und van Giesson gefarbt, um
das Ausmal® der Entzundungsreaktion, die Zellmorphologie und -anordnung
sowie die Kollagenbildung zu beurteilen.
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Die Beurteilung der Histologien erfolgte verblindet durch Frau Dr. Specht vom
Institut fur Pathologie der TU Munchen nach einem weiterentwickelten Schema
auf der Grundlage des von Stone et al. verwendeten (Stone et al. 1995, S. 397).

Es wurde ein Score gebildet nach folgendem Schema:

Scores
Kriterium 0 1 2
Entziindung starke Entziindung mafige Entziindung kaum/keine Entziindung

Zellmorphologie

< 50 % fibroblasten-

ahnliche Zellen

50 bis 75 % fibroblasten-

ahnliche Zellen

> 75 % fibroblasten-

ahnliche Zellen

Anordnung der

vereinzelte Zellen

Zellnester,

gleichmaRig verteilt

Zellen (ungeordnet) Zellanhaufungen
Vaskularisierung |kaum mafig gut
Kollagenfasern kaum, vereinzelte wenige viele

Tabelle 2.6: Schema zur Beurteilung der histologischen Praparate.

2.3.5

Aus dem oben gezeigten Schema ergibt sich, dass ein hoher Gesamtscore auf
ein gutes histologisches Ergebnis schliellen lasst, ein niedrigerer auf ein
insgesamt schlechteres histologisches Ergebnis.

Biomechanische Messungen

Sofern es die GroRe der gefundenen Explantate zuliel3, wurden
biomechanische Messungen durchgefihrt. Als Vergleich dienten neue
Kollagenmenisken, die Uber einen Zeitraum von 10 Wochen in Medium
eingelegt waren. Fur die Messungen standen 6 Proben zur Verfugung, drei aus
der Gruppe der unbesiedelten, drei aus der Gruppe der besiedelten
Kollagenmenisken, von denen zwei mit markierten Zellen besiedelt worden
waren.

Es wurde eine Universalprifmaschine der Firma Zwick GmbH, Ulm, Typ Zwicki
1120.28 und eine Kraftmessdose der AST GmbH Dresden, Typ KAP-S, mit
einem Messbereich von 20 N verwendet. Zur Registrierung des Kraftweges, der
Zeit und des Traversenweges wurde das Software-Programm TestExpert
Version 8.1 von der Firma Zwick GmbH, Ulm, verwendet. Die Proben wurden
auf ihre Steifigkeit, das heilt auf den Widerstand des Gewebes gegen eine
Kraft, ihre Relaxation, das heil3t den Kraftabfall des Gewebes pro Zeit, und ihre
Impression untersucht. Ausgewertet wurden die Daten in einem eigens daflr
angefertigten Excel-File.
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Zur Fixierung der Proben wurde ein Metallzylinder ausgefrast, so dass die
Praparate eine Fassung erhielten. Mit einem speziell angefertigten Stempel aus
poliertem Stahl mit rundem Kopf in einem Durchmesser von 4 mm wurde nach
Erreichen einer Vorkraft von 0,05 N mit einer Anfahrtgeschwindigkeit von 45
mm/Min. bis zu einer Maximalkraft von 2 N auf die Probe gedruckt. Der Stempel
verblieb nun in dieser Stellung und es wurde Uber einen Zeitraum von 45 sec.
gemessen, um welchen Betrag sich die dem Stempel entgegenwirkende Kraft
verminderte, d.h. wie stark das Gewebe relaxierte. Diese Messung wurde nun
jeweils drei mal wiederholt, ein Mittelwert aus den Ergebnissen gebildet und die
besiedelten mit den unbesiedelten Stiicke miteinander verglichen.

Abbildung 2.9 links: Ubersicht der Apparatur; Abb. 2.10 rechts: Kraftmessdose
(Prafmittel KM-09), Stempel und ausgefraster Metallzylinder.
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2.4 Verwendete Materialien
Material

Collagenase A

Collagen Meniscus Implant®
D-MEM

DMSO

Einmalspritzen 1 ml
FACS-Rundbodenréhrchen
FCS

Formalin 6 %

Kanulen 0,4x19 mm
Kanulen 0,970 mm
Kollagen-Resorb®
Kollagenvlies
Kraftmessdose Typ KAP-S
PBS

Pen/Strep
Polystyrol-Pinzetten
Skalpelle No.22

Tachotop® N

Trypsin/EDTA
Universalprufmaschine

Typ Zwicki 1120.28

X-Gal

Zellfilter 40 pm
Zellkulturflaschen 25, 75, 150 cm?
Zellkulturschalen 60x15 mm
Zentrifugenrohrchen 15, 50 ml

2.5 Datenauswertung und Statistik

Firma

Roche Diagnostics
Sulzer Medica
Biochrom AG
Sigma

Codan

Falcon, BD
Biochrom AG
Hausapotheke

BD Mircolance™ 3
Terumo

Resorba Clinicare
Verigen AG

Zwick GmbH, Ulm
Biochrom AG

Feather

Nycomed
Biochrom AG
Zwick GmbH, Ulm

Sigma
Falcon, BD
TPP

TPP

TPP

Aus den in den Versuchen erhaltenen Daten wurden die Mittelwerte gebildet
und mit dem Student-t-Test fur gepaarte Stichproben verglichen. Unterschiede
wurden als signifikant betrachtet, wenn der Signifikanzfaktor p kleiner als 0,05

war (p<0,05).



3. Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Proliferationsverhalten der Kaninchen-Fibrochondrocyten
Nachdem die Zellen isoliert, in Medium gel6st, und in Kulturflaschen gegeben
wurden, dauerte es ein bis zwei Tage, bis nahezu alle Zellen am Boden
hafteten. Sofort begannen die Zellen mit der Vermehrung, so dass schon nach
zwei Tagen ein Splitting in groRere Kulturflaschen notig war.

3.1.2 Histologische Ergebnisse der in vitro-Besiedelungen
Es zeigt sich insgesamt, aber vor allem bei den grobporigen Schwammen, dass
Paraffinschnitte besser zu schneiden sind und sich die Struktur der jeweiligen
Schwamme leichter beibehalten lasst als bei Gefrierschnitten. Nach
anfanglichen Gefrierschnitten wurden fortan nur noch Paraffinschnitte gemacht
und bei den gezeigten Photos handelt es sich ebenfalls nur um Histologien aus
Paraffinschnitten.

a) CMI®:
Durch Besiedelung von vielen kleinen (jeweils 0,5 cm breiten) Kollagen-
meniskus-Stiicken hat sich schlieRlich gezeigt, dass 1-2x10° Zellen, geldst
in 50-100 yl Medium, die bestmogliche Zellzahl ist:

Kollagenmeniskus-Besiedelungen in vitro (0,5 cm breite Stlicke):
CMI® gespllt | Zellzahl | in gl Medium | Kulturdauer | Ergebnis: Zellen
(viele/wenige/keine)
4 Wo. 0,7x10° 300 3 Wo. keine
4 Wo. 0,7x10° 100 3 Wo. wenige
4 Wo. 4x10° 100 3 Wo. viele
4 Wo. 2x10° 100 3 Wo. viele
4 Wo. 1,5%x10° 100 1,5 Wo. viele
2 Wo. 1,5%x10° 100 2 Wo. wenige
4 Wo. 1,5%x10° 100 1 Wo. viele
5 Wo. 1x10° 50 14 Wo. viele

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Vorversuche der Kollagenmeniskus-
Besiedelungen.

Die Stlcke der Kollagenmenisken mussten mindestens 3-4 Wochen in
Medium gespult werden, bevor sie besiedelt wurden, um reproduzierbar gute
Ergebnisse zu erzielen. Als Anhaltspunkt flr eine gute Besiedelung diente
die gleichmalige Verteilung von Zellen im gesamten Stlck
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Kollagenmeniskus auf mehreren Schnittebenen. Bei langeren Kulturdauern
(ab 3-4 Wochen) wurde auch die Bildung von extrazellularer Matrix und die
Bildung von Kollagenfasern in Alcian Blau- bzw. van Giesson-Farbungen
beurteilt.

Photos von Kollagenmenisken mit unterschiedlich langer Kulturdauer (in
vitro):

Abbildungen 3.1.1 und 3.1.2: Besiedelte Kollagenmenisken nach 2 Wochen in Kultur (Ver-
gréRerung x40 und x100), HE-Farbung.

Abbildungen 3.2.1 und 3.2.2: Besiedelte Kollagenmenisken nach 14 Wochen in Kultur (Ver-
grélRerung x40 und x100), HE-Farbung.
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Abbildungen 3.3.1 und 3.3.2: Besiedelte Kollagenmenisken nach 14 Wochen in Kultur
(Vergroflerung x100), van Giesson- und Alcian Blau-Farbung.

Auf den Histologien mit zweiwdchiger Kulturdauer ist um die Zellen nur wenig
oder keine Matrix zu erkennen, nach 14 Wochen in Kultur sieht man sehr
deutlich die extrazellulare Matrix und die Kollagenfasern, die sich auch in Alcian
Blau- und van Giesson-Farbungen nachweisen lasst.

b) Resorba®:
Die Richtlinien fur gute Besiedelungen entsprachen denen bei den Kollagen-
menisken: gleichmalige Zellverteilung und beginnende Matrixbildung. Es
zeigte sich schon bei der Injektion der Zellen, dass die Struktur und fehlende
Festigkeit der Schwamme nicht dazu geeignet waren, als Meniskusersatz zu
dienen. Sie zogen sich nach der Injektion zusammen und hatten die
Konsistenz weichen Schaumstoffs.

Abbildungen 3.4.1 und 3.4.2: Resorba®-Schwamme in HE-Farbung (VergrofRerung x40, 2
Wochen in Kultur) und Alcian Blau-Farbung (x100, 6 Wochen in Kultur).
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Es war eine annahernd gleichmafige Zellbesiedelung moglich und nach ca. 2-3
Wochen eine beginnende Matrixbildung zu beobachten.

c) Verigen®:
Der Aufbau der Verigen®-Membranen ermdglicht lediglich eine oberflachige
Zellbesiedelung. Auch hier war schnell klar, dass die Membranen aufgrund
ihres Aufbaus, sie sind nur 0,5 mm dick, und ihrer zu geringen Stabilitat fur
die Verwendung als Meniskusersatz ungeeignet sind.
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Abbildungen 3.5.1 und 3.5.2: Verigen®-Membranen (VergroRerung x40 und x100)
nach 3 Wochen in Kultur (HE- Farbung).

Die Membranen lieRen sich nur oberflachlich mit Zellen besiedeln. Meist
bildeten sich Zellnester ahnlich, wie in Abbildung 3.5.2 gezeigt.

d) Tachotop®:
Aufgrund der sehr grobporigen Struktur der Schwamme und der damit
verbundenen hohen Brichigkeit und fehlenden Belastungsfahigkeit waren
sie nicht geeignet fur die Verwendung als Meniskusersatz. Die
histologischen  Schnitte  wurden  ebenfalls nach  gleichmaRiger
Zellbesiedelung und Bildung von extrazellularer Matrix untersucht.
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Abbildungen 3.6.1 und 3.6.2: HE-Farbung in 40-facher Vergréflierung (6 Wochen in Kultur)
und rechts Alcian Blau-Farbung in 100-facher Vergrof3erung (11 Wochen in Kultur).

Die Tachotop®-Schwamme lielRen sich gleichmaRig mit Fibrochondrocyten
besiedeln. Nach kurzer Zeit wurde zudem gebildete extrazellulare Matrix
sichtbar.

3.2 Ergebnisse der Tierstudie

3.2.1Proliferationsverhalten der Fibrochondrocyten, Besiedelung der Kollagen-
menisken
Von den 39 Biopsaten wurden 7 verworfen, da sie nicht benétigt wurden. Die
Zellen von zwei Tieren waren nach der retroviralen Markierung kontaminiert, so
dass sie entsorgt werden mussten. Es blieben somit noch 30 Biopsate, von
denen die Zellen kultiviert wurden und bei denen das Proliferationsverhalten der
Zellen untereinander verglichen werden konnte. Als Vergleichsparameter diente
die Dauer, nach der die Zellen (definierte Zellzahl) in einer neuen
Zellkulturflasche nahezu Konfluenz erreichten und gesplittet werden mussten.
Bei 21 Tieren war das Wachstum der Zellen als gut einzustufen (Gruppe 1), als
maRig stuften wir das Zellwachstum 7 mal ein (Gruppe 2), lediglich die Zellen
von zwei Tieren wuchsen schlecht (Gruppe 3).
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Diagramm 3.1: Proliferationsverhalten der Fibrochondrocyten im Vergleich
zum Alter der Tiere.

Beim Vergleich der drei Gruppen besteht zunachst das Problem, dass sie in
ihrer Grolde sehr unterschiedlich sind. Wir verglichen nun das Durchschnittsalter
der einzelnen Gruppen miteinander. Es bestanden jedoch keine signifikanten
Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen. p-Werte:

Gut - maRig: 0,32.
MafRig - schlecht: 0,16.
Gut - schlecht: 0,08.

Insgesamt wuchsen die Fibrochondrocyten der Schafe langsamer als die der
Kaninchen, die fur die Vorversuche verwendet wurden. Es dauerte nach der
Isolierung der Zellen langer, bis die Zellen am Boden hafteten und zu
proliferieren begannen.

Nach der Besiedelung der Kollagenmenisken wurden im Durchschnitt 5,5%10°
Zellen im Uberstand und am Boden der Kulturschale gefunden. Das entspricht
ungefahr 5 % der eingebrachten Zellzahl.

