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ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle von VEGF in der Entwicklung der experimentell induzierten Arthrose im
Kaninchenmodell
Bertram, Sabine

Einleitung: Vorangegangene Studien legen eine Beteiligung von VEGF an der Pathogenese der
Arthrose nahe. Uber die Rolle dieses Zytokins in der Friihphase der Arthroseentwicklung ist bisher
jedoch nur wenig bekannt.

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung der Frage, welche Rolle VEGF in der
Entwicklung einer experimentell induzierten Arthrose am Kaninchengelenk spielt.

Methode: 12 ausgewachsenen Neuseelandkaninchen wurde das vordere Kreuzband reseziert,
12 weitere erhielten lediglich eine Scheinoperation, bei der das Kniegelenk erdffnet, gespiilt und
wieder verschlossen wurde. Aus beiden Gruppen wurden jeweils nach 3, 6 und 12 Wochen
je 4 Tiere getotet und die Kniegelenke entnommen. 4 weitere Tiere wurden ohne vorherige
Operation getotet und die Kniegelenke entnommen. Alle Gelenke wurden in Hinblick auf
makroskopische Zeichen einer Arthroseentwicklung untersucht sowie mikroskopisch mit Hilfe des
Mankin-Score beurteilt. Des Weiteren erfolgte eine immunhistochemische Anfiarbung der VEGF-
exprimierenden Zellen. Der Tierversuch (G 49/2000; AZ 23.0835.1.0) wurde am 25.07.2000 durch
die Bezirksregierung Miinster genehmigt.

Ergebnis: Nach Kreuzbanddurchtrennung konnte makroskopisch und histologisch eine Zunahme
der Arthrosezeichen sowie immunhistochemisch eine Steigerung der VEGF-Expression
nachgewiesen werden. Sowohl im Fall der Versuchs- wie auch der Kontrollgruppe korrelierte der
makroskopischen Arthrosegrad signifikant und positiv mit der seit der Operation vergangenen Zeit
(r =0,52, p < 0,05). Insgesamt lag jeweils eine signifikante, positive Korrelation zwischen dem
makroskopischen und histologischen Arthrosegrad (r = 0,750, p < 0,01), zwischen der VEGF-
Expression und dem histologischen Arthrosegrad (r = 0,767, p < 0,01) sowie zwischen der VEGF-
Expression und dem makroskopischen Arthrosegrad (r = 0,518, p < 0,02) vor. Gelenke mit
deutlicher Osteophytenbildung wiesen eine signifikant gesteigerte VEGF-Expression auf.
Schlussfolgerung: Diese Studie zeigt eine Steigerung der VEGF-exprimierenden Chondrozyten im
zeitlichen Verlauf. Da zusitzlich auch ein enger Zusammenhang mit den makroskopisch und
histologisch nachweisbaren Knorpelverdnderungen besteht, ist eine wichtige Rolle von VEGF in
der Frithphase der Arthroseentwicklung anzunehmen.

Tag der miindlichen Priifung: 19.09.2005



Meiner Familie in Dankbarkeit gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

1.3

1.4

1.5

Der hyaline Gelenkknorpel
Arthrose
Atiologie

Pathogenese

Epidemiologie und sozialokonomische Bedeutung

Therapie
VEGF
VEGF und Arthrose

Fragestellung und Zielsetzung

2 Material und Methode

2.1

2.2

23

24

24.1

24.2

243

2431

2432

2433

2.5

Versuchsaufbau

Tiermodell

Operationsmethode

Probenentnahme und Aufbereitung der Proben
Makroskopische Beurteilung

Gewinnung der histologischen Schnitte
Féarbeverfahren

Héamatoxillin-Eosin-Féarbung (HE)
Safranin-O-Farbung

Immunhistochemische Farbung VEGF

Histologische Beurteilung

10

11

16

16

18

21

23

25

25

26

27

30

30

31

32

32

33

33

34



2.6 Digitale Dokumentation und Bildanalyse
2.7 Statistik

Ergebnisse

3.1 Makroskopische Ergebnisse

3.1.1 Ulzeration des Knorpels

3.1.2 Osteophyten

3.1.3 Ergussbildung

3.14 Makroskopischer Arthrosegrad

3.2 Proteoglykanverlust

3.3 Histologischer Arthrosegrad

3.4 Immunhistochemische Farbung VEGF
34.1 Kontrollen

342 Nachweis von VEGF

3.43 Regionale Verteilung der VEGF-Expression
Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Tiermodellauswahl

4.1.2 Probenentnahme

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Arthroseentstehung nach Kreuzbanddurchtrennung
4.2.2 VEGF

36

36

38

39

39

40

43

44

45

49

54

54

54

60

61

61

61

62

63

63

65



10

11

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Danksagung

Lebenslauf

Anhang

11.1 Makroskopische Befunde

11.2 Histologische Befunde

11.3 VEGF-Expression

11.4 Ergebnisse — Mittelwerte

11.5 Ergebnisse — Korrelationskoeffizienten nach Spearman

11.6 Bescheid iiber die Genehmigung des Tierversuches

71

73

82

85

86

87

II

IX

XI



1 Einleitung

1.1 Der hyaline Gelenkknorpel

Hyalines Knorpelgewebe ist die hdufigste Knorpelart. Es kommt im menschlichen
Korper als Gelenkknorpel, im Ansatz der Rippen am Brustbein, im Kehlkopf und in
den Atemwegen sowie wihrend des Liangenwachstums in der Epiphysenfuge als
Vorstufe des Knochens vor. Da der ausdifferenzierte Knorpel gefd3- und nervenfrei
ist, erfolgt der Stoffwechsel mittels Diffusion vom gefdBBhaltigen Perichondrium
bzw. beim Gelenkknorpel von der Synovia aus. Der menschliche Gelenkknorpel
besteht aus einer kleinen Zahl von Zellen, den Chondrozyten, die einzeln oder in
Gruppen von 2-8 Zellen in so genannten Lakunen liegen. Diese Lakunen sind von
ausgepragter extrazelluldrer Matrix umgeben, welche um die Knorpelzellen herum
ein Territorium bildet. Chondrozyten und das sie umgebende Territorium bilden
eine funktionelle Einheit, das Chondron, welches Umsatz und Wasseraustausch der
extrazelluldiren Matrix reguliert. Hyaliner Knorpel besteht in den Interterritorien,
den Gebieten zwischen den einzelnen Chondronen, zu 60-70% aus Wasser. Die
verbleibende Trockensubstanz (30-40%) besteht etwa zu gleichen Teilen aus
Kollagen und sauren Proteoglykanen. Die Mineralstoffe machen weniger als 10%
aus [74]. An die Kernproteine der Proteoglykane sind fast ausschlieBlich
Chondroitin- und Keratansulfate gebunden. Die Proteoglykane sind fiir die
elastischen  FEigenschaften des Knorpels verantwortlich, worauf die
charakteristischen Eigenschaften des hyalinen Knorpels beruhen. Er ist nur wenig
elastisch und zugfest, besitzt aber eine hohe Druckfestigkeit. Zwischen den
Proteoglykanen liegen, an diese elektrostatisch gebunden, relativ diinne
Kollagenfibrillen (aus Kollagen-Typ II und —Typ IV). Im Gelenkknorpel ziehen die
in einer basalen, verkalkten Schicht verankerten Faserbiindel zunichst senkrecht zur
Knorpeloberflaiche und biegen dann bogenformig in einen oberflichen-parallelen
Verlauf um [4]. Dies verhindert das Abgleiten des Knorpels bei Scherbewegungen.
Die Stoffwechsellage des hyalinen Knorpels wird im Alter durch Wasserabnahme



und Riickgang des Chondroitinsulfats ungiinstiger. Absterbende Zellen sind eine
Zeit lang noch schattenhaft zu sehen und werden ,,verddimmernde Zellen* genannt.
In zentralen Bezirken kommt es stellenweise zur Demaskierung der Kollagenfasern
(Asbestfaserung) und zur Hohlenbildung. In kleinen Bereichen treten

Kalkeinlagerungen auf [36].

1.2 Arthrose

Die Arthrosis deformans ist ein sehr verbreitetes Leiden. Thre Pravalenz nimmt mit
steigendem Alter deutlich zu. Bereits um das 40. Lebensjahr finden sich bei der
Hélfte der Bevolkerung erste, klinisch meist noch stumme, rontgenologische
Hinweise auf degenerative Skelettverdnderungen. Gemdfl Schitzungen leben in
Deutschland 8-10 Millionen Menschen mit einer Arthrose. Prinzipiell kann sich an
jedem Gelenk des Korpers eine Arthrose entwickeln, wobei vornehmlich
Wirbelsdule, Kniegelenk, Hiiftgelenk und Schultergelenk betroffen sind. Die
degenerativen = Verdnderungen der  Wirbelsdule iiberwiegen die der
Extremitidtengelenke bei weitem. Unter den peripheren Gelenken steht die
Erkrankungshdufigkeit des Kniegelenkes vor der des Hiift- und Schultergelenkes
sowie der der Fingergelenke [8, 69].

Die Degeneration des Gelenks ist makroskopisch wie auch mikroskopisch
erkennbar. Histologisch kommt es im hyalinen Knorpel zur Demaskierung der
normalerweise nicht darstellbaren kollagenen Fasern. In diesen so verdnderten
Knorpelpartien entstehen meist Zysten, dort sind keine Zellen mehr nachweisbar.
Diese Destruktion des Knorpelgewebes ist letztlich Ursache fiir die Abnahme der
Scherfestigkeit des hyalinen Gelenkknorpels. Dadurch wird vermehrt Druck, der
nicht mehr voll in Schub transformiert werden kann, auf den Knochen {ibertragen.
Diese Druckeinwirkung stellt den Reiz fiir eine Knochenneubildung dar. Auf diesem
Weg  entstethen  Hypertrophie  der  subchondralen = Knochenspongiosa,
Ossifikationsvorginge im Gelenkknorpel selbst und Randexostosen, die den

erkrankten Gelenken schlieBlich ihre charakteristische Struktur verleihen [72].



1.2.1  Atiologie

Die Arthrosis deformans entwickelt sich stets aufgrund eines Missverhéltnisses
zwischen verminderter mechanischer Resistenz und erhohter mechanischer
Beanspruchung des Gelenkknorpels. Es gibt primére (genuine, idiopathische)
Arthrosen und solche, die sich sekundir als Folge einer den Knorpel schidigenden
Noxe entwickeln (Sekundérarthrose). Bei den primédren Arthrosen liegt eine
Minderwertigkeit des Knorpelgewebes vor, deren Ursachen immer noch
weitestgehend unbekannt sind. Es bestehen jedoch Hypothesen beziiglich
genetischer Disposition, welche im Zusammenhang mit biomechanischen, alters-
und geschlechtsabhidngigen Faktoren zur Entstehung arthrotischer Erkrankungen
fiihren soll. Sekundére Arthrosen konnen auf dem Boden einiger bekannter Faktoren
entstehen. Dazu gehdren die Uberlastung aufgrund von Ubergewicht, Dysplasien,
Achsenfehlern oder Versteifung benachbarter Gelenke, Traumen wie z. B.
Bandrupturen, interartikuldre Frakturen oder Luxationen sowie entziindliche
Gelenkprozesse. Ebenfalls ursédchlich konnen Wachstumsstérungen
(Epiphysenlosung der Hiifte), metabolische (Gicht) sowie endokrine Erkrankungen
(Hypothyreose) sein. Das Alter an sich ist nicht als Ursache einer Arthrose
anzusehen [8]. Einige Autoren stellen die Einteilung in primire und sekundire
Arthrosen jedoch zunehmend in Frage. Sie halten die &tiologischen Faktoren in
vielen Fillen fiir zu komplex und weitreichend, um eine klare Unterteilung zu
rechtfertigen, sowie die Atiologie der sekundiren Arthrose fiir nicht vollstindig

geklart [72].
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1.2.2 Pathogenese

Arthrose resultiert aus einem Verlust des Gelenkknorpels, Umbau des
subchondralen Knochens und entziindlichen Reaktionen der Synovialis. Als
Schliisselereignis in der Entwicklung der Osteoarthrose ist das Versagen der
Chondrozyten in Bezug auf die Kompensation des enzymatisch und mechanisch
verursachten Matrixabbaus zu sehen [61].

Die Knorpeldegeneration im Rahmen einer Arthrose ist in zwei Phasen unterteilbar:
einerseits in eine biosynthetische Phase, in der Chondrozyten versuchen, die
geschidigte extrazellulire Matrix zu reparieren, und andererseits in eine
degenerative Phase, in der es in Folge von enzymatischem Abbau der
extrazelluliren Matrix und gehemmter Matrixsynthese zu fortschreitender
Knorpelzerstorung kommt [88]. In gesundem Knorpel besteht ein Gleichgewicht
zwischen Synthese und Abbau, der Matrixumsatz ist genau geregelt. In
arthrotischem Knorpel liegt eine Storung in der Regulation vor, es kommt zu einem
Ungleichgewicht, wobei sowohl Synthese als auch Abbau gesteigert sind [72].

Nach heutigem Stand sind die genauen Mechanismen der Pathogenese noch nicht
vollstindig gekldrt, einzelne Faktoren, die an der Knorpeldegradation beteiligt sind,
sind jedoch bekannt. Der Bereich der Zytokine, die einen Einfluss auf den
Stoffwechsel im Gelenkknorpel haben, kann grob in drei Gruppen aufgeteilt

werden: destruktive Zytokine, regulierende Zytokine und Wachstumsfaktoren.
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destruktive Zytokine Wachstumsfaktoren

IL-1, TNF, IGF, TGF b,

LIF, IL-17 \Q. ‘@/ BMP‘s, CDMP*s

Chondrozyt

regulierende Zytokine

IL-4, IL-6, 1L-10,
IL -13, TIMP

Abbildung 1: schematische Darstellung der Zytokine, die Einfluss auf den Stoffwechsel des
Chondrozyten haben

Die Gruppe der destruktiven Zytokine kann am besten anhand von IL-1
(Interleukin) veranschaulicht werden. Dieser Entziindungsmediator hat einerseits
einen ausgeprdgten suppressiven Effekt auf die Proteoglykansynthese (Kollagen
Typ II) und verstirkt andererseits die Synthese von Kollagen Typ I, einem fiir
Fibroblasten typischen Kollagen. IL-1 induziert in den Chondrozyten die Bildung
kataboler Proteasen (Metalloproteinasen), die wiederum zum Niedergang des
Knorpels fiihren. Aulerdem hemmt es die Proliferation von Chondrozyten, induziert
die Produktion von Stickoxid (NO) in den Chondrozyten und eine vermehrte
Apoptose der Knorpelzellen. IL-1 wird vorwiegend von Chondrozyten und
aktivierten Makrophagen gebildet [84]. Es konnte im Serum und in der

Synovialfliissigkeit von Patienten mit Arthritiden unterschiedlicher Genese
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nachgewiesen werden. Bei rheumatoider Arthritis korrelieren die Plasmaspiegel von
IL-1B mit dem klinischen Befund [10]. So konnte in einer Studie iiber IL-1
produzierende Zellen nachgewiesen werden, dass der Anteil der IL-1
produzierenden Makrophagen signifikant hoher lag als in gesundem Gewebe [89].
Die erhohte Expression des Typ I-Rezeptors fiir IL-1 auf arthrotischen
Chondrozyten hat gleichermallen Einfluss auf die Pathogenese der Osteoarthrose, da
die IL-1-Konzentration fiir eine halbmaximale Stimulation zur Bildung von
Metalloproteinasen drei- bis viermal geringer ist als bei normalen Chondrozyten. In
arthrotischem Gewebe 10st bereits eine Bindung von IL-1 an 1% dieser Rezeptoren
eine Produktion von katabolen Enzymen aus, wihrend in gesundem Gewebe 4% der
Rezeptoren besetzt sein miissen [88]. Sowohl Chondrozyten als auch Osteoblasten
sind in der Lage, neben anderen Zytokinen auch IL-la und IL-1B zu bilden. Die
Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass sich subchondrale Knochenverédnderungen
bereits ereignen konnen, bevor schwere Verdnderungen offensichtlich werden [89].
Neben IL-1 gehoren auch TNF (tumor necrose factor), LIF (leukaemia inhibitory
factor) und IL-17 zur Gruppe der katabolen Zytokine. Wahrend TNF und LIF wie
IL-1 hauptsdchlich von Chondrozyten und aktivierten Makrophagen sezerniert
werden, stammt IL-17 aus T-Zellen. Das knorpeldestruierende Potential ist jedoch
zehnmal geringer als das von IL-1. Seine Produktion und Présenz im arthrotischen
Gelenk werden kontrovers diskutiert [88]. Auch wenn man davon ausgeht, dass IL-1
und TNF von denselben Zellen produziert werden und dieselben Zellen auf gleiche
Stimuli die entsprechende Antwort zeigen, ist dies im Falle der Arthrose nicht
zutreffend. Hinweise auf eine iibereinstimmende Reaktion auf diese beiden Zytokine
im weiteren Verlauf der Arthrose fehlen. Im Gegensatz zu Anti-IL-1-Antikdrpern
oder dem IL-1-Rezeptorantagonisten (IL1ra), die die Knorpelzerstorung bei
experimentell  verursachter  Arthrose stark reduzieren konnen, wirken
Anti-TNF-Antikorper eher antientziindlich. Hingegen erhoht TNF genauso wie IL-1
auch die Synthese von Metalloproteinasen.

