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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Beim Kniegelenk handelt es sich um das gr6Bte und wohl auch komplizierteste
Gelenk des menschlichen Kérpers. Bei zahlreichen Bewegungen des Alltags wirken
enorme Krafte auf die einzelnen Komponenten des Gelenks ein. Die aus Faser-
knorpel bestehenden Menisken fangen einen GroBteil dieser Krafte ab und verteilen
sie auf eine groBere Flache. Diese essentiellen Aufgaben kdénnen durch
degenerative Veranderungen der Menisken deutlich beeintrachtig werden. Es wird
die primére, idiopathische Meniskusdegeneration von der sekundéaren Meniskus-
degeneration, welcher eine bekannte Ursache zu Grunde liegt, unterschieden. Die
Mechanismen, welche zu primaren degenerativen Veranderungen am Meniskus-
gewebe fuhren, sind noch weitestgehend unbekannt. Auch Diagnostik und Therapie
von Meniskusdegenerationen sind noch Gegenstand der aktuellen Forschung. Fir
weiterflhrende Studien beziglich Ursache sowie diagnostischer und therapeutischer
Ansétze bedarf es eines etablierten Tiermodells mit Meniskusdegeneration.

Das Schwein ist in der biomedizinischen Forschung als Modellorganismus
verbreitet und sollte in der vorliegenden Arbeit als Tiermodell fur (i) primare und
(i) sekundare Meniskusdegeneration beschrieben werden. Hierzu erfolgte eine
umfangreiche Charakterisierung auf Genexpressions-, Protein- und Strukturebene,
welche durch experimentelle, bildgebende Diagnostik erganzt wurde.

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Menisken aus
adulten Zuchtschweinen zur Nahrungsgewinnung eine primare Meniskusdegen-
eration aufweisen, welche sich in Verdnderungen der Extrazellularmatrix &uBert.
Weiterhin wurden vier Markergene fur die primdre Meniskusdegeneration identifiziert.
Im Géttingen Minipig konnte ein neues Tiermodell etabliert werden, welches nach der
Resektion des vorderen Kreuzbandes eine sekundare Meniskusdegeneration ent-
wickelt. Die induzierten degenerativen Veranderungen konnten sowohl histopatho-
logisch als auch kernspintomographisch nachgewiesen werden. Die primare und
sekundare Meniskusdegeneration zeigten unterschiedliche Veranderungen im Gen-
expressionsprofil und in der Ultrastruktur.

Das Schwein kann also mit dem hier prasentierten Ansatz als Tiermodell zu
weiterfiihrenden, auch interventionellen Studien fir die Charakterisierung, Diagnostik
und Therapie der Meniskusdegeneration herangezogen werden.
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1. Zusammenfassung

The pig as a new animal model for meniscal degeneration

The knee joint is the largest and most complex joint of the human body. It absorbs
enormous forces which affect the joint's components during daily movement and
distributes them by the menisci. This essential responsibility of the two fibro-
cartilaginous menisci is vastly weakened by degenerative processes of the meniscal
tissue. The meniscal degeneration can either be primary (i.e. idiopathic) or
secondary (i.e. as a consequence of a known reason). The pathophysiological
mechanisms being involved in primary meniscal degeneration remain elusive.
Diagnostics and therapy of degenerative processes of menisci are investigated
currently but would greatly benefit from an established animal model.

For several reasons, the pig is a common animal model in biomedical and
pharmaceutical research. The goal of the current study was thus to establish the pig
as an animal model for (i) primary and (ii) secondary meniscal degeneration. There-
fore, a broad characterisation of gene expression patterns, proteine expression levels
and the ultrastructure of meniscal tissue was undertaken and supplemented by
experimental magnetic resonance imaging.

It is shown here, that menisci from adult pigs, breeded for slaughtering,
developed a primary meniscal degeneration accompanied by changes in the extra-
cellular matrix. Furthermore, four genetic markers (Collagen-1A1, Interleukin-8,
Matrixmetalloproteinase-2 and -13) of primary meniscal degeneration were identified.
With the Goéttingen Minipig, a pig breeded for research interests only, a new animal
model for secondary meniscal degeneration could be described in the present study.
Secondary meniscal degeneration was induced by resection of the anterior cruciate
ligament. In this animal model a secondary degenerative alteration of the meniscal
tissue could be verified by histopathological approaches and magnetic resonance
imaging. It was shown further, that primary and secondary meniscal degeneration
displayed differences in their gene expression profile and in characteristic alterations
of their extracellular ultrastructure.

In conclusion, the approach introduced here can indeed serve as an porcine
animal model for further investigations, including interventional studies, to address
the characterisation, diagnostics and putative therapy of degenerative meniscus
diseases.
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2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Anatomie und Biomechanik des Kniegelenks

Bei jedem der bis zu vier Millionen Schritte, die ein Mensch im Jahr zurlicklegt
(Schmidt et al., 2007), wechseln sich Beugung (Flexion) und Streckung (Extension)
im Kniegelenk ab. Allerdings erlaubt nur ein intaktes Kniegelenk Beugung und
Streckung in vollem Umfang und ist somit fiir die Fortbewegung des Menschen
essentiell. Dartber hinaus muss auch fir das Einnehmen der sitzenden Haltung und
das Aufstehen ein ausreichender Bewegungsumfang im Kniegelenk vorhanden sein.

Es handelt sich beim Kniegelenk um das gr6Bte und wohl auch um das
komplizierteste Gelenk des menschlichen Koérpers. Hier treffen zum einen Knie-
scheibe (Patella) und Oberschenkelknochen (Femur) als Gelenk aufeinander, des
Weiteren treffen das distale Ende des Femurs und das proximale Schienbein (Tibia)
aufeinander. lhre Gelenkflachen sind mit hyalinem Gelenkknorpel Uberzogen und
deutlich unterschiedlich ausgepragt. Diese Inkongruenz der femoralen und tibialen
Gelenkflachen wird durch die Menisken - zwei halbmondférmige Faserknorpel
zwischen Femurkondyle und Tibiaplateau - teilweise ausgeglichen. Aus dem Bereich,
in welchem sich jeweils die Vorder- und die Hinterhérner der Menisken annahern,
inserieren das vordere bzw. das hintere Kreuzband (Abb. 2.1). Die Kreuzbander
werden auch als Zentralpfeiler des Kniegelenks bezeichnet, was ihre hauptsachlich
stabilisierende Funktion hervorhebt. Wahrend das vordere Kreuzband hauptséchlich
die Sagittalebene stabilisiert, ist das hintere Kreuzband ein Stabilisator der Sagittal-
und Frontalebene (Kohn, 2000). Dementsprechend zeichnen sich beide Kreuzbander
durch ReiBfestigkeit aus, die jeweils weit Uber 1000 N betragt (Engebretsen et al.,
1996). Weitere Stabilisatoren in der Frontalebene sind die Seitenbander
(Ligamentum collaterale mediale und laterale), welche in Knieextension angespannt
sind. Zusammen mit fibrésen Anteilen bilden die genannten Bander den Kapsel-
Band-Apparat des Kniegelenks, welcher durch einstrahlende Sehnen verstarkt wird
(Kohn, 2000). Diese sogenannte Gelenkkapsel wird von der Synovialmembran
ausgekleidet, deren Zellen (Synoviozyten) die Gelenkflissigkeit (Synovia) sezer-
nieren (Norris et al., 2008). Die Synovia dient zum einen der Versorgung von
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2. Einleitung

hyalinem Gelenkknorpel und den Menisken per Diffusion, zum anderen vermindert
sie die Reibungskrafte im Gelenk (Aigner et al., 2008).

Zum Verstandnis der Biomechanik des Kniegelenks muissen alle oben
genannten Strukturen zusammen mit den beteiligten Muskeln als funktionelle Einheit
betrachtet werden: Es handelt sich beim Kniegelenk um ein Drehwinkelgelenk mit
zwei echten Freiheitsgraden (Flexion/Extension und Innen-/AuBenrotation; Cochran,
1988) und eingeschrankter Bewegungsmdglichkeit bei Abduktion und Adduktion,
sowie der anterior-posterioren Bewegung. Bei der Flexion gleiten die Femurkondylen
mit einer Geschwindigkeit von ca. 0,3 Meter pro Sekunde (Stachowiak et al., 2006)
nach dorsal. An den jeweiligen Endpunkten geht dieses Gleiten in ein stationares
Abrollen Uber, weshalb man beim Kniegelenk auch von einem Roll-Gleitgelenk
spricht (Ludolph et al., 1980). Wahrend fur die Flexion die ischiokrurale Muskel-
gruppe verantwortlich ist, ist der Musculus quadriceps femoris der einzige Extensor
im Kniegelenk. Der oben beschriebene Kapsel-Bandapparat fihrt diese Bewegungen
(Brinckmann et al., 2000) und verhindert Rotationsbewegungen in der Extensions-
stellung. Die bei Beugung und Streckung auftretenden Krafte, die von der halben
Kérpergewichtskraft im Stehen bis auf das Finffache der Kérpergewichtskraft beim
Treppaufsteigen zunehmen (Cochran, 1988), werden von den Menisken und dem
Gelenkknorpel auf die Tibia Ubertragen. Durch die Wechselwirkungen der Synovia
mit den artikulierenden Oberflachen ist der Haftreibungskoeffizient (f) der Gelenk-
flachen mit Werten zwischen 0,005 und 0,02 (Brinckmann et al., 2000) &uBerst
gering (zum Vergleich: f von Stahl auf Eis: 0,1). Schon die hier beschriebenen engen
Wechselwirkungen nur einiger Kniegelenksanteile |&sst die Auswirkungen bei

Stoérungen der Integritat dieses Organsystems vermuten.

2.2 Anatomie und Histologie der Menisken

Menisken sind intraartikulare, aus Faserknorpel bestehende, meist scheibenférmige
Strukturen und kommen auBer im Kniegelenk nur in einigen wenigen weiteren
Gelenken (z. B. Temporomandibulargelenk, Radioulnargelenk, Sternoclavicular-
gelenk, Akromioklavikulargelenk; Ahluwalia et al., 2001) vor. Die Menisken des Knie-
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2. Einleitung

gelenks sind halbmondférmig (Abb. 2.1) und haben einen keilférmigen Querschnitt.
Ihre femorale Oberflache ist konkav, die tibiale Seite eher flach bis konvex geformt.
Man unterscheidet Vorder- und Hinterhorn von der Pars intermedia des Meniskus.
Beide Menisken sind sowohl am Vorder- als auch am Hinterhorn Uber ligamentare
Strukturen am Tibiaplateau befestigt (Abb. 2.1). Untereinander sind medialer und
lateraler Meniskus Uber die Vorderhérner durch das Ligamentum transversum genus
miteinander verbunden. Des Weiteren ist der mediale Meniskus mit dem Ligamentum
collaterale mediale verwachsen (Abb. 2.1), was seine Beweglichkeit im Vergleich
zum lateralen Meniskus deutlich einschréankt (zur Ubersicht: Ricklin et al. 1980). Der
laterale Meniskus ist tber sein Hinterhorn und die beiden menisco-femoralen Bander
(Humphrey-Band und Wrisberg-Band) am Femur befestigt (zur Ubersicht: Beaufils et
al., 2010). Beide Menisken gehen Uber die meniskopatellaren Bander auch eine
Verbindung mit der Patella ein. Trotz dieser zahlreichen Bandverbindungen der
Menisken sind sie transportable Gelenkflachen und verlagern sich bei allen Be-
wegungen im Kniegelenk: In Flexionsstellung verlagern sich die Menisken nach
hinten, wahrend sie in Extensionsstellung in die Anterioritdt gehen. Auch wahrend
der Rotationsbewegung im Kniegelenk verandern die Menisken ihre Position im
Vergleich zur Neutralstellung. Der mediale Meniskus ist im Durchschnitt etwa 10 mm
breit und weist einen gréBeren Krimmungsradius auf als der laterale Meniskus. Die
Basis beider Menisken ist mit etwa 7 mm gleich groB.

4, | Tibia
lateraler Meniskus

Lig. collaterale mediale

medialer Meniskus Fibula

Abb. 2.1: Aufsichts-Schema auf das Tibiaplateau des rechten Kniegelenks (angepasst aus
Verdonk, 2006): Die halbomondférmigen Menisken sind liber ligamentéare Strukturen an der Tibia
befestigt. Des Weiteren sind das Wadenbein (Fibula), das vordere (VK) und das hintere
Kreuzband (HK), sowie das Ligamentum collaterale mediale dargestellt (v: ventral, I: lateral).
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2. Einleitung

Entwicklungsgeschichtlich entstehen die Menisken wohl aus einer im Embryonal-
stadium angelegten durchgehenden Scheidewand, deren mesenchymale Stamm-
zellen aus der Gelenkoberflache von Femur und Tibia kondensieren. Nach der
Differenzierung dieser Zellen in Fibrochondroblasten wird meniskale Extrazellular-
matrix gebildet, welche die Menisken formt (zur Ubersicht: Beaufils et al., 2010).
Hierbei muss erwahnt werden, dass medialer und lateraler Meniskus aus unter-
schiedlichen Vorlauferzellen gebildet werden (Hyde et al., 2008).

Die vaskulare Anbindung der Menisken an den Blutkreislauf erfolgt Gber die
Arteria poplitea, welche die Arteria genus media und die paarigen Arteriae genus
distales abgibt (Fairbank et al., 1951). Diese Arterien treten in die Gelenkkapsel ein
und geben dort Aste zur parameniskalen Zone ab (Scapinelli, 1968). Diese Zone
besteht aus lockerem Bindegewebe und gibt kleinere Arterien in die Menisken ab
(zur Ubersicht: Ricklin et al., 1980). Diese Kollateraldste dringen allerdings nur in die
auBeren 20-50%, die sogenannte rote Zone des Meniskus ein (Shim et al., 1986;
Danzig et al., 1983; Arnoczky et al., 1982). Im keilférmigen Meniskusquerschnitt
unterscheidet man diese basal gelegene rote Zone von der apikal gelegenen weiBen
Zone, welche frei von BlutgeféBen ist und ausschlieBlich per Diffusion versorgt wird.
Die rot-weiBe Zone beschreibt die Ubergangszone, in welcher die GefaBe enden. Die
Pars intermedia ist starker durchblutet als die meniskalen Vorder- und Hinterhorner,
des Weiteren zeigt der laterale Meniskus eine starkere GefaBzeichnung als der
mediale (zur Ubersicht: Ricklin et al. 1980). Darilber hinaus wurden auch Lymph-
gefaBe beschrieben, die zusammen mit den Arterien in den Meniskus ziehen (Gray,
1999).

Die nervale Innervation der Menisken scheint vor allem auf Vorder- und
Hinterhorn beschrankt zu sein (Messner et al.,, 1998). Hier wurden hauptsachlich
Mechanorezeptoren nachgewiesen (Moon et al., 1997). Aber auch in der roten Zone
der Pars intermedia konnten kirzlich Nervenendigungen gezeigt werden (Welsing et
al., 2008).

Im Gegensatz zu dem hyalinen Gelenkknorpel bestehen die Menisken aus
Faserknorpel. Histologisch imponieren vor allem die unterschiedlich verlaufenden
Kollagenfasern. Die Anordnung dieser 50-150 um dicken Kollagenfibrillen innerhalb
der aus Faserknorpel bestehenden Menisken zeigt Unterschiede zum hyalinen
Gelenkknorpel. Eine Einteilung in drei histologische Zonen ist dem Gelenkknorpel
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2. Einleitung

und dem Faserknorpel zwar gleich, allerdings unterscheidet sich die Orientierung der
Kollagenfibrillen in den einzelnen Bereichen. Mikroskopische Studien beschreiben in
den oberflachlichen Schichten die Kollagenfibrillen der Menisken als radiar an-
geordnet. In der dazwischen liegenden Zone findet man ein Netzwerk aus Kollagen-
fasern, das hauptsachlich tangential zur Oberflache ausgerichtet ist (Fithian et al.,
1990). Spatere elektronenmikroskopische Aufnahmen widersprechen diesen
Befunden und zeigen eine oberflachliche Schicht diinnster Kollagenfibrillen, unter der
eine zweite Schicht mit chaotisch angeordnetem Netzwerk zu finden ist, bevor die
schon erwahnte Tangentialschicht beschrieben wird (Petersen et al., 1999, 1998).

2.3 Biochemie und Zytologie der Menisken

Die Menisken bestehen zu rund 70% aus Wasser. Das Trockengewicht besteht
hauptsachlich (ca. 75%) aus dem Protein Kollagen (hiervon ca. 98% Kollagen-1, nur
wenig Kollagen-2, -3 und -5; zur Ubersicht: Wojtys et al., 2005, Fithian et al., 1990).
Des Weiteren findet man in den Menisken zahlreiche Proteingruppen, die nicht den
Kollagenen zugerechnet werden kénnen: Hier sind vor allem die Proteoglykane zu
nennen, welche sich aus einem Grundgerist von Hyaluronsdure und Uber Link-
Proteine damit verbundenen Glykosaminoglykanketten zusammensetzen (zur
Ubersicht. Mow et al., 1997). Die Proteoglykane sind auBerdem mit dem Kollagen-
netzwerk verbunden. Durch ihre negativ geladenen Sulfat-Gruppen binden sie das
Dipol-Molekll H,O und tragen somit hauptsachlich zum hohen Wassergehalt des
Meniskus bei. Des Weiteren ziehen sie auch Kationen an, die den osmotischen Sog
von Wasser in den Meniskus beglnstigen (Fithian et al., 1990).

Auf zellularer Ebene findet man im Meniskus vorwiegend Chondrozyten.
Schumacher et al. (2005) unterscheiden vier Populationen: Die Chondrozyten nahe
der Oberflachen sind spindelférmig; etwas tiefer liegen die Fibroblasten-ahnlichen
Zellen mit langen Zytoplasma-Auslaufern, welche Uber spezielle Zell-Zell-Kontakte
(gap junctions) mit anderen Zellen in Verbindung treten (Verdonk, 2006). Im Innern
des Meniskus liegen die klassischen Fibrochondrozyten von runder bis ovaler Form.
Die letzte Untergruppe enthalt Zellen, deren Morphologie zwischen Fibrochondro-
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zyten und Fibroblasten liegt. Chondrozyten, Fibrochondrozyten und auch Fibro-
blasten bilden die Extrazellularmatrix des Faserknorpels und kénnen zusammen mit
dieser ein Chondron bilden (zur Ubersicht: Wang et al., 2009). Weitere Studien
zeigten, dass Chondrozyten auch das Lubrikant Lubricin produzieren (Wimmer et al.,
2007), welches im Meniskus sowohl an der femoralen und tibialen Oberflache (Jones
et al., 2007), als auch in tiefer liegenden Schichten detektiert werden konnte
(Schumacher et al.,, 2005). Die oberflachennahen Chondrozyten wachsen in
Verletzungen des Meniskus ein und sind vermutlich an der Initiierung von Heilungs-
prozessen beteiligt (Kambic et al., 2000).

Untersuchungen Uber die Eigenschaften des Meniskus unter axialer
Belastung, Scherstress und Zugbelastung, wie sie im Kniegelenk vorkommen, haben
gezeigt, dass die Menisken diese Krafte weitaus besser kompensieren kénnen als es
fir den hyalinen Gelenkknorpel bekannt ist. Obwohl die Menisken aus nicht
komprimierbaren Bestandteilen bestehen, namlich Wasser und Proteinen, sind sie in
der Lage, Energie zu absorbieren. Dieses Phanomen, wie es auch im Faserknorpel
der Bandscheiben beobachtet werden kann, wird viskoelastisches Verhalten der
Kollagen-Proteoglykan-Matrix genannt (Fithian et al., 1990). Die Menisken verformen
sich also unter Belastung, finden jedoch zeitabhdngig, nach Ende der Belastung

wieder in ihre urspringliche Form zurlck.

2.4 Physiologie der Menisken

Aus dem oben beschriebenen anatomischen Aufbau lassen sich die wesentlichen
Aufgaben der Menisken im Kniegelenk ableiten. Sie sollen Belastungsspitzen
abfangen (StoBdampfer), die Ubertragene Energie absorbieren (Lastverteiler) und
das Kniegelenk stabilisieren (Stabilisatoren). Bei Versuchen mit implantierten Mess-
prothesen konnten wahrend des Laufens im Kniegelenk auftretende Krafte bis zur
2,5-fachen Gewichtskraft des Koérpergewichts gemessen werden (D’Lima et al.,
2006). Beim Treppablaufen nehmen diese Kréafte auf das 3,5-fache der Gewichtskraft
des Korpergewichts zu (Heinlein et al., 2009). In Knieextension absorbieren die
Menisken etwa 50% dieser Energie, bei Flexion des Knies bis zu 90% (zur Ubersicht:
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2. Einleitung

Lubowitz et al., 2007). Durch ihre elastischen Eigenschaften wirken die Menisken
also als StoBdampfer.

Eine weitere wichtige Funktion der Menisken ist die Verteilung von der durch
die Femurkondylen 0{bertragenen Kraft (hauptsachlich Gewichtskraft) auf eine
gréBere Flache des Tibiaplateaus. Durch ihre oben beschriebene Form vergréBern
die Menisken die Lastlbertragungszone um das Dreifache (Walker et al., 1975). Der
Druck (Kraft pro Flache) auf das Gelenk und auf die Knorpelschicht nimmt somit ab.

AuBerdem erhalten die Menisken durch ihre Form die Stabilitdt des Knie-
gelenks, da sie sich vor allem in den Endstellungen auf Grund ihrer keilférmigen
Struktur zwischen Femurkondyle und Tibiaplateau schieben (Kohn, 2000). So kann
der mediale Meniskus auch in einem Knie mit defektem vorderem Kreuzband
zumindest teilweise die Verschiebung der Tibia nach anterior verhindern (Levy et al.,
1982).

2.5 Pathophysiologie der Menisken

Die Verflgbarkeit minimalinvasiver Methoden (sogenannte Schlliisselloch-Chirurgie),
wie die Arthroskopie des Kniegelenks, haben Lasionen an den Menisken einer
chirurgischen Therapie deutlich zuganglicher gemacht. Uber die Anzahl der
durchgefihrten Operationen kann deshalb annahernd auf die Haufigkeit von
Meniskuslasionen zuriickgeschlossen werden. Die Inzidenz liegt bei 60 Meniskus-
verletzungen pro 100.000 Einwohner und Jahr (Teurlings, 1999). So berichten Katz
et al. (2009) Uber ca. 1.000.000 Eingriffe pro Jahr in den USA. Fir Deutschland
berichtet Krudwig (2000) dber 250.000 arthroskopisch versorgte L&sionen des
Innenmeniskus in den Jahren 1996 — 1997 in Deutschland. Diese epidemiologischen
Zahlen zeigen die Haufigkeit von meniskalen Beschwerden. Grundsétzlich muss bei
pathologischen Meniskuszeichen zwischen Verletzungen der Menisken, die auf ein
akutes Trauma zurlckzufihren sind, und degenerativen Verdnderungen, welche
durch dauerhafte Belastung und Alterung beglnstigt werden, unterschieden werden.
Bezlglich der akuten Meniskusverletzungen ist einleitend zu sagen, dass der
mediale Meniskus rund achtmal haufiger betroffen ist als der laterale Meniskus (zur
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Ubersicht: Ricklin et al., 1980). Die Griinde hierfiir sind vielschichtig: Zum einen hat
der laterale Meniskus eine gréBere Bewegungsfreiheit (Vedi et al., 1999); so kann er
Belastungsspitzen bei kombinierten Flexions- und Rotationsbewegungen eher aus-
weichen. Zum anderen gibt ihm seine konvexere Unterseite und sein grdBerer
Krimmungsradius weniger Mdglichkeiten, in die Mitte des Tibiaplateaus gezogen zu
werden, wo die Gefahr, unter indirekte Zugkrafte zu geraten, am gréBten ist. In
Extensionsstellung sind isolierte Meniskuslasionen auf Grund der Stabilitdt des
Kniegelenks nicht méglich. Wahrend einer Rotationsbewegung des gebeugten Knies
wird allerdings vor allem der mediale Meniskus zur Mitte des Tibiaplateaus
hingezogen (Schaer, 1938). Kommt es in dieser Situation zu einer Streckung des
Kniegelenks befindet sich der mediale Meniskus in der Knochenzange zwischen
Femur und Tibia, welche einen direkten Druck auf den Meniskus ausibt. Hierdurch
kommt es zu Zugkraften in Richtung Vorder- und Hinterhorn, was einen L&ngsriss
des medialen Meniskus zur Folge hat. Die Diagnostik solcher Risse erfolgt neben der
klinischen Untersuchung hauptsachlich tber die Kernspintomographie, die klinisch-
relevante von nichtsignifikanten Meniskuslasionen unterscheiden kann (Crues et al.,
1987). Die Selbstheilung der Menisken nach einem solchen Trauma ist gering,
besonders bei Rissen mit Beteiligung der avaskuldren Zone (Bray et al., 2001),
weshalb oftmals ein therapeutisches Eingreifen nétig wird. Ricklin et al. (1980)
diskutieren die mdgliche Therapie solcher Meniskusrisse: In vergangenen Zeiten
tendierte man wohl eher zur totalen Meniskektomie, obwohl Fairbank (1948) schon
frih die radiologischen Veranderungen nach einer Meniskektomie beschrieb. Diese
sogenannten Fairbank-Veranderungen waren zum einen die Ausbildung eines
Knochenkamms auf der Femurkondyle, sowie die Abflachung derselben. Zusatzlich
verringert sich auch die Breite des Gelenkspaltes im Rdntgenbild. Nicht zuletzt
deshalb wird heute zurlickhaltender verfahren und nur der ladierte Teil des Meniskus
entfernt (zur Ubersicht: Messner et al., 1998; Lazovic et al., 1997). Im Tierversuch
am Schaf konnte namlich gezeigt werden, dass die Entfernung des Meniskus zur
Osteoarthrose fuhrt (Young et al.,, 2006). Da allerdings auch die teilweise
Meniskektomie nach einiger Zeit (5Jahre) zu Degenerationen im Kniegelenk
(Williams et al., 2007) fahrt, kann auch durch die partielle Meniskektomie bei Tier und
Mensch eine sekundare Gonarthrose (Osteoarthrose des Kniegelenks) entstehen
(Kobayashi et al., 2001; Lanzer et al., 1989). AuBerdem konnten Kobayashi et al.
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(2001) zeigen, dass sowohl der hyaline Gelenkknorpel als auch die Menisken nach
partieller Meniskektomie vermehrt Stickstoffmonoxid freisetzen, was zur Apoptose
der Chondrozyten in beiden Geweben fiihrt. Letztendlich stellen alle therapeutischen
Méglichkeiten einen Eingriff in das Organsystem Kniegelenk dar und bergen somit
das Risiko, die Integritat des Gelenks zu verletzen. Aber auch der nicht-behandelte,
verletzte Meniskus erh6ht das Arthroserisiko (Wojtys et al., 2005), indem er zum
Verlust von tibialem Gelenkknorpel fihrt (Sharma et al., 2008). Durch die moderne
Arthroskopie wird versucht, die Manipulationen an Gelenkstrukturen so gering wie
moglich zu halten und dennoch eine optimale Therapie zu ermdglichen (zur
Ubersicht: Burger et al., 2007).

Im Gegensatz zu den akuten, traumatischen Meniskusverletzungen, muss
bei der Degeneration des Meniskus zwischen der primaren und der sekundaren
Degeneration unterschieden werden. Beide sind im morphologischen Sinn als
Texturstdérung des bradytrophen Gewebes definiert (Krenn et al., 2008). Wahrend die
primare Degeneration allerdings eine das altersibliche MaB Uberschreitende
Texturstdérung ohne bekannte klinische Ursache darstellt, lassen sich der sekundaren
Degeneration bekannte Noxen (z. B. entzindliche oder degenerative Gelenk-
erkrankungen) oder Erkrankungen (wie z. B. vorausgegangene Verletzungen des
Kniegelenks) als Ursache eindeutig zuordnen. Die Mechanismen, welche zur
primaren degenerativen Veranderung an den Menisken fUhren, sind noch weitest-
gehend unklar. Schon friihe histologische Studien zeigten Lipoideinlagerungen in
den Chondrozyten und der Interzellularsubstanz, welche bereits im zweiten
Lebensjahrzehnt beobachtet wurden und als degenerative Veranderungen
beschrieben wurden. Spater wurden Verfettungen und mukoide Einlagerungen
beobachtet (zur Ubersicht: Ricklin et al., 1980), die als Risikofaktoren fiir Meniskus-
lasionen gelten. Das heutige Verstédndnis von Degeneration wird wohl am
treffendsten durch eine Stérung des anabolen und katabolen Gleichgewichts sowohl
der Chondrozyten als auch der Extrazellularmatrix beschrieben. Fir den hyalinen
Gelenkknorpel konnten Aigner et al. (2006b) einen Uberhang kataboler Enzyme wie
Matrixmetalloproteinasen (MMP) oder Aggrekanasen (ADAMTS) beschreiben,
welche im Zustand der Degeneration (Osteoarthrose) durch katabole Zytokine (z. B.
Interleukin-1 oder Tumor necrosis factor a) aktiviert werden; fir das Meniskus-
gewebe stehen diese Untersuchungen noch aus (siehe 2.7).

Seite 11



2. Einleitung

2.6 Hyaliner Gelenkknorpel und Gonarthrose

Aktuelle Studien zeigen, dass es Zusammenhange zwischen dem Vorhandensein
einer Meniskusdegeneration und dem Auftreten einer Osteoarthrose des Knie-
gelenks (Gonarthrose) gibt (Katz et al., 2009). Ausgangspunkt des Krankheitsbildes
der Gonarthrose sind wohl pathophysiologische Verdnderungen des hyalinen
Gelenkknorpels im Kniegelenk.