3.2.2 Stabilitat der 3-Galactosidase-Expression in vivo

Bei drei der Explantate aus der Gruppe mit LacZ-markierten Zellen wurden
zusatzlich zu den Paraffinschnitten Gefrierschnitte gemacht, um die Histologien
mit X-Gal anfarben zu kdénnen. Da es die Grol3e der Explantate nicht zuliel3,
konnten nicht von allen Explantaten dieser Gruppe Gefrierschnitte gemacht
werden und eine Farbung von Paraffinschnitten mit X-Gal war uns nicht
moglich. Bei den sechs Zellpopulationen, die mit LacZ markiert worden waren
und schliel3lich implantiert wurden, lag der Anteil der transduzierten Zellen vor
der Implantation zwischen 63 und 95 % mit einem Mittelwert von 81,6 %.

Nach 12 Wochen lieRen sich jedoch keine Zellen in unseren Histologien mit X-
Gal anfarben.
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Abbildungen 3.7.1 und 3.7.2: Fibrochondrocyten in Monolayer-Kultur unmittelbar nach
Transduktion mit LacZ, X-Gal-Farbung.

3.2.3 Histologische Kontrolle der besiedelten Kollagenmenisken bei Implantation
Insgesamt wurden 16 mit autologen Zellen besiedelte Kollagenmenisken
implantiert. Von 12 dieser 16 wurden zum Zeitpunkt der Implantation Histologien
gemacht, um die Zellbesiedelung zu Uberprifen. Somit bestand das Problem,
dass nicht bei allen Implantationen Reste anfielen, um Histologien machen zu
konnen und die verwendeten Reste zum Teil sehr klein waren und aus den
aullersten Randbereichen kamen.

Von den 12 Proben waren lediglich 3 als gut besiedelt einzustufen, weitere 3 als
mafig und 6 als schlecht. Bei den 3 Proben mit guter Besiedelung fiel auf, dass
jeweils der ganze Kollagenmeniskus im Querschnitt zu sehen war, d.h. die
Reststiicke waren noch relativ grof3.

Bei allen Ubrigen Proben handelte es sich jedoch nur noch um kleine Stiucke
(z.B. die Ecken des Kollagenmeniskus), insbesondere die als schlecht
eingestuften Reststiicke waren allesamt sehr klein.

Abbildungen 3.8.1 und 3.8.2: Kollagenmeniskus Nr. 35 (links) und Nr. 19 (rechts) zum Zeitpunkt
der Implantation, d.h. nach Kultur in vitro (VergroRerung x40 und x100, HE-Farbung).
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3.2.4 Heilung der Achillessehne

Wir Uberpruften stichprobenartig die Heilung der Achillessehne und kamen zu
den gleichen Ergebnissen wie Bruns et al. (Knee Surg. 2000, S. 367): durch
eine narbige Heilung wird der resezierte Teil Uberbrickt und ist nach ungefahr 6
Wochen biomechanisch stabil. Die Tiere begannen nach zwei Wochen langsam
mit der Belastung der operierten Extremitdt und steigerten diese bis zur
Vollbelastung nach ungefahr 6 Wochen. Diese Befunde deckten sich mit dem
makroskopischen Aussehen der Sehne.

Abbildungen 3.9 (oben) und 3.10: Achillessehne 3 Wochen nach
Durchtrennung, oben in situ, unten entnommen und langsgespaltet.

3.3.1 Gelenksabstrich
Bei den Schafen Nr. 4, 5, 19, 25 und 36 wurden Abstriche gemacht und
mikrobiologisch untersucht.
Lediglich bei Schaf Nr. 36, bei dem ein blutiger Erguf® gefunden wurde, fiel das
Ergebnis positiv aus, es wurden vereinzelt Koagulase-negative Staphylokokken
gefunden. Das Schaf Nr. 36 hatte schon zum Zeitpunkt der Implantation eine
Liegeschwiele an der Brust, die revidiert werden musste. Nach Berichten des
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Tierarztes lag es fast nur, nach ca. 2 2 Monaten ri} schlieBlich die
Brustschwiele auf und das Tier musste aufgrund einer arteriellen Blutung
frGhzeitig geopfert werden. Bei der klinischen Untersuchung des Knies fiel ein
kontraktes Kniegelenk auf. Wegen dieser Befunde wurde es aus der
Beobachtungsgruppe herausgenommen.

Alle anderen Abstriche waren negativ.

3.3.2 Makroskopische Beurteilung der Explantate

Abbildung 3.11: Besiedelter Kollagenmeniskus (Nr. 2) 3 Wochen nach
Implantation.

Abbildung 3.12: Nr. 20 (CMI+), 6 Wochen, gute Integration entlang der
Meniskusbasis.
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Abbildung 3.13: Nr. 30 (CMI+), 3-Monats-Explantation, Integration nur am
Vorderhorn.

Abbildung 3.14: Nr. 14 (CMI-), 6-Monate, Integration nur am Vorderhorn.
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Nr. | Gruppe | Beobachtung | GrofRe/Form | Oberflache | Farbung | Integration | korrekte | Gesamt-
uber anatom.| score
Lage

2 CMI+ 3 Wo. 3 2 2 1-vorne 1 9
19 | CMI+L 3 Wo. 2 2 2 2 1 9
20 | CMI+L 6 Wo. 1 1 2 2 1 7
4 CMI+ 3 Mon. 2 2 0 1 1 6
25 | CMI+ 3 Mon. 3 2 1 0 0 6
26 | CMI+ 3 Mon. 1 2 1 0 0 4
35 | CMI+ 3 Mon. 3 2 1 1-vorne 1 8
29 | CMI+L 3 Mon. 0 0
30 | CMI+L 3 Mon. 3 1 1 1-vorne 1 7
38 | CMI+L 3 Mon. 3 2 1 2 1 9
39 | CMI+L 3 Mon. 3 2 1 2 1 9
1 CMI+ 6 Mon. 2 1 2 1-hinten 1 7
3 CMI+ 6 Mon. 0 0
17 | CMI+ 6 Mon. 0 0
18 | CMI+ 6 Mon. 3 1 1 1-vorne 1 7
6 CMI- 3 Wo. 2 1 1 1 7
7 CMI- 3 Mon. 3 1 1 1 6
16 | CMI- 3 Mon. 0 0
27 | CMI- 3 Mon. 3 2 1 1 1 8
28 | CMI- 3 Mon. 1 2 2 1 1 7
31 CMI- 3 Mon. 3 0 1 1-vorne 1 6
32 | CMI- 3 Mon. 2 2 2 1 1 8
34 | CMI- 3 Mon. 3 2 1 1-vorne 1 8
37 | CMI- 3 Mon. 1 0 1 0 0 2
5 CMI- 6 Mon. 0 0
8 CMI- 6 Mon. 3 1 1-vorne 0 6
14 | CMI- 6 Mon. 3 1 1-vorne 1 8
15 | CMI- 6 Mon. 0 0
23 leer 3 Mon. - 2 1 1 1 5
24 leer 3 Mon. - 1 1 1 1 4
10 leer 6 Mon. - 2 2 1 1 6
11 leer 6 Mon. - 2 2 1 1 6
12 leer 6 Mon. - 2 1 1 1 5

Tabelle 3.2: Die einzelnen Scores wurden gemal der Auflistung im Materialien- und
Methoden-Teil vergeben und zusammengezahlt.
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Die Explantate erreichten Gesamtscores zwischen 0 (kein Explantat vorhanden)
und 9, der hochste von 10 wurde nicht erreicht.

Es wurden nun jeweils die durchschnittichen Gesamtscores der 3-Monats-
Gruppen und die der 6-Monats-Gruppen miteinander verglichen, jeweils die
besiedelten mit den unbesiedelten Kollagenmenisken.

Die Regenerate, die sich in der meniskektomierten Gruppe bildeten, wurden der
Vollstandigkeit halber beurteilt und aufgelistet.

Explantate

Durchschnittsscore

CMI+ CMI-
3-Monats-Gruppen

Diagramm 3.2: Makroskopische Beurteilung der Explantate nach obigem
Score.

Explantate

Durchschnittsscore

CMI+ CMI-
6-Monats-Gruppen

Diagramm 3.3: Makroskopische Beurteilung der Explantate (6-Monats-
Gruppen).
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Um zu ermitteln, ob es zwischen den beiden Gruppen jeweils signifikante
Unterschiede (p<0,05) gibt, wurden die p-Werte berechnet:
3-Monats-Gruppen

CMI+ - CMI-:  0,214.

6-Monats-Gruppen
CMI+ < CMI-: 0,5.

Zwischen den besiedelten und den unbesiedelten Kollagenmenisken waren
makroskopisch somit keine signifikanten Unterschiede zu erkennen.

3.3.3 Beurteilung der Gelenkflachen

Abbildung 3.15: Makroskopisch intakter Knorpel an den Femurkondylen zum
Zeitpunkt der Explantation (3 Monate).

Zunachst sind in der Tabelle die Gruppen der Beobachtungszeit von 3 Monaten

aufgefuhrt, danach folgen diejenigen mit einer Beobachtungszeit von 6
Monaten.
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Gruppe: Anatom. |Durchschnitts- Verteilung der Grade

Gebiet grad 0 1 2 3
CMI+ (3 Mon.) |femoral:
medial 0,3 7 0 1 0
lateral 0 8 0 0 0
tibial:
medial 0 8 0 0 0
lateral 0 8 0 0 0
CMI- (3 Mon.) |femoral:
medial 0,4 6 1 1 0
lateral 0 8 0 0 0
tibial:
medial 0,4 7 0 0 1
lateral 0 8 0 0 0
leer (3 Mon.) |femoral:
medial 1 2 0 2 0
lateral 0 4 0 0 0
tibial:
medial 0 4 0 0 0
lateral 0 4 0 0 0

CMI+ (6 Mon.) |femoral:

medial 1 2 1 0 1
lateral 0 4 0 0 0
tibial:
medial 0,8 3 0 0 1
lateral 0 4 0 0 0
CMI- (6 Mon.) |femoral:
medial 0,5 2 2 0 0
lateral 0 4 0 0 0
tibial:
medial 0,8 3 0 0 1
lateral 0 4 0 0 0
leer (6 Mon.) |femoral:
medial 0 4 0 0 0
lateral 0 4 0 0 0
tibial:
medial 0 4 0 0 0
lateral 0 4 0 0 0
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Tabelle 3.3: Es sind jeweils die Anzahl der einzelnen Knorpeldefektgrade
innerhalb der verschiedenen Gruppen aufgelistet und der zugehorige
Durchschnittsgrad.

Der Durchschnittsgrad wurde innerhalb einer Gruppe addiert und in einem
Diagramm dargestellt, um die Gruppen miteinander vergleichen zu konnen. Je
hoéher die Gesamtzahl bzw. je hoéher der Balken, desto eher ist von
degenerativen Veranderungen innerhalb dieser Gruppe auszugehen.

Knorpelgrade

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Gesamtscore

CMI+ (3 Mon.) CMI- (3 Mon.) leer (3 Mon.)
Gruppen

Diagramm 3.4: Vergleich der Gelenkflachen der 3-Monats-Gruppen.

Knorpelgrade

- A A
NN
!

0,8 -
0,6 -
0,4 4
0,2

Gesamtscore

CMI+ (6 Mon.) CMI- (6 Mon.) leer (6 Mon.)
Gruppen

Diagramm 3.5: Vergleich der 6-Monats-Gruppen nach obigem Score.

Die Knorpelscores der einzelnen Gruppen wurden nun statistisch miteinander
verglichen, jedoch zeigte sich weder innerhalb der 3-Monats-Gruppen noch
innerhalb der 6-Monats-Gruppen signifikante Unterschiede (p<0,05).
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p-Werte fir die 3-Monatsgruppen:

CMI+ < CMI-: 0,202.
CMI+ < leer : 0,272.
CMI- < leer : 0,432.

p-Werte flr die 6-Monats-Gruppen:

CMI+ < CMI-: 0,359.
CMI+ < leer 0,093.
CMI- <~ leer : 0,099.

Das bedeutet, dass die Gelenkflachen der Schafe, in denen besiedelte
Kollagenmenisken implantiert waren, sich nicht signifikant von denen mit
unbesiedelten Kollagenmenisken unterschieden. Auch die Knorpel der
meniskektomierten Schafe zeigten keine signifikant starkeren
Abnutzungserscheinungen als die der beiden anderen Gruppen.

3.3.4 Histologische Ergebnisse

Von den insgesamt 39 Schafen mussten drei Schafe aus der Studie
ausgeschlossen werden. In einigen Fallen waren keine Implantate oder
Regenerate mehr vorhanden, so dal® keine Explantate enthommen werden
konnten. In den meniskektomierten Gruppen bildeten sich zum Teil Regenerate,
die dann ebenfalls histologisch beurteilt wurden. Sie wurden jedoch nicht mit
den beiden anderen Gruppen verglichen. Die Vergrofderungen sind jeweils in
Klammern angegeben.

Zur Auswertung standen somit folgende Fallzahlen zur Verfugung:

Gruppe "first look™" 3 Monate | 6 Monate | Gesamtanzahl
(3 u. 6 Wochen)
CMI®+ (besiedelt) |3 (2x3Wo,1x6Wo0) 8 4 15
CMI®-(unbesiedelt) 1 (3 Wo) 8 4 13
Leerkontrolle 4 4 8
gesamt 4 20 12 36

Tabelle 3.3: Fallzahlen in den einzelnen Gruppen.