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehoren zu einer Gruppe von Enzymen, die im
aktiven Zustand in der Lage sind, alle Bestandteile extrazelluldrer Matrix
abzubauen. In nahezu allen arthrotischen Knorpelzellen ist eine Erh6hung von vor

allem Kollagenasen, Stromelysinen und Gelatinasen nachweisbar. Unter
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physiologischen Umstéinden kontrollieren spezifische Gewebeinhibitoren die
MMPs, die so genannten TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases) [43]. Es
handelt sich dabei um Glykoproteine, die eine hohe Affinitit zu den MMPs
besitzen, feste Komplexe mit ihnen bilden und so zu deren Inaktivierung fiihren.

Zur zweiten Gruppe, den regulierenden Zytokinen, gehdren Faktoren wie IL-4,
IL-10 und IL-13. Diese Zytokine konnen in gewissem Mal3 die Produktion von
destruierenden Faktoren wie IL-1 und TNF durch Makrophagen und Chondrozyten
und die Aktivitit der TNF-Rezeptoren hemmen und auflerdem die Synthese von
deren Inhibitoren wie IL-1ra steigern. IL-4 hat einen direkten positiven Einfluss auf
Chondrozyten, indem es die Menge an NO-Synthetase (NOS) reduziert.

NOS wird im Gelenkknorpel produziert und ist maf3geblich an der Synthese des
freien Radikals Stickoxid beteiligt. Beide konnten in arthrotischem Gewebe
nachgewiesen werden. Stickoxid kann die Proteoglykansynthese und die Antwort
der Chondrozyten auf IGF-1 hemmen [80]. Einige Studien weisen auch darauf hin,
dass NO ebenfalls eine Rolle bei der Apoptose von Chondrozyten und
Synovialzellen spielt [2, 25].

IL-6 ist ein weiteres Zytokin, das zur protektiven Gruppe gezihlt werden kann. Es
wirkt chemotaktisch auf Makrophagen, induziert die Proliferation der Chondrozyten
und verstarkt einerseits die Effekte von IL-1 auf die Synthese von MMPs und
andererseits die Inhibition der Proteoglykansynthese. IL-6 kann hier die Produktion
von TIMP induzieren, jedoch nicht die der Metalloproteinasen selbst, was darauf
schlieBen ldsst, dass IL-6 am Feedback-Mechanismus beteiligt ist und somit der
Knorpelzerstorung  entgegenwirkt  [39]. Dass IL-6  fdhig ist, die
TNF-Rezeptor-Expression bei Leberzellen zu fordern, gilt als gesichert [83]. Somit
liegt die Vermutung nahe, dass dieses Zytokin ebenfalls fiir die Expression von
TNF-Rezeptoren bei Chondrozyten verantwortlich sein konnte. In einer
in-vivo-Studie an IL-6-defizienten Méusen mit experimentell verursachter Arthritis
zeigte sich eine verminderte Entziindung im Gelenk, wihrend die Knorpelzerstorung
signifikant erhoht war [15].

Die letzte Gruppe bilden die Wachstumsfaktoren. Unter physiologischen
Bedingungen ist IGF-1 (insuline like growth factor-1) im erwachsenen

Gelenkknorpel der wichtigste anabole Faktor dieser Gruppe. Wachstumsfaktoren
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unterbinden nicht direkt die Produktion oder Funktion von IL-1, kénnen aber dem
katabolen Effekt von IL-1 entgegenwirken. Sie alle wirken zellvermehrend auf
Chondrozyten und stimulieren im Gelenkknorpel die Synthese der Knorpelmatrix
[44, 45, 57, 67].

Gerade im Zusammenhang mit IL-1 und TNF ist IGF-1 in der Lage, den Abbau von
Proteoglykanen zu reduzieren und die Proteoglykansynthese in Chondrozyten zu
steigern. Bei Arthrose ist die Konzentration von IGF-1 im Serum vermindert,
wihrend das Niveau intrazelluldr in arthrotischem Gewebe erhoht ist [9]. Neben
IGF-1 gibt es noch eine Reihe anderer Wachstumsfaktoren, die Einfluss auf die
Syntheseaktivitdt der Chondrozyten haben, ndmlich TGF-f (transforming growth
factor-f), BMPs (bone morphogenic proteins) und CDMPs (chondrocyte derived
morphogenic proteins). TGF-B stimuliert Chondrozyten in gesundem Gewebe nur
schwach, aber bei ldngerer Exposition mit TGF-3 kommt es zu einer Verdnderung
des Phénotyps und die Chondrozyten werden fiir TGF-3 sensibler. Somit fiihrt eine
erneute Stimulation dann zu einer deutlichen Steigerung der Synthesefdhigkeit von
Proteoglykanen [88]. TGF-B wirkt chemotaktisch, Leukozyten werden in die
Synovia gelockt. Zudem ist in der Synovia eine deutliche Proliferation von
Fibroblasten feststellbar, wobei jedoch im Zusammenhang mit TGF-f der
Proteoglykanabbau im Gelenkknorpel deutlich vermindert ist [22].

Des Weiteren gibt es noch eine vierte Gruppe, die auf der Zelloberfliche zu finden
ist, die so genannten MT-MMPs (membrane type-MMPs). Sie aktivieren die
anderen drei Gruppen beziehungsweise unterstiitzen deren Aktivitét.
Zusammengefasst scheint die Pathogenese der Arthrose das Resultat einer
iiberméBigen Produktion von katabolen Faktoren zu sein. Jedoch fiihren auch eine
nicht ausreichende Stimulation mittels anabolen Faktoren wie eine inaddquate
Kontrolle durch die regulierenden Zytokine zu dem gleichen Ergebnis. Das
Gleichgewicht der einzelnen Mediatoren ist moglicherweise ein wesentlich
entscheidenderer Faktor in der Entstehung von Knorpelzerstorung, verglichen mit

der Konzentration einer einzelnen destruktiven Substanz wie IL-1.
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1.2.3 Epidemiologie und sozialokonomische Bedeutung

Die degenerativen Gelenkerkrankungen sind von grofler sozialmedizinischer
Bedeutung. Aufgrund ihrer Haufigkeit nehmen die Arthrosen und ihre Behandlung
eine zentrale Stellung ein. In den Statistiken der Krankenkassen besitzen sie
hinsichtlich Behandlungskosten, Rehabilitationsmaflnahmen, Arbeitsausfall und
Invaliditit bzw. frithzeitige Berentung einen hohen Stellenwert [69]. Das verdnderte
Freizeitverhalten sowie die Bevolkerungsstruktur in den Zivilisationsldndern tragen
gleichermaflen zu einem derart hidufigen Auftreten der Arthroseerkrankungen im
Verhiltnis zur Gesamtbevélkerung bei. Aufgrund der steigenden Uberalterung der
Gesellschaft werden in den kommenden Jahren diese Erkrankungen, die mit dem
Alter tiiberproportional zunehmen, im Budget des Gesundheitswesens weiter an
Bedeutung gewinnen. Bereits jetzt sind die verursachten Kosten immens: circa
5 Milliarden Euro wurden im Jahr 2004 allein im Zusammenhang mit der
Behandlung, Arbeitsunfahigkeit sowie vorzeitiger Verrentung aufgrund

rheumatoider Arthritis aufgebracht [14].

1.2.4 Therapie

Problematisch in der Behandlung ist die Tatsache, dass Arthrose zu Beginn zunachst
schmerzlos und asymptomatisch verlduft und zu dem Zeitpunkt, wenn sich der
Patient zur Behandlung vorstellt, bereits ein beachtlicher Knorpelschaden vorliegt.
Die Behandlungsmoglichkeiten der Arthrose konnen grob in zwei Gruppen
aufgeteilt werden, konservativ und chirurgisch-orthopadisch.

Die konservative Therapie bedient sich oftmals verschiedener medikamentdser
Moglichkeiten. Hier sind vor allem nicht-steroidale Antiphlogistika wie Diclofenac
(Voltaren®) oder COX-2 priadisponente Antiphlogistika wie Rofecoxib (Bextra®)
zu nennen. Manchmal werden intraartikuldre Injektionen vorgenommen, man stiitzt
sich auf Hyaluronsdure-Priaparate (HY ALART®, Synvisc®), Steroidinjektionen und
Homoopathika (Zeel® P). Des Weiteren ist die orale Gabe von Glukosaminsulfat
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(Dona®  200-S, Progona®) eine Moglichkeit der medikamentdsen
Schmerzlinderung und Funktionsverbesserung. In Ergédnzung zu den medikamentos-
konservativen Behandlungsstrategien gibt es noch mechanische Moglichkeiten wie
Fersenpuffer, Schuhranderh6hungen, Knieschienen und Gewichtsabnahme. Allen
angefilhrten konservativen Alternativen ist gemeinsam, dass sie lediglich zur
Schmerzlinderung fiihren. Es handelt sich also um eine rein symptomatische
Behandlung, eine tatséchliche positive Beeinflussung des progressiven Verlaufs der
Arthrose konnte noch nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Daneben besteht noch die Moglichkeit, Arthrose chirurgisch zu behandeln. Hier
kann im Rahmen einer Gelenkspiegelung eine Gelenkspiilung vorgenommen
werden mit dem Ziel, fiir einen gewissen Zeitraum Schmerzfreiheit im betroffenen
Gelenk zu erreichen. Wenn nur ein eingegrenzter Bereich zum Beispiel des
Kniegelenks betroffen ist, kann durch eine Umstellungsosteotomie eine Verteilung
der Last auf weniger stark geschidigte Teile erreicht werden. Aufgrund der oftmals
nicht aufzuhaltenden Verschlechterung der Symptome mit zunehmendem Alter
stellt vielfach der Ersatz der zerstdrten Gelenkflichen mittels kiinstlicher
Endoprothese ein unumgingliches Behandlungsverfahren dar. Dies betrifft vor
allem Knie- und Hiiftgelenke. Da ein Gelenkersatz jedoch nur eine begrenzte
Haltbarkeit aufweist, wird diese Behandlungsstrategie erst nach dem 60. Lebensjahr
angestrebt. Die Versorgung mit Hilfe einer Endoprothese ist somit limitiert, die
Behandlung gerade jiingerer Patienten bleibt problematisch; in vielen Féllen sind die

Betroffenen letztlich auf einen Rollstuhl angewiesen.
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1.3 VEGF

Bei VEGF (vascular derived endothelial growth factor) handelt es sich um ein
homodimerisches, glykosyliertes Protein von 46-48 kDa Molekulargewicht. Die
beiden Untereinheiten von ca. 24 kDa sind mittels Disulfid-Briicken verbunden. Das
VEGF-System umfasst fiinf verschiedene VEGF-Isoformen mit unterschiedlichem
Bindungsverhalten an drei zugehorigen Tyrosinkinaserezeptoren [76]. Beim
Menschen kommt VEGF in den Isoformen mit 121, 165, 189 und 206 Aminosduren
vor, die alle durch alternatives ,,Splicing™ aus derselben mRNA hervorgehen [16].
Die Gensequenz hat eine Linge von 12 kb und umfasst 8 Exone. Geht man von
der 189 Aminosduren langen VEGF-Form aus, entsteht VEGF 165 durch Fehlen des
Exon 6a und VEGF 121 durch Fehlen der Exone 6 und 7 [30]. (siche Abbildung 2)

VEGF 121 |
VEGF 165N |
VEGF 189N |

Exone] 1 | 2->5 | 6a | 6b | 7 |l 8|

Abbildung 2: Die verschiedenen VEGF-Isoformen entstehen durch alternatives Splicing
derselben mRNA (Abbildung nach C. Robinson, The splice variants of VEGF
and their receptors (2001))

Die einzelnen Isoformen unterscheiden sich somit auch in ihren
Molekulargewichten und biologischen Eigenschaften wie Bindungsvermdgen an
Heparin, Heparansulfat-Proteoglykane oder an die verschiedenen VEGF-
Rezeptoren. Die Transkripte VEGF 121, VEGF 145 und VEGF 165 werden in den
Extrazelluldirraum sezerniert, wahrend VEGF 189 fest an Heparansulfat der
Zelloberfliche gebunden bleibt und es sich bei VEGF 206 um ein integriertes
Membranprotein handelt [11]. Im Gegensatz zu den anderen Isoformen bindet

VEGF 121 nicht an Heparin oder extrazellulire Matrix-Proteoglykane.

18



VEGFR-1 - oder auch der Tyrosinkinaserezeptor FLT-1 (fms-like tyrosine
kinase-1) - bindet VEGF 121 und VEGF 165. VEGFR-2 - oder auch die KDR
(kinase domain region / flk-1, fetal liver kinase-1) - bindet zusétzlich zu diesen
beiden auch noch die beim Menschen nicht sezernierte Form VEGF 145 und die
VEGF-verwandten Peptide. Dagegen binden die Co-Rezeptoren
Neuropilin -1 und -2 exklusiv VEGF 165, die Isoform, die in der Mehrzahl aller
verschiedenen Gewebe am hiufigsten vorkommt [16].

Urspriinglich ging man davon aus, dass die beiden Rezeptoren VEGFR-1 und
VEGFR-2 iiberwiegend in Endothelzellen vorhanden sind, aber neuere Studien
zeigen, dass andere Zellarten ebenfalls einen der beiden Rezeptoren produzieren:
VEGFR-1 von Trophoblasten (Plazenta), Monozyten und Mesangiumzellen
(Nierenglomeruli), VEGFR-2 von blutbildenden Stammzellen, Megakaryozyten
[33] und Chondrozyten bei Osteoarthrose. Der dritte Tyrosinkinaserezeptor
VEGFR-3 (oder auch FLT-4, fms-like tyrosine kinase-4) wird vornehmlich in
Endothelzellen des Lymphsystems exprimiert [34, 40]. Shakibaei et al. konnten ihn
jedoch ebenfalls in Chondrozyten bei Osteoarthrose nachweisen [76]. Der
vollstindige Regulationsmechanismus der Rezeptoren ist noch nicht geklért. In
Bezug auf osteoarthritischen Knorpel wird vermutet, dass aufgrund der
verminderten Sauerstoffkonzentration, durch die in verschiedenen Geweben
endothelialen Ursprungs VEGFR-1 und VEGFR-2 hervorgerufen werden, ebenfalls
die Expression der Rezeptoren angeregt wird [13].

Somit ist das Vorkommen der einzelnen Isoformen gewebeabhédngig. In manchen
Geweben sind die unterschiedlichsten VEGF-Transkripte nachweisbar; so finden
sich in menschlichen Neonatalfibroblasten alle vier Isoformen, wihrend andere
Zelltypen lediglich einige spezielle Splice-Formen hervorbringen so zum Beispiel
Zellen der rheumatoiden Synovialmembran oder Zellen des osteoarthritischen
Knorpels [64, 65]. In Chondrozyten der Wachstumszonen konnte die Expression der
Isoformen VEGF 121 und VEGF 165 nachgewiesen werden [60].

VEGF ist ein wichtiger Botenstoff der Angiogenese sowohl wéhrend der
Embryonalentwicklung, der Gewebeneubildung und Wundheilung als auch bei
malignem sowie entziindlichem Geschehen, beispielsweise via Plasmaeinblutung

[18, 27]. Zudem wird er unter den verschiedenen pathologischen Bedingungen wie
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beispielsweise im ischdmischen Myokard, bei diabetischer Retinopathie und
Osteoarthrose produziert [13].

Urspriinglich wurde VEGF iiber den physiologischen Zusammenhang hinaus vor
allem im Zusammenhang mit tumordsen Geweben gefunden, aber neuere Studien
haben gezeigt, dass die Expression von VEGF vielen verschiedenen Zelltypen
zugeschriecben werden kann, so beispielsweise glatten GefaBmuskelzellen,
Monozyten, Mesangiumzellen (Nierenglomeruli) und Megakaryozyten [48].

Neben der Induktion von endothelialer Zellproliferation und —migration ist VEGF
ein Prokoagulant und wirkt als chemotaktischer Faktor fiir Monozyten. VEGF ist in
das Fortschreiten der Synovial-Ldsion nicht nur durch die Induktion der
Angioneogenese involviert, sondern auch mittels Steigerung der Entziindung durch
Anlockung von Monozyten in die Synovialmembran. Auflerdem ist VEGF fahig,
eine Expression von Plasminogenaktivatoren (sowohl Urokinase als auch
Gewebsplasminogenaktivator t-PA) sowie auch eine Verstirkung der Aktivitdt von
Antithrombin III zu induzieren. Dies wirkt zugunsten einer proteolytischen
Aktivitit, die aus der Entstehung von Plasmin aus Plasminogen resultiert [31].
Plasmin wiederum aktiviert Matrixmetalloproteinasen, welche bei der Zerstorung
von arthritischem Gelenkknorpel eine wichtige Rolle spielen.

