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  Einleitung 

1 Einleitung 

Die Häufigkeit von degenerativen Erkrankungen am Kniegelenk hat in den letzten Jahrzehnten 

stetig zugenommen. Gründe dafür sind eine steigende Lebenserwartung, Überbelastung durch 

Übergewicht und sportliche Überbeanspruchung durch Extremsportarten (Salzmann 2001). In 

der Bundesrepublik Deutschland wurden 2011 216.000 Patienten wegen einer Kniegelenks- 

oder Hüftarthrose in einer Vorsorge- oder Rehabilitationseinrichtung behandelt (Statistisches 

Bundesamt (Destatis) 2013a). Auch unter den 20 Hauptdiagnosen reiht sich die 

Kniegelenksarthrose auf den 3. Platz ein (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2015). 

Arthroskopische Eingriffe am Gelenkknorpel und den Menisken waren im Jahr 2012 die 

zweithäufigste Operation, die bei vollstationären Patienten durchgeführt worden ist 

(Statistisches Bundesamt (Destatis) 2013b). Allein diese Zahlen verdeutlichen die 

Notwendigkeit von Therapiekonzepten, die einerseits für das Gesundheitssystem 

kostensenkend sind und die andererseits für den Patienten eine schnelle Genesung ohne 

Einschränkungen im Alltag bedeuten. Bis heute gibt es keine Möglichkeiten diese Erkrankung 

zu heilen. Nur ein Voranschreiten des Erkrankungsprozesses bis zu einer endgültigen 

Prothesenimplantation kann verlangsamt werden. Gerade bei jüngeren Patienten sollte diese 

Zeitspanne deutlich ausgedehnt werden, da die Lebenszeit einer Prothese in der Regel auf 12-

15 Jahre beschränkt ist (Hube und Reichel 2003). Jede Revision der Prothese bedeutet steigende 

Kosten, Verlust von gesunder Knochensubstanz und erneute physische sowie psychische 

Belastung für den Patienten. Eine Möglichkeit, den Erkrankungsprozess bei lokal begrenzten 

Knorpelschäden zu verlangsamen, besteht im Einsatz einer Mini-Prothese (Episealer®), die den 

degenerierten Knorpel ersetzt und vor der Synovia schützt. Die Einheilung des metallenen 

Implantats in den Knorpel- und Knochenbereich ist eine Herausforderung. Diese kann durch 

Beschichtungen verbessert werden.  

Ziel dieser Arbeit war es, das ossären und chondralen Einheilverhalten eines metallischen 

Implantats (Episealer®) im Hinblick auf die unterschiedlichen Hydroxylapatit (HA)-

Oberflächenstrukturierungen zu verbessern. Im Tierversuch wurde das Einheilverhalten des 

Implantats in einen osteochondralen Defekt in der medialen Femurkondyle der rechten 

Hinterextremität untersucht. Die Implantate bestehen aus einem Titangrundkörper und waren 

entweder ohne Beschichtung, mit einer glatten HA-Beschichtung oder mit einer rauen HA-

Beschichtung versehen. Das Ausmaß der Reaktion nach der Implantation im osteochondralen 

Defekt sollte mittels histologischer, immunhistologischer und histomorphometrischer 
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Parameter evaluiert werden. Des Weiteren wurde das Einheilverhalten mit Hilfe von 

semiquantitativen Scores bewertet. 

Im Tiermodell wurden folgende Arbeitshypothesen überprüft: 

1. Alle Implantattypen zeigen ein gutes bis sehr gutes Einheilungsverhalten in den 

subchondralen Knochen 

2. Die Integration des Implantats in den umliegenden Gelenkknorpel ist am besten bei 

der rauen HA-Beschichtung, weniger gut bei der glatten HA-Beschichtung und am 

schlechtesten bei dem reinen Titanimplantat. 

 

Als Ergebnis zeigt sich eine bessere Einheilung im benachbarten Gelenkknorpel 

durch signifikant weniger Risse, Clusterbildung und Entfärbung des hyalinen 

Knorpels. Die Spaltbildung zwischen Implantat und hyalinen Gelenkknorpel ist 

minimal. Es bildet sich ein mechanisch belastbares Gewebe im Spalt zwischen 

Knorpel und Implantat aus. 
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2 Stand des Wissens 

2.1 Der Gelenkknorpel 

Der Gelenkknorpel ist ein Stützgewebe mesenchymalen Ursprungs, welches außergewöhnliche 

Fähigkeiten besitzt (Marlovits und Vécsei 2000a; Newman 1998). Im Laufe der Entwicklung 

wird der Gelenkknorpel noch durch Blutgefäße versorgt, während der adulte Knorpel sich als 

avaskuläres, alymphatisches und nicht innerviertes Gewebe darstellt (Rudert und Tillmann 

1993). Er ist bedeutend bei der chondralen Ossifikation, dem epiphysären Längenwachstum 

und der Frakturheilung. Er bedeckt alle großen Gelenkoberflächen und ermöglicht dadurch eine 

reibungsfreie Gelenkfunktion. Des Weiteren toleriert der hyaline Knorpel physikalische 

Belastungen und vereinigt Materialeigenschaften, die bis heute kein industriell hergestellter 

Werkstoff erreicht hat (Buckwalter und Mankin 1998b; Martinek 2003). Insbesondere an den 

großen Gelenken ist der hyaline Knorpel Druckbelastungen von bis zu 400 kg/cm² ausgesetzt 

(Martinek 2003). Der bei Bewegung entstehende Reibungskoeffizient des intakten 

Gelenkknorpels beträgt 0,02 bis 0,002 und ist damit wesentlich niedriger als der von künstlich 

hergestellten Ersatzmaterialien (Mankin 1994; Rudert und Wirth 1998; Mow et al. 1984). Der 

hyaline Knorpel widersteht diesen Extrembelastungen durch eine hoch komplexe Organisation 

und Interaktion von soliden und fluiden Komponenten. Dabei ändert sich die Struktur und 

Zusammensetzung des hyalinen Knorpels in Abhängigkeit von der Entfernung zur 

Gelenkoberfläche. Dies ermöglicht trotz einer stetigen Kontinuität eine zonale Gliederung des 

Knorpels (Buckwalter und Mankin 1997). Der Gelenkknorpel besitzt nur eine begrenzte 

Fähigkeit zur Regeneration und Reparation. 
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 2.2 Strukturelemente des hyalinen Knorpels 

2.2.1 Die Chondrozyten und Chondrone 

Der hyaline Knorpel besteht aus nur einer einzigen Zellpopulation, den Chondrozyten, welche 

komplex in ein Matrixwerk von Strukturelementen integriert sind. Sie verändern ihre Größe, 

Form, Lage und metabolische Aktivität in den verschieden Zonen des Knorpels (Quinn et al. 

2005). In ihrer ausgereiften ovalen Form verbleiben sie über Jahrzehnte in ihrer Position und 

halten das Strukturwerk somit stabil (Martinek 2003). Eine Migration durch das 

Matrixkonstrukt ist nicht möglich (Kinner et al. 2005). Auch fehlen jegliche 

Versorgungsstrukturen wie Nervenfasern, Blut- oder lymphatische Gefäße, wodurch 

ernährende Substanzen nur per Diffusion zu den Zellen gelangen können. Die Chondrozyten 

registrieren über in die Matrix hineinragende Zilien mechanische Veränderungen (Archer und 

Francis-West 2003; Buckwalter und Mankin 1998a). Zugleich stehen die Proteoglykane der 

extrazellulären Matrix mit der dreischichtigen Plasmamembran der Chondrozyten über die 

gesamte Oberfläche in Kontakt (Arsenault und Kohler 1994). Es entsteht eine Abhängigkeit der 

Knorpelzelle von ihrer umgebenden Matrix, da eine Kommunikation oder Stoffaustausch 

zwischen den Zellen durch Zellkontakte nicht möglich ist (Buckwalter und Mankin 1998b; 

Archer und Francis-West 2003; Marlovits und Vécsei 2000a). Die Chondrozyten besitzen ein 

gut entwickeltes raues endoplasmatisches Retikulum und einen vergrößerten Golgi-Apparat 

sowie viele Vesikel, die Zeichen einer sekretorischen Tätigkeit sind (Welsch und Sobotta 2003; 

Vollmar-Hesse 2000). Ihre Funktion ist die Synthese von neuer extrazellulärer Matrix und der 

Abbau degradierter Matrixkomponenten (Marlovits und Vécsei 2000a). Die Stoffwechselrate 

der Chondrozyten ist nahezu genauso hoch wie im vaskularisierten Gewebe. Chondrozyten sind 

nur in ca. 1-3% des Knorpelvolumens enthalten (Martinek 2003). Die metabolische Rate der 

adulten Chondrozyten ist somit als niedrig einzustufen (Archer und Francis-West 2003; 

Buckwalter und Mankin 1998b; Marlovits und Vécsei 2000a). Die höchste 

Stoffwechselaktivität besitzen Chondrozyten in der Phase der Skelettentwicklung. Mit dem 

Abschluss der Ossifikation und steigendem Alter sinkt diese auf ein Minimum ab und begrenzt 

die Fähigkeit der Chondrozyten auf Verletzungen oder Belastungsänderungen im Bereich des 

Gelenkknorpels ausreichend zu reagieren (Marlovits und Vécsei 2000a).  
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Nach der Teilung aus einer Mutterzelle liegen die Chondrozyten in kleinen Gruppen, den 

isogenen Zellgruppen, zusammen (Welsch und Sobotta 2003). Um einzelne oder mehrere 