Zum Vergleich Histologien von nativen Schafmenisken (Risse = Artefakte, bei
der Fixierung entstanden):
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Abbildungen 3.16.1 (oben) und 3.16.2: nativer Schafsmeniskus in HE-Farbung
(oben: x63, unten: x250).

42



Abbildung 3.17: nativer Schafsmeniskus entlang der Faserrichtung geschnitten
(anders als in den Explantaten, HE, x250).

Abbildung 3.18: nativer Schafsmeniskus, van Giesson-Farbung (linke Halfte:
%100, rechte Halfte: x63).



Ergebnisse der besiedelten 3-/6-Wochen-Gruppe:

Schaf Anordnung
Nr. | Entzindung | Zellmorphologie| der Zellen | Vaskularisierung | Kollagenfasern | gesamt
2 1,5 0 1 0 0,5 3
19 0 0 0 0 0,5 0,5
20 1 1,5 1 2 1 6,5

Tabelle 3.4: Histologische Ergebnisse der 3-/6-Wochen-Gruppe.

Abbildung 3.19.1:
(%63).

Explantat Nr. 20 in HE-Farbung, linker Rand Meniskusbasis




Abbildung 3.19.2: Nr. 20, Ubergangsbereich vergréRert, HE-Farbung (x100).

Abbildung 3.19.3: Nr. 20, HE (x100).



Abbildung 3.19.4: Nr. 20, obliterierte Gefalie stellen sich gelblich dar,
Kollagenfasern rot-braunlich, van Giesson (x100).

Ergebnisse der unbesiedelten 3 Wochen-Gruppe:

Schaf Anordnung
Nr. | Entzindung | Zellmorphologie | der Zellen | Vaskularisierung | Kollagenfasern | gesamt|
6 1 0 2 2 2 7

Tabelle 3.5: Unbesiedeltes 3-Wochen-Explantat.
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Abbildung 3.20.2: Nr. 6, rechts vergrélierter Ausschnitt (x400) aus der linken
Bildhalfte (x250), HE.
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Abbildung 3.20.3: Nr. 6 van Giesson (x400).

Vergleich der besiedelten (Gruppe 1) mit der unbesiedelten (Gruppe 2) 3- bzw.
6-Wochen-Gruppe:

Histologien 3-/6-Wochen

Lo
o

o
o

N
o
|

Durchschnittsscore
&
o

N

1 2
Gruppen

o
o
|

Diagramm 3.6: Ubersicht der 3-/6-Wochen-Gruppe.

Ein statistischer Vergleich der beiden Gruppen ist aufgrund der kleinen Fallzahl
nicht moglich und war auch nicht beabsichtigt.



Ergebnisse der besiedelten 3 Monats-Gruppe:

Schaf Anordnung
Nr. | Entziindung | Zellmorphologie | der Zellen |Vaskularisierung|Kollagenfasern | gesamt
4 2 0 2 2 2 8
25 1 0 2 2 2 7
26 1 0 0 0,5 1,5 3
29 Kein Explantat 0
30 2 0 1 2 1 6
35 2 1 2 2 2 9
38 0 1 1 1 1,5 4,5
39 1 1 2 1,5 1,5 7

Tabelle 3.6: Histologische Ergebnisse der besiedelten 3-Monats-Gruppe.

Abbildung 3.21.1: Explantat Nr. 4, Meniskusbasis links oben, HE-Farbung (x63).
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Abbildung 3.21.3: Nr. 4, HE (x250).
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Abbildung 3.22.1: Explantat Nr. 25, HE-Farbung (x100).
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Abbildung 3.22.2: Nr. 25, wenige Zellen, HE (x250).

Ergebnisse der unbesiedelten 3-Monats-Gruppe:

Schaf Anordnung
Nr. | Entzindung | Zellmorphologie | der Zellen |Vaskularisierung|Kollagenfasern | gesamt
7 2 0 2 2 1,5 7,5
16 Kein Explantat 0
27 1 0 1 0 0,5 2,5
28 0,5 0 1 1,5 0,5 3,5
31 2 1 2 1,5 2 8,5
32 0,5 0 1 1,5 1,5 4,5
34 2 0 0 0 0,5 25
37 1 2 2 2 2 9

Tabelle 3.7: Histologische Ergebnisse (unbesiedelte 3-Monats-Gruppe).
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Abbildung 3.23.1: Explantat Nr. 7, Ubergang Kollagenmeniskus —
Meniskusbasis, HE-Farbung (x63).

Abbildung 3.23.2: Nr. 7, Integrationszone, HE (x100).
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Abbildung 3.23.4: Nr. 7, Integrationszone, van Giesson (x100).



Abbildung 3.23.5: Nr. 7, van Giesson (x250).

Ubersicht in HE-Farbung (x63).

Abbildung 3.24.1: Explantat Nr. 27,
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Abbildung 3.25.1: Explantat Nr. 34, HE-Farbung (x100).
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Abbildung 3.25.3: Nr. 34, van Giesson (x100).
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Abbildung 3.26.2: Nr. 37, FCZ= (hier) fibrochondrocyten-ahnliche Zellen, HE
(x250).
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Abbildung 3.26.3: Nr.37, beginnender Umbau sichtbar, van Giesson (x250).

Egebnisse der meniskektomierten 3-Monats-Gruppe:

Schaf

Anordnung
Nr. | Entziindung | Zellmorphologie| der Zellen |Vaskularisierung|Kollagenfasern | gesamt
21 Kein Regenerat
22 Kein Regenerat
23 2 0 0 0 1 3
24 2 0 0 0 0,5 2,5

Tabelle 3.8: Meniskektomierte 3-Monats-Gruppe.

59



Vergleich der besiedelten (Gruppe 1) mit der unbesiedelten (Gruppe 2) 3-
Monats-Gruppe:

6,0

Histologien 3 Monate

5,5 1

5,0

4,5

Durchschnittsscore

4,0

Gruppen

Diagramm 3.7: Als Gruppe 1 ist hier diejenige mit den besiedelten
Kollagenmenisken bezeichnet, als Gruppe 2 diejenige mit den unbesiedelten.

Es ergibt sich beim Vergleich beider Gruppen ein p-Wert von 0,54, somit
bestehen zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

Ergebnisse der besiedelten 6-Monats-Gruppe:

Schaf Anordnung

Nr. | Entziindung | Zellmorphologie | der Zellen |Vaskularisierung|Kollagenfasern | gesamt

1 1,5 1 1,5 2 1 7

3 Kein Explantat 0

17 Kein Explantat 0

18 05 | 0 | 05 1 1 3

Tabelle 3.9: Besiedelte 6-Monats-Gruppe.
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Abbildung 3.26.2: Nr. 1, HE (x100).
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Fadengranulom

Abbildung 3.26.4: Nr. 1, nur teilweise integriert, van Giesson (x63).
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Abbildung 3.26.5: Nr. 1, van Giesson (x250).

Ergebnisse der unbesiedelten 6-Monats-Gruppe:

Schaf Anordnung
Nr. | Entziindung | Zellmorphologie| der Zellen |Vaskularisierung|Kollagenfasern | gesamt
5 0 0 0 0 0 0
8 1,5 0 0 0 1 25
14 2 0,5 1 1 1 55
15 Kein Explantat 0

Tabelle 3.10: Unbesiedelte 6-Monats-Gruppe.
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Abbildung 3.27.1: Explantat Nr. 8, sehr wenige Zellen, HE (x250).

x400).

(

Abbildung 3.27.2: Nr. 8, HE



Abbildung 3.28.1: Explantat Nr. 14, HE-Farbung (x100).
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Abbildung 3.28.3: Nr. 14, van Giesson (x250).
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Ergebnisse der meniskektomierten 6-Monats-Gruppe:

Schaf Anordnung
Nr. | Entzindung | Zellmorphologie | der Zellen |Vaskularisierung|Kollagenfasern | gesamt
9 Kein Regenerat
10 Kleines Regenerat: nicht beurteilbar
11 Kein Regenerat
12 2 0,5 2 2 1 7,5

Tabelle 3.11: 6-Monats-Gruppe Meniskektomien.

Vergleich der besiedelten (Gruppe 1) mit der unbesiedelten (Gruppe 2) 6-

Monats-Gruppe:

Durchschnittsscore

2,5

1,5

0,5

Histologien 6 Monate

Gruppen

Diagramm 3.8: Vergleich der 6-Monats-Gruppen.

Beim Vergleich der beiden Gruppen ergibt sich ein p-Wert von 0,82, es zeigten
sich somit zwischen den 6-Monats-Gruppen keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des histologischen Ergebnisses.
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3.3.5Biomechanische Messungen

Steifigkeit (N/mm)

Schaf Nr. | 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | Mittelwert
18+ 5,71 8,8 6,93 7,15
38+ 3,8 6,9 7,47 6,06
39+ 3,5 5,73 6,56 5,26
27- 5,05 6,69 9,7 7,15
31- 3,92 5,35 6,42 5,23
34- 4,12 5,67 6,55 5,45

CMI® 177 | 2,04 1,8 1,87

Tabelle 3.12: Messung des Widerstands der Explantate und eines

Kollagenmeniskusses.

7,00
6,00

6,16

5,94

5,00 -
4,00

3,00

2,00

Widerstand (N/mm)

1,00

0,00

1,87

Diagramm 3.9: Gruppe 1 — besiedelte Explantate, Gruppe 2 — unbesiedelte

Explantate, Gruppe 3 — Kollagenmeniskus.

Beim Vergleich der Mittelwerte der besiedelten mit den unbesiedelten
Explantaten zeigt sich ein p-Wert von 0,81. Es gibt somit keinen signifikanten

Unterschied im Widerstand der beiden Gruppen.
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Kraftabfall (%)

Schaf Nr. | 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | Mittelwert
18+ 73,9 70,4 63,9 69,40
38+ 85,2 84,3 81,2 83,57
39+ 85,9 85,1 85 85,33
27- 85,3 86,2 83,9 85,13
31- 85,2 85,9 84,3 85,13
34- 82,6 78,4 74,1 78,37

CMI® 18,9 17,4 19,7 18,67

Tabelle 3.13: Messungen der Relaxation der Explantate und eines
Kollagenmeniskusses.

90 79.43 82,88
80
70
60
50 -
40 -
30 -
20
10 A
0

Relaxation (%)

18,67

Diagramm 3.10: Gruppe 1 — besiedelt, Gruppe 2 - unbesiedelt, Gruppe 3 —
Kollagenmeniskus.

Beim Vergleich der Mittelwerte zwischen besiedelten und unbesiedelten
Explantaten findet sich ein p-Wert von 0,58, d.h. es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Relaxation der einzelnen Gruppen.
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Impression (%)

Schaf Nr. | 1. Messung | 2. Messung | 3. Messung | Mittelwert
18+ 4,7 3,9 4,2 4,27
38+ 55 3,1 2,7 3,77
39+ 11,6 8,8 8,5 9,63
27- 6,7 6,3 4 5,67
31- 12,4 11 10,5 11,30
34- 15,2 11,6 11,7 12,83

CMI® 25,9 25,6 25,7 25,73

Tabelle 3.14: Messdaten der Impression der Explantate und eines

Kollagenmeniskusses.

30

Impression (%)

5,89

9,93

25,73

Diagramm 3.11: Gruppe 1 — besiedelt, Gruppe 2 — unbesiedelt, Gruppe 3 —

Kollagenmeniskus.

Beim Vergleich der Mittelwerte zwischen besiedelten und unbesiedelten
Explantaten zeigt sich ein p-Wert von 0,23. Es gibt somit keinen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 3.29: Druckmessung an einem Stlick Kollagenmeniskus.
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4. Diskussion

4.1 Vorversuche
Es bestand zunachst das Problem, ein Gerlst fur die in vivo Versuche zu
finden, das sich sowohl in der Form als auch in der Festigkeit als
Meniskusersatz eignen wurde. SchlielBlich entschieden wir uns fur die in vitro
Versuche fur vier verschiedene Kollagen-Geriste (CMI®, Resorba®, Verigen®,
Tachotop®), bei denen die Besiedelung mit Kaninchen-Fibrochondrocyten
getestet wurde. Bei allen gelang es, das Gerust gleichmalig mit Zellen zu
besiedeln, wobei in der Beschaffenheit der Kollagene groRe Unterschiede
bestehen.
Sowohl der Resorba®- als auch der Tachotop®-Schwamm sind allein von der
Steifigkeit her ungeeignet, als Meniskusersatz zu dienen. Es ware unmaoglich,
diese Kollagene suffizient an der Meniskusbasis anzunahen. Sie kdnnten keine
der Aufgaben des Meniskus wie Schockabsorption oder Verteilung des
Gewichts auch nur anndhernd tbernehmen.
Bei der Verigen®-Membran kommt noch hinzu, dass die Zellen zum einen nur
auf die raue Oberflache aufgebracht werden konnen und die Membran nur
durch Aufeinanderlegen mehrerer Lagen eine ausreichende Dicke bilden wirde.
Bei den Kollagenmenisken fiel auf, dass erst dann eine Besiedelung gelang,
nachdem sie mehrere Wochen in Medium eingelegt worden waren, das
regelmanig gewechselt wurde. Unsere Erklarung besteht darin, dass, wie weiter
oben beschrieben, bei der Herstellung der Kollagen-Geruste fur die Crosslinks
der Kollagenfasern Formaldehyd verwendet wird (Rodkey et al. 1999, S.283),
das eine zelltoxische Wirkung besitzt. Durch das standig neue Medium wird das
noch vorhandene Formaldehyd gel6st und die Toxizitat des Gerustes nimmt ab.
Eine weitere Schwierigkeit bei der Besiedelung bestand darin, dass der
Kollagenmeniskus durch seine relativ hohe Dichte von 0,2 g/cm?® und einer
PorengrofRe zwischen 75 und 400 ym (Stone et al. 1997, S. 1771) eine geringe
Kapazitat besitzt, Flussigkeit aufzunehmen. Die Zellen mussen aber in Medium
gelost werden, um sie in das Kollagengerust zu injizieren. Es waren sehr kleine
Mengen an Medium notig, um den Zellverlust durch sofortiges Herausspulen so
gering wie moglich zu halten.
Der Kollagenmeniskus wurde flr den Meniskusersatz entwickelt und besitzt
somit schon die Form eines humanen Meniskus. Auch in den biomechanischen
Eigenschaften ist er den anderen Gerusten Uberlegen, denen des nativen
Meniskus aber bei weitem unterlegen.
Aufgrund dieser Vorergebnisse entschieden wir uns in unserer Studie fur den
Kollagenmeniskus.