In der physiologischen Knochenentwicklung wurde VEGF als notwendiger Faktor
fiir die endochondrale Ossifikation identifiziert, wobei Knorpel in Knochen
umgebaut wird. Das Einwachsen von Blutgefilen in den Knorpel, der
normalerweise avaskular ist, ist wohl der entscheidende Schritt in diesem Prozess.
Die GefdBanordnung stellt eine Grundlage fiir die Rekrutierung der in
Knorpelresorption und Knochenablagerung involvierten Zelltypen dar [20]. Petersen
et al. [60] untersuchten die Expression der verschiedenen VEGF-Spliceformen
und —Rezeptoren im Gewebe von Feten, Neugeborenen und Kindern. Sie fanden in
allen Proben als einzige Splice-Formen VEGF 121 und VEGF 165, aulerdem
konnten die Autoren das Vorkommen von VEGFR-1 und VEGFR-2 nachweisen.
Wéhrend der normalen Knochengenese werden die Chondrozyten in der
Epiphysenfuge hypertrophisch, produzieren angiogene Faktoren und gehen
schlieBlich mittels Apoptose zugrunde. Hier wird vermutet, dass VEGF zur

Apoptose der Chondrozyten in der Wachstumsfuge beitrdgt, indem es die

20



Freisetzung eines pro-apoptotischen Faktors aus Blutgefa3en veranlasst [61]. VEGF
ist wohl der wichtigste Faktor der Blutgefalentwicklung und wird nur in der
hypertrophischen Phase der Chondrozyten produziert, jedoch nicht wéhrend der
Ruhe- und Wachstumsphase [60]. Des Weiteren verbindet VEGF die Angiogenese
mit hypertrophem Knorpelabbau und der Verkndcherung wihrend der
endochondralen Knochenentwicklung. Im Einzelnen verzogert sich nach Hemmung
der VEGF-Aktivitdt durch Bindung des Proteins an einen ldslichen Rezeptor der
Zelltod der hypertrophen Chondrozyten. Die Anlockung der Chondroklasten, von
Monozyten abgeleitete Zellen, ist herabgesetzt [63].

Die Schliisselrolle von VEGF in der embryonalen und juvenilen Knochenbildung
aus Knorpel steht im Gegensatz zu dessen geringem Vorkommen im

Knorpelgewebe bei Erwachsenen.

1.4 VEGF und Arthrose

Die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen VEGF und der Bildung neuer
Blutgefidfle in osteoarthritischem Knorpel besteht, wurde schon friih untersucht. Wie
wichtig die Rolle des Wachstumsfaktors in derartig verdndertem Gewebe ist, wurde
durch weitere Untersuchungen im Laufe der Zeit immer deutlicher. So beobachteten
bereits Radin et al. 1971 das Auftreten von VEGF im Tiermodell an Rindern als
Reaktion auf wiederholte Belastungsreize [66]. 1983 konnte diese Erkenntnis von
Bullough et al. [5] auch in menschlichem Gewebe nachgewiesen werden.

Pufe et al. [63, 64, 65] verfolgten diesen Gedanken weiter und untersuchten im
Rahmen verschiedener Studien, welche Splice-Formen von VEGF in arthrotisch
geschiadigten humanen Geweben identifiziert werden konnen. Grundsdtzlich
konnten die Autoren VEGF in gesundem, erwachsenem Knorpelgewebe nicht
finden. In Gewebeproben von Patienten, die an Osteoarthrose erkrankt waren,
wiesen sie jedoch die Splice-Formen VEGF 121 und VEGF 189 deutlich nach. Bei
der Untersuchung in Bezug auf die VEGF-Rezeptoren konnte nur das Vorkommen

von VEGFR-2 dokumentiert werden. Neben den Endothelzellen, die beide
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Rezeptoren, VEGFR-1 und VEGFR-2, exprimieren, konnen somit Chondrozyten
ebenso mittels lokal produziertem VEGF stimuliert werden [63]. In von Pfander et
al. [61] untersuchten Gewebeproben aus menschlichen Kniegelenken an Arthrose
erkrankter Spender wurde mittels RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) und immunhistochemischer  Untersuchungen bewiesen, dass
VEGF 165 sowohl in normalem wie osteoarthritisch verdndertem Knorpelgewebe
nachgewiesen werden kann. Dabei kommt es gerade in den spiten Stadien der
Osteoarthrose zu einer signifikanten Erhohung der VEGF positiven Chondrozyten.
Diese Erkenntnisse untermauerten Enomoto et al. [13] 2003 mit ihrer Studie. Darin
beschreiben sie nach Untersuchung von gesundem wund osteoarthritisch
geschidigtem, menschlichem Gewebe die Expression von VEGF 121, VEGF 165
und VEGF 189 in entsprechender Hiufigkeitsverteilung. Sie wiesen jedoch lediglich
in den pathologisch verdanderten Gewebeproben VEGFR-1 und VEGFR-2 nach.
Damit vergleichbare Ergebnisse erzielten Shakabei et al. [76]. Sie fanden bei ihrer
Studie am Gelenkknorpel des menschlichen Kniegelenks ein wesentlich hdheres
Vorkommen von VEGFR-3 bei Osteoarthrose als in gesundem Knorpelgewebe.
Ubertragen auf das Krankheitsbild der rheumatoiden Arthritis wurden in Proben
derartig geschéddigten Gewebes die Splice-Formen VEGF 121 und VEGF 165
dokumentiert [65]. Im Vergleich der Serumkonzentration von VEGF bei
rheumatoider Arthritis und bei Osteoarthrose ist diese im Fall der rheumatoiden
Arthritis signifikant hoher (p< 0,05) [23].

Es ist die Frage, ob die Vaskularisation ein Reparaturversuch ist oder ob sie
stattdessen dazu beitrdgt, den eigentlichen Schaden durch Schiadigung der
biomechanisch wichtigen Festigkeit des Knorpels zu potenzieren.

Nakahara et al. [53] untersuchten, welche Rolle VEGF im Rahmen der
Interleukin-6- Rezeptor-Antagonisten-Therapie bei rheumatoider Arthritis spielt. Sie
konnten darstellen, dass eine Therapie mit systemisch eingesetzten monoklonalen
Antikorpern die Anzeichen und Symptome der Arthritis vermindert und eine
Verbesserung um 20 % bewirkt. Sie zeigten, dass IL-6 zusammen mit IL-1 die
Produktion von VEGF in Kulturen menschlicher Synovialfibroblasten vermehrt und
kommen zu dem Ergebnis, dass durch Hemmung der IL-6 —Aktivitit das bei

Arthritis typischerweise erhdhte Serumniveau von VEGF gesenkt werden kann.
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Die Erkenntnisse aus den verschiedenen Studien bieten bereits erste Ansatzpunkte
fiir medikamentdse Therapiekonzepte der Osteoarthrose. Nagashima et al. [52]
untersuchten die Wirkung von verschiedenen antirheumatischen Medikamenten
(disease-modifying anti-rheumatic drugs) auf die Produktion von VEGF im Gewebe
von Patienten mit rheumatoider Arthritis und Osteoarthrose. Hier wurden neben
anderen Substanzen auch der Penicillaminabkémmling Bucillamin und das
Kortikoid Dexamethason untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl
Bucillamin als auch Dexamethason eine Hemmung der VEGF-Produktion bewirken.
Von den untersuchten Substanzen zeigte Bucillamin die hochste Wirkung. In beiden
Féllen ist die Wirkung vor allem dosisabhéngig, beide hemmen die Erstellung der
VEGF-mRNA. Dexamethason wirkt dabei im Transkriptionsprozess am Promotor
des VEGF-Gens [54].

Gene, die wihrend der Entwicklung exprimiert werden, sind oftmals im
Krankheitsfall wieder nachweisbar. Genau wie andere Substanzen, die die
Gefdlneubildung fordern, tritt VEGF bei verminderter Sauerstoffkonzentration
vermehrt auf. Dies trifft insbesondere auf die Osteoarthrose zu. Aus diesem Grund
wurde das Vorkommen von VEGF in Knorpelgeweben nach experimenteller

Arthrose mit histologischen und immunhistochemischen Methoden untersucht.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Obwohl sich stindig neue Parameter finden, ist die Erforschung der
Arthroseentstehung noch lange nicht abgeschlossen. Bisher gibt es zwar
Bestrebungen, anhand dieser gefundenen Bausteine die medikamentose
Arthrosetherapie zu optimieren, jedoch ist trotz all dieser Ansatzpunkte derzeitig
keine kausale Losung in Sicht. In vorangegangenen Studien konnte das Vorkommen
von VEGEF in osteoarthrotischem Gelenkknorpel nachgewiesen werden. Um jedoch
eine Einflussmoglichkeit auf den Verlauf der Gelenkschiddigung zu gewinnen, ist
eine Untersuchung dieses Parameters in den Friihstadien der Arthroseentstehung

sinnvoll. Da sich eine Probengewinnung von menschlichen Geweben zu diesem
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Zeitpunkt aus praktischen wie ethischen Griinden verbietet, sind tierexperimentelle
Untersuchungen nicht zu umgehen. Dabei sollte die Atiologie im Tiermodell durch
geeignete Wahl der Methode zur Induktion der Arthrose dem menschlichen Verlauf
moglichst dhnlich sein.

Die vorliegende Studie soll die Expression von VEGF im zeitlichen Verlauf bei
einer experimentell durch Destabilisation induzierten, sekundéren posttraumatischen
Arthrose am Kaninchenkniegelenk untersuchen. Hierbei soll insbesondere auf die
Analyse eines moglichen Zusammenhangs zwischen den makroskopischen sowie
mikroskopischen Verdnderungen des Gelenkknorpels und der VEGF-Expression
Wert gelegt werden.
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2 Material und Methode

2.1 Versuchsaufbau

Der Versuch wurde mit 28 weiblichen, gleichaltrigen, ausgewachsenen, weiflen
Neuseelandkaninchen durchgefiihrt. Die Tiere wurden in drei Versuchsgruppen
aufgeteilt.

Gruppe 1 (12 Tiere) erhielt beidseitig eine Erdffnung des Kniegelenks ohne weitere
Eingriffe in Binnenstrukturen mit anschlieBendem Wundverschluss. Sie diente als
Kontrollgruppe.

Gruppe 2 (12 Tiere) wurde nach Eroffnung des Kniegelenks beidseitig das vordere
Kreuzband reseziert und anschliefend das Gelenk verschlossen.

Allen Tieren der Gruppen 1 und 2 wurde zum Zeitpunkt der Operation aus beiden
Kniegelenken eine Probe der Synovialfliissigkeit entnommen. Nach der Operation
durften sich die Kaninchen frei im Kéfig bewegen.

Gruppe 3 erhielt keine Operation. Zur Gewinnung von Referenzwerten wurden zu
Versuchsbeginn bereits diese 4 nicht operierten Tiere getotet.

Aus jeder Versuchsgruppe wurden dann jeweils 4 Kaninchen nach 3, 6 und
12 Wochen getotet. Eine zweite Probe der Synovialfliissigkeit wurde zum Zeitpunkt
der Tétung gewonnen.

Der gesamte Tierversuch sowie die Haltung der Tiere wurden unter der
Tierversuchsnummer G 49/2000 von der Bezirksregierung Miinster und vom

Veterinir- und Lebensmitteliiberwachungsamt Miinster genehmigt.
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2.2 Tiermodell

Experimentell induzierte Arthrose ist seit langem ein erprobtes Modell zur
Erforschung der Arthroseentstehung. Beim Menschen ergibt sich regelméBig die
Schwierigkeit, dass sich gerade die Anfangsstadien der Untersuchungsmoglichkeit
entziehen, da die Patienten zu diesem Zeitpunkt noch symptomfrei sind. In der
Literatur finden sich vergleichbare Versuchsanordnungen mit unterschiedlichen
Tierarten, so zum Beispiel: weilles Neuseelandkaninchen, Hund und Schaf. Im
Rahmen dieser Untersuchung fiel die Wahl auf das Neuseelandkaninchen als
Versuchstier. Es hat sich fiir diese Art Studiendesign bereits bewéhrt [42]. Man
unterscheidet im  Tierexperiment grundsitzlich zwei Moglichkeiten der
Arthroseinduktion, zum einen die Induktion durch chemische Manipulation und
zum anderen durch mechanische Manipulation. Eine chemische Induktion kann
durch Injektion von Papain, Zymokin, Monoiodoacetat oder Interleukin 1 Beta in
das Gelenk ausgelost werden [26, 29, 35]. Jedoch haben alle diese Modelle den
Nachteil, dass sie einen im initialen Ausmall unbekannten Knorpelschaden
hervorrufen und zudem die entstehende Arthrose mit keiner der beim Menschen
auftretenden Formen vergleichbar ist.

Zur mechanischen Induktion findet man in der Literatur vielfdltige, erprobte
Verfahren. Die Bandbreite reicht von der Immobilisation [58] oder Denervierung
des Gelenks [56] iiber die direkte mechanische Zerstdrung des Knorpels mittels
eines Skalpells bis hin zur Destabilisierung des Gelenks [81]. Das letztgenannte
Modell kommt der Pathogenese der Gonarthrose beim Menschen am néchsten, auch
wenn hiermit nur ein kleiner Anteil der posttraumatischen sekundiren Arthrosen

nachgeahmt werden kann.
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23 Operationsmethode

Alle Kaninchen wurden durch eine intramuskuldre Injektion mit Ketamin
(10%, Sanofi-CEVA) und Xylazin ( 2%, CEVA ) anésthesiert. Die Dosierung der
Anisthetika variierte individuell stark, sie wurde nach klinischer Beurteilung von
Reflexen und Pupillenweite gewihlt. Anschliefend wurden beide Kniegelenke grob
rasiert und mit medizinischer Enthaarungscreme (Pilca) vollstindig enthaart.
Nachdem das Tier in Riickenlage gelagert war, wurde das Operationsfeld mit
Neokodan mehrmals desinfiziert und steril abgedeckt. AnschlieBend wurden beide
Kniegelenke zur Injektion von jeweils 2 ml 0,9% Kochsalzlosung von mediokaudal
punktiert. Um die Spilfliissigkeit zu verteilen, wurde jedes Kniegelenk zwanzigmal
bewegt und anschlieBend iiber dieselbe Punktionsstelle die maximal mdgliche
Menge an Fliissigkeit aspiriert. Nach einer medialen, parapatellaren Inzision der
Haut (ca. 3 cm) wurde das Kniegelenk erdffnet, die Patella nach lateral luxiert und
das vordere Kreuzband dargestellt. Bei Tieren der Kontrollgruppe (Gruppe 1) wurde
das Kniegelenk anschlieBend lediglich mit 2 ml 0.9 % Kochsalzldsung gespiilt und
ohne weitere Eingriffe an Binnenstrukturen sofort verschlossen. Den Kaninchen der
Gruppe 2 wurde nach Darstellung der Kreuzbinder das vordere Kreuzband unter
Verwendung eines spitzen Skalpells reseziert und das Gelenk mit 2 ml
0,9 % Kochsalzlosung gespiilt. Zur Uberpriifung der Durchtrennung des

Kreuzbandes wurde intraoperativ ein Lachmann-Test durchgefiihrt.
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Abbildung 3: intraoperativer Lachmanntest, Knie in Normalstellung

Abbildung 4: intraoperativer Lachmanntest, deutlich nachweisbare vordere Schublade
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Der Wundverschluss erfolgte in zwei Schichten: Nach Verschluss der Gelenkkapsel
mit Einzelknopfnédhten (2-0 vicryl) wurde die Haut ebenfalls mit Einzelknopfnidhten
(3-0 Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson InH.) adaptiert.

Postoperativ wurden jedem Kaninchen subkutan zur initialen Schmerzbekdmpfung
0,8 ml Novalgin (Hoechst Marion Roussel) und zur antibiotischen Prophylaxe
0,8 ml eines Breitbandantibiotikums (Tardomyocel) injiziert. Im Anschluss konnten
sich die Kaninchen in ihren Kéfigen (100 x 70 x 40 cm) frei bewegen. Im Hinblick

auf Infektionen und andere Komplikationen wurden sie engmaschig untersucht.

Abbildung 5: Wundversorgung postoperativ

Abbildung 6: Kaninchen nach Operation beider Kniegelenke
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24 Probenentnahme und Aufbereitung der Proben

Die Kaninchen wurden mit Ketamin (10%, Sanofi-CEVA) und Xylazin
(2%, CEVA) anisthesiert und dann mittels Durchtrennung der groBen Halsgefal3e
getotet. Durch Punktion wurde anschlieBend aus jedem Knie eine Probe
Synovialfliissigkeit gewonnen. Zur Entnahme von Femur, Tibia und Patella wurden
beide Kniegelenke mittels Querinzision der Patellasehne eroffnet und die

gewonnenen Proben bei -80 °C tiefgefroren.

