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Kurzreferat

Das Heilungspotential von Meniskuslasionen, insbesondere der avaskularen
Zone, ist trotz Naht nur unbefriedigend [62, 82]. Die Angiogenese, deren
potentester Induktor der Vaskulare Endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist,
scheint maf3geblich am Erfolg einer Heilung von verletztem Gewebe beteiligt
zu sein [13, 41]. Derzeit ist nur wenig Uber das Vorhandensein und die Rolle
von VEGF im Meniskus sowie die Mechanismen der Meniskusheilung
bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde bei 41 New Zealand White Rabbits
eine L&sion in der vaskularen bzw. avaskularen Zone des medialen Meniskus
gesetzt und nach 1, 2, 5 und 10 Wochen auf das Vorhandensein von VEGF,
Vaskularisierung und Heilung untersucht. In der vaskularen Zone konnten im
Heilungsverlauf eine Angiogenese, signifikant erhdhte VEGF-Konzentrationen
und nach 10 Wochen in allen Menisken eine Heilung der Lasion festgestellt
werden. In der avaskularen Zone fand man innerhalb der zehn Wochen
ebenfalls signifikant erhohte VEGF-Konzentrationen, jedoch weder
Angiogenese noch Heilung der Lasionen. Die avaskulare Zone des Meniskus
scheint eine Resistenz gegen angiogenetische Einflisse zu besitzen, die im
Rahmen der Anpassungsvorgdnge an die Kraftibertragung erworben wird
und Angiogenese sowie Heilung trotz hoher VEGF-Konzentrationen inhibiert
[72, 74].

Schlusselwoérter: Meniskusheilung, VEGF, Angiogenese, Tiermodell
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Abkurzungsverzeichnis

BMP-2 Bone Morphogenetic Protein

cDNA copy-DNA

ChM-I Chondromodulin-I

COX-2 Cyclooxigenase-2

CTGF Connective Tissue Growth Factor
EGF Epidermal Growth Factor

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FGF Fibroblast Growth Factor

HGF Hepatocyte Growth Factor

IGF-1 Insulin-like Growth Factor

IL Interleukin

MMP Matrix Metalloprotease

MRNA messenger-RNA

PAI-1 Plasmin Aktivator Inhibitor-1

PBS Phospate Buffered Sialine

PCNA Proliferating-Cell Nuclear Antigen
PDGF Platelet-Derived Growth Factor
RT-PCR Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction
TGF(-beta) Transforming Growth Factor(-beta)
TIMP-1 Tissue Inhibitory Metalloproteinase-1
tRNA transport-RNA

VEGF Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor
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1 EINLEITUNG

Meniskuslasionen kommen in allen Altersschichten vor und treten bei
Mannern 2,5-mal haufiger als bei Frauen auf [78]. Des Weiteren wird
berichtet, dass die gréf3te Inzidenz von Meniskusverletzungen bei méannlichen
Patienten zwischen dem 21. und 40. Lebensjahr liegt. Im Gegensatz dazu ist
die Inzidenz von Meniskusverletzungen bei weiblichen Patienten ab dem 10.
Lebensjahr relativ konstant. Bei etwa einem Drittel aller Patienten mit einer
Meniskuslasion besteht zusatzlich eine Verletzung des vorderen
Kreuzbandes.

Die Menisken wurden Uber eine lange Zeit als entbehrliche anatomische
Strukturen des Kniegelenks gesehen. Bei symptomatischen
Meniskusverletzungen bestand die Therapie der Wahl in der totalen
Meniskektomie durch Arthrotomie, ohne Rucksicht auf Lokalisation, Typ und
Grol3e der Lasion. Dieses Vorgehen brachte schnell symptomatische
Besserung.

Fairbank [23] stellte 1948 erstmals in klinischen und radiologischen
Untersuchungen die  schadigenden Langzeiteffekte einer totalen
Meniskektomie fest und schloss daraus, dass den Menisken wichtige
Funktionen bei der Lastverteilung zukommen. Die Effekte, die durch
Fairkbank schon 1948 beschrieben wurden, konnten in neueren
Langzeitstudien bestétigt werden. In einer Studie von Roos et al. [81] gaben
Patienten 19 Jahre nach Meniskektomie eine signifikante Zunahme von
Symptomen und funktionellen Einschrdnkungen im Vergleich zu Kontrollen
an. McNicholas et al. [57] zeigten bei 36% ihrer Patienten 30 Jahre nach
totaler Meniskektomie radiologische Veranderungen im Sinne einer

Gelenkspaltverschmalerung.

Basierend auf diesen Erfahrungen wird den Menisken eine
biomechanische Bedeutung fur die Gelenkprotektion zugeschrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass die Menisken eine Rolle bei der Stabilisierung,
Lastubertragung und —verteilung, Schockabsorption und Schmierung des
Kniegelenks besitzen [1, 30, 58, 85].
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Durch die partielle Meniskektomie sollte kinftig unter Berlcksichtigung
der Funktionen der Menisken und in Anbetracht der schlechten
Langzeitergebnisse  der  totalen Meniskektomie maoglichst  viel
Meniskusgewebe erhalten werden. Klinische und arthroskopische Studien
zeigen, dass durch partielle Meniskektomie gute Langzeitergebnisse erzielt
werden konnen [24, 66, 84]. Jedoch lassen sich auch trotz partieller
Resektion degenerative Veranderungen nicht verhindern. Kruger-Franke et
al. [51] konnten in einer Langzeitstudie bei 33% der Patienten 7 Jahre nach
partieller Meniskektomie radiologisch degenerative
Kniegelenksveranderungen im Sinne von Gelenkspaltverschmélerungen

nachweisen.

Seit ca. 20 Jahren wird der Meniskusrekonstruktion grof3e Bedeutung
zugemessen. Erste Versuche einer Meniskusnaht gehen bereits auf 1885
zurtick [4]. Jedoch sind nicht alle Meniskuslasionen flur eine Rekonstruktion
geeignet. Neben der Rissform ist die Lokalisation der L&sion ein
entscheidender Faktor fur den Erfolg einer Meniskusnaht. Morgan et al. [62]
reevaluierten in Re-Arthroskopien den Erfolg von Meniskusrekonstruktionen
nach L&sion in der peripheren Zone des Meniskus und stellten in 84% der
Falle eine Heilung fest, wobei 65% komplette und 19% inkomplette Heilung
beschrieben wurde. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Morgan et al. bei
peripheren Lasionen konnten Rubman et al. [82] bei arthroskopisch
rekonstruierten Lasionen der inneren Zone des Meniskus in Re-Arthroskopien
lediglich eine Heilungsrate von 63% feststellen. Hier waren nur 25% komplett
und 38% inkomplett geheilt. Somit scheint die Lokalisation der L&sion eine

erhebliche Rolle bei der Meniskusheilung zu spielen.

Die Menisken bestehen aus einem Gewebe, das Fibrochondrozyten
enthéalt, die in einer Knorpelgrundsubstanz (Matrix) aus grof3tenteils Wasser,
Kollagen und Proteoglykanen liegen [10, 17, 45, 55]. Die Durchblutung der
Menisken beschrankt sich auf ihre Peripherie [75]. Arnoczky und Warren [5]
beschrieben erstmals die Durchblutung der Menisken und teilten sie,
ausgehend vom Grad der Vaskularisierung, in verschiedene Zonen ein. Die

durchbluteten kapselnahen Anteile, die der &ufReren Zirkumferenz anliegen,
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werden auch als Zone I, periphere Zone, vaskulare Zone oder rot-rote Zone
bezeichnet. Die sich nach innen anschlieende Zone, die nur noch gering
durchblutet ist, wird auch Zone Il, mittlere Zone oder rot-weifl3e Zone genannt.
Die nicht durchbluteten Anteile, die bis an die innere Zirkumferenz reichen
und den gréf3ten Anteil am Meniskus haben, werden auch als Zone lll, innere

Zone, avaskulare Zone oder weil3-weilRe Zone bezeichnet.

Da der Heilungsprozess von verletztem Gewebe stark von dessen
Vaskularisierung abhangt, ist anzunehmen, dass die fehlende Blutversorgung
der inneren Zone des Meniskus ursachlich an dessen schlechterem
Heilungspotential beteiligt ist [13, 41, 49].

Ahnlich wie z.B. bei der Wundheilung spielt auch bei der Heilung von
Meniskuslasionen die Bildung neuer Blutgefal3e aus bereits existierender
Mikrovaskularisierung eine wichtige Rolle. Dieser Vorgang wird als
Angiogenese bezeichnet. Sie wird durch proangiogenetische Faktoren, wie
die Fibroblast Growth Factor (FGF) Familie, Transforming Growth Factor
(TGF) alpha und beta, Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Insulin-like
Growth Factor (IGF), Epidermal Growth Factor (EGF), Cyclooxigenase-2
(COX-2), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Tumor Necrosis Factor (TNF)
alpha, Interleukin 8 (IL-8) etc., Angiogenin und die Angiopoetine, die
Liganden des Tie-2 Rezeptors, und antiangiogenetische Faktoren, wie
Thrombospondin, Angiostatin und Endostatin, geregelt [15, 21, 26]. Diese
Faktoren sind unter normalen Bedingungen ausgewogen.

Eine Schlusselfunktion unter den proangiogenetischen Faktoren scheint
jedoch der 1983 von Senger et al. [86] erstmals beschriebene Vaskulare
Endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) zu besitzen. Es werden verschiedene
Isoformen des VEGF unterschieden, die durch alternatives Splicing
entstehen: VEGFi115, VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF139, VEGF206 [26,
90]. VEGF stimuliert die Angiogenese an Endothelzellen und die
Mobilisierung und Differenzierung von epithelialen Progenitorzellen aus dem
Knochenmark [8, 35, 92]. Es spielt eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung, im Wachstum und auch im ausgewachsenen
Organismus. Untersuchungen haben gezeigt, dass der Verlust des Genes fur

VEGF zu schweren Defekten in der Vaskularisierung und zum Tod des



Einleitung 8

Embryos flhrt [16, 27]. Wird die Funktion von VEGF unterdriickt, kommt es
im wachsenden Organismus zu einer Suppression der Vaskularisierung der
Wachstumsfugen mit vermindertem Langenwachstum [36]. Im reifen
Organismus ist VEGF fir die Angiogenese wahrend der Wundheilung und
des Ovulationszyklus wichtig [26, 28]. VEGF spielt auch in der pathologischen
Angiogenese eine Rolle, z.B. in der Tumorangiogenese; im grof3ten Teil der
Karzinome ist die VEGF-Expression hoch reguliert [26]. Weiterhin ist VEGF
an der Pathogenese der Rheumathoidarthritis beteiligt, bei der es, im
Gegensatz zu degenerativen Gelenkerkrankungen, in der Synovialflissigkeit
nachgewiesen werden kann [25].