4.2 1Kultur der Fibrochondrocyten
Wir vermehrten die Fibrochondrocyten in Monolayer-Kultur in DMEM + 10 %
FCS + 100 IU/ml Pen. + 100 pl/ml Strep. + 2 mmol/l Glutamin. Meist wird dem
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Medium FCS zugegeben, um das Wachstum von Zellen knorpeligen Ursprungs
zu begunstigen (Webber 1990, S. 116).

Webber et al. untersuchten 1985 den Effekt von DMEM und Ham’s F-12, jeweils
mit FCS, auf Fibrochondrocyten von Kaninchen und kamen zu dem Ergebnis,
dass die Zellen in Ham’s F-12 schneller zu wachsen schienen und eher
langliche oder schmale Form hatten (S. 40). Zellen in DMEM waren eher
polygonal. Diese zwei Zellformen kdnnten den natlrlicherweise im Meniskus
vorkommenden Zelltypen entsprechen, den oberflachlichen und den tiefer
gelegenen, die schon von Ghadially et al. (1978, S. 514) und Webber et al.
(1989, S. 397) beschrieben wurden.

Im Gegensatz zu Webber 1985 kamen Nakata et al. 2001 (S.211) zu dem
Ergebnis, dass humane Fibrochondrocyten in DMEM schneller proliferieren als
in Ham’s F-12, aber in Ham’s F-12 ihren Phanotyp uber langere Zeit
beibehalten. Sie schlugen ein Gemisch der beiden Medien vor. Sie
identifizierten zudem drei morphologisch unterschiedliche Zelltypen: kleine,
runde chondrocytenahnliche, langliche fibroblastenahnliche und polygonale
Zellen (S. 215).

Webber et al. entwickelten und verwendeten 1988 (Webber et al. 1988, S. 18)
ein serumfreies Medium, in dem die Zellen sich ebenso vermehrten wie in
serumhaltigem Medium, das sie aber eher darin unterstitzte, eine
chondrocytenahnliche Zellmorphologie zu erhalten und zu erlangen. Einen
weiteren Vorteil sahen sie in der Tatsache, dass im Gegensatz zu FCS, das
gewissen Schwankungen hinsichtlich seiner Komponenten unterworfen ist (Choi
et al. 1980, S. 202; Choi et al. 1980, S. 220; Webber et al. 1984, S. 880), die
Qualitat ihres Mediums stets die gleiche sei (Webber et al. 1988, S. 21). In
einem handelsublichen serumfreien Medium (Ventrex PC-1) proliferierten die
Fibrochondrocyten nicht genauso gut, aber in Anbetracht der hohen Kosten
ihres eigenen Mediums sahen sie dieses durchaus als Alternative an (Webber
et al. 1988, S. 21).

Collier et al. (1995, S.130, 132) kultivierten Fibrochondrocyten sowohl in
Monolayer-Kultur als auch in Alginat und Uberprtften jeweils die Wirkung von
TGF-R und FCS auf die DNA-Synthese und auf die Proteoglykan-Produktion der
Zellen.

FCS beschleunigt sowohl die DNA-Synthese als auch die Proteoglykan-
Produktion in der ersten Zellpassage. TGF-3 stimuliert die Proteoglykan-
Produktion in Monolayer-Kultur (Collier et al. 1995, S. 132; Tanaka et al. 1999,
S. 78; Webber 1990, S. 217) und in Alginat (Collier et al. 1995, S.132). Webber
fand zudem heraus, dass fibroblast growth factor (FGF) und TGF-B das
Wachstum der Fibrochondrocyten fordern, einen ahnlichen Effekt hat human
platelet lysate (human PL) auf die Proliferation (Webber et al.1985, S. 40).

Es gelang auch einer Forschergruppe, Fibrochondrocyten mit Hilfe eines
Retrovirus mit dem TGF-B1 Gen zu transduzieren, und auf diese Weise die
Synthese von Kollagen und Proteoglykanen zu stimulieren (Goto et al. 2000, S.
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267-268). Die endogene Produktion von Wachstumsfaktoren kann somit zur
gesteigerten Matrixsynthese fuhren.

Nach Collier et al. entspricht die Verteilung der verschiedenen PG in Alginat am
ehesten der im nativen Meniskus, in Monolayer-Kultur dagegen handelt es sich
fast nur um kleine Proteoglykane (Collier et al. 1995, S. 135).

Zusatzlich zu FCS haben auch platelet-derived growth factor-AB (PDGF-AB),
hepatocyte growth factor (HGF) und bone morphogenic protein-2 (BMP-2)
wachstumsfordernden Einfluld auf Fibrochondrocyten (Bhargava et al. 1999, S.
638-640). Nach ihren Ergebnissen bewirken PDGF und HGF, bei Zellen aus
bestimmten Anteilen des Meniskus auch Interleukin-1 (IL-1), BMP-2, epidermal
growth factor (EGF) und insulin-like growth factor-1 (IGF-1), eine verstarkte
Migration der Zellen.

In Monolayer-Kultur scheinen die Zellen relativ schnell zu dedifferenzieren, was
unter anderem an ihrem veranderten Aussehen, einer fibroblastenahnlichen
Form, erkennbar wird. Lediglich in kurzzeitiger Monolayer-Kultur behalten sie
ihren Phanotyp bei und bilden verschiedene Proteoglykane (Webber et al. 1988,
S. 203).

Bei Kultur in dreidimensionalen Strukturen, z.B. Alginat-, Agarose-Gel oder auf
natlrlichen Tragermaterialien wie Kollagenen, Dinndarm-Submukosa oder
perichondralem Gewebe bzw. synthetischen GerlUsten wie z.B. Polyurethan,
poly-L-lactic acid (PLLA), Teflon, polyglycolic acid (PGA) oder PGLA scheinen
die Zellen nicht zu dedifferenzieren und sogar zu redifferenzieren.

Fur Chondrocyten wurde beispielsweise schon mehrfach beschrieben, dass sie
in einer dreidimensionalen Struktur ihren Phanotyp beibehalten und sogar
wiedererlangen kénnen (Horwitz et al. 1970, S. 437; Sokoloff et al. 1973, S.
1499; Benya et al. 1982, S. 221; Bujia et al. 1995, S. 562).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass mechanische Veranderungen im Umfeld
von verschiedenen Zellen zu unterschiedlich starker Synthese von
extrazellullarer Matrix fuhren konnen (Sdamanen et al. 1993, S. 49; Kiraly et al.
1998, S. 33; Smith et al. 2000, S. 104).

Die Unterschiede in der Heilung von Knorpel und in der Wirkung auf
Chondrocyten bei verandertem Druck wurde schon mehrfach untersucht. Druck
auf den Knorpel bzw. die Zellen fuhrt zu einer gesteigerten Bildung von
extrazellularer Matrix durch die Chondrocyten und einer vermehrten
Knorpelbildung (Drachman et al. 1966, S. 417; Hall 1967, S. 665; Hall 1968; S.
302; Mooney et al. 1966, S. 1153; Salter et al. 1982, S. 267; Salter et al. 1980,
S. 1245).

Chondrocyten bilden in vitro deutlich mehr extrazellulare Matrix unter
intermittierendem Druck (Palmoski et al. 1984, S. 679; van Kampen et al. 1985,
S. 422; Veldhuijzen et al. 1987, S. 193), der wahrscheinlich daflr verantwortlich
ist, dass Knorpel zu einem Gewebe differenziert, das sehr starken Belastungen
standhalten kann (Heath et al. 1996, S. 430). Carver et al. entwickelten fur die
Kultur ein Perfusionssystem, in dem abwechselnd hydrostatischer Druck
aufgebaut und Medium zugefuhrt wird (Carver et al. 1999, S. 3) und fanden
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deutlich mehr Glykosaminoglykane als in den Kontrollgruppen ohne Druck (S.
7).

Auch nach Transplantation von autologem Periost in das Gelenk bildet sich
Knorpel, wahrscheinlich unter dem Einfluk von Druck und der Umgebung
(O’Driscoll et al. 1984, S. 1252; Rubak et al. 1982, S. 185).

Im Meniskus der Ratte findet sich nach verstarktem Training ein deutlich
hoherer Kollagen- und Proteoglykangehalt (Vailas et al. 1986, S. 1033),
wohingegen nach Immobilisation eine verminderte Expression fur das
Aggrecan-Gen festgestellt werden konnte (Djurasovic et al., S.464). Fink et al.
wiesen 2001 nach, dass Fibrochondrocyten unter intermittierendem Druck
signifikant mehr NO bilden als ohne Druck (S. 483). NO scheint eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von Arthrose zu spielen (Evans et al. 1995, S. 287;
Amin et al. 1995, S. 2100; Stefanovic-Racic et al. 1993, S. 1041; Murrell et al.
1996, S. 271), bei der es schliel3lich zu einer Hemmung der Matrixproduktion
der Chondrocyten kommt (Evans et al. 1995, S. 289).

Wir haben in unserer Studie den Zusammenhang zwischen Alter der Tiere und
Wachstumsverhalten der Fibrochondrocyten untersucht und konnten keine
signifikante Korrelation erkennen. Damit decken sich unsere Ergebnisse mit
denen von Webber et al., die auch keine Unterschiede im Wachstum von
Kaninchen-Fibrochondrocyten von Tieren unterschiedlichen Alters entdeckten
(Webber et al. 1986, S. 1014).

Insgesamt ist jedoch noch zu wenig Uber die optimalen Kulturbedingungen, die
einsetzbaren Wachstumsfaktoren oder auch die Anwendung von speziellen
Bioreaktoren fur Fibrochondrocyten bekannt und es besteht nach wie vor ein
grolRer Bedarf an Untersuchungen. Das Ziel in der in vitro Kultur besteht ganz
klar darin, den Fibrochondrocyten Lebensbedingungen bereitzustellen, die den
naturlichen innerhalb des Meniskus so ahnlich wie nur moglich sind. Dazu
gehoren sowohl die biochemischen - Wachstumsfaktoren, Interleukine u.a. - als
auch die biomechanischen - intermittierender Druck - Einflusse, die auf die
Zellen in ihrer naturlichen Umgebung einwirken.

4.2.2Stabilitat der 3-Galaktosidase-Expression in vitro und in vivo
Der Mittelwert der retroviral transduzierten Zellen lag bei uns in vitro bei 81,6 %.
Diese Ergebnisse decken sich mit denen verschiedener Studien, in denen
zudem gezeigt wurde, dass die Genexpression durch Transduktion mit Hilfe von
Retroviren stabiler ist als diejenige durch Adenoviren, in einer Studie
beispielsweise bis zum Ende der Versuche nach 28 Wochen (Martinek et al.
2002, S. 112, Goto et al. 1999, S. 921). Adenoviren transduzieren sowohl sich
teilende als auch sich nicht teilende Zellen und kdnnen daher in vivo und ex vivo
eingesetzt werden, Retroviren transduzieren dagegen nur sich nicht teilende
Zellen und werden somit hauptsachlich ex vivo eingesetzt, bringen aber ihre
genetische Information in die DNS der Zellen ein, d.h. die Information geht
durch die Teilung der Zellen nicht verloren (Goto et al. 1999, S. 919, S. 924).
Die Machbarkeit des Gentransfers in verschiedenen muskuloskeletalen

75



Geweben wurde in mehreren Studien gezeigt (Goto et al. 1999, S. 922; Lou et
al. 1996, S. 516; Menetrey et al. 1999, S. 440; Musgrave et al. 1999, S. 545).
Martinek et al. konnten an Kaninchen R-Galaktosidase positive Zellen in vivo
uber 8 Wochen nachweisen, ihr Anteil nahm jedoch langsam und stetig ab
(Martinek et al. 2002, S. 114). Goto et al. wiesen 1999 das Markergen LacZ
nach 6 Wochen in vivo nach (Goto et al. 1999, S. 923). In unseren Explantaten
waren nach 12 Wochen keine markierten Zellen mehr nachweisbar, was darauf
hindeutet, dass LacZ entweder in vivo nicht Uber einen Zeitraum von 12
Wochen stabil ist oder aber keine von uns eingebrachten Zellen mehr
vorhanden waren. Die in der Literatur beschriebenen Unterschiede in der
Persistenz der Markergene konnten auch auf den unterschiedlichen
verwendeten Tieren beruhen, aber die Ursachen sind im Grunde nicht bekannt.
Um genauere Aussagen Uber die in vivo-Stabilitat von R-Galaktosidase machen
zu konnen, mussten mit grofReren Fallzahlen und engeren Zeitfenstern weitere
Versuche, im Optimalfall mit verschiedenen Tieren, gemacht werden.