24.1 Makroskopische Beurteilung

Vor der Weiterverarbeitung der Proben wurden die entnommenen Gelenke zunichst
von zwei unabhédngigen Untersuchern nach 4 Kriterien makroskopisch beurteilt:

Bewertet wurden das Auftreten von Fibrillationen und Ulzerationen des Knorpels,
das Ausmal} osteophytdrer Anbauten und Vorkommen eines Ergusses. Je nach
Schweregrad wurde den makroskopischen Befunden ein Punktwert zugeordnet und
die einzelnen Werte zu einem Gesamtpunktwert addiert. Somit ergaben sich
Gesamtpunktwerte zwischen 0 und 11, wobei ein Gesamtpunktwert ,,0° einer
makroskopisch gesunden Gelenkfliche und ein Gesamtpunktwert ,,11“ einer

makroskopisch hochgradigen Arthrose entspricht (sieche Tabelle 1).
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I | Fibrillationen Grad III | Osteophyten Grad
Keine 0 keine 0
gering 1 gering 1
mittelgradig 2 mittelgradig 2
ausgepragt 3 ausgepragt 3

IT | Ulzerationen Grad IV | Erguss Grad
keine 0 kein 0
kleinflachig 1 gering 1
grofflachig 2 mittelgradig 2

ausgepragt

Tabelle 1: Makroskopische Beurteilung

2.4.2 Gewinnung der histologischen Schnitte

Nach Auftauen der Gelenkanteile in Formalinldsung (4% gepuffertes Formalin)
wurde jeweils der mediale Femurkondylus mittels einer Laubsige entnommen
und fiir 10 Wochen in 20% EDTA (pH 7,4) bet 37°C im Wérmeschrank
entkalkt. Nach der Entkalkung wurden die Proben iiber Nacht unter flieBendem
Leitungswasser gespiilt, jeweils 6 Stunden in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(50%, 75%, 90%) und zweimal iiber Nacht in 100% Isopropylalkohol bei 45°C
entwissert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 12 Stunden jeweils bei 60°C
in eine Isopropylalkohol- und Paraffinmischung (50:50) {iberfiihrt und dann fiir
dreimal 12 Stunden in Paraffin gelegt. Mit Hilfe der Einbettstation AP 280 der
Firma Microm erfolgte die Einbettung der Proben in Paraffin. Die Blocke
hirteten bei Raumtemperatur aus und wurden zum Schneiden bei 6°C im
Kiihlschrank gekiihlt und dort auch aufbewahrt. Mit dem Schlittenmikrotom
(Firma Jung) wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt. Fiir die
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Ubersichtsfirbungen wurden die Schnitte mittels EiweiBglyzerin (10 Tropfen
auf 100 ml destilliertes Wasser) auf Objekttrigern der Firma Engelbrecht
aufgebracht, fiir die immunhistochemischen Farbungen mittels destilliertem
Wasser auf Superfrost Plus Objekttragern (Firma Menzel). AnschlieBend
wurden alle Schnitte bei 42°C auf dem Strecktisch und im Wiarmeschrank
gestreckt. Die vollstindige Entkalkung wurde mittels einer Alizarin-rot-S-

Féarbung liberpriift.

2.4.3 Firbeverfahren

2.4.3.1 Hamatoxillin-Eosin-Farbung (HE)

Die Schnittpriaparate wurden zweimal fiir jeweils 5 Minuten in Xylol und
anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70% Ethanol) und
destilliertem Wasser entparaffiniert. Zum Farben wurden die Schnitte dann fiir
5 Minuten in eine Hdmalaunlosung nach Mayer gelegt und anschlieBend fiir
10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gebldut. Des Weiteren wurden die
Schnittpréiparate fiir 2 Minuten in Eosin gefdrbt. Bevor die Proben wieder in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (je 5 Minuten in 96% Ethanol,100% Ethanol und
zweimal je 5 Minuten in Xylol) hochgefiihrt wurden, erfolgte eine kurze Spiilung
mit 70% Ethanol. Die fertigen Praparate wurden mit Eukitt eingedeckt.

Diese Firbung zeigt Zellkerne, Kalk und Knorpelsubstanz blau, wihrend
Bindegewebe, Kollagenfasern, Erythrozyten und Zytoplasma in Rottonen dargestellt

werden.
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2.4.3.2 Safranin-O-Fiarbung

Die Schnitte wurden zweimal fir 5 Minuten in Xylol und dann jeweils in
absteigender Reihe fiir jeweils 5 Minuten in 100%, 96%, 70% Ethanol und
destilliertem Wasser entparaffiniert. Anschlieend wurden die Proben fiir 4 Minuten
in Weigerts Eisenhdmatoxilin (Merck, Losung A und B in Mischung 1:1) und dann
kurz in angesduertem Alkohol (1 ml konzentrierte Salzsdure in 100 ml
70% Ethanol) gegeben. Es folgte zunichst eine Wésserung fiir 3 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser und dann eine dreiminiitige Farbung mit Echtgriin
0,02%, 30 Sekunden Spiilung mit 1% Essigsdure und eine Farbung mit Safranin-O
fiir 5 Minuten. AnschlieBend wurden die Proben wieder mittels aufsteigender
Alkoholreihe (je 5 Minuten 70%, 96%, zweimal 100% Ethanol und zweimal
5 Minuten Xylol) hochgefiihrt und die fertigen Priparate mit Eukitt eingedeckt.

Diese Férbung stellt Proteoglykane rot, das Zytoplasma griin und die Zellkerne

schwarz dar.

2.4.3.3 Immunhistochemische Farbung VEGF

Die Schnitte wurden zweimal fiir 5 Minuten in Xylol und dann jeweils in
absteigender Reihe flir jeweils 5 Minuten zweimal in 100 %, dann in 96 %,
70 % Ethanol und destilliertem Wasser entparaffiniert und mit Tris-Spiilpuffer
(0,05 M, pH-Wert 7,4-7,6) abgespiilt. Alle nachfolgenden Schritte wurden dann in
einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Nachdem alle Proben mittels eines Fettstiftes
(DAKO Pen S 2002) umrandet waren, wurden sie fir 5 Minuten mit
3% Wasserstoffperoxyd in Tris-Puffer behandelt, um die bereits im Gewebe
vorhandene endogene Peroxidase irreversibel zu hemmen. Dann wurden die
Objekttriger dreimal fiir jeweils 2 Minuten in Tris-Puffer gespiilt.

Uberfixierung des Gewebes in Formalin kann die Bildung iibermiBiger
Aldehydvernetzungen zur Folge haben, die die Gewebsantigene maskieren und
deren Nachweis mit dem Primédrantikdrper verhindern. Um die Antigenstellen zu

demaskieren, wurden die Proben anschlieffend fiir 5 Minuten mit Proteinase K
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(DAKO S3020) zur Vorbereitung auf das immunhistochemische Farbeverfahren
bedeckt. Um dann die Reaktion der Proteinase zu stoppen, wurden die Objekttriger
zwel Minuten in kaltes destilliertes Wasser gestellt.

Dann wurden die Proben dreimal fiir je 2 Minuten in Tris gegeben und anschlieBend
fiir 10 Minuten mit Kélberserum (1% BSA in Tris-Puffer) vollstindig inkubiert.
Nachdem das Kilberserum sorgfiltig abgekippt war, wurde als Primédrantikérper
eine monoklonale Losung mouse-IgG (DAKO Cat# GF41 verdiinnt mit TRIS/BSA,
in einer Verdiinnung 1:50) verwandt, die alle vier Isoformen von VEGF (121, 165,
189, 206) erkennt. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht im Kiihlschrank. Am
ndchsten Tag wurde das Farbeverfahren nach einer Aufwarmphase von 30 Minuten
bei Raumtemperatur fortgesetzt. Die Proben wurden dreimal fiir je 2 Minuten in
Tris-Puffer gespiilt, bevor die Benetzung mit dem Sekundérantikorper
(DAKO EnVision+, Peroxidase, mouse, K4001) erfolgte. Dieser wurde fiir 1 Stunde
aufgegeben und die Objekttrager anschlieBend fiir dreimal je 2 Minuten in
Tris-Puffer gespiilt. Nach Zugeben des Farb-Komplexes (DAKO AEC +
High sensitivity substrate-chromogen system, K3461) fiir 30 Minuten konnte das
Enzym Peroxidase sichtbar gemacht werden. Zundchst wurde der Farbkomplex
sorgfiltig abgekippt, es erfolgte noch ein dreimaliges Spiilen fiir je 2 Minuten in
destilliertem Wasser und dann das abschlieBende Eindecken der Proben mit Kaisers
Glycerin Gelatine (Chroma BG 031). Bis zur digitalen Dokumentation wurden die
Objekttrager dunkel gelagert.

Von jedem Préparat wurde eine Kontroll-Firbung angefertigt. Dazu wurden die
Kontrollproben anstelle des Primdrantikdrpers lediglich mit 1% BSA in
Tris-Spiilpuffer inkubiert. Beziiglich aller anderen Schritte wurde entsprechend der

zu untersuchenden Gewebeproben verfahren.

2.5 Histologische Beurteilung

Die histologische Beurteilung erfolgte anhand des MANKIN SCORE [41]. Dazu
wurden die mit HE und Safranin-O gefdarbten Préparate von zwei unabhingigen

Untersuchern jeweils nach vier Gesichtspunkten beurteilt:
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Es wurde die Struktur, die Zellverteilung und —dichte, die Anfirbung mittels
Safranin-O und die Intaktheit der Knorpel-Knochen-Grenze bewertet. Es wurden
Punktwerte zugeordnet und die Einzelpunktwerte addiert. Somit ergaben sich
Gesamtpunktwerte zwischen 0 und 14, wobei ein Punktwert von 0 einem
histologisch gesunden Gelenkknorpel und ein Punktwert von 14 einer Arthrose im

Endstadium entspricht (siehe Tabelle 2).

I | Struktur Grad
normal 0
OberfldchenunregelmaBigkeiten 1
Pannus, OberflichenunregelméaBigkeiten 2
Risse bis in die Ubergangszone 3
Risse bis in die Radiérzone 4
Risse bis in die verkalkte Zone 5
komplette Desorganisation 6

I | Zellen Grad
normal 0
diffuse Hyperzellularitit 1
Cloning 2
Hypozellularitét 3

IIT | Safranin-O-Firbung Grad
normal 0
geringfligige Reduktion 1
méiBige Reduktion 2
starke Reduktion 3
keine Farbung nachweisbar 4

IV | Integritit der Knorpel-Knochengrenze | Grad
intakt 0
von Blutgefdflen durchzogen 1

Tabelle 2: Mankin-Score
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2.6 Digitale Dokumentation und Bildanalyse

Um die immunhistochemischen Proben dauerhaft digital archivieren zu koénnen,
wurden sie mit einer Digitalkamera 3 Tage nach Abschluss der Farbungen
fotografiert. Dazu wurde die Kamera Cool-SNAP-Pro Digital Kit TM Version 4.0
(Media Cybernetics, USA) auf dem Photomikroskop III der Firma Carl Zeiss
installiert und an einen Computer (Intel Pentium III, Microsoft Windows NT)
angeschlossen. AnschlieBend wurden von allen Proben je 3 reprisentative
Bildausschnitte ausgewdhlt (area = 1391x1039) und Digitalfotografien angefertigt.
Mit Hilfe spezieller Software (Image-Pro Plus-The Proven Solution TM Version 4.1
for Windows, Media Cybernetics, USA) wurden die einzelnen Bildausschnitte dann
ausgewertet. Die Software erkennt und z&hlt angefdrbte Zellkerne. Dazu wihlt man
manuell einen Bereich eines angefirbten Zellkerns, der dann als
Referenzfarbspektrum dient. Hierbei wurde auf moglichst groBe Ahnlichkeit der
Referenzspektren aller auszuwertenden Proben geachtet. Das Programm zeigt dann
aufgrund der Referenzfarben alle in Frage kommenden Bereiche farbig an.
Zusitzlich wurde der Software eine MindestgroBBe von 100 Pixels fiir die zu
zahlenden Objekte vorgegeben, um Artefakte auszuschlieBen. Somit konnte unter
Sichtkontrolle des Untersuchers die Zahl der gefarbten und ausgewéhlten Kerne
ausgezéhlt bzw. liberpriift werden.

AnschlieBend wurde aus den Werten der 3 Aufnahmen je Probe ein Mittelwert

gebildet, der als Endergebnis betrachtet wurde.

2.7 Statistik

Fiir die statistische Auswertung der ermittelten Daten stand ein Computerprogramm
(Statistical Package for Social Science 9.0, by SPSS Inc. Chicago, Illinois) zur
Verfiigung. Um die einzelnen Gruppen miteinander zu vergleichen, wurde mit Hilfe
der Software nach Uberpriifung auf Varianzgleichheit mit dem Levene-Test der

modifizierte T-Test fiir unabhingige Stichproben und inhomogene Varianzen
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durchgefiihrt. Zudem wurden die untersuchten Merkmale mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Spearman untereinander verglichen. Das Niveau fiir
einen signifikanten Unterschied wurde bei p < 0,05 angesetzt. Als Grenzwert, der
auf einen hochsignifikanten Unterschied hinwies, wurde p < 0,01 festgelegt. Die

Ergebnisdaten werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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3 Ergebnisse

Der Versuch wurde mit 28 gleichaltrigen, ausgewachsenen, weillen
Neuseelandkaninchen durchgefiihrt. Die Tiere hatten bei Versuchsbeginn ein
durchschnittliches Gewicht von 4193,75 g + 298,84g. Zum Zeitpunkt der Totung
wogen sie durchschnittlich 4274,64 g + 462,84g. Ein Tier erkrankte vor der
Operation und wurde durch ein gesundes ersetzt. Postoperativ kam es bei zwei
Kaninchen zur H@matombildung, die sich aber jeweils ohne Komplikationen
zuriickbildete. Bei einem Tier entwickelte sich postoperativ eine eitrige
Wundinfektion, die bereits nach einmaliger Gabe von 0,8 ml Tardomycel abheilte.
Ein weiteres Tier musste aufgrund einer Wunddehiszenz nochmals operiert werden,
um in einem zweiten Schritt die Kutis wieder zu verschlieBen. Ansonsten zeigte sich
bei allen anderen Tieren bei den Wundkontrollen ein komplikationsloser
Heilungsverlauf.

Zum Zeitpunkt der Totung war bei 11 Tieren der Gruppe mit erfolgter
Kreuzbanddurchtrennung (Gruppe 2) diese auch nachweisbar. Bei einem Tier war
nach 12 Wochen Versuchszeit das vordere Kreuzband intakt. Es wurde nicht mit in
die Auswertung aufgenommen. Alle Tiere der Kontrollgruppe und die nicht
operierten Tiere (Gruppe 1 und Gruppe 3) wiesen zum Zeitpunkt der

Gelenkentnahme ein intaktes vorderes Kreuzband auf.
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3.1 Makroskopische Ergebnisse

3.1.1 Ulzerationen des Knorpels

Nach Entnahme der Gelenke wurden die Femurkondylen hinsichtlich des Auftretens
von Knorpelschiden beurteilt.

In der Gruppe 2 waren nach 3 Wochen bei 6 Gelenken keine Ulzerationen
nachweisbar. Bei einem Gelenk kam es zu kleinflachigen Ulzerationen des Knorpels
und bei einem weiteren Gelenk zu groB3flichigen Ulzerationen. 6 Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung waren bereits bei 3 Gelenken kleinfldchige und bei einem
Gelenk grof3flachige Ulzerationen erkennbar. Zu diesem Zeitpunkt zeigten
4 Gelenke keine ulzerativen Knorpelschdden. Nach 12 Wochen wies nur noch ein
Gelenk keine Ulzeration auf, 2 Gelenke zeigten kleinflichige, 3 Gelenke
groBflachige Knorpeldefekte.

In der Gruppe 1 waren an allen 24 Gelenken keine Ulzerationen nachweisbar

(siche Abbildung 7).