VEGEF ist ein Glykoprotein, das von einer Vielzahl von Zellen gebildet
werden kann und parakrin sowie autokrin auf Endothelzellen, welche in
Arterien, Venen und Lymphgefalen zu finden sind, wirkt [26]. Dort bindet
VEGF an die Tyrosinkinaserezeptoren VEGF-R1 (flt-1) und VEGF-R2 (flk-2).
Ein Defekt einer dieser Rezeptoren fuhrt wahrend der Embryonalentwicklung
zum intrauterinen Fruchttod [31, 87]. An dem Rezeptor gebunden, induziert
VEGF eine Kette von Effekten, beginnend mit einer Vasodilatation und einer
gesteigerten GefalRpermeabilitat [21]. Dadurch gelangen grol3e Mengen
makromolekularer Plasmaproteine, wie Fibrinogen und Plasminogen, aus
dem Gefalllumen ins perivaskulare Gewebe und bilden dort ein vorlaufiges
fibrinreiches Gertst fur migrierende Endothelzellen. Bevor diese
einwandernden Zellen ein neues tubulares Netzwerk formen, werden die
ursprunglichen GefalRe und die umliegende Matrix durch verschiedene
Proteinasen, unter ihnen die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), destabilisiert
[21].

Die Transkription des VEGF-Gens und somit die Bildung von VEGF
unterliegt einer Regulation, in der Hypoxie eine Schlusselfunktion besitzt [26,
54, 59, 60, 73, 76]. Dabei fuhrt ein niedriger Sauerstoffpartialdruck zu einer
erhohten Expression von VEGF-messenger-RNA (mRNA). Weiterhin sind
auch andere Faktoren, z.B. IGF 1, EGF und TGF-beta, in der Lage, eine
VEGF-mRNA-Expression zu induzieren [32, 96]. Die Zahl der VEGF-

Rezeptoren kann ebenfalls durch Hypoxie gesteigert werden [91].
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Wahrend VEGF, Angiogenese und Meniskusheilung in der Literatur
mittlerweile sehr umfangreich beschrieben sind, ist bisher nur wenig Uber das
Vorhandensein und die Rolle von VEGF in den Kniegelenksmenisken,
insbesondere im Zusammenhang zu den Mechanismen der Meniskusheilung,
speziell des avaskularen Bereiches bekannt.

In der vorliegenden Arbeit soll im Tiermodell der Verlauf der
Meniskusheilung nach Setzen einer Meniskuslasion unter besonderer
Beachtung des Vorkommens von VEGF untersucht werden.

Es werden folgende Hypothesen aufgestellt:

1) In der inneren Zone des Meniskus wird bei einer Lasion weniger VEGF
exprimiert als in der Peripherie.

2) Die geringe Expression von VEGEF ist urséchlich an der Avaskularitat der
inneren Zone beteiligt.

3) Durch die Avaskularitat kann das schlechte Heilungspotential zentraler

Lasionen erklart werden.



Material und Methoden 10

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen wurden 41 Kaninchen im Alter zwischen 5
und 7 Monaten (New Zealand White Rabbits Hsd: MZW, HARLAN,
Deutschland) verwendet, deren Gewicht bei 3,65 + 0,41 kg lag. Die Tiere
wurden im Tierlabor des Zentrums fir Neurowissenschatftliche Innovation
und Technologie ZENIT GmbH, Magdeburg gehalten und operiert.

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere mindestens 14 Tage an die
Umgebung des zentralen Tierlabors gewodhnt und unter klimatisierten
Bedingungen (18°C, 60 + 15% rel. Luftfeuchte, bei 16-fachem Luftwechsel
pro Stunde) bei Wasser- und Futtergabe ad libitum (Haltungsdiat far
Kaninchen, Altromin, Lage) und bei Tag-Nacht-Zyklus (je 12 h) in
Einzelhaltung in Kafigen (EC2, Scanbur BK, Danemark) gehalten.

Den Tierversuchen war durch das zu dieser Zeit zustandige
Regierungsprasidium Dessau (Aktenzeichen 43.3-42502/2-431)
zugestimmt worden.

Die verwendeten Tiere wurden fir den Versuch in 8 Gruppen (Tabelle
1) randomisiert, wobei der technische Ablauf der Versuche in allen
Gruppen in gleicher Weise erfolgte. Abh&ngig von der Gruppe wurde eine
wahrend eines operativen Eingriffes gesetzte Meniskuslasion entweder im
meniskosynovialen Ubergang (Rot-Rote Zone; periphere Lasion) oder
nahe der inneren Zirkumferenz (Weil3-WeilRe Zone; zentrale Lasion) des

Innenmeniskus platziert.
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Gruppe n Ort der Meniskuslasion Lebensdauer bis
Entnahme der
Menisken
1rr 5 Meniskosynovialer Ubergang 1 Woche
lww 5 Innere Zirkumferenz 1 Woche
2rr 5 Meniskosynovialer Ubergang 2 Wochen
2ww 5 Innere Zirkumferenz 2 Wochen
5rr 5 Meniskosynovialer Ubergang 5 Wochen
5ww 5 Innere Zirkumferenz 5 Wochen
10rr 5 Meniskosynovialer Ubergang 10 Wochen
10ww 3 Innere Zirkumferenz 10 Wochen

Tabelle 1:  Einteilung der Tiere in Gruppen, abhangig von der Lokalisation der
gesetzten Meniskuslasion und der geplanten Heilungsdauer bis zur
Entnahme der Menisken; Tiere, die wahrend des operativen Eingriffes
verstarben, wurden nicht auf die Gruppen verteilt
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2.2  Operatives Vorgehen

2.2.1 Setzen der Meniskuslasion

Den Tieren wurde in einem ersten Eingriff an einem der Knie eine
kinstliche Meniskuslasion gesetzt. Die Menisken des anderen Knies
wurden nicht berhrt. Die Anasthesie erfolgte zu Beginn der Versuche mit
Phenobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos). Die
Substanz wurde Uber einen intravendésen Zugang an einer Ohrvene in
einer Dosis von 60mg / kg Kérpergewicht appliziert. Diese Dosis entsprach
der Empfehlung des Herstellers. Innerhalb von ca. drei bis zehn Minuten
fielen die Tiere in Narkose. Anschlieliend wurde das zu operierende Knie
mittels eines elektirischen Rasierers vom Fell befreit und auf dem
Operationstisch, der durch eine Rotlichttampe angewéarmt wurde,
positioniert (Abb. 1). Das Knie wurde mit Braunoderm® (B.Braun
Melsungen AG, Melsungen) desinfiziert und das Operationsfeld mit einem
Lochtape abgedeckt und einer OP-Folie abgeklebt (Abb. 2).

Abbildungen 1 und 2: Operationsfeld vor Setzen der Meniskuslasion

Es folgte ein sagittaler paramedianer Hautschnitt Gber der Patella mit
nachfolgender medialer Arthrotomie. Die Patella wurde anschlie3end nach
lateral luxiert und der mediale Meniskus dargestellt. Mit einem Miniskalpell
wurde dann eine longitudinale Lasion von ca. 5mm Lange gesetzt, die sich
je nach Gruppe entweder im meniskosynovialen Ubergang oder nahe der
inneren Zirkumferenz befand (Abb. 3). Das Gelenk wurde mit 0.9% NaCl-
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Ldsung gespult und die Wunde verschlossen. Fur die Kapselnaht kamen
resorbierbare Faden vom Typ 4-0 Vicryl® (Ethicon, Norderstedt), fur die
Hautnaht nicht resorbierbare Faden vom Typ 3-O Prolene (Ethicon,
Norderstedt) zum Einsatz. Es wurde Flussigpflaster (Hansaplast®,
Beiersdorf, Hamburg) auf die genahte Wunde aufgespriht und die Tiere
wieder in den Kafig zurtckgelegt, wo sie schnell wieder erwachten. Die
durchschnittliche Zeit von Injektion des Narkotikums bis zum Hautschnitt
betrug 20 min, die Zeit vom Hautschnitt bis zur Naht ca. 15 min.

Abbildung 3: Longitudinaler Einschnitt in den medialen Meniskus

Im weiteren Verlauf entschied man sich, die Narkose der Tiere von
Narcoren® auf Ketaminhydrochlorid (Ketanest®, Parke Davis GmbH
Berlin) und 2% Xylazinhydrochlorid (Rompun® Bayer Vital, Leverkusen)
umzustellen, da mit der urspringlichen Narkosetechnik nicht in allen
Fallen eine ausreichende Analgesie erreicht wurde. Wahrend des
Eingriffes kam es in einigen Fallen zu starken Schmerzreaktionen des
Tieres, so dass es notig war, eine weitere Gabe Narcoren® vorzunehmen.
Drei Tiere starben intraoperativ, was wahrscheinlich auf eine Uberdosis
Narcoren® zurickzufuihren war. Eine Sektion der Tiere zur genauen
Bestimmung der Todesursache erfolgte nicht.

Fur die weiteren Versuche wurden die Tiere mit 60 mg / kg
Korpergewicht Ketanest® und 4 mg / kg Korpergewicht Rompun®,
welches den empfohlenen Dosen des Herstellers entsprach, analgesiert

und relaxiert. Die Applikation erfolgte als intramuskulare Injektion in die
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Glutealregion; es war somit kein vendser Zugang mehr nétig. Die Tiere
fielen innerhalb von ca. 10 Minuten in Narkose. In 2 Fallen kam es
wahrend des Eingriffes zu Reaktionen des Tieres, woraufhin Ketanest®

nachinjiziert wurde.