Der hyaline Gelenkknorpel Uberzieht die gelenkbildenden Oberflachen von
Femur, Tibia und Patella in einer ca. 3-4 mm dicken Schicht. Es handelt sich hierbei
um ein avaskulares, von Nerven und LymphgeféaBen nicht innerviertes Gewebe
(Buckwalter et al., 1997), welches ausschlieBlich durch Diffusion ernahrt wird
(Copenhaver et al., 1978). Die Zusammensetzung des hyalinen Gelenkknorpels ist
den Menisken &hnlich, auch er besitzt viskoelastische Eigenschaften. Der
Hauptbestandteil des Gelenkknorpels ist Wasser (80%). Der gréBte Teil des
Trockengewichts entféllt auf das Strukturprotein Kollagen-2, welches eine sich
gleichmaBig anfarbende (hyaline) Extrazellularmatrix bildet. Dennoch ist die
Kollagenkonzentration niedriger als im Meniskus (Fithian et al., 1990). Wie im
Meniskus, wird diese Extrazellularmatrix von Chondrozyten gebildet, die sich im
hyalinen Gelenkknorpel zu Lakunen zusammenlagern (Copenhaver et al., 1978). Die
Chondrozyten in der Superfizialzone sind abgeflacht und spindelférmig. Sie
synthetisieren hauptsachlich Kollagen, was dazu flihrt, dass der Wassergehalt in
dieser oberflachlichen Schicht am gréBten ist (Bhosale et al., 2008). Des Weiteren
sind die Chondrozyten der Superfizialzone befahigt, das Lubrikant Lubricin zu
sythetisieren (Schumacher et al., 1994) und in die Synovia zu sezernieren. In der
Intermediarzone sind die Zellen rund und gleichmaBig verteilt, wahrend sie in der
tiefen Zone radiar angeordnet sind. Generell gilt, dass Chondrozyten eine hohe
metabolische Aktivitdt besitzen. Auf Grund des &uBerst geringen Zellanteils in
Gelenkknorpel und Meniskus (1-5%) gelten beide Gewebe allerdings als bradytroph
(zur Ubersicht: Bhosale et al., 2008).

Die Hauptaufgabe des hyalinen Gelenkknorpels ist vor allem der Schutz des
Knochens vor mechanischer Belastung, indem sich die Gelenkknorpelschicht

verformt, um die Kontakiflache zu vergr6Bern und die Kongruenz zu verbessern
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(Mow et al., 2002). Wie der Meniskus kann auch der Gelenkknorpel Scher-
spannungen kompensieren und Belastungsspitzen abfangen (zur Ubersicht: Lu et al.,
2008). AuBerdem leistet der Gelenkknorpel einen Beitrag zur Reibungsminderung im
Gelenk, indem er eine reibungsarme Gleitoberflache bereitstellt und an der Lubricin-
Synthese beteiligt ist.

Die Gonarthrose fluhrt, ausgehend vom Gelenkknorpel, oftmals zum
Untergang des gesamten Organsystems Knie (Aigner et al., 2006c). Zwar tritt die
Osteoarthrose auch in anderen Gelenken des Kérpers auf, das Kniegelenk ist jedoch
das am haufigsten von degenerativen Veranderungen betroffene Gelenk (Anderson
et al., 1988; Mohing, 1966). Die Arthrose gehért heute zu den weltweit am haufigsten
verbreiteten Krankheiten (Grifka, 1994), so zeigen in den USA 17% der Uber 60-
jahrigen Symptome der Arthrose (Lawrence et al., 1998). In der westlichen Welt ist
die Osteoarthrose die haufigste Ursache fir Bewegungseinschrankungen (Aigner et
al., 2004). Analog der Einteilung der Meniskusdegeneration werden auch primare
und sekundare Osteoarthrose unterschieden. Beiden Formen gemeinsam ist wohl
ein Ungleichgewicht zwischen Anabolismus und Katabolismus im gesamten Gelenk
(Dean et al., 1989). Wahrend man bei der sekundaren Gonarthrose allerdings
bedeutsame krankheitsinduzierende Prozesse in der Vorgeschichte des Patienten
benennen kann (z. B. entziindliche Prozesse, Normabweichungen der Beinachse,
diverse metabolische Vorerkrankungen; zur Ubersicht: Kohn, 2000), ist dies in der
Uberwiegenden Zahl der Félle (ca. 80%; Bullough et al., 1987) nicht méglich. Hier
spricht man von der priméren oder idiopathischen Gonarthrose, die vor allem bei
Uber 60-jahrigen zu beobachten ist. Letztendlich subsumiert der Begriff der Arthrose
alle degenerativen, nicht entziindlichen Veranderungen von Gelenkknorpel und
Knochen (Grifka, 1994). Initiale Veranderungen der Kniegelenksarthrose sind durch
den Proteoglykanverlust im hyalinen Gelenkknorpel charakterisiert, welcher durch
eine Synthesestérung der Chondrozyten bedingt ist (Sokoloff, 1982). Hierdurch
kommt es zu Texturstérungen im Kollagennetzwerk (Aigner et al., 2008), was die
biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels verandert. Es kommt zur
teilweisen Kalkeinlagerung in den Gelenkknorpel. Dieser Umbau des hyalinen
Gelenkknorpels befallt auch die tieferen Schichten und zerstért auch den
subchondral gelegenen Knochen (zur Ubersicht: Netter, 1995). Auch die
Synovialmembran, welche das gesamte Kniegelenk auskleidet, reagiert auf die
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Stérung der Integritdt des Gelenks, wodurch es zur entzindlichen Synovitis,
Ergussbildung und Zystenbildung kommen kann (zur Ubersicht: Netter, 1995).

2.7 Aktueller Stand der Meniskus- und Osteoarthroseforschung

Auf Grund der bestehenden Korrelation zwischen Meniskektomie und der
Entwicklung von Osteoarthrose ist der Ersatz von Meniskusteilen oder des ganzen
Meniskus aktueller Gegenstand der Forschung (Katz et al., 2009). So konnten z. B.
meniskusférmige Kollagengeriste im Rahmen einer Studie implantiert werden,
welche zwar Einwachsungen von Faserknorpel zeigten (Stone et al., 1997), aber den
Knorpel nicht ausreichend schiitzen konnten (zur Ubersicht: Martinek et al., 2006).
Hierauf wurden resorbierbare Kollagengertste (Pezzin et al., 2003) entwickelt und
teilweise schon in der Humanmedizin angewandt (Zaffagnini et al., 2007). Auch
Tragersubstanzen aus Kunststoffen (Kon et al., 2008; Welsing et al., 2008) sind im
Fokus aktueller Forschung. Zellfreien Tragergeristen gemeinsam ist die ldee, die
Integration und Differenzierung von Meniskuszellen zu ermdglichen (Tienen et al.,
2003) oder kultivierte Chondrozyten in das Implantat zu Uberbringen (Maier et al.,
2007; Yamasaki et al., 2005). Hierbei missen die zahlreichen Wechselwirkungen,
welche die Tragersubstanzen eingehen (z. B. mit der Matrix des Meniskus, dem
Gelenkknorpel und der Synovialfliissigkeit), bericksichtigt werden. Die Degeneration
des verletzten Kniegelenks konnte allerdings mit der Implantation solcher Trager-
geruste bisher nicht verhindert werden (z. B. Tienen et al., 2003).

Der degenerierte Meniskus imponiert klinisch hauptsachlich durch
Schmerzen und Bewegungseinschrankungen, eine Hyperintensitat in der Kernspin-
tomographie, sowie mukoiden Veranderungen im histologischen Bild. Arthroskopisch
findet man eine Abweichung der Farbe ins gelbliche, sowie eine pathologische Form,
die durch kleine Radiérrisse an der Innenseite und Lappenbildung imponiert. Wie
bereits erwdhnt sind die Mechanismen der Entstehung solcher Meniskus-
degenerationen noch nicht vollends verstanden. Aus diesem Grund ist die Degen-
eration der Menisken aktueller Forschungsgegenstand: Ein erstes Ziel ist es, auf
Genomebene Veranderungen im Expressionsprofil der Chondrozyten im Meniskus
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zu detektieren. Die Osteoarthroseforschung konnte in zahlreichen Studien zeigen,
dass sich das Expressionsprofil auf Genomebene im hyalinen Gelenkknorpel schon
unter zunehmender Belastung (Aigner et al., 2002) und unter Osteoarthrose (Aigner
et al., 2008) deutlich andert. Gut analysiert sind hier vor allem die anabolen Gene der
extrazellularen Matrix, wie z. B. Kollagen-1 und -2 (Aigner et al., 2006a, 2006b;
Stoker et al, 2006; Lorenz et al, 2005; Kambic et al., 2005) und das Proteoglykan
Aggrekan (Stoker et al., 2006; Fan et al., 2005; Lorenz et al., 2005; Melrose et al.,
2005; McAlinden et al., 2001), sowie die katabolen Gene der Matrixmetallo-
proteinasen (Aigner et al., 2006a, 2006b; Fan et al., 2005; Hsieh et al., 2004). Eine
Anderung des Expressionsmusters dieser Gene kann beim hyalinen Gelenkknorpel
als frher Marker flr Osteoarthrose fungieren. Beim Faserknorpel des Meniskus
beschranken sich die Genomanalysen meist nur auf das Vorhandensein bestimmter
Gene (Ochi et al., 2003), sodass hier nur wenige typische Marker, wie z. B. C4d
(Dankhof et al., 2006) beschrieben werden konnten. Zukilnftige Studien missen
deshalb das Expressionsprofil gesunder und degenerierter Menisken analysieren, ob
es solche Marker-Gene flr die Degeneration des Faserknorpels gibt, wie sie fir die
Osteoarthrose bereits beschrieben sind. Ein weiteres Ziel ware dann zu untersuchen,
ob sich auch die entsprechenden Proteine in ihrem Expressionsprofil &ndern. Zwar
konnte flr den Meniskus bereits gezeigt werden, dass sich mit zunehmender
Degeneration der Kollagen- und Glykosaminoglykan-Gehalt (Herwig et al., 1984)
sowie der Gehalt an Glyko- und Mukoproteinen (Boya et al., 2004) &ndern, eine
umfassendere Analyse steht allerdings noch aus. Eng mit dieser Analyse ver-
gesellschaftet ist auch eine Untersuchung der Ultrastruktur von gesunden und
degenerierten Menisken. Erst hier kénnte sich zeigen, welche Auswirkung eine
Veranderung des Expressionsprofils auf die Protein-Ebene hat. Sowohl die Struktur
des gesunden Meniskus (Merkel, 1980) mit dem Verlauf der Kollagenfasern
(Petersen et al., 1998) als auch der degenerierte Meniskus (Dahmen, 1962) wurden
schon frih elektronenmikroskopisch untersucht. Hier muss analysiert werden, ob es
einen Zusammenhang zwischen verdnderter Ultrastruktur und veréandertem
Expressionsprofil im Meniskus gibt. Im nachsten Schritt miissen Anderungen auf
zellularer Ebene analysiert werden. Es ist bekannt, dass die Apoptose der
Chondrozyten mit dem Grad der Degeneration im Meniskus korreliert (Uysal et al.,
2008). Des Weiteren ist unklar, in wie fern sich primare und sekundare Meniskus-
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degeneration in ihrer Pathophysiologie gleichen. Um die oben beschriebenen
Analysen und Studien durchflihren zu kdnnen, bedarf es also zu allererst eines
Tiermodells mit Meniskusdegeneration. Da eine induzierte Meniskusdegeneration
immer einer sekundaren Degeneration entspricht, bleibt es fraglich, wie Unter-

suchungen der primaren Meniskusdegeneration adressiert werden kénnen.

2.8 Tiermodelle in der Meniskus- und Osteoarthroseforschung

Grundsatzlich kann festgestellt werden, dass die Art von Tiermodellen flir Studien am
Organsystem Knie sehr vielfaltig ist (zur Ubersicht: Atay et al., 2007). Dies betrifft
sowohl die Spezies als auch die durchgeflihrten Prozeduren. Obwohl die meisten
Tiermodelle fir die Analyse der Osteoarthrose entwickelt wurden, gibt es auch hier
eine groBe Variabilitdt. Sowohl in Kleintieren wie Ratten (Appleton et al., 2007) und
Kaninchen (Chang et al., 1997), als auch bei GroBtieren, wie z. B. dem Hund (Lorenz
et al.,, 2005), wurde durch die Resektion des vorderen Kreuzbandes eine
Osteoarthrose induziert. Obwohl hieraus gute Ergebnisse in der Osteoarthrose-
forschung gewonnen werden konnten, existieren auch Tiermodelle, bei denen zur
Induktion einer Knorpeldegeneration im Kaninchen (Mchraban et al., 1997) und beim
Schaf (Young et al., 2005) eine Meniskektomie durchgefihrt wurde. Zusétzlich
existieren Osteoarthrose-Modelle in der Ziege, wo ein Release und eine Durch-
trennung des medialen Meniskus zur Knorpeldegeneration fihren (Laurent et al.,
2006). Auch das Schaf ist als Modelltier fiir Kniedegenerationen bekannt, da es nach
einer Meniskusnaht eine Osteoarthrose ausbildet (Burger et al., 2007). Die Wahl
dieses Tiers stitzt sich auf die Behauptung, dass das Knie des Schafs dem des
Menschen am &hnlichsten sei (Burger et al., 2007), was leider nicht weiter begriindet
wird. Meinem Erachten nach zeigt das Schaf keinen Vorteil im Vergleich zu anderen
Quadrupeden. Es unterscheidet sich sogar deutlicher vom Menschen durch sein
Erndhrungsverhalten (herbivorer Wiederkauer) und sein Fluchtverhalten. Wohl aber
scheint das Schaf ein etabliertes Tier in der Meniskuschirurgie zu sein (Lazovic et al.,
1997), hier wird es z. B. als Modelltier fir Meniskustransplantationen (Lazovic et al.,
1997) und Meniskusersatzchirurgie (Kon et al., 2008; Kelly et al., 2006) verwendet.
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Darlber hinaus wurden auch zahlreiche Studien bezlglich Meniskus-Chirurgie und
Meniskus-Ersatz an der Ziege, dem Hund und dem Hasen durchgeflihrt (zur
Ubersicht: Arnoczky et al., 2009).

Ein weiteres etabliertes Tiermodell in der Osteoarthroseforschung ist das
sogenannte Pond-Nuki-Modell. Das im Hund entwickelte Modell zeigt eine
zuverlassige Entstehung einer Gonarthrose nach Resektion des vorderen Kreuz-
bandes (Pond et al., 1973). Aktuellere Studien konnten in diesem Modell mittels einer
1,0 T Kernspintomographie-Analyse eine Meniskusdegeneration 24 Wochen nach
Resektion des vorderen Kreuzbandes nachweisen (Libicher et al., 2005). Da diese
Beobachtung wahrend der Osteoarthrose-Studie nur als Nebenbefund dokumentiert
wurde, fehlt aber eine Validierung dieses Tiermodells fir die Erzeugung einer
sekundaren Meniskusdegeneration. Es bleibt festzuhalten, dass bis heute kein
validiertes Tiermodell mit mdglichst standardisierter Meniskusdegeneration in der
Literatur beschrieben ist. Da allerdings auch bei 90-98% der Patienten mit einer
Insuffizienz des vorderen Kreuzbandes Meniskusschaden diagnostiziert wurden
(Papageorgiou et al.,, 2001; Hauger et al., 2000) und solche kernspintomo-
graphischen Befunde mit der Histologie korrelieren (Nawata et al., 1999), scheint die
Resektion des vorderen Kreuzbandes im Versuchstier eine hoffnungsvolle Methode
zu sein, eine sekundare Meniskusdegeneration zu induzieren. Der Mechanismus
kann wie folgt beschrieben werden: Die Resektion des vorderen Kreuzbandes fuhrt
zu einer Instabilitdt im Kniegelenk, worauf es bei jeder Belastung (bei Quadrupeden
ca. 40% des eigenen Koérpergewichtes auf den hinteren Extremitaten; Bergmann,
1997) zu einer unphysiologischen Krafteinwirkung auf die Menisken kommt. Da
60-80% der Last auf das mediale Kompartiment des Kniegelenks einwirken (Cerejo
et al., 2002), wird dies mit der Zeit zu einer sekundaren Degeneration des medialen
Meniskus fUhren. Dass Faserknorpel durch Kompressionsbelastungen degenerative
Veranderungen aufweist, konnte auch an der Bandscheibe gezeigt werden
(Guehring et al., 2005).

Aktuelle Literatur nennt das Schwein, speziell auch das Géttingen Minipig,
als ein geeignetes Modelltier, da es in vielerlei Hinsicht dem menschlichen
Organismus und Metabolismus ahnelt (zur Ubersicht: Gotterbarm et al., 2008, Bollen
et al., 1997). Seit der Entwicklung dieser Rasse in den 1960er Jahren durch Haring
et al. (1963) zielt die Zucht des Gottingen Minipig auf die Entwicklung eines
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adaquaten Versuchstieres ab (z. B. genetische Uniformitat, freundliches
Temperament, dokumentierter Gesundheitsstatus, standardisiertes, altersab-
hangiges Gewicht, etc.). Der genetische Hintergrund des Géttingen Minipig liegt im
vietnamesischen ,Potbelly Pig“ (60%), dem ,Minnesota Minipig“ (33%) und der
,deutschen Landrasse” (7%, zur Ubersicht: Simianer, 2009). Auch die Struktur und
der Verlauf (Aspden et al., 1985) des porcinen Strukturproteins Kollagen — der
Hauptbestandteil der Menisken — ist der des Menschen am ahnlichsten, was Inter-
speziesvergleiche am hyalinen Gelenkknorpel zeigten (Kaab et al., 1998). Des
Weiteren ist das Schwein auch auf Grund seiner Ahnlichkeit zum Menschen bzgl. der
Kreislauf- und Laborparameter (Thomsen et al., 1997), sowie des Knochenbaus und
des Immunsystems (zur Ubersicht: Honig et al., 1993) seit langem als Tier in der
biomedizinischen Forschung etabliert. Nicht zuletzt sprechen auch ethische Griinde
fir das Schwein als Versuchstier, da es als Nutztier eine weitgehende Akzeptanz
erfahrt. FOr das Zuchttier Géttingen Minipig als Versuchstier spricht dariber hinaus
die standardisierte und kontrollierte Aufzucht. Im Vergleich zum herbivoren,
wiederkduenden Fluchttier Schaf handelt es sich beim Schwein um ein omnivores,
wehrhaftes Tier. Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass ein Goéttingen Minipig
mit Resektion des vorderen Kreuzbandes nach mehreren Wochen Standzeit wohl ein
mogliches Tiermodell fir eine sekundare Meniskusdegeneration wére. Zu beachten
ist, eine ausreichend lange postoperative Standzeit einzuhalten, damit eine
Chronifizierung der Meniskusdegeneration ermdglicht wird. Andere chronische,
degenerative Erkrankungen des Kniegelenks wie z. B. die Gonarthrose sind im
Zuchtschwein haufig beobachtete Phdnomene (Kielstein et al., 1987). Ob diese
Zuchtschweine auch eine primdre Meniskusdegeneration aufweisen, ist nicht
untersucht. Durch eine entsprechende Untersuchung ware es maoglich, die Patho-
physiologie einer primaren Meniskusdegeneration im Zuchtschwein mit den patho-
pysiologischen Veranderungen der induzierten, sekundaren Meniskusdegeneration

aus dem porcinen Tiermodell zu vergleichen.
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2.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Schwein wird in der Literatur als innovatives Tiermodell in der biomedizinischen
Forschung genannt (siehe 2.8). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Beschreibung eines porcinen Tiermodells fir Meniskusdegeneration. Hierbei sollten

folgende Fragestellungen untersucht werden:

(A) Stellt das Kniegelenk des adulten Zuchtschweins ein adaquates Modell fir
primare Meniskusdegeneration dar?
Gibt es degenerations-induzierte Veranderungen bezlglich des molekular-
biologischen Expressionsprofils? Hat das angepasste Expressionsprofil Einfluss
auf die Mikro-Struktur der Menisken?

(B) Kann ein GroBtiermodell im Schwein fir induzierte, sekundare Meniskus-
degeneration etabliert werden?
Gibt es degenerations-induzierte Veranderungen im molekular-biologischen
Expressionsprofil oder in der Gewebestruktur?

(C) Zeigen sich Ahnlichkeiten der degenerativen Verdnderungen zwischen den
Modellen der primaren und sekundaren Meniskusdegeneration?
Gibt es vergleichbare Veranderungen im molekular-biologischen Expressions-

profil oder in der Gewebestruktur?

Zur Beantwortung der genannten Fragen sollten mittels Kadaverknien von adulten
Zuchtschweinen die  Menisken beziglich primarer Meniskusdegeneration
charakterisiert werden (A). Im Anschluss sollte ein Tiermodell im Géttingen Minipig
etabliert werden, welches eine sekundare Meniskusdegeneration entwickelt (B). Alle
Menisken sollten einer umfangreichen Analyse zugefihrt werden: beginnend mit
einer Charakterisierung auf Genexpressions- und Protein-Ebene bis hin zur
Untersuchung von Gewebestrukturen. Das hierzu bendtigte breite Spektrum an
grundlegenden Methoden aus der biomedizinischen Forschung wurde im Sinne der
translationalen Forschung um klinische Methoden aus dem Bereich der
experimentellen, bildgebenden Diagnostik erganzt. AbschlieBend sollte anhand der
erhobenen Daten die Beurteilung beider Modelle beziiglich der Ahnlichkeit der

degenerativen Veranderungen diskutiert werden (C).
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3. Material und Methoden

3.1 Losungen

Flr die in alphabetischer Reihenfolge aufgelisteten Lésungen wurden, soweit nicht
anders angegeben, Chemikalien der Firma Science Services (Minchen,
Deutschland) verwendet. Falls nicht anders vermerkt wurden die Lésungen bei 4°C

gelagert.

Agarose-Gel

445 mM TRIS (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
10 mM EDTA (Roth)
44,5 mM Borsaure (Roth)

Mit Hilfe von NaOH (Roth) wurde, unter Kontrolle eines pH-Meters (inoLab, WTW,
Weilheim, Deutschland), der pH-Wert auf 8,3 eingestellt. Danach erfolgte die Zugabe
von 1% Agarose (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), welche unter Erhitzen
aufgelést wurde. Zur Interkalation in die DNA wurden 0,1% Ethidiumbromid (Roth)

zugegeben.

Cacodylatpuffer

10 mM Natriumcacodylat

Mit Hilfe von HCI (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde der pH-Wert auf 7,4 — 7,6
eingestellt.
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DNA-Ladepuffer

10 mM
1 mM

40 Y%
0,25 %

EM-Fixierlésung

0,9 mM
3,3 mM
10 mM
Epon
116 mL
89 mL
173 mL
7,6 mL

TRIS-HCI (Roth)
EDTA (Roth)
Saccharose (Roth)
Bromphenolblau

Glutaraldehyd
Paraformaldehyd
Cacodylatpuffer

Dodecenylbernsteinsdaureanhydrid
Methylnadicanhydrid

EM bed-812

Benzyldimethylamin

GemaB den Herstellerangaben (Science Services) wurden aus den aufgeflhrten

Bestandteilen Stammldésungen hergestellt (Lagerung bei 4° C), aus denen dann die

Fertigmischungen angesetzt wurden (Lagerung bei -20° C).

Formaldehyd-Lésung

Aus einer 37%-igen Formalin-Stammlésung (J. T. Baker, Deventer, Niederlande)

wurde durch Zugabe von PBS-Lésung (siehe unten) eine 4%-ige gepufferte

Formaldehyd-L&sung hergestellt, welche bei Raumtemperatur gelagert wurde.
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PBS-L6sung
0,55 g Natriumdihydrogenphosphat (Roth)
8,7 g Natriumchlorid (Roth)
2,27 g Dinatriumhydrogenphosphat (Roth)
1 L Aqua dest.

Mit Hilfe von NaOH (Roth) wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Die Lagerung der

PBS-Lésung erfolgte bei Raumtemperatur.

PBS-Tween-Lésung

Far bestimmte Waschschritte wahrend der immunhistochemischen Farbung (siehe
Protokoll) wurde die PBS-Lésung mit 0,01% des Detergenz Tween20 (Roth) versetzt,
um eine bessere und fiir die Schnitte schonendere Waschung durchfihren zu

kdnnen.

PCR-Master Mix

5 uL PCR-Buffer mit MgCl, (Roche, Mannheim, Deutschland)
1 uL dNTP-Mix (peglab, Erlangen, Deutschland)
2,5 uL Vorwarts-Primer (siehe Tab. 3.1)
2,5 uL Ruckwarts-Primer (siehe Tab. 3.1)
33,8 uL Aqua depc.

Der PCR-Master Mix wurde vor der Verwendung frisch angesetzt und nur wenige
Minuten auf Eis gelagert. Unmittelbar vor Beginn der PCR wurden 0,2 uL Tag-
Polymerase (Bioron, Ludwigshafen, Deutschland) zugegeben.
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Richardson-Farbeldsung

500 mg Azur
500 mg Methylenblau
500 mg Borax

50 mL Aqua dest.

RT-PCR-Master Mix

0,5 mM dNTP-Mix (Qiagen, Hilden, Deutschland)
1 UM Oligo-Primer (Qiagen)
10 U RNAse-Inhibitor (Qiagen)

Der RT-PCR-Master Mix wurde vor der Verwendung frisch angesetzt und nur wenige
Minuten auf Eis gelagert. Unmittelbar vor Beginn der RT-PCR wurde die Reverse
Transkriptase (2 uL) zugegeben.

3.2 Medikamente

Die in alphabetischer Reihenfolge nach Wirkstoff aufgelisteten Medikamente wurden,
soweit nicht anders angegeben bei Raumtemperatur gelagert und nach den
Vorgaben des zustandigen Veterindrmediziners dosiert und appliziert.

Azaperon

Das sedativ wirksame Neuroleptikum Azaperon (Stresnil, Janssen, Beerse, Belgien)
wurde zusammen mit dem Anésthetikum (Ketamin) und einem weiteren Sedativum
(Midazolam) zur Pramedikation vor der Narkoseeinleitung in der Dosierung 4 mg/kg
Kérpergewicht intramuskulér appliziert.
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Buprenorphin

Das halbsynthetische Opioid Buprenorphin (Temgesic, verschiedene Hersteller)
diente bei Bedarf als postoperatives Analgetikum und wurde den Schweinen in der
Dosierung 0,005-0,1 mg/kg Kérpergewicht intramuskular verabreicht.

Carprofen

Das nicht-steroidale Anti-Phlogistikum Carprofen (Rimadyl Rind, Pfitzer, Berlin)

diente bei Bedarf als postoperatives Analgetikum und wurde den Schweinen in der

Dosierung 4 mg/kg Kérpergewicht intramuskular appliziert.

Cefazolin

Das Cephalosporin der ersten Generation Cefazolin (Basocef Trockensubstanz,

Deltaselect, Pfullingen, Deutschland) wurde prophylaktisch praoperativ als

Kurzinfusion intravends (2 g/Tier) appliziert.

Fentanyl

Das synthetische Opioid Fentanyl (verschiedene Hersteller) wurde direkt post-

operativ, dem narkotisierten Tier zur Analgesie intravends appliziert (0,2 mg/Tier).

Isofluran

Das Inhalationsanasthetikum Isofluran (verschiedene Hersteller) wurde zur

Aufrechterhaltung der Narkose verwendet. Auf Grund seiner muskelrelaxierenden

Wirkung waren flr die operativen Eingriffe keine weiteren Muskelrelaxanzen nétig.
Die Erhaltungsdosis lag bei ca. 1,5 Vol.-%.
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Kaliumchlorid

Zur Toétung der Schweine in tiefer Narkose wurde eine selbsthergestellte gesattigte
Kaliumchloridlésung verwendet. Nach der Injektion von 20 mL Kaliumchlorid in tiefer
Narkose trat nach ca. 2 Sekunden der durch die Hyperkalidmie verursachte
Herzstillstand ein.

Ketamin

Ketamin (Ketavet 10%, Vet Way, Elvington, GroBbritannien) ist ein Anasthetikum mit
analgetischer und kataleptischer Wirkung und wurde zusammen mit dem
Neuroleptikum Azaperon und dem Sedativum Midazolam zur Pramedikation vor der
Narkoseeinleitung in der Dosierung 10 mg/kg Kérpergewicht intramuskular appliziert.

Midazolam

Das Sedativum Midazolam (Midazolam-ratiopharm, Ratiopharm, Ulm, Deutschland)
wurde zusammen mit dem Neuroleptikum Azaperon und dem Anasthetikum Ketamin
vor der Narkoseeinleitung in der Dosierung 1 mg/kg Koérpergewicht intramuskular

appliziert.

Pentobarbital

Das Barbiturat Pentobarbital (Narcoren, verschiedene Hersteller) diente in einer
Konzentration von 160 mg/mL als Andasthetikum bei der Narkose wéahrend der
Magnetresonanztomographie und wahrend des Réntgens. Es wurde den Schweinen
in einer Dosierung von 0,5-0,7 g/h mittels eines Perfusors intravends appliziert.
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Propofol

Propofol (Propofol-Lipuro, Braun, Melsungen, Deutschland) ist ein Hypnotikum,
welches bei Einleitung der Intubationsnarkose mit einer Dosierung von 1-2 mg/kg

Kérpergewicht intravends appliziert wurde.