B keine

3 Wiochen nach Scheinoperation .I{Ieinfléchig
O aromfiachig

3 Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung

& Wfachen nach Scheinoperation

& Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung

12 Wiochen nach Scheinoperation

12 Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 7: Anzahl der Gelenke mit Ulzerationen des Knorpels in Abhéngigkeit der
Wochen nach Operation
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3.1.2 Osteophyten

In der Gruppe 2 war bei allen Gelenken Osteophytenbildung nachweisbar, deren

Ausmal} im Versuchsverlauf zunahm. 3 Wochen nach der Kreuzbanddurchtrennung

lagen bei 2 Gelenken Osteophyten in geringem und bei 6 Gelenken in

mittelgradigem AusmaBl vor. Nach 6 Wochen war es bei 5 Gelenken zu

mittelgradigen osteophytidren Anbauten und bereits bei 3 Gelenken zu Anbauten in

ausgepriagtem Ausmall gekommen. 12 Wochen nach der Operation lagen bei

2 Gelenken mittelgradige Osteophyten und bei den anderen 4 Gelenken ausgeprigte

Osteophyten vor. In der Gruppe 1 waren nach 3 und 12 Wochen an je 2 Gelenken

osteophytdre Anbauten nachweisbar,

Veranderungen in dieser Hinsicht (siche Abbildung 8).

3 Wachen nach Scheinoperation

3 Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung

& Wiochen nach Scheinoperation

G Wfochen nach Kreuzbanddurchtrennung

12 Wiochen nach Scheinoperation

12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 8: Anzahl der Gelenke mit Osteophyten in Abhéngigkeit der Wochen nach

Operation

alle anderen Gelenke zeigten keine

. kein

. gering

. mittelgradig
[ ausgepract
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Abbildung 9: intakter Gelenkknorpel beider Femurkondylen eines nicht operierten Tieres

Abbildung 10: deutliche Fibrillationen und Osteophytenbildung beider Femurkondylen
(3 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)
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Abbildung 11: beginnende Knorpeldefekte bis auf den Knochen beider Kondylen und
ausgeprigte Osteophytenbildung (6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)

Abbildung 12: deutliche Freilegung des subchondralen Knochens und ausgepragte
Osteophytenbildung (12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)
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3.13 Ergussbildung

Der Mengenvergleich der durch Punktion gewonnenen Synovialfliissigkeit ergab in
Bezug auf Gelenke aus der Versuchsgruppe 1 keine wesentliche Ergussbildung.

In der Gruppe 2 lagen nach 3 Wochen bei 4 Gelenken ein mittelgradiger und bei
4 Gelenken ein grofler Erguss vor. 6 Wochen nach der Operation war bei einem
Gelenk keine Ergussbildung nachweisbar, bei einem weiterem Gelenk zeigte sich
ein geringer und bei 6 Gelenken ein mittelgradiger Erguss. Nach 12 Wochen wiesen

2 Gelenke einen mittelgradigen und 4 Gelenke einen ausgepréagten Erguss auf (sieche
Abbildung 13).

. kein
3 Wiachen nach Scheinoperation .gering
. mittelgradig
. ausgepraot
3 Whochen nach Kreuzbanddurchtrennung

G Wiachen nach Scheinoperation

G Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung

12 Wiochen nach Scheinoperation

12 Whochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Abbildung 13: Anzahl der Gelenke mit Erguss in Abhéngigkeit der Wochen nach Operation
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3.14 Makroskopischer Arthrosegrad

Bei der Untersuchung der Gelenke auf Anzeichen einer Arthroseentwicklung sind
Hinweise auf eine derartige Schadigung sowohl in der Kontrollgruppe (Gruppe 1)
als auch in der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung zu finden. In der Gruppe der
nicht operierten Tiere (Gruppe 3) betrdgt der Mittelwert des makroskopischen
Arthrosegrades 0,38 + 0,52. In der Gruppe nach Scheinoperation (Gruppe 1) liegt er
nach 3 Wochen bei 0,13 = 0,33, nach 6 Wochen bei 0,63 = 0,70 und nach
12 Wochen bei 0,63 + 0,49. In der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung
(Gruppe 2) wurden signifikant hohere makroskopische Zeichen einer Arthrose
ermittelt (p<0,01). Hier liegt der Mittelwert nach 3 Wochen bei 6,81 £+ 1,80, nach
6 Wochen bei 6,8 + 1,9 und steigt nach 12 Wochen auf 9,5 + 0,96. In dieser Gruppe
korreliert der makroskopische Arthrosegrad positiv mit der Zeit, die seit der
Operation vergangen ist (Korrelationskoeffizient: 0,52, p < 0,05)
(siche Abbildung 14).

Operationsmethode
B =cheinoperation
. Hreuzbanddurchtrennung

makroskopischer Arthrosegrad

3 fi 12

Zeit nach Operation in Wochen

Abbildung 14: Vergleich des makroskopischen Arthrosegrades nach Scheinoperation und
Kreuzbanddurchtrennung
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3.2 Proteoglykanverlust

Mit Hilfe der histologischen Férbeverfahren ist ein Vergleich des
Proteoglykanverlustes zwischen den einzelnen Versuchsgruppen moglich. Hier l4sst
sich in Gruppe 2 ein mit Anzahl der Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung
zunehmender Proteoglykanverlust nachweisen. Nach 3 Wochen zeigte ein Gelenk
eine geringfiigige Reduktion der Proteoglykane, 2 Gelenke eine maflige Reduktion,
3 Gelenke eine starke Reduktion der Proteoglykane und 2 Gelenke einen totalen
Proteoglykanverlust. 6 Wochen nach der Operation war bei 2 Gelenken der
Proteoglykanverlust geringfiigig, bei einem Gelenk maBig, bei 4 Gelenken war die
Reduktion stark und ein weiteres Gelenk zeigte keine Anfiarbung mehr. Nach
12 Wochen war bei 5 Gelenken eine starke Reduktion der Proteoglykananfarbung
nachweisbar und bei einem Gelenk die totale Reduktion.

Im Vergleich dazu zeigten die Gelenke der Kontrollgruppe (Gruppe 1) nach
3 Wochen bei 2 Gelenken keine Reduktion der Proteoglykane, 5 Gelenke zeigten
eine geringfiigige Reduktion und ein Gelenk einen méfigen Riickgang. 6 Wochen
nach der Scheinoperation war bei 3 Gelenken keine Reduktion, bei 4 Gelenken ein
geringfiigiger und bei einem Gelenk ein starker Proteoglykanverlust nachweisbar.
Nach 12 Wochen zeigten 6 Gelenke eine geringfiigige Reduktion und 2 Gelenke
eine miBige Reduktion der Proteoglykananfarbung (siche Abbildung 15).
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3 WMfochen nach Scheinoperation .gering
B manig
[ =tark
3 Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung .'-.-'I:IIIS'tél'ldig
& Wfachen nach Scheinoperation
& Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung
12 Wiochen nach Scheinoperation
12 Wiochen nach Kreuzbanddurchtrennung
Abbildung 15: Anzahl der Gelenke mit Proteoglykanverlust in Abhéngigkeit der Wochen nach

Operation

Abbildung 16: kein Proteoglykanverlust im Knorpel eines Tieres aus der Kontrollgruppe
(6 Wochen nach Scheinoperation)
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Abbildung 17: geringe Reduktion der Farbungsintensitdt aufgrund beginnenden
Proteoglykanverlustes

(3 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)

Abbildung 18: miBige Reduktion der Farbungsintensitét aufgrund fortgeschrittenen
Proteoglykanverlustes

(6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)
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Abbildung 19: starke Reduktion der Farbungsintensitét aufgrund fast vollstindigen
Proteoglykanverlustes

(12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)
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3.3 Histologischer Arthrosegrad

Im Rahmen dieser Studie wurden mittels Mankin-Score die Gelenkflichen von
insgesamt 54 Femurkondylen mikroskopisch auf Anzeichen einer Arthrose hin
beurteilt. Hinweise auf eine derartige Schddigung sind in allen Gruppen zu finden,
wobei in der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung signifikant hohere histologische
Arthrosegrade feststellbar sind (p<0,01). In der Gruppe der nicht operierten Tiere
(Gruppe 3) betrigt der Mittelwert des mikroskopischen Arthrosegrades 1,8 + 1,58.
In der Kontrollgruppe (Gruppe 1) liegt der Mittelwert des histologischen
Arthrosegrades nach 3 Wochen bei 3,3 £ 0,71, nach 6 Wochen bei 1 + 1,2 und nach
12 Wochen bei 2,3 +£1,17.

Im Vergleich dazu betrdgt der Mittelwert des histologischen Arthrosegrades in der
Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung (Gruppe 2) nach 3 Wochen bereits
7,3 £ 3,62, nach 6 Wochen 8 + 2,89 und nach 12 Wochen 9,83 = 3,06. Bezogen auf
diese Gruppe korreliert die Steigerung des histologischen Arthrosegrades mit der
zunehmenden Zeit seit Kreuzbanddurchtrennung (sieche Abbildung).

Insgesamt zeigt sich zudem, dass der makroskopische Arthrosegrad mit dem
mikroskopischen Arthrosegrad positiv korreliert (Korrelationskoeffizient: 0,750;
p<0,01) (siche Abbildung 21).
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Operationsmethode
. Scheinoperation
. Hreuzbanddurchtrennung

k2
1
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1

B
1

histologischer Arthrosegrad nach Mankin

=
1

1] 3 G 12

Zeit nach Qperation in Wochen

Abbildung 20: Vergleich des histologischen Arthrosegrades nach Scheinoperation und
Kreuzbanddurchtrennung
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histelogischer Arthresegrad nach Mankin

o T T

1] 4 g 12

makroskopischer Arthrosegrad

Abbildung 21: Korrelation zwischen dem makroskopischen und histologischen Arthrosegrad

50



Abbildung 22: histologisches Knorpelbild eines nicht operierten Kaninchens

Abbildung 23: beginnende Zerstdrung der intakten Knorpelstruktur
(3 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)
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Abbildung 24: vollige Authebung der regelgerechten Knorpelarchitektur mit Rissbildung und
Clusterbildung (6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)

Abbildung 25: tiefe Rissbildung und Zerstorung der Knorpeloberflache
(12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung)
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Abbildung 26: vollstindiger Verlust des Knorpels bis auf einen schmalen noch verbliebenen
Saum
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3.4 Immunhistochemische Farbung VEGF

34.1 Kontrollen

Von jeder Probe wurde neben der immunhistochemischen Farbung zum VEGF-
Nachweis eine Kontroll-Farbung angefertigt. Bei keiner der Kontrollen kann eine

spezifische Farbung der Zellen oder des Hintergrundes nachgewiesen werden.

Abbildung 27: Kontrolle Abbildung 28: Immunhistochemische
Firbung

3.4.2 Nachweis von VEGF

In allen Gewebeproben der drei Gruppen lassen sich VEGF-positive Zellen
nachweisen. In der Gruppe der nicht operierten Tiere (Gruppe 3) liegt der Anteil der
VEGF-positiven Zellen bei 11,95% + 2,55%. In der Kontrollgruppe (Gruppe 1)
lassen sich in den Proben nach 3 Wochen durchschnittlich 16,23% =+ 4,68%, nach 6
Wochen 11,5% + 5,95% und nach 12 Wochen 11,58% =+ 3,3% VEGF-positive
Zellen nachweisen. Nach Kreuzbanddurchtrennung (Gruppe 2) liegt der Anteil der
VEGF-positiven Zellen nach 3 Wochen bei 17,65% =+ 5,67% und nach 6 Wochen
bei 19,45% =+ 4,57%. 12 Wochen nach Operation sind durchschnittlich
21,27% + 5,41% der Chondrozyten VEGF-positiv.
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Nach 3 Wochen ist der Unterschied der Mittelwerte VEGF-positiver Zellen
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe noch nicht signifikant (p = 0,59). Jedoch
besteht bereits nach 6 Wochen und nach 12 Wochen ein signifikanter Unterschied
zwischen dem prozentualen Anteil VEGF-positiver Chondrozyten in der
Versuchsgruppe und in der Kontrollgruppe (p = 0,01 bzw. p = 0,05). Insgesamt
ergibt der Vergleich der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe signifikant
niedrigere Werte der Kontrollgruppe (p<0,01) (siche Abbildung 29).

In der Gesamtbetrachtung wird bei einem niedrigen mikroskopischen Arthrosegrad
auch ein niedriger Anteil VEGF-positiver Chondrozyten nachgewiesen. Es besteht
eine signifikant positive Korrelation (r = 0,767; p< 0,01) (siche Abbildung 30).
Zwischen dem makroskopischen Arthrosegrad und dem prozentualen Anteil VEGF-
positiver Zellen besteht ebenfalls eine signifikante, positive Korrelation (r = 0,518;
p = 0,02) (sieche Abbildung 31). In der Gruppe nach Kreuzbanddurchtrennung
(Gruppe 2) kommt es mit zunehmender Zeit seit der Operation auch zur steigenden
Anzahl der VEGF-positiven Zellen. Die Korrelation ist positiv, jedoch nicht
signifikant (r = 0,257, p = 0,248).
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Zeit nach OP in Wochen
Abbildung 29: Vergleich der VEGF-Expression nach Scheinoperation und

Kreuzbanddurchtrennung
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Abbildung 30: Korrelation zwischen dem histologischen Arthrosegrad und der
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Abbildung 31: Korrelation zwischen dem makroskopischen Arthrosegrad und der
VEGF-Expression
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Immunhistochemische Bilder

3 Wochen nach Operation
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Abbildung 32: VEGF-Expression nach Scheinoperation
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Abbildung 33: VEGF-Expression nach Kreuzbanddurchtrennung
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6 Wochen nach Operation

Abbildung 34: VEGF-Expression nach Scheinoperation

Abbildung 35: VEGF-Expression nach Kreuzbanddurchtrennung
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12 Wochen nach Operation

Abbildung 36: VEGF-Expression nach Scheinoperation

Abbildung 37: VEGF-Expression nach Kreuzbanddurchtrennung
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343 Regionale Verteilung der VEGF-Expression

In den von uns untersuchten Gewebeproben ist eine immunhistochemische
Anfarbung der VEGF-positiven Chondrozyten vorzugsweise im Bereich der
oberflichlichen Knorpelschichten sowie der Ubergangszone nachweisbar. Mit
Zunahme der makroskopisch und histologisch nachweisbaren degenerativen
Verdanderungen kommt es im Bereich der Knorpelzellcluster wie auch in den tiefen
Regionen bis hin in die verkalkte Zone zur deutlich erkennbaren VEGF-Expression.
Im Rahmen dieser Untersuchung kann zudem ein Zusammenhang zwischen der
Auspriagung der Osteophytenbildung und dem Ausmall der VEGF-Expression
dokumentiert werden. Es besteht eine signifikant positive Korrelation (r = 0,651;

p<0,01).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Tiermodellauswahl

Beim Menschen entziehen sich die frithen Krankheitsstadien der Untersuchung, vor
allem da die Patienten zu diesem Zeitpunkt noch symptomfrei sind. Die zeitliche
Verlaufsbestimmung eines biochemischen Markers wie VEGF in der Entwicklung
einer Arthrose kann daher reproduzierbar nur im tierexperimentellen
Versuchsaufbau erfolgen. Zu diesem Zweck bieten sich unterschiedliche Modelle
an. Fiir die Untersuchung von experimentell induzierter Arthrose finden sich in der
Literatur Beobachtungen an Gelenken von Schafen [38], Hunden [21, 62, 86],
Meerschweinchen [3, 75] und Ratten [59]. Studien am Neuseelandkaninchen bieten
sich aufgrund der niedrigen Kosten fiir Unterbringung und Futter an. Diese
Tiergattung liefert auch aufgrund der Gelenkgrof3e ausreichend Knorpelmaterial, um
derartige Untersuchungen durchzufiihren [6, 7].

Fiir die modellhafte Untersuchung einer sich entwickelnden Arthrose im Kniegelenk
des Kaninchens sind verschiedene Verfahren denkbar. Man unterscheidet zwischen
chemisch und mechanisch induzierter Arthrose.

Zur chemischen Induktion wird Papain, Zymokin, Monoiodacetat oder
Interleukin 1 in das betreffende Gelenk injiziert [26, 29, 32]. Allerdings birgt diese
Methode die Schwierigkeit, dass die chemische Entstehung einer Arthrose mit
keiner Form beim Menschen vergleichbar ist. Zudem steht insbesondere die
Induktion mittels Interleukin 1P im Gegensatz zu einem mdoglichen Einfluss auf die
biochemische Zielvariable VEGF [76].

Eine mechanisch induzierte Arthrose kann durch Denervierung des Gelenks [56],
Immobilisation [32], direkte Zerstorung des Gelenkknorpels mit dem Skalpell [50]

oder Destabilisierung des Gelenks ausgeldst werden, wobei die letztgenannte
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Methode die Arthroseentwicklung beim Menschen am ehesten simuliert. Zwar ahmt
sie nur den kleinen Anteil der sekundéren posttraumatischen Arthrosen nach, aber
aufgrund der fehlenden Erkenntnis iiber die Ursachen kann fiir eine primire
Arthrose kein Modell gefunden werden.