2.2.2 Postoperative Versorgung der Tiere

Den ersten Tieren wurde am postoperativen Tag das zentral wirksame
Schmerzmittel Buprenorphin-HCI (Temgesic®, Boehringer, Mannheim)
I.m. appliziert. Da sich nach der Operation weiterer Tiere jedoch zeigte,
dass sie sich sehr schnell wieder erholten und bereits am ersten
postoperativen Tag genau so mobil und aktiv waren wie nicht operierte
Tiere, wurde ab sofort auf die Gabe von Schmerzmitteln verzichtet. So
lieBen sich ein zusatzlicher Stressfaktor und ein zusatzliches
Infektionsrisiko ausschalten. Das verwendete Hansaplast® Flissigpflaster
zum Schutz der Wunde erwies sich als vollkommen ausreichend (Abb. 4).
In 2 Fallen riss postoperativ die Hautnaht, und es kam zu
Wunddehiszenzen. Unter erneuter Narkose wurden die Tiere mit einer
zweiten Naht versorgt. Ansonsten waren alle Wundheilungsverlaufe
unauffallig. Bei regelmaliger Kontrolle der Hautnaht wurde darauf
verzichtet, das Nahtmaterial nach einer bestimmten Zeit zu entfernen, da
die Verhaltnisse an den Narben trotz nicht resorbierbarer Hautfaden auch
nach mehreren Wochen reizlos waren und die Hautfaden oft nicht mehr

erkennbar waren (Abb. 5).

r E B

Abb. 4: Wunde mit Flissigpflaster, postop. ~ Abb. 5: Wunde nach 10 Tagen
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2.2.3 Entnahme der Menisken

In Abhéngigkeit von der Gruppe wurden die Tiere nach einer
definierten Zeit der Meniskusheilung getttet. Daraufhin wurden sowohl der
manipulierte Meniskus als auch der intakte Meniskus (Referenzmeniskus)
entnommen. Die To6tung der Tiere geschah mittels Uberdosis
Phenobarbital-Natrium (320 mg, entspricht 2 ml Narcoren®), welches tber
einen vendsen Zugang in eine Ohrvene appliziert wurde. Es folgte das
Rasieren beider Knie und das sterile Abdecken des Operationsfeldes. Mit
Durchtrennung der Patellarsehne und des Ubrigen Bandapparates des
Knies wurde ein ausreichender Zugang zum medialen Meniskus
geschaffen (Abb. 6). Es wurden die Heilungsverhéltnisse am Meniskus
makroskopisch Uberprift, insbesondere das Vorhandensein von Gefal3en
und die eventuelle Persistenz der Lasion. AnschlieBend wurde der
Meniskus entnommen und im Bereich der Lasion radiar geteilt und in 1,5
ml Eppendorfgefal3e gegeben. Der Teil des Meniskus, der zum Nachweis
von VEGF mittels ELISA bestimmt war, wurde in Phosphate buffered
Saline (PBS; Invitrogen, Japan) aufbewahrt und spater bei —70°C
eingefroren. Zu dem Teilstick des Meniskus, das zum Nachweis von
MRNA durch PCR bestimmt war, wurde zur Hemmung von RNasen RNA-
later (Qiagen, Valencia, CA, USA) gegeben und es wurde bei 4°C
gelagert. Gewebestiicke fur die immunhistochemischen Untersuchungen
wurden in 4% Formaldehyd fixiert. Die Menisken des kontralateralen, nicht
operierten Knies wurden in Analogie zu den Proben ebenfalls in

entsprechenden L6sungen fixiert.

Abbildung 6: Operationssitus bei Enthahme der Menisken
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2.3  Laboruntersuchungen

Die Laboruntersuchungen wurden am Anatomischen Institut der
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel unter dem Direktorat von Prof. Dr.

med. B. Tillmann durchgefihrt.

2.3.1 Immunhistochemische Farbung

Das Prinzip der immunhistochemischen Farbemethode bestand in
dem Auftragen spezifischer Antikorper gegen Strukturen, die
nachzuweisen waren (Primardetektion), und der anschlieBenden Zugabe
eines zweiten Antikorpers, der ein Enzym gekoppelt hatte, welches die
Farbungen in den Schnitten hervorrief (Sekundéardetektion). Es wurden
jeweils Antikérper gegen VEGF, VEGF-Rezeptoren und Faktor VIII
eingesetzt, um VEGF-haltige Zellen, VEGF-Rezeptoren, bzw. Gefal3e
sichtbar zu machen.

Die Proben fur die immunhistochemische Untersuchung wurden direkt
nach der Enthahme in 4%Formaldyhyd aufbewahrt und bei 4°C gelagert.
Spater wurden sie in aufsteigender Alkoholreihe entwéssert und
anschlielend in Paraffin eingebettet. Von den Proben wurden mittels
Mikrotom 6um starke Schnitte angefertigt, die auf Histobond-Objekttragern
aufgetragen wurden. Die Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert. Nach
einer Mikrowellenbehandlung bei 750W in 3% Wasserstoffperoxyd und
0.01M Citratpuffer, ph 6,0, fir 2x 5 min erfolgte die Primardetektion mit
monoklonalen Antikbrpern gegen VEGF (Konzentration 1:40 in TBS;
sc7269 monoklonalen Maus IgG2a, Santa Cruz Biotechnology CA, USA)
sowie gegen VEGFR-1/Flt-1 und VEGFR-2/FIk-1 (Konzentration 1:80;
sc316-G, polyklonales Meerschweinchen IgG; Santa Cruz). Anschlie3end
wurden die Schnitte in TBS-Puffer gespiilt, dann zusammen mit dem
biotinylierten und Peroxidase gekoppelten Sekundarantikérper (DAKO
A/S, Danemark, Verdinnung 1:200 in TBS) fir 45min inkubiert. Zur
Farbung der Zellkerne wurden die Schnitte fir 2-3 Sekunden mit

Hamalaun gegengefarbt und anschlieend mit destilliertem Wasser
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gewaschen und mit Aqua Tex (Merck, Darmstadt) bedeckt. Von jedem
Praparat wurde ein Schnitt mit dem Sekundarantikdrper allein inkubiert.
Weiterhin  wurden Positivkontrollen an Geweben mit bekannten
Antigenbindungsstellen durchgefihrt.

Die Faktor VIII Immunreaktivitat wurde semiquantitativ entsprechend
der Methode von McDougall et al. [56] analysiert. Unter einer 200-fachen
VergroRerung wurde die Starke der Vaskularisierung beurteilt. Es wurde
zwischen keiner Vaskularisierung, geringer Vaskularisierung, mittlerer
Vaskularisierung und starker Vaskularisierung unterschieden.

Fur die konventionelle lichtmikroskopische Betrachtung der Proben
wurden 4pum dicke Schnitte angefertigt und mit Hematoxylin Eosin (HE)
bzw. Toluidinblau gefarbt.

2.3.2 Qualitativer Nachweis von VEGF-mRNA mittels RT-PCR

Bei der Reverse Transcriptase — Poly Chain Reaction wird RNA durch
die Reverse Transkriptase in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben, welche
anschlieBend amplifiziert wird, um Mengen zu erhalten, die mit Hilfe einer
Farbreaktion Uberhaupt erst sichtbar werden. Durch Einsatz eines
spezifischen Primers, der nur an der gesuchten cDNA bindet, wird selektiv
nur die gesuchte cDNA amplifiziert.

Die entsprechenden Gewebeproben wurden direkt nach der
Entnahme in RNA-later bei 4°C aufbewahrt. Die Losung verhinderte eine
Zerstorung der RNA durch unspezifische RNasen. Da sich
kollagenfaseriges Bindegewebe nicht direkt in herkdbmmlichen Geraten
homogenisieren lasst, musste es zuvor unter Stickstoffkiihlung in einem
Achatmoérser  pulverisiert werden. Von zellarmen und dafur
extrazellularmatrixreichen Geweben, wie Sehnen oder Gelenkknorpel,
mussten fur die Isolierung mindestens 20 mg eingesetzt werden, um eine
ausreichende RNA-Ausbeute zu erhalten. Um die RNasen des
Gewebestickchens zu inaktivieren, wurde das Gewebepulver in stark
denaturierendem  Guanidiniumisothiocyanat und B-Mercaptoethanol-

haltigen Puffer gelést. Um das Gemisch aus Gewebepulver und Puffer
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weiter zu homogenisieren, eine effektive Deprisabtrennung durchzufihren
und um die Viskositat durch das Vorhandensein von Makromolekilen zu
reduzieren, wurde ein Zentrifugationsschritt fur 2 min bei 15000 rpm
(Mikrozentrifuge Eppendorf) durch eine Biopolymermembran (Qiagen,
Valencia, CA, USA) durchgefihrt. Diese Methode minimierte zudem
Verluste, die bei herkbmmlichen Verfahren auftraten und gerade bei
zellarmen Geweben nicht tolerierbar waren. Das Homogenat wurde
anschlieBend ein weiteres Mal fir 3 min bei 15000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen 70% Ethanol versetzt, um die
Bindungseigenschaften der RNA zu erhéhen. Das Gemisch wurde in ein
Mikroreaktionsgefad? mit einer Silikagelmembran gegeben und
anschlieBend bei 8000 x g (10000 rpm/Mikrozentrifuge) zentrifugiert.
Obwohl die Silikagelmembran so beschaffen ist, dass die DNA nicht
binden kann, wurde jetzt ein zusatzlicher DNA-Verdau-Schritt mit DNase |
eingefigt (15 min RT). In den folgenden Schritten wurde mit
verschiedenen Puffern die RNA von Verunreinigungen freigewaschen,
indem der Puffer auf die RNA bindende Membran pipettiert wurde, um
anschlieBend zentrifugiert zu werden. Die RNA wurde abschliel3end mit 2
x 30 pl RNase freiem Wasser eluiert. Bei —70°C konnte die RNA flr
mehrere Wochen gelagert werden. Durch diese Prozedur wurden in erster
Linie RNA Molekile isoliert, die langer als 200 Nukleotide sind. Kleine
Nukleotide, wie 5,8 S RNA, 5S RNA oder transport-RNA (tRNA) binden
die Silikagelmembran nicht quantitativ.

Die Qualitat der isolierten Gesamt-RNA kann anhand eines RNA-
Geles nachvollzogen werden, in welchem die Banden nach erfolgter
Ethidiumbromid-Inkubation der 28 S bzw. 18 S rRNA bei 5,0 bzw. 1,9 kb
begutachtet werden kénnen.

Durch das Prinzip der One-Step RT-PCR wird eine maximale
Ausbeute bei minimaler Kontaminationsgefahr ermdglicht. Zu Beginn der
Reaktion wurden alle Komponenten der reversen Transkription und der
Polymerasekettenreaktion zusammenpipettiert. Die reverse Transkriptase
arbeitet in dem ersten Schritt bei 50°C fir 30 Minuten. Wird die
Temperatur im zweiten Schritt auf 95°C erhoht, so andert sich die

Konformation der Tag-Polymerase. Bei diesen hohen Temperaturen
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kommt es zu keinerlei unspezifischen Bindungen der Primer, so dass die
Bedingungen eines ,Hot Starts® erfullt sind. Die reverse Transkriptase wird
bei der Temperaturerhbhung denaturiert.