3.3 Tiere, Tierhaltung, Tierversuche und Kadaverversuche

Tiere

Die durchgefuhrten Tierversuche wurden durch das Regierungspréasidium Karlsruhe
genehmigt (Aktenzeichen: 35-9185.81/G-186/09). Bei den Versuchstieren handelte
es sich um weibliche muskulo-skelettal ausgewachsene Schweine (Gdéttingen
Minipigs, Abteilung Tierzucht und Haustiergenetik, Department flar Nutztier-
wissenschaften, Georg-August-Universitat-Goéttingen). Alle Schweine waren élter als
24 Monate und wogen 45-55 kg.

Tierhaltung

Die Tiere wurden eine Woche vor ihrem Operationstermin direkt vom Zlchter
(Versuchsgut der Georg-August-Universitat Gottingen) in das Zentrum flr inter-
fakultare biomedizinische Forschung der Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg
verbracht. Dort erfolgte die Tierhaltung in Einzel- oder Gruppenhaltung, je nach
Vorgaben des Zichters, welche die bisherige Haltung berlcksichtigten. Bei Bedarf
(Rivalitatskampfe in den Kleingruppen) wurden die Tiere getrennt. Die Pflege und
Fltterung der Tiere erfolgte durch die 6&rtlichen Tierpfleger nach Vorgaben der
betreuenden Veterinarmediziner und Tierschutzbeauftragten.

An den ersten zehn postoperativen Tagen erfolgte zweimal taglich eine
Visite, bei welcher der Allgemein- und Erndhrungszustand sowie vor allem das
Gangbild der Tiere beurteilt wurden und entsprechende MaBnahmen durchgeflhrt
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wurden (z. B. Analgesie bei Schonung der operierten Extremitaten). Uber den
gesamten Zeitraum von der Operation bis zur Tétung der Tiere wurden Stallkarten
gefthrt, auf welcher die Visiten, die Beobachtungen an den Tieren und die
ergriffenen MaBnahmen dokumentiert wurden.

Nach dem zehnten postoperativen Tag wurden die Tiere fir den Rest der
Standzeit auf einen vom Tierschutzbeauftragten vorgesehenen Bauernhof verbracht,
der Erfahrung in der Pflege von Versuchstieren hat. Hier wurde einmal wdchentlich
eine Visite durchgefiihrt und auf den Stallkarten dokumentiert. Bei Bedarf konnten
die Tiere jederzeit wieder in das Zentrum fir interfakultdre biomedizinische
Forschung verbracht werden, um ihnen eine intensivere Betreuung zukommen zu

lassen.

Tierversuche und Kadaverversuche

Um die Tierversuche auf das absolut notwendigste MaB zu reduzieren, wurden
samtliche Vorversuche an Kadaverknien von ausgewachsenen Schweinen, welche
vom FleischgroBhandel Straub (Schlachthof Mannheim, Deutschland) bezogen
wurden, durchgefihrt. Diese Kadaverknie stammten von Zuchtschweinen der
Deutschen Landrasse, weshalb eine Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf
die Gottingen Minipigs nicht immer mdglich war. Aus diesem Grund wurden auch
Vorversuche an Kadavern von Géttingen Minipigs durchgefiihrt, welche im Rahmen
anderer Tierversuche getétet wurden.

Samtliche durchgefiihrte Tierversuche wurden durch das Regierungs-
prasidium Karlsruhe genehmigt. Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick (ber die

verwendeten Kadaverknie und die Tierversuche.

Tiertotung

Die Tétung der Schweine erfolgte in tiefer Narkose durch die intravendse Injektion
von geséttigter Kaliumchloridlésung. Nach der Injektion von 20 mL im Schuss war
nach ca. 2 Sekunden ein hypodynamer Kreislaufstillstand zu beobachten, der im
Elektrokardiogramm dokumentiert wurde.
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3.4 Praparationen

Praparationstechnik: Isolation der Menisken

Die Meniskus-Isolation erfolgte stets nach gleicher Praparationstechnik: Die
Kniegelenke wurden klinisch auf Ergussbildung untersucht. Die Versuchstiere
wurden des Weiteren auf Hinweise eines Defekts des vorderen Kreuzbandes hin
untersucht. AnschlieBend wurde mit dem Skalpell die Haut Gber dem Kniegelenk
groBflachig entfernt und medial der Patella wurde mit der Praparation der einzelnen
Schichten bis auf die Kniegelenkskapsel begonnen. Die intakte Kniegelenkskapsel
wurde mit Hilfe eines Skalpells medial der Patella eréffnet. Nach Lateralisierung der
Patella erfolgte die Durchtrennung des Ligamentum patellae proximal und distal der
Patella. Nach der Absetzung der Patella konnte das erdffnete Kniegelenk mit Blick
auf die Kreuzbander bzw. den Stumpf des vorderen Kreuzbandes dargestellt werden.
AnschlieBend konnte die Sehne des Musculus extensor digitorum longus, welche
durch das laterale Kompartiment des Kniegelenks lauft, durchtrennt werden. Wenn
noch vorhanden, wurde das vordere Kreuzband durchtrennt. Unter zunehmender
Beugung im Kniegelenk wurden das mediale und laterale Seitenband dargestellt und
proximal der Menisken durchtrennt. Nach Durchtrennung des hinteren Kreuzbandes
konnte der nur noch durch einen Weichteilmantel fixierte Femur soweit gebeugt
werden, dass beide Menisken und das Tibiaplateau optimal dargestellt waren. Nun
konnte der gesamte Gelenkknorpel auf arthrotische Veradnderungen hin beurteilt
werden. Oberschenkel und Unterschenkel wurden anschlieBend voneinander
getrennt. Nach Darstellung und Durchtrennung der intermeniskalen Bénder wurde
der laterale Meniskus isoliert. Im Anschluss wurde der mediale Meniskus vorsichtig
vom medialen Seitenband gelést und im Gesamten isoliert. Die beschriebene
Praparation erfolgte ohne Berlhrung der Oberflachen der Menisken oder des
hyalinen Gelenkknorpels, um Kontaminationen und die Zerstérung der Oberflachen-
struktur zu verhindern. Das verwendete Praparationsbesteck wurde durch die
Behandlung mit Wasserstoffperoxid (Merck) frei von RNAse gehalten (Malhardt,
2009; Lasch et al.,, 2001). Wéahrend des gesamten Praparationsprozesses wurde

eine umfangreiche Fotodokumentation durchgefihrt.
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Es folgte nun die Aufteilung der Menisken fir die diversen Analysemethoden. Es
wurden jeweils aus Vorderhorn, Hinterhorn und Pars intermedia Proben fir die
histologische und immunhistologische Auswertung (sofortige Fixierung in 4%-igem
gepuffertem Formalin) sowie fir die molekularbiologische Auswertung (sofortige
Asservierung in flissigem Stickstoff) genommen.

Zeitgleich wurden Teile des Gelenkknorpels und Blécke aus den
Femurkondylen und dem Tibiaplateau herausgeldst, welche sowohl die ober-
flachliche Schicht des hyalinen Gelenkknorpels als auch den darunter liegenden
Knochen (osteochondraler Block) enthielten. Diese Proben dienten der
Untersuchung der Arthrose des entsprechenden Kniegelenks (nicht Teil dieser

Dissertation).

3.5 Anasthesie und chirurgische Eingriffe

Anasthesie wahrend der chirurgischen Eingriffe

Die Pramedikation mit Azaperon, Ketamin und Midazolam erfolgte in den Boxen der
Tiere in gewohnter Umgebung durch intramuskulére Injektion. Nach ca. 10 Minuten
wurde das schlafende, spontanatmende Tier von der Gruppe getrennt und in den
Operationssaal verbracht. Je eine Venenverweilkanile (G 20; verschiedene
Hersteller) wurde in die Ohrvene des linken und rechten Ohres eingefihrt und fixiert.
AnschlieBend erfolgte die intravendse Gabe von Propofol zur Einleitung der Narkose,
was die endotracheale Intubation (TubusgréBe: 6,0 mit Cuff; verschiedene Hersteller)
ermdglichte. Die weiteren Vorbereitungen des Tieres (Rasur und Waschung des
Operationsgebiets, Lagerung) erfolgte in einer balancierten Narkose mit Isofluran,
Propofol und bei Bedarf Fentanyl. Wahrend der gesamten Narkose wurden die
Vitalparameter und die Narkosetiefe Uberwacht und auf einem Narkose-Protokoll
dokumentiert.

Fir die Entfernung der Hautfaden am zehnten postoperativen Tag wurde
eine Kurznarkose im Sinne der oben beschriebenen Pramedikation durchgeflhrt.
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Anasthesie wahrend der Kernspintomographie und des Rontgens

Das Vorgehen bis zur endotrachealen Intubation erfolgte analog dem Vorgehen der
Anéasthesie bei chirurgischen Eingriffen (siehe oben). Um fir die komplette
Untersuchungsdauer, wahrend der das Tier mehrfach umgelagert werden musste
(Transporttrage, Untersuchungstische von Kernspintomograph und Réntgen-
Apparat) , einen sicheren und groBlumigen vendsen Zugangsweg gewahrleisten zu
kénnen, wurde ein zentraler Venenkatheter in der Vena jugularis platziert (Schwarz
et al., 2010). Des Weiteren wurde das Tier mit einem transurethralen Blasenkatheter
versorgt um spontanen Urinabgang zu verhindern (Schwarz et al., 2010). Es wurde
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums eine rein intravendse Anasthesie
mit Pentobarbital durchgeftihrt. Wahrend der Untersuchung im Kernspintomographen
wurde das Tier mittels eines Beatmungsgerates (Servo 300A, Maquet, Rastatt,
Deutschland) beatmet. Die Réntgenuntersuchung wurde am spontanatmenden Tier
durchgefihrt.

Wahrend der Vorbereitungen des Tieres (Katheterisierung der Blase,
Katheterisierung der Vena jugularis), der Kernspintomographie und des Réntgens
wurden die Vitalparameter und die Narkosetiefe Uberwacht und auf einem Narkose-
Protokoll dokumentiert.

Operationstechnik: Resektion vorderes Kreuzband und Kontroll-Operation

In Ruckenlage auf einer Vakuummatratze erfolgte das dreimalige Abwaschen
(Softasept N, B.Braun, Melsungen, Deutschland) der beiden hinteren Extremitaten
und deren sterile Abdeckung. Nach der intravendsen Applikation des Antibiotikums
Cefazolin wurde am linken Knie ein ca. 7 cm langer Hautschnitt von der Patella zur
Tuberositas tibiae durchgefihrt. Die weitere Préparation folgte dem Ligamentum
patellae als Leitstruktur. Das Gelenk wurde anschlieBend medial des Ligamentum
patellae erdffnet und die Patella bei Bedarf luxiert. Nach Resektion der Plica
synovialis konnte das vordere Kreuzband dargestellt werden. AnschlieBend wurde
das vordere Kreuzband mit einer Klemme fixiert und distal mit dem Skalpell scharf
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abgetrennt. Im Anschluss erfolgte die proximale Resektion mit Hilfe eines
elektrischen Arthrosektors und einem Luer. Nach erfolgter Spllung mit 60 mL
sterilem Wasser erfolgte der sterile Wundverschluss der Gelenkkapsel (Vicryl-Faden
der Starke 1), des Unterhautfettgewebes (Vicryl-Faden der Starke 2-0) und der Haut
(Ethilon-Faden der Starke 2-0).

Im Anschluss erfolgte die Kontroll-Operation am rechten Kniegelenk: In
analogem Vorgehen erfolgte der Hautschnitt und die Darstellung des vorderen
Kreuzbandes. AnschlieBend wurde auch das rechte Knie mit 60 mL sterilem Wasser
gespult, ohne jede weitere Manipulation an Kreuzbandern, Menisken oder
Gelenkknorpel. Nach schichtweiBem sterilem Wundverschluss (siehe oben) erfolgte
der sterile Wundverband beider Hinterlaufe.

3.6 Kernspintomographie

Hochauflosende Kernspintomographie (9,4 Tesla) isolierter Menisken

Nach der Praparation des porcinen Kniegelenks wurden die medialen Menisken
isoliert (siehe 3.4). Die fur die kernspintomographische Untersuchung vorgesehenen
Menisken wurden unmittelbar nach der Isolation in den hochauflésenden (9,4 Tesla)
Kernspintomographen (BioSpec 94/20, Bruker, Ettlingen, Deutschland) verbracht und
unter Verwendung eines Protonen-Volumenresonators untersucht. Zur Darstellung
der intrameniskalen Strukturen wurden coronare und transversale Schnittbilder ohne
Kontrastmittel mit Hilfe einer hochaufldsenden Bildgebungs-Pulssequenz (FLASH =
Fast Low Angle Shot) erstellt. Da die Wasserprotonen im Meniskus eine sehr geringe
transversale Relaxationszeit besitzen, wurde eine kurze Echozeit mit Hilfe einer

asymmetrischen Aufnahme des Gradientenechos realisiert.
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Far die Coronar-Schnitte wurden folgende Pulssequenzparameter verwendet:

Repetitionszeit / Echozeit = 400 ms / 2,46 ms

Flipwinkel = 30°

Bandbreite = 71 Hz/Pixel

Echoposition bei 10% des Datenaufnahme-Intervall, Mittelungen = 6
Anzahl der Schichten = 19, Schichtdicke = 0,5 mm

Bildausschnitt (x,y) = 31 x 42 mm?

MatrixgréBe = 700 x 700, PixelgrdBe = 44 x 60 x 500 pm?

Gesamtmesszeit = 28 Minuten.
Far die Transversal-Schnitte wurden folgende Pulssequenzparameter verwendet:

Repetitionszeit / Echozeit = 400 ms / 2,21 ms

Flipwinkel = 30°

Bandbreite = 71 Hz/Pixel

Echoposition bei 10% des Datenaufnahme-Intervall, Mittelungen = 6
Anzahl der Schichten = 19, Schichtdicke = 0.5 mm

Bildausschnitt (x,y) = 28 x 20 mm?

MatrixgréBe = 450 x 450, PixelgrdBe = 40 x 44 x 500 pm?

Gesamtmesszeit = 28 Minuten.

Durch die naturgemaBe leichte Variation der GréBe der Menisken war es erforderlich
den Bildausschnitt individuell anzupassen. Durch die Anpassung ergab sich eine
geringe Variation in der PixelgroBe (<5 um in x-y-Richtung) und der Echozeit
(< 0,2 ms).
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Kernspintomographie (3 Tesla) der Versuchstiere

Vor der Tétung der Versuchstiere wurden diese in intravendser Narkose (siehe oben)
in einen Hochfeld-Kernspintomographen (3 Tesla, Magnetom Trio, Siemens,
Erlangen, Deutschland) verbracht. Es wurden aus der Humanmedizin bekannte
Standardsequenzen optimiert und angepasst: Nach der Durchfihrung einer
Lokalisierungssequenz wurde der Bereich fur die weiteren kernspintomographischen
Untersuchungen so eingegrenzt, dass sowohl die Menisken, als auch der Gelenk-
knorpel von Femur und Tibia beurteilt werden konnten. Es wurde dann die sagittal
und coronar angulierte protonendichte-gewichtete Sequenz ,ProtonDensity fat-
saturated” mit 3 mm Schichtdicke angefertigt.

Im Anschluss erfolgte eine weitere Bildgebung mittels Sequenzen, welche
eine spezifische Beurteilung des hyalinen Gelenkknorpels erlauben (nicht Teil der
hier vorgestellten Ergebnisse).

3.7 Rontgen

Roéntgen der Kadaverknie

Vor der Praparation (siehe 3.4) wurden alle Kadaverknie im anterior-posterioren
Strahlengang mittels eines Kabinen-Rdntgengerates (43855A, faxitron x-ray
Corporation, lllinois, USA) mit einer Rdhrenspitzenspannung von 70 kV und einer
Belichtungszeit von 3 Sekunden gerdntgt. Die entstandenen Rdntgenbilder wurden
digitalisiert.

Rontgen der Versuchstiere

Nach der Kernspintomographie der Versuchstiere (siehe oben) wurden beide
Kniegelenke der narkotisierten Tiere unter Verwendung eines R&dntgengerates
(DigitalDiagnost, Philips, Hamburg, Deutschland) sowohl im anterior-posterioren als

auch im seitlichen Strahlengang gerdntgt. Der Fokus-Abstand betrug 1,3 m, die
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anliegende Roéntgenrdhrenspannung 66 kV. Die Belichtungszeit variierte und wurde
automatisiert durch das Réntgengerat festgelegt.
Die anterior-posteriore Aufnahme erfolgte unter manuellem Zug der

jeweiligen Extremitat.

3.8 Molekularbiologie

Isolierung der Ribonukleinsauren

Nach der Praparation des porcinen Kniegelenks wurden die medialen Menisken
isoliert (siehe 3.4). Die fur die molekularbiologische Analyse vorgesehenen Menisken
wurden mit Hilfe eines Skalpells mechanisch zerkleinert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

Zur lIsolierung der Ribonukleinsduren wurden die gefrorenen Meniskus-
stlicke in 2 mL/g Trizol (Invitrogen) aufgenommen und unter Kihlung mit ca. 20.000
Umdrehungen pro Minute mechanisch homogenisiert (Polytron PT 3000, Kinematica
AG, Luzern, Schweiz). Nach kurzem Abzentrifugieren der Gewebereste wurde der
Uberstand in 200 uL/1 mL Trichlormethan (Roth) aufgenommen. Nach der
Zentrifugation (15 Minuten bei 12.000 Umdrehungen/Minute, Z 233 MK, Hermle,
Gosheim, Deutschland) zeigte sich die Trennung der Desoxyribonukleinséduren von
den Ribonukleinsduren (wassrige Phase, Uberstand). Zur Fallung der Ribonuklein-
sduren wurde die wassrige Phase in 0,5mL/mL 100% Isopropanol (Merck,
Darmstadt, Deutschland) aufgenommen. Nach zehnminitiger Zentrifugation bei
12.000 Umdrehungen/Minute fand sich die geféllte Ribonukleinsaure im Pellet
wieder. Nach Verwerfung des Uberstands wurde das Pellet aus Ribonukleinséure zur
Waschung in 75% Ethanol (Otto Fischer GmbH, Saarbriicken, Deutschland;
1 mL/mL, Roth) aufgenommen und erneut zentrifugiert (5 Minuten, 7.500
Umdrehungen pro Minute). Der ethanolhaltige Uberstand wurde verworfen und das
Pellet nach Trocknung in 100 uL RNAse-freiem Wasser (hergestellt mit Diethyl-
pyrocarbonat, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) aufgenommen und durch
dreiminttiges Trituieren bei 50°C geldst. Alle genannten Aufbereitungsschritte

wurden unter standiger Kihlung und mit gekihlten Lésungen durchgefihrt.
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Aufreinigung der Ribonukleinsauren

Die Aufreinigung der isolierten Ribonukleinsauren erfolgte mit den Chemikalien des
RNeasy Mini Kit (Qiagen) und folgte dem beiliegenden Hersteller-Protokoll: 100 pL
der mRNA-L6sung wurden in 350 uL RLT-Puffer (versetzt mit B-Mercaptoethanol:
140 mM) und 250 pL 96%-igem, unvergalltem Ethanol (Roth) aufgenommen und auf
die Reinigungssaule verbracht. Nach 15 Sekunden Zentrifugation (5415 D,
Eppendorf, Wesseling, Deutschland) bei 10.000 Umdrehungen pro Minute befand
sich die mRNA im Filter der Reinigungssaule als stationdre Phase. Es folgte die
zweimalige Waschung dieser gebundenen mRNA mit 500 uL RPE-Puffer als mobile
Phase fir 15 bzw. 120 Sekunden (bei 10.000 Umdrehungen pro Minute).
AbschlieBend wurde die gebundene mRNA mit 50 uL RNAse-freiem Wasser eluiert
(60 Sekunden bei 10.000 Umdrehungen pro Minute). Diese Eluierung wurde
nochmals mit dem Eluat wiederholt. Alle genannten Aufbereitungsschritte wurden
unter Raumtemperatur durchgeftihrt. AnschlieBend wurde eine 1:10-Verdinnung der
aufgereinigten Ribonukleinsaurelésung angefertigt und die mRNA-Konzentration in
der Loésung fotometrisch (GeneQuant pro, Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland) bestimmt. Des Weiteren wurde der Absorptionsquotient der Wellen-
langen A = 260 nm (Absorptionsmaximum fir Nukleinsauren) und A = 280 nm
(Absorptionsmaximum fir Proteine) fotometrisch bestimmt, um auf die Verun-

reinigung der mRNA-L&sung mit Proteinen zu schlieBen.

Erstellung der Standards flir die quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Als Referenz-Standards fir die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)
dienten mRNA-Proben von Schweinen aus den untersuchten Gruppen. Die Isolation
und Aufreinigung der Ribonukleinsduren erfolgte wie oben beschrieben.

Um die aus den Menisken isolierte und aufgereinigte mRNA in cDNA
umzuschreiben und zu vervielféltigen, wurde eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-
PCR) durchgefuhrt. Alle dazu benétigten Chemikalien sowie das Protokoll des RT-
PCR-Ablaufs stammten aus dem Sensiskript RT Kit (Qiagen): Es wurde von jedem
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Meniskus 100 — 400 ng mRNA eingesetzt, welche mit dem RT-PCR-Master Mix und
mit 4 pL Puffer-Lésung versetzt und mit RNAse-freiem Wasser auf 20 puL aufgefilit
wurden. Wahrend allen beschriebenen Vorbereitungsschritten wurden alle
Chemikalien sowie die mRNA-Lésung auf Eis gelagert. AnschlieBend erfolgte die
RT-PCR auf einem Heizblock (DB-3D, Techne, Staffordshire, GroBbritannien) flr
60 Minuten bei 37° C. Die erhaltenen DNA-Produkte dienten als Ausgangsprodukt fir
die folgende PCR.

Jeweils 5 uL der aus der RT-PCR gewonnenen cDNA-L6sung wurden mit
dem PCR-Master Mix versetzt. Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht (iber die im PCR-
Master Mix verwendeten Primer. Alle zur PCR bendtigten Chemikalien sowie die
cDNA-Lésung wurden auf Eis gelagert. AnschlieBend erfolgte die PCR im Thermal
Cycler (2720, Applied Biosystems, Lincoln, USA bzw. Dyad, Bio-Rad, Mdinchen,
Deutschland) nach folgendem Protokoll: Nach der initialen Denaturierung (Melting)
far fanf Minuten bei 94° C folgten 40 Zyklen mit einer erneuten kurzen Denaturierung
(1 Minute bei 94°C), der Primerhybridisierung (Annealing, 30 Sekunden, Annealing-
Temperatur siehe Tab. 3.1) und der Elongation (Extending, 30 Sekunden bei 72° C).
Nach Beendigung aller 35 Zyklen erfolgte eine Nachelongation flr weitere zehn
Minuten bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden mit 2 uL Ladepuffer vermischt und
gemeinsam mit 5 uL Marker (DNA-Ladder, Invitrogen) auf ein 3%-iges Agarose-Gel
aufgetragen. Nach erfolgter Elektrophorese in der Gelelektrophoresekammer (E835,
Consort, Turnhout, Belgien) flr 45 Minuten bei 85 V wurde die Reinheit der PCR-
Produkte kontrolliert und mit Hilfe des Gel Jet Imager (INTAS, Goéttingen,
Deutschland) fotodokumentiert. AnschlieBend wurden die gen-spezifischen Banden
mit Hilfe eines Skalpells aus dem Agarose-Gel herausgetrennt und in 600 uL QG-
Puffer (Qiagen) pro 100 mg Gel aufgenommen. Zur Aufreinigung der PCR-Produkte
aus dem Gel wurden die Chemikalien und das Ablaufprotokoll des QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) benutzt: Verflissigung des Agarose-Gels durch zehn-
mindtiges Erhitzen (50°C) auf dem Heizschittler (TM 130-6, HLC, Bovenden,
Deutschland), Zugabe von 100 pL Isopropanol (Roth) pro 100 mg Agarose-Gel zur
Verbesserung der DNA-Ausbeute (ber die Reinigungssaule und anschlieBende
Zentrifugation (eine Minute bei 13.000 Umdrehungen pro Minute). Zugabe von

500 puL QG-Puffer (eine Minute bei 13.000 Umdrehungen pro Minute) zum Ausspllen
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Tab. 3.1: Ubersicht liber die verwendeten Vorwirts (V)- und Riickwirts (R)-Primer (MWG,
Ebersberg, Deutschland), ihre Sequenzen (alle in 5°-3’-Richtung), die erwartete ProduktgroBe
(PG), die Annealing-Temperatur (AT) und die dazugehérige Literatur.

V: TTCCCTGAGGCCGAGAAC Zou et al.,
Aggrekan Agc-1 194bp | 56°C

R: GGGCGGTAATGGAACACAAC 2007

V: CAA GGA GAA GCT CTG CTACG Steck
B-Actin B-Actin 56°C

R: AGA GGT CCT TCC TGA TGT CC et al., 2009

. V: GCCAGAGAAAATGCCCAAAAC Jung et al.,

Decorin DCN 56°C

R: GTGCCAAGTTCTACGACGAT 2005

V: CAGCCATGGCCATAGTACCT Tayade
Interleukin-1p | IL-1B 216bp | 57°C

R: CCACGATGACAGACACCATC et al., 2006

V: TGCAGCTTCATGGACCAG Ramjeet
Interleukin-8 | IL-8 350bp | 52°C

R: TGTTGCTTCTCAGTTCTCTTC et al., 2005

V: CCAACAAGGCCAAGAAGAAG Gredes,
Kollagen-1 Col-1A1 64 bp 54°C

R: ATGGTACCTGAGGCCGTTCT 2007

V: CACGGATGGTCCCAAAGG Steck
Kollagen-2 Col-2A1 54°C

R: ATACCAGCAGCTCCCCTC T et al., 2009

V: AGAAAACCCGATGGCTATGA Kamiya
Lubricin Prg-4 56°C

R: TCGCCCATCAGTCTAAGGAC etal., 2010

V: GGCTTGTCACGTGGTGTCACT Zeni et al.,
MMP-2 MMP-2 58°C

R: ATCCGCGGCGAGATCTTCT 2007

V: AATGATCACTTTTGCAGTTCGAGAA Zenietal.,
MMP-3 MMP-3 56°C

R: GGCATGAGCCAAAACTTTTCC 2007

V: CATTTTGATGCAGAAGAAATATGG Gredes,
MMP-8 MMP-8 70 bp 52°C

R: CATGAGCAGCAACAAGAAACA 2007

V: GAAGCTTTAGAGCCGGTTCCA Zeni et al.,
MMP-9 MMP-9 58°C

R: GGCAGCTGGCAGAGGAATATC 2007

V: TTGATGATGATGAAACCTGGA Gredes,
MMP-13 MMP-13 69 bp 52°C

R: ACTCATGGGCAGCAACAAG 2007

V: CCGGTGCGCGTCAAC Zou et al.,
SOX-9 SOX-9 119bp | 56°C

R: TGCAGGTGCGGGTACTGAT 2007

V: GAGACCAGAAACCCCACGAA Zhou et al.,
VEGF VEGF 138bp | 57°C

R: GCACACAGGACGGCTTGAA 2009
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von Resten des Agarose-Gels. AnschlieBend Waschung mit 750 uL PE-Puffer (eine
Minute bei 13.000 Umdrehungen pro Minute), Trocknung (Leerzentrifugation) und
Eluation in 50 yuL RNAse-freiem Wasser. AnschlieBend wurde die DNA-
Konzentration im Eluat fotometrisch (infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz)
bestimmt.

Zur Erstellung der Standardkurven der gPCR wurden nun flnf verschiedene
Verdinnungen der DNA-Produkte hergestellt (1:10-Verdiinnungen von 2 pg/uL bis
0,0002 pg/uL). Jeweils 1 pL dieser DNA-Verdinnungen wurde zusammen mit 25 pL
Master-Mix (QuantiTect SYBR-Green PCR Kit, Quiagen) versetzt, welcher bereits mit
dem assymetrischen Cyanin-Farbstoff SYBR-Green | versetzt ist, welcher an der
DNA interkaliert. Nach Zugabe von jeweils 1 pL Vorwarts- und Rickwartsprimer
(siehe Tab. 3.1) und 22 uL Wasser (Aqua depc.) wurden die Proben in den gPCR-
Cycler (Mx3005, Stratagene, Waldbronn, Deutschland) verbracht. Die gPCR erfolgte
nach folgendem Protokoll: Nach der einmaligen Foto-Aktivierung des Farbstoffs
(15 Minuten bei 95°C) begannen die 40 Zyklen mit jeweils Denaturierung
(15 Sekunden bei 94°C), Annealing (30 Sekunden, Annealing-Temperatur siehe
Tab. 3.1) und Elongation (30 Sekunden bei 72° C).

Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die zu untersuchenden mRNA-Proben wurden wie oben beschrieben gewonnen und
isoliert. AnschlieBend erfolgte die Umschreibung in cDNA wie oben beschrieben
(Primer siehe Tab. 3.1). Jeweils 2 x 100 ng dieser cDNA dienten dann als
Ausgangsprodukt fir die quantitative PCR (doppelter Ansatz), die nach oben
beschriebenem Protokoll durchgefiihrt wurde.