Ein Vorteil der indirekten Methode ist sicherlich, den Gentransfer unter
kontrollierten Bedingungen ex vivo durchzuflhren, somit kdnnen ganze Organe
erreicht werden und es besteht nicht die Gefahr einer direkten Immunreaktion
des Empfangers (Martinek et al. 2003, S. 784). Auch kann die Gefahr einer
Ausbreitung der viralen Partikel im Korper des Empfangers auf ein Minimum
reduziert werden. Es kann also eine hohe Konzentration einer bestimmten
Substanz, z.B. eines Wachstumsfaktors, im betreffenden Gewebe erreicht
werden, ohne systemische Komplikationen auszulésen (Evans et al. 1999, S.
412).

Es kdénnen somit zwei Wege gewahlt werden, die Gentherapie anzuwenden:
zum einen durch systemische Gabe, zum anderen lokal. Eine systemische
Gabe bietet sich in Geweben an, die nicht direkt erreicht werden kdnnen und
hat den Vorteil einer gleichmaRigen Verteilung. Limitiert wird die systemische
Anwendung durch die hohen Konzentrationen, die nétig sind, um therapeutische
Effekte am Zielgewebe zu erzielen. Zudem werden manche Gewebe wie Teile
des Meniskus nicht arteriell erreicht und die Verteilung der Vektoren im
gesamten Korper birgt ein unbekanntes Risiko in sich. Der andere Weg, der
Gentransfer ex vivo, ist zweifelsohne von groferer Sicherheit, da er unter
kontrollierten Bedingungen stattfindet, und das Zielgewebe kann mit héherer
Spezifitat erreicht werden (Huard et al. 2002, S. 95).

Generell muf} nun die Frage gestellt werden, ob eine transiente Genexpression
nicht von vornherein sicherer ist und als Heilungsanreiz genugen kann, so zum
Beispiel mit Hilfe von Adenoviren oder Plasmiden. Nicht virale Vektoren sind
normalerweise einfacher herzustellen und sind auch weniger toxisch und
weniger immunogen als virale Vektoren, erreichen jedoch eine niedrigere
Transfektionsrate (Huard J et al. 2002, S. 94). Eine stabile Expression kdnnte
zu unkontrolliertem Wachstum und im schlimmsten Fall zur Entwicklung von
Malignomen flhren. Unter Umstanden lieRe sich diese Gefahr durch den
Einbau von Apoptosegenen in die Viren verhindern oder einddmmen, indem so
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die transduzierten Zellen selektiv eliminiert wirden (Evans et al. 2004, S. 327).
Bei elektiven orthopadischen Eingriffen ist die Gefahr einer Entartung absolut
inakzeptabel, wohingegen bei fatalen Erbkrankheiten wie z.B. der Zystischen
Fibrose oder der Muskeldystrophie Typ Duchenne sicherlich ein hdheres Risiko
eingegangen werden konnte. Mit Plasmiden konnten je nach Studie zwischen
13 und 38 % der Zellen erreicht werden, die Transfektion war aber auch nur
Uber einen kurzen Zeitraum stabil (Vorergebnisse der Knorpelforschungsgruppe
der Sportorthopadie der TU Minchen; Nakata et al. 2001, S. 213). Eine nahezu
optimale LOsung bestlinde in der Steuerbarkeit der Genexpression durch je
nach Bedarf zugefiuhrte Substanzen. Ueblacker et al. zeigten 2004, dass durch
Gabe von Tetrazyklin die Genexpression an mittels Plasmiden transfizierten
Chondrocyten in vivo gesteuert werden kann (Ueblacker et al. 2004, S. 714).
Bevor der Gentransfer jedoch klinisch zum Einsatz kommen kann, muf}
zunachst in weiteren Studien die Sicherheit und Kontrollierbarkeit Uberprift
werden.

4.2.3Implantation

Der Kollagenmeniskus wird vorwiegend in den USA, aber auch in Deutschland
an ausgewahlten Zentren, so z.B. in der Abteilung flr Sportorthopadie der TU
Minchen, im Rahmen von klinischen Studien eingesetzt. Er wurde von der
amerikanischen Gruppe um Rodkey und Steadman entwickelt (Stone et al.
1997, S. 1771) und ist als einziges Tragergerist fir den Meniskusersatz in den
Bereich der klinischen Anwendung Ubergetreten. Der Kollagenmeniskus ist fur
den Einsatz im medialen Kompartiment entwickelt worden, da L&sionen am
medialen Meniskus haufiger auftreten als am lateralen, insbesondere in
Verbindung mit chronischer Instabilitdt des vorderen Kreuzbandes (Bellabarba
etal. 1997, S. 21).

Die Implantation des Kollagenmeniskus wird Uublicherweise arthroskopisch
vorgenommen. Wir entschieden uns aber aufgrund der Komplexitat der
Operation zu einem offenen Vorgehen. Dadurch bestand nun das Problem,
dass das Hinterhorn des Meniskus sehr schwer zuganglich war und dadurch die
Fixierung des Kollagenmeniskus immer wieder Schwierigkeiten bereitete.

Bei mehreren Untersuchungen zu Allografts stellte sich zuvor schon heraus,
dass die anatomisch korrekte und suffiziente Fixierung der Transplantate
entscheidend fur ein erfolgreiches Ergebnis ist, sowohl das Transplantat
betreffend als auch den Gelenkknorpel (Noyes et al. 1995, Prasentation; Veltri
et al. 1994, S. 52; Szomor et al. 2000, S. 87; Kohn et al. 1994, S. 100).
Absorbierbare Nahte z.B. reichten selbst bei Autografts nicht aus, fur die nétige
Fixierung zu sorgen (Stone et al. 1995, S. 399). Nach Kummer 1987 kommt es
nur durch eine zirkulare Spannung innerhalb des Meniskusersatzes zu einem
funktionsgerechten Umbau in  vornehmlich  zirkular  angeordnete
Kollagenfaserbindel (Kummer 1987, S. 244). Diese Spannung ist aber
abhangig von einer festen und anatomisch korrekten Befestigung. Einer
insuffizienten Fixierung an den Insertionsstellen ahnlich zu beurteilen scheint
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ein radiarer Riss durch den Meniskus zu sein, denn Kohn et al. fanden 1993 in
Kompressionsversuchen an Kniegelenken heraus, dass die Eindringtiefe der
Femora in die tibialen Gelenkpfannen signifikant zunimmt nach radiarer
Durchtrennung der Menisken und eine Meniskektomie zu keiner weiteren
Anderung des Kompressionsverhaltens fiihrt (Kohn et al. 1993, S. 401).
Zusatzlich zur Fixierung hat die optimal an die Empfangerseite angepasste
Kongruenz des Transplantats eine wichtige Bedeutung fir den dauerhaften
Erhalt und die Erfullung aller Meniskusfunktionen (Lazovic et al. 1997, S. 546;
Lazovic et al. 1997, S. 136).

In einem Kompressionsmodell am Meniskus zeigte sich, dass die Geometrie
(Kongruenz) eine groRere Auswirkung auf die wirkenden Belastungen im
Gelenk hat als die Materialeigenschaften des Meniskus selbst (Meakin et al.
2003, S. 39). Es stellte sich heraus, dass drei Faktoren die Funktion des
Meniskustransplantates beeintrachtigen: schlechte Fixation am anterioren und
posterioren Horn, eingeschrankter Kontakt des Transplantates mit den
artikulierenden Gelenkflachen und unphysiologische Positionierung der
Meniskushorner (Verdonk 2002, S. 126).

Somit ist es von entscheidender Bedeutung, das Meniskustransplantat in Form
und GroRe so genau wie nur mdglich den in vivo Verhaltnissen anzupassen, am
besten nicht erst intraoperativ, sondern praoperativ. Auch zum postoperativen
Follow-up ware eine nichtinvasive Methode zur Messung von Grofle und Form
des tissue-engineerten Transplantates interessant und wichtig. Stone et al.
untersuchten 1994 eine Methode, bei der sie mit Hilfe eines
Magnetresonanztomographen das Volumen der Menisken mafen. Sie
verglichen ihre Ergebnisse mit denen, die sie nach der Explantation der
Menisken durch Wasserverdrangung erlangten. Die Ergebnisse korrelierten
zwar, doch waren sie stets etwas niedriger (S. 642). Mit den heutigen
Magnetresonanztomographen und Programmen sind ahnliche Methoden auf
héherem Niveau und mit grof3erer Genauigkeit moglich (siehe unten).

In zwei Studien an humanen Kadavern zeigte sich, dass die sichere,
isometrische Fixierung des Transplantats an Vorder- und Hinterhorn wesentlich
dafur ist, den Druck zu reduzieren und die Kontaktflache im Kniegelenk zu
vergroRern (Chen et al. 1996, S. 177; Paletta et al. 1997, S. 696).

Bei unseren Explantaten fiel haufig auf, dass sie nicht komplett integriert waren,
d.h. sie waren nicht entlang der ganzen Meniskusbasis inklusive Vorder- und
Hinterhorn eingeheilt, sondern oft nur vorne. Dies ist wahrscheinlich auf die
schwierige Zuganglichkeit des Hinterhorns bei einer offenen Operation
zuruckzufuhren und liel3e sich in einer arthroskopischen OP, evt. mit einem
zusatzlichen posterioren Zugang, verbessern.

Ein weiterer Vorteil einer arthroskopischen OP bestinde in dem geringeren
Trauma gegenuber einer Arthrotomie. Das Kollateralband kann intakt belassen
werden, frihere Rehabilitation ware mdglich, insgesamt ist die Morbiditat
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geringer, auch durch die fehlende Unterbrechung der Extensoren, die z.T. in
Arthrotomien notwendig ist (Maitra et al. 1999, S. 217).

Da der Kollagenmeniskus an der Meniskusbasis eingenaht wird und relativ
schnell hohen Druckkraften und starken Zugkraften ausgesetzt ist, muld die
Naht diesen Kraften standhalten kdonnen und darf nicht ausreiRen. Die
Nahtausrei3kraft des Kollagenmeniskus wird mit 2,5 %= 0,5 Kilogramm
angegeben (Stone et al. 1997, S. 1771). Die auf den Meniskus wirkenden
Zugkrafte sind jedoch um ein vielfaches hoher.

Bei Allografttransplantationen ist man inzwischen dazu Ubergegangen, die
Menisken zusammen mit Knochenbldcken zu transplantieren, um die Fixierung
der Allografts zu verbessern (Setton et al. 1999, S. 266). Diesen Vorschlag
hatten 1990 Arnoczky et al. nach ihren Untersuchungen zu Allografts am Hund
schon unterbreitet, als bei einigen Allografts die Naht am Hinterhorn nicht
standhielt (Arnoczky et al. 1990, S. 126).

Durch die Struktur des Kollagenmeniskus sind die Moglichkeiten der Fixierung
begrenzt und es bleibt fraglich, ob die Reil3festigkeit des Materials ausreicht,
den hohen biomechanischen Anforderungen gerecht zu werden. Es fehlen
zudem bis heute jegliche biomechanische Tests am Konstrukt sowohl vor der
Implantation als auch nach der Explantation.

Stichprobenartig wurden zum Zeitpunkt der Implantation von den Reststlicken
der Kollagenmenisken Histologien gemacht, um die Zellbesiedelung zu
uberprufen. Dies war fur uns die einzige Moglichkeit der Kontrolle, da die
Kollagene zu dicht sind, um unter dem Mikroskop vor der Implantation die
Besiedelung zu Uberprifen. Inzwischen sind verschiedene Methoden auf Basis
der Magnetresonanztomographie und der Magnetresonanzspektroskopie
entwickelt und untersucht worden, mit deren Hilfe die Funktionstlchtigkeit der
Zellkultur-Systeme in vitro Uberprift werden kann. Sie messen verschiedene
Faktoren, so z.B. Zellwachstum und  —verteilung, Zellvolumen,
Sauerstoffverteilung, Zellmetabolismus oder Diffusion und Flul3 der Nahrstoffe
(Callies et al. 1994, S. 75; Pfeuffer et al. 1998, S. 11; Williams et al. 1997, S. 56;
Brindle et al. 1998, S. 499; Thelwall et al. 2001, S. 682). Erste Studien
beschaftigen sich nun damit, mit Hilfe bestimmter Einstellungen in der
Magnetresonanztomographie die biochemische Zusammensetzung des
Gelenkknorpels in vivo zu untersuchen (Gray et al. 2001, S. 336). Es zeigte
sich, dass die Dicke eines Scaffolds vor allem fur die Zellen in der Mitte ein
erhebliches Problem darstellt, da sie nicht ausreichend Nahrstoffe erhalten
konnen (Neves et al. 2003, S.61). Eine gleichmalige Zellmorphologie und —
dichte scheint unter diesen Bedingungen nicht moglich zu sein. In der Zukunft
konnte es mit Hilfe der Magnetresonanztomographie durchaus maoglich sein,
nichtinvasiv sowohl in vitro als auch in vivo die tissue-engineerten Gewebe
bezuglich Grole und Form wund ihren zelluldaren und extrazellularen
Bestandteilen (Bashir et al. 1999, S. 863) zu messen und zu beurteilen. Dartber
hinaus hat die Magnetresonanztomographie inzwischen ihren festen Platz in der
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Diagnostik von Meniskus- bzw. allgemein Knieverletzungen. Die verschiedenen
Methoden sind jedoch noch relativ aufwendig und teuer und es konnte bisher
nicht geklart werden, welche Parameter sich am besten zur Uberpriifung der
Funktionstuchtigkeit der Zellkultur und in vivo eignen.