Eine Besonderheit der verwendeten Splice-Varianten RT-PCR fir die
einzelnen VEGF Splice-Varianten ist die Tatsache, dass die Primer mit
Bereichen hybridisieren, die in allen Varianten vorkommen. So bindet der
Sense Primer an Exon 1 und der Antisense Primer an Exon 8.
Herausgespleil3t werden bei VEGF65 Exon 6 und bei VEGF3,21 Exon 6 und
7. Zusatzlich hat diese Form der RT-PCR den Vorteil, dass Splice-
Varianten nur auf RNA-Ebene vorkommen, so dass man sicher sein kann,
keine genomische DNA amplifiziert zu haben.

Die amplifizierte RNA konnte mit Hilfe von Ethidiumbromid unter UV-

Licht sichtbar gemacht werden.

2.3.3 Quantitativer Nachweis von VEGF mittels ELISA

Beim VEGF Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay wurde ein
Primarantikorper verwendet, der nur VEGF bindet. Alle nicht gebundenen
Bestandteile wurden in Waschschritten entfernt. Mit Hilfe eines
enzymgekoppelten Sekundarantikérpers bildeten sich Antikoérper-VEGF-
Antikorper-Enzym-Komplexe. Ein zugesetztes Substrat wurde je nach
Menge des Antikdrper-VEGF-Antikorper-Enzym-Komplexes mehr oder
weniger stark verandert, und der daraus resultierende Farbumschlag
konnte im Fotometer gemessen werden.

Die zum Nachweis von VEGF entnommenen Proben der Menisken
wurden direkt nach Gewinnung in 1,5 ml Eppendorfgefal3e mit PBS-
Losung (Phosphate buffered saline) gegeben. Kurze Zeit spater wurden
die Proben wieder aus der Losung genommen und bei -70°C bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Da sich kollagenfaseriges Bindegewebe nicht direkt in herkdmmlichen
Geraten homogenisieren lasst, musste es zuvor unter Stickstoffkiihlung in
einem Achatmorser pulverisiert werden. Die so gewonnenen Proben

wurden gewogen und mit PBS versetzt. Die Massen der Proben betrugen
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ca. 18 £ 10 mg. Der grofdte Anteil der Proben wurde mit 500 ul PBS +
0,5% BSA versetzt und anschliel3end mit einem speziellen Mixer (Retsch,
Deutschland) homogenisiert. Die Menge an Homogenat reichte in diesem
Fall fir eine spatere Doppelbestimmung. Da einige wenige Proben jedoch
sehr kleine Massen hatten, entschied man sich hier, die zugesetzte
Menge an PBS auf 200 pl zu verringern, um die in der Losung befindliche
Menge an VEGF nicht so weit zu verdiinnen, dass sie eventuell unter die
spatere Nachweisgrenze fallt. In diesem Fall reichten die so gewonnenen
Volumina jedoch nur fir Einfachbestimmungen. Die verschiedenen
Gewichte und Loésungsvolumina wurden spater bei Errechnung der
Konzentrationen wieder berucksichtigt.

Das anschlieRende Zentrifugieren bei 13000 rpm Uber 10 min in einer
Eppendorf-Zentrifuge liel3 die nicht gelésten Anteile wie Zelldetritus als
Sediment absinken, wahrend der klare Uberstand unter anderem das im
weiteren Verlauf nachzuweisende VEGF enthielt.

In Vorbereitung des eigentlichen Assay wurde eine Flachboden-
Mikrotiterplatte (CoStar 3590) mit einer Losung von Catching-Antikdrpern
(AF-293-NA, R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) beflllt. Diese
Antikorper binden an freie Aldehydgruppen am Boden der Wells der
Mikrotiterplatte. Nach dreimaligem Waschen (jeweils 350ul eines PBS-
Waschpuffers (PBS mit 0,05% Tween-20) pro Well, 5 min Schitteln und
dann Ausklopfen auf Zellstoff) folgte das Blocking (PBS mit 1% BSA,; 5%
Sucrose; 0,05% NaN3) der ubrigen freien Aldehydgruppen. Vor dem
anschlieenden Auftragen der Proben und des Standards wurde wieder
dreimal gewaschen. Von den Proben (Uberstand nach Zentrifugieren, s.0.)
wurden 200ul pro Well aufgetragen. Analog wurde mit den
Standardproben verfahren. Diese enthielten menschliches rekombinantes
VEGFi65 (PreproTech, Rocky Hill, NJ, USA) in den Konzentrationen
125pg/ml, 250pg/ml, 500pg/ml und 1000pg/ml. VEGF wurde nun von den
Catching-Antikdrpern am Boden der Mikrotiterplatte gebunden. Nicht
gebundene Bestandteile wurden durch 3-maliges Waschen entfernt. In der
folgenden Detektion gab man biotinylierte Detektionsantikorper (BAF 293,
R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) hinzu, die sich an das VEGF

lagerten. Nicht gebundene Detektionsantikérper wurden durch 3-maliges
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Waschen entfernt. Zur Enzymkopplung wurde Streptavidinperoxidase
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zum Binden an die Detektionsantikorper
aufgetragen, nicht gebundene Bestandteile wurden durch 3-maliges
Waschen entfernt. In der Nachweisreaktion wurde das Substrat
Tetramethylbenzidin in die Mikrotiterplatte zugegeben und von den dort
gebundenen Enzymen chemisch verandert, so dass es zum
Farbumschlag kam. Nach 30 s wurde eine Stopplésung zugegeben, die
die farbgebende Reaktion anhielt. Zuletzt konnte man die Extinktionen der
Farben in den Wells bei einer Wellenlange von 450nm im SLT-Photometer
messen (550 nm Referenz).

An den Extinktionen der Standardproben orientierend, wurden auf
diese Weise die Gesamtkonzentrationen aller Splice-Varianten des VEGF

in den Proben nachgewiesen.

2.4  Statistische Auswertung

Alle Daten werden als Mittelwerte mit Standardabweichung
angegeben. Die statistische Analyse zwischen der operierten und nicht
operierten Seite erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon Tests. Eine Zwei-Faktor-
ANOVA wurde fur die VEGF Expression in Abhangigkeit von der
Heilungszeit und Lokalisation der Lasion verwendet. Im Falle einer
Signifikanz erfolgte Bonferroni's Post Hoc Test. Dem statistischen
Signifikanzniveau lag ein Alpha-Wert von p<0,05 zugrunde. Fur die
statistische Auswertung wurde die Software SPSS 9.0 verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Makroskopische Beurteilung der Meniskusproben

Bei der Entnahme der Menisken wurde das Gewebe makroskopisch
beurteilt. Sowohl bei den peripheren als auch bei den zentralen Lasionen
zeigte sich nach einer und nach zwei Wochen keine Heilung (Tabelle 2).
Es konnte eine starke Hypertrophie der Synovialis beobachtet werden, die
in finf Fallen die Lasion bedeckte. Nach funf Wochen waren vier von funf
peripheren L&sionen verheilt. Die Synovialis zeigte sich weiterhin
hypertroph, auf der Meniskusoberflache waren kapillare Gefal3e zu
erkennen. Demgegenuber zeigten die Menisken in der zentralen Zone
nach funf Wochen weder Heilung noch Vaskularisierung. Nach zehn
Wochen waren alle Meniskuslasionen der Peripherie verheilt, wahrend die

der zentralen Zone nach wie vor keine Heilung zeigten.

Verheilte Lasionen

Dauer der Heilung peripher zentral
1 Woche 0/5 0/5
2 Wochen 0/5 0/5
5 Wochen 4/5 0/5
10 Wochen 5/5 0/3
Tabelle 2: makroskopische Heilung der Meniskuslasionen: wahrend in der

peripheren Zone nach zehn Wochen alle Lasionen verheilt waren, persisierten samtliche

zentrale Lasionen auch nach zehn Wochen
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3.2 Lichtmikroskopische Beurteilung der Meniskusproben
(Immunhistochemische Methoden)

3.2.1 Farbung von Gefalien (Faktor VIII - Farbung)

Mittels  AntikOrper gegen Faktor VIII  wurden GefalRe in
mikroskopischen Schnitten der Menisken dargestellt. Dies gelang bei allen
peripheren Meniskuslasionen. Nach einer Woche der Heilung wurde in
vier von funf Schnitten von peripheren L&sionen eine starke
Vaskularisierung gefunden, wahrend in der inneren Zirkumferenz keine
angefarbten Gefal3e gesehen wurden. Nach zwei Wochen waren noch
drei von funf Menisken mit L&sionen der peripheren Zone stark
vaskularisiert, wahrend die Vaskularisierung nach fiinf und zehn Wochen
nur noch mittel bis gering war.

Wahrend des gesamten Heilungszeitraumes konnte in der inneren

Zirkumferenz keine Vaskularisierung festgestellt werden.
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3.2.2 Farbung von VEGF

Mittels monoklonaler Antikorper wurde in histologischen Schnitten der
Menisken VEGF dargestellt.

Die Heilung war in der Frihphase (1 und 2 Wochen) noch inkomplett
und der Wundspalt zwischen innerem und peripherem Lé&sionsrand
weiterhin sichtbar. Die angrenzende Synovialis war verdickt, und die
Synovialiszellen zeigten eine starke VEGF-Expression. Subsynoviale
Blutgefalie zeigten gleichfalls eine starke Farbung von VEGF.

Die Zellen im Bereich von Meniskuslasionen im vaskularisierten
Bereich unterschieden sich in ihrem Phanotyp von denen, die sich im
Bereich von Meniskuslasionen des avaskularen Anteils zeigten.

In  der Meniskusperipherie wurden inflammatorische Zellen,
Fibrochondrozyten (offener Pfeil) und Endothelzellen (geschlossener Pfeil)
gefunden (Abbildung 7). Die Uberwiegende Mehrheit der Zellen zeigte eine

starke Farbung von VEGF.

Abbildung 7: Immunhistochemische Féarbung von VEGF positiven Fibrochondrozyten
(offener Pfeil) und Endothelzellen (geschlossener Pfeil) in Gewebe einer
peripheren Meniskuslasion nach zwei Wochen (VergroRerung: x 180)
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Die Anzahl der Zellen im zentralen Meniskus war geringer im Vergleich
zur  Meniskusperipherie. Ca  60%  der  Zellen reagierten
immunhistochemisch positiv bei der Farbung von VEGF. Endothelzellen
und Kapillaren wurden nicht gefunden (Abbildung 8).