Chondrozyten wird die Matrix in mittleren und tiefen Knorpelschichten in konzentrisch 

angeordnete Regionen klassifiziert: eine perizelluläre, eine territoriale und eine interterritoriale 

Region (Aigner und Stove 2003; Poole et al. 1984). Wiederum liegt innerhalb der perizellulären 

und territorialen Region eine perizelluläre Kapsel, die geschlossen mit der perizellulären Matrix 

und den darin enthaltenden Chondrozyten eine funktionelle Einheit, die Chondrone, bilden. Ein 

Chondron kann einen oder mehrere Chondrozyten enthalten (Muir 1995). In den tieferen 

Knorpelschichten sind die Chondrone multipel linear angeordnet und bestehen aus einer 

Gruppe von drei bis acht Chondrozyten (Poole et al. 1988). Durch den hohen Proteoglykan- 

und Flüssigkeitsgehalt (Módis et al. 1995) innerhalb der Chondrone entstehen inkompressible 

Strukturelemente mit hydrodynamischem Verhalten, welche die innen liegenden Chondrozyten 

vor Druckbelastungen schützen (Youn et al. 2006; Módis et al. 1995; Mayne 1989). Die 

Chondrone tragen bei Matrixverformungen zur Weiterleitung von mechanischen Signalen bei 

und wandeln chemisch und/oder osmotische Signale in Stimuli um, die die Chondrozyten 

benötigen, um ihre Syntheseaktivität anzupassen (Poole et al. 1987). Die Chondrone arbeiten 

synergistisch mit der territorialen und interterritorialen Matrix, um das gebundene Wasser 

innerhalb der Matrix zu regulieren und einem Deformierungsprozess zu widerstehen (Poole et 

al. 1991). 

2.2.2 Die extrazelluläre Matrix 

Die extrazelluläre Matrix (EZM) ist ein dreidimensionales Netzwerk von unlöslichen 

Kollagenfasern, in denen lösliche Komponenten wie Proteoglykane und Glykoproteine, 

vernetzt, integriert oder auch chemisch gebunden sind (Kuettner 1992). Die EZM des hyalinen 

Knorpels besteht aus Wasser und Makromolekülen wie Kollagenen, Proteoglykanen, nicht 

kollagenen Proteinen und Glykoproteinen (Marlovits und Vécsei 2000a). Die Kollagenfasern 

geben dem Gewebe die Zugfestigkeit und Form (Buckwalter und Mankin 1998b). 

Proteoglykane und nicht-kollagene Proteine binden sich an das kollagene Strukturwerk oder 

interagieren mit diesem. Einige nicht-kollagene Proteine helfen einerseits das Gerüst zu 

stabilisieren und unterstützen andererseits die Bindung der Chondrozyten an die 

Makromoleküle der extrazellulären Matrix. In das gebildete Konstrukt lagern sich 

Wassermoleküle ein (Buckwalter und Mankin 1998b). Wasser stellt mit bis zu 80% die größte 

Komponente dar. Diese Gewebsflüssigkeit enthält Gase, kleine Proteine, Stoffwechselprodukte 

und hohe Anteile an Kationen, um eine Balance zu den negativ geladenen Proteoglykanen 

11



 

herzustellen. Der Gehalt an Wasser nimmt mit der Tiefe der Knorpelzonen prozentual ab (von 

80% auf 75%) (Martinek 2003). Die Interaktion zwischen Wasser und den Makromolekülen 

ermöglicht die gewebetypischen mechanischen Eigenschaften des Knorpelgewebes (Marlovits 

und Vécsei 2000a; Buckwalter und Mankin 1998b). Zudem erfolgt die Übertragung 

mechanischer Signale von der Matrix auf die Chondrozyten während belastungsbedingter 

Matrixverformung (Marlovits und Vécsei 2000a). 

2.2.3 Kollagene 

Kollagene sind die häufigsten Proteine, die im Körper vorkommen (Eyre 1980). Der 

Hauptbestandteil der Kollagenfasern und immerhin 90-95% der Kollagene im Knorpelgewebe 

macht das Strukturprotein Kollagen Typ II aus (Newman 1998; Martinek 2003). Des Weiteren 

enthält der Gelenkknorpel die Kollagentypen VI, IX, X und XI. Die Funktion von IX und XI 

ist der Aufbau und ihre Verankerung mit den umliegenden Makromolekülen (Takaishi et al. 

1997; Marlovits und Vécsei 2000a). Typ VI hat eine wichtige Funktion im Bereich der 

interterritorialen Matrixzone, die direkt die Chondrone umgibt. Es verbindet durch den 

fibrillären Anteil die Zellen mit der Matrix (Buckwalter und Mankin 1998b). Den Kollagen Typ 

X findet man hauptsächlich in der mineralisierten tiefen Knorpelzone und ihm wird die 

Funktion der Knorpelmineralisation zugeschrieben (Buckwalter und Mankin 1998b; Martinek 

2003). Das hoch organisierte Strukturgeflecht von Kollagenen verteilt sich in unterschiedlichen 

Konzentrationen im hyalinen Knorpel (Clark 1985). Es entsteht ein zonaler Charakter 

(Abbildung 1), der in mindestens drei Schichten gegliedert werden kann (Lane und Weiss 

1975). Diese unterscheiden sich hauptsächlich durch die Kollagenausrichtung und -

konzentration. In der Tangentialzone (10-20% der Gesamtschichtdicke) sind die Fibrillen sehr 

eng gepackt und richten sich parallel zur Knorpeloberfläche aus (van Mow und Guo 2002). Es 

entsteht eine kompakte Kollagenmembran, die die darunter liegenden Knorpelschichten 

während der Kompression schützt (van Mow und Guo 2002). In der Übergangszone (40–60 % 

der Gesamtschichtdicke) biegen sich die Fibrillen in eine senkrechte Formationen, sie sind 

homogener als in der Tangentialzone verteilt und ihr Abstand zueinander vergrößert sich (van 

Mow und Hung 2001). Unter der mittleren Zone beginnt die Radiärzone (30% der 

Gesamtschichtdicke). Hier bündeln sich die Fibrillen und orientieren sich radiär zur 

subchondralen Knochenlamelle. Eine Verbindung von hyalinem Knorpel mit der 

Knochenlamelle entsteht (Redler et al. 1975). Häufig wird in der Literatur eine weitere, vierte 

kalzifizierte Zone, die Tidemark beschrieben. Diese Zone variiert bei einigen Arten oder auch 

in unterschiedlichen Bereichen des Gelenkknorpels und dient der festen Verzahnung von 
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Gelenkknorpel und Knochen (Xia et al. 2003). Wie bereits oben erwähnt verlaufen in der 

Gesamtheit die Kollagenfibrillen arkadenförmig durch die Knorpelschichten hindurch. In den 

tieferen Schichten senkrecht zum subchondralen Knochen angeordnet und in höheren Schichten 

zum Bogen verbunden. (Benninghoff 1925). Ihre Funktion dient dazu, Belastungen und Stöße 

aus allen Richtungen zu dämpfen (Bruckner und van der Rest, M 1994). 

 

2.2.4 Proteoglykane 

Die Proteoglykane machen 25-35% des Knorpel-Trockengewichts aus und werden von den 

Chondrozyten und Synoviozyten intrazellulär synthetisiert (Martinek 2003). Das sogenannte 

Core-Protein bildet das zentrale Protein, an dem Polysaccharide gebunden sind. Über 

Bindungsproteine (link-proteins) verbinden sich die Proteoglykane mit den langen fädigen 

Hyaluronsäuremolekülen und bilden unterschiedlich große Aggregate, an die sich unzählige 

Chondroitinsulfat- und Keratansulfatketten anlagern. Als wichtigste Proteoglykane sind das 

große Aggrecan- und das wesentlich kleinere Decorinmolekül zu nennen. Aggrecan spielt als 

Hauptproteoglykan vor allem bei der Wasserbindung die entscheidende Rolle (Buckwalter und 

Mankin 1998a). Hingegen ist die Funktion von Decorin weitestgehend unklar. Es wird jedoch 

angenommen, dass Decorinmoleküle morphologische und zytoskelettale Veränderungen von 

Fibroblasten verursachen (Lazaroski 2011). Die negativen Ladungen der gebundenen 

Glykosaminoglykane (Hyaluronsäure, Chondroitinsulfat, Keratansulfat und Dermatansulfat) 

sind letztendlich für den Quellungsdruck verantwortlich, dem das Kollagennetzwerk in seiner 

dreidimensionalen Ausrichtung entgegenwirkt, das Gebilde unter Spannung bringt und die 

Verformungsfestigkeit bewirkt (Lu et al. 2006). Durch die Integration in das kollagene 

Netzwerk liegen die Proteoglykane nur komprimiert und teilhydratiert vor (siehe Abb. 3). 