Die Bandbreite der Moglichkeiten zur Destabilisierung reicht von der Resektion
eines Meniskus iiber die Resektion beider Menisken, des vorderen Kreuzbandes,
beider Kreuzbander, der Seitenbander bis hin zu verschiedenen Kombinationen der
genannten Methoden [47, 49, 77, 82]. Je nach Vorgehen entsteht im Experiment
dann nach kurzer oder lingerer Zeit eine Knorpelschiadigung. Das Ausmal} der
Degeneration hingt zudem von unterschiedlichen Faktoren wie Tierart oder Alter,
Geschlecht und Gewicht der einzelnen Tiere ab [7]. So ist darauf zu achten, dass die
Epiphysenfuge bereits gesichert geschlossen ist. Moskowitz et al. [49] fiihrten eine
Studie an jungen, weiblichen Kaninchen durch, wobei sich nach partieller medialer
Meniskektomie relativ schnell (durchschnittlich nach 12 Wochen) deutliche
arthritische Verdnderungen entwickelten. In einer Studie von Shapiro et al. [77]
hingegen bendtigten die einjdhrigen Versuchstiere nach totaler medialer
Meniskektomie bis zu 7 Monate, um Knorpelverdnderungen in vergleichbaren
AusmalB zu entwickeln.

Aufgrund der angefiihrten Argumente fiel die Wahl fiir diese Studie auf das
Neuseelandkaninchen. Die Arthrose wurde experimentell mittels Destabilisierung
durch Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes induziert. Dies ist ein beim
Menschen hdufiges Verletzungsmuster, das abhidngig von Zeit und Alter zu einer
Gonarthrose fiihrt [71].

Wie die Literatur zeigt, hat sich das gewdhlte Studienmodell in der

Arthroseforschung bereits haufig bewéhrt [90].

4.1.2 Probenentnahme

Beim Menschen gibt es innerhalb eines Gelenks Stellen, an denen es bei Arthrose
bevorzugt zu makroskopisch sichtbaren, degenerativen Veranderungen kommt [12].

Dies spiegelt sich auch im Tiermodell sowohl makroskopisch wie auch
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mikroskopisch wider [77], wobei die geschidigten Bereiche und die Ausdehnung
der Knorpelschddigung mit den biomechanischen Parametern zusammenhéingen. In
verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, wie bedeutsam es ist, die zu
untersuchenden Proben immer aus dem gleichen Areal zu entnehmen [85]. So
untersuchten Chang et al. [6] die Femurkondylen und das Tibiaplateau von elf
Neuseelandkaninchen in Hinblick auf das Ausmal3 der arthrotischen Verdnderungen
nach Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes. Sie fanden heraus, dass die
Knorpelschiddigung im Bereich des medialen Femurkondylus am ausgeprigtesten
und hdufigsten vorkommt. Mankin et al. [41] wiesen in ihrer Studie an
menschlichen Femurkdpfen mit arthrotischen Verdanderungen bei der Untersuchung
verschiedener Areale nach, dass bereits innerhalb eines Gelenks gro3e Unterschiede
im Ausmal} der Arthrosegrade bestehen. Infolgedessen wurde fiir die vorliegende

Studie jeweils der mediale Femurkondylus entnommen und untersucht.

4.2  Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Arthroseentstehung nach Kreuzbanddurchtrennung

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass das gewdhlte
Studiendesign geeignet ist, um Arthrose zu induzieren. Dazu wurden insgesamt
46 Gelenke auf mikroskopische und makroskopische Anzeichen einer
Arthroseentstehung untersucht. Innerhalb der Gruppe nach
Kreuzbanddurchtrennung  (Gruppe 2) zeigten die Proben degenerative
Veranderungen, die mit der Zeit progredient waren. Bereits 3 Wochen nach der
Operation zeigten 75 % der untersuchten Gelenke deutliche Anzeichen einer
Arthrose. 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung wiesen 88 % der Proben tiefe
Knorpeldefekte auf. Auch die Zunahme der Osteophytenbildung und Ergussbildung,
die Verdnderungen der Chondrozyten sowie der zunehmende Proteoglykanverlust
sind als Zeichen fiir die schnell progredienten degenerativen Verdnderungen zu

werten. Colombo et al. [7] untersuchten 40 Versuchstiere auch in Hinblick auf die
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Reduktion der Proteoglykane, wobei die Ergebnisse nahelegten, dass es aufgrund
eines Anstiegs lysosomaler Enzyme seitens des zerstorten Gewebes zu einem
Verlust der Firbbarkeit des naheliegenden Gewebes kommt. Die vorliegenden
Ergebnisse sind mit den Verdnderungen vorheriger in der Literatur beschriebenen
Studien [1, 6] vergleichbar, auch in Hinblick auf die Entwicklung bei der Arthrose
des Menschen [70]. Allerdings ist die Varianz innerhalb der Versuchsgruppe hoch.
So waren bereits nach 3 Wochen an 2 von 8 Gelenken sehr hohe Arthrosegrade
nachweisbar, wahrend 12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung auch relativ
niedrige Arthrosegrade auftraten. Derartige Abweichungen innerhalb eines
Untersuchungszeitraums beschreiben auch Vignon et al. [85] in ihrer Studie von
1987, sie konnen unterschiedlich begriindet sein. So zeigten Mankin et al. [41]
bereits 1971 anhand der Untersuchung von 13 menschlichen Femurkopfen, dass
schon innerhalb eines Gelenks, insbesondere bei weit fortgeschrittener Arthrose,
grofle Unterschiede in Bezug auf die histologischen und biochemischen Zeichen der
Knorpeldegeneration bestehen. In manchen Féllen fiihrt die Operation zu einer
ausgedehnten Entzlindungsreaktion, welche wiederum durch Narbenziige eine
Festigung bedingt und somit der Instabilitdt und Arthrose entgegenwirkt. Des
Weiteren gibt es beim Menschen individuell variierende Disposition zur
Arthroseentstehung [27], die auch beim Kaninchen vorhanden sein konnte.

Im Vergleich mit der Versuchsgruppe zeigten sich bei der Kontrollgruppe und der
Gruppe der nicht operierten Tiere (Gruppe 1 und 3) nur geringe arthrotische
Verdnderungen, die zudem im Versuchsverlauf nicht progredient waren. Um einen
Einfluss der Operation selbst auf die Arthroseentstehung auszuschlieen, wurde die
Kontrollgruppe mit der Gruppe der nicht operierten Tiere verglichen, die Resultate
entsprechen sich in etwa. Mikroskopisch wie makroskopisch zeigen mehr als 50 %
der Gelenke aus der Kontrollgruppe keine Anzeichen einer Arthrose. Bei keinem
Gelenk wurde ein Arthrosegrad iiber 4 (Score nach Mankin et al. [41]) erhoben. Die
Verdnderungen, die in vereinzelten Féllen auffillig waren, sind also eher auf
spontan auftretende degenerative Entwicklungen zuriickzufiihren denn auf den
Einfluss der Scheinoperation. Derartige Anzeichen konnten zudem bei einem Tier
aus Gruppe 3 festgestellt werden. Die ermittelten Ergebnisse korrelieren mit einer
Studie von 1997 von Chang et al. [6], in der der Einfluss verschiedener

Entnahmestellen untersucht wurde.
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Um eine Fehlinterpretation der Ergebnisse aufgrund der oben diskutierten Faktoren
auszuschlieBen, wurde im Rahmen dieser Studie der Korrelationskoeffizient der
histologischen und makroskopischen Arthrosegrade bestimmt. Da eine positive
Korrelation zwischen diesen beiden Variablen besteht, konnen die Ergebnisse der

histologischen Auswertung als reprisentativ angesehen werden.

4.2.2 VEGF

Wihrend des Wachstums fordern hypertrophe Chondrozyten durch die Produktion
von VEGF die GefdBBeinsprossung in die Zone des hypertrophen Knorpels der
Epiphysenfuge, allerdings kommt dieser Prozess im Erwachsenenalter zum
Stillstand. Es wurde bereits gezeigt, dass es im Fall der Osteoarthrose zu einer
lokalen Differenzierung von Chondrozyten zu hypertrophen Zellen kommt [87]. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass osteoarthritische Chondrozyten
ebenfalls VEGF produzieren konnen. Dies tridgt zur entziindlichen Reaktion der
Synovialmembran bei. Die Synovialzellen poliferieren und es entsteht ein
geschwulstartiges Gewebe, der so genannte Pannus, von dem aus dann Blutgefille
in das darunterliegende Knorpelgewebe einwachsen. Einige Autoren gehen davon
aus, dass eine subklinische Synovitis bereits mit einer Osteoarthrose vergleichbar ist
und diese eng verbunden mit der zunehmenden Rate an Angiogenese in
osteoarthrotischen Knie- und Hiiftgelenken ist [27]. Da ein solches
Entziindungsgeschehen der Synovialmembran nicht erst bei Patienten mit
ausgedehnten radiologisch nachweisbaren Gelenkzerstérungen oder im Endstadium
der Osteoarthrose dokumentiert werden kann, sind auch Studien notwendig, deren
Augenmerk im Frithstadium der Arthrose liegt, um den Einfluss von Entziindung
und Angioneogenese auf den Verlauf der Gelenkschddigung zu beurteilen. Eine
Studie von Sato et al. [73] konnte zeigen, dass zusammen mit der Steigerung der
VEGF-Expression auch das Ausmall der Synovitis bei Patienten mit
Fehlbelastungen des Kiefergelenks zunimmt. Haywood et al. [27] fiihrten eine

Studie an Gewebeproben von 104 Patienten durch, die aufgrund von Osteoarthrose
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eine Hiift- oder Kniegelenks-Endoprothese erhielten oder sich einer Arthroskopie
unterzogen. Es besteht nach ihrer Untersuchung eine positive, signifikante
Korrelation (p < 0,01) zwischen der Makrophageninfiltration, Angioneogenese und
dem Entziindungsgrad. Der chemotaktische Faktor wird dabei von VEGF-
exprimierenden Zellen der Synovialmembran sezerniert [37]. Die Produktion von
VEGF durch Synovialmakrophagen ist somit ein molekularer Mechanismus, der
zum Fortschreiten der Angiogenese und Entziindung in der Synovialmembran bei
Osteoarthrose beitragt.

Es liegt nahe, dass die Produktion von VEGF durch die Chondrozyten eine wichtige
Determinante ist, um den Endothelzellen bei Arthrose das Einwandern aus dem
Pannus-Gewebe in das degenerativ geschiddigte Knorpelgewebe zu erleichtern. Die
vorliegende Studie konnte am Kaninchenmodell der experimentell induzierten
Arthrose nachweisen, dass sowohl Chondrozyten im gesunden wie auch im
arthrotisch verdnderten Gewebe VEGF exprimieren. Dabei ist der Prozentsatz im
pathologisch verdnderten Gewebe deutlich hoher. In allen Gewebeproben konnten
sowohl VEGF-negative als auch VEGF-positive Knorpelzellen dokumentiert
werden.

In der Gruppe der scheinoperierten Tiere war nach 3 Wochen die VEGF-Expression
im Vergleich zur Gruppe der nicht operierten Tiere signifikant erhoht. Der
Vergleich zwischen der Gruppe nach Scheinoperation einerseits und nach
Kreuzbanddurchtrennung andererseits jeweils nach 3 Wochen ergab keinen
signifikanten Unterschied. Dies lédsst sich mit dem Einfluss der Operation selber und
der damit verbundenen allgemeinen Entziindungsreaktion erkldren. Verschiedene
Studien konnten bereits den deutlichen Zusammenhang zwischen den
physiologischen Vorgingen bei Wundheilung und der Expression von VEGF
nachweisen [19, 78].

Im weiteren Lauf der experimentellen Arthrose am Kaninchenmodell zeigte sich
dann ein signifikanter Unterschied von Kontroll- und Versuchsgruppe. Zudem nahm
innerhalb der Versuchsgruppe der Anteil der positiven Zellen im Laufe der Zeit
stetig zu. Dabei korrelierte in der Gesamtbetrachtung der Anteil an VEGF-positiven
Zellen signifikant mit dem makroskopischen wie mikroskopischen Ausmal3 der

degenerativen Verdnderungen.
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Damit wird die Annahme verschiedener Autoren [27, 63] bestitigt, dass es in den
spiteren Stadien der Osteoarthrose durch hypertrophe Chondrozyten zu einer
vermehrten Expression von VEGF im pathologisch verdnderten Knorpel kommt. Im
Rahmen der Angioneogenese werden Endothelzellen angelockt. Durch den Einfluss
dieses Proteins auf die Endothelzellen werden Signalkaskaden ausgeldst, die dazu
fiihren, dass Zytokine, Proteinasen und andere Mediatoren gebildet werden. Diese
wiederum beeinflussen Chondrozyten, Chondroklasten und Osteoblasten [20].

Da in gesundem Knorpelgewebe - in der vorliegenden Studie kurz nach dem
operativen Eingriff in verstirktem Mafle - ebenfalls VEGF exprimiert wird, liegt
hier ebenfalls eine angiogene Wirkung nahe. Verschiedene Studien konnten jedoch
zeigen, dass normale Chondrozyten im Gegensatz zu hypertrophen und
osteoarthritischen Chondrozyten antiangiogene Peptide sezernieren [13, 51, 63]. Das
Vorkommen derartiger Angiogenese-Inhibitoren konnte erkldaren, warum Knorpel
normalerweise ein avaskuldres Gewebe ist.

Die immunhistochemischen Féarbungen der vorliegenden Studie fiir VEGF zeigen
eine kréftige Anfarbung der Zellmembran und Teilen des Zellinneren der
Chondrozyten. In der 2003 von Shakibaei et al. [76] durchgefiihrten Studie an
humanem Gewebe wurde die Verteilung eines VEGF-Rezeptors (VEGFR-3) in
osteoarthritisch geschiddigtem Gelenkknorpel untersucht. Die Autoren fanden in
allen Proben pathologisch verdanderten Gewebes eine deutliche immunhistologische
Féarbung. Insbesondere im Bereich der Zellcluster sowie der Knorpelerosionen
waren hypertrophe Chondrozyten anfarbbar. Der Farbstoff wurde tiberwiegend im
Bereich der Zellmembran und Teilen des Zellinneren gebunden. In einigen Proben
konnte bei den Chondrozyten der oberflachlichen Zone eine Polarisation der
VEGFR-3-Expression in Richtung des subchondralen Knochengewebes
dokumentiert werden. Vergleichbare Ergebnisse erhielten Enomoto et al. [13]. Bei
der Auswertung legten sie besonderen Wert auf die Verteilung der VEGF-positiven
Chondrozyten im Knorpelgewebe. So wiesen sie 2003 in ihrer Studie an
menschlichem Knorpelgewebe in nahezu allen Proben im oberflichlichen Bereich
und in der Ubergangszone die Expression von VEGF nach. Wenn der Knorpel tiefe
Fissuren und Knorpelzell-Cluster aufwies, konnte in diesen Bereichen ebenfalls eine
immunhistochemische Farbung dokumentiert werden. In den von uns untersuchten

Gewebeproben war ebenfalls eine immunhistochemische Anfarbung der VEGF-
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positiven Chondrozyten vorzugsweise in den beschriebenen Bereichen erkennbar.
Mit zunehmendem Arthrosegrad fiel die beschriebene Verteilung deutlicher auf.
Pufe et al. [63] untersuchten arthrotisch geschidigtes Gewebe von menschlichen
Spendern und fanden in Abhéngigkeit vom Schweregrad der Schéddigung eine
verschiedene Verteilung der VEGF-positiven Zellen. Im Fall geringer bis moderater
Schidigung (Mankin Score 1-5) beschrinkte sich die immunhistochemische
Féarbung auf die intra- und perizellulire Matrix der oberflichlichen Chondrozyten.
In Gewebeproben mit moderaten bis schweren degenerativen Verdnderungen
(Mankin-Score 6-14) wurden die Chondrozyten der oberfldchlichen, tiefen und
verkalkten Knorpelschicht positiv fiir VEGF angefarbt. Pfander et al. [61] fanden in
Rahmen ihrer Studie in allen Schichten des gesunden wie arthritisch geschédigten
Knorpels VEGF. Besonders im Bereich der Knorpelzell-Cluster an der
Gelenkoberfldche zeigte sich eine vermehrte immunhistochemische Anfarbung. In
den tieferen Knorpelschichten konnte bei manchen Proben eine geringe, nicht
signifikante Abnahme der Farbung dokumentiert werden. AuBlerdem fanden Pfander
et al. bei der Untersuchung der Gewebeproben aus menschlichen Kniegelenken
interindividuelle Unterschiede der VEGF-Expression zwischen den einzelnen
Spendern, die nicht mit dem Schweregrad der Arthrose korrelierten. Die
Férbeergebnisse der vorliegenden Studie sind mit diesen Farbeergebnissen
vergleichbar. Auch im Rahmen unserer Studie konnten beziiglich der VEGF-
Expression innerhalb der einzelnen  Versuchsgruppen interindividuelle
Abweichungen festgestellt werden. Dariiber hinaus fielen auch innerhalb der
einzelnen Proben regionale Unterschiede in der VEGF-Expression auf. Diese
Beobachtung konnte unabhingig vom Totungszeitpunkt nach der Operation
gewonnen werden.