Abbildung 8: Meniskusgewebe aus der inneren Zirkumferenz nach zwei Wochen. Die
VEGF-positiven Fibrochondrozyten sind rot angeféarbt (geschlossener
Pfeil). Endothelzellen fanden sich hier keine. (Vergréf3erung: x 180)

Die Proben der kontralateralen, nicht operierten Menisken besalien
gleichfalls VEGF positive Fibrochondrozyten, Endothelzellen und

Synovialzellen.

3.2.3 Farbung von VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 (FIt-1) und VEGFR-2
(FIk1/KDR)

In histologischen Schnitten der Menisken wurden die VEGF-
Rezeptoren VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (FIk 1/KDR) mit Hilfe
polyklonaler Antikdrper geféarbt.

Beide Rezeptoren konnten in allen manipulierten Menisken
nachgewiesen werden. An nicht manipulierten Menisken fiel der Nachweis
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von VEGFR-1 und VEGFR-2 negativ aus. VEGFR-1-positive Reaktionen
waren nur an Endothelzellen von Kapillaren nachweisbar (Abbildung 9). In
groReren Gefallen wie Arteriolen oder Venolen wurden auch VEGFR-1-
positive glatte Muskelzellen gefunden. Ein ahnliches Muster bot der
immunhistochemische Nachweis fir VEGFR-2 im Bereich der

Meniskusperipherie (Abbildung 10).

Abbildung 9:  Immunhistochemischer Nachweis von VEGFR-1-positiven Zellen
(schwarzer Pfeil) aus dem Bereich der Meniskusperipherie nach 2
Wochen (VergréRerung: x 260)
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Abbildung 10: Immunhistochemischer Nachweis von VEGFR-2-positiven Zellen aus der
Meniskusperipherie nach 2 Wochen (VergréRerung: x 260)
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Fibrochondrozyten im Bereich der inneren Zirkumferenz waren in ihrer
Anzahl deutlich geringer. Einige der Zellen reagierten positiv gegenuber
dem VEGFR-2-Antikbrper, aber nicht gegeniber dem VEGFR-1-
Antikoérper (Abbildung 11).

Abbildung 11: Immunhistochemische Nachweis von VEGFR-2-positiven Zellen aus dem
Bereich der inneren Meniskuszone nach 2 Wochen (Vergrof3erung: x
260)

3.3 Nachweis von VEGF-RNA (RT-PCR)

Durch RT-PCR gelang es, aus allen Meniskusproben VEGF-RNA zu
amplifizieren und anschliel3end mit Ethidiumbromid angefarbt im UV-Licht
sichtbar zu machen. Da alle Splice-Varianten von VEGF-RNA
gleichermalRen amplifiziert wurden und sich spater gleich darstellen,
lieBen sich keine Aussagen dariber machen, welche Splice-Varianten

nachgewiesen wurden.
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3.4 VEGF-Konzentrationen im Meniskus wahrend der Heilung
(ELISA)

Die quantitative Analyse ergab sowohl nach einer als auch nach zwei
Wochen signifikant hoéhere VEGF-Konzentrationen im Bereich der
Meniskuslasion im Vergleich zum normalem Meniskusgewebe (Abb. 12).

Nach einer Woche wurde im Bereich der inneren Zirkumferenz eine
VEGF-Konzentration von 1537+129pg/ml Gewebe festgestellt. Die VEGF-
Konzentration der Meniskusperipherie lag mit 727,2+129,2pg/ml nur etwa
halb so hoch (p<0,001).

Im weiteren Verlauf nahm die VEGF-Konzentration im Bereich der
peripheren Lasion deutlich ab. Nach zwei Wochen bestand bereits kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen der Peripherie (600+70pg/ml)
und der inneren Zirkumferenz (709,4+343,4pg/ml).

Die VEGF-Konzentrationen waren in beiden L&sionsbereichen
signifikant hoher gegentber der Kontrolle (p<0,01). Trotz stetiger
Abnahme der VEGF-Konzentration in der Peripherie und der inneren Zone
bestand auch nach funf und zehn Wochen eine signifikant héhere VEGF-

Konzentration als im Vergleich zur Kontrolle.
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PER - Lasion in der Meniskusperipherie
1750 + INN - Lasion im Meniskuszentrum
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Abbildung 12: VEGF-Konzentrationen im Gewebe von Menisken mit peripherer
Lasion und zentraler Lasion im Vergleich zu Menisken ohne L&sion
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde das Heilungsverhalten von Menisken
nach Setzen einer Lasion untersucht. Dabei war von besonderem Interesse,
ob im Meniskus VEGF, der potenteste Wachstumsfaktor der Angiogenese,
nachweisbar ist und inwieweit sich die VEGF-Expression durch eine Lasion
verandert. Fur diese Frage wurde das Kaninchenmodell (New Zealand White
Rabbit) verwendet, welches bereits fir zahlreiche Studien zur
Meniskusheilung genutzt wurde [41, 48, 68, 69, 79, 80, 98].

Nach funf Wochen waren vier von funf und nach zehn Wochen alle
peripheren Meniskuslasionen verheilt. Ein guter Erfolg der Heilung von
Lasionen der &ufReren Zone des Meniskus wurde in der Literatur bereits
beschrieben [6, 13, 48, 49, 102]. Dagegen war innerhalb dieser zehn Wochen
keine der zentralen Lasionen geheilt. Das schlechte Heilungungspotential der
zentralen Zone des Meniskus stimmt mit dem Ergebnis vieler anderer
Arbeiten Uberein [6, 34, 44, 47-49, 80, 94].

Grundlage fur die unterschiedliche Heilungstendenz scheint die nicht
gleichmafdige Vaskularisierung der Menisken zu sein. Die gute
Vaskularisierung der Peripherie erlaubt eine erfolgreiche Meniskusheilung;
die innere Zone des reifen Meniskus dagegen weist keine Vaskularisierung
auf [5, 6, 20, 39, 74, 80]. Arnoczky und Warren [6] stellten in ihren
Untersuchungen fest, dass nur in den aulBeren 15-25% der
Meniskusperipherie GefalRe nachweisbar sind. In der vorliegenden Arbeit
fielen bei der makroskopischen und mikroskopischen Betrachtung der
Menisken bei den peripheren Lasionen nach ein bis zwei Wochen eine starke
bis mittlere Vaskularisierung und nach finf und zehn Wochen nur noch eine
geringe bis mittlere Vaskularisierung auf. Wahrend dessen waren bei
zentralen  Meniskuslasionen  zu  keinem  untersuchten  Zeitpunkt
makroskopische oder mikroskopische Anzeichen einer Vaskularisierung
feststellbar.

Die Vaskularisierung der Menisken ist jedoch nicht zeitlebens

gleichermalRen auf die aulRere Meniskusperipherie beschrankt, sondern
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verandert sich wahrend des Wachstums und bis ins hohe Lebensalter [20,
74]. Peterson und Tillmann [74] stellten fest, dass die Gefal3versorgung der
Menisken beim Feten der 22. Gestationswoche auf das laterale Drittel
beschrankt ist, beim Neugeborenen und 11-Monatigen den gesamten
Meniskus erschlie3t, beim 18-Monatigen nur die innere Zone ausspart, bei
einer 18-Jahrigen nur noch im &ufReren Drittel und in allen Menisken ab dem
50. Lebensjahr nur noch im &uf3eren Viertel zu finden waren. Man kann somit
annehmen, dass die Vaskularisierung der Menisken mit der Geburt
vollstandig ist und nach dem ersten Lebensjahr kontinuierlich abnimmt. Die
Ursache dieses Rickganges lasst sich eventuell durch Zunahme des
Druckes auf die Menisken mit Erlernen des Laufens erklaren. Nach der
Theorie der ,kausalen Histogenese“ (Pauwels) entsteht bei intermittierender
Schub- und Druckbelastung, die Petersen und Tillmann [75] als zutreffende
Belastungsform fir die innere Zone des Meniskus sehen, Faserknorpel. Es
kann zusammengefasst werden, dass sich das Meniskusgewebe mit
steigendem Lebens-, also Belastungsalter, von zentral her, wahrscheinlich
zum Zwecke der Anpassung an die mechanische Funktion, kontinuierlich in
Faserknorpel umformt und auf diesem Wege seine Gefal3versorgung einbift,
bis nur noch periphere Teile Uber eine Blutversorgung verfiigen. Dieser
Mangel an Vaskularisierung hat mehrere negative Auswirkungen auf das
Regenerationspotential der Menisken. Erstens kénnen
Entzindungsmediatoren ohne BlutgefaRe schlechter in entsprechende
Gewebe vordringen, zweitens werden bereits existierende Gefalie gebraucht,
um ein Aussprossen neuer Gefal3e (Angiogenese) mit VEGF induzieren zu

kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass wéhrend der
Heilung von Meniskuslasionen signifikant erhdhte VEGF-Konzentrationen im
Bereich des verletzten Gewebes im Vergleich zu intaktem Meniskusgewebe
des kontralateralen Knies gemessen werden kdnnen. Der Verlauf der VEGF-
Konzentration wahrend der Heilung der Menisken mit zentraler Lasion hob
sich deutlich von denen mit peripherer Lasion ab. Nach einer Woche war die
Konzentration von VEGF im Zentrum etwa doppelt so hoch wie die der

Peripherie, nach zwei Wochen bestanden keine Unterschiede und nach funf
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und zehn Wochen lag in der inneren Zone eine geringere Konzentration vor.
Man findet somit zu Beginn der Heilung zentraler Meniskuslasionen im
Vergleich zu peripheren weitaus hohere Konzentrationen VEGF, die sich im
weiteren Zeitverlauf schneller den Verhaltnissen im intakten Meniskus
nahern. Es konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass hohe
VEGF-Konzentrationen in Lasionsbereichen im avaskularen Meniskus
messbar sind, trotz dieses potenten angiogenetischen Stimulus die
Angiogenese jedoch ausbleibt. Es stellt sich die Frage, ob Unterschiede
zwischen zentralem und peripherem Meniskusgewebe bestehen, die diese
verschiedenen Heilungspotentiale bedingen, oder es Faktoren gibt, die eine

Angiogenese des zentralen Meniskus inhibieren?

Die immunhistochemischen Ergebnisse zeigten, dass unterschiedliche
Zellen in der Meniskusperipherie und im Meniskuszentrum angeféarbt wurden.
Bei den peripheren Lé&asionen waren es inflammatorische Zellen,
Fibrochondrozyten und Endothelzellen sowie angrenzende Synovialiszellen,
die eine stark positive Reaktion gegeniber VEGF zeigten. Dagegen
enthielten in der inneren Zone der Menisken allein Fibrochondrozyten VEGF.
Diese Fibrochondrozyten kamen zahlenmafig jedoch nicht so stark wie in der
Peripherie vor.