Bei der Injektion der Zellsuspension in den Kollagenmeniskus wurde vor allem
Wert darauf gelegt, Zellen in die Mitte zu bringen, die Reststicke stammen
jedoch ausnahmslos aus den auflersten Randgebieten der Kollagenmenisken.
Anhand dieser Histologien lasst sich somit nur bedingt ein Ruckschlul} auf die
Qualitat der Zellbesiedelung des ganzen Kollagenmeniskus ziehen.

Aufgrund der relativ geringen Aufnahmefahigkeit der Kollagenmenisken
(PorengrofRe zwischen 75 und 400 ym (Stone et al. 1997, S. 1771)) far
Flussigkeit, zusatzlich bedingt durch die Tatsache, dass die Kollagene zunachst
in Medium eingelegt waren (obwohl sie vor der Besiedelung vorsichtig
ausgedruckt wurden), war es nicht modglich, die Zellsuspension von 150 pl
vollstandig in das Gerust einzubringen. Es standen 0,4x19 mm? Kanulen und 1
ml Spritzen zur Verfigung. Mit noch feineren Kanilen ware das Einbringen
geringerer Mengen von Zellsuspension wahrscheinlich modglich und unter
Umstanden auch eine regelmaRigere Verteilung der Zellen innerhalb des
Gerustes. Durch vorherige Trocknung des Kollagenmeniskus bei 37° C kdnnte
zudem eine hohere Aufnahmefahigkeit fur Flissigkeit erreicht werden.

4.2 .4Heilung der Achillessehne
Wie schon von Bruns et al. (2000, S. 366) beschrieben, kommt es nach
Durchtrennung der Achillessehne bei Schafen spontan zu einer Heilung, die von
einer Entlastung der betroffenen Extremitat schrittweise bis zu einer
Vollbelastung nach ungefahr 6 Wochen fuhrt. Dies entsprache dem ungefahren
Therapieschema beim Menschen nach der Transplantation eines
Kollagenmeniskus, nach dem eine Entlastung fir 6 Wochen bei maximaler
Flexion von 60° durchgefuhrt wird. Da es sich jedoch um Tiere handelt, sind
unbeobachtete Fehl- und Mehrbelastungen oder auch Sturze niemals ganzlich
auszuschlieRen, wodurch es zu einer Uberbelastung kommen kann und
dadurch das Ergebnis verschlechtert werden kann. Mdglichkeiten, diesen Fehl-
und Uberbelastungen vorzubeugen, sind begrenzt. Man konnte die Tiere flr
einige Zeit nach der Operation in eine Art Hangegertst mit Rollen einspannen,
das fur eine verminderte Belastung der betroffenen Extremitat sorgen konnte.
Eine solche Apparatur ware jedoch in hochstem Malde unphysiologisch, wirde
die Tiere in der Herde ausgrenzen und stark in ihrer Bewegungsfreiheit
einschranken und ware zudem auch sehr aufwendig in der Konstruktion. Eine
andere Moglichkeit bestunde in der Verwendung von Knieorthesen, wie sie
auch beim Menschen verwendet werden, die die Stabilitdt des Kniegelenks
verbessern sollen. In einer Metaanalyse von Martinek et al. zeigte sich jedoch
lediglich bei instabilen Kniegelenken und niedrigen Krafteinwirkungen ein
geringer stabilisierender Effekt, die Verwendung von Knieorthesen nach
Verletzungen oder Operationen ergab widerspruchliche Ergebnisse und bleibt
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kontrovers, kann somit nicht generell empfohlen werden (Martinek et al. 1999,
S. 565-6).

In Anbetracht der Erfahrungen und heutigen Moglichkeiten scheint aber der
gewahlte Weg — eine Studie an Groltieren (Schafen) - der einzig mogliche und
sinnvolle zu sein, um eine Studie solcher Komplexitat durchzuflhren. Es ist
zudem eine gewisse Grofle der Kniegelenke notig, um die Kollagenmenisken
verwenden zu konnen, die zur Implantation am Menschen hergestellt werden.

4.3.1Makroskopische Beurteilung der Explantate

Da in der Literatur kein Schema fur die makroskopische Beurteilung von
Menisken gefunden werden konnte, wurde eines auf der Grundlage einerseits
von physiologischen Menisken als auch von vorhandenen Schemata fir Knorpel
entwickelt.

Um die Aufgaben des nativen Meniskus — Schockabsorption, Verteilung des
Gewichts, Stabilisierung des Gelenks — erfullen zu kénnen, ist es von
entscheidender Bedeutung, dass die implantierten Menisken ihre urspringliche
Form und Grolie beibehalten und vollstandig entlang der Meniskusbasis
integriert sind. Dies beinhaltet naturlich auch ihre korrekte anatomische Lage,
das heil3t der Meniskus muss sich zum Zeitpunkt der Explantation nach wie vor
an seinem physiologischen Ort befinden und nicht z.B. auflerhalb des
Gelenkes. Wahrend der Degeneration des Meniskus verandert sich die
Oberflache von einer glatten zu einer zunehmend rauen rissigen. Um
entzundliche Veranderungen und eine weitere Aufgabe des Meniskus —
Schmierung des Gelenks — registrieren zu kénnen, wurde schlie3lich die
Farbung des Kollagenmeniskus beurteilt, es wurde zwischen der
physiologischen schimmernd weilRen Farbe bis hin zu gelblich-eitrigem
Aussehen unterschieden.

Es zeigte sich nun bei vielen Explantaten innerhalb beider Gruppen, dass der
Kollagenmeniskus nicht vollstandig entlang der ganzen Basis integriert war, ein
Ergebnis, das vermutlich auf die schwierige Zuganglichkeit des Hinterhorns
wahrend einer Arthrotomie zurlckzufiuhren ist und das durch eine
arthroskopische Implantation, eventuell mit einem zusatzlichen posterioren
Zugang, wahrscheinlich verbessert werden konnte. Die vollstandige Integration
und die suffiziente Fixierung sind von zentraler Bedeutung, da einerseits die
sofortige Blutzufuhr zum Implantat gewahrleistet wird und andererseits der
Kollagenmeniskus seine biomechanischen Aufgaben nur dann ausreichend
erfullen kann (Chen et al. 1996, S. 178; Paletta et al. 1997, S. 696; Gao et
Messner 1996, S. 280; Gao et al. 1998, S. 254). Bei den vier Tieren, bei denen
zum Zeitpunkt der Explantation eine komplette Integration gefunden wurde, ist
das makroskopische Gesamtergebnis mit einer Ausnahme (Gesamtscore von 7)
mit einem Score von 9 sehr gut. Eine mogliche Erklarung fur das schlechtere
Ergebnis derjenigen Kollagenmenisken, die nicht vollstandig integriert waren,
besteht in der mechanischen Abnutzung des Implantats mit der Zeit, die durch
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die geringere Stabilitat des Kollagenmeniskus hoher ist. Dadurch verliert das
Implantat an GrofRe und kann nicht mehr fur die notwendige Schockabsorption
und Kraftubertragung sorgen, die Folgen sind degenerative Veranderungen am
Gelenkknorpel (Messner 1994, S. 227).

Die makroskopische Beurteilung der tissue-engineerten Menisken ist ein
wichtiger Teil der gesamten Untersuchung, es wurde jedoch in bisherigen
Studien wenig Augenmerk darauf gelegt und es existieren keine etablierten
Schemata. Durch die Beurteilung der Integration und Lage konnen
Ruckschlusse auf die Fixierung der Transplantate gezogen werden, die Farbung
und Oberflache kann Hinweise auf Entzindungen und degenerative Prozesse
geben. Je nach TragergerUst und Design der Studie mufd sicherlich im Einzelfall
ein Auswertungsschema erarbeitet werden und an die Besonderheiten der
Studie angepasst werden.

4.3.2Beurteilung der Gelenkflachen

Zur Beurteilung der Gelenkflachen wurde ein etabliertes Schema verwendet
(Jackson et al. 1992, S. 653), um degenerative Veranderungen am
Gelenkknorpel makroskopisch zu klassifizieren. Die Gelenkflachen wurden
femoral und tibial in jeweils zwei Bereiche unterteilt, um prazisere Aussagen
Uber die Unterschiede zwischen medialem (Transplantation) und lateralem
Gelenkanteil treffen zu konnen. Zum Vergleich zwischen den einzelnen
Studiengruppen wurden die Werte addiert und die Gesamtscores miteinander
verglichen.

Arthrose aufgrund von degenerativen Gelenkveranderungen ist eine
Hauptursache flr eingeschrankte Mobilitdt im mittleren und hoheren
Lebensalter (O’Driscoll 1998, S. 1803).

Wie weiter oben erwahnt, ist schon seit langem bekannt, dass die totale
Meniskektomie, wie sie von uns in der dritten Studiengruppe durchgefiihrt
wurde, mit degenerativen Gelenkveranderungen assoziiert ist (Roos et al. 1998,
S. 691; Fairbank TJ 1948; S. 668; Jackson 1968, S. 526; Appel 1970, S. 105;
Allen et al. 1984, S. 669). Diese zeigten sich jedoch bei den meisten Patienten
erst nach einer Latenzzeit von 5 bis 10 Jahren, nach 10 Jahren erfullten in einer
Studie 8 % der teilnehmenden Sportler die Kriterien der Arthrose (Jorgensen et
al 1987, S.82). Eine andere Studie fand nach einer Latenzzeit von 5 Jahren
radiographisch degenerative Gelenkveranderungen nach partieller
Meniskektomie bei 50 % der Patienten vor (Bolano et al. 1993, S. 435). 10
Jahre nach partieller Meniskektomie waren an 42 % der radiologisch
untersuchten Gelenke degenerative Veranderungen vom Grad 3 bzw. 4 zu
finden (Hoser et al. 2001, S. 514). Rangger et al. fanden in den partiell
meniskektomierten Gelenken nach 4 72 Jahren grolRere degenerative
Veranderungen vor als in den kontralateralen Kontrollgelenken (Rangger et al.
1995, S. 242). Nach 8 2 Jahren Beobachtungszeit zeigten sich bei Fauno et al.
1992 in den operierten Gelenken bei 53 % der Patienten degenerative
Veranderungen im Vergleich zu 27 % in den nicht-operierten Gelenken (Fauno
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et al. 1992, S. 348). Jaureguito et al. beobachteten nach partiellen
Meniskektomien eine kurzfristige Besserung der Beschwerden, die mit der Zeit
jedoch wieder zunahmen, aber nicht mit den relativ milden radiologischen
Veranderungen nach durchschnittlich 8 Jahren korrelierten (Jaureguito et al.
1995, S. 33).

Der relativ kurze Beobachtungszeitraum von 3 und 6 Monaten schrankt nun die
Aussagekraft bezuglich degenerativer Knorpelveranderungen erheblich ein, was
sich nicht zuletzt am Ergebnis in der meniskektomierten 6-Monats-Gruppe
zeigte, in der makroskopisch keine degenerativen Veranderungen erkennbar
waren.

Dennoch war die makroskopische Beurteilung des Gelenkknorpels ein wichtiger
Untersuchungsaspekt, da degenerative Veranderungen am Gelenkknorpel, d.h.
Arthrose - auch nach Meniskektomie - wesentlich zur Morbiditat der alternden
Bevdlkerung beitragen und eine der Hauptursachen fur die Suche nach neuen
Therapiemoglichkeiten fur Meniskuslasionen darstellen. Es waren zudem keine
Studien bekannt, die degenerative Gelenkveranderungen am Schafsknie
untersucht hatten und Aussagen Uber die Latenzzeit bis zu deren
makroskopischem Auftreten gemacht hatten.

4.3.3Biomechanische Messungen
Durch die Menisken im Kniegelenk vergrofdert sich die tibio-femorale
Kontaktflache und die Belastung auf den tibialen Gelenkknorpel reduziert sich
deutlich (Walker et al. 1975, S. 188; Kettelkamp et al. 1972, S. 353). Je nach
Gelenkstellung vermitteln sie etwa die Halfte der Kontaktflache im Kniegelenk
(Putz 1995, S. 80). Sie Ubertragen zwischen 45 % und 70 % der Last (in
Beugung bis zu 95 %), je nach Studie, je nach Betrachtung des medialen oder
lateralen Kompartimentes und Anteil der durch den Meniskus bedeckten Flache
im jeweiligen Kompartiment (Fukubayashi et al. 1980, S. 876; Kurosawa et al.
1980, S. 287; Chen et al. 1996, S. 178; Clark et al. 1983, S. 544; Seedhom
1979, S. 215; Seedhom et al. 1979, S. 225; Ahmed et al. 1983, S. 223). Durch
ihren keilféormigen Querschnitt wird die Druckbelastung hauptsachlich in
Zugbelastung umgesetzt. Die vorwiegend zirkular angeordneten Kollagenfasern
stehen in strengem Einklang zu dieser Zugbelastung im Meniskus (Putz 1995,
S. 80, 83). Nach Meniskektomie verkleinert sich die femoro-tibiale Kontaktflache
enorm und die Hochstbelastungen auf den tibialen Gelenkknorpel erhéhen sich
(Kettelkamp et al. 1972, S. 352; Fukubayashi et al. 1980, S. 877; Kurosawa et
al. 1980, S. 287; Paletta et al. 1997, S. 696). In einem Kompressionsmodell am
Kniegelenk konnte gezeigt werden, dass eine partielle Meniskektomie, bei der
nur  zentrale  Anteile entfernt  werden, zu einem ahnlichen
Kompressionsverhalten flhrt wie im unoperierten Kniegelenk (Kohn et al. 1993,
S. 401). Jedoch kdnnen in diesem Modell weder die stabilisierende Funktion
noch die Gewahrleistung der Kongruenz innerhalb des Gelenkes durch die
Menisken berucksichtigt und gemessen werden und es kann keine Aussage
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daruber gemacht werden, ob durch eine solche partielle Meniskektomie
degenerativen Knorpelveranderungen vorgebeugt werden kann.