Derartige Abweichungen innerhalb eines Gelenkes zeigten bereits 1971 auch
Mankin et al. [41] anhand ihrer Untersuchung von 13 menschlichen Femurkdpfen.
Sie wiesen innerhalb eines Gelenks, insbesondere bei weit fortgeschrittener
Arthrose, grofle Unterschiede in Bezug auf die histologischen und biochemischen
Zeichen der Knorpeldegeneration nach.

In der von Enomoto [13] an humanen Gewebeproben durchgefiihrten Studie bestand
eine signifikante, positive Korrelation zwischen dem Anteil der VEGF-positiven

Chondrozyten und den histologisch nachweisbaren Verdnderungen aufgrund der

68



Osteoarthrose. Die Ergebnisse der Untersuchung menschlichen Gewebes
untermauert die vorliegende Studie im Kaninchenmodell. Auch hier wurde eine
signifikante Korrelation zwischen dem histologischen Arthrosegrad nach Mankin
und der VEGF-Expression festgestellt. Aufgrund dieser engen Verkniipfung
zwischen den einzelnen Parametern konnte man die VEGF-Expression auch als
moglichen Marker der histomorphologischen Verdnderungen in arthrotischem
Knorpelgewebe verwenden. Ferner konnte in dieser Studie zwischen dem
makroskopischen Arthrosegrad und der Anzahl VEGF-positiver Zellen eine
signifikante Korrelation festgestellt werden.

Pufe et al. [63] nahmen auf das menschliche Kniegelenk bezogen eine Abhédngigkeit
der Osteophytenbildung von der VEGF-Expression an. Die genauere Betrachtung
dieses Einzelkriteriums liefert im Rahmen wunserer Untersuchung fiir die
Auspriagung von Osteophyten im Vergleich mit der VEGF-Expression ebenfalls
eine signifikante, positive Korrelation. Ahnliche Ergebnisse erhielten Hashimoto et
al. [24]. Sie untersuchten die Entwicklung und Regelung der Osteophytenbildung
am Kaninchenmodell und konnten zeigen, dass hypertrophe Chondrozyten in
Osteophyten VEGF exprimieren. Das ist ein essentielles Signal zur Regelung der
Chondrozyten-Differenzierung und triggert den Knorpelumbau und die
Osteophytenbildung. Vier Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung waren in allen
Gelenken im Bereich der Femurkondylen Osteophyten nachweisbar. Ein Teil der
hypertrophen  Chondrozyten ~war  VEGF-positiv. Neun Wochen nach
Kreuzbanddurchtrennung exprimierte eine grole Zahl der Knorpelzellen VEGF. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass VEGF ein wichtiges Peptid in der Regulation der
Osteophytenbildung ist.

Das Wissen um die zentrale Rolle von VEGF in der Angioneogenese fithrte zu der
Hypothese, dass die Hemmung dieses Peptids einen effektiven Ansatz darstellen
konnte, um malignes Geschehen sowie andere Vorginge in Zusammenhang mit
pathologischer Angioneogenese zu therapieren. Klinische Untersuchungen konnten
beim Menschen bereits den Einfluss eines solchen Antikdrpers gegen VEGF auf
verschieden Karzinome bestitigen [17]. Gerber et al. [20] untersuchten die
Therapiemoglichkeiten in  Verbindung mit VEGF im Rahmen der
Knochenentwicklung. Wéhrend des Wachstums inaktivierten sie VEGF bei jungen

Maiusen durch Blockade des zugehorigen Rezeptors. Im Rahmen dieser Studie
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fanden sie heraus, dass bei den behandelten Tieren die Femurlinge nach zwei bis
drei Wochen signifikant vermindert war. Allerdings waren die VEGF-Inhibition und
die resultierenden Konsequenzen innerhalb von zwei Wochen wieder reversibel.

In fritheren Studien wurde nachgewiesen, dass VEGF chemotaktisch auf kultivierte
Osteoblasten wirkt [46]. Um eine derartige Wirkung von VEGF in vivo zu
beleuchten, untersuchen Street et al. [79] 2002 die lokale Wirkung von VEGF auf
die Knochenheilung am Tiermodell. Thre Studie legt eine deutliche Steigerung der
Heilungsgeschwindigkeit gerade zu Beginn der Kallusbildung nahe, so dass
Patienten mit Verdnderungen in der VEGF-Regulation oder fraglicher Prognose der
Knochenschiadigung einen Therapievorteil haben konnten.

Die vorliegende Studie zeigt einen deutlichen Zusammenhang zwischen der
Expression von VEGF und den pathologischen Verdnderungen des Knorpels bei
Osteoarthrose. Im Rahmen der Entwicklung der degenerativen Verdnderungen bei
Osteoarthrose spielt VEGF eine bedeutende Rolle. Dabei wirkt es als wichtiger
Botenstoff der Angiogenese. Bereits in frithen Stadien der Gelenkverdnderungen
kommt es zur VEGF-Expression. Mit Zunahme der makroskopisch und histologisch
nachweisbaren degenerativen Verdnderungen kann dann eine signifikante Erh6hung
dieses Parameters dokumentiert werden.

Aufgrund der Erkenntnisse aus den verschiedenen Studien sind auch im Fall der
Osteoarthrose medikamentose Therapiekonzepte denkbar. Weitere Studien sind
ndtig, um den Einfluss dieses Proteins auf die pathophysiologischen Vorgédnge im

arthrotischen Knorpel zu kléren.

70



S Zusammenfassung

Vorangegangene Studien legen eine Beteiligung von VEGF an der Pathogenese der
Arthrose nahe. Uber die Rolle dieses Zytokins in der Friihphase der
Arthroseentwicklung ist bisher jedoch nur wenig bekannt.

Ziel der vorliegenden Studie war es, herauszufinden, welche Rolle VEGF in der
Entwicklung einer experimentell induzierten Arthrose am Kaninchengelenk spielt.
Im Rahmen dieser Studie wurde 12 ausgewachsenen Neuseelandkaninchen das
vordere Kreuzband reseziert, 12 weitere erhielten lediglich eine Scheinoperation, bei
der das Kniegelenk erdffnet, gespiilt und wieder verschlossen wurde. Aus beiden
Gruppen wurden jeweils nach 3, 6 und 12 Wochen je 4 Tiere getotet und die
Kniegelenke entnommen. 4 weitere Tiere wurden ohne vorherige Operation getotet
und die Kniegelenke wurden ihnen ebenfalls entnommen. Alle Gelenke wurden in
Hinblick auf makroskopische Zeichen einer Arthroseentwicklung untersucht sowie
mikroskopisch mit Hilfe des Mankin-Score beurteilt. Des Weiteren erfolgte eine
immunhistochemische Anfirbung der VEGF-exprimierenden Zellen.

Nach Kreuzbanddurchtrennung konnte makroskopisch und histologisch eine
Zunahme der Arthrosezeichen sowie immunhistochemisch eine Steigerung der
VEGF-Expression nachgewiesen werden. Sowohl im Fall der Versuchs- wie auch
der Kontrollgruppe korrelierte der makroskopische Arthrosegrad signifikant und
positiv mit der seit der Operation vergangenen Zeit (r = 0,52, p < 0,05). Insgesamt
lag jeweils eine signifikante, positive Korrelation zwischen dem makroskopischen
und histologischen Arthrosegrad (r = 0,750, p < 0,01), zwischen der VEGF-
Expression und dem histologischen Arthrosegrad (r = 0,767, p < 0,01) sowie auch
zwischen der VEGF-Expression und dem makroskopischen Arthrosegrad (r = 0,518,
p < 0,02) vor. Dabei wiesen Gelenke mit deutlicher Osteophytenbildung ebenfalls
eine signifikant gesteigerte VEGF-Expression auf.
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Diese Studie zeigt eine Steigerung der VEGF-exprimierenden Chondrozyten im
zeitlichen Verlauf. Da zusidtzlich auch ein enger Zusammenhang mit den
makroskopisch und histologisch nachweisbaren Knorpelveranderungen besteht, ist
eine wichtige Rolle von VEGF in der Frithphase der Arthroseentwicklung

anzunehmen.
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Anhang

11.1  Makroskopische Befunde
Tier Wochen Fibrillationen Ulzerationen Osteophyten Erguss Kreuzband
postoperativ

lre 12 keine keine keine kein erhalten
11i 12 keine keine keine kein erhalten
2 re 12 gering keine keine kein erhalten
2 1i 12 keine keine keine kein erhalten
3re 12 keine keine gering kein erhalten
31 12 keine keine gering kein erhalten
4re 6 mittelgradig keine mittelgradig mittelgradig durchtrennt
4 1i 6 mittelgradig keine mittelgradig gering durchtrennt
6 re 6 mittelgradig keine keine kein erhalten

6 li 6 gering keine keine kein erhalten
7re 12 ausgepragt grofflichig ausgepragt ausgepragt durchtrennt
71 12 mittelgradig kleinflachig ausgepragt ausgepragt durchtrennt
9re 6 mittelgradig keine mittelgradig mittelgradig | durchtrennt
91i 6 mittelgradig kleinflachig ausgepragt mittelgradig | durchtrennt
10 re 12 gering keine keine kein erhalten
10 li 12 gering keine keine kein erhalten
11re 12 ausgepragt keine mittelgradig ausgepragt durchtrennt
111 12 ausgepragt kleinflachig mittelgradig ausgepragt durchtrennt
12 re 12 ausgepragt groB3flichig ausgepragt mittelgradig | durchtrennt
12 1i 12 ausgepragt groB3flachig ausgepragt mittelgradig | durchtrennt
13 re 6 keine keine keine kein erhalten
13 1i 6 keine keine keine kein erhalten
14 re 3 keine keine gering kein erhalten
14 1i 3 keine keine keine kein erhalten
15re 6 keine keine keine kein erhalten
151 6 keine keine keine kein erhalten
16 re 3 mittelgradig keine mittelgradig ausgeprigt durchtrennt
16 li 3 mittelgradig keine mittelgradig ausgepragt durchtrennt
17 re 6 gering keine mittelgradig kein durchtrennt
1711 6 gering kleinflachig mittelgradig mittelgradig durchtrennt
18 re 6 ausgepragt groB3flichig ausgepragt mittelgradig | durchtrennt
18 1i 6 ausgepragt kleinfléchig ausgepragt mittelgradig | durchtrennt
19 re 3 mittelgradig keine mittelgradig mittelgradig durchtrennt
191i 3 mittelgradig keine mittelgradig mittelgradig durchtrennt
20 re 3 mittelgradig kleinflachig mittelgradig ausgepragt durchtrennt
201 3 mittelgradig groBflachig mittelgradig ausgeprigt durchtrennt
21 re 3 keine keine keine kein erhalten
2111 3 keine keine keine kein erhalten
22 re 3 gering keine gering mittelgradig durchtrennt
22 1i 3 gering keine gering mittelgradig durchtrennt
23 re 3 gering keine keine kein erhalten
23 1i 3 keine keine keine kein erhalten
24 re 3 keine keine keine kein erhalten
24 1i 3 gering keine gering kein erhalten
25re 6 gering keine keine kein erhalten
251 6 gering keine keine kein erhalten

I




11.2

Histologische Befunde

Tier Struktur Zellen Firbungsintensitit Integritit Mankin-
Safranin-O Ubergangszone Score
1re Oberflachen- normal miBige Reduktion von BlutgefaBlen 4
unregelmiBigkeiten durchzogen
1l normal diffuse geringe Reduktion intakt 2
Hyperzellularitét
2re Oberflachen- normal miBige Reduktion von BlutgefaBlen 4
unregelmiBigkeiten durchzogen
21l normal normal geringe Reduktion intakt 1
3re normal normal geringe Reduktion intakt 1
31 normal normal geringe Reduktion von Blutgefafen 2
durchzogen
4re Risse bis in die Cloning starke Reduktion von Blutgefiflen 10
Radiérzone durchzogen
41i Risse bis in die Hypozellularitat starke Reduktion intakt 10
Radiédrzone
6 re Oberfldchen- normal geringe Reduktion von Blutgeféflen 3
unregelmiBigkeiten durchzogen
6 1i normal normal geringe Reduktion von Blutgefa3en 2
durchzogen
7 re Risse bis in die Hypozellularitét starke Reduktion von Blutgefiflen 10
Ubergangszone durchzogen
71 Oberflachen- normal starke Reduktion von Blutgefa3en 5
unregelmiBigkeiten durchzogen
9re Oberfldchen- normal geringe Reduktion von Blutgeféflen 3
unregelmiBigkeiten durchzogen
91 Risse bis in die diffuse starke Reduktion von Blutgefa3en 10
verkalkte Zone Hyperzellularitit durchzogen
10 re normal normal geringe Reduktion von Blutgefaflen 2
durchzogen
10 1i normal normal geringe Reduktion von Blutgefafen 2
durchzogen
11re Risse bis in die Cloning starke Reduktion von Blutgefaflen 11
verkalkte Zone durchzogen
111 Risse bis in die Hypozellularitit starke Reduktion von Blutgefafen 11
Radidrzone durchzogen
12re | Pannus u. Oberfl.- Cloning starke Reduktion von Blutgefaflen 8
unregelméBigkeiten durchzogen
12 1i komplette Hypozellularitit keine Farbung von Blutgefafen 14
Desorganisation nachweisbar durchzogen
13 re normal normal geringe Reduktion intakt 1
131 Oberfldchen- normal normal von Blutgeféflen 2
unregelmiBigkeiten durchzogen




Tier Struktur Zellen Firbungsintensitit Integritit Mankin-
Safranin-O Ubergangszone Score
14 re normal normal starke Reduktion intakt 3
14 1i Oberfldchen- normal geringe Reduktion von Blutgeféflen 3
unregelmiBigkeiten durchzogen
15 re normal normal normal intakt 0
151 normal normal normal intakt 0
16 re Risse bis in die Hypozellularitat starke Reduktion von Blutgefa3en 10
Ubergangszone durchzogen
16 li Risse bis in die Cloning méfige Reduktion von Blutgefiflen 9
Radidrzone durchzogen
17 re Oberflachen- diffuse geringe Reduktion von Blutgefa3en 4
unregelmiBigkeiten | Hyperzellularitit durchzogen
17 1i Risse bis in die Cloning maBige Reduktion von Blutgefaflen 8
Ubergangszone durchzogen
18 re Risse bis in die Cloning starke Reduktion von BlutgefaBlen 10
Radidrzone durchzogen
18 1i Risse bis in die diffuse keine Farbung von Blutgefaflen 9
Ubergangszone Hyperzellularitét nachweisbar durchzogen
19 re Oberflachen- Hypozellularitit starke Reduktion intakt 7
unregelmiBigkeiten
19 1i Risse bis in die normal starke Reduktion von Blutgefaflen 7
Ubergangszone durchzogen
20 re Oberflachen- Hypozellularitit keine Farbung von Blutgefafen 9
unregelmiBigkeiten nachweisbar durchzogen
20 1i Risse bis in die Hypozellularitét keine Féarbung von Blutgeféflen 11
Ubergangszone nachweisbar durchzogen
21 re normal diffuse geringe Reduktion von Blutgefafen 3
Hyperzellularitét durchzogen
211 Oberflachen- diffuse geringe Reduktion von Blutgefa3en 4
unregelméaBigkeiten | Hyperzellularitét durchzogen
22 re normal normal méBige Reduktion intakt 2
22 1i Oberflachen- normal geringe Reduktion intakt 2
unregelmiBigkeiten
23 re Oberfldchen- diffuse geringe Reduktion von Blutgeféflen 4
unregelmiBigkeiten | Hyperzellularitit durchzogen
23 1 Oberflachen- normal mafBige Reduktion von Blutgefa3en 5
unregelmiBigkeiten durchzogen
24 re normal diffuse méBige Reduktion intakt 3
Hyperzellularitit
24 1i Oberflachen- diffuse geringe Reduktion von Blutgefa3en 4
unregelmifBigkeiten | Hyperzellularitit durchzogen
25re normal normal normal intakt 0
251 normal normal normal intakt 0




Tier Struktur Zellen Farbungsintensitit _ Integritit Mankin-
Safranin-O Ubergangszone Score