Dieses Modell einer partiell hydratierten komprimierten Matrix ermöglicht eine besondere 

mechanische und metabolische Eigenschaften des hyalinen Knorpels (Marlovits und Vécsei 

2000a).  
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2.2.5 Subchondrale Knochenplatte 

Die Basis für den Gelenkknorpel bildet die subchondrale Knochenplatte. Sie dient als 

Stoßdämpfer und ist wichtig für die Versorgung der darüber liegenden Knorpellagen (Imhoff 

et al. 2000; Gomoll et al. 2010). Der Knorpel erscheint verzahnt, wie ein Schlüssel zu seinem 

Schloss (Imhoff et al. 2000), mit der Oberfläche des darunter subchondralen Knochens. Dieser 

ist im Aufbau leicht verändert als Knochen an anderen Lokalisationen des Körpers. Die 

Knochenplatte ist wesentlich dünner und 10-mal höher vaskularisiert als im Lamellenkochen 

(Clark und Huber 1990). Die intensive Vaskularisation der subchondralen Lamelle ermöglicht 

eine Versorgung des hyalinen Knorpels mit bis zu 50 % der benötigten Grundstoffe wie 

Glukose, Sauerstoff, Kohlendioxid und Wasser (Imhoff et al. 2000). Die Belastungs- und 

Entlastungsphasen des subchondralen Knochens dienen der Ernährung des Knorpels und 

stimulieren die Bildung von Kollagenen und Proteoglykanen. Dies wird von Imhoff als 

Trainings-Effekt beschrieben (Imhoff et al. 2000). Bei einer akuten Fehlbelastung kommt es zu 

Mikrorissen, Ödemen und Blutungen in der subchondralen Knochenplatte (Imhoff et al. 2000). 

Die Selbstheilung solcher Defekte ist wesentlich effektiver als im Knorpel, jedoch sklerosiert 

das Knochengewebe. Der so geschädigte Knochen verändert seine Vaskularisation und 

versteift. Daraus folgen eine verminderte Durchblutung und eine weniger effektive Absorption 

von Druckbelastungen. Der hyaline Knorpel ist somit schutzlos den Belastungen ausgesetzt. 

Die oberen Knorpelschichten fasern auf (Fibrillisation) und ein Defekt entsteht. Bei anhaltender 

Belastung kann daraus ein osteochondraler Defekt mit anschließender Osteoarthrose 

resultieren. Schäden der subchondralen Platte haben somit eine direkte Auswirkung auf die 

hyaline Knorpelschicht (Imhoff et al. 2000; Kawcak et al. 2001; Madry 2010). 
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2.3 Kartilaginäre Reparaturmechanismen 

Die Knorpelheilung und darauf folgende Reparaturmechanismen hängen von der Tiefe des 

Defektes ab (Mankin 1982; Twyman et al. 1991). Man unterscheidet dabei Defekte, die sich in 

der avaskulären Oberfläche befinden und tiefe Läsionen, die einen Anschluss an das 

Gefäßsystem haben (Marlovits und Vécsei 2000a; Bruns und Steinhagen 2000). Es werden 

dadurch grundlegend unterschiedliche Reparaturvorgänge initiiert. Bei Mikroverletzungen und 

partiellen Gelenkknorpeldefekten, die nur die oberflächlichen Schichten betreffen, ist eine 

klassische dreiphasige Wundheilung wie im vaskularisiertem Gewebe nicht möglich. 

(Marlovits und Vécsei 2000a). Durch die fehlende Blutversorgung ist eine Migration von  

Entzündungszellen und Freisetzung von Gefäßinhibitoren in Defektbereich eingeschränkt 

(Mankin 1982; Marlovits und Vécsei 2000a). Eine inflammatorische Reaktion bleibt somit aus. 

Nur die chondralen intrinsischen Mechanismen sind im begrenzten Maß möglich, da die 

Chondrozyten fest in der extrazellulären Matrix integriert sind (Bruns und Steinhagen 2000; 

Kinner et al. 2005; Marlovits und Vécsei 2000a). Formal bestehen die intrinsischen 

Reparationen aus einer gesteigerten Proliferation in Chondrozyten-Clustern und einem 

erhöhten Chondrozytenstoffwechsel mit gesteigerter Proteoglykansynthese (Bruns und 

Steinhagen 2000; Buckwalter und Mankin 1998b). Die Defektränder werden abgerundet und 

die Knorpelmasse fließt („Cartilage-flow-Phänomen“) in das Defektzentrum ein (Bruns et al. 

1997). Je nach Defektgröße, Matrixverlust, Patientenalter und Zeitpunkt kann die 

Knorpeloberfläche zu einem gewissen Maß wiederhergestellt werden (Martinek und Imhoff 

2003; Buckwalter 2002; Bruns und Steinhagen 2000). Bei größeren oberflächlichen Defekten 

ist dieser Reparaturmechanismus überfordert. Die tieferen Schichten werden eröffnet und bei 

anhaltender Belastung bis auf die Basalschicht zerstört (Bruns und Steinhagen 2000). Eine 

entzündliche Kaskade folgt, die den Zellstoffwechsel der Chondrozyten vermindert und die 

Lastübertragung im Gelenk stört. Zusätzlich verliert der subchondrale Knochen seine Elastizität 

und versteift (Radin et al. 1970). Dauerschäden an der umliegenden Knorpeloberfläche und 

tieferen Schichten, die in eine Arthrose münden, sind die Folge (Martinek und Imhoff 2003). 

Dabei bleibt offen, ob die Versteifung in der subchondralen Knochenplatte oder der 

Funktionalitätsverlust der darüber liegenden Knorpelschichten ursächlich für die Dysfunktion 

ist (Bruns und Steinhagen 2000; Buckwalter 1998). Bei tiefen Knorpelverletzungen oder 

subchondralen Gelenkknorpeldefekten, die das Gefäßsystem penetrieren, ist der 

Reparaturmechanismus ähnlich wie in anderen Geweben. Durch den Blutaustritt und Bildung 

eines Fibrinpfropfs können pluripotente mesenchymale Stammzellen in den Defektbereich 
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gelangen. Sie sind in der Lage sich zu Chondrozyten zu differenzieren und ein narbiges 

Ersatzgewebe innerhalb von 8 Wochen zu bilden (Marlovits und Vécsei 2000a; Shapiro et al. 

1993; Bruns und Steinhagen 2000). Jedoch zeigt dieses bereits nach 3 Monaten erste 

Degenerationszeichen, da eine vollständige Verbindung mit den angrenzenden Kollagenfasern 

nicht stattfindet (Burkhart und Imhoff 1999). Nach 6-12 Monaten werden die neu gebildete 

Matrix und deren Zellen in Faserknorpel umgewandelt. Dieser ist weicher und weist nicht die 

biomechanischen Eigenschaften wie der originäre Knorpel auf (Burkhart und Imhoff 1999; 

Marlovits und Vécsei 2000a). Es folgt eine schlechte Lastverteilung und erhöhte Friktion in 

dem Defektbereich. Der mit Ersatzgewebe ausgefüllte Defekt sinkt ein und splittert auf 

(Marlovits und Vécsei 2000a). Mangelhafte Reparationsvorgänge, die mikromechanische und 

biomechanische Störungen im Kniegelenk verursachen, sowie ein weiterer Substanzverlust der 

umliegenden gesunden Knorpelmatrix sind die Folge. Diese tiefgreifenden Veränderungen 

enden zwangsläufig in einer Präarthrose (Bruns und Steinhagen 2000; Martinek und Imhoff 

2003). Eine Regeneration mit originärem Gewebe erfolgt, nach dem heutigen Wissenstand, 

durch die begrenzte Fähigkeit des Knorpels zur Selbstheilung nicht (Bruns und Steinhagen 

2000).  
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2.4 Konservative Therapiekonzepte  

Die konservativen Maßnahmen sind weit verbreitete Therapieoptionen, die Beschwerden 

lindern und das Fortschreiten der beginnenden Arthrose verlangsamen (Martinek und Imhoff 

2003; Steinmeyer 2001). Die Ätiologie der Symptome wird dabei nicht entscheidend 

beeinflusst (Erggelet et al. 2000).  

2.4.1 Physikalisch-physiotherapeutische Therapie 

Zu diesen Therapiemöglichkeiten gehören die Krankengymnastik, Physiotherapie, 

Balneotherapie sowie Wärme- und Kälteapplikationen (Martinek und Imhoff 2003). Sie werden 

immer häufiger initial nach einem Knorpelschaden oder einer beginnenden Arthrose genutzt. 

Sie alle ermöglichen eine Entzündungsreduktion, Schmerzlinderung und 

Funktionsverbesserung (Hackenbroch 2001). Des Weiteren beinhaltet dieses Therapiekonzept 

eine Gewichtsreduktion und eine Belastungsoptimierung durch Arthrose- Orthesen am 

Kniegelenk (Steinmeyer 2001). Der Knorpelschaden wird nicht repariert, aber ein Fortschreiten 

oder weitere Degenerationen sollen verhindert werden (Martinek und Imhoff 2003). 

2.4.2 Konservative-medikamentöse Maßnahmen 

Konservative-medikamentöse Maßnahmen umfassen systemische, oberflächliche oder 

intraartikuläre Applikationen von Medikamenten (Höher J., Erggelet Ch. 2003). Als 

Stoffklassen stehen steroidale und nicht-steroidale Antiphlogistika, Hyaluronsäurepräparate, 

Glykosaminoglykane oder aufbereitete körpereigene Entzündungshemmer zur Verfügung. In 

der oralen Therapie finden schnell wirksame, nicht steroidale Antiphlogistika (z.B. Diclofenac, 

Ibuprofen, Rofecoxib) und Analgetika (z.B. Opioide) Anwendung (Steinmeyer 2001). 