Beim Versuch der partiellen Meniskektomie bei groRen Rissen ist es zum Teil
nicht moglich, die Peripherie sowie die Ansatzligamente zu schonen, so dass er
seine Aufgabe der Lastubertragung nicht mehr Gbernehmen kann (Seedhom et
al. 1979, S.225; Paletta et al. 1997, S.696). Diese partiellen Meniskektomien
resultieren so funktionell in totalen Meniskektomien (Messner et Gao 1998, S.
170). Damit liele sich auch der Umstand erklaren, dass in einem Vergleich
zwischen partiellen und totalen Meniskektomien der Unterschied im Grad der
degenerativen Knorpelveranderungen nicht signifikant hoch war (Rockborn et
Gillquist 1996, S. 611). Es mul® also in Zukunft genauer darauf geachtet
werden, wie viel Gewebe entfernt wird und vor allem, in welchen Gebieten und
ob die Ansatzligamente betroffen sind.

Die oben beschriebenen Funktionen des Meniskus werden moglich durch seine
starke anteriore und posteriore Verankerung am Knochen (Messner et al. 1998,
S. 164). Die Ansatzligamente selbst bei Kaninchen halten in vitro je nach
Ansatzstelle Belastungen zwischen 75 N und 158 N aus (Goertzen et al. 1996,
S. 127). Selbst nach Excision eines zentralen Segmentes des Meniskuskorpers
bei jedoch intakt gelassenen Ansatzstellen und peripheren zirkumferenten
Fasern Ubertragt der Meniskus signifikante Lastanteile (Burke et al. 1978, S.91).
Meniskusgewebe ist weicher und weniger permeabel als Gelenkknorpel (Woo et
al. 1987, S. 4.35). Es gibt Unterschiede in der Druck- und Zugsteifheit einerseits
zwischen humanem und Rindermeniskus, aber auch je nach Lokalisation
innerhalb des Meniskus (Fithian et al. 1989, S. 205; Proctor et al. 1989, S. 780;
Skaggs et al. 1990, S. 248). Die Zugfestigkeit des medialen humanen Meniskus
betragt im Durchschnitt 19,9 N/mm? (Kohn et al. 1993, S. 400). Der
Schafmeniskus ist dem humanem in seinen biomechanischen Eigenschaften
am ahnlichsten verglichen mit Menisken anderer haufig verwendeter Tiere
(Joshi et al. 1995, S. 826).

Zu biomechanischen Messungen standen uns lediglich sechs Explantate zur
Verfligung, da die anderen Untersuchungen Vorrang vor den biomechanischen
hatten und die meisten Explantate nicht grof3 genug waren. Daher ist die
statistische Aussagekraft der Ergebnisse stark eingeschrankt und eine
Interpretation nur bedingt moglich. Es zeigten sich im Vergleich zwischen der
besiedelten und der unbesiedelten Gruppe jedoch keine signifikanten
Unterschiede im Widerstand des Gewebes, seiner Relaxation und seines
Impressionsverhaltens. Tendenziell ist zu sagen, dass das Gewebe wahrend
des Zeitraumes, in dem es implantiert war, eher an Steifigkeit verloren hat und
seine Relaxation zugenommen hat im Vergleich zum unbehandelten
Kollagenmeniskus. Eine Schlussfolgerung hieraus zu ziehen, ist aufgrund der
relativ kurzen Dauer, die die Kollagenmenisken sich in vivo befanden, schwer
moglich. Die Vorstellung, dass das Kollagengewebe langsam abgebaut und
umgebaut werden soll und temporar durch biomechanisch minderwertiges
Gewebe ersetzt wird, kann die Vermutung unterstitzen, dass das Gewebe in

84



dieser Zeit zunachst an Widerstand verliert, bevor sich ein festeres, steiferes
Gewebe entwickelt.

4.3.4Histologien
Ein Hauptaugenmerk in unserer Studie lag in der histologischen Untersuchung
der explantierten Kollagenmenisken.
Insgesamt gibt es noch sehr wenige histologische Untersuchungen den
Meniskus betreffend. Auch die Studien zur Transplantation von Allografts
befassen sich nur selten mit der Histologie der transplantierten Menisken
(Rodeo 2001, S. 258). Jackson et al. untersuchten an der Ziege die DNS der
Zellen und stellten fest, dass nach einer Woche die Spenderzellen durch Zellen
des Empfangers ersetzt wurden (Jackson et al. 1993, S. 546). Arnoczky et al.
fanden an Hunden heraus, dass die transplantierten tiefgefrorenen Allografts
von Zellen wiederbesiedelt wurden, die von der anliegenden Synovialmembran
stammten (Arnoczky et al. 1992, S. 434). Zu einem ahnlichen Ergebnis
gelangten Rodeo et al., die in kleinen Biopsaten von transplantierten Allografts
ebenfalls Zellen fanden, die wahrscheinlich der Synovialmembran entstammten.
In einigen Stucken zeigten sich Hinweise auf eine leichte chronische
AbstoBungsreakton gegen das Transplantat, diese stand aber in keinem
Zusammenhang zum klinischen Ergebnis (Rodeo et al. 2000, S. 1081).
Wir konnten keine Daten =zu histologischen Auswertungen von tissue-
engineerten Menisken finden. Aus diesen Grinden erstellten wir anhand
vorhandener Schemata zur Knorpelbeurteilung und Histologien nativer
Menisken ein neues Schema zur Beurteilung der tissue-engineerten
Kollagenmenisken. Durch Interpretation der verschiedenen Kriterien lassen sich
RuckschlUsse ziehen auf klinisch relevante Auswirkungen.
Den makroskopischen Veranderungen am Meniskus gehen zum Beispiel
histologisch sichtbare voraus, es handelt sich dabei sowohl um zellulare als
auch biochemische Veranderungen (Hellio Le Graverand et al. 2001, S. 60).
Diese histologische Degeneration des Meniskus geht wiederum den spater
folgenden degenerativen Knorpelveranderungen voraus.
Es lasst sich histologisch sehr exakt der Grad und die Art der Entzindung
beurteilen und es lassen sich so Hinweise auf AbstolRungsreaktionen
feststellen. Des weiteren weist eine Beurteilung der Zellmorphologie zusammen
mit den Kollagenfasern auf die Art des entstehenden Gewebes hin. Ein
Explantat, das Uberwiegend Fibrochondrocyten-ahnliche Zellen und viele kleine,
frisch synthetisierte Kollagenfasern enthalt, ist sicherlich positiv zu beurteilen
und hier wird im weiteren Verlauf wahrscheinlich meniskusahnliches Gewebe
entstehen. Die Vaskularisierung spielt eine ganz entscheidende Rolle, denn
ohne Gefalleinsprossung koénnen keine Zellen versorgt werden und keine
zusatzlichen einwandern.
In unseren Ergebnissen zeigten sich weder in der 3-Monats- noch in der 6-
Monats-Gruppe signifikante  Unterschiede zwischen besiedelten und
unbesiedelten Kollagenmenisken. Generell bestand vor allem in der 6-Monats-
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4.4

Gruppe das Problem der sehr geringen Fallzahlen und damit der
eingeschrankten statistischen Aussagekraft. Tendenziell sind die Scores in den
besiedelten Kollagenmenisken jedoch im Durchschnitt etwas hoher.

Die Ursachen fir ein schlechtes histologisches Ergebnis hangen zum Tell
wahrscheinlich mit anderen Faktoren zusammen, so zum Beispiel mit der in
einigen Fallen insuffizienten Fixierung des Kollagenmeniskus. Ist das
Transplantat nicht entlang der gesamten Meniskusbasis integriert und befindet
es sich nicht exakt in anatomisch korrekter Lage, konnen die Zellen
wahrscheinlich nicht optimal ernahrt werden und werden unphysiologischen
Belastungen ausgesetzt. Um die Reliabilitat des verwendeten Schemas zu
uberprufen, sind weitere eng standardisierte Versuche mit moglichst grof3en
Fallzahlen und wenigen Variablen notig.

In zukUnftigen Studien zum tissue-engineerten Mensiskusersatz misste auf die
histologische Untersuchung der Explantate mehr Wert gelegt werden, da sich
so die zellularen und extrazellularen Bestandteile des Gewebes sehr gut
beurteilen lassen. Fir die Physiologie eines Organs oder eines Gewebes ist es
unabdingbar, dass die Organisation auf zellularer Ebene funktioniert.

Zusatzlich zu den klassischen Histologien haben wir in unserer Studie noch
immunhistochemische Farbungen gemacht, um Kollagen Typ | und Typ I
nachzuweisen, und Glykosaminoglykane gemessen, um die extrazellulare
Matrix noch spezifischer zu untersuchen. Die Aktivitat der Zellen in den
Explantaten wurde mit Hilfe des Sulphat-Uptakes gemessen. Diesen Teil der
Studie hat Frau Verena Conrades in ihrer Dissertation bearbeitet (Conrades
2006/2007).

Meniskustransplantation und Ausblick

Die Ziele des Meniskusersatzes bzw. der Transplantation sind folgende: 1. die
Schmerzen, die bei manchen Patienten nach Meniskektomie persistieren, zu
lindern, 2. degenerative Veranderungen am Gelenkknorpel und am
subchondralen Knochen im Folge der Meniskektomie zu verhindern und somit
auch der Entwicklung von Arthrose vorzubeugen und 3. im Idealfall die
biomechanischen Eigenschaften des Kniegelenkes wiederherzustellen (Verdonk
2002, S. 118). Der Meniskusersatz stellt eine besondere Herausforderung in der
Orthopadie dar, da ein groRes Patientenkollektiv betroffen ist, das zudem noch
sehr aktiv (es sind haufig Sportler betroffen) und jung ist. Das durchschnittliche
Alter der Patienten, die einen Meniskusallograft transplantiert bekommen, liegt
bei 33 Jahren (Goble et al. 1999, S. 150).

Da es sich noch immer um ein experimentelles Verfahren handelt, haben sich
noch keine klaren Indikationen zur Meniskustransplantation bzw. zum
Meniskusersatz ergeben und man stellt die Indikation zum gegenwartigen
Zeitpunkt des Wissens unter folgenden Gesichtspunkten:

-totale Meniskektomie mit beginnender Arthrose, um den degenerativen Prozel}
aufzuhalten oder zu verlangsamen.
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-Verlust des vorderen Kreuzbandes, um zusatzliche Stabilisation zu erreichen
und das VKB zu schuitzen.

-gleichzeitige valgisierende hohe tibiale Osteotomie, um deren entlastende
Wirkung auf den medialen Gelenkspalt bei varischer Beinachse zu verbessern
und wiederholte Deformitat zu verzogern.

-prophylaktische  Transplantation = nach  Resektion eines  groleren
Meniskusanteiles, z.B. bei Korbhenkellasion, um die Folgen einer
Meniskektomie zu verhindern.

Der optimale Patient hatte nach Peters et al. somit einen Meniskusschaden, ein
stabiles Knie und ein gutes axiales Alignment und ware junger als 50 Jahre
(Peters et al. 2003, S. 20).

Inzwischen wurden und werden experimentell viele verschiedene Moglichkeiten
des Meniskusersatzes getestet.

Der Einsatz von Prothesen aus Teflon und Dacron zeigte einen gewissen
chondroprotektiven Wert im Kaninchenknie, aber die biomechanischen
Eigenschaften des Gelenkes entsprachen eher denjenigen eines
meniskektomierten als eines normalen Gelenks (Messner 1994, S. 246).
Autografts haben den zusatzlichen Nachteil, in Zeiten von minimal invasiver
Kniechirurgie durch die Entnahme der Grafts die Morbididat zu erhéhen. Die
meisten unter ihnen, so z.B. ein Fettkissen (fatpad), fuhrten jedoch nicht zu
guten Ergebnissen (Kohn et al. 1997, S. 236). Weiterhin wurden Sehnen-
Autografts verwendet, von der Quadrizepssehne (Kohn et al. 1999, S. 179;
Kohn 1993, S. 124; Peters et al. 1998, Prasentation), der Achillessehne
(Hokama et al. 1995, Prasentation) und der Patellarsehne (Kohn et al. 1992, S.
915). Die Ergebnisse mit Quadrizepssehnen und Achillessehnen waren zum
Teil Erfolg versprechend, jedoch scheinen sich die Transplantate nicht in
meniskusahnliches Gewebe umzuwandeln und die gegenwartige Forschung hat
sich eher von Sehnentransplantaten entfernt.

Der beste Allograft ist anscheinend der frische, da die lebenden Zellen in den
frischen Transplantaten die extrazellulare Matrix aufrechterhalten sollen und so
die mechanische Stabilitat erhalten bleibt (Arnoczky et al. 1990, S. 125; Kohn
1994, S. 167; Kuhn et al. 1996, S. 542). An Schafen zeigte sich nach 6 Monaten
Beobachtungszeit ein Unterschied in der Entwicklung degenerativer
Knorpelveranderungen zwischen der meniskektomierten Kontrollgruppe und
derjenigen, die einen frischen Allograft bekam (Aagaard et al. 1999, S. 188). In
einer anderen Studie konnte zwischen entsprechenden Gruppen nach 21
Monaten kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, jedoch zeigten sich
in beiden Gruppen deutliche degenerative Knorpelveranderungen (Edwards et
al. 1996, S. 224). Bei Allografts besteht stets das Risiko der AbstoRungsreaktion
sowie die Gefahr der Krankheitsibertragung (Conrad et al. 1995, S. 214;
Asselmeier et al. 1993, S. 170).