In der Beschreibung des Feinbaus des Meniskus durch Petersen und
Tillmann [75] fallen wesentliche Unterschiede des Aufbaus der inneren und
der auflleren Zone des Meniskus auf. Die Zellen des Meniskus wurden in
Chondrozyten, Fibroblasten und Ubergangsformen eingeteilt. Humane
Menisken besitzen in der inneren Zone Chondrozyten, die zwischen
unmaskierten Kollagenfibrillen liegen. Dieser Faserknorpel Uberzieht auch die
Oberflache des ubrigen Meniskus. In der Peripherie besteht der Meniskus
aus straffem parallelfaserigem Bindegewebe mit darin liegenden langlichen
Fibroblasten. Zwischen beiden Zonen findet man eine Intermediarzone mit
beiden Zellformen sowie Intermediartypen. Ghadially et al. [39, 40]
beschrieben die Ultrastruktur von Menisken in sehr &ahnlicher Weise und
fanden ebenfalls Chondrozyten, Fibroblasten, die jedoch fast ausschlief3lich
nahe der Gelenkkapsel zu finden waren, und sogenannte Zwischenformen. In

Lasionsndhe beschrieben sie dariber hinaus Myofibroblasten und ein
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vermehrtes Auftreten von Fibroblasten. Weiterhin wurden Mastzellen (nur in
peripheren Meniskusteilen) und degenerierte nekrotische Zellen gefunden.
Weitere Arbeiten berichten ebenfalls, dass es sich bei den Fibrochondrozyten
der inneren Zone am ehesten um Chondrozyten handelt, da ein erhdhtes
Vorkommen von Proteoglykanen und das Beobachten einer Territorialmatrix
um die Zellen herum fur diesen Zelltyp spricht, wahrend in der
Meniskusperipherie eher Fibroblasten anzutreffen sind [19, 39, 93]. Nakata
und Shino [65] konnten in Kulturen von isolierten Zellen aus humanen
Menisken ebenfalls drei verschiedene morphologische Formen erkennen:
langliche fibroblastenahnliche Zellen, polygonale Zellen und kleine runde
chondrozytenahnliche Zellen. Bhargava et al. [9] beobachteten, dass der
Anteil an phanotypisch fibroblastenéhnlichen Zellen in der inneren Zone des

Meniskus 20%, in der mittleren 30% und in der &uReren 40% betrug.

Die Unterscheidung der beiden histologisch dominierenden Zelltypen,
Fibroblasten und Chondrozyten, gelang nicht nur morphologisch, sondern
auch funktionell. Kumagae [52] stellt fest, dass die Fibrochondrozyten des
Meniskus in der Charakteristik der Proteoglykansynthese am ehesten
artikularen Chondrozyten gleichen. Im Gegensatz dazu kommen Wildey und
McDevitt [100] in ihren Versuchen an Monolayerkulturen von Meniskuszellen,
Fibroblasten der Patellarsehne und Chondrozyten des femoralen
Gelenkknorpels zu der Erkenntnis, dass die Meniskuszellen in der Expression
von mMRNA fur Matrixproteine am ehesten den Fibroblasten ahneln, nicht den
Chondrozyten. Zu vereinen sind diese beiden kontroversen Erkenntnisse
wohl am ehesten mit dem Modell zwei verschiedenartiger Zellen, den
Fibroblasten und Chondrozyten, die, wie histologische Untersuchungen
zeigen, unterschiedlich auf die verschiedenen Zonen des Meniskus verteilt
sind. Das Vorkommen von diesen beiden funktionell verschiedenen Zellarten
im Meniskus wurde in der Literatur mehrfach beschrieben [14, 39, 88, 93, 97].
Die Hauptfunktion dieser Zellen ist die Synthese der extrazellularen Matrix,

die den Menisken ihre Eigenschaften gibt.

Neben der unterschiedlichen Zellverteilung koénnte auch die

Zusammensetzung der extrazellularen Matrix ein moéglicher Grund fiur die
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schlechte Heilung von Lasionen der inneren Zirkumferenz sein. Die
Knorpelgrundsubstanz der Menisken besteht aus Wasser, Proteoglykanen
und Kollagenen [30, 45]. Weitere Bestandteile, wie kalzifizierte Kérper und
Fetttrimmer, wurden beschrieben, scheinen aber in ihrer geringen Menge
nicht wesentlich an der Strukturbildung der Matrix beteiligt zu sein [38].
Jedoch gibt es in der Art und jeweiligen Zusammensetzung dieser
Bestandteile Unterschiede in den Zonen des Meniskus. Diese Unterschiede
leisten moglicherweise einen Beitrag zum besseren Heilungspotential der
Meniskusperipherie. Das innere Drittel des Meniskus besteht zu 70% aus
Kollagen, zusammengesetzt aus 60% Kollagen Typ Il und 40% Kollagen Typ
I, wahrend die aul3eren zwei Drittel des Meniskus aus 80% Kollagen,
zusammengesetzt aus hauptsachlich Kollagen Typ | und lediglich Spuren von
Kollagen Typ Il und IV (< 1%), bestehen [17]. Im reifen Meniskus sind hohere
MRNA Konzentrationen fir Kollagen Typ Il messbar als im unreifen Meniskus
[43]. Wahrscheinlich nimmt der Gehalt an Kollagen Typ Il im Zusammenhang
mit der steigenden Belastung des Kniegelenkes im Laufe der postnatalen
Entwicklung zu [58]. Diese Vermutung steht ganz im Einklang mit der
Annahme, dass der Faserknorpel der inneren Zirkumferenz ebenfalls im
Zusammenhang mit der steigenden Belastung der Menisken im Laufe der
postnatalen Entwicklung immer mehr Anteil am Meniskus gewinnt, da
Kollagen Typ 1l lediglich im inneren Drittel des Meniskus, der schlief3lich aus
Faserknorpel besteht [75], von den dort vorkommenden Chondrozyten
gebildet wird [100]. Nakano et al. [63] beschrieben in ihrer Arbeit sehr genau
die biochemische Zusammensetzung der extrazellularen Matrix des
Meniskus. Zusammenfassend stellten sie fest, dass sich die
Zusammensetzung der Matrix entlang des Querschnittes des Meniskus
kontinuierlich verandert. Auch hier werden diese Verdanderungen mit der
erhohten Druckbelastung der inneren Zirkumferenz in Zusammenhang
gebracht. Wahrend einige weitere Autoren ebenfalls in verschiedenen Zonen
des Meniskus unterschiedliche Zusammensetzungen der Matrix beschrieben
[2, 22, 64], kommen andere zu dem Ergebnis, dass keine solche regionalen
Unterschiede in der Matrix des Meniskus bestehen [30]. Spindler et al. [89]
wiesen an Kaninchen im peripheren Drittel des Meniskus eine hdhere totale

Kollagensynthese nach als in den zentralen zwei Dritteln und
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schlussfolgerten, dass in der Peripherie eventuell ein hodheres
Heilungspotential besteht. Im Gegensatz dazu konnten Tanaka et al. [93] in
Zellkulturen  menschlicher  Fibrochondrozyten  keinen  quantitativen
Unterschied beziglich der Kollagensythese in der peripheren und zentralen
Zone zeigen. Auffallig war jedoch, dass die Kollagensynthesleistung mit dem
Alter der Menisken abfallt. Auch Kumagae [52] konnte in seinen
Untersuchungen keinen Unterschied in der Kollagensynthese zwischen
Peripherie und Zentrum feststellen, jedoch eine hohere Synthese an
Proteoglykanen im Meniskuszentrum, wie sie auch von anderen Autoren
schon mehrfach beschrieben wurde [19, 52, 93].

Es wird deutlich, dass es in der Zusammensetzung der
Knorpelgrundsubstanz Unterschiede zwischen innerer und &uf3erer Zone gibt,
die bei der Vielzahl an Proteinen, Proteoglykanen und Glykosamninglykanen
sehr komplex sind. Dabei besteht die Mdoglichkeit, dass dieser
unterschiedliche molekulare Aufbau der verschiedenen Zonen durchaus eine
unterschiedliche Heilungspotenz mitbedingt.

Die Heilung von Lasionen des vaskularen Bereichs des Meniskus ist ein
extrinsischer Vorgang, da nicht die ortsstdndigen Meniskuszellen selbst,
sondern Zellen und Faktoren die via Blut antransportiert werden,
hauptverantwortlich fir die Reparatur der Lasion sind. Durch operative
Techniken ist es moglich, auch zentrale Meniskuslasionen zu reparieren [6, 7,
34, 37, 50, 69, 95]. Ghadially et al. [41] schlossen 1986, dass bis dahin
bekannte Techniken, L&sionen des avaskularen Meniskus zu heilen, immer
nur eine extrinsische Heilung hervorriefen, da Zellen, die eine Narbe in einer
Meniskuslasion bilden, immer extrinsischer Natur sind. Beispielsweise wird
durch die Synovial-Flap-Technik Synovialgewebe in die Lasion eingebracht.
Der Heilungserfolg dieser Technik wurde in der Literatur mehrfach
beschrieben [18, 34, 37, 41, 50, 95]. Arnoczky und Warren [6] gelang es,
longitudinale Inzisionen in der avaskularen Zone zu reparieren, indem ein
.vaskularer Versorgungskanal® zwischen Lasion und Meniskusperipherie
geschaffen wurde. Entlang dieses Kanals konnten sie einsprossende Gefal3e
beobachten, und nach zehn Wochen hatte sich eine komplette Narbe
gebildet. Okuda und Ochi [69] gelang es 1999, durch Anrauen (Raspeln) der
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femoralen Oberflache von medialen Menisken von Kaninchen, denen zuvor
eine Lasion von 5 mm in der avaskularen Zone gesetzt wurde, eine Heilung
zu induzieren. Durch Raspeln bis in eine Tiefe von 0,5 mm aus Richtung
Synovialis bis zur Lasion schafften Okuda und Ochi wahrscheinlich @hnliche
Verhéltnisse fur die Heilung der Lasion wie Arnoczky und Warren [6] mit
ihrem ,vaskularen Versorgungskanal“. Eine weitere Moglichkeit der Heilung
von Lasionen des avaskularen Meniskus bildet das Einbringen von Fibrin
Clots in die L&sionen [7, 44]. Dabei hat der Fibrin Clot die Eigenschatft, als ein
chemotaktischer und mitogener Stimulus fir reparierende Zellen und als
Gerust fur den Heilungsprozess zu wirken [7]. In einem In-vitro-
Organkulturversuch konnten Webber et al. [98] 1989 zeigen, dass
avaskulares Meniskusgewebe, das mit Fibrin Clots versehen wurde,
selbstandig zur Heilung fahig ist. Sie beschrieben das Invasionsverhalten der
Meniskuszellen in gereinigten Fibrin Clots. Es konnte gezeigt werden, dass
Meniskuszellen fahig sind, ihre umgebene Matrix zu verlassen und in einen
Fibrin Clot zu wandern, um dort wiederum ein Gewebe zu formen, welches
dem urspringlichen entspricht. Dazu waren nicht nur der Fibrin Clot als
Gerust fur immigrierende Zellen nétig, sondern auch ein Zusatz von Serum.
Jedoch waren keinerlei Zellen aus dem Blut oder Synovialiszellen an den
Reparaturvorgdngen beteiligt. Mit diesen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass im Meniskus neben extrinsischen auch intrinsische
Heilungsvorgange bestehen. Ein in Meniskuslasionen operativ eingebrachter
Fibrin Clot scheint diese intrinsische Heilung zu induzieren. Durch das Fehlen
von Blutgefal3en ist der innere Teil des Meniskus jedoch nicht in der Lage,
anscheinend essentielle Faktoren fir die intrinsische Heilung, wie ein
Fibringertist und Serumfaktoren, selbstandig bereitzustellen. Somit scheint
auch die intrinsische Heilungsfahigkeit von extrinsischen Faktoren abhéngig

ZU sein.