Intraartikuläre Injektionen ins Kniegelenk haben ihren Stellenwert in der Therapie von 

Knorpelpathologien und Arthrosen (Martinek und Imhoff 2003). Die Applikation von Steroiden 

hat bei der Behandlung von Knorpelschäden keine Relevanz (Martinek und Imhoff 2003). Nur 

in Fällen von sehr fortgeschrittener Arthrose können vier intra-artikuläre Injektionen in zwei 

bis vier wöchigem Abstand indiziert sein (Hackenbroch 2001). Der Wirkungseintritt beginnt 

bereits nach 14 Tagen (Bannuru et al. 2009). Die Gefahren bei einer Steroid-Applikation sind 

häufig eine Reduktion der intraartikulären Immunabwehr und ein daraus resultierendes 

Infektionsrisiko. 
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Die Hyaluronsäure ist eine natürlich vorkommende Substanz und Hauptbestandteil der 

Synovialflüssigkeit. Hyaluronsäure-Präparate sind angezeigt zur Behandlung von Schmerzen 

und eingeschränkter Gelenkfunktion. Sie haben neben einer antiphlogistischen auch eine 

anabole Wirkung und erhöhen die Viskosität im Gelenk (Altman und Moskowitz 2002). In der 

Regel wird ein Behandlungsintervall von drei bis fünf intraartikulären Injektionen im 

wöchentlichen Abstand empfohlen (Martinek und Imhoff 2003). Im Vergleich zur 

intraartikulären Injektion von Steroiden setzt die Wirkung von Hyaluronpräparaten erst nach 

10-13 Wochen ein (Berenbaum et al. 2012; Bannuru et al. 2009). Ein dauerhafter Effekt ist in 

den meisten Fällen nicht zu erwarten, und die Injektionen müssen nach sechs Monaten 

wiederholt werden (Felson und Anderson 2002). 

2.5 Chirurgische und biologische Therapiekonzepte 

Im Gegensatz zu den konservativen Maßnahmen werden die Ursachen der Beschwerden durch 

einen chirurgischen Eingriff entscheidend beeinflusst und führen mittelfristig zur objektiven 

und subjektiven Besserung der Symptome (Martinek und Imhoff 2003). Dabei sollte zwischen 

einer Reparatur und einer Regeneration des Gelenkknorpels unterschieden werden (Marlovits 

und Vécsei 2000b). Die Reparatur bezieht sich auf die Heilung oder den Ersatz von verlorenem 

Knorpelgewebe durch Zellproliferation und Matrixsynthese (Marlovits und Vécsei 2000b). 

Dabei gelingt es meistens nicht, die Struktur und Funktionalität von originärem Gelenkknorpel 

nachzubilden. Die Regeneration stellt hingegen die vollständige Bildung einer neuen 

Gelenkfläche dar, die im Wesentlichen ein Duplikat der alten Gelenkoberfläche ist. Dies liegt 

jedoch jenseits der zurzeit zur Verfügung stehenden operativen Maßnahmen (Marlovits und 

Vécsei 2000b).  

Die Wahl der aktuellen Behandlungsoptionen von Knorpeldefekten unterliegen therapeutischen 

Leitlinien mit folgenden Kriterien wie Ätiologie, Lokalisation, Läsionstiefe, Ausdehnung, Alter 

und Ausmaß der Begleitverletzungen (Schewe et al. 2008; Shetty et al. 2014; Erggelet und 

Steinwachs 2001). Umschriebene Läsionen bei jüngeren sportlichen Patienten, die oft zu 

Gelenkschmerz führen, stellen die Hauptindikation für biologische Techniken dar, während 

osteoarthrotische Veränderungen dem Fachgebiet der alloplastischen Gelenkschirurgie 

zugeordnet werden (Marlovits und Vécsei 2000b; Erggelet und Steinwachs 2001). Nach 

Marlovits und Vécsei stehen zwei mögliche Strategien zur Knorpelreparation zu Verfügung 

(Marlovits und Vécsei 2000b). Die erste Möglichkeit besteht in der Stärkung der intrinsischen 

Kapazitäten des hyalinen Knorpels. Eine Alternative ist die Wiederherstellung einer neuen 
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Gelenkfläche mittels köpereigenen oder körperfremden Transplantaten mit chondrogenem 

Potential (Marlovits und Vécsei 2000b).  

Auch O´Driscoll teilte die Therapieoptionen in Wiederherstellungstechniken (Restoration), 

Ersatztechniken (Replacement), operative Eingriffe zur Gelenkentlastung (Relieving) und die 

finale Resektion (Resection) ein (O'Driscoll 1998). Um eine Wiederherstellung (Restoration) 

bzw. Heilung der Gelenkoberfläche des Knorpels und des subchondralen Knochens zu 

erreichen, stehen zwei Therapieformen zu Verfügung. Zum einem können die intrinsischen 

Reparaturmechanismen stimuliert werden, zum anderen wird der Defekt mit einem Medium 

gefüllt, das die Fähigkeit besitzt, die Knorpelregeneration zu unterstützen. Operationen, die das 

Knochenmark stimulieren (Abrasion, Mikrofrakturierung und subchondrale Bohrungen) sowie 

Techniken, die bioaktiven Medien zur Stimulation nutzen (Wachstumsfaktoren, Zytokine, 

Zellen, Scaffolds), werden dieser Gruppe zugeordnet (O'Driscoll 1998). Als Ersatz 

(Replacement) der Gelenkoberfläche stehen die Transplantation von Geweben und Zellen in 

den Knorpeldefekt zur Verfügung. Dabei unterscheidet man in körpereigene (Allografts) und 

körperfremde (Autografts) Transplantate (Erggelet und Steinwachs 2001). Nach Marlovits, 

Imhoff und Burkhart zählen sämtliche Behandlungen zur biologischen Knorpelheilung wie 

osteochondrale Autografts, Transplantationen von Periost oder autologe 

Chondrozytentransplantation dazu (Marlovits und Vécsei 2000b; Burkhart und Imhoff 1999). 

Hingegen nimmt O´Driscoll eine klare Abgrenzung zwischen vollschichtigen Transplantaten 

wie osteochondralen Zylindern, welche er zum Replacement zählt und autogenen Zellen, die 

eine intrinsische Reparatur (Restoration) fördern, vor (O'Driscoll 1998). Zur Vervollständigung 

sind die Umstellungsosteotomie (Relieving) und der Gelenkersatz (Resection) als zwei weitere 

Therapiemöglichkeiten zu nennen. Die Umstellungsosteotomie ist eine Technik, die bei 

Achsenfehlstellung genutzt wird. Dadurch wird der überbelastete Gelenkbereich geschont. Eine 

Kombination aus der Umstellungsosteotomie und knorpelchirurgischen Maßnahmen erhöht 

laut Burkhart und Imhoff die Chancen der Knorpelreparation (Burkhart und Imhoff 1999). Sind 

jedoch die Schäden am Knorpel zu weit vorangeschritten oder kommt es zu einem 

Substanzverlust nach starkem Trauma der Femurkondyle, ist nur noch ein Gelenkersatz 

(Resection) als alloplastische Therapieoption möglich (Dornacher et al. 2014).   
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2.5.1 Lavage, Debridement und Shaving 

Diese Techniken werden bei sehr kleinen Läsionen zur symptomatischen Therapie genutzt. 

Grundsätzlich wird durch diese Techniken das Gelenk arthroskopisch eröffnet, bei der Lavage 

mit Kochsalzlösung gespült oder bei Debridement freie Knorpelfragmente mit einer Fasszange 

entfernt. Die Gelenkoberfläche wird  geglättet und Irritationen wie fibrillierter Knorpel oder 

Meniskusfragmente abgetragen (Brittberg 2014). Es wird kein Regenerationsgewebe gebildet 

und die Entwicklung einer Arthrose nicht gebremst. Die Erfolgsrate weist kurzfristig 80 % und 

mittelfristig 50 % zufriedenstellende Resultate bis zu fünf Jahren auf (Burkhart und Imhoff 

1999). Beim Shaving werden gelöste Knorpelteile, die ein mechanisches Problem verursachen, 

abgelöst und entfernt. Dies führt ebenfalls nicht zur Bildung eines Regenerationsgewebes. 

Experimentell und klinisch wurden auch Nekrosen und Auffaserungen im gesunden Knorpel 

gefunden (Jackson und Dieterichs 2003; Schmid, A., Schmid, F. 1987). Generell erscheinen 

diese Therapieoptionen aufgrund der nur kurzfristigen Erfolge für junge sportlich aktive 

Patienten mit einem chondralen Defekt als ungeeignet (Burkhart und Imhoff 1999).  

2.5.2 Subchondrale Bohrungen, Mikrofrakturierung, Abrasionsarthoplastik 

Das gemeinsame Prinzip dieser Techniken ist die Eröffnung der subchondralen Knochenplatte, 

um eine gefäßassoziierte Heilung zu fördern (Marlovits und Vécsei 2000b; Brittberg 2014). Es 

kommt zur Ausbildung eines Fibrinpfropfs, in diesen pluripotenten Stammzellen einwandern 

und sich zu Knochen- oder Knorpelzellen differenzieren. Ein faserknorpeliges Ersatzgewebe 

wird gebildet, welches nach kurzer Zeit degeneriert (Burkhart und Imhoff 1999). Bei der 

subchondralen Bohrung wird der Defekt mit einem Draht bis zur Vaskularisationszone 

punktförmig mehrfach angebohrt. Dabei wird die Bildung einer glatten Faserknorpeloberfläche 

angeregt (Burkhart und Imhoff 1999). Eine andere Therapieoption zur Eröffnung des 

vaskularisierten Markraumes stellt die Mikrofrakturierung dar. Hierbei werden arthroskopische 

Stößel genutzt, die etwa 3-4 Perforationen/cm² erzeugen. Die neu gebildete raue Oberfläche 

ermöglicht eine stabilere Anheftung des Fibrinpfropfs und besseres Einheilverhalten gegenüber 

anderen Techniken. (Burkhart und Imhoff 1999). Des Weiteren wird für den Chirurgen eine 

kontrollierbare Arbeit ermöglicht  und schwer zugängliche Areale durch abgewinkelte Stößel 

sicher erreicht (Marlovits und Vécsei 2000b). In klinischen Studien zeigten sich drei bis fünf 