Es zeigte sich in tiefgefrorenen Autografts, dass nach ca. 1-2 Wochen Zellen
beginnen, in das Transplantat einzuwandern und diese nach 6 Monaten
Fibrochondrocyten ahneln (Arnoczky et al. 1992, S. 432).
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Cryokonservierte Allografts werden vor allem in den USA weitverbreitet
verwendet, zum Teil mit Erfolg (Friedmann 1998, Prasentation; Arnoczky et al.
1990, S. 124), sind aber relativ teuer. Stollsteimer et al. fanden 2000 bei ihren
Patienten eine Abnahme der Schmerzen, konnten aber keine Aussagen dartber
machen, ob die Transplantation degenerativen Knorpelveranderungen vorbeugt
(Stollsteimer et al. 2000, S. 347).

Mit frisch gefrorenen Allografts wurden experimentell (Milachowski et al. 1987,
S. 23; Wirth et al. 1986, S. 510) und klinisch (Rodeo et al. 1998, Prasentation;
Yoldas et al. 1998, Prasentation) teilweise gute Ergebnisse erzielt, aber auch
hier besteht die Gefahr der Krankheitstibertragung, die auch durch Bestrahlung
nicht vollig ausgeschlossen werden kann.

Gefriergetrocknete Grafts haben sich nicht bewahrt, da sie deutlich schrumpften
und folglich schlechte Ergebnisse lieferten (Wirth et al. 1986, S. 510; Wirth et al.
2002, S. 178).

Die meisten Patienten berichten nach der Transplantation Uber einen Rickgang
der Schmerzen und der Schwellung. Auch der Lysholm-Score verbesserte sich
vorubergehend, wurde dann haufig aber wieder schlechter. Ob allerdings ein
chondroprotektiver Effekt durch eine Transplantation besteht, ist noch nicht klar
(Felix et al. 2003, S. 15; Cameron et al. 1997, S. 169; Rath et al. 2001, S. 413;
Stollsteimer et al. 2000, S. 347; Veltri et al. 1994, S. 51; Wirth et al. 2002, S.
178).

Die Transplantation von Meniskusallografts sorgt flr systemische und lokale
Immunreaktionen, die in einigen Fallen sicherlich fur ein Scheitern des
Meniskusersatzes verantwortlich ist (Goble et al. 1999, S. 155).
Zusammengefaldt rihren die Ursachen flr ein Scheitern bei der Transplantation
von Allografts somit hauptsachlich von eingeschrankter Zelldichte, abnormalem
Umbau und Schrumpfung der Allografts her (Noyes 1995, Prasentation;
Stollsteimer et al. 2000, S. 344). Es gibt zum gegenwartigen Zeitpunkt noch zu
wenige Langzeitergebnisse und die Ergebnisse bei Patienten mit
fortgeschrittenen degenerativen Knorpelveranderungen sind schlecht (Rodeo
2001, S. 260).

Es gibt nun aber durchaus gute Ergebnisse mit der Transplantation von
Allografts, doch konnte sich noch kein Verfahren gegenuber den anderen
durchsetzen und nachhaltig Uberzeugen. Ein Vergleich der verschiedenen
Verfahren und Studien ist zudem schwierig, da sie von Ansatz und Zielsetzung
her sehr unterschiedlich sind und in vielen Fallen Langzeitergebnisse fehlen
(Peters et al. 2003, S. 24). Auf absehbare Zeit wird die Meniskustransplantation
daher ein experimentelles Verfahren bleiben, das nur in erfahrenen, grof3en
Zentren durchgefuhrt werden sollte (Eriksson 2003, S.131).

Die viel versprechendste Therapiemethode bei komplexen
Meniskusverletzungen scheint auf Dauer der tissue-engineerte Meniskusersatz
zu sein. Das Ziel besteht darin, ein Gewebe herzustellen, das dem nativen
Meniskus so ahnlich wie maoglich ist in seinen zellularen und biomechanischen
Eigenschaften und auch in seiner Form. Ibarra et al. brachten biopsierte
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Fibrochondrocyten auf ein PGA-Geriust und implantierten dieses subkutan in
Mause. Sie explantierten nach einigen Wochen ein meniskusahnliches Gewebe,
in dem die Fasern zum Teil auch eine gewisse Anordnung besalen (Ibarra et
al. 1997, S. 987). Peretti et al. erreichten 2001 mit einer ahnlichen Methode eine
Heilung von Korbhenkelrissen im inneren Drittel von Menisken, indem sie mit
Chondrocyten besiedelte Meniskusmatrizes in die Risse einnahten. Die
eingenahten Meniskussticke waren vor der Besiedelung devitalisiert worden
und dann subkutan in Mause implantiert worden (Peretti et al. 2001, S. 281).
Auch Muskelzellen besitzen das Potential, durch Stimulation bestimmter
Wachstumsfaktoren bei der Knochen- und Gelenkheilung mitzuwirken. Sie sind
in der Lage, ihren Phanotyp zu andern und sind zudem durch Muskelbiopsien
sehr leicht zuganglich (Pelinkovic et al. 2000, S. 404).

Um jedoch vor allem den biomechanischen Anforderungen des Meniskus
gerecht werden zu kdnnen, ist ein Transplantat oder Gerust notwendig, das zum
Zeitpunkt der Implantation ahnliche biomechanische Eigenschaften besitzt wie
der native Meniskus. Dazu ist eine exakte Anordnung und Ausrichtung der
Kollagenfasern und der Glykosaminoglykane notwendig, die unter
Druckbelastung entsteht. Kontrollierte  Druckbelastung stimuliert die
Kollagensynthese und erhdht die Festigkeit und Starke von Bindegewebe
(Wolff's Gesetz).

Um die Dedifferenzierung der Zellen zu verhindern und die Zellproliferation zu
fordern, wurde und wird in verschiedenen Studien der Einsatz von
Wachstumsfaktoren an muskuloskeletalen Geweben untersucht (Martinek et al.
2002, S. 109; Day et al. 1997, S. 901; Goto et al. 1999, S. 923; Baltzer et al.
1999, S. 201). Die Machbarkeit des Gentransfers mittels verschiedener
Vektoren wurde in diesen Studien in vitro und in vivo gezeigt. Mit Hilfe
kontinuierlicher Expression von Wachstumsfaktoren konnte die Zellproliferation
und die Matrixsynthese sowie die biomechanischen Eigenschaften der
Transplantate dauerhaft verbessert werden. Hier, also in der Kombination aus
Tissue Engineering und Gentherapie, liegt sicherlich die Zukunft in der Therapie
der Meniskuslasion und des Meniskusverlustes (Musgrave et al. 2002, S. 11).
Bevor der Gentransfer jedoch in klinischer Routine zum Einsatz kommen kann,
mussen noch viele offene Fragen geklart werden, so die Sicherheit der
Gentherapie an sich und auch die Maoglichkeit, die Synthese von
Wachstumsfaktoren zu regulieren.

Ein Problem besteht zur Zeit noch darin, die Transplantate und den
Gelenkknorpel immer erst nach ihrer Explantation untersuchen und beurteilen
zu koénnen. So kbénnen nur zu festgelegten Zeitpunkten Messungen
durchgefliihrt werden und es bleibt unklar, wie sich das Gewebe in der
Zwischenzeit entwickelt hat. Zur Uberwachung von Gewichtsverteilung und
stabilisierender Funktion des Transplantats perioperativ sowie im Follow-up
mussten Methoden entwickelt werden (Messner et al. 1999, S. 181), ebenso
routinemaRig einsetzbare nichtinvasive Methoden zur Uberwachung von
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Veranderungen am Gelenkknorpel. Inzwischen wurden experimentell einige viel
versprechende Methoden zur Messung der Dicke des Gelenkknorpels sowie zur
Friherkennung von degenerativen Veranderungen am Knorpel entwickelt
(Eckstein et al. 2002, S. 254), die schon in epidemiologischen Studien
Anwendung finden. Erste Studien beschaftigen sich zudem damit, die
biochemische Zusammensetzung des Gelenkknorpels mit Hilfe der
Magnetresonanztomographie zu messen (Bashir et al. 1999, S. 863). Diese
Methoden mussen weiterentwickelt werden, so dass sie auch auf andere
Gewebe wie den tissue-engineerten Meniskusersatz anwendbar werden.

AbschlieBend soll noch erwahnt werden, dass bei der Vielzahl von
experimentellen Verfahren zum Meniskusersatz bis jetzt kein Standardprotokoll
zur Rehabilitation und zum postoperativen Follow-up existiert. Zur optimalen
Therapie gehort aber dieser Teil genauso dazu wie die Auswahl der besten
Operationstechnik. In klinischen Studien sollte die Rehabilitation und das
postoperative Follow-up mehr Beachtung finden, um sobald wie mdglich ein
standardisiertes Schema zu entwickeln.
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Zusammenfassung

Meniskusverletzungen stellen eines der haufigsten Probleme in der Orthopadie
dar. Die Therapie bestand friiher zunachst in der totalen Meniskektomie, doch
stellte man mit der Zeit fest, dass degenerative Knorpelveranderungen und
Arthrose die Folge waren. Auch partielle Meniskektomien fuhrten nach einer
gewissen Latenzzeit zu degenerativen Knorpelveranderungen und man begann,
verschiedene Methoden der Refixation und dann auch der Transplantation zu
untersuchen. Die meisten Studien befassten sich mit der Transplantation von
Meniskusallografts, es gibt aber nach wie vor kein Verfahren, das sich
durchsetzen konnte und in die klinische Routine Ubergegangen ist.

Der Meniskus hat im Kniegelenk komplexe Funktionen zu ubernehmen. Er ist
den hohen biomechanischen Anforderungen durch seinen zellularen und
extrazellularen Aufbau optimal angepasst.

Beim Einsatz von Transplantaten, seien es Allografts oder tissue-engineerte
Transplantate, ist es von zentraler Bedeutung, dass die Transplantate dem
nativen Meniskus schon zum Zeitpunkt der Implantation so ahnlich wie nur
moglich sind. Dabei sind fur die Funktion des Kniegelenks vor allem die
biomechanischen Eigenschaften wichtig.

Die amerikanische Arbeitsgruppe um Stone, Rodkey und Steadman
entwickelten ein Kollagengerist zum Einsatz als Meniskusersatz. Die
Ergebnisse waren zum Teil Erfolg versprechend, aber es waren beispielsweise
zuvor an diesem Gerust keine biomechanischen Untersuchungen unternommen
worden.

Wir besiedelten die Kollagenmenisken vor der Implantation mit autologen
Fibrochondrocyten, die wir nach einer kleinen Meniskusbiopsie in Zellkultur
vermehrt hatten. Nach 3 bzw. 6 Monaten explantierten wir die tissue-
engineerten Kollagenmenisken und fihrten eine Reihe von Untersuchungen
durch, unter anderem beurteilten wir die Explantate histologisch. Unsere
histologischen Ergebnisse sind durchaus viel versprechend. Es ist ein deutlicher
Trend erkennbar, dass eine Besiedelung der Kollagenmenisken mit autologen
Fibrochondrocyten positive Auswirkungen auf die zellulare Organisation und
den zugigen Umbau des GerlUstes hat. Die histologische Aufarbeitung von
tissue-engineertem Meniskus sollte stets Teil zuklnftiger Studien sein.

Die Ursachen weniger guter Ergebnisse einzelner Transplantate sind in unserer
Studie wahrscheinlich auf die teilweise insuffiziente Fixierung der Implantate
und vor allem auf die minderwertigen biomechanischen Eigenschaften des
Kollagenmeniskus zurtckzufuhren. Die Fixierung liele sich unter Umstanden
Uber einen arthroskopischen Zugang verbessern, insgesamt reicht aber die
Nahtausrei3kraft des von uns verwendeten Geristes nicht aus, den hohen
wirkenden Kraften zu widerstehen. Somit miussen Tragermaterialien entwickelt
werden, die schon unbehandelt eine vielfach hohere Steifigkeit aufweisen und
den enormen Zugbelastungen standhalten kénnen, um die Aufgaben des
Meniskus ausreichend Ubernehmen 2zu konnen. Den biomechanischen
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Eigenschaften des Tragermaterials sollte also weit mehr Aufmerksamkeit in der
Forschung zuteil werden als bisher. Im nachsten Schritt kénnen dann die
Eigenschaften des Gerustes durch Zellbesiedelung und den Einsatz
spezifischer Wachstumsfaktoren weiter verbessert werden und das Gewebe
dem nativen Meniskus so weit wie moglich angeglichen werden.
Zusammenfassend Iasst sich somit feststellen, dass der begangene Weg ohne
Zweifel der richtige ist, aber in Zukunft vor allem daran gearbeitet werden muss,
Transplantate mit besseren biomechanischen Eigenschaften zu entwickeln.
Diese lieRen sich dann suffizient im Kniegelenk fixieren und sie konnten direkt
nach Implantation den hohen Anforderungen standhalten. Durch die zusatzliche
Anwendung von Wachstumsfaktoren konnte die Proliferation der Zellen
stimuliert und die Regeneration des Meniskus beschleunigt werden.

Die Therapie von Meniskuslasionen bleibt also ein hochaktuelles und
dringliches Problem in der Orthopadie, aber durch die Verwendung von neuen
tissue-engineerten Transplantaten, in der Zukunft kombiniert mit Gentransfer,
gibt es inzwischen sehr viel versprechende Therapieansatze, die grolle
Fortschritte in der Behandlung der Meniskusverletzungen bringen werden.
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