Neben dem doppelten Ansatz der zu untersuchenden cDNA-Proben, wurden
auch die quantitative Bestimmung des Referenzgens B-Actin in Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgten bei jeder quantitativen PCR auch Negativ-
Kontrollen durchgefiihrt, indem der cDNA-Anteil der entsprechenden Probe durch
Wasser ersetzt wurde.
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3.9 Elektronenmikroskopie

Praparate flr die Transmissionselektronenmikroskopie

Die hier verwendete, etablierte Prozedur der Fixierung und Einbettung der Praparate
orientiert sich an der von Luft (1961) beschriebenen und von Glauert (1974)
angepassten Methode der Einbettung in Epoxidharzen zur elektronenmikros-
kopischen Untersuchung. Séamtliche Praparate zur elektronenmikroskopischen
Analyse wurden in der EM-Fixierlésung (siehe 3.1) fir mindestens sieben Tage bei
4°C gelagert und fixiert. AnschlieBend wurde das Praparat drei Mal fir jeweils
10 Minuten in Cacodylatpuffer gewaschen. Zur Kontrastierung wurde das Praparat
nun far zwei Stunden in 2%-iger Osmiumtetroxid-Lésung (Science Services) im
Dunkeln inkubiert. Nach viermaligem Waschen in destilliertem Wasser flr jeweils flnf
Minuten erfolgte die Entwasserung. Hierzu wurde das Praparat mit einer
Ethanolreihe mit aufsteigender Konzentration (70%, 80%, 90%, 96%, 100%) flr
jeweils 30 Minuten behandelt. Die Trocknung des Préaparats erfolgte im Anschluss
mittels 100%-igem Aceton (3 x 30 Minuten). Danach wurden die Praparate in ein
Aceton-Epon-Gemisch (siehe 3.1) Uberfiihrt. Hierbei nahm die Epon-Konzentration
standig zu (Aceton:Epon = 3:1, 1:1, 1:3 fir jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur).
AnschlieBend erfolgte die endgultige Einbettung in reinem Epon; flr eine Stunde bei
40°C (zur Verdampfung des Acetons) und flr eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur. Nach Uberfilhrung der eingebetteten Praparate in die Schneide-
formen wurden sie im Warmeschrank (48 Stunden, 60° C) auspolymerisiert.

Von den in Epon eingebetteten und auspolymerisierten Praparaten wurden
mittels eines Mikrotoms (EM UC7, Leica, Wetzlar, Deutschland) mit Diamantmesser
Semi-Dinnschnitte (0,5 um) angefertigt und im Wasserbad auf Objekttrager
aufgezogen. Nach dem Verdampfen des Wassers (zehn Minuten bei 80° C) wurden
die Semi-Dinnschnitte fir die orientierende, lichtmikroskopische Untersuchung
mittels einer Richardson-Farbelésung (Richardson, 1960) angefarbt.

AnschlieBend wurden wie oben beschrieben Ultra-Dinnschnitte (70 - 75 nm)
angefertigt und auf Pioloform-beschichtete Kupfer-Gitter (Science Services) auf-
gezogen. Die Nachkontrastierung erfolgte durch Bleicitrat (Science Services).
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Praparate fur die Rasterelektronenmikroskopie

Die Fixierung in EM-Fixierldésung und die Waschung in Cacodylatpuffer erfolgte
analog der Fixierung der Praparate fir die Transmissionselektronenmikroskopie. Die
anschlieBende Kontrastierung des Préparats erfolgte flr vier Stunden in 2%-iger
Osmiumtetroxid-Lésung (Science Services). Nach viermaligem Waschen in
destilliertem Wasser fir jeweils finf Minuten erfolgte die Entwasserung mittels einer
aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%) fur jeweils
30 Minuten auf Eis. AnschlieBend wurde das Préparat im Kritischen-Punkt-Trockner
(CPC7501, Quorum, Kent, GroBbritannien) in Aceton gegeben, welches auf ca. 8°C
abgekdhlt wurde. Dann erfolgte der Austausch des Acetons durch flissiges
Kohlenstoffdioxid (CO,) und das Erreichen des kritischen Punkts flir CO, bei 80 bar
und 37°C, an dem das flissige CO, ohne Phasenlibergang in die Gasform Ubergeht
(Verhinderung der Oberflachenspannung des Praparats). Nach der Normalisierung
des Drucks auf atmosphérischen Druck wurde das Praparat mittels Leit-C (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, GroBbritannien) auf dem Probenteller fixiert und auf
den rotierenden Teller des Sputter Coater (SC7640, Quorum, Guelph, Kanada)
dberfihrt. Durch den Beschuss mit Argon erfolgte das Sputtern von Platinionen,

welche das Praparat dann Gberziehen.

Elektronenmikroskope

Die beschriebenen Untersuchungen wurden zum einen mit Hilfe des Transmissions-
elektronenmikroskops TECNAI BioTwin 10 (FEIl, Eindhoven, Niederlande)
durchgefiihrt, welches mit der MegaView lll-Kamera (Olympus, Miuinster,
Deutschland) ausgestattet war, zum anderen mit dem Rasterelektronenmikroskop XL
30 ESEM FEG (FEI). Zusétzlich verfigt dieses Rasterelektronenmikroskop Uber die
Technik der Energiedispersiven Rdntgenspektroskopie (EDS), welche eine Analyse
der Elementzusammensetzung des Praparates erlaubt, indem die element-
spezifischen Réntgenstrahlen analysiert werden, welche das Praparat nach dem

Beschuss durch einen Elektronenstrahl abgibt.
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3.10 Histologie

Nach der Isolation der porcinen Menisken (siehe 3.4) wurde jeweils aus Vorderhorn,
Pars intermedia und Hinterhorn ein ca. 5 mm breiter Block isoliert, welcher nach
mindestens 72 Stunden Lagerung in Formalin (10%) in Biopsie-Einbettkassetten
(R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) Gberfihrt wurde. AnschlieBend
erfolgte die automatisierte Entwasserung und Paraffin-Infiltration im Gewebe-
infiltrationsautomat (TP1020, Leica, @ Wetzlar, Deutschland) nach folgendem
Protokoll: Formalin 10% (2 Mal 1,5 Stunden), Alkohol (70%, 80%, 96%, jeweils 1,5
Stunden), Alkohol 100% (2 Mal 1,5 Stunden), Xylol (J. T. Baker, Deventer,
Niederlande; 2 Mal 1,5 Stunden), Paraffin (3 Mal 1,5 Stunden). AnschlieBend erfolgte
mit Hilfe einer ParaffingieBstation (EG1140C, Leica) die Einbettung der mit Paraffin
infiltrierten Proben in 65 °C warmem Paraffin. Nach Aushartung der Paraffin-Blécke
wurden die Proben mit einem Rotationsmikrotom (RM2165, Leica) in 7 um dicke
Schnitte geschnitten und auf gebrauchsfertige Objekttrager aufgezogen (SuperFrost
Plus, R. Langenbrick, Emmendingen, Deutschland). AnschlieBend erfolgte die
Entparaffinisierung in absteigender Alkoholreihe (Xylol 100% fur 10 Minuten, Ethanol
100%, 90%, 80%, 70% fur jeweils 5 Minuten, Wasser fir 5 Minuten).

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Entparaffinisierung nach oben beschriebenem Protokoll und die Hamatoxylin-
Eosin-Farbung erfolgten in einem Farbeautomat (AutoStainerXL, Leica, Wetzlar,
Deutschland). Nach der Entparaffinisierung erfolgte die Blau-Farbung der basophilen
Strukturen (z. B. Zellkerne) in Mayers Hamatoxylin-Lésung (Merck, Darmstadt,
Deutschland) fir 10 Minuten. Nach 15-mintiger Spulung mit Leitungswasser erfolgte
die Gegenfarbung der azidophilen Strukturen (z. B. Zellplasmaproteine, Zytoplasma,
Kollagen) mit Eosin (Roth) fur 3 Minuten. AnschlieBend erfolgte die Splilung mit
Wasser (fur 30 Sekunden) und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70%,
80%, 96%, 2 Mal 100% fir jeweils 2 Minuten, Xylol 100% fir 5 Minuten). Die
Konservierung aller histologischen Praparate erfolgte mit Hilfe des Verschluss-
mediums Eukitt (O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland).
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Safranin O-Farbung

Nach der oben beschriebenen Entparaffinisierung erfolgte die Farbung der Zellkerne
in Weigerts Hamatoxylin-Lésung (Roth) fir 8 Minuten. Nach 10-minttiger Spilung
mit Leitungswasser erfolgte eine Farbung des Gewebes mit FastGreen (Merck) flir
5 Minuten und eine Differenzierung in schwacher Essigsaure (Merck; 1% fir
5 Sekunden). AnschlieBend erfolgte die spezifische Anfarbung der Proteoglykane
(Rosenberg, 1971) mit Safranin O (Sigma-Adrich; 0,1%). Im Anschluss wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe gespdlt (Ethanol 70%, 80%, 90%, 2 Mal
100%, fir jeweils 2 Minuten, Xylol 100% fir 5 Minuten) und konserviert (Eukitt,
O. Kindler GmbH).

Sirius Red-Farbung

Nach der oben beschriebenen Entparaffinisierung erfolgte die Farbung der Zellkerne
mit Weigerts Hamatoxylin-Lésung (Roth) fir 6 Minuten. Nach 10-minttiger Spulung
mit Leitungswasser erfolgte die Gegenfarbung der Kollagenfasern (Junqueira et al.,
1979) mit Picrosiriusred (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) fir 60 Minuten.
AnschlieBend erfolgte die Spilung mit schwacher Essigsaure (0,5% 2 Mal fir
5 Sekunden) und Alkohol (3 Mal Ethanol 100% fir 3 Minuten, Xylol 100% fr
5 Minuten). Die Konservierung erfolgte durch Eukitt (O. Kindler GmbH).

3.11 Immunhistochemie

Die Herstellung der fir die Immunhistochemie bendtigten Querschnitte aus
Vorderhorn, Pars intermedia und Hinterhorn erfolgte analog zur Herstellung der
Schnitte fir die histologische Auswertung (siehe 3.10). Zu jedem einzelnen
Meniskusquerschnitt wurde ein Kontrollschnitt in gleicher Weise mitbehandelt, ohne
allerdings mit dem primaren Antikérper fir Kollagen-1 (Anti-Human von Maus, Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) inkubiert zu werden.
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Die Entparaffinisierung erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe (2 Mal Xylol 100%
fir 5 Minuten, Ethanol 100%, 90%, 80%, 70%, 50% fur jeweils 5 Minuten).
AnschlieBend erfolgte die Uberbringung der Objekitrager in eine Dunkel- und
Feuchtekammer, was sowohl das Austrocknen der Meniskusquerschnitte, als auch
eine Lichteinwirkung verhindern sollte. Umrandung der Meniskusschnitte mit Liquid
Blocker (Vector Laboratories, Burlington, Kanada) und eine 5-minttige Waschung mit
PBS-Tween-Lésung. AnschlieBend erfolgte der enzymatische Andauungs-Prozess
mit Hyaluronidase (30 Minuten bei 37°C; 1,5 U/mL in PBS, jeweils 100 uL pro
Schnitt). Nach erneutem Waschen in mit 0,3%-igem Wasserstoffperoxid (Merck)
versetztem Methanol und drei Waschgéngen in PBS-Tween-Lésung (fir jeweils
5 Minuten) wurde die Waschlésung abgenommen und die Schnitte mit Blockierungs-
Lésung (BSA, Sigma-Aldrich) versehen (100 uL pro Schnitt, 80 Minuten). Nach
Abnehmen der Blockierungs-Lésung wurde der primare Kollagen-1-Antikdrper
(Verdinnung: 1:100; 100 uL pro Schnitt) zugegeben und 70 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert (alternativ: 12-14 Stunden bei 4°C). Der primére
Antikérper wurde im Anschluss mit drei Waschgangen in PBS-Tween-Lésung (fUr
jeweils 5 Minuten) ausgewaschen und mit dem biotinisierten sekundaren Antikérper
(Vectastain, Vector Laboratories; Verdinnung: 1:100 in Tris20 gepuffertem BSA)
versehen (100 pyL pro Schnitt, 50 Minuten). Im Anschluss erfolgte die Auswaschung
des sekundaren Antikdrpers in PBS-Tween-Losung (3 Mal fir jeweils 5 Minuten).
Nach der 30-mindtigen Inkubation der an Avidin gebundenen Peroxidase
(Vectastain; 50 uL pro Schnitt) bildete sich der Avidin-Biotin-Komplex. Es folgte die
zweimalig Waschung in PBS-Tween-Lésung (jeweils 5 Minuten) und eine 5-minltige
Waschung in PBS-Lésung, bevor die Schnitte flir 4 Minuten mit dem Chromogen
Diaminobenzidin (Vector Laboratories; 100 pl pro Schnitt) inkubiert wurden. Diamino-
benzidin dient als Substrat der Peroxidase, welche sich am Komplex aus primarem
und sekundarem Antikérper, sowie dem Avidin-Biotin-Komplex befindet und wird von
dieser oxidiert. Es bildet sich ein unldsliches, stabiles braunes Prazipitat, welches in
der Durchlichtmikroskopie detektiert werden kann. Die immunhistochemisch
gefarbten Schnitte wurden nun fir 5 Minuten unter flieBendem Wasser gereinigt,
bevor sie in eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70%, 80%, 90%, 100% flr
jeweils 5 Minuten, Xylol 100% far 10 Minuten) Gberfihrt wurden. AbschlieBend
erfolgte die Eindeckelung mittels des Verschlussmediums Eukitt (O. Kindler GmbH).
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3.12 Auswertung der Daten

Auswertung der histologischen Praparate

Die Auswertung samtlicher histologischer und immunhistochemischer Praparate
erfolgte verblindet. Die angefertigten histologischen Praparate wurden mittels
Durchlichttechnik ausgewertet. Das verwendete Mikroskop (DMRE, Leica, Wetzlar,
Deutschland) war durch eine Kamera (DFC 300 FX, Leica) mit dem Analyse-
Computer (DELL, Frankfurt, Deutschland) verbunden. Mit Hilfe der verwendeten
Analyse-Software QWin Standard (Leica) erfolgte die Dokumentation durch das
Erstellen reprasentativer digitaler Bilder. Die zusétzliche Software QGo (Leica)
erlaubt das Aufnehmen von Mosaikaufnahmen. Hierbei werden durch einen vom
Computer angesteuerten motorisierten Objekttisch mehrere Bilder eines Praparates
angefertigt, welche dann mosaikartig zusammengesetzt werden. So konnten
Ubersichtsaufnahmen des gesamten Meniskusquerschnitts angefertigt werden. Zur
Beurteilung der mit Sirius Red gefarbten Schnitte wurden ein Polarisator und ein
Analysator (Leica) in den Strahlengang eingebracht.

Tab. 3.2: Verwendeter Histologie-basierter Meniskus-Degenerationsscore nach Krenn et al.
(2010a) und Raunest et al. (1994).

0 - Chondrozyten in homogen gefarbter Matrix

- Geringe Reduzierung der Zellularitét oder kleine Bereiche mit reduzierter Zellularitat
1 - Variable Farbungsintensitat der Matrix
- kleine Spalten in der Matrix oder diskrete Foci mukoider Degeneration

- maBige Reduzierung der Zellularitdt oder groBe Bereiche mit reduzierter Zellularitat
2 - variables Aussehen (GréBe und Form) der Chondrozyten
- maBige Spalten in der Matrix oder bandartige mukoide Degeneration

- starke Reduzierung der Zellularitat

- basophile Matrixfarbung oder mukoide Degeneration

- groBe pseudozystische Spalten und Risse (Separation des Faserknorpels)
- groBe Bereiche ohne Chondrozyten
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Die mittels H&matoxylin-Eosin geférbten meniskalen Querschnitte wurden zur
Bestimmung des Degenerationsgrades der Menisken herangezogen. Mittels eines
fir den Meniskus entwickelten vierstufigen Scoring-Systems (Krenn et al., 2010a;
Raunest et al., 1994) erfolgte anhand der Beurteilung der Grundsubstanz des
Gewebes (Matrix), der Zellularitdt und der Spaltenbildung die Einteilung in den
entsprechenden Degenerationsgrad (Tab. 3.2).

Die mit Safranin O gefarbten meniskalen Querschnitte dienten der
Beurteilung der Verteilung der Proteoglykane im Meniskus (Rosenberg, 1971). Die
fur Kollagene spezifische Farbung mit Sirius Red (Junqueira et al., 1979) lasst einen
Rlckschluss auf die Anordnungen der intrameniskalen Kollagenfasern und deren

Durchmesser zu (Kaemmer et al., 2010; Flint et al, 1984).

Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung der immunhistochemischen Querschnittspraparate erfolgte am
Durchlichtmikroskop DMRE (siehe Auswertung Histologie).

Auswertung der kernspintomographischen Darstellung

Eine Verblindung der Auswertung der kernspintomographischen Aufnahmen war
nicht méglich, da auf Grund des fehlenden vorderen Kreuzbandes die operierte Seite
klar zu identifizieren war. Die digital zur Verfligung stehenden kernspintomo-
graphischen Aufnahmen des porcinen Kniegelenks (3 T-Aufnahmen) wurden am
Computer ausgewertet. Es wurde auf das Vorhandensein und gegebenenfalls auf die
Integritédt des vorderen und hinteren Kreuzbandes, sowie auf die Stellung der Tibia
im Verhaltnis zum Femur (Schubladenphdnomen) geachtet. Die Vorder- und Hinter-
hérner, sowie die Pars intermedia aller Menisken wurden auf degenerative
Veranderungen hin untersucht. Hierzu erfolgte eine kernspintomographisch gestitzte
Einteilung des Degenerationsgrades mit Hilfe der flnfstufigen Einteilung nach
Raunest et al. (1994, Tab. 3.3). Die genannte Befundung wurde an Hand der
protonendichte- gewichteten coronaren und sagittalen Schnittbilder durchgefihrt.
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Tab. 3.3: Einteilung des meniskalen Degenerationsgrades auf Grund des MRT-Befundes (nach
Raunest et al., 1994)

0 homogen, schwache Signalintensitat

lokale, punktférmige Zunahme der Signalintensitét in einer Schicht, ohne Verbindung zur
Meniskusoberflache

la Einige punktférmige Zunahmen der Signalintensitat ohne Verbindung zur

Meniskusoberflache und ohne lineare Ausbreitung

b Lineare Ausbreitung der Zunahme der Signalintensitéat ohne Verbindung zur

Meniskusoberflache

I Lineare oder irregulare Zunahme der Signalintensitat mit Kontakt zur Meniskusoberflache

oder Deformation/Dislokation von Fragmenten

Die digitalen Bilder der hochauflésenden Kernspintomographie (9,4 T-Aufnahmen)
der isolierten porcinen Menisken wurden einer intensiven visuellen Begutachtung
unterzogen. Im Anschluss erfolgte mittels der Kernspintomographie-Analyse-
Software MaZda (Version 4.6, Instytut Elektroniki, Lodsch, Polen) die Textur-Analyse
der coronaren Schnittbilder (Szczypinski et al., 2009). Hier wurden Texturparameter,
welche der Charakterisierung des Bildes dienen, bestimmt (Schad et al., 1993). Der
Analyse-Bereich umfasste stets den gesamten Meniskus-Querschnitt.

Auswertung der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion

Nach der Durchfiihrung der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion im gPCR-
Cycler (Mx3005, Stratagene) wurden die gewonnenen Rohdaten in die Software MS
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA) Uberflihrt. Anhand der mitgeflihrten
Kontrollproben (Wasser und Standard-Konzentrationen des untersuchten Gens
sowie des Referenzgens B-Actin) und den einzelnen Schmelzkurven wurde die
Qualitat der gPCR evaluiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe der Standardkurve flr das
zu untersuchende Gen der mittlere (Doppelbestimmung) DNA-Gehalt errechnet und
auf den DNA-Gehalt des Referenzgens B-Actin normalisiert.
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Auswertung der Rasterelektronenmikroskopie

Die digital zur Verfligung stehenden rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurden
einer intensiven visuellen Begutachtung unterzogen, bei der vor allem auf Ober-
flachenbeschaffenheit, Oberflachenstruktur und Oberflachenauflagerungen geachtet

wurde.

Auswertung der Rontgenbilder

Die digital und als Rdntgenfilm zur Verfligung stehenden Rdntgenbilder wurden auf
typische osteoarthrotische Veranderungen (Kellgren et al., 1963) hin beurteilt:
Formation von Osteophyten am gelenknahen Knochen, Bildung von Pseudozysten
im subchondralen Knochen und subchondrale Sklerosierung. Die Beurteilung eines
evtl. verschmaélerten Kniegelenkspaltes war nicht méglich, da die Réntgenbilder unter
Zug des Hinterlaufs erstellt wurden.

Auswertung der Transmissionselektronenmikroskopie

Von den erstellten Ultra-Diinnschnitten (siehe oben) wurden jeweils zwei Schnitte pro
Meniskus verblindet am Transmissionselektronenmikroskop begutachtet und nach
dem von Gelber et al. (2008) veréffentlichten Scoring-System beurteilt. Hier kénnen
fur die Erhaltung der Periodizitdt und die Packungsdichte der Kollagenfasern
zwischen 0 und 2 Punkten vergeben werden. Des Weiteren wird Variabilitédt der
FibrillengréBe mit niedrig (0 Punkte) oder hoch (1 Punkt) bewertet. Auch die
Entstehung eines intrafibrilliren Odems (1 Punkt) und die nicht mehr vorhandene
Querstreifung der Kollagenfasern (1 Punkt) flieBen in dieses Scoring-System ein.
AnschlieBend erfolgte die graduelle Einteilung jedes einzelnen Meniskus in
verschiedene  Degenerationsstufen:  Degeneration 1. Grades  (0-2 Punkte),
Degeneration 2. Grades (3-4 Punkte) und Degeneration 3. Grades (5-7 Punkte).
Diese Auswertung wurde durch das Erstellen von reprasentativen digitalen Bildern
dokumentiert.
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3.13 Fallzahlplanung und statistische Auswertung

Fallzahlplanung

Die fur den Tierversuchsantrag benétigte Fallzahlplanung wurde in Zusammenarbeit
mit der Abteilung flir Medizinische Statistik, Biomathematik und Informations-
verarbeitung der Medizinischen Fakultdt Mannheim der Universitat Heidelberg
durchgefihrt: Der mittels der kernspintomographischen Darstellung bestimmte
meniskale Degenerationsgrad diente als flhrender Zielparameter bei den
Tierversuchen. Dieser wird durch ein flinfstufiges Scoring-System ermittelt (siehe
Tab. 3.3). Ab Grad lla wird der Meniskus als degeneriert angesehen. Im Vergleich
zum gesunden Meniskus (Grad 0) ergibt sich also ein Unterschied von zwei
Einheiten. Um mit dieser Konstellation bei einem Ublichen Signifikanzniveau von 5%
(Biau et al., 2008) eine Abschatzung der Teststarke (Power) von 80% zu erhalten,
wurde mittels einseitigem t-Test eine Fallzahl von n = 8 Tieren errechnet.

Sowohl fir den Pilot- als auch fir den Hauptversuch wurden Ersatztiere
eingeplant, die nur dann in den Versuch eintreten, falls ein sich bereits im Versuch
befindliches Tier ausscheidet. Dies kann z. B. bei akuten Erkrankungen der Fall sein,
die unabhangig von dem durchgeflhrten Eingriff auftreten (z. B. Verletzungen,
Infektionen, Tod).

Statistische Auswertung

Samtliche statistische Auswertungen wurden mit Hilfe der Software WinSTAT (Fitch
Software, Staufen, Deutschland) fir MS Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
USA) durchgefihrt.

Samtliche erhobene Messdaten waren dem Intervall- oder Verhaltnisniveau
zuzuordnen. Die Testung der Messdaten auf Normalverteilung erfolgte mittels
Kolmogoroff-Smirnow-Test flir stetige Variablen und mittels Chiquadrat-Test fir
diskrete Variablen. In der deskriptiven Statistik werden die normalverteilten
Messdaten durch ihren Mittelwert und die Standardabweichung dargestellt
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(Balkendiagramm). Die beliebig-verteilten Messdaten werden durch den Median und
das 25%- sowie das 75%-Quartil dargestellt (Punktdiagramm). Flr die schlieBende
Statistik wurden alle zu vergleichenden Gruppen als unabhangig interpretiert, sodass
als parametrischer Test fir die normalverteilten Stichproben der t-Test nach Student
herangezogen werden konnte (Zoefel, 1992). Fir die beliebig verteilten Stichproben
wurde der parameterfreie U-Test nach Mann und Whitney verwendet (Zoefel, 1992).
Far die durchgeflihrten statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau (a = 5%)
festgelegt. War der Signifikanzwert p eines statistischen Test groBer a (p > a) wurde
der Unterschied der zu vergleichenden Gruppen als nicht signifikant (n. s.) gewertet.
Zur besseren Ubersicht werden in den Abbildungen nur die Ergebnisse der
statistischen Tests mit einem Signifikanzwert p < a dargestellt. Die vollstandigen
Ergebnisse der statistischen Tests werden nachfolgend in separaten Tabellen

angegeben.
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4. Ergebnisse

In der hier vorliegenden Studie zur Beurteilung eines porcinen Tiermodells fir die
Meniskusforschung sollten zuerst samtliche Versuche zur grundlegenden
Charakterisierung der primaren Meniskusdegeneration an Kadaverknien (siehe 3.4)
von Zuchtschweinen durchgefihrt werden. AnschlieBend sollte im Tierversuch ein
Tiermodell im Schwein etabliert werden, welches eine sekundare Meniskus-
degeneration entwickelt. Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick tiber die verwendete Anzahl
von Kadaverknien und Tieren.

Tab. 4.1: Ubersicht liber die Anzahl und Spezies der verwendeten Kadaverknie und Tiere sowie
die durchgefiihrten Untersuchungen.

Entwicklung der Operations-
. Deutsche , ,
Kadaverbein 4 technik ,Resektion des
Landrasse
vorderes Kreuzbandes*
8 Deutsche Charakterisierung
. . . Landrasse | Meniskusdegeneration
Innenmeniskus aus Kadavergelenk (juvenil) i :
8 Deutsche Kernspintomographie
Landrasse | Meniskusdegeneration
8 Deutsche Charakterisierung
. Landrasse | Meniskusdegeneration
Innenmeniskus aus Kadavergelenk (adult) i :
8 Deutsche Kernspintomographie
Landrasse | Meniskusdegeneration
L Entwicklung eines
Gottingen .
3 o Degenerationsmodells
Minipig .
) (Pilotversuch)
Tierversuche
) Entwicklung eines
Gottingen .
8 o Degenerationsmodells
Minipig
(Hauptversuch)
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4.1 Primare Meniskusdegeneration im porcinen Kniegelenk

Es sollte untersucht werden, ob Menisken aus makroskopisch degenerierten
porcinen Kniegelenken Verdnderungen im Sinne einer primaren Meniskus-
degeneration aufweisen. Hierzu wurden jeweils acht mediale Menisken von juvenilen
(Alter ca. 5 Monate) und adulten (Alter ca. 5 Jahre) Kniegelenken analysiert. Die
Kniegelenke stammten von Zuchtschweinen fiir die Nahrungsgewinnung. Ob diese
Schweine, bei denen das Auftreten von Osteoarthrose wohl ein weitverbreitetes
Phanomen ist (Kielstein et al., 1987), auch eine meniskale Degeneration aufweisen,

sollte durch eine histopathologische Analyse untersucht werden.

Makroskopische Beurteilung der Kniegelenke

Bei der Praparation wurde auf Veranderungen der adulten Kniegelenke im Vergleich
zu den juvenilen Kniegelenken geachtet. Vereinzelt fanden sich Kniegelenksergiisse
bei den adulten Tieren. Bei allen Tieren aus der adulten Gruppe fanden sich
Veranderungen des hyalinen Gelenkknorpels: Aufrauungen des femoralen Knorpels,
teilweise fehlender Knorpel und die Bildung von Osteophyten. Diese makro-
skopischen Befunde lassen auf eine vorhandene primare Kniegelenksdegeneration
mit Osteoarthrose schlieBen.

Die Menisken der adulten Gruppe zeigten makroskopisch jedoch keine
Unterschiede zu der juvenilen Kontrollgruppe. Weder Farbveranderungen, makro-
skopisch sichtbare mukoide Veranderungen (Ferrer-Roca et al., 1978a), noch
Oberflachenartefakte konnten makroskopisch gesehen werden. Auch wurden keine
Meniskusrisse beobachtet. Ob diese Menisken degenerative Veranderungen
aufweisen, sollte anschlieBend histopathologisch untersucht werden.
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Histopathologische Beurteilung des Meniskusgewebes

Mit Hilfe eines Scoring-Systems (Krenn et al., 2010a) sollten die medialen Menisken
histopathologisch auf degenerative Verdnderungen untersucht werden. Diese
Analyse-Methode gilt als Goldstandard des Degenerationsnachweises im Meniskus-
gewebe. Es wurden von jeweils allen acht medialen Menisken der juvenilen Kontroll-
gruppe und der adulten Gruppe Querschnitte aus der Pars intermedia angefertigt und
mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. AnschlieBend erfolgte die Auswertung am Durchlicht-

mikroskop.

D

. p < 0,001
o
S
(@)
2
92 B (n=8)
S
(0]
C
O |
(@)
[0)
- l

o] (n=8)

juvenil adult

Abb. 4.1: Histopathologische Beurteilung der Degeneration von juvenilen und adulten medialen
Menisken. Anhand der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wird eine vierstufige Einteilung vor-
genommen. Bei homogen geféarbter Matrix mit ausgeglichener Zellverteilung (A) liegt keine
Degeneration vor (Grad 0). Bei zunehmender basophiler Matrixfarbung und Spaltenbildung
(Pfeile) sowie einer Reduzierung der Zellularitat handelt es sich um eine Degeneration des
Grades 1-2 (B). Eine weitere Zunahme dieser Phanomene steht fiir eine Degeneration 3. Grades
(C), welche ausschlieBlich bei den adulten Menisken zu beobachten war (D).