Jahre postoperativ 75 % der Patienten in ihrer Schmerzsituation verbessert und bei 67% der 

Patienten wurde eine Verbesserung im täglichen Leben und bei körperlicher Arbeit erzielt 

(Steadman, J. R. et al. 1999).  
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Bei der Abrasionsarthoplastik wird der Knorpeldefekt bis zum angrenzenden gesunden Knorpel 

debridiert. Der subchondrale Knochen wird mittels eines Bohrers oberflächlich maximal drei 

Millimeter abgetragen. Es entsteht dadurch ein hämorrhagisches Exsudat mit nachfolgender 

Bildung eines bindegewebigen Reparationsgewebes, welches für sechs bis acht Wochen vor 

Belastungen geschützt werden muss (Burkhart und Imhoff 1999). Das anfänglich hyalinartige 

Narbengewebe wandelt sich nach vier bis sechs Monaten in faserknorpeliges Gewebe um und 

ein degenerativer Prozess schließt sich an (Marlovits und Vécsei 2000b). In Studien konnte 

nachgewiesen werden, dass sich mindestens 15 % der Patienten nach einer 

Abrasionsarthoplastik verschlechtern (Burkhart und Imhoff 1999) und in ca. 60 % eine 

vorübergehende Besserung eintrat (Friedman et al. 1984). Aus der Sicht von Goymann bzw. 

Johnson ist die Abrasionsarthoplastik nicht als knochenmarksstimulierendes Verfahren zur 

Behandlung von Knorpelschäden etabliert und wird eher im Rahmen der Arthrosetherapie 

eingesetzt (Goymann 1999; Johnson 2001). 
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2.5.3 Biologische Methoden: Osteochondrale Transplantationen, Transplantation von Periost und 

Perichondrium, autologe Chondrozytentransplantation 

Bei diesen biologischen Techniken kann durch die Transplantation von Geweben oder Zellen 

mit chondrogenem Potenzial das limitierte Heilungspotential des Gelenkknorpels überwunden 

werden (Marlovits und Vécsei 2000b). Dabei umfasst dieses Gebiet die Transplantation von 

Perichondrium, Periost, Knorpel- und Knochengewebe von Chondrozyten und mesenchymalen 

Stammzellen (Marlovits und Vécsei 2000b). Die osteochondrale Transplantation eignet sich 

optimal bei kleinen tiefen chondralen Defekten zwischen 10-20 mm Tiefe (Resinger et al. 

2004). Bei dieser Technik werden intakte Knorpel-Knochen-Zylinder aus einer nicht belasteten 

Gelenkzone entnommen und in Abhängigkeit von Größe und Ausmaß des Defektes ein oder 

mehrere Zylinder transplantiert. Als Entnahmestellen werden häufig die äußere Kante des 

lateralen Femurkondylus und der Fossa intercondylaris femoris genutzt (Simonian et al. 1998). 

Die Knorpel-Knochen-Zylinder können aus allogenem oder autologem Material gewonnen 

werden, jedoch besteht bei allogenem Gewebe immer ein erhöhtes Infektionsrisiko. Aus diesem 

Grund sollte immer eine patientenorientierte Abwägung erfolgen und auf Fälle beschränkt 

bleiben, in denen alternative Verfahren nicht mehr möglich sind (Resinger et al. 2004). Das 

Hauptproblem der Methode stellt die Langzeitstabilität und die exakte Integration der Zylinder 

in den umgebenden Knorpel dar. Eine Integration in die Spongiosa und subchondralen Knochen 

findet immer statt, jedoch bleibt eine Einheilung auf Knorpelebene bei schlechter Kongruenz 

ohne Spalt nicht aus.(Lane et al. 1977; Desjardins 1991). Trotz einer Auffüllung der 

Zwischenräume mit Faserknorpel entstehen Stufen und Inkongruenzen zwischen den Zylindern 

und den Defekträndern. Es folgen pathologische Belastungsdrücke im Defektbereich und eine 

Transplantatdegeneration (Hunziker 2002). In klinischen Studien von Outerbridge et al. konnte 

6,5 Jahre postoperativ eine Verbesserung der Kniegelenkfunktion und Schmerzsymptomatik 

festgestellt werden. In Biopsien aus der Region der Transplantation konnte nach sieben Jahren 

makroskopisch und histologisch hyaliner Knorpel identifiziert werden (Outerbridge et al. 

1995). Vorteile dieser Methode sind der direkte Transfer von hyalinem Knorpel und eine 

Wiederherstellung der originären Gelenkoberfläche. Nachteilig sind die begrenzte 

Verfügbarkeit, das Infektionsrisiko bei allogenem Transplantat, die fehlende Integration der 

chondralen Transplantatanteile, anhaltende Schmerzen im Entnahmebereich sowie die 

unterschiedliche Topologie mit der Translokation von Gewebe aus einer Zone mit geringer 

Belastung in eine Zone mit hoher Belastung (Resinger et al. 2004; Marlovits und Vécsei 2000b). 

Neuste Entwicklungen im Bereich Knorpel-Knochen-Transplantate beinhalten 

gewebeschonendere Instrumente, die eine Gewebeentnahme und die Einbringung ohne 
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mechanische Kompression erleichtern, sowie die Nutzung von Wachstumsfaktoren die eine 

schnelle Integration des Knorpels an der Empfängerfläche ermöglicht (Marlovits und Vécsei 

2000b). Mit einer Transplantation von Perichondrium bzw. Periost stehen chondrogen aktive 

Gewebe mit einer biologischen Proliferationsfähigkeit zur Verfügung (Marlovits und Vécsei 

2000b). Das Perichondrium wird an der Rippenknochen-Knorpel-Grenze nahe dem Sternum  

und das Periost von der medialen Tibiafläche entnommen (Marlovits und Vécsei 2000b). Beide 

Gewebearten besitzen Zellen, die sich unter bestimmten Umgebungsbedingungen am 

Knorpelgewebe wandeln. Die Bedeutung des Periosts als Transplantat geht auf Ham zurück. Er 

konnte zeigen, dass die Kambiumschicht chondrogenes Potential aufweist (Ham 1930). Das 

Perichondrium besitzt ebenfalls eine tieferliegende zellreiche Schicht, das Stratum cellulare, in 

dem unter bestimmten Bedingungen Knorpelgewebe gebildet werden kann (Bruns et al. 1992; 

Werner et al. 2003). Im Vergleich zu osteochondralen Transplantaten wird bei dieser Technik 

der Defekt nur mit dem Gewebe überdeckt und mit Hilfe von Klebern oder Nähten an den 

umgebenden Knorpel fixiert. Es bildet sich erst postoperativ ein Ersatzgewebe unterhalb des 

Transplantats aus. Die Hauptgefahr ist eine Ossifikation und die Ablösung des Transplantats 

aufgrund mangelnder Fixation am umgebenden gesunden Knorpel (Resinger et al. 2004; 

Marlovits und Vécsei 2000b; Wakitani et al. 2002). Bisher ist die Überlegenheit der 

Periosttransplantation gegenüber osteochondralen Implantat noch nicht bewiesen. Sie erfordern 

eine genau definierte Indikationsstellung mit Beachtung des Patientenalters, der Lokalisation 

und Ausdehnung des Defektes (Marlovits und Vécsei 2000b). 

Die autologe Chondrozytentransplantation ist eine Methode zur Behandlung von lokalisierten, 

vollschichtigen Knorpelschäden, die im Vergleich zu osteochondralen 

Transplantationenverfahren höhere Kosten produziert (Niemeyer et al. 2013; Meenen und 

Rischke 2003; Brittberg et al. 1994). Auch für die Patienten handelt es sich um ein 

aufwendigeres zweizeitiges Verfahren, bei dem arthroskopisch Knorpelzellen entnommen und 

zu einem späteren Zeitpunkt reimplantiert werden. Diese Zeitspanne ist notwendig, da die 

gewonnen Knorpelzellen im Zellkulturlabor unter sterilen Bedingungen gezüchtet und 

anschließend in einem zweiten Eingriff unter einen Periostlappen in den Knorpeldefekt injiziert 

werden (Resinger et al. 2004). Die Indikation zur autologen Knorpelzelltransplantation stellt 

ein symptomatischer großer Knorpelschaden Grad III ab einer Größe von >3-4 cm² dar 

(Niemeyer et al. 2013). Eine Weiterentwicklung dieser Technik ist die matrixassoziierte 

autologe Chondrozytentransplantation (MACT). Hierbei erfolgen dieselben Schritte wie bei der 

herkömmlichen autologen Chondrozytentransplantation(ACT), jedoch werden die gewonnen 
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Zellen auf ein Trägermaterial aufgetragen und in den Defekt implantiert. Eine Fixation durch 

einen Periostlappen bleibt aus. Sowohl bei der ACT als auch bei der MACT müssen  Kriterien 

erfüllt werden, um ein optimales Ergebnis zu erzielen (Niemeyer et al. 2013). Hierbei sollten 

eine individuelle Abwägung von Defektgröße, Patientenalter, Schädigungsmuster der 

umliegenden Strukturen, Achsenfehlstellung und Bandverhältnisse erfolgen (Niemeyer et al. 