Nlre normal normal normal von Blutgeféflen 1
durchzogen

N1 i normal normal geringe Reduktion intakt 1

N2 re normal normal normal intakt 0

N2 1i normal normal normal Intakt 0

N3re normal normal méfige Reduktion intakt 2

N3 Li normal normal mafBige Reduktion intakt 2

N4 re normal normal starke Reduktion von Blutgefafen 4
durchzogen

N4 1i normal diffuse starke Reduktion intakt 4

Hyperzellularitét

1Y%




11.3  VEGF-Expression

3 Wochen nach Scheinoperation

Gewebeprobe

VEGF in %

VEGF-Gesamtexpression in %

R 14 re

17,49
26,99
21,8

20,9

R 141

12,52
12,12
21,92

14,24

R 21 re

12,29
13,65
6,34

21,47

R211

22,49
22,75
12,13

17,9

R 23 re

8,08
21,08
21,8

15,17

R231

13,73
14,36
22,99

16,65

R 24 re

6,74
7,14
5,65

6,47

R 241

OO |0 O o0 08|60 T8 |lo oo

17,74
13,54
22,41

17

3 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Gewebeprobe

VEGF in %

VEGF-Gesamtexpression in %

R 16re

19,48
16,63
28,66

20,99

R 161

31,79
18,42
33,51

26,97

R 19 re

25,32
16,5
18,66

19,59

R 191

20,61
13,94
19,02

17,76

R 20 re

16,97
14,65
14,49

15,25

R 201

O T co|(0 O |l oo |0 T | oo

19,07
18,24
23

19,88




Gewebeprobe VEGF in % VEGF-Gesamtexpression in %
R22re a 15,34
b 4,89 8,59
c 9,34
R221i a 10,38
b 9,98 12,13
c 17,28

6 Wochen nach Scheinoperation

Gewebeprobe

VEGF in %

VEGF-Gesamtexpression in %

Ré6re a

16,27
19,7
18,47

18,19

Ro6li

11,78
16,79
15,56

14,54

R 13 re

8,33
3,58
4,54

4,64

R 131

8,13
12,63
14,06

9,38

R 15re

4,21
5,95
5,2

5,12

RI151H

8,29
3,7
5,19

5,93

R 25re

19,73
12,28
14,47

15,15

R251

0 TP|lgo |0 TY|g |0 TN o]0 T®|s o

24,38
14,78
204

19,05

6 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Gewebeprobe

VEGF in %

VEGF-Gesamtexpression in %

R4re a
b
C

25
34,99
30,18

29,58

R4l

o

15,41
24,69
18,47

19,18

RO9re

11,39
11,93
17,23

13,49

ROl

o T®la oo o

18,55
19,17
17,76

18,4

VI




Gewebeprobe VEGF in % VEGF-Gesamtexpression in %

R17re a 21,99
17,66 19,58
18,91

on

R 171 17,28
17,4 19,38

25,86

R 18 re 23,02
18,51 19,09

15,55

R 181 19,37
14,55 16,86

17,05

O T o|lg oo |0 T ® |

12 Wochen nach Scheinoperation

Gewebeprobe VEGF in % VEGF-Gesamtexpression in %

Rlre a 19,29
17,84 18,53
18,67

R 1l 12,05
11,23 12,01

13,04

R2re 17,99
7,59 11,03

9,61

R21i 8,6
15,2 11,13

11,81

R3re 14,92
12,3 13,37

12,74

R31i 13,6
8,51 8,07

5,59

R 10 re 11,9
4,79 8,62

12,9

R10 1 8,62
14,07 9,86

8,17

O Ol gl TPl ¥l T ®|la o
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12 Wochen nach Kreuzbanddurchtrennung

Gewebeprobe VEGF in % VEGF-Gesamtexpression in %

R7re a 23,2
16,18 20,9
27,07

R71l 12,78
16,09 15,45

17,59

R1lre 24,5
20,73 23,62

25,54

RI11L 39,84
16,33 20,97

15,6

R 12re 14,59
17,25 16,32

17,3

R 121 31,07
32,3 30,33

27,82

0O T8l oco|l0 ool d®le o

Nicht operierte Tiere

Gewebeprobe VEGF in % VEGF-Gesamtexpression in %

Nire a 22,54 14,36
10,2
14,57

N1 Ii 12,22
7,9 10,2

12,15

N2 re 12,81
11,36 12,4

13,95

N2 1i 3,35
8,52 8,2

16,67

N3 re 15,16
11,61 13,1

14,56

N3 1i 7,55
10,56 8,92

8,65

N4 re 12,31
11,59 13,24

16,37

N4 1i 18,39
9,12 15,14

14,65

O O®laogov|lo 0ol c®|leor|lo d®|le o
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11.4  Ergebnisse — Mittelwerte

Versuchs- Schein- Kreuzband- t-Test
zeitraum operation durchtrennung
[ MW + StAw | [ MW + StAw ] P
11,95
0 Wochen StAw = 2,55
n=8
16,225 17,645
3 Wochen StAw =4,6777 StAw = 5,6705 0,594
n=8 n=8
11,5 19,445
6 Wochen StAw = 5,9475 StAw =4,5697 0,01
n=8 n=8
11,5775 21,265
12 Wochen StAw = 3,3001 StAw = 5,4075 0,05
n=8 n=6
MW = Mittelwert
StAw = Standardabweichung

IX




11.5  Ergebnisse — Korrelationskoeffizient nach Spearman

Mankin-Score zu Makroskopischen Ergebnissen: r=20,750
p <0,01

VEGF-Expression zu Mankin-Score: r=0,767
p<0,01

VEGF-Expression zu Makroskopischen Ergebnissen: r=0,518
p=0,02

VEGF-Expression (Kreuzband durchtrennt) zu Zeit: r= 0,257
p=0,248

VEGF-Expression zu Osteophytenbildung r=20,651
p<0,01
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Dateiname: N:\T_VERS\GENNEU
Erstellt am 24.07.00
Bearbeiter: moel

Bezirksregierung Minster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Miinster

Gegen Empfangsbekenntnis . Dienstgebiiude -

Herrn ???mygnulo
elefon: -

Prof. Dr. W. Winkelmann Ab 25, Juti 2000 Durchwahi: 2110

Klinik und Poliklinik fir ' ] gng&g

Allgemeine Orthopadie der o

Westf. Wilhelms-Universitat Miinster - §£§§ﬁ§l(G4WNm)

Albert-Schweitzer-Str. 33 _ ]
A - Juli 2000

48129 Minster

Betr.: Tierschutz;
hier: Durchfuhrung von Versuchen an Wirbeltieren

Bezug: Ihr Antrag vom 29. 05 2000, hier eingegangen
© am 06.06.2000

Genebmigungsbeschedid:

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Winkelmann,

gemdB '§ 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. I. S. 1105) wird Ihnen die
Genehmigung zur Durchftihrung nachstehenden Versuchsvorhabens
erteilt: )

Untersuchung der Konzentration des Hyaluronsiurerezeptors CD44
in der Gelenkfliissigkeit bei experimentell induzierter Arthrose
am Beispiel des Knlegelenkes des Kaninchens.

Leiter des Versuchsvorhabens und seine Stellvertreterin sind:

Herr ) ' Frau

Prof. Dr. med. W. Winkelmann Dr. med. Susanne Fuchs
Klinik und Poliklinik "Klinik und Poliklinik

fiir Allgemeine Orthopéidie fiir Allgemeine Orthopadle
der WWU Minster der WWU Minster
Albert—Schweitzerfstr. 33 . Albert-Schweitzer-Str. 33
48129 Minster 48129 Minster:

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300
e-mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg-muenster, S=poststelle @ Telefax (0251) 411-2525
. Konten der Regierungshauptkasse Miinster:
Landeszentralbank Niederlassung Miinster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
. Westdeutsche Landesbank Girozentrale Miinster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offentliche Verkehrsmittel - Buslinien 1.5 . 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 2. 10. 11 . 14 . 21 . 64 bis Domplatz

1SN SiuruoiBoasyzog ordoyisudigy,



2;_
Diese Genehmigung gilt bis zum 28. 02. 2002.

7zur Durchfiihrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere
verwendet werden:

24 Neuseeland-Kaninchen.

Auflagen:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser
Genehmigung begonnen werden.

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stellvertreter
wechselt, ist mir dieser Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese GeneHmigung wird zurlickgenommen, wenn bei der Erteilung
die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben

waren.

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3
TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb
einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen wird; sie kann
widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfiillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG
wiederholt oder grob zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verldngerung- der Genehmigung ist rechtzeltlg vor
Ablauf der Frist bei mir zu stellen.

Da das Versuchsvorhaben iiberwiegend im &ffentlichen Interesse
erfolgt, wird von der Erhebung einer Verwaltungsgebuhr Abstand
genommen

7

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekannt-
gabe Widerspruch erhoben werden.. Der Widerspruch ist bei mir
unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur Nieder-
schrift elnzurelchen

- Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevoll-
mdchtigten versaumt - werden, so wiirde dessen Verschulden Ihnen
zugerechnet werden. : -

Ich bitte um umgehende Ruckgabe des belllegenden Empfangsbe-
kenntnisses.

Mit freundlichen Griilen
I. A. :

o

Dr. Wissing

Josuny Surusifiorsynzog ardoxisudter,.



Postanschrift: Stadt Minster » 48127 Miinster
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le ¢r \mam »

Weitergeie!
sekr. Pro

Klinik und Poliklinik fiir Aligemeine Chirurgie
z.H. Herrn Prof. Dr. W. Winkelmann’
Albert-Schweitzer-Str. 33

48149 Miinster

f STA.DTf

DER
OBERBURGERMEISTER

i MONSTER

VETERINAR- UND
LEBENSMITTEL-
UBERWACHUNGSAMT

Scheimenstiege 1

Auskunft erteiit:

Frau Heumann

Zimmer: 106

Telefon:  02534/971 - 301
Telefax:  02534/971 - 399
E-Mail:Amt_39@stadt-

muenster.de
Sprechzeiten:
nach Vereinbarung

Datum und Zeichen lhres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Miinster,

29.05.2000 an die Bezirksregierung © 39/401 a) 11.07.2000

hier eingegangen am 19.06.2000

Tierschutzgesetz;

Tierversuch G 49/2000

Versuchsleiter und Antragstelier: Stellvertreterin:

Prof. Dr. W. Winkelmann Dr. Susanne Fuchs

Sehr geehrter Herr Professor Winkelmann,

aufgrund § 11 Tierschutzgesetz erteile ich Ihnen die Erlaubnis zur Haltung von

. 24 Neuseeland-Kaninchen.

Folgende Auflagen sind einzuhalten:

1.

2.

Fur die Pflege und Betreuﬁng sind die Pfleger des Tierstalles zustandig:
Die medizinische Versorgung hat durch Professor Richter von der ZTE zu erfolgen.

Die Kafige sind mit der Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.

Uber die Tierversuche, die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen. Diese

Einsichtnahme vorzulegen.

. sind drei Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens aufzubewahren und mir auf Verlangen zur

Anderungen und Erweiterungen im Personalberelch bei Tierart- und zahl sowie der Unterbringung sind

mir umgehend mitzuteilen.

Bitte beachten Sie, dass der Versuch erst begonnen werden kann, wenn lhnen die Genehmigung der
Bezirksregierurig Miinster vorliegt. Diese Erlaubnis gilt fur die Laufzeit des genehmigten Versuches.

Mit freundlichen GriiRen

i.?;ll ,6(,'62(/

Dr. Bolle
Stadt. Oberveterinarrat

Konten der Stadtkasse

Zentrale Verbindungen

Sparkasse Minster Kto.-Nr. 752 . (BLZA0050150) Commerzbank Minster Kio.-Nr. 393 210 0/00 {BLZ 40040028) > Hauptvemittiung (0251) 492-0
Landeszef";:lbank Miinster  Kto.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00) Deutsche Bank Munster Kto.-Nr. 0470 005 (BLZ 400 70080)  Telefax {0251) 432-7700
Pnsmf"”‘G romu Kto.-Nr. 21 1 36461 (BLZ 440 10046)  Dresdner Bank Manster Kto,-Nr. 606 465600  (BLZ 400 800 40) Datex-} “0251492#
Bank far em"‘"'ﬂsdxaﬂ Kto.-Nr. 1 010305100  (BLZ 400 101 11)  Volksbank Miinster eG Kto.-Nr. 4 200 800 (BLZ 40160050) E-Mait

Bankhaus Lambe Mincier Kt -Nr. 306 002 (BLZ 480 201 51)  Westdeutsche Landesbank Manster  Kto-Nr. 61226 {BLZ 400 500 00)  Stadtverwaltung@stadt-muenster.de



DER
OBERBURGERMEISTER

i MUNSTER

VETERINAR- UND

STADT

Postanschrift: Stadt Minster « 48127 Miinster LEBENSMITTEL-
UBERWACHUNGSAMT

Frau

PD Dr. Susanne Fuchs Schelmenstiege 1

Klinik und Poliklinik fur Auskuntt erteil

Allgemeine Orthopadie Frau Heurnann

0 Zimmer: 106

AIbert-SchV\_/.eltzer Str. 33 Telefon.  02534/971 - 301

48149 Minster ) Telefax:  02535/971 - 399
E-Mail:
Amt39@stadt-muenster.de
Sprechzeiten:
nach Vereinbarung

Datum und Zeichen Ihres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Munster,

23.07.2001 an die Bezirksregierung 39/401 a) 06.09.2001

hier eingegangen am 03.09.2001

Tierschutzgesetz;

Tierversuch: A 58/2001

Versuchsleiterin:  Frau Dr. Susanne Fuchs Stellvertreter und Antragsteller:

Dr. Carsten O. Tibesku

Sehr geehrte Frau Dr. Fuchs,

aufgrund § 11 Tierschutzgesetz in der z.Z. gliltigen Fassung erteile ich Ihnen die Erlaubnis zur
Haltung von

.

4 Kaninchen.
Folgende Auflagen sind einzuhalten:
1. FUr die Pflege und Betreuung sind die Tierpfleger lhres Institutes zusténdig.
2. Die medizinische Versorgung hat durch Herrn Dr. Liicke, Leiter der ZTE, zu erfolgen.
3. Die Kafige sind mit der Nummer der Versuchsgenehmigung zu kennzeichnen.
4. Uber die Tierversuche, die bezogenen Tiere und ihren Verbleib sind Aufzeichnungen zu machen.

Diese sind drei Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens aufzubewahren und mir auf
Verlangen zur Einsichtnahme vorzulegen. - ’

5. Anderung und Erweiterung im Personalbereich, bei der Tierart und -zahl sowie der Unterbringung
sind umgehend dem Veterindramt der Stadt Munster mitzuteilen.

Die Erlaubnis gilt fiir die Laufzeit des angezeigten Versuches.

Mit freundlichen GriiRen
A7 )
£ //:__7//"
/2, e 'an
Dr. Ottt
Stadt. Veterindrdirektor

Konten der Stadtkasse Zentrale Verbindungen
Stadtsparkasse Milnster Kto.-Nr. 752 (BLZ 400 §01 50) Commarzbank Mdnster Kto.-Nr. 393 210 0/00 (BLZ 400 400 28) % Hauptvermittlung (0251) 492-0
Landeszentralbank Manster ~ Kto.-Nr. 40 001 700 (BLZ 400 000 00) Deutsche Bank Miinster Kto.-Nr. 0470 005 (BLZ 400 760 80) Telefax (0251) 492-7700
Postbank Dortmund Kto.-Nr. 21 1 36-461 {BLZ 440 100 46)  Dresdner Bank Minster Kto.-Nr. 606 465 600 (BLZ 400 800 40) Datex~J *0251492#
Bank f0r Gemeinwirtschaft Kto.-Nr. 1010 305 100 (BLZ 400 101 11)  Volksbank Minster eG Kto.-Nr. 4 200 800 {BLZ 401600 50) E-Mail

Bankhaus Lampe Milnster  Kto.-Nr. 306 002 {BLZ 480 201 51) Westdeutsche Landesbank Mlnster  Kto.-Nr. 61 226 (BLZ 400500 00) Stadtverwaltung@stadt-muenster.de



Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Miinster

Frau Dienstgébéiude

Domplatz 1-3
PD_DF' med. Susange.Fuc?s Telefon: (0251) 4110
Klinik und Poliklinik fir Durchwahl: 2110
Allgemeine Orthopddie des gﬁﬁ;ﬁi
Universitdtsklinikums Milinster -
Albert-Schweitzer-Str. 33 50.0835.2.0 (A 58/2001 )
48149 Minster - 1€ . August 2001

Anzeige von Versuchsvorhaben gemdf § 8 a Abs. 1 und 2
Tierschutzgesetz (TierSchG);

Versuchsvorhaben: “Tétung von vier weifen Neuseelandkaninchen
zur Entnahme beider Kniegelenke”

Ihre Anzeige vom 23.07.2001 - hier eingegangen am 30.07.2001

Sehr geehrte Frau Dr. Fuchs,

Ihre o.a. Anzeige wird hiermit bestdtigt.
Einer Genehmigung flir das Versuchsvorhaben bedarf es nicht.

Ich weise jedoch darauf hin, daR Sie gemiR § 8b Abs. 5 TierSchG
~den fiir Sie zustandigen Tierschutzbeauftragten zu unterrichten
haben.

Mit freundlichen GriGRen
@m Auftrag

JAV(M‘Q,/ | L

Mdllers

. Telex 892870 rpms . Telefax (0251) 411-2525
Offentliche Verkehrsmittel - Buslinien 1 . 5. 6 . 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 10 . 12 . 14 bis Domplatz