Seite 52



4. Ergebnisse

Die juvenilen medialen Menisken zeigten eine homogene Farbung mit regelmaBiger
Verteilung der Zellen (Abb. 4.1 A) ohne Rissbildung in der Gewebematrix. Sie
konnten Uberwiegend dem Degenerationsgrad 0 (normale Morphologie; Median: 0,0;
n = 8) zugeordnet werden (Abb. 4.1 D). Die medialen Menisken der adulten Gruppe
zeigten alle deutliche Anzeichen der Degeneration: Reduzierung der Zellularitat,
basophile Matrixfarbung, Rissbildung der Extrazellularmatrix (Abb. 4.1 B, C) und
wurden dem Degenerationsgrad 2 (maBige Degeneration; Median: 2,0; n=38)
zugeordnet. Nach Auswertung aller histopathologischer Schnittpraparate zeigte sich
ein signifikanter (p < 0,001) Unterschied des Degenerationsgrades zwischen den
medialen Menisken der juvenilen und adulten Tiere (Abb. 4.1 D). Es wird deshalb flr
die weiteren Untersuchungen davon ausgegangen, dass es sich bei den acht
medialen Menisken der adulten Tiere um Menisken mit deutlichen priméren
degenerativen Veranderungen handelt.

4.2 Expressionsprofil bei primarer Meniskusdegeneration

Eine mdégliche Ursache fir die in der histopathologischen Analyse nachgewiesenen
primaren degenerativen Veranderungen (z. B. Rissbildungen und unterschiedliche
Anfarbung der Extrazellularmatrix) kénnten Anderungen der Zusammensetzung der
Extrazellularmatrix sein. Ob diese Veranderungen Ausdruck eines angepassten
Expressionsprofils sind, sollte mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion
untersucht werden. Hierzu wurde die Veranderung des mRNA-Expressionsprofils
ausgewahlter Gene der adulten, primér degenerierten Menisken im Vergleich zur
juvenilen Kontrollgruppe analysiert.

Expressionsprofil des Meniskusgewebes

Die quantitative Expression der untersuchten Gene wurde stets auf die Expression

des Haushaltsgens B-Actin normalisiert (Angabe: Expression in % der B-Actin-
Expession)
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Von den Struktur- und Extrazellularmatrix-kodierenden Genprodukten (Kollagen-1
und -2, Aggrekan) zeigte sich nur bei dem Genprodukt des Hauptstruktur-Gens
Kollagen-1 eine signifikante (p < 0,01) Abnahme der Expression von 22,97 + 16,84%
(n=8) in der Kontrollgruppe auf 3,12 +2,09% (n = 8)
degenerierten Menisken (Tab. 4.2). Die Gene Interleukin-8 und Interleukin-1 dienten

in den adulten, primar

als Markergene fir inflammatorische Prozesse. Wahrend sich von Interleukin-13

keine Genprodukte nachweisen lieBen, zeigte Interleukin-8 eine signifikante
(p < 0,05) Zunahme der Expression von 19,56 + 23,40% auf 245 = 293% (je n = 8;
Tab. 4.2). Die Gengruppe der Matrixmetalloproteinasen (MMP-2, -3, -8, -9 und -13)
diente als Indikator fir Veranderungen im katabolen Metabolismus. Zwei dieser
Gene (MMP-2 und -13) zeigten signifikante Zunahmen (p < 0,05) der Menge an
Genprodukten (Tab. 4.2). Des Weitern wurden die Gene SOX-9, VEGF, Lubricin und
Decorin auf Veranderungen der Expression untersucht. Keines dieser Gene zeigte
eine signifikante Anderung in den adulten, primar degenerierten medialen Menisken

im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion. Fiir jedes untersuchte Gen
ist die normalisierte Expression von juvenilen und adulten medialen Menisken gegeniiber-
gestellt und die Expressionsédnderung beschrieben.

Kollagen-1A1 | 22,97 + 16,84 3,12+ 2,09 p < 0,01 Abnahme

Kollagen 2 0,47 £ 0,53 0,84 £ 0,94 n.s. Keine signifikante Anderung
Aggrekan 5813 + 6568 3544 + 3693 n.s. Keine signifikante Anderung
SOX-9 6,79 + 5,77 6,34 + 4,89 n.s. Keine signifikante Anderung
Interleukin-1B | nicht nachweisbar | nicht nachweisbar | - -

Interleukin-8 | 19,56 £ 23,40 245 + 293 p < 0,05 Zunahme

MMP-2 20,25+ 10,72 40,44 + 20,15 p<0,05 | Zunahme

MMP-3 15,30 £ 7,33 35,12 £ 38,66 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-8 36,52 + 24,95 41,81 £27,90 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-9 0,02 + 0,04 0,08 +0,14 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-13 22,48 + 11,54 48,71 + 28,01 p<0,05 | Zunahme

VEGF 8,54 + 6,85 8,42 £ 5,01 n.s. Keine signifikante Anderung
Lubricin 80,61 + 75,85 40,65 + 18,19 n.s. Keine signifikante Anderung
Decorin 92,01 £ 62,32 117,19 £ 87,49 n.s. Keine signifikante Anderung
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Im Folgenden sollte die deutlichste Anderung, namlich die Abnahme der mRNA-
Menge des Strukturgens Kollagen-1, mittels immunhistochemischer Antikérper-

farbung verifiziert werden.

Immunhistochemische Analyse des Meniskusgewebes

Um die Auswirkungen der Abnahme an Kollagen-1-Genprodukten auf Proteinebene
zu untersuchen, wurde die Verteilung von Kollagen-1 mit Hilfe eines spezifischen
Antikdrpers in Querschnitten aus der Pars intermedia aller untersuchten medialen
Menisken der juvenilen und adulten Tiere untersucht. In allen Schnittpraparaten
beider Gruppen zeigte sich im Vergleich zu den nicht-inkubierten Kontrollschnitten
eine schwache Farbung (Abb. 4.2 A-C). Die auf mRNA-Ebene durch die quantitative
Polymerase-Kettenreaktion beschriebene Expressionsabnahme konnte somit auf der
Proteinebene nicht bestatigt werden, da sowohl die Schnitte der juvenilen Kontroll-
gruppe (Abb. 4.2 B) sowie die Schnitte der adulten, degenerierten Menisken
(Abb. 4.2 C) ein einheitliches Farbemuster zeigten.

Um eine weitergehende Analyse, welche neben der vorhandenen
Kollagen-1-Menge auch die Anordnung dieses Strukturproteins beinhaltet, wurde im
Folgenden eine Strukturanalyse auf histologischer und transmissionselektronen-
mikroskopischer Basis durchgefuhrt.

ohne Antikdrper juvenil adult

WG

Abb. 4.2: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen-1 in juvenilen und adulten medialen
Menisken in der Pars intermedia. Im Vergleich zum Meniskusquerschnitt, welcher nicht mit
dem Antikérper gegen Kollagen-1 behandelt wurde (A), zeigt sich bei den juvenilen (B) und
adulten (C) Menisken eine homogene, mittestarke Farbung, Die vergleichende Auswertung der
juvenilen und adulten medialen Menisken (je n =8) zeigte keinen Unterschied beziiglich
Farbemuster und Farbeintensitat.
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4.3 Strukturveranderung bei primarer Meniskusdegeneration

Die unter 4.2 beschriebenen Analysen zeigten eine Abnahme des Genprodukis des
Strukturproteins Kollagen-1 im Meniskusgewebe mit primarer Degeneration. Mit Hilfe
der Immunhistochemie lasst sich allerdings keine Abnahme dieses Proteins
nachweisen. Den in der histopathologischen Analyse (siehe 4.1) nachgewiesenen
degenerativen Verdnderungen der Extrazellularmatrix liegen also keine Anderungen
der Protein-Menge von Kollagen-1 zu Grunde. Es erfolgte deshalb im Anschluss eine
strukturelle Analyse des Kollagen-1-Gerlistes Hierzu wurden spezifische histo-
logische Farbungen, sowie transmissionselektronenmikroskopische Analysen durch-

gefluhrt.

Histologische Beurteilung des Meniskusgewebes

Durch die histologische Aufarbeitung der angefertigten Pars intermedia-Querschnitte
der medialen Menisken der beiden Gruppen mit dem Kollagen-1-spezifischen
Farbstoff Sirius Red sollte das Vorhandensein von Unterschieden in der Kollagen-
Struktur der adulten, primar degenerierten Menisken im Vergleich zur juvenilen
Kontrollgruppe gepruft werden. Durch die unterschiedliche Brechung des
polarisierten Lichts werden intakte Kollagenfasern in den Farben gelb, orange und rot
abgebildet. Kurze Fasern mit reduziertem Durchmesser und reduzierter Lange
werden grin und blau abgebildet (Kaemmer et al., 2010; Flint et al., 1984). Die
Querschnitte der Pars intermedia der medialen Menisken der juvenilen
Kontrollgruppe zeigen ein Bild mit hauptsachlich rot-orangenen Kollagenfasern in
den Randschichten und im Meniskusinnern (Abb. 4.3 A). Die adulten, primar
degenerierten Menisken zeigten nur im Bereich unterhalb der femoralen und tibialen
Oberflachen rot-orangene Fasern (Abb. 4.3 B). In der Mitte der adulten Menisken
zeigte sich hauptséchlich eine Grinfarbung (Abb. 4.3 B, Pfeile), was fur einen
erhdhten Anteil an kurzen, dinnen Kollagenfasern in diesem Bereich spricht. Auch in
den oberflachen-bildenden Randschichten sind in den Menisken der Degenerations-
gruppe mehr griin imponierende Fasern zu sehen (Oval in Abb. 4.3 B).
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juvenil adult

Abb. 4.3: Histologische Untersuchung des Einflusses der primaren Degeneration auf die
Kollagen- und Proteoglykan-Struktur. Die Sirius Red-Farbung (A, B) zeigt eine deutlich stéarkere
Grinfarbung (diinnere Kollagenfasern) im Zentral- (Pfeile, B) und Randbereich (Oval, B) im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Proteoglykan-Verteilung beschrankt sich in der
Kontrollgruppe auf die weiBe Zone (C), wahrend sich bei den primar degenerierten Menisken
Proteoglykane auch in der rot-weiBen Zone befinden (D), was die Safranin O-Farbung (C, D)
zeigt.

Des Weiteren wurde eine histologische Analyse mit dem Proteoglykan-spezifischen
Farbstoff Safranin O durchgefihrt. Hier sollte die Verteilung der Proteoglykane im
Querschnitt durch die Pars intermedia aller medialen Menisken dargestellt werden.
Die medialen Menisken der juvenilen Kontrollgruppe zeigten eine schwache bis
mittelstarke Rotfarbung, welche auf den Bereich der weiBen Zone beschrankt bleibt
(Abb. 4.3 C). Die Menisken der Degenerationsgruppe zeigten eine deutlich starkere
Rotfarbung, welche an der Meniskusspitze beginnt und bis zum Ubergang der rot-
weiBen Zone in die rote Zone endet (Abb. 4.3 D).
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Es zeigten sich also deutliche Unterschiede in den adulten, primar degenerierten
Menisken im Vergleich zur Kontrollgruppe beziglich der Kollagen-Struktur und der

Verteilung der Proteoglykane (Abb. 4.3).

Transmissionselektronenmikroskopische Beurteilung des Meniskusgewebes

Die Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion zeigten eine Abnahme
der Menge an Kollagen-1-Genprodukten in den adulten Menisken mit primarer
Meniskusdegeneration. Auch wenn die immunhistochemische Analyse keine
Auswirkungen auf die Kollagen-1-Protein-Menge nachweisen konnte, so geben die
durchgefiihrten histologischen Untersuchung (Hamatoxylin-Eosin, Sirius Red,
Safranin O) doch Hinweise auf Veradnderungen der Extrazellularmatrix, welche
ursdchlich fir die in der histopathologischen Analyse beschriebenen degenerativen
Veranderung der Extrazellularmatrix sein kdnnten. Mit Hilfe der Transmissions-
elektronenmikroskopie im Zentralbereich der Pars intermedia (Pfeile in Abb. 4.3 B)
der medialen Menisken beider Gruppen sollte eine weiterfihrende Analyse der
Kollagen-Struktur erfolgen. Hierzu wurde das Kollagengerist aller medialen
Menisken nach einem, auf der Elektronenmikroskopie basierendem, Scoring-System
(Gelber et al., 2008) bewertet.

Die juvenilen medialen Menisken zeigten hauptsachlich parallel verlaufende
(Abb. 4.4 A1), dicht gepackte (Abb.4.4 A1, B1) Kollagenfasern mit deutlicher
Querstreifung und  ohne intrafibrilare  Odeme  (Abb.4.4 C1). Die
Kollagenfaserstruktur der adulten, primar degenerierten Menisken war deutlich
aufgelockert (Abb. 4.4 A2, B2). Die Kollagenfasern verliefen nicht mehr parallel,
sondern ungeordnet (Abb. 4.4 A2) und zeigten intrafibrillare Odeme mit Verwischung
der Querstreifung (Abb. 4.4 C2). Nach Analyse aller medialen Menisken zeigte die
Kontrollgruppe eine Degeneration |. Grades (Median: 1,0; n = 8), was als normale
Meniskusstruktur bewertet wird (Abb. 4.4 D). Die adulten, primar degenerierten
Menisken zeigen eine signifikant (p <0,001) ausgepragtere Degeneration Il.-1ll.
Grades (moderate bis hochgradige Zerstérung des Kollagengerists; Median: 4,5;
n = 8; Abb. 4.4 D).
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Abb. 4.4: Transmissionselektronenmikroskopische Beurteilung des meniskalen Kollagen-
fasergeriists in medialen Menisken von juvenilen und adulten Schweinen. Die juvenilen
Menisken zeigen homogen angeordnete (A1), dicht gepackte (B1) Kollagenfasern mit deutlicher
Streifung und ohne intrafibrillire Odeme (C1). Im adulten Meniskus findet sich eine
inhomogene (A2), deutlich aufgelockerte (B2) Anordnung von nur schwach gestreiften
Kollagenfasern, welche teilweise intrafibrillire Anschwellungen (Odeme) zeigen (C2). Die
juvenilen Menisken zeigen eine Degeneration I. Grades, wahrend die adulten Menisken eine
primére Degeneration Il. bis lll. Grades aufweisen (D).
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Rasterelektronenmikroskopische Beurteilung der Meniskusoberflachen

Die Auswertung der Kollagen-spezifischen histologischen Farbungen mit Sirius Red
zeigte neben dem vermehrten Auftreten von kurzen Kollagenfasern im Zentralbereich
der adulten Menisken (Abb. 4.3 B, Pfeile) eine Anderung im Farbemuster in den
randbildenden Schichten dieser medialen Menisken der Degenerationsgruppe (Abb.
4.3 B, Oval) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4.3 A, B). Mit Hilfe der Raster-
elektronenmikroskopie sollte deshalb eine weitere Analyse der femoralen Oberflache
der Pars intermedia aller medialen Menisken (je n = 8) erfolgen.

Die Rasterelektronenmikroskopie zeigte glatte, homogene Oberflachen bei
den medialen Menisken der juvenilen Kontrollgruppe (Abb. 4.5 A). Die femorale
Oberflache der adulten, primar degenerierten Menisken erschien wellig, zeigte
Auflagerungen und war von feinen Rissen durchzogen (Abb. 4.5 B). Durch diese
Risse ziehen vereinzelt Strukturen mit Kollagen-ahnlicher Morphologie auf die
meniskale Oberflache.

juvenil

Abb. 4.5: Repréasentative rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der femoralen
Meniskusoberflaiche eines juvenilen (A) und eines adulten (B) Schweins. Die inhomogene
Oberflaiche des adulten medialen Meniskus ist welliger und imponiert héaufiger durch feine
Risse (Pfeil) und zahlreiche Auflagerungen.
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Die auf der femoralen Oberseite der medialen Menisken der Degenerationsgruppe
gezeigten Auflagerungen sollten nun auf ihre Zusammensetzung hin untersucht
werden. Hintergrund dieser Fragestellung ist die Ahnlichkeit dieser Auflagerungen
mit in der Literatur beschriebenen Verkalkungen (First et al., 2010). Durch die
Energiedispersive Rdntgenspektroskopie (EDS) sollte die elementare Zusammen-
setzung der Meniskus-Auflagerungen in drei adulten Menisken untersucht werden
und mit dem Meniskusgewebe verglichen werden. Es wurden exemplarisch drei
Menisken der Degenerationsgruppe untersucht. Abbildung 4.6 A zeigt die reprasen-
tativen Analysefenster der Auflagerungen (2) und des Meniskusgewebes (1). Die
Zusammensetzung beider untersuchter Substanzen war annahernd identisch
(Abb. 4.6 B). Dies zeigt, dass es sich bei den beschriebenen Auflagerungen am
ehesten um Abrieb des Meniskusgewebes handelt und wohl nicht um Verkalkungen,

welche einen erhdhten Anteil an Kalzium beinhalten wirden.

Kohlenstoff

Stickstoff 9,9 11,1
Sauerstoff | 10,2 10,5
Natrium 1,9 1,6
Kalzium 0,3 0,1

Abb. 4.6: EDS-Analyse der Auflagerungen auf der femoralen Meniskusoberfliche adulter
Menisken. Die in der Rasterelektronenmikroskopie dargestellten Auflagerungen (A) wurden
beziiglich ihrer elementaren Zusammensetzung analysiert (Analyse 2) und mit der
Zusammensetzung des Meniskusgewebes (Analyse 1) verglichen (B).
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4.4 Kernspintomographie bei primarer Meniskusdegeneration

Auf Grund der oben beschriebenen histopathologischen Analyse (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung) kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den medialen
Menisken der adulten Schweine um primar degenerierte Menisken handelt. Die
weiteren Untersuchungen (Sirius Res- und Safranin O-Farbungen, Transmissions-
elektronenmikroskopie) zeigten, dass sich bei diesen primar degenerierten Menisken
auch strukturelle Anderungen in der Extrazellularmatrix nachweisen lassen. Es sollte
nun untersucht werden, ob adulte Menisken mit primarer Meniskusdegeneration
mittels hochaufldsender (9,4 Tesla) Kernspintomographie von juvenilen Menisken als
Kontrollgruppe unterschieden werden kénnen. Dies wirde eine friihe bildgebende,
nicht-invasive Diagnostik von primaren degenerativen Veranderungen im Meniskus-
gewebe ermdglichen. Hierzu wurden jeweils acht isolierte Menisken beider Gruppen
im hochauflésenden Kernspintomographen untersucht.

Es wurden transversale (Abb.4.7 A) und coronare (Abb.4.7 B, C)
Schnittbilder erzeugt. In den transversalen Schnittbildern (Abb. 4.7 A) zeigte sich ein
deutlicher Kontrastverlust in den Bereichen des Vorder- (B1) und Hinterhorns (B3) im
Vergleich zur Pars intermedia (B2). Die coronaren Schnittbilder aus diesen
Bereichen (Abb. 4.7 B) bestétigten diesen Kontrastverlust. Intrameniskale Strukturen,
welche sich im Bereich der Pars intermedia im coronaren Schnittbild kontrastreich
darstellen lassen (Abb. 4.7 B2, Pfeil), sind im Bereich des Vorder- und Hinterhorns
nicht mehr abgrenzbar (Abb. 4.7 B1, B3). Die weitere Analyse erfolgte deshalb
ausschlieBlich an den coronaren Schnitten durch die Pars intermedia (Abb. 4.7 C).
Nach eingehender visueller Begutachtung der coronaren Schnittbilder aus der Pars
intermedia aller untersuchten Menisken (je n=8 pro Gruppe) konnten keine
Unterschiede zwischen juvenilen (Abb. 4.7 C1) und adulten (Abb. 4.7 C2) Menisken
beschrieben werden.
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Abb. 4.7: Hochauflésende Kernspintomographie von juvenilen und adulten medialen Menisken.
Im transversalen Schnittbild eines juvenilen Meniskus (A) zeigt sich ein Kontrastverlust in den
Bereichen des Vorder- (B1 in A) und Hinterhorns (B3 in A) im Vergleich zur Pars intermedia (B2
in A), was durch die coronaren Schnittbilder aus diesen Bereichen bestatigt wird (B1-B3).
Intrameniskale Strukturen (B2, Pfeil) kénnen in den Schnittbildern von Vorder- (B1) und
Hinterhorn (B3) nicht mehr abgegrenzt werden. Die coronaren Schnittbilder von juvenilen (C1)
und adulten (C2) Menisken aus der Pars intermedia lassen sich visuell nicht differenzieren,
kénnen aber durch ihre Textur unterschieden werden (D).
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Es wurde im Anschluss eine Texturanalyse der coronaren Schnittbilder aller
medialen Menisken durchgeflhrt. Hierzu wurden insgesamt 300 Texturparameter
untersucht, welche mit Hilfe des Rangsummentests auf ihre Trennscharfe zwischen
juvenilen und adulten Menisken hin untersucht wurden (Texturanalyse durchgefiihrt
von: Dr. Frank Zébllner, Lehrstuhl fir Computerunterstitzte Klinische Medizin,
Medizinische Fakultdt Mannheim, Universitdt Heidelberg). Es konnten zwei
Parameter bestimmt werden, welche degenerierte von nicht-degenerierten Menisken

differenzieren kbnnen:

1) mittlerer horizontaler Grauwertibergang mit Distanz 5 Pixel (S(5,0)SumAverg)
2) Energie der Waveletkoeffizienten der vierten Skala (WavEnHLs-4))

Tragt man diese beiden Texturparameter gegeneinander auf (Abb. 4.7 D) lassen sich
die Menisken der juvenilen Kontrollgruppe (o) trennscharf durch die Gerade mit der
Funktionsgleichung f(x) = 0,001*x+17,18 von den Menisken der Degenerations-
gruppe (m) differenzieren.

Diesen beiden Texturparametern konnte bisher kein biologisches Korrelat
zugeordnet werden. Es handelt sich bei der Differenzierung also um einen
mathematisch-basierten Algorithmus, welchem keine pathologische Veranderung zu
Grunde gelegt werden kann. Dennoch scheint eine Unterscheidung von juvenilen
und adulten Menisken mit einer primaren Meniskusdegeneration durch eine

hochauflésende kernspintomographische Analyse mdéglich.

4.5 Sekundare Meniskusdegeneration im porcinen Tiermodell

Die bisher beschriebenen Ergebnisse konnten zeigen, dass sich im porcinen
Kniegelenk adulter Zuchtschweine meniskale Veranderungen mit dem Charakter
einer primaren Meniskusdegeneration nachweisen lassen (veréandertes Expressions-
profil, veranderte Kollagen-Struktur). Die bisher beschriebenen Studien wurden an
Kadaverknien von Zuchtschweinen zur Lebensmittelgewinnung durchgefihrt. Fir
jegliche Interventionen am lebenden Tier, welche zur Etablierung von Therapien

unabdingbar sind, steht das bisher beschriebene Kadavermodell also nicht zur

Seite 64



4. Ergebnisse

Verfugung. Es sollte deshalb im Folgenden ein Tiermodell entwickelt werden,
welches eine Meniskusdegeneration vorhalt, um auch flir therapeutische Studien zur
Verfagung zu stehen. Hierzu wurde angenommen, dass die durchgefihrte Resektion
des vorderen Kreuzbandes (siehe 3.5) zu einer sekundaren Meniskusdegeneration
fiihrt. Ob deren Auspragung hinsichtlich der Anderungen des Expressionsprofils und
der Extrazellularmatrix mit der primaren Meniskusdegeneration vergleichbar ist, sollte
anschlieBend diskutiert werden.

Es wurde ein Pilotversuch mit drei Tieren und ein Hauptversuch mit acht
muskulo-skelettal ausgewachsenen Géttingen Minipigs durchgeflihrt. Es erfolgte bei
allen Tieren eine Resektion des vorderen Kreuzbandes am linken Kniegelenk (wird in
den Abbildungen als ,Degeneration bezeichnet). Das biomechanische Modell sieht
vor, dass es hierdurch zu einer Instabilitit des Kniegelenks kommt, was zu einer
unphysiologischen Mehrbelastung des medialen Meniskus fihren sollte (siehe 2.8).
Ob hierdurch eine fir das Modell ausreichende sekundare Degeneration des
medialen Meniskus nachzuweisen ist, sollte im Folgenden untersucht werden. Beim
rechten Kniegelenk aller Tiere, wurde die Operation bis zur Darstellung des vorderen
Kreuzbandes durchgeflihrt und nach erfolgter Spilung wieder verschlossen (Kontroll-
OP).

Tier-Visiten

Eine erste Visite der Versuchstiere fand bereits eine Woche vor dem
Operationstermin, am Tag der Tierlieferung, statt. Neben dem Allgemein- und
Erndhrungszustand wurde hierbei vor allem auf Abszesse und Verletzungen
geachtet, welche ein Ausschlusskriterium flr die Versuchsteilnahme bedeuten
wilrden, da sie das Risiko einer postoperativen Infektion erhéhen. Nach Versuchs-
beginn wurden die Versuchstiere in den ersten 14 postoperativen Tagen zweimal
taglich visitiert, danach Uber die gesamte Standzeit erfolgten zwei Visiten pro Woche.
Die Visiten erlaubten eine engmaschige Kontrolle Uber das Verhalten und Befinden
der Tiere und erleichterte die Fihrung der Versuchstiere. Bei Bedarf wurden

Sondervisiten durchgefihrt.
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Neben der Beurteilung des Allgemein- und Erndhrungszustandes der Tiere wurden
alle Tiere im Rahmen der Visiten zum Laufen animiert, wodurch das Gangbild
beurteilt werden konnte und eine evtl. Schonung der operierten Extremitaten erkannt
wurde. Die Schonung oder das Unterstellen des linken Hinterlaufs wurde als
Ausdruck von Schmerzen gedeutet und sofort durch adaquate Analgesie therapiert.
Auf Grund des durch die Operation bedingten Wundschmerzes wurden an den
ersten 2-3 postoperativen Tagen alle Versuchstiere analgesiert. Bereits im Laufe der
zweiten postoperativen Woche begannen die Tiere beide Hinterlaufe gleichmaBig zu
belasten. Wéahrend der rechte Hinterlauf (Kontroll-Operation) voll belastet wurde,
zeigte sich im linken Hinterlauf nach der Resektion des vorderen Kreuzbandes eine
gewisse Instabilitat. Hier war es nicht immer méglich, die Ursache der Schonung des
linken Hinterlaufs eindeutig dem Vorliegen von Schmerzen oder dem Vorliegen der
Instabilitdt zuzuordnen. In Zweifelsféllen wurde das Tier analgesiert. Beginnend ab
der vierten postoperativen Woche wurde auch der linke Hinterlauf immer stérker,
z. T. auch voll belastet.

Bei jeder Visite erfolgte die Kommunikation mit den verantwortlichen
Tierpflegern, welche die Versuchstiere betreuten und bei Bedarf wurden die
zustandigen Veterindrmediziner und  Tierschutzbeauftragten  hinzugezogen.
Samtliche Beobachtungen wéahrend der Visite und die hieraus abgeleiteten
MaBnahmen wurden auf den, den einzelnen Versuchstieren zugeordneten,
Stallkarten dokumentiert.

Komplikationen

Bei einem Gottingen Minipig wurde nach der Pramedikation tumorése Schwellungen
im Bereich der linken Milchleiste festgestellt, welche Aufgrund ihrer Lage bei der
initialen Visite nicht gesehen wurden. Da die Ursache firr diese Schwellungen nicht
geklart werden konnte und ein Abszess nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde
dieses Tier nicht operiert und aus dem Versuch ausgeschlossen. Es wurde ein
Ersatztier verwendet.