2013; Resinger et al. 2004). Nach Outbridge et. al. ist die Knorpelzelltransplantation bei 

umschriebenen Defekten von Grad III und IV indiziert und zeigt die besten Ergebnisse bei 

posttraumatischen Knorpeldefekten (Outerbridge et al. 1995). In klinischen 10-Jahres 

Ergebnissen konnte die ACT bei Knorpelschäden über 3-4 cm² Defektfläche signifikant bessere 

Ergebnisse erzielt werden als bei einer Mosaikplastik oder Mikrofrakturierung (Niemeyer et al. 

2013). 
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2.6 Zukunftsperspektiven 

Zukünftig liegt ein besonderes Interesse an der Transplantation von in vitro kultivierten Zellen, 

welche mit extrazellulären Komponenten biologischer oder synthetischer Art kombiniert 

werden (Vogt S, Imhoff AB 2007). Diese neuen teils synthetisch hergestellten Konstrukte 

werden in die Defektregion implantiert und formen dort eine neue Gelenkoberfläche. 

Zusammenfassend wird in der Literatur dafür der Oberbegriff „Tissue Engineering“ genutzt 

(Martinek und Imhoff 2003). Es werden Verfahren entwickelt, die das komplexe hyaline 

Knorpelgewebe durch synthetische dreidimensionale Konstrukte, sogenannte Scaffolds, 

nachahmen. Zusätzlich können Zellsuspensionen mit Wachstumsfaktoren hinzugefügt werden. 

Es entstehen dadurch bioartifizielle Regenerate, die nicht nur biologisch, sondern auch 

biophysikalisch die Oberfläche reparieren bzw. im besten Fall regenerieren (Martinek und 

Imhoff 2003). Ein Vorreiter dieser Technik stellt die autologe Chondrozytentransplantation dar. 

Zurzeit wird intensiv in tierexperimentellen Studien an Scaffolds investiert. Scaffolds sind 

dreidimensionale Konstrukte, die aus synthetischem oder biologischem Material hergestellt 

werden. Der strukturelle Bau ahmt die extrazelluläre Matrix nach und erhöht somit die 

Oberfläche für eine Zellmigration, Zelladhäsion und Differenzierung (Panseri et al. 2012). Das 

Risiko bei natürlichen Scaffolds liegt in einer Immunreaktion. Ein natürlicher Scaffold birgt 

aber eine Reihe an Vorteilen, da diese ein natürliches Abbild zur originären Knorpelmatrix 

darstellen. Synthetische Materialien aus Kunststofffasern, Keramik oder Hydroxylapatit haben 

den Vorteil, dass sie leicht herzustellen sind und die Übertragung von pathogenen Erregern 

nicht stattfindet (Panseri et al. 2012). Sie müssen aber auch die Eigenschaften besitzen, sich 

kontrolliert aufzulösen, ohne eine starke Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe 

auszulösen. Des Weiteren gibt es die Möglichkeit, Scaffolds multiphasisch zu schichten und 

mit verschiedenen Materialien (Chondrozyten, Kollagengels) zu beladen (Frenkel et al. 1997; 

Erggelet et al. 2000; Noguchi et al. 1994). Dies bringt den Vorteil, dass die Anatomie des 

Gelenkknorpels weitestgehend respektiert wird und heilungsfördernde Zellen oder Stoffe im 

Defektbereich platziert werden können. Problematisch bleibt weiterhin die Fixation ohne eine 

Beschädigung des Scaffolds im Defektbereich und die Vermeidung von Mikrobewegungen 

zwischen dem Transplantat und dem originären Gewebe (Panseri et al. 2012). Es erschließt sich 

in diesem Forschungsbereich ein breites Feld neuer Methoden mit zukünftigen Perspektiven. 

Der Einsatz am Menschen ist jedoch klinischen Studien vorbehalten, da bis zum jetzigen 

Zeitpunkt keine konstanten Behandlungsergebnissen und standardisierten Verfahren entwickelt 

wurden (Erggelet et al. 2000; Johnstone et al. 2013). Eine neue Perspektive bietet hierbei die in 
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dieser Studie angewandte, neuartige „Mini-Prothese“ (Episealer®) zur Abdichtung eines 

osteochondralen Defektes. Das metallische Implantat kann durch MRT/CT-gestützte Messung 

exakt und patientenspezifisch angepasst werden. Dabei können selbst größere Defekte 

schonend chirurgisch versorgt werden und die Zeit bis zu einer Endoprothese hinausgezögert 

werden. Dieses Implantat wird bereits in der Humanmedizin angewendet. Dabei handelt es sich 

nicht um ein regeneratives Implantat, wie Scaffolds oder osteochondrale Zylinder (OATS), die 

eine Gelenkfläche wiederherstellen sollen, sondern um ein Implantat zur Schmerzlinderung und 

Mobilitätssteigerung. Ein großer Vorteil gegenüber den anderen Techniken ist, dass auch bei 

älteren Patienten, Patienten mit beginnender Arthrose oder großen osteochondralen Defekten 

diese Operationstechnik zur Schmerzlinderung angewendet werden kann. Dabei besteht beim 

Episealer® wie auch bei regenerativen Implantaten ein Forschungsbedarf im Hinblick auf eine 

bessere Chondrointegration im Defektbereich. 
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3 Tiere, Material und Methoden 

3.1 Tiere und Versuchsanordnung 

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie wurden standardisierte osteochondrale Defekte in 

die mediale Femurkondyle des rechten Kniegelenkes von 24 Schafen der Rasse Merino-Mix 

gesetzt. Die Tiere waren weiblich, mindestens 2 Jahre alt und klinisch gesund. Vor dem 

Versuchsbeginn erfolgte eine tierärztliche Eingangsuntersuchung, die den einwandfreien 

Gesundheits- und Pflegezustand der Tiere dokumentierte. Im Zuge der Untersuchung wurde 

das Gewicht der Tiere ermittelt sowie eine präventive Behandlung gegen Ekto- und 

Endoparasiten durchgeführt. Die Unterbringung der Schafe erfolgte präoperativ in den Ställen 

mit Stroheinstreu, Holzspänen, Wassertränken und Heu ad libitum. Ab dem zehnten Tag post 

OP erfolgte in den Sommermonaten die Freilandhaltung auf der Weide und in den 

Wintermonaten die Stallhaltung im Institut. Die 24 Tiere werden randomisiert den 3 

Versuchsgruppen zugeteilt. Je Gruppe werden acht Tiere operiert, um eine hinreichende 

Gruppengröße für die statistische Auswertung zu erreichen. Vor Versuchsbeginn wurden alle 

Tiere mit Kunststoffohrmarken markiert. Der Tierversuch wurde durch das Landesamt für 

Gesundheit und Soziales genehmigt (G 0217/13). 

Tabelle 1: Versuchsanordnung 

Gruppe Anzahl 

der Tiere 

Beschichtung der Implantate  

1 8 raues HA 

2 8 glattes HA 

3 8 Titan 
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3.2 Implantat 

 

Abbildung 1: Schematische Skizze des Implantats (Episealer®). Der dunkelgraue Bereich wurde 

mit zwei differierenden Oberflächenstrukturierungen an den Kappenrändern (Pfeil) beschichtet. 

Die dem Gelenk zugewandte Seite, hellgrauer Bereich, blieb unbeschichtet und ist der 

Oberflächenkrümmung des Gelenknorpels entsprechend konvex (Stern). 

Es wurden bei den Versuchstieren drei sich in der Oberflächenstruktur differierende Implantate 

(Episealer®) der Firma Episurf Medical AB implantiert. Zum einem wurde ein unbeschichteter 

Implantattyp und zum anderen zwei Implantattypen mit sich unterscheidenden 

Hydroxylapatitbeschichtungen verwendet. Die Implantate wurden im Bereich des 

Kappenrandes (siehe Abb. 1 Pfeil bzw. dunkelgrauer Bereich) beschichtet. Die dem Gelenk 

zugewandte Kappenoberfläche (siehe Abb. 1: Stern) blieb ohne Beschichtung (siehe Abb. 1, 

hellgrauer Bereich) und war konvex gewölbt. Durch diese Wölbung passte sich das Implantat 

der Gelenkkurvatur an. Die Implantate wurden mittels Press-Fit-Verfahren verankert. Die 

Press-Fit-Verankerung wird erreicht durch ein Übermaß des Implantates zu seinem 

Implantatlager von 0,2 mm (im Implantatkörperbereich) bzw. 0,4 mm (im Ankerbereich).  