Proliferation und Regeneration von Zellen und Gewebe unterliegt dem
Einfluss eines komplexen Zusammenspiels von Faktoren und Zytokinen.
Nachdem Okuda et al. [69] zeigten, dass durch Anrauen (Raspeln) der
femoralen Oberflache von Menisken eine Heilung von Lasionen der

avaskularen Zone induziert werden kann, untersuchten Ochi et al. [68] die
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Zytokine, welche nach einem solchen Anrauen exprimiert werden, um mehr
Uber deren Einfluss an der Heilung von Meniskuslasionen zu erfahren,. Es
wurden nach 1, 7 und 14 Tagen signifikant erh6hte Konzentrationen von IL-1
alpha, TGF-beta 1, PDGF, und Proliferating-Cell Nuclear Antigen (PCNA) auf
der femoralen Oberflache des angerauten Meniskus im Vergleich zum
kontralateralen nicht angerauten Meniskus gefunden. Ochi et al. [68]
schlossen daraus, dass das Netzwerk dieser Zytokine auf der femoralen
Oberflache der Menisken der Schlissel zur Erklarung der Mechanismen der
Gefalinvasion und Meniskusheilung durch Anrauen der Menisken zu sein
scheint. Bhargava et al. [9] berichteten Uber den dosisabhangigen Effekt einer
Reihe von Faktoren auf die DNA-Synthese und die chemotaktische Migration
von Chondrozyten. Die Effekte wurden fur Meniskuszellen aus der inneren,
mittleren und &auf3eren Zone getrennt gemessen. Die Anwesenheit von 10%
fetalem bovinen Serum im Vergleich zu 0,1% fetalem bovinen Serum erhohte
die DNA-Synthese in allen 3 Zonen um ein Vielfaches. Die DNA-Synthese der
aulReren Zone ist dabei um 40% hoher als die der inneren Zone. Zellen der
inneren Zone konnten dadurch eventuell ein geringeres Proliferations- und
deshalb auch Regenerationspotential als Zellen der aul3eren Zone besitzen.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass PDGF-AB, HGF und BMP-2 in
jeweils optimalen Konzentrationen ahnlich stark die DNA-Synthese aller
Zonen des Meniskus stimulieren kénnen, jedoch PDGF-AB und HGF die
Zellmigration 3-4 mal starker stimuliert als IGF-1, IL-1, Bone Morphogenetic
Protein-2 (BMP-2) und EGF. Spindler et al. [88] demonstrierten an Kulturen
von Meniskusexplantaten, dass die DNA-Synthese des aulReren Drittels des
Meniskus auf die Gabe von PDGF-AB hin bis auf das 2,5fache gesteigert
werden kann, setzten aber hohere Konzentrationen PDGF-AB ein (200ng/ml)
als Bhargava et al.[9]. Es gelang ihnen jedoch mit allen eingesetzten PDGF-
AB-Konzentrationen, im Gegensatz zu Bhargava et al., nicht, eine DNA-
Synthesesteigerung in den inneren zwei Dritteln des Meniskus zu induzieren.
Dies ist moglicherweise durch den Einsatz von kompletten Menisken mit
intakter Matrix, die eine Barriere zwischen den Zellen und den
Wachstumsfaktoren darstellt, zu erklaren.

Der Wachstumsfaktor TGF-beta scheint einflussreiche Effekte auf die

Zellen des Meniskus zu besitzen. Collier und Gosh [19] konnten mit ihren
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Versuchen zeigen, dass TGF-beta die Produktion von Proteoglykanen durch
Fibrochondrozyten in allen Zonen des Meniskus um bis zu 100% steigern
kann. Des Weiteren kann TGF-beta in vitro die Differenzierung von
Stammzellen in Richtung Knorpelbildung induzieren und auRerdem auch die
Knorpelsyntheseleistung bereits differenzierter Zellen deutlich erhéhen [61].
Mit sehr hohen Konzentrationen TGF-beta 1 ist es in vitro sogar moglich, in
Zellen von Fascia lata die Synthese von Knorpelsubstanz zu induzieren [61].
Tanaka et al. [93] konnten mit TGF-beta ebenfalls die
Proteoglykansyntheseleistung in Kulturen von Fibrochondrozyten steigern.
Collier und Gosh beobachteten weiterhin, dass TGF-beta auRerdem die
Zellteilung in Fibrochondrozyten-Monolayer-Kulturen stimulierte. TGF-beta
scheint somit ein potenter Faktor fur die Syntheseleistungssteigerung und
damit auch der Regenerationsfahigkeit von Meniskusgewebe zu sein.
Ergebnisse einer Studie von Goto et al. [42] belegen diese Annahme. Durch
Gentransfer (TGF-beta 1-cDNA) gelang es ihnen, in Meniskuszellen eine 8-
bis 15-fach gesteigerte Synthese von Proteoglykanen und Kollagenen zu
induzieren. TGF-beta hat jedoch nicht nur Uber die stimulierende Wirkung auf
Chondrozyten einen Einfluss auf die Regenerationsfahigkeit von
Meniskusgewebe, sondern auch Uber die Beeinflussung der Angiogenese.
TGF-beta 1 kann, abhangig von seiner Konzentration, sowohl
proangiogenetisch als auch antiangiogenetisch wirken. In geringen
Konzentrationen hat TGF-beta 1 durch ,Recruitment® inflammatorischer
Zellen, welche Angiogenesefaktoren ausschutten, einen proangiogenetischen
Effekt [104]. In hoheren Konzentrationen hat es durch Hemmung der
angiogenetischen Effekte anderer Faktoren einen antiangiogenetischen
Einfluss [33]. Von Chondrozyten exprimiertes TGF-beta 1 scheint ein Faktor
zu sein, der fur die Avaskularitat der Wachstumsfugen von Knochen
verantwortlich ist [101]. Dieser Effekt ist so stark, dass Knorpelgewebe,
welches in anderes Gewebe transplantiert wurde, ein GefalBwachstum
hemmen kann [12]. Pepper et al. [70, 71] konnten in ihren Studien ebenfalls
den hemmenden Effekt des von Chondrozyten gebildeten TGF-beta auf das
Aussprossen neuer Gefal3e zeigen. Dabei hemmt TGF-beta durch Induktion
des physiologischen Faktors Plasmin Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) den

proteolytischen Effekt von Proteasen. Diese Proteasen werden
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normalerweise von kapillaren Endothelzellen unter angiogenetischen
Einflissen gebildet. Durch Gabe von Anti-TGF-beta-Antikdrpern konnten
Pepper et al. die antiangiogenetischen Einflisse des TGF-beta hemmen.
Mittels exogener Zufuhr von TGF-beta konnten die antiangiogenetischen
Einflisse wiederhergestellt werden. TGF-beta wirkt somit durch Stimulierung
von Chondrozytenproliferation einerseits positiv und durch Hemmung der
Angiogenese andererseits negativ auf die Regenerationssfahigkeit von
Menisken, insbesondere des avaskularen Teils. Die nachweisbaren Mengen
von TGF-beta-mRNA sind in reifen Menisken signifikant héher als in unreifen
Menisken [43], was mit der durch hohere Konzentrationen an TGF-beta
verstarkt unterdrickten Angiogenese und damit zunehmenden Avaskularitat
in reifen Menisken korreliert.

Hiraki [46] beschrieb 1991 erstmals das knorpelspezifische Matrixprotein
Chondromodulin-I (ChM-I). Dieser starke antiangiogenetische Faktor ist in
besonders hohen Mengen in der Interterritorialmatrix der avaskularen Teile
von Knorpelgewebe, besonders um Lakunen zu finden und bildet eine
Barriere gegen die Einflisse proangiogenetischer Faktoren [53]. ChM-I
scheint somit einen Teil der angiogenetischen Resistenz des inneren Teils
des Meniskus auszumachen.

Endostatin ist ein antiangiogenetischer Faktor, der erstmals von O Reilly
et al. [67] beschrieben wurde. Petersen et al. [72] berichteten Uber die Rolle
von Endostatin im Knorpel und Faserknorpel. Endostatin ist in hohen
Konzentrationen im fetalen Meniskus nachweisbar, liegt nach der Geburt in
geringeren Konzentrationen vor, mit steigendem Lebensalter sind dann
wieder hohe Endostatin-Konzentrationen im Meniskus vorhanden. Lokalisiert
ist Endostatin im fetalen Meniskus entlang der Basalmembran von Gefalen
und in der perizellularen Matrix von Fibroblasten und Chondrozyten. Die
Expression vom Endostatin im Meniskus im Laufe des Lebens korreliert sehr
stark mit dem Fehlen von BlutgefalRen abhangig vom Lebensalter [74]. In
Lebensabschnitten, in denen die Vaskularisierung des Meniskus gering ist,
finden sich hohe Konzentrationen von Endostatin und umgekehrt.