Dieses Ersatztier konnte wie oben beschrieben ohne erkennbare

Zwischenfélle wahrend Narkose und Operation operiert werden. Postoperativ
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verweigerte es zeitweise die Nahrungsaufnahme und wurde immer liegend
angetroffen. Nach Ruicksprache mit den zustédndigen Tierpflegern, welche das
Versuchstier seit Gber einem Jahr betreuten, konnte diese Situation allerdings als
normal bewertet werden. Bis zum flinften postoperativen Tag konnte das
Versuchstier bei den Visiten jederzeit zum Aufstehen und Laufen animiert werden.
Hierbei zeigte sich allerdings eine starke Schonhaltung des linken Hinterlaufs,
welche durch forcierte Analgesie kompensiert werden sollte. Am sechsten und
siebten postoperativen Tag war das Tier nicht mehr zum Aufstehen zu animieren und
nahm nur noch geringe Mengen an Wasser auf. Klinische Untersuchungen des
Tieres wurden zunehmend schwieriger, da das Versuchstier zunehmend aggressiver
wurde und den linken Hinterlauf stets an den Kérper anzog. Nach Ricksprache mit
den zustandigen Veterindrmedizinern und Tierschutzbeauftragten fiel deshalb die
Entscheidung zur Durchfiihrung einer ausfihrlichen klinischen und radiologischen
Untersuchung in Sedierung. Die radiologische Untersuchung blieb ohne patho-
logischen Befund. Die klinische Untersuchung zeigte eine Schwellung des linken
Kniegelenks ohne deutliche Erwarmung dieser Extremitat. Auf Grund dieser
Schwellung unklarer Genese wurde sich fir die sofortige Operation mit Exploration
des linken Kniegelenks in Narkose entschieden. Das operative Vorgehen erfolgte,
wie oben beschrieben, in gleicher Weise wie die erste Operation. Die Wunde war
nicht gerdtet und bereits vollstandig verheilt. Es zeigte sich makroskopisch kein
oberflachlicher Infekt in Subkutis und Gleitschicht, was durch die mikrobiologische
Untersuchung von Abstrichmaterial bestatigt wurde. Allerdings zeigte sich nach der
Eréffnung der Gelenkkapsel eine groBe Eiteransammlung im Kniegelenk. Auf Grund
des infausten Befundes einer groBflachigen Eiteransammlung, die erwartungsgeman
nur schwer antibiotisch therapierbar gewesen ware, wurde nach Ricksprache mit
den zustandigen Veterindrmedizinern und Tierschutzbeauftragten die sofortige
Tétung dieses Versuchstieres beschlossen und durchgefihrt. Nach der Tétung
wurden beide Hinterldufe im Hulftgelenk exartikuliert und isoliert. Die grindliche
Sektion der beiden hinteren Extremitadten des Versuchstieres zeigte das gesamte
AusmaB der Entziindung: Der Eiter breitete sich vom Kniegelenk entlang der
Ursprungssehne des Musculus extensor digitorum longus in dessen Muskelloge aus.
Neben diesem antero-lateralen Kompartiment war auch der dorso-mediale Bereich
betroffen. Hier zeigte sich eine Infiltration der eitrigen FlUssigkeit in die Muskelloge
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des Musculus gastrocnemius. Somit waren groBe Bereiche des Unterschenkels
durch Eiter infiltriert. Das noch intakte Gewebe des Unterschenkels lieB den Schluss
zu, dass es sich um einen absteigenden Kniegelenksinfekt handelte. Auch die
unauffallige Untersuchung des Entziindungsmarkers C-reaktives Protein im vendsen
Blut des Tieres (CRP < 2,9 mg/L) sprach gegen eine systemische Infektion. Die
Kultivierung auf Blutagar des wahrend der Operation gewonnenen Abstrichmaterials
aus dem Kniegelenk zeigte das Bild einer Mischkultur zweier Bakterien. Nach der
Erstellung von Reinkulturen konnte eine Gram-Farbung und eine biochemische
Untersuchung (API-System, bioMérieux, Ndrtingen, Deutschland) durchgefiihrt
werden. Es konnten die Bakterienstdmme Staphylococcus intermedius und
Staphylococcus sciuri identifiziert werden. Als wahrscheinlichster Haupterreger muss
Staphylococcus intermedius gewertet werden, der als Eitererreger bei Hund und
Katze beschrieben ist, allerdings auch Infektionen bei anderen Spezies (z. B.
Mensch) verursachen kann (Kempker et al., 2009).

Vorversuch zur Entwicklung eines Tiermodells mit Meniskusdegeneration

Der durchgeflhrte Pilotversuch mit drei ausgewachsenen Géttingen Minipigs
(postoperative Standzeit: 2 Tiere a 6 Wochen, 1 Tier a 12 Wochen) diente der
Uberpriifung der Durchfiihrbarkeit der Operationstechnik am Géttingen Minipig und
der unterschiedlichen Analyse-Methoden, welche im Hauptversuch durchgeflhrt
werden sollten.

Exemplarisch wurde im Pilotversuch das Expressionsprofil von funf
Genprodukten untersucht. Hieraus ergaben sich erste Hinweise auf eine frihe
Genveranderung der medialen Menisken der Degenerationsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe: Es zeigte sich eine deutliche Zunahme der Expression der
Strukturgene Kollagen-1 und Aggrekan (Tab. 4.3). Das Proteoglykan Decorin zeigte
eine deutliche Abnahme der mRNA-Expression (Tab. 4.3). Die drei weiteren,
exemplarisch untersuchten Gene (Kollagen-2, SOX-9, VEGF) zeigten keine
Anderung der Menge an Genprodukten. Im Rahmen des Pilotversuches erfolgte auf

Grund der kleinen Fallzahl keine statistische Auswertung.
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Tab. 4.3: Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion der Vorversuche

(postoperative Standzeit: 6 Wochen). Fiir jedes untersuchte Gen ist die normalisierte
Expression von medialen Menisken der Kontroligruppe und dem Degenerationsmodell gegen-
tbergestellt und die Expressionsidnderung beschrieben.

Kollagen-1A1 | 0,76 + 0,32 5,18 £ 0,85 Zunahme
Kollagen-2 0,06 + 0,05 0,02 + 0,01 Keine deutliche Anderung
Aggrekan 21,55+ 6,80 32,84 + 11,60 Zunahme
SOX-9 0,51 £ 0,09 0,39 £ 0,42 Keine deutliche Anderung
VEGF 0,44 + 0,08 0,51 £0,37 Keine deutliche Anderung
Decorin 164,04 + 56,72 84,05+ 13,75 Abnahme

Des Weiteren wurde im Rahmen des Pilotversuchs auch auf Unterschiede der
Genexpression zwischen den einzelnen Bereichen (Vorder-, Hinterhorn und Pars
intermedia) des medialen und lateralen Meniskus geachtet. Es konnten allerdings
keine Unterschiede der Genexpression in den verschiedenen meniskalen Bereichen
gezeigt werden.

Die histopathologische Beurteilung der angefertigten Schnittpraparate zeigte
weder nach einer Standzeit von 6 Wochen, noch nach einer Standzeit von 12
Wochen Hinweise auf degenerative Verédnderungen des meniskalen Gewebes. Die
transmissionselektronenmikroskopische Beurteilung des KollagengerUsts zeigte ab
einer Standzeit von 12 Wochen eine Degeneration 2. Grades.

Der Pilotversuch wurde des Weiteren genutzt, um eine Optimierung der
kernspintomographischen Bildgebung zu erreichen und die Machbarkeit der
molekularbiologischen Analysen zu untersuchen: Die Menisken des Géttingen
Minipigs sind deutlich kleiner als die Menisken der Zuchtschweine der Deutschen
Landrasse. Das zellarme, bradythrophe Gewebe des Faserknorpels setzt somit
groBe Herausforderungen an die molekularbiologischen Analysemethoden.
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Hauptversuch zur Entwicklung eines Tiermodells mit Meniskusdegeneration

FUr den Hauptversuch musste das operative Vorgehen nicht mehr angepasst werden
und konnte wie im Vorversuch durchgeflihrt werden. Die Standzeit wurde auf 26
Wochen festgelegt, um eine deutliche Auspragung der sekundaren Meniskus-
degeneration zu erlauben. Es sollten die Bereiche des Vorder- und Hinterhorns,
sowie der Pars intermedia des medialen und des lateralen Meniskus histopatho-
logisch und transmissionselektronenmikroskopisch ausgewertet werden, um sie mit
der kernspintomographischen Bildgebung vergleichen zu kénnen.

Auf Grund der Ergebnisse der Vorversuche, bei welchen keine Unterschiede
des Expressionsprofils zwischen Vorder-, Hinterhorn und Pars intermedia nach-
gewiesen werden konnten, erfolgte die molekularbiologische Analyse mittels
quantitativer Polymerase-Kettenreaktion nur am medialen Meniskus im Bereich der
Pars intermedia. In diesem Bereich lies sich ausreichend Material fir die quantitative

Polymerase-Kettenreaktion isolieren.

Auswertung der Rontgenaufnahmen der Kniegelenke

Die Auswertung der Réntgenaufnahmen im anterior-posterioren und seitlichen
Strahlengang aller Kniegelenke der Kontroll- und Degenerationsgruppe erfolgte
zusammen mit einem Facharzt flr Orthopadie (Prof. Dr. M. Schwarz, Oberarzt des
Orthopadisch-Unfallchirurgisches Zentrums, Universitdtsmedizin Mannheim).

Die Kniegelenke der Kontrollgruppe zeigten Normalbefunde (Abb. 4.8 A)
oder leichte osteoarthrotische Verdnderungen. Die Kniegelenke der Degenerations-
gruppe zeigten verstarkte Osteophytenbildung (Abb. 4.8 B1, schwarzer Pfeil) oder
Entrundungen des gelenknahen Knochens (Abb. 4.8 B1, C1, jeweils 1). In drei
Kniegelenken der Degenerationsgruppe konnte eine rdntgendichte Struktur im
medio-dorsalen Gelenkspalt nachgewiesen werden (Abb. 4.8 C1, C2, jeweils 3). Zur
weiteren Charakterisierung dieser Struktur wurde das Gewebe histologisch
untersucht (siehe 4.7)
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Kontrolle Degenerationsmodell

Abb. 4.8: Réntgenuntersuchung der Kniegelenke der Kontrollgruppe und des Degenerations-
modells in anterior-posteriorem (A1, B1, C1) und seitlichem (A2, B2, C2) Strahlengang. Das
reprasentative Kniegelenk der Kontrollgruppe (A) zeigt einen Normalbefund. Die Kniegelenke
des Degenerationsmodells (B, C) zeigen die Bildung von Osteophyten (schwarzer Pfeil in B1
und 2 in B1) und Entrundungen des gelenknahen Knochens (1 in B1, C1). In drei Kniegelenken
des Degenerationsmodells konnte eine rontgendichte Struktur im medio-dorsalen Gelenkspalt
(3 in C) nachgewiesen werden.

Auswertung der kernspintomographischen Bildgebung

Die Auswertung der kernspintomographischen Bildgebung zeigte, dass die Resektion
des vorderen Kreuzbandes in allen linken Kniegelenken erfolgreich war. In manchen
Kniegelenken der Degenerationsgruppe konnte der distale Kreuzbandstumpf noch
dargestellt werden; eine Verbindung zum Rest des vorderen Kreuzbandes war in
keinem Fall gegeben. In einzelnen Fallen bewirkte dies eine Verschiebung der Tibia
in die Anterioritdt (Phdnomen der vorderen Schublade, Abb. 4.9, B1). In allen
Kniegelenken beider Gruppen war das hintere Kreuzband stets intakt.

In der Kernspintomographie stellten sich die Menisken im Kniegelenk der
Kontrollgruppe homogen und schwarz dar (Abb. 4.9, A), wahrend die Menisken der
Degenerationsgruppe haufig eine Zunahme der Signalintensitat zeigten (Abb. 4.9,
B2, Pfeile). Diese Veranderung der Signalintensitat gilt als ein Zeichen der
Degeneration (Raunest et al., 1994) und wurde getrennt fir Vorder- und Hinterhorn,
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Kontrolle Degeneration
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Abb. 4.9: Kernspintomographische Untersuchung und Auswertung der Kniegelenke der
Kontrollgruppe und des Degenerationsmodells. Im sagittalen Schnittbild eines Kontrollknies
(A) stellt sich der mediale Meniskus homogen und schwarz dar. Femur und Tibia stehen
aufeinander. Im Kniegelenk des Degenerationsmodells kommt es durch das fehlende vordere
Kreuzband zur Verschiebung der Tibia nach vorne (B1). Diese Kniegelenke zeigen haufig eine
intrameniskale Zunahme der Signalintensitat (B2, Pfeile). Durch die Anderung der
Signalintensitat wurde der Degenerationsgrad von Vorder-, Hinterhorn (VH, HH) und Pars
intermedia (Pl) aller medialen Menisken bestimmt (C). Sowohl die medialen als auch die
lateralen Menisken des Degenerationsmodells zeigen eine deutliche Degeneration im MRT im
Vergleich zur Kontrollgruppe (D).
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sowie fir die Pars intermedia fir alle Menisken nach einem Scoring-System
(Raunest et al.,, 1994) bewertet. Nach Auswertung aller medialen Menisken zeigte
sich eine signifikante (p < 0,01) Degeneration in den Vorder- und Hinterhérnern
(Abb. 4.9 C, Tab. 4.4) der Menisken des Degenerationsmodells (n = 8). Die Pars
intermedia zeigt dagegen keine signifikante Degeneration des Meniskusgewebes
(Abb. 4.9 C, Tab. 4.4). Im Gesamtvergleich aller Menisken der beiden Gruppen
zeigte sich, dass auch der laterale, ebenso wie der mediale Meniskus der
Degeneratiosgruppe eine signifikante (p < 0,001; n=8) Degeneration zeigten
(Abb. 4.9 D, Tab. 4.5).

Tab. 4.4: Ergebnisse der statistischen Analyse von Abb. 4.9 (C).

Der mediale Meniskus der Degenerationsgruppe zeigte eine Degeneration im
Stadium | bis lla (Abb. 4.9, D). Der Unterschied zum lateralen Meniskus dieser
Gruppe ist nicht signifikant (Tab. 4.5).
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Makroskopische Befunde der Meniskuspraparation

Nach der Bildgebung mittels Kernspintomographen und Réntgen erfolgte die Tétung
der Tiere in tiefer Narkose. Unmittelbar nach Todesfeststellung wurde die Stabilitat
beider Kniegelenke untersucht und miteinander verglichen. Alle Tiere zeigten eine
ausgepragte Instabilitat auf der linken Seite, wie sie bei Verletzungen des vorderen
Kreuzbandes vorkommt (Ph&anomen der ausldésbaren vorderen Schublade). Die
klinische Untersuchung zeigte bei einem Tier einen tastbaren Kniegelenkserguss. Es
folgte die zlgige Praparation der Kniegelenke, wobei auch die Bandstrukturen der
Kniegelenke bewertet wurden: Ausnahmslos alle hinteren Kreuzbander waren intakt.
Auf der rechten Seite (Kontrolle) waren ebenfalls auch alle vorderen Kreuzbander
intakt. Im linken Kniegelenk (Degenerationsmodell) fehlten alle vorderen Kreuz-
bander. Vereinzelt konnten die Stimpfe der vorderen Kreuzbander dargestellt
werden. Im Anschluss wurden die Menisken dargestellt. Bei drei von acht Tieren
zeigte sich im linken Kniegelenk (Degenerationsmodell) eine am Hinterhorn des
medialen Meniskus anhaftende, stark verhartete Struktur, welche isoliert und zur
weiteren histologischen Analyse (siehe 4.7) in Formalin fixiert wurde.

Tab. 4.5: Ergebnisse der statistischen Analyse von Abb. 4.9 (D).
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Bei der lIsolation der Menisken aus dem Kniegelenk und dem anschlieBenden
Zerschneiden der Menisken, erwiesen sich die medialen Menisken des Degenera-
tionsmodells als schwer schneidbar. Die von Ferrer-Roca et al. (1978a) beschriebe-
nen makroskopischen mukoiden Verfarbungen konnten nicht nachgewiesen werden.

Histopathologische Beurteilung des Meniskusgewebes

c Kontrolle Degeneration D Kontrolle Degeneration
p < 0,001 p < 0,001
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Abb. 4.10: Histologische Beurteilung der Degeneration von Menisken der Kontrollgruppe und
des Degenerationsmodells. Anhand der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wird eine vierstufige
Einteilung vorgenommen. Bei homogen gefarbter Matrix mit ausgeglichener Zellverteilung (A)
liegt keine Degeneration vor (Grad 0). Bei schwersten degenerativen Verdnderungen wie
basophiler (blauer) Matrixfarbung, mukoiden Veranderungen (Kreis in B) sowie der Separation
des Faserknorpels handelt es sich um eine Degeneration 3. Grades (B). Es wurde
Degenerationsgrad von Vorder-, Hinterhorn (VH, HH) und Pars intermedia (PI) aller medialen
Menisken bestimmt (C). Eine deutliche Degeneration ist nur in den medialen Menisken des
Degenerationsmodells zu beobachten (D).
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Mit Hilfe des bereits vorgestellten histopathologisch-basierten Scoring-Systems
(Krenn et al., 2010a) sollten auch die Menisken der Tierversuche auf degenerative
Veranderungen untersucht werden. Abbildung 4.10 A zeigt ein reprasentatives
Schnittpraparat aus dem medialen Meniskus der Kontrollgruppe. Weder in Vorder-
oder Hinterhorn, noch in der Pars intermedia der medialen Menisken der
Kontrollgruppe konnten Zeichen einer hdhergradigen Degeneration beobachtet
werden (Abb. 4.10 C). Die medialen Menisken des Degenerationsmodells zeigten
deutliche Zeichen einer hohergradigen Degeneration, wie z.B. die basophile
Matrixfarbung (Blauféarbung des Praparates) und mukoide Verénderungen, welche
sich durch Uber- und unterfarbte Areale (Krenn et al., 2008) auszeichnen (Kreis in
Abb. 4.10 B). Teilweise fanden sich auch flachig ausgepragte mukoide
Degenerationen sowie Separationen, Riss- und Spaltbildungen des Meniskus-
gewebes (Abb. 4.10 B). Der laterale Meniskus des Degenerationsmodells zeigte
keine solchen degenerativen Veranderungen. Der statistische Vergleich von
Vorderhorn, Hinterhorn und Pars intermedia der Kontrollgruppe mit den
entsprechenden anatomische Bereichen der Menisken des Degenerationsmodells
zeigt stets eine signifikante Degeneration (Tab. 4.6).

Tab. 4.6: Ergebnisse der statistischen Analyse von Abb. 4.10 (C).
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Im Gesamtvergleich der Menisken, in welchen fir jeden Meniskus die Werte aus
Vorder- und Hinterhorn sowie der Pars intermedia eingingen, zeigte sich, dass nur
der mediale Meniskus des Degenerationsmodells eine signifikante (p < 0,001)
Zunahme auf eine Degeneration 2. Grades aufwies (Abb. 4.10 D, Tab. 4.7).
Zusammenfassend zeigte sich, dass nur der mediale Meniskus des
Degenerationsmodell eine deutliche Degeneration nach einer postoperativen Stand-
zeit von 26 Wochen aufwies (Abb. 4.10 D). Innerhalb dieser medialen Menisken
zeigte sich die deutlichste Degeneration in der Pars intermedia und im meniskalen
Vorderhorn. Es muss diskutiert werden, warum die Ergebnisse der histo-
pathologischen Analyse teilweise nicht mit den Ergebnissen der kernspintomo-

graphischen Bildgebung Ubereinstimmen.

Tab. 4.7: Ergebnisse der statistischen Analyse von Abb. 4.10 (D).
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4.6 Expressionsprofil bei sekundarer Meniskusdegeneration

Auf Grund der Ergebnisse der histopathologischen Auswertung (Goldstandard der
Charakterisierung der Degeneration), welche die starkste Degeneration in der Pars
intermedia der medialen Menisken des Degenerationsmodells zeigen konnten,
wurden fir die Analyse des Expressionsprofils jeweils die Pars intermedia der
medialen Menisken beider Gruppen miteinander verglichen.

Expressionsprofil des Meniskusgewebes

Analog zur Analyse des veranderten Expressionsprofils bei primarer Meniskus-
degeneration in den Kadaverkniegelenken von adulten Zuchtschweinen wurde die
Untersuchung des Expressionsprofils des Meniskusgewebes aus dem Tiermodell fir
sekundare Meniskusdegeneration durchgefthrt.

Von den untersuchten Struktur-bildenden Genen Kollagen-1 und -2, sowie
Aggrekan und Decorin zeigte sich nur bei Kollagen-1 eine signifikante (p < 0,05)
Mengenanderung des Genprodukts (Tab. 4.8). Die normalisierte Expression nimmt
von 0,48 £0,28% (n=8) in der Kontrollgruppe auf 1,21 £0,82% (n=8) in den
degenerierten medialen Menisken zu (Tab. 4.8). Die verbleibenden Strukturproteine
zeigen, wie auch die untersuchten katabolen Matrixmetalloproteinasen, keine
signifikante Anderung der Genexpression (Tab. 4.8). Das als Entziindungsmediator
bekannte Interleukin-13 konnte weder in den medialen Menisken der Kontrollgruppe
noch im Degenerationsmodell nachgewiesen werden (Tab. 4.8). Auch Interleukin-8
zeigte in beiden Gruppen nur eine sehr schwache Expression, welche sich durch die
Degeneration auch nicht anderte. Eine Genexpression des Lubrikants Lubricin
konnte nur in 6 Tieren der untersuchten 16 Géttingen Minipigs nachgewiesen werden
(Tab. 4.8). Auf Grund der reduzierten Anzahl lasst sich deshalb keine statistisch
valide Aussage Uber eine Anderung der Genexpression treffen (siehe 3.13). Die
Expression des Gens VEGF zeigte keine signifikante Anderung im Vergleich der
beiden Gruppen (Tab. 4.8).
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Tab. 4.8: Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion. Fiir jedes untersuchte Gen
ist die normalisierte Expression von medialen Menisken der Kontrollgruppe (rechtes Knie) und

der degenerierten Seite gegeniibergestellt und die Expressionsanderung beschrieben.

Kollagen-1A1 0,48 £ 0,28 1,21 £ 0,82 p < 0,05 |[Zunahme

Kollagen 2 0,80 £ 0,82 0,44 + 0,23 n.s. Keine signifikante Anderung
Aggrekan 40,72 £ 59,54 17,39 £+ 11,74 n.s. Keine signifikante Anderung
SOX-9 0,04 £ 0,03 0,47 £ 0,95 n.s. Keine signifikante Anderung
Interleukin-1B | nicht nachweisbar | nicht nachweisbar - -

Interleukin-8 0,08 £ 0,14 0,03 £ 0,02 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-2 2,65+1,15 4,12+ 1,88 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-3 5,67 £ 4,04 6,41 + 4,36 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-8 0,49 £ 0,22 0,68 £ 0,78 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-9 0,08 £ 0,21 0,01 £ 0,02 n.s. Keine signifikante Anderung
MMP-13 3,39 + 6,61 3,11 £ 5,61 n.s. Keine signifikante Anderung
VEGF 1,04 £ 0,80 0,76 £ 0,59 n.s. Keine signifikante Anderung
Lubricin 1,42+125* 0,56 + 0,70 * - -

Decorin 76,95 £ 21,54 161,85 £ 148,87 n.s. Keine signifikante Anderung

* Lubricin war nur bei n = 6 von 16 Tieren nachzuweisen

Immunhistochemische Analyse des Meniskusgewebes

Die angefertigten Querschnitte aus der Pars intermedia der medialen Menisken
beider Gruppen wurden mit einem Antikérper gegen Kollagen-1 behandelt, um die
Zunahme des Kollagen-1-Genprodukts auf Proteinebene zu verifizieren.

Die Schnittpraparate der juvenilen Kontrollgruppe zeigten eine schwache bis
mittestarke Farbung (Abb. 4.11 B). Die Farbung der Schnittpréaparate des Degenera-
tionsmodells zeigten eine deutlich starkere Farbung (Abb. 4.11 C). Die durch die
quantitative Polymerase-Kettenreaktion beschriebene Zunahme des Genprodukts an
Kollagen-1 (Tab. 4.8) kbénnte als Ursache fur die Zunahme der Proteinmenge

angesehen werden.
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Ohne Antikérper Kontrolle Degeneration

Abb. 4.11: Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen-1 in der Pars intermedia der
medialen Menisken der Kontrollgruppe und des Degenerationsmodells. Im Vergleich zum
Meniskusquerschnitt, welcher nicht mit dem Antikérper gegen Kollagen-1 behandelt wurde (A)
zeigt sich bei den der Kontrollgruppe eine schwache Farbung des Schnittpraparates (B). Die
Menisken des Degenerationsmodells zeigen dagegen eine deutlich stirkere Farbung (C).

4.7 Strukturveranderungen bei sekundarer Meniskusdegeneration

Histologische Beurteilung des Meniskusgewebes

Analog dem Vorgehen bei der Analyse der primdren Meniskusdegeneration im
Kadaverknie von adulten Zuchtschweinen wurde im Folgenden eine weitergehende
histologische Analyse der Menisken aus dem Tiermodell mit sekundarer Meniskus-
degeneration durchgefliihrt. Diese sollte mdgliche Veranderungen in der Struktur der
Kollagenfasern und der Verteilung der Proteoglykane darstellen. Hierzu wurden
Schnittpréaparate aus Vorder- und Hinterhorn sowie der Pars intermedia aller
medialer und lateraler Menisken gefarbt und ausgewertet. Des Weiteren wurden
nach einer Entkalkung in Osteodec (Bio-Optica, Mailand, Italien) Schnittpraparate
aus den oben beschriebenen Anhaftungen an drei medialen Menisken der
Degenerationsgruppe hergestellt und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

Die Querschnitte der Menisken beider Gruppen zeigten ein Bild mit
tberwiegender Grinfarbung im meniskalen Zentralbereich und einer rot-orangenen
Farbung an den femoralen und tibialen Grenzflachen der Menisken (Abb. 4.12 A, B).
Dies spricht fir einen hohen Anteil an kurzen Kollagenfasern mit geringem
Durchmesser im Meniskusinnern beider Gruppen. Die femorale Oberflache der
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Schnittprédparate einzelner Menisken der Degenerationsgruppe zeigte an der
Meniskusspitze eine schwachere rot-orange Farbung als die Gbrigen Randbereiche
(Abb. 4.12 B, Pfeile). In der Kontrollgruppe konnte dieses Ph&nomen nicht nach-
gewiesen werden (Abb. 4.12 A).

Kontrolle Degeneration

Abb. 4.12: Histologische Untersuchung der Menisken aus der Kontrollgruppe und aus dem
Degenerationsmodell beziiglich ihrer Kollagen- und Proteoglykan-Struktur. Die Sirius Red-
Farbung (A, B) zeigt keine deutlichen Unterschiede im Farbemuster im Vergleich zwischen den
beiden Gruppen. Einige Menisken des Degenerationsmodells zeigen eine verdiinnte femorale
Oberflache im Bereich der weiBen Zone (Pfeile in B). Auch die Proteoglykan-Verteilung zeigt
keine Unterschiede in den beiden untersuchten Gruppen: Die homogene Safranin O-Féarbung
(C, D) beginnt an der Meniskusspitze und endet am Ubergang zur roten Zone.
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Die Proteoglykan-spezifische Farbung mit Safranin O zeigt ebenfalls keine
Unterschiede in den zu vergleichenden beiden Gruppen: Sowohl die Menisken der
Kontrollgruppe (Abb. 4.12 C), als auch die Menisken des Degenerationsmodells
(Abb. 4.12 D) zeigen ein homogenes mittelstarkes Farbemuster, welches an der
Meniskusspitze beginnt und erst am Ubergang der rot-weiBen zur roten Zone endet.
Wie bereits oben beschrieben, zeigten sich an drei von acht medialen
Menisken der Degenerationsgruppe eine réntgendichte Struktur im dorso-medialen
Gelenkspalt (Abb. 4.8 C, 3). Dieses Gewebe wurde mit Hamatoxylin-Eosin geféarbt
und histopathologisch untersucht. Es kann in allen drei Fallen als fasriges
Bindegewebe mit zum Teil zahlreichen Chondrozyten beschrieben werden. Auf
Grund des histologischen Praparates kann das réntgendichte Gewebe am ehesten

als verandertes Meniskusgewebe interpretiert werden.

Transmissionselektronenmikroskopische Beurteilung des Meniskusgewebes

Wie auch bei den Menisken mit primarer Meniskusdegeneration konnte bei den
Menisken des Tiermodells histopathologisch eine Degeneration der Extrazellular-
matrix nachgewiesen werden (siehe 4.1 und 4.5). Die weitere histologische Aus-
wertung (Sirius Red und Safranin O-Farbungen) zeigten allerdings unterschiedliche
Ergebnisse: Wahrend sich bei der primaren Meniskusdegeneration deutliche
Unterschiede bezlglich des Kollagengerists und der Proteoglykan-Verteilung
zeigten, konnten bei den Menisken mit sekundarer Meniskusdegeneration nur
vereinzelt Veranderungen an der Meniskusspitze beschrieben werden.

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie an der Spitze des
meniskalen Vorderhorns aller Menisken der Kontroll- und Degenerationsgruppe (je
n=238) sollte eine weiterfhrende Analyse der Kollagen-Struktur erfolgen. Das
Kollagengerlst aller Menisken wurde nach dem bereits vorgestellten, auf der
Transmissionselektronenmikroskopie basierenden, Scoring-System (Gelber et al.
2008) bewertet.

Sowohl die medialen als auch die lateralen Menisken der Kontrollgruppe

zeigten Uberwiegend ein intaktes Kollagengerlist des Vorderhorns mit parallel an-
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Kontrolle Degeneration
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Abb. 4.13: Transmissionselektronenmikroskopische Beurteilung des meniskalen Kollagen-
fasergeriists. Anhand der Struktur des Kollagenfasergeriists wird der meniskale Degen-
erationsgrad eingeteilt. Parallel angeordnete (A1), dicht gepackte (B1) Kollagenfasern mit
deutlicher Streifung (C1) sprechen fiir eine Degeneration I. Grades. Eine inhomogene (A2),
deutlich aufgelockerte (B2) Anordnung von nur schwach gestreiften (C2) Kollagenfasern
stehen fiir eine hohergradige Degeneration. Alle Menisken der Kontrollgruppe sowie die
lateralen Menisken des Degenerationsmodells sind nur wenig degeneriert (D), wahrend der
mediale Meniskus des Degenerationsmodells eine hochgradige Degeneration aufweist (D).
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geordneten (Abb. 4.13 A1), dicht gepackten (Abb.4.13 B1) Kollagenfasern mit
kontrastreich dargestellter Querstreifung (Abb. 4.13 C1). Auch die Vorderhérner der
lateralen Menisken des Degenerationsmodells zeigten einen ahnlichen Zustand des
Kollagenfasergeriistes (Abb.4.13 D). Im Gegensatz hierzu zeigte sich das
Kollagenfasergertst der Vorderhérner der medialen Menisken des Degenerations-
modells eher aufgelockert (Abb. 4.13 A2) und weniger dicht gepackt (Abb. 4.13 B2).
Die Kollagenfasern waren teilweise zerstért und eine Querstreifung war weniger
ausgepragt (Abb. 4.13 C2).