Die Oberfläche der Implantate, die im Klinikbereich an menschlichen Patienten angewendet 

werden, wird anhand von CT-Daten personalisiert und individuell hergestellt. Für den hier 

durchgeführten Tierversuch wurden CT-Daten verschiedener Schafknie gemittelt und 

pseudoindividualisierte Implantate für das Schafknie hergestellt. 
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 3.3 Versuchsablauf  

3.3.1 Operationsvorbereitungen 

Die Schafe wurden 12 Stunden vor Narkoseeinleitung nüchtern gehalten, jedoch war ihnen 

freier Zugang zum Wasser gestattet. Für die Narkoseeinleitung wurden die Tiere fixiert und ein 

venöser Zugang in die Vena cephalica antebrachii gelegt. Über diesen wurde das Tier mit 

Thiopental 2,5 % (10mg/kg) (Trapanal Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg im Breisgau, 

Deutschland) sediert. Unmittelbar nach der Narkoseeinleitung wurde das Tier mit einem Tubus 

(Größe neun) intubiert und der Tubus geblockt, um eine Aspiration von Speichel oder 

regurgitiertem Pansensaft zu verhindern. Anschließend wurde eine Magenschlundsonde zur 

Vermeidung einer Pansentympanie und zum kontrollierten Abfluss des Pansensafts gelegt. Zur 

Narkoseerhaltung wurde das Tier anschließend an die Beatmungsmaschine angeschlossen. Die 

Beatmung erfolgte mit einem Isofluran 2,0%-Lachgas 60%-Sauerstoff 40%-Gemisch (Isofluran 

Ciramed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland). 20 Minuten vor dem ersten Eingriff am 

Knochen erhielt das Tier den ersten Fentanylbolus (0,25mg/75kg) zur Analgesie und parallel 

zur Inhalationsnarkose alle 30 Minuten einen weiteren Bolus (Fentanyl-Janssen®, Janssen 

GmbH, Neuss, Deutschland). Zusätzlich erhielt das Tier während der Operationsvorbereitung 

ein 75µg-Fentanylpflaster 1-2µg/kg/h (Durogesic 75µg/h, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, 

Deutschland) auf die geschorene Haut der rechten Vorderextremität sowie eine präoperative 

intravenöse Single-Shot-Antibiose mit Sulbactam-Natrium und Ampicillin-Natrium (Unacid 

3g Pulver in 100 ml NaCl, Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland). Anschließend folgte eine 

perioperative Dauertropfinfusion mit einer isotonen Kochsalzlösung (Sterofundin ISO 

Infusionslösung, B. Braun AG, Melsungen, Deutschland). Die perioperative Überwachung der 

Kreislaufsituation erfolgte während der Narkose durch Beurteilung von Pulsfrequenz, 

Pulsqualität sowie der Sauerstoffsättigung mittels eines Pulsoxymeters. 
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 3.3.2 Operationstechnik, Setzung des Defekts und des Implantats 

 

 

 

 

Abbildung 2: Instrumentarium, oben: Bohrkopf; unten von links nach rechts: Sockel für die 

Bohrtiefe, Implantat (Episealer®) und Schablone für die mediale Kondyle 
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Abbildung 3: Instrumentarium von oben nach unten: Stößel, Implantatattrappe und 

Knorpelschneider 
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Nach der Fixation in Rückenlage wurde die rechte Hinterextremität geschoren und die Haut mit 

Seifenlösung gereinigt. Die rechte Hintergliedmaße wurde mit einer Jodlösung (Braunol, B. 

Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Das Tier wurde bis auf das OP-Feld mit sterilen 

Tüchern und die Klauen mit Handschuhen abgedeckt. Über einen parapatellaren Zugang wurde 

nach sorgfältiger schichtweiser Freipräparation die Patella nach lateral luxiert. Für die 

Defektsetzung und anschließende Implantation des Implantats wurde das Instrumentarium 

(Abb. 2 und 3) durch die Firma Episurf Medical® eigens hergestellt. Um den Defekt in einem 

Durchmesser von 7,3 mm zu setzen, wurde im lasttragenden zentralen Bereich der medialen 

Femurkondyle eine Schablone (Abb. 6) mit Kirschner- Draht medial und lateral fixiert. Diese 

diente als Führung für die nachfolgenden Arbeitsschritte (Abb. 4). Ihre Kontur war der 

natürlichen Wölbung der medialen Femurkondyle nachempfunden. Dadurch wurde einer 

Dislokation des scharfen Knorpelschneiders (Abb. 3) beim Einschneiden des Knorpels und des 

Bohrkopfes während des Bohrvorgangs entgegengewirkt. Für die Bohrung des ossären 

Implantatlagers wurde zusätzlich ein Sockel für die Bohrtiefe aufgesetzt. Zuerst wurde ein 13 

mm tiefes und 1,8 mm durchmessendes Loch senkrecht in die Tiefe gebohrt. Dieses diente als 

Führung für das 3mm tiefe ossäre Implantatlager. Während des gesamten Bohrvorgangs und 

auch danach wurde der Defektbereich mit einer sterilen Kochsalzlösung umspült. Nach der 

Bohrung wurde durch Testung mit der Implantatattrappe (Abb. 3) die optimale Passform 

überprüft. Des Weiteren wurde mit einem sterilen Stift die optimale Lage des Implantats 

punktuell auf der Femurkondyle markiert (Abb. 5 B, Pfeil). Die Schablone wurde entfernt und 

das Implantat über eine Verankerungstechnik (Press-Fit-Verfahren) in das Implantatlager 

eingepasst (Abb. 5 B). Abschließend wurde die Operationswunde schichtweise verschlossen. 

Als zusätzliche Analgesie wurde den Tieren ein nichtsteroidales Antiphlogistikum (Finadyne, 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte. In das vorgebohrte 

Implantatlager wird nach Prüfung mittels Implantatattrappe das metallische Implantat 

eingesetzt. Gelenkknorpel (a) mit subchondraler Lamelle (b) und spongiöser Knochen (c), 

Bewegungsrichtung= schwarzer Pfeil, Implantatlager= weiß, Implantat= hellgrau 
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MSD Tiergesundheit, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) 

postoperativ entsprechend ihres Gewichts (2,2ml/50 kg) subkutan injiziert. 

 

Abbildung 5: Ansicht intraoperativ auf die mediale Femurkondyle der rechten Hinterexremität. 

A: Implantatlager nach Bohrung; B: Implantat in der medialen Femurkondyle, Pfeil: hellgrauer 

Punkt (schwarzer Pfeil) dient als Justierhilfe für die Platzierung des Implantats 

 

 

Abbildung 6: Ansicht intraoperativ auf die eröffnete rechte Hinterextremität und Zugang para-

patellar. Vorbereitung der Bohrung mit Hilfe der mit Kirschner-Drähten (Pfeil) fixierten 

Schablone. 
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 Die Operationen verliefen komplikationslos und die durchschnittliche Operationszeit betrug 60 

Minuten. Durch die Platzierung der Schablone erfolgte die Implantation auf der medialen 

Femurkondyle bei allen Tieren identisch. In manchen Fällen der Gruppe 2 fehlte 

produktionsbedingt die Implantationsmarkierung auf der Implantatkappe. In diesen Fällen 

wurde die optimale Implantationsrichtung anhand der Gelenkkurvatur bestimmt. 

 

3.3.3 Postoperatives Vorgehen 

Die Tiere zeigten eine geringe Lahmheit in die ersten 3 Tage nach der Operation. Täglich 

wurden die Tiere aspektorisch auf ihren Gesundheitszustand hin überprüft. Dabei wurde 

besonders auf eine ungestörte Futteraufnahme, Belastung der Gliedmaßen und Anzeichen von 

Schmerzen geachtet. Die Tiere erhielten des Weiteren für 7 Tage ein Antiphlogistikum 

(2,2ml/50 kg Finadyne, Finadyne, MSD Tiergesundheit, Intervet Deutschland GmbH, 

Unterschleißheim, Deutschland) zur Analgesie subkutan injiziert. Am 10 Tag post OP erfolgte 

das Ziehen der Fäden.  Bei allen Tieren verlief der Heilungsprozess ohne Komplikationen, bis 

auf ein Tier aus der Gruppe 3. Dieses Tier zeigte eine progressiv bestehende Lahmheit, die 

weder auf eine antibiotische noch antiphlogistische Therapie ansprach. Aufgrund der 

anhaltenden schweren Lahmheit wurde dieses Tier 4 Wochen post OP euthanasiert und aus der 

Studie ausgeschlossen. Die Tiere haben die Sommermonate auf der Weide verbracht. 

3.3.4 Euthanasie 

Drei Monate nach der Operation wurden die Tiere schmerzlos und stressarm getötet. Die Tiere 

wurden durch intravenöse Applikation von Thiopental (2,5g) (Trapanal, Inresa Arzneimittel 

GmbH Freiburg im Breisgau, Deutschland) in tiefe Narkose versetzt und mit Kaliumchlorid 

(100 ml, 1M Kaliumchlorid-Lösung, Fresenius Kabi GmbH, Deutschland) getötet. Der Tod 

wurde durch Auskultation des Herzens sichergestellt. Die rechte Hintergliedmaße wurde 

präpariert. 
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3.4 Probengewinnung und Aufbereitung 

Die erste makroskopische Inspektion der medialen Femurkondyle wurde vor Eröffnung des 

Gelenkes durchgeführt. Hierbei wurde auf Auffälligkeiten (Entzündungszeichen und 

Dehiszenz) im Kniegelenk, insbesondere im Bereich des chirurgischen Eingriffs, geachtet. 

3.4.1 Klinische und radiologische Untersuchung  

Nach sorgfältiger Präparation der Weichteilgewebe vom Knochen wurde das Kniegelenk der 

rechten Hintergliedmaße eröffnet. Es folgte eine makroskopische Inspektion und 

standardisierte fotografische Dokumentation der Femurkondylen und Tibiakondylen in situ. 

Anhand der angefertigten digitalen Fotoaufnahmen wurde jeweils zentral und peripher des 

Implantats das Ausmaß der Implantat-Integration mit Hilfe eines Bewertungsbogens bewertet. 

Vor der histologischen Untersuchung wurden die entnommenen Proben mittels eines 

Mikrofokusröntgengerätes (Faxitron Cabinet X-Ray: Faxitron Bioptics, LLC, Tucson, Arizona 

USA)) auf feinzeichnendem Röntgenfilm (Kodak Xomat, Kodak GmbH, Stuttgart, 

Deutschland) in 2 Ebenen (latero/lateral und anterior/posterior) sowie 2 Belichtungsstärken 

(Knochenaufnahme 35kV/50mAs und Knorpelaufnahme 15kV/0,5mAs) abgebildet (Abb. 7). 