Wie Petersen und Pufe [72] ebenfalls zeigten, wird Endostatin in
Chondrozyten-Kulturen unter dem Einfluss intermittierenden hydrostatischen

Druckes in hoheren Mengen synthetisiert als unter normostatischen
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Verhéaltnissen. Somit ist die Endostatin-Expression maoglicherweise eine
Ursache daflr, dass die Vaskularisierung der besonders druckbelasteten
Regionen der inneren Zone des Meniskus im Laufe der Individualentwicklung,
insbesondere in der Zeit, in der der aufrechte Gang erlernt wird, geringer wird
und schlieBlich ganz verschwindet. Auf der anderen Seite werden bei
Zugbelastung, welche die typische Belastungsform im peripheren Teil des
Meniskus darstellt, proangiogenetische Faktoren wie CTGF und einige MMPs
vermehrt gebildet und die Expression der antiangiogenetisch wirksamen
Tissue Inhibitory Metalloproteinase (TIMP-1) inhibiert [103]. Es kann somit
angenommen werden, dass Endostatin ein entscheidender Faktor ist, der,
besonders in den druckbelasteten Zonen des Meniskus von den
Chondrozyten gebildet, die GefaRinvasion in dieses hoch angepasste
Gewebe potent inhibiert. Dies gilt auch im Falle einer Meniskuslasion unter
Expression hoher Mengen des sehr potenten Angiogenesefaktors VEGF.
Analog zum altersabhéngigen Anstieg der Endostatin-Konzentration im
Meniskus sind auch mRNAs anderer antiangiogenetischer Faktoren wie
TIMP-1 und PAI-1 in reifen Menisken in hoheren Konzentrationen anzutreffen
als in unreifen Menisken [43]. Anscheinend kann die innere Zone des
Meniskus erst durch Avaskularitat, die durch diese Faktoren bedingt wird,
optimal ihrer Funktion gerecht werden. Eine Vaskularisierung wuirde
wahrscheinlich die Eigenschaften des Meniskus verandern, ahnlich wie dies
beim Pannusgewebe des Knorpels vorliegt.

PDGF hat, neben dem bereits erwahnten stimulierenden Effekt auf
Meniskuszellen [68], einen proangiogenetischen Effekt, da es die Synthese
von VEGF verstarkt [3, 73]. Dass PDGF im Meniskusgewebe exprimiert
werden kann, wurde von Ochi et al. [68] beschrieben, die Menisken einen
Wachstumsstimulus durch Anraspeln der Oberflache gaben. Sie wiesen in
diesem Versuch auch eine Expression von IL-1 alpha im Meniskusgewebe
nach. IL-1 alpha ist durch Induktion der VEGF-Expression ebenfalls ein

potenter angiogenetischer Faktor [83].

Da in dem vorliegenden Versuch VEGFR-1 Rezeptoren nur auf
Endothelzellen nachweisbar waren, konnten sie im Meniskuszentrum nicht

gefunden werden. Hier waren nur VEGFR-2 Rezeptoren auf den
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Fibrochondrozyten zu sehen. Das Fehlen von VEGFR-1 Rezeptoren und
Endothelzellen in der inneren Zone ist eine Ursache fir deren schlechte
Regenerationspotenz. Der dort befindliche Faserknorpel besitzt keine
Zielzellen, an denen VEGF ein Aussprossen neuer Gefal3e induzieren
konnte. Die am nachsten gelegenen potentiellen Zielzellen sind
Endothelzellen weiter peripher gelegener, vaskularisierter
Meniskusabschnitte. Mdoglicherweise sind die in  diesem Falle zu
Uberwindende Distanz und der damit verbundene VEGF-Gradient zu grof3,
um dort wirksame VEGF-Konzentrationen aufzubauen. Phillips et al. [77]
gelang es, in der Hornhaut des Auges, einem avaskularen Gewebe &hnlich
dem zentralen Teil des Meniskus, mittels Applikation von VEGF eine
Einsprossung von Blutgefal3en zu induzieren. Diese Neovaskularisierung war
von keiner inflammatorischen Reaktion begleitet, sondern ein direkter
angiogenetischer Effekt von VEGF. Ob analog zum Versuch von Phillips et al.
auch im avaskularen Meniskus durch Applikation noch viel h6herer Mengen
VEGF eine vaskulare Aussprossung von peripheren Meniskusabschnitten her
induziert werden kann, bleibt zu untersuchen.

Hypoxie ist ein bedeutender Faktor fur die Induktion der VEGF-Synthese
[54, 59, 60, 73]. Die Avaskularitdit und die damit verbundene
Minderversorgung der zentralen Meniskusabschnitte mit Sauerstoff bedingen
eine geringe Sauerstoffspannung, die ursachlich fur eine erhdhte VEGF-
Expression sein kann. Dies ist ein mdglicher Grund fur die kurzzeitig h6heren
VEGF-Konzentrationen im Gewebe vom zentralen Meniskus im Vergleich zur

Meniskusperipherie.

In den vorliegenden Untersuchungen konnten auch in den Menisken der
jeweils nicht operierten Seiten, den Referenzmenisken, VEGF-mRNA, VEGF
sowie VEGF-positive Zellen nachgewiesen werden. Dies kann durch
verschiedene Ursachen bedingt sein, z.B. Stress, den die Tiere durch die
Operation erfahren hatten, oder auch unphysiologische Belastung des Knies,
und somit des Referenzmeniskus, in der postoperativen Phase. Nach einer
Woche besal’ die Konzentration von VEGF im nicht operierten Meniskus die
hochsten Werte. Wie hoch die VEGF-Expression im Meniskus von

unoperierten Tieren ist, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden.
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In der vorliegenden experimentellen Studie wurden Kaninchen (New
Zealand White Rabbits) eingesetzt. Die relativ kleinen Menisken der
Kaninchen bedingten recht geringe Probemengen. Samtliche Labormethoden
sind durch die relativ kleinen Probemengen empfindlicher gegeniber nicht
beeinflussbaren  Storfaktoren. Die Mdoglichkeit des Einsatzes von
Versuchstieren mit grol3eren Menisken, z.B. Schafe oder Schweine, kdnnte
dieses Problem minimieren. Die 41 zur Verfigung stehenden Kaninchen
waren mit einem durchschnittlichen Alter von ca. 5-7 Monaten bereits
ausgewachsen. Dies war von grol3er Bedeutung, da VEGF auch wahrend des
Wachstums von Organen und Geweben eine entscheidende Rolle spielt und
wéhrend dieser Phase in erhdhten Konzentrationen im Gewebe anzutreffen
ist [29]. Eine signifikant erh6hte Konzentration von VEGF im Gewebe wurde
in eigenen Versuchen bei unverletzten Menisken von 1 und 3 Wochen alten
Kaninchen nachgewiesen. Dartber hinaus wurden zwischen unreifen und
reifen Menisken Unterschiede in der Gewebsstruktur und Expression von
Zytokinen [10, 43] sowie auch alters- und geschlechtsabhéngige
Unterschiede im Syntheseverhalten von Fibrochondrozyten bei Kaninchen
[99] beschrieben.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden Lasionen des medialen
Meniskus in ihrer Heilung betrachtet. Ob diese Ergebnisse auf den lateralen
Meniskus Ubertragen werden konnen, bleibt fraglich und misste erst
untersucht werden, da es zwischen medialem und lateralem Meniskus
Unterschiede in der Matrix und dem Syntheseverhalten der Zellen gibt [19,
43].



Zusammenfassung 42

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Lasionen der
zentralen Zone des Meniskus im Gegensatz zu denen der Peripherie nicht
heilten und keine Vaskularisierung aufwiesen. Paradoxerweise konnten
jedoch wahrenddessen in der zentralen Zone VEGF-Konzentrationen
nachgewiesen werden, die hoher lagen als die der Peripherie.

Die Ursache der Avaskularitdt und des schlechteren Heilungspotentials
liegt wahrscheinlich in den unterschiedlichen Eigenschaften von zentralem
und peripherem Meniskusgewebe. Der Meniskus verliert im Laufe des
Lebens von zentral her kontinuierlich seine Vaskularisierung. Im reifen
Meniskus unterscheiden sich die innere und aufl3ere Zone wesentlich in den
nachgewiesenen Zellen, der Extrazellularmatrix, den exprimierten Zytokinen
und dem Vaskularisierungsmuster. Diese baulichen und funktionellen
Veranderungen des zentralen Meniskus scheinen Anpassungsvorgdnge an
die Funktion der Kraftlibertragung zu sein, haben aber gleichzeitig ein
schlechteres Regenerations- und Heilungspotential der inneren Zone zur
Folge.

Im Laufe der Reifung der Menisken scheint sich in deren zentraler Zone
eine Resistenz gegen angiogenetische Einflisse zu entwickeln, die durch
physiologische Konzentrationen VEGF nicht Gberwunden werden kann. Die
Zellen des avaskularen Meniskus haben jedoch weiterhin die Fahigkeit, im
Falle einer Lasion VEGF zu produzieren, wahrscheinlich zum Zwecke einer
Induktion der Angiogenese zur Beginstigung der Heilung.

Im Rahmen der Anpassungsvorgange scheint die besonders auf den
zentralen Meniskus einwirkende Druckbelastung die Expression von Faktoren
zu induzieren, die die Entstehung von avaskuldrem Faserknorpel positiv
beeinflusst. Endostatin z.B. wird bei Einwirkung von Druck exprimiert und
wirkt antiangiogenetisch. Die im Meniskus nachweisbaren Konzentrationen
Endostatin korrelieren mit dem Verlust der Vaskularisierung der Menisken im
Laufe des Lebens. TGF-beta wird von Chondrozyten des zentralen Meniskus
gebildet und kann antiangiogenetisch wirken.

Durch bestimmte Rekonstruktionstechniken ist es mdglich, auch zentrale

Meniskuslasionen zur Heilung zu bringen. Diese Techniken beruhen
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groldtenteils auf dem Einbringen von fremdem Gewebe in die Lasion,
wodurch die Faktoren, die fur eine Heilung nétig sind, aber nicht im
avaskularen Teil des Meniskus vorkommen, in die Lasion gelangen. Neben
dieser extrinsischen Heilung des Meniskus konnte in experimentellen Studien
auch eine intrinsische Heilungsfahigkeit von avaskularem Meniskusgewebe
nachgewiesen werden, welche jedoch nur durch Faktoren induziert werden
kann, die nur aul3erhalb dieses Gewebes vorkommen.

Es bleibt zu untersuchen, ob noch hdhere Konzentrationen VEGF, die
kiunstlich in zentrale Meniskuslasionen eingebracht werden, die
antiangiogenetischen Barrieren Uberwinden und eine Vaskularisierung von
peripheren Abschnitten des Meniskus her fiur die Dauer der Heilung
induzieren koénnen, &ahnlich wie es an der Kornea von Kaninchen bereits

gelungen ist.
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