Nach Analyse aller meniskalen Vorderhérner der beiden Gruppen zeigten
die medialen und lateralen Vorderhdrner der Kontrollgruppe sowie die lateralen
Vorderhérner der Menisken des Degenerationsmodells eine Degeneration |. Grades
(normaler Meniskus, Abb. 4.13 D). Die Vorderhdrner der medialen Menisken (n = 8)
des Degenerationsmodells zeigten eine signifikante (p <0,001) Zunahme der
Degeneration auf eine Degeneration lll. Grades (Abb. 4.13, Tab. 4.9).

Tab. 4.9: Ergebnisse der statistischen Analyse von Abb. 4.13 (D).
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5. Diskussion

Die Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit sind (1) die Analyse der priméaren
degenerativen Veranderungen im porcinen Meniskus bezliglich des genetischen
Expressionsprofils und der Kollagenstruktur. Des Weiteren konnte (2) ein Tiermodell
beschrieben werden, welches eine induzierte, sekundéare Meniskusdegeneration
zeigt, welche ebenfalls beziiglich Anderungen des Expressionsprofils und der
Struktur der Extrazellularmatrix untersucht wurde. Es muss diskutiert werden, ob die
degenerativen Veranderungen im Meniskusgewebe des Tiermodells eine aus-
reichende Ahnlichkeit mit der primdren Meniskusdegeneration besitzen, um evitl.
auch mit Hilfe des Tiermodells grundlegende Fragestellungen bezuglich der

Meniskusdegeneration im Allgemeinen adressieren zu kénnen.

5.1 Die primare Meniskusdegeneration im porcinen Kniegelenk

Primare Meniskusdegeneration im Kadaverknie des Zuchtschweins

Die Entwicklung eines Tiermodells fir Meniskusdegeneration ist immer auf die
sekundare Meniskusdegeneration limitiert, da jede Manipulation am Kniegelenk
(operativ, medikament®s, etc.) ursachlich fur die entstehende Meniskusdegeneration
sein kann, auch wenn es sich um eine indirekte Manipulation handelt, welche nicht
direkt die Menisken betrifft, sondern andere Strukturen wie z. B. Band- oder
Knorpelstrukturen. In der vorliegenden Arbeit sollte ein initialer Versuch unter-
nommen werden, die primdre Meniskusdegeneration zu charakterisieren. Hierzu
wurden Menisken aus adulten Zuchtschweinen untersucht, welche makroskopische
Zeichen der Kniegelenksdegeneration aufwiesen (siehe 4.1). Es ist bekannt, dass far
die hier verwendeten Zuchtschweine zur Nahrungsgewinnung auf Grund der
Haltungsbedingungen ein erhéhtes Risiko zur Ausbildung von chronischen
degenerativen Kniegelenkserkrankungen, wie Gonarthrose, besteht (Kielstein et al.,
1987). Auch die in dieser Arbeit untersuchten Menisken der adulten Zuchtschweine
zeigten histopathologisch gesicherte Anzeichen einer Degeneration 2. Grades (Abb.
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4.1). Nach wie vor gilt die hier durchgefiihrte histopathologische Beurteilung als
sensitivste Befundung von degenerativ verandertem Gewebe (Raunest et al., 1994).
Es muss allerdings diskutiert werden, ob es sich im Sinne der Definition um eine
primare Meniskusdegeneration handelt: Die makroskopische Begutachtung der
Kniegelenke ergab keine Hinweise auf ein stattigehabtes Kniegelenkstrauma
(Bandstrukturen intakt, keine Meniskusrisse, etc.). Allerdings konnten in allen adulten
Kniegelenken positive Anzeichen einer Degeneration des hyalinen Gelenkknorpels
nachgewiesen werden. Letztendlich Idsst sich nicht ausschlieBen, dass diese
degenerativen Verdnderungen des Gelenkknorpels zur Entstehung der nach-
gewiesenen Meniskusdegeneration beitrugen. Wahrscheinlicher scheint allerdings,
dass die Degeneration des hyalinen Gelenkknorpels bereits eine Folge der
Meniskusdegeneration ist. Aktuelle Studien konnten meniskale Veranderungen als
Risikofaktor der Gonarthrose eindeutig identifizieren (Katz et al., 2009). Darlber
hinaus muss diskutiert werden, welchen Einfluss meniskale Alterungsprozesse auf
die in dieser Arbeit erhobenen Daten haben, da zwischen der juvenilen Kontroll-
gruppe und den adulten Menisken einen Altersunterschied von viereinhalb Jahren
besteht. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass degenerative Veranderungen,
wie die Entstehung mukoider Verdnderungen oder Mengenanderungen der
Proteoglykane nicht allein durch das Altern des Gewebes hervorgerufen werden
(Boya et al., 2004; Herwig et al., 1984).

Zusammenfassend kann also im Fall der in dieser Arbeit verwendeten
adulten Menisken der Zuchtschweine vom Vorliegen einer primaren Meniskus-
degeneration ausgegangen werden, welche nachfolgend charakterisiert werden

sollte.

Markergene der primaren Meniskusdegeneration

Die primar degenerierten Menisken wurden im Anschluss an die histopathologische
Begutachtung auf Veranderungen des Genexpressionsprofils untersucht. Die
Auswahl der untersuchten Gene stiitzte sich vor allem auf die in der Literatur
beschriebenen Markergene fir die degenerative Verdnderung des hyalinen
Gelenkknorpels (Aigner et al., 2008; Aigner et al., 2006a, 2006b; Stoker et al. 2006;
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Hsieh et al., 2004). Es wurde versucht, die verschiedenen Einflisse der
Degeneration abzubilden: Neben den Strukturproteinen Kollagen-1, -2, Aggrekan
und Decorin wurden vor allem Gene des katabolen Metabolismus, wie z. B. die
Matrixmetalloproteinasen untersucht. Auch deren Gegenspieler, wie das Gen SOX-9,
welches die Stabilitdt des Chondrozyten-Metabolismus starkt (Ochi et al., 2003),
wurden in die Analyse eingeschlossen. Um die Beteiligung inflammatorischer
Prozesse beschreiben zu kénnen, wurden fiir Interleukine kodierende Genprodukte
analysiert. Der Fokus dieser molekularbiologischen Analyse wurde auf die Pars
intermedia des medialen Meniskus gelegt. Vorhergehende Studien am humanen
Meniskus haben gezeigt, dass weder in gesunden, noch in degenerierten Menisken
ein signifikanter Unterschied zwischen der Genexpression in Vorder- und Hinterhorn
besteht (Reisig et al., 2010). Auch die Ergebnisse des in der vorliegenden Arbeit
durchgeflihrten Pilotversuchs zur Entwicklung eines porcinen Tiermodells mit
sekundarer Meniskusdegeneration, in welchem die Genexpression reprasentativer
Gene verglichen wurde, zeigte keinen Unterschied zwischen den drei meniskalen
Bereichen Vorder-, Hinterhorn und Pars intermedia (siehe 4.5). Die Beschrankung
auf den medialen Meniskus ist durch die Biomechanik des Kniegelenks begrindet:
60-80% der einwirkenden Krafte wirken auf das mediale Kompartiment des
Kniegelenks ein (Cerejo et al., 2002), denen der mediale Meniskus auf Grund seiner
ligamentaren Fixierung deutlich schlechter ausweichen kann als der laterale
Meniskus (Vedi et al., 1999).

Die Genexpression des Haupt-Strukturproteins des Meniskusgewebes,
Kollagen-1, nahm in den primar degenerierten Menisken signifikant ab (Tab. 4.2).
Dies steht in Kontrast zu den Ergebnissen aus dem hyalinen Gelenkknorpel, wo die
Menge an Genprodukten von Kollagen-2 (der Hauptkomponente des Gelenk-
knorpels) zunimmt (Lorenz et al., 2005). Diese, beim Gelenkknorpel beschriebene
Zunahme des Strukturproteins Kollagen-2 kénnte in einer Gegenregulation zum
katabolen Stoffwechsel sein. So konnte eine Zunahme der Genexpression von
Kollagen-2 im Gelenkknorpel unter dem Einfluss von Entziindungsmediatoren wie
den Interleukinen beobachtet werden (Fan et al., 2005). Das fur die Chondrozyten
bedeutendste Interleukin, Interleukin-1B (Fan et al., 2006), konnte in den hier
untersuchten Menisken nicht nachgewiesen werden, was die Abnahme des
Genprodukts an Kollagen-1 erklaren kénnte. Dennoch kann eine inflammatorische
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Beteiligung an der primaren Meniskusdegeneration nicht ausgeschlossen werden, da
die untersuchten Menisken eine Zunahme der Genexpression von Interleukin-8
zeigten, was fir eine Beteiligung eines inflammatorischen Prozesses sprechen
kénnte. Interleukin-8 ist am degenerativen Umbau von Knorpel- und Knochengewebe
beteiligt (Aida et al., 2006) und kdnnte so auch die degenerativen Veranderungen im
Meniskusgewebe begtinstigen.

Weitere Hochregulierungen zeigten die Matrixmetalloproteinasen-2 und -13,
welche als Mediatoren des katabolen Stoffwechsels beschrieben sind (Aigner et al.,
2006a, 2006b; Fan et al., 2005; Hsieh et al., 2004). Eine Zunahme der Genprodukte
dieser Gene gilt beim hyalinen Gelenkknorpel als Zeichen einer Verschiebung des
Gleichgewichts vom anabolen hin zum katabolen Metabolismus und somit zur
Degeneration (Aigner et al., 2006b). Das Lubrikant Lubricin, welches von Chondro-
zyten und Synoviozyten produziert wird (zur Ubersicht: Niikura et al., 2007) und auch
im Meniskus vorhanden ist (Lee et al., 2008; Jones et al., 2007; Schumacher et al.,
2005), scheint sehr empfindlich auf Veranderungen im Organsystem Knie zu
reagieren: eine Hochregulierung der Expression ist sowohl bei akuten Verletzungen
des Gelenkknorpels (Jones et al., 2009), als auch bei isolierten Scherbelastungen zu
beobachten (Nugent et al., 2006). Bei Osteoarthrose (Jones et al., 2007), bei
Kompression (Wang et al., 2009) und bei Verletzungen des vorderen Kreuzbandes
(Elsaid et al., 2008) zeigte sich allerdings eine Abnahme der Expression des
Lubrikants in den Chondrozyten des hyalinen Knorpels. Im Gegensatz zum hyalinen
Gelenkknorpel wurde Lubricin auch in den tieferen Schichten des Meniskus
nachgewiesen (Schumacher et al., 2005), was auf eine weitere Funktion Uber die des
Lubrikants hinaus hindeuten kénnte. In der hier vorliegenden Studie zeigt Lubricin
allerdings keine signifikante Anderung der Genexpression (Tab. 4.2) und kann somit
nicht als Markergen fir die meniskale Degeneration dienen.

Zu diskutieren bleibt die Validitdt der durchgeflhrten quantitativen Poly-
merase-Kettenreaktion: Alle untersuchten Gene zeigten eine groBe Standard-
abweichung (Tab. 4.2), was die interindividuelle Streuung indiziert. Die Griinde
hierfir kdnnen vielschichtig sein: So ist bekannt, dass die Zellen des Meniskus
keineswegs als einheitlich zu betrachten sind (Schumacher et al., 2005), was auch
durch in vitro-Studien gezeigt werden konnte: Hier zeigen meniskale Zellkulturen
unterschiedliche Anderungen ihres Genexpressionsprofils unter hypoxischen
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Bedingungen (Adesida et al., 2007). Dies kdnnte zu einer Zunahme der inter-
individuellen Unterschiede fihren. Des Weiteren muss bei Untersuchungen von
Genprodukten immer die Qualitdt der messenger-Ribonukleinsduren hinterfragt
werden. Die Hydrolyse und somit die Zerstérung dieser Genprodukie beginnt
unmitteloar nach dem Tod des Individuums (Nunley et al., 1972). Fir bradytrophe
Gewebe konnte allerdings gezeigt werden, dass bei ununterbrochener Kiahlung der
Proben auf 4° C die Uberlebensdauer der Ribonukleinsauren ca. 96 Stunden betragt
(Marchuk et al., 1998). Zuséatzlich wurde versucht unterschiedlich lange Transport-
und Praparationszeiten zu minimieren. Letztendlich hat auch die Wahl des Referenz-
gens deutlichen Einfluss auf die Aussagekraft der quantitativen Polymerase-
Kettenreaktion (Ferguson et al., 2010). Das hier ausgewahlte Haushaltsgen B-Actin
ist allerdings flr das Schwein als sehr stabil exprimiertes Gen beschrieben
(Ferguson et al., 2010). Um Fehler bei der Durchfihrung der quantitativen
Polymerase-Kettenreaktion zu minimieren wurden jede Probe im doppelten Ansatz
untersucht (Dupletten) und die Ublichen Kontrollen (siehe 3.8) durchgefihrt.
Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit vier Gene (Kollagen-
1A1, Interleukin-8, Matrixmetalloproteinase-2 und -13) mit signifikant geanderter
Genexpression bei primarer Meniskusdegeneration identifiziert werden. Weitere
Studien mussen die Sensitivitdt der Expressionsanderung untersuchen und zeigen,
ob diese Gene, zusammen mit anderen kirzlich identifizierten Genen (Krenn et al.,
2010a), auch als Markergene der primaren humanen Meniskusdegeneration dienen

kdnnen.

Gewebestruktur bei primarer Meniskusdegeneration

Die Abnahme der Genexpression des Strukturproteins Kollagen-1 in den Menisken
mit primarer Meniskusdegeneration (Tab. 4.2) scheint nicht zu einer Abnahme der
Protein-Menge von Kollagen-1 zu fihren, was durch die Anfarbung mit spezifischen
Antikdrpern gezeigt werden konnte (Abb. 4.2). Die folgenden Untersuchungen
zeigten allerdings, dass sich die Struktur des Kollagengerists im primér
degenerierten Meniskusgewebe &ndert. Die spezifische Kollagen-Faroung mittels

Sirius Red zeigte einen zunehmenden Anteil an kurzen, diinnen Kollagen-Fasern im
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Zentrum des Meniskus (Abb. 4.3). Hier kdnnte es sich um zerstérte Kollagenfasern
handeln, was durch die transmissionselektronenmikroskopische Analyse in diesem
Bereich bestatigt werden konnte (Abb. 4.4). Das Kollagenfasergerist diinnt aus und
verliert seine urspringliche Form, so dass von einer deutlichen Degeneration des
Kollagenfasergertiists gesprochen werden kann (Abb. 4.4 D). Letztlich sind wahr-
scheinlich diese Zerstérungen der Ultrastruktur der meniskalen Extrazellularmatrix
die Ursache fir die in der histopathologischen Analyse detektierten Veranderungen,
wie z. B. die Rissbildung. Diese Veranderungen des Kollagengerists sind typisch fir
Meniskusdegenerationen und sind wohl keine Folge des Altersunterschiedes der
Zuchtschweine, da im humanen Meniskus gezeigt werden konnte, dass das
Kollagenfasergeriist mit zunehmendem Alter dichter wird (Merkel, 1980). Dartber
hinaus konnten sowohl beim Menschen (Dahmen et al., 1962), als auch im
Tiermodell am Hund (Stockwell et al., 1984) solche Zerstérungen der Extra-
zellularmatrix als Folge der Degeneration elektronenmikroskopisch nachgewiesen
werden. Das beschriebene Modell der adulten, primar degenerierten porcinen
Kniegelenke scheint beziiglich der Zerstérung der Struktur der Kollagenfasern die
primare Meniskusdegeneration ausreichend gut darzustellen.

Die Proteoglykan-spezifische Farbung mit Safranin O (Rosenberg et al.,
1971) zeigt eine Zunahme dieser wasserbindenden Proteine (Fithian et al., 1990) bei
dem primar degenerierten Meniskusgewebe (Abb. 4.3). Dies stimmt mit den Daten
von Brandt et al. (1991) Uberein, welche eine Zunahme des Proteoglykan-Gehalts
von degeneriertem Gelenkknorpel im Hund beobachteten. Bei dieser Studie handelt
es sich allerdings um eine induzierte, also sekundare Degeneration des Knorpels.
Fir die primare Knorpeldegeneration ist die Abnahme des Proteoglykan-Gehalts im
Rinderknorpel beschrieben. Diese Reduktion beruht auf einer Zerstérung der
Tertiarstruktur dieser Proteine (Aigner et al., 2004). Bei der in der vorliegenden Arbeit
durchgeflhrten transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung des priméar
degenerierten Meniskusgewebes (siehe 4.3) konnten solche Veranderungen an der
Proteinstruktur der Proteoglykane nicht nachgewiesen werden. Es muss allerdings
bedacht werden, dass die beobachtete Zunahme der Proteoglykane auch durch das
unterschiedliche Alter der Zuchtschweine der beiden Gruppen bedingt sein kénnte.
Fir das Schaf konnte gezeigt werden, dass bei neu geborenen Tieren (Alter: 2 Tage)
nur in der Meniskusspitze Proteoglykane nachgewiesen werden konnten. Beim
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adulten Schaf (Alter: 10 Jahre), aber auch schon im Alter von 19 Monaten, zeigt sich
eine homogene Safranin O-Farbung Uber dem gesamten ovinen Meniskusquer-
schnitt (Melrose et al., 2005).

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich
auch die Oberflachenbeschaffenheiten der primér degenerierten Menisken andern.
Bereits die kollagen-spezifische Farbung mit Sirius Red zeigte erste Hinweise auf
Strukturveranderungen in der meniskalen Grenzschicht der Menisken mit priméarer
Meniskusdegeneration. So zeigte sowohl die tibiale als auch die femorale
Randschicht vermehrt die Einlagerung kurzer Kollagenfasern (Abb. 4.3). Die trans-
missionselektronenmikroskopische Analyse konnte zeigen, dass es durch das
Ausdiinnen der Kollagenfasern in ihrer Lange oder ihrem Durchmesser zu einer
reduzierten Packungsdichte dieser Proteine kommt (Abb. 4.4). Es folgte deshalb die
rasterelektronenmikroskopische Analyse der femoralen Oberflache der Menisken mit
primarer Meniskusdegeneration. Im Unterschied zu den juvenilen Menisken, welche
eine glatte und homogene Oberflache prasentierten (Abb. 4.5 A), imponierten die
primar degenerierten Menisken mit einer welligen, von Rissen durchzogenen
Oberflache (Abb. 4.5 B). Die beschriebenen Risse der Oberflache kommen wohl am
ehesten durch die reduzierte Packungsdichte der Kollagenfasern zustande. Dies
konnte bereits flr degenerativ veranderte humane Menisken gezeigt werden (Refior
et al., 1974).

Des Weiteren zeigte die rasterelektronenmikroskopische Analyse zahireiche
Auflagerungen auf der Oberflache der Menisken mit primarer Meniskusdegeneration
(Abb. 4.5 B). Aktuelle Studien (Furst et al., 2010) beschreiben morphologisch
ahnliche Auflagerungen als Kalziumkristalle. Dies kdnnte ein erster Hinweis auf eine
kalzifizierende Degeneration des Gewebes sein. Es handelt sich hierbei um eine
spezielle Form der Meniskusdegeneration, welche als kalzinése Degeneration
beschrieben wird (Krenn et al., 2010b). Die von First et al. (2010) beschriebenen
Kalziumkristalle fanden sich allerdings auf dem hyalinen Gelenkknorpel, wo
Kalzifizierungsprozesse unter Osteoarthrose beschrieben sind (Ea et al., 2011). Als
Ursache der Kalzifizierung wird ein multifaktorielles Einwirken von u. a. genetischen
Faktoren, dem Alter und Veranderungen der Extrazellularmatrix beschrieben (Fukai
et al., 2010; Pendleton et al., 2002). Solche Veranderungen der Extrazellularmatrix,
wie die Zerstdérung des Kollagengerists konnten auch in den Menisken des
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Degenerationsmodells nachgewiesen werden (siehe oben) und kdénnten mit zur
Entstehung einer kalzinbsen Degeneration beitragen. Es sollte deshalb die
elementare Zusammensetzung der Auflagerungen auf der Meniskusoberflache der
primar degenerierten Menisken analysiert werden. Die Energiedispersive Réntgen-
spektroskopie zeigte, dass die Auflagerungen keinen Kalzium-Anteil enthalten
(Abb. 4.6 B), was gegen eine Kalzifizierung spricht. Vielmehr scheint es sich um
Abrieb des Meniskusgewebes zu handeln, da die Auflagerungen eine &hnliche
Zusammensetzung wie das Meniskusgewebe besitzt (Abb. 4.6 B). Das Abreiben von
oberflachlichem Meniskusgewebe fiihrt selost zu Anderungen des Gen-
expressionsprofils (Ochi et al., 2001) und kénnte als Degenerationszeichen inter-
pretiert werden. Weitere Studien missen zeigen, ob die beschriebenen Auf-
lagerungen wirklich meniskalen Ursprungs sind, oder z. B. Abrieb des korres-
pondierenden femoralen Gelenkknorpels.

AbschlieBend muss kritisch hinterfragt werden, inwiefern die oben
beschriebenen Veranderungen des Kollagengerlsts die Funktion der Menisken
beeinflussen. Hier ware denkbar, isolierte porcine Menisken mit primarer Meniskus-
degeneration mittels tribologischer Prifstdnde zu testen, um so die mechanischen
Eigenschaften des Faserknorpels unter Degeneration zu testen und mit denen
gesunder Menisken zu vergleichen. Auch hier wurde fir den hyalinen Gelenkknorpel
Vorarbeit geleistet. Zahlreiche tribologische Prifstdnde sind in der Lage den
Reibungskoeffizient von Knorpel zu analysieren. Ein Nachteil der meisten Prifstande
ist die Testung der Reibungskrafte von Knorpel gegen ein nicht kdrpereigenes
Material, wie z. B. Glas (Basalo et al., 2007; Gleghorn et al., 2007; Krishnan et al.,
2005), Stahl (Morita et al., 2006), Zirconium (Patel et al., 1997) oder Aluminium
(Wimmer et al., 2004). Um den physiologischen Gegebenheiten naher zu kommen,
wurden far die tribologische Untersuchung von hyalinem Gelenkknorpel Prifstdnde
entwickelt, welche die Reibung von Knorpel gegen Knorpel analysieren kdnnen
(Katta et al., 2008; Teeple et al., 2007a, 2007b). Hiermit konnte fir den Gelenk-
knorpel gezeigt werden, dass unter Osteoarthrose der Reibekoeffizient zunimmt
(Teeple et al., 2007a, 2007b). Fir den Meniskus mit seiner speziellen, oben
beschriebenen Form (siehe 2.2) ist kein tribologischer Prifstand bekannt. Bei dessen
Entwicklung sollte man auf die Md&glichkeit der Nachahmung einer mdoglichst
physiologischen Belastung achten. Ob der porcine Meniskus fiir diese tribologischen
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Analysen geeignet ist, wird auf Grund seiner Kompressionseigenschaften noch
kritisch diskutiert (Sweigart et al., 2004).

Zusammenfassend konnten bei den adulten Menisken von Zuchtschweinen
primar degenerative Veranderungen in der Ultrastruktur der Extrazellularmatrix nach-
gewiesen werden. Die Ursachen fur diese Strukturveranderungen liegen in einem
zerstorten Kollagen-Netzwerk begrindet. Weiterfihrende Studien missen die Aus-
wirkungen dieser primaren degenerativen Veranderungen auf die Biomechanik des

Kniegelenks Uberprifen.

Hochauflésende Kernspintomographie bei primarer Meniskusdegeneration

Die bisher diskutierten Ergebnisse konnten also eine Anderung der Kollagenstruktur
in den Menisken mit primarer Meniskusdegeneration zeigen. Es sollte nun untersucht
werden, ob diese strukturellen Veranderungen der Extrazellularmatrix kernspin-
tomographisch zu detektieren sind. Die kernspintomographische Bildgebung ver-
sucht mit immer gréBeren Magnetfeldstarken (aktuell bis 7,0 Tesla; Kraff et al., 2007)
den Meniskus deutlicher darzustellen. Es sollen so Verfahren entwickelt werden,
welche eine frihzeitige und nicht-invasive Beurteilung von beginnender Meniskus-
degeneration ermdglichen. Die Detektion von degenerativen Prozessen im
Meniskusgewebe ist aktueller Gegenstand der Forschung und erfolgt stets indirekt,
z. B. Uiber die Anderung der Relaxationszeit im degenerierten Gewebe (Zarins et al.,
2010, Rauscher et al., 2008). Intrameniskale Strukturen konnten bisher allerdings
ausschlieBlich an isolierten porcinen Menisken im hochauflésenden Kernspintomo-
graphen dargestellt werden (Kreinest et al., 2010). Es wurden hauptsachlich fasrige
Strukturen dargestellt (siehe Abb. 4.7, B2, Pfeil), welchen das histologische Korrelat
der radiaren Kollagenfaserbiindel (Fink 2001; Skaggs et al., 1994), zugeordnet
werden konnte. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass fur die primare
Degeneration hauptsachlich Veranderungen am Kollagengerist charakteristisch
sind. Es sollte hier also erstmals untersucht werden, ob eine direkte Detektion von
Zeichen der primaren Degeneration mdglich ist. Hierzu wurden isolierte porcine
Menisken aus primar degenerierten Kniegelenken von Zuchtschweinen mit Hilfe

eines hochauflésenden Kernspintomographen untersucht. Zur weiteren Analyse
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konnten nur die coronaren kernspintomographischen Schnittbilder der Pars
intermedia herangezogen werden, da eine Zunahme der Signalintensitat im Vorder-
und Hinterhorn eine Darstellung intrameniskaler Strukturen verhinderte (Abb. 4.7 A-
C). Begriindet liegt diese Hyperintensitat in den Randbereichen der Menisken im
Phanomen des Magic Angle (Peterfy et al., 1994). Die Ursache dieses Phanomens
ist eine Signalzunahme, wenn die Hauptverlaufsrichtung der Kollagenfasern mit dem
Magnetfeld des Kernspintomographen einen Winkel von 54 ° einschlieBt (Fullerton et
al., 2007). Es konnten allerdings kontrastreiche Schnittbilder der Pars intermedia von
juvenilen und primar degenerierten Menisken erstellt werden (Abb. 4.7 C). Nach
ausfuhrlicher visueller Begutachtung dieser Schnittbilder konnten keine Unterschiede
der beiden Gruppen benannt werden. Es scheint also keine visuell wahrnehmbaren
Anzeichen der primaren Degeneration zu existieren. In einem weiterfiihrenden
Ansatz wurden die erstellten Schnittbilder mittels texturanalytischer Verfahren
ausgewertet. Es konnten zwei Texturparameter benannt werden, welche die primar
degenerierten Menisken trennscharf von den juvenilen Menisken unterscheiden
(Abb. 4.7 D). Bei diesen Texturparametern (siehe 4.4) handelt es sich um Ergebnisse
abstrakter Analysen (Haralick et al., 1973; Arivazhagan et al., 2003), denen kein
anatomisches oder biologisches Korrelat zugeordnet werden kann. Weitere Studien
mussen zeigen, ob auf Grund der abnehmenden Mittelwerte beider Texturparameter
in der Gruppe der primar degenerierten Menisken auf einen Verlust von Struktur-
information geschlossen werden kann, welcher mit dem Vorhandensein einer
Degeneration korreliert und z. B. in der beschriebenen Zerstérung des Kollagen-
gerUsts begriindet sein kdnnte. Dies kénnte durch einen direkten Vergleich von histo-
pathologisch aufgearbeiteten Proben mit der zuvor stattgefunden kernspintomo-
graphischen Bildgebung des identischen Bereiches durchgefihrt werden. Weiterhin
muss untersucht werden, ob die Texturanalyse ein valides Detektionsmittel von
Anzeichen degenerativer Veranderungen sein kann, da sie bei Anderungen an der
Aufnahmesequenz oder dem Kernspintomographen als nicht reproduzierbar gilt
(Schad et al., 2006).

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit Texturparameter
ermittelt werden, welche einen Hinweis auf eine vorliegende priméare Meniskus-
degeneration geben koénnten. Weiterfllhrende Studien missen Spezifitdt und

Sensitivitat dieser Texturparameter weiter untersuchen.
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5.2 Die sekundare Meniskusdegeneration im porcinen Kniegelenk

Sekundare Meniskusdegeneration im Tiermodell

Um therapeutische Optionen der Meniskusdegeneration in vivo zu etablieren, ist ein
Tiermodell mit adaquater Meniskusdegeneration unabdingbar (Arnoczky et al.,
2009). Auch kdnnen nur in einem solchen Modell mit adaquater Kontrollgruppe
(operiertes Gelenk und schein-operiertes Gelenk) eindeutige, valide Aussagen Uber
Therapieerfolge degenerativer Verdnderungen zugelassen werden. Die Suche nach
einem geeigneten Tiermodell fiir die Meniskusdegenerationsforschung ist Gegen-
stand aktueller Studien. So finden immer wieder Interspeziesvergleiche von
Meniskusgewebe statt, um ein adaquates Tiermodell zu beschreiben (Chevrier et al.,
2009). Das in der vorliegenden Arbeit verwendete, angepasste Pond-Nuki-Modell,
welches die alleinige Resektion des vorderen Kreuzbandes vorsieht fahrt im Hund
nach einer postoperativen Standzeit der Tiere von 24 Wochen zu einer sekundaren
Meniskusdegeneration (Libicher et al., 2005). Auch in der Humanmedizin ist bekannt,
dass eine Insuffizienz des vorderen Kreuzbandes zu Meniskusschaden flhrt
(Papageorgiou et al., 2001; Hauger et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte
durch die vollstandige Resektion des vorderen Kreuzbandes eine sekundare
Meniskusdegeneration verursacht werden, welche sowohl kernspintomographisch
(Abb. 4.9) als auch histopathologisch (Abb. 4.10) nachgewiesen werden konnte.
Hierbei flihrt das Fehlen des vorderen Kreuzbandes, welches als Stiitzpfeiler des
Kniegelenks agiert (Kohn, 2000), zu einer Kniegelenksinstabilitat, die durch klinische
Untersuchung bei allen Schweinen nachgewiesen werden konnte (siehe 4.5). Dies
fihrt zu einer erhdhten Lastverteilung auf das mediale Kniegelenkskompartiment
(Cerejo et al., 2002), welche wohl ursachlich fir die entstandene sekundare
Degeneration des Meniskusgewebes ist.