Diese Röntgenuntersuchung wurde durchgeführt, um ausreichend integrierte Implantate 

(direkter Kontakt zum umliegenden ossären und hyalinen Gewebe) von unzureichend 

integrierten Implantaten (Aufhellung im Bereich des Implantats) zu unterscheiden  

 

Abbildung 7: Röntgenaufnahme rechte Femurkondylen, mediale Kondyle implantattragend, 

latero/laterale Knochenaufnahme, Belichtung 35 mAS und 50kV, 2-fache Vergrößerung 
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3.4.2 Sägen 

Als Säge wurde ein Trennschleifsystem (Makro-Trennschleifsystem, Exakt Apparatebau 

GmbH & CO.KG, Norderstedt, Deutschland) mit einem 0,2 mm dicken Sägeband verwendet. 

Zuerst wurde der distale Femurschaft in eine Zwinge eingespannt und die mediale 

Femurkondyle senkrecht zum Sägeband ausgerichtet. Das Implantat wurde dezentral 

durchgesägt, um zwei Probenhälften zu erhalten (Abb. 8 und 9), welche im Anschluss 

fotografisch dokumentiert wurden. Aufgrund der aufwendigen Probenaufarbeitung der 

Dünnschliffpräparate gelangten die größeren Probenhälften in die 

Polymethylmetharcryleinbettung (PMMA) und die kleineren Probenhälften in die 

Paraffineinbettung (Abb. 9). 

 

Abbildung 8: Skizze des Sägeschnitts in einer dezentralen Schnittführung durch das Implantat 

der rechten Femurkondyle. Der mediale Teil der medialen Kondyle (PMMA-Einbettung) umfasst 

einen Teil der medialen Kondyle und zwei Drittel des Implantats + Pin (schwarzer Kreis) der das 

Implantat im Knochen verankert. Der laterale Teil (Paraffin-Einbettung) umfasst die mediale 

Kondyle und etwa ein Drittel des Implantats, das hier nur noch aus der Kappe besteht. 
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Abbildung 9: Links: Darstellung des dezentralen Sägeschnitts durch Implantat und mediale 

Kondyle. Identisch zur Skizze des Sägeschnitts in Abb. 16 enthält der Teil für die PMMA-

Einbettung etwa zwei Drittel des Implantats, der für die Paraffin-Einbettung etwa ein Drittel des 

Implantats. Rechts: Aufsicht auf die Schnittflächen der Kondyle. Oben wiederum der PMMA-

Teil mit dargestelltem Pin (Pfeil), unten der Paraffin-Teil, der nur die Implantatkappe enthält. 

Die schwarzen Verfärbungen des Knochens unter dem Implantat sind Metallabrieb, der beim 

Sägen des Metallimplantates trotz ständiger Wasserspülung entstanden ist. Er wird im Rahmen 

der weiteren histologischen Verarbeitungen ausgewaschen. 
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3.5 Präparate Herstellung 

Nach der fünftägigen Fixierung in gepufferter Fixierlösung, bestehend aus 36%igem 

Formaldehyd, 100%igem Ethylalkohol, Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,4) und Glucose wurden 

nach gründlichem Spülen unter laufendem Leitungswasser die Probenhälften voneinander 

getrennt weiterverarbeitet.  

3.5.1 Dünnschliffpräparate 

Die Herstellung der Präparate erfolgte in Anlehnung an die Trenn-Dünnschliff-Technik nach 

Donath (Donath 1988). Diese Methode erlaubt eine Herstellung dünner Schliffe zwischen 10 

und 20 μm von nichtschneidbarem Gewebe wie Implantatwerkstoffen (z.B. Stahl oder 

Keramik). Für die Kunststoffeinbettung folgte nach dem Fixierbad die Entwässerung für sieben 

Tage in 70%igem Alkohol, sowie die jeweils zwei Mal durchgeführte siebentägige Lagerung 

in 80%igem und 96%igem Alkohol. Danach wurden die Präparate drei Mal für jeweils sieben 

Tage in 100%igem Alkohol entwässert und entfettet. Im Abschluss wurden die Proben in 

100%igem Xylol für 12 Stunden nochmals entfettet. Nach der Entfettung folgte die Infiltration 

der Proben in 250 ml flüssigem lichthärtendem Kunststoff auf Methacrylatbasis (Technovit 

7200 VLC, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) für einen Zeitraum von 4 

Wochen, mit einem Lösungswechsel von Technovit 7200 nach 14 Tagen. Die Probengefäße 

(Glasgefäß mit Kunststoffdeckel mit max. Inhalt von 400 ml) wurden während der gesamten 

Infiltrationsphase mit Aluminiumfolie abgedeckt, um eine Reaktion mit dem Umgebungslicht 

zu vermeiden. Die Polymerisation der Proben erfolgte im Photopolymerisationsgerät (Exakt-

Lichtpolymerisationsgerät, Exakt-Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) für vier Stunden 

unter gelbem und vier Stunden unter blauem Licht. Die so vorbereiteten Präparate wurden auf 

einem Schleifteller getrimmt, um sie möglichst planparallel mit einem 3-Komponenten-Kleber 

(Technovit 4000, Kulzer, Wehrheim, Deutschland) auf einem Objektträger mit einer 

Vakuumklebepresse (Vakuumklebepresse 40, Exakt Apparatebau GmbH & CO.KG, 22851 

Norderstedt, Deutschland) zu fixieren. Im nächsten Arbeitsschritt wurde ein zweiter 

Objektträger mit einem Präzisionskleber (Technovit 7210 VLC, Kulzer, Wehrheim, 

Deutschland) mit Hilfe einer Präzisionsklebepresse (Präzisionsklebepresse 402, Exakt 

Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland) unter Vakuum und ultraviolettem Licht an der 

Oberseite des Präparates fixiert. Das entstandene Probensandwich wurde in das 

Trennschleifsystem (Makro-Trennschleifensystem, Exakt Apparatebau GmbH & CO.KG, 

Norderstedt, Deutschland) eingespannt und in sagittaler Schnittrichtung Scheiben einer Dicken 
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von 200 bis 400 µm hergestellt. Im Anschluss wurden die Proben auf die gewünschte Dicke 

von unter 100 µm planparallel mit einem Mikroschleifgerät (Mikroschleifgerät 400 CS, Exakt 

Apparatebau GmbH & CO.KG, Norderstedt, Deutschland) und Nassschleifpapier in 

aufsteigender Körnung (Fa. PSI-Grünwald-Exakt; Laudenbach; Deutschland Körnung P 800 – 

P 2500) angeschliffen, bis der gewünschte Dicke des Präparates erreicht war). Das mehrstufige 

Polieren mit feinem Schleifpapier (P 4000) bildete den Abschluss.  

3.5.2 Paraffinschnitte 

Die Proben für die Paraffineinbettung wurden in einem Zeitraum von 3 Monaten in einer 

5%igen Entkalkungslösung (Ethylendiamin-Tetraacetat-Lösung, EDTA Herbeta Arzneimittel, 

Berlin, Deutschland) bei 37°C im Wärmeschrank entkalkt. Die EDTA-Lösung wurde während 

des gesamten Zeitraumes jeden dritten Tag gewechselt. Nach Abschluss der Entkalkung 

wurden die Präparate für eine halbe Stunde unter fließendem Wasser gespült. Anschließend 

wurden sie im Entwässerungsautomaten (Leica TP 1020, Leica Instruments GmbH, Nußloch, 

Deutschland) mehrstufig in 70%, 80%, 96%, 100%- igem Alkohol entwässert, in ein 

Übergangsmedium Xylol verbracht und in flüssiges Paraffin (Paraplast Plus® Tissue 

Embedding Medium, Sherwood Medical CO., St.Louis, MO, USA) eingebettet. Die gekühlten 

Paraffinproben wurden mit einem Rotations-Mikrotom (Leica RM 2035, Leica Instruments 

GmbH, Nussloch, Deutschland) mit einem Einweg- Mikrotom- Messer (Feather, Japan) in eine 

Dicke von 6 µm geschnitten. Diese Gewebeschnitte wurden in einem 20 °C warmen Wasserbad 

geglättet. Die Schnitte wurden auf einen Objektträger (SupeRior Marienfeld, Deutschland) 

aufgezogen und danach für einen Tag im Brutschrank bei 37°C getrocknet. 
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3.5.3 Färbungen 

 

Abbildung 10: Dünnschliffpräparat mediale Femurkondyle, gefärbt nach Giemsa, hyaliner und 

kalzifizierter Knorpel: violett, Knochenbälkchen: rosa, Implantat: schwarz 

3.5.3.1 Giemsa 

Die Dünnschliffpräparate wurden mit einer Übersichtsfärbung nach Giemsa (3%ige Lösung aus 

der Stammlösung, mit 1-2 Tropfen 1%- ige Essigsäure versetzt, Fa. Merck, Darmstadt) gefärbt 

(Abb. 10). Die Oberfläche der Dünnschliffpräparate wurde mit 0,25% Ameisensäure (Fa. 

Merck, Darmstadt, Deutschland) zwei Minuten lang angeätzt und unter Leitungswasser für fünf 

Minuten abgespült. Nach zwei Minuten in Aquadest wurde die auf Raumtemperatur 

vorgewärmte Farblösung für 30 Minuten auf die Präparate aufgeträufelt. Die Schliffe wurden 

kurz in 100%igen Ethanol (Art.-Nr. 1.00983; Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) getaucht und 

unter mikroskopischer Kontrolle differenziert. Für eine stärkere Farbintensität wurde der 

Vorgang