Die initiale Bildgebung mittels Kernspintomographie zeigte eine sekundére
Meniskusdegeneration in beiden Menisken des operierten Kniegelenks (Abb. 4.9 D)
nach einer postoperativen Standzeit von 26 Wochen. Beim Hund konnten nach
Kreuzbandresektion und einer postoperativen Standzeit von 24 Wochen nur

degenerative Veranderungen am medialen Meniskus nachgewiesen werden
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(Libicher et al., 2005). Auch die in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrte histo-
pathologische Beurteilung der Meniskusdegeneration zeigte nur im medialen
Meniskus deutliche degenerative Veranderungen (Abb. 4.10 D). Hier muss diskutiert
werden, warum die Ergebnisse der kernspintomographischen Bildgebung dem
Goldstandard der histopathologischen Analyse widersprechen: Die Auswertung der
kernspintomographischen Darstellung ergab keinen Anhalt auf eine schlechtere
Beurteilbarkeit des lateralen Meniskus im Vergleich zum medialen Meniskus.
Studien, welche die Sensitivitatt der Detektion von Meniskusschaden mittels
Kernspintomographie und Histopathologie vergleichen, bescheinigen der Bildgebung
ein ahnlich gutes Beurteilungsergebnis (Nawata et al., 1999). Meist wird hierbei
allerdings nur die Detektion von Meniskuslasionen beurteilt (Engelhardt et al., 2008)
und nicht die Detektion von degenerativen Veranderungen. Die kernspintomo-
graphische Detektion von isolierter Meniskusdegeneration ist experimentell und
erfolgt meist indirekt (Zarins et al., 2010). Dass es, wie in der hier vorliegenden
Arbeit, zu falsch negativen und falsch positiven kernspintomographischen Befun-
dungen von Meniskusdegenerationen kommen kann, ist in der Literatur zwar
beschrieben (Raunest et al., 1994), erklart aber nicht abschlieBend die im Vergleich
zur Histopathologie entstandenen falsch positiven Bewertungen der Kernspin-
tomographie in der vorliegenden Arbeit. Eine denkbare Ursache fur Fehl-
interpretationen der kernspintomographischen Bildgebung kénnte im Phanomen des
Magic Angle begrindet liegen. In der vorliegenden Arbeit konnte bei der hoch-
auflésenden Kernspintomographie isolierter Menisken von Zuchtschweinen eine
deutliche Kontrastabnahme im Gebiet des Magic Angle nachgewiesen werden (siehe
4.4 und 5.1). Auch bei der Kernspintomographie nicht isolierter Menisken ist dieses
zu Artefakten fihrende Phanomen des Magic Angle bekannt (Bydder et al., 2007).
Hier kdnnte die Entwicklung innovativer kernspintomographischer Messsequenzen
eine objektivere Auswertung erméglichen. Zur Klarung der Diskrepanz zwischen den
histopathologischen und kernspintomographischen Befunden der vorliegenden
Arbeit, sollten die Daten erfahrenen Radiologen bzw. Pathologen zur Auswertung
vorgelegt werden.

Um Aufschluss Uber die Lokalisation der sekundaren Meniskusdegeneration
innerhalb der Menisken zu erlangen, wurden Vorder-, Hinterhorn und Pars

intermedia getrennt beurteilt. Die groBen interindividuellen Unterschiede zwischen
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den Menisken spiegeln sich in den groBen Quantil-Abweichungen bei kernspin-
tomographischer (Abb. 4.9 C) und histopathologischer (Abb. 4.10 C) Beurteilung
wieder. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Regionen der
Menisken nachgewiesen werden (Tab. 4.4 und 4.5). In der Humanmedizin (Zarins et
al., 2010) und im Tiermodell am Hund (Libicher et al., 2005) fanden sich kernspin-
tomographisch vor allem am meniskalen Hinterhorn die zahlenmaBig haufigsten
Anzeichen von degenerativen Veranderungen. Dies konnte in der vorliegenden
Studie auch histopathologisch nicht bestatigt werden (Abb. 4.10 C).

Zusammenfassend konnte ein neues porcines Tiermodell mit signifikanter,
sekundarer Meniskusdegeneration des medialen Meniskus beschrieben werden,
welche sich sowohl kernspintomographisch als auch histopathologisch mit etablierten
Scoring-Systemen nachweisen lasst.

Markergene der sekundaren Meniskusdegeneration

Wie bereits bei der Analyse von Markergenen der primaren Meniskusdegeneration,
bezog sich die Analyse der Markergene der sekundaren Meniskusdegeneration auch
ausschlieBlich auf die Pars intermedia der medialen Menisken der Kontroll- und
Degenerationsgruppe. Im durchgeflihrten Vorversuch zur Entwicklung des Tier-
modells zeigten sich keine Unterschiede bezliglich des Genexpressionsprofils in
Abhangigkeit von der intrameniskalen Lokalisation (siehe 4.5). Auch andere Studien
am humanen Meniskus konnten zeigen, dass es weder bei gesunden noch kranken
Menisken Unterschiede des Genexpressionsprofils zwischen Vorder- und Hinterhorn
gibt (Reisig et al., 2010). Zwar gibt es Hinweise, dass es Unterschiede in der
Genexpression von weiBBer und roter Zone gibt (Upton et al., 2006), eine Unter-
scheidung in diese Bereiche erschien flr die vorliegende Arbeit allerdings nicht
zielfGhrend.

Es wurden die Genprodukte der Gene, welche bereits bei den Menisken mit
primarer Meniskusdegeneration untersucht wurden, analysiert, um eine Vergleich-
barkeit der verschiedenen Degenerationsarten zu erlauben. Alle Gene sind als

Markergene fiir die Degeneration im hyalinen Gelenkknorpel beschrieben (Aigner et
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al., 2008; Aigner et al., 2006a, 2006b; Stoker et al., 2006; Hsieh et al., 2004) und
konnten im Meniskus nachgewiesen werden (Ochi et al., 2003).

Es zeigte sich flr die meisten untersuchten Gene eine schwache Expression
im Vergleich zum Haushaltsgen B-Actin (meist 0-10% normalisierte Expression; Tab.
4.8). Die fur die Proteoglykane Aggrekan und Decorin kodierenden Gene zeigten
allerdings in beiden untersuchten Gruppen eine hohe Genexpression. Einen
signifikanten Unterschied an Genprodukten zeigte aber nur das Strukturprotein
Kollagen-1 (Tab. 4.8), wie es bereits flir das vergleichbare Tiermodell im Hund
beschrieben wurde (Wildey et al., 2001). Diese Zunahme der Genexpression scheint
zu einer Mengenzunahme des Proteins Kollagen-1 im Meniskusgewebe der
Degenerationsgruppe zu fihren, was die immunhistochemische Analyse indiziert
(Abb. 4.11). Auf die Struktur des Kollagen-Geriists scheint die Zunahme an
Kollagen-1 allerdings keinen Einfluss zu haben, was die kollagen-spezifische
Farbung mit Sirius Red zeigt und im Anschluss diskutiert werden soll.

Die Obrigen untersuchten Gene, kodierend fir Strukturproteine, Matrix-
metalloproteinasen oder Entzindungsmediatoren, zeigten keine signifikante
Anderung der Genexpression. Wie bereits bei der Untersuchung der Menisken mit
primarer Meniskusdegeneration beschrieben, zeigte sich auch im Tierversuch zur
Entwicklung einer induzierten, sekundaren Meniskusdegeneration eine groBe
Standardabweichung bei den analysierten Genen. Zwar ist bekannt, dass es in
Chondrozyten aus degenerativ veranderten Menisken groBe Unterschiede zwischen
den einzelnen Individuen gibt (Sun et al., 2010a) und dass sogar Chondrozyten in
Zellkultur ihr Expressionsprofil standig &ndern (Lin et al., 2008), dennoch muss dies
dazu fahren, die Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion kritisch zu
interpretieren, da auf Grund der groBen Streuung der Daten vor allem falsch negative
Aussagen getroffen werden kénnten. Die generell vorhandene Heterogenitat der
Chondrozyten (Schumacher et al., 2005) kann mit zu dieser hohen interindividuellen
Variabilitdt beitragen. Weiterhin ist bekannt, dass es zumindest im humanen Gelenk-
knorpel zu stark variierenden Erneuerungsraten von Markerproteinen kommen kann,
die auch altersabhangig sind (McAlinden et al., 2001). Wirde dies in d&hnlichem
MaBe auch fir den porcinen Meniskus gelten, kénnte auch dies zur interindividuellen

Streuung beitragen.
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Weitere Studien muissen zeigen, ob Kollagen-1 als ein Markergen flr die
Meniskusdegeneration dienen kann. Besonders muss untersucht werden, ob die Art
der Expressionsanderung mit der Ursache der Degeneration korreliert. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Abnahme des Kollagen-1-Genproduktes unter
der primaren Meniskusdegeneration und eine Zunahme bei der sekundaren
Meniskusdegeneration.

Gewebestruktur der sekundaren Meniskusdegeneration

Die beschriebene Anderung des Kollagen-1-Expressionsprofils (Tab. 4.8) und das
veranderte Farbemuster der Kollagen-1-Immunhistochemie (Abb. 4.11) geben
Hinweise auf Veradnderungen der Kollagen-Struktur. Um diese ersten Hinweise zu
verifizieren wurde eine kollagen-spezifische Farbung mit Sirius Red durchgefinhrt:
Beide untersuchten Gruppen zeigten ein vergleichbares Farbemuster im meniskalen
Zentralbereich mit hauptsachlich griin und blau gefarbten Fasern (Abb. 4.12). Dies
spricht fir das Vorhandensein von kurzen Kollagen-Fasern mit diinnem Durch-
messer (Junqueira et al., 1979) sowohl in den Menisken der Kontrollgruppe, als auch
in den Menisken mit sekundarer Meniskusdegeneration. Dies spricht gegen eine
weitere starke Zerstérung der Kollagenfasern in der Degenerationsgruppe. Eine
weitere zielflhrende Analyse der Kollagenfaserstruktur kann durch die Trans-
missionselektronenmikroskopie erfolgen. Diese wurde an dem apikalen Meniskus
durchgeflihrt, wo die Ergebnisse der Sirius Red-Farbung bei einzelnen Menisken
eine Zerstérung der randstéandigen Kollagenfaserstruktur zeigten (Abb. 4.12 B,
Pfeile). Nach transmissionselektronenmikroskopischer Beurteilung aller Menisken
nach dem oben beschriebenen Scoring-System (Gelber et al., 2008) zeigte sich in
den medialen Menisken eine signifikante Degeneration Ill. Grades (Abb. 4.13 D). Bei
der Interpretation elektronenmikroskopischer Ergebnisse muss allerdings immer
bedacht werden, dass nur ein kleiner Teil des Meniskusgewebes untersucht wurde
(ca. 100 um?). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Bereiche des Vorderhorns
stehen auf Grund ihrer Nahe zum Ligamentum transversum genus unter besonderer
Zugspannung (siehe 2.2), was eine Zerstérung des Kollagengerlsts beglnstigen

kénnte. Die gewonnenen Erkentnisse der transmissionselektronenmikroskopischen
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Auswertung sollten deshalb nicht auf den gesamten Meniskus Ubertragen werden.
Dennoch kdnnen sie als Resultate des degenerativen Prozesses im Meniskus
gewertert werden, was auch beim Mensch (Dahmen et al., 1962) und im Tiermodell
am Hund (Stockwell et al., 1984) mit Hilfe der Elektronenmikroskopie gezeigt werden
konnte. Die Zunahme der Genexpression von Kollagen-1 kann als eine metabolische
Reaktion auf die beginnende Zerstérung der Extrazellularmatrix gedeutet werden.

Die Proteoglykan-spezifische Farbung mit Safranin O (Rosenberg et al.,
1971) zeigte ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Menisken der Kontroll-
gruppe und den Menisken mit sekundérer Meniskusdegeneration. Vergleichbare
Untersuchungen im Meniskus sind nicht beschrieben. Bezliglich des Gelenkknorpels
konnte im Tiermodell der Ziege eine Abnahme des Proteoglykan-Gehalts nach 14
Wochen im hyalinen Gelenkknorpel gezeigt werden (Laurent et al., 2006),
wohingegen im vergleichbaren Tiermodell im Hund eine Zunahme des Proteoglykan-
Gehalts nach 3-4 Jahren beschrieben wird (Brandt et al., 1991).

Veranderungen des Kollagen-Strukturgerists der Menisken mit sekundarer
Meniskusdegeneration waren also nur in der Transmissionselekironenmikroskopie
nachweisbar. Es muss diskutiert werden, ob solche ultrastrukturellen Anderungen
Auswirkungen auf die Funktion der Menisken haben kénnen. Die Versuchstiere
belasteten beide hinteren Extremitaten gleich stark, sodass starkere Schmerzen im
Bereich des Kniegelenks unwahrscheinlich erscheinen. Eine objektive Einschatzung
uber veranderte Teilfunktionen des Meniskus kénnte auch hier wieder die bereits
diskutierte Testung mittels tribologischer Prifstdnde gewahrleisten. Speziell fir den
Meniskus entwickelte Prifstdnde sind in der Literatur noch nicht beschrieben.

Zusammenfassend konnten nur lokal begrenzte Veranderungen des
Kollagenfasergertists detektiert werden, welche aber ausreichen, um das Meniskus-

gewebe degenerativ zu verandern.
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5.3 Das Schwein als Tiermodell fur Meniskusdegeneration

Validierung des Tiermodells fiir sekundare Meniskusdegeneration

Zur initialen Validierung dieses Tiermodells mit standardisierter sekundarer
Meniskusdegeneration sollte ein klinisch-etablierter Beurteilungsalgorithmus heran-
gezogen werden. Es existieren zwar zahlreiche Scoring-Systeme im klinischen
Alltag, wie z.B. der Whole-Organ-Knie-Score (Hunter et al., 2005) oder der
WORMS-Score (Peterfy et al., 2004), allerdings scheinen diese Scoring-Systeme
nicht ausreichend genau flr eine Klassifizierung der Meniskusdegeneration zu sein,
da sie sich auf das gesamte Organsystem Knie beziehen oder flir osteoarthrotische
Veranderungen ausgelegt sind. Des Weiteren kann natlrlich im Tierversuch nicht auf
ein Scoring-System zurlckgegriffen werden, welches die Kommunikation mit dem
Patienten voraussetzt. Von den zahlreichen Scores zur Bewertung von Knorpel-
gewebe sind die meisten fir die Beurteilung von hyalinem Gelenkknorpel ausgelegt
und nur schwer auf Faserknorpel zu Gibertragen (zur Ubersicht: Eckstein et al., 2007).
Viele auf den Meniskus abgestimmte Scoring-Systeme beschreiben den diskoiden
Meniskus (Hamada et al., 1994) oder sind auf das Beschreiben von Meniskusrissen
beschrankt (Reicher et al., 1986). Fir das oben beschriebene Tiermodell mit
sekundarer Meniskusdegeneration ist es allerdings essentiell, gerade diese
degenerativen Veranderungen wie z. B. mukoide Verdichtungen (zur Ubersicht:
Ferrer-Roca et al., 1978a, 1978b) zu detektieren. Copenhaver et al. (1978) haben ein
histopathologisch basiertes Scoring-System speziell fir die Degeneration des
Meniskusgewebes vorgeschlagen, das sowohl die zellulare (reduzierte Zelldichte) als
auch die azellulare Komponente (Homogenitat der Anfarbbarkeit, Defekte) des
bradytrophen Gewebes berlcksichtigt. Zwischenzeitig konnte die ZweckméaBigkeit
dieser Einteilung gezeigt und das Scoring-System angepasst werden (Krenn et al.,
2010a). Die Ergebnisse der Beurteilung nach diesem Scoring-System scheinen mit
den durch bildgebende Verfahren gewonnenen Befunden, wie die Kernspin-
tomographie-basierte Analyse hyperintenser Strukturen, und auch mit den
Ergebnissen der Arthroskopie weitestgehend Ubereinzustimmen (Raunest et al.,
1994). Mit den in der vorliegenden Arbeit benutzten, seit Jahren klinisch etablierten
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Scoring-Systemen basierend auf Histopathologie und Kernspintomographie sollte
deshalb eine Validierung des Tiermodells mit sekundarer Meniskusdegeneration
nach Resektion des vorderen Kreuzbandes durchgefthrt werden.

Die oben beschriebenen und bereits diskutierten Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass sich in den Menisken der Kniegelenke mit reseziertem vorderen
Kreuzband Veranderungen nachweisen lassen, welche einen degenerativen
Charakter besitzen. Auch wenn die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungs-
methoden nicht Ubereinstimmen (Kernspintomographie, Histopathologie), zeigen sie
doch Veranderungen im Vergleich der beiden Gruppen auf. Dies gilt auch fir die
Beurteilung der Réntgenbilder der Kniegelenke. Hier kann keine direkte Beurteilung
der Menisken erfolgen, da der Faserknorpel im Rdntgenbild nicht abgebildet wird.
Allerdings lassen sich in den Kniegelenken des Degenerationsmodells vermehrt
radiologische Anzeichen von Degeneration beschreiben (Abb. 4.8). Es handelt sich
hierbei um Hinweise auf eine Kniegelenksarthrose (Kellgren et al., 1963). Des
Weiteren konnten bei drei der acht Tiere des Hauptversuchs (Standzeit: 26 Wochen)
rontgendichte Strukturen im medio-dorsalen Gelenkspalt nachgewiesen werden
(Abb. 4.8 C). Die makroskopische Begutachtung bestatigte eine verhartete Struktur,
welche mit dem Hinterhorn des medialen Meniskus fest verbunden war. Es handelt
sich hier am ehesten um kalzifiziertes meniskales Bindegewebe, welches teilweise
reich an Chondrozyten ist (siehe 4.7). Solche kalzinésen Meniskusdegeneration
(Krenn et al., 2010b) in osteoarthrotischen Knien sind in der Literatur beschrieben
und aktueller Gegenstand der Forschung (Sun et al., 2010b). Der genaue
Mechanismus der Entstehung dieser speziellen Degenerationsform ist weder beim
hyalinen Gelenkknorpel noch beim Meniskus beschrieben, allerdings konnten in
aktuellen Studien Gene identifiziert werden, welche bei Kalzifizierungsprozessen
Einfluss zu nehmen scheinen: So konnte z. B. das flr eine intrazellulare Kinase
kodierende Gen Akt1 kirzlich als Promotor der Kalzifizierung im Gelenkknorpel
identifiziert werden (Fukai et al., 2010). Mutationen im ANKH-Gen bewirken beim
Menschen und in der Maus eine hereditare Kalzifizierung des Gelenkknorpels
(Pendleton et al., 2002). Der mutierte, durch das ANKH-Gen kodierte Membran-
transporter fir Phosphate konnte auch bei der Kalzifizierung des Meniskus
identifiziert werden (Sun et al., 2010b). Ob das in der vorliegenden Arbeit entwickelte
Tiermodell mit induzierter Meniskusdegeneration im Gdéttingen Minipig ein mdgliches
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Modell flr die kalzinése Meniskusdegeneration darstellt und der aktuellen Forschung
auf diesem Gebiet genlgt, missten weiterfiihrende Untersuchungen zeigen. Hierbei
musste z. B. eine gezielte Auswertung der Histologie und des Expressionsprofils auf
Nachweise von Verkalkungen erfolgen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit also ein Tiermodell mit
einer induzierten, sekundaren Meniskusdegeneration etabliet werden. Die
degenerativen Veranderungen des Meniskusgewebes kdnnen histopathologisch
gesichert werden. Auch die Bildgebung konnte Hinweise auf meniskale degenerative
Prozesse nachweisen. Somit kénnte das Tiermodell in der Meniskusdegenerations-
forschung eingesetzt werden. Da die Unterschiede zwischen Degenerationsmodell
und Kontrolle signifikant sind, kdénnten auch Therapieoptionen der Meniskus-
degeneration am beschriebenen Tiermodell getestet werden. Denkbar waren hier
direkte Injektionen ins porcine Kniegelenk oder oral applizierte medikamentdse
Therapien. Ob das beschriebene Tiermodell auch Anteile einer kalzinésen Meniskus-
degeneration besitzt, missen weiterflihrende Studien klaren. Des Weiteren konnten
erste radiologische Hinweise auf das Vorhandensein einer Gonarthrose (Abb. 4.8)
nachgewiesen werden, sodass das vorgestellte Modell auch als Osteoarthrosemodell
dienen kdnnte, was derzeit untersucht wird und nicht Teil der vorliegenden Arbeit ist.

Primare und sekundare Meniskusdegeneration im Schwein

Tiermodelle mit induzierter Meniskusdegeneration kénnen definitionsgemal nur
sekundare Meniskusdegenerationen zur Verflgung stellen, da jegliche Manipulation
an Strukturen des Kniegelenks als ursachlich fir die entstehende Degeneration
angesehen werden kdnnen. In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Verwendung
von primar degenerierten Menisken von Zuchtschweinen die priméare Meniskus-
degeneration charakterisiert werden. Es konnten vier Markergene, Kollagen-1,
Interleukin-8, Matrixmetalloproteinase-2 und -13, identifiziert werden (Tab. 4.2). Des
Weiteren konnten degenerative Verdnderungen der Extrazellularmatrix nach-
gewiesen werden. Es soll nun diskutiert werden, ob das anschlieBend beschriebene
Tiermodell mit sekundarer Meniskusdegeneration &hnliche Merkmale der
Degeneration bereitstellt, um damit grundlegende Fragen zur Meniskusdegeneration
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adressieren zu koénnen, welche sowohl die primdre als auch die sekundére
Meniskusdegeneration betreffen. Auch flir die sekundare Meniskusdegeneration
konnte das Genprodukt von Kollagen-1 als Markergen identifiziert werden. Wahrend
bei der primadren Meniskusdegeneration eine Abnahme des Strukturproteins
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich bei der sekundaren Meniskusdegeneration
allerdings eine Zunahme des Kollagen-1-Genprodukts. Hier zeichnet sich also ein
Unterschied der beiden Degenerationsarten des Meniskusgewebes ab. Gleiches gilt
fur die drei weiteren genannten Markergene der primaren Meniskusdegeneration,
welche keine signifikanten Anderungen der Genexpression unter sekundarer
Meniskusdegeneration zeigten.

Auch die degenerativen Veranderungen der meniskalen Extrazellularmatrix
zeigten unterschiedliche Auspragungen bei primarer und sekundarer Meniskus-
degeneration: Wahrend bei den primar degenerierten Menisken die Sirius Red-
Farbung auf eine Abnahme des Durchmessers und der Lange der Kollagenfasern im
Zentralbereich des Meniskus zeigen konnte (Abb. 4.3), zeigten sich Kkeine
Unterschiede bei den Menisken mit sekundarer Meniskusdegeneration (Abb. 4.12).
Gleiches qilt fur die Verteilung der Proteoglykane, welche mittels der spezifischen
Safranin O-Farbung untersucht wurde: Eine deutliche Zunahme unter priméarer
Meniskusdegeneration (Abb. 4.3) steht einem unverdnderten Farbemuster bei
sekundarer Meniskusdegeneration gegeniber (Abb. 4.12). Die Zerstérung der
Ultrastruktur der Extrazellularmatrix der degenerierten Menisken, welche bei beiden
Degenerationsarten mittels transmissionselektronenmikroskopischer Analyse nach-
gewiesen werden konnte (Abb. 4.4 und 4.13) lassen sich nur bedingt miteinander
vergleichen. Die hier untersuchten Proben stammen aus unterschiedlichen
Bereichen des Meniskus: wahrend bei den Menisken mit primarer Meniskus-
degeneration die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung im Zentral-
bereich (rot-weiBe Zone der Pars intermedia) stattfand, wurden die Menisken mit
sekundarer Meniskusdegeneration am apikalen (weiBe Zone) Vorderhorn analysiert.
Die unterschiedlichen Lokalisationen ergaben sich zum einen aus den erwarteten
degenerativen Verdnderungen in diesen Bereichen, woflr es in den Sirius Red-
Farbungen erste Hinweise gab, zum anderen aus der Notwendigkeit, das wenige
Material der kleinen Menisken der Géttingen Minipigs aus dem Tierversuch sinnvoll

aufzuteilen.
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Zusammenfassend muss das in der vorliegenden Arbeit etablierte Tiermodell als
Tiermodell fir die Forschung an der sekundaren Meniskusdegeneration beschrieben
werden. Es zeigten sich deutliche Unterschiede auf den untersuchten Ebenen der
Genexpression und der Extrazellularmatrix zur primaren Meniskusdegeneration. Eine
Ubertragbarkeit der am Tiermodell erhobenen Ergebnisse auf die primare Meniskus-
degeneration ist nach aktuellem Stand der Forschung nicht méglich.

Besonderheiten des porcinen Tiermodells und seine Ubertragbarkeit

Generell gilt das Zuchtschwein fir Forschungszwecke, das Géttingen Minipig, auf
Grund der Ahnlichkeit seines Metabolismus zum humanen Stoffwechsel als
geeignetes Modelltier in der biomedizinischen Forschung (Ruehe et al., 2009;
Gotterbarm et al., 2008; Bollen et al., 1997). Zusammen mit der aktuellen Erkenntnis,
dass auch die Proliferation der porcinen Chondrozyten der des Menschen am
ahnlichsten ist (Schulze-Tanzil, et al.,, 2009), sind dies die Grinde, weshalb das
Schwein haufig als Versuchstier in der osteochondralen Transplantation eingesetzt
wird (Jung et al., 2009; Steck et al., 2009; Baumbach et al., 2007; Jung et al., 2005;
Gotterbarm et al., 2003). In der Meniskusdegenerationsforschung ist weder das
Schwein, noch das Géttingen Minipig bisher beschrieben. Um eine Ubertragbarkeit
der im Versuchstier Schwein erhobenen Daten auf den Menschen zuzulassen, muss
auch die Biomechanik der Kniegelenke beider Spezies diskutiert werden: Die
meisten oben genannten Eigenschaften des humanen Kniegelenks bezlglich
Anatomie und Biomechanik (siehe 2) scheinen fir das porcine Kniegelenk in
gleichem MaBe gultig zu sein. Dennoch muss beachtet werden, dass sich bei
Quadrupeden nur ca. 40% des Kérpergewichts auf die hinteren Extremitaten und
somit auch auf die Menisken verlagern (Bergmann, 1997). Dieses Problem wird sich
wohl nicht beheben lassen, da die biomedizinische Forschung an bipeden Versuchs-
tieren nicht etabliert ist. Des Weiteren muss erwahnt werden, dass Femur und Tibia
nicht — wie etwa beim Menschen — gerade aufeinander stehen, sondern einen Winkel
von ca. 80° einschlieBen. Dieser Winkel kommt durch die dauerhafte Beugung des
porcinen Kniegelenks in der Grundstellung zustande, was einen Unterschied in der
Lastenverteilung im Vergleich zum humanen Kniegelenk zur Folge hat. Eine weitere
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Besonderheit ist die Ursprungssehne des Musculus extensor digitorum longus,
welche von ihrem Ursprung der Fossa extensoria am lateralen Femurkondyl durch
das porcine Kniegelenk zieht und zentral vor der lateralen Femurkondyle zum Liegen
kommt (Nickel et al., 2004). Beim Menschen entspringt dieser Muskel distal des
Kniegelenks an der vorderen Schienbeinkante, weshalb seine Ursprungssehne nicht
durch das Kniegelenk zieht. Es muss vermutet werden, dass diese starke
Muskelsehne eine zusatzliche Stabilitdt in das laterale Kompartiment des porcinen
Kniegelenks bringt.

In der vorliegenden Arbeit konnte also ein neues porcines Tiermodell fur die
sekundare Meniskusdegeneration beschrieben werden, welches weitere inter-
ventionelle Studien zu Diagnostik und Therapie der Meniskusdegeneration erlaubt.
Des Weiteren konnte mit der Verwendung von Kniegelenken von Zuchtschweinen
zur Nahrungsgewinnung eine Moglichkeit fur Untersuchungen der priméaren
Meniskusdegeneration etabliert werden. Hierbei handelt es sich um ein gut
verfligbares, preiswertes Modell, welches allerdings nicht flir interventionelle Studien
herangezogen werden kann. Das Schwein kann somit als innovatives Tiermodell fir
die Meniskusdegenerationsforschung angesehen werden. Mit der Wahl der Spezies
wurde versucht, eine Ubertragung aller zukiinftig an diesem Modell erhobenen Daten
in die Humanmedizin zu ermdglichen. Hierbei missen allerdings die Besonderheiten

des porcinen Kniegelenks beachtet werden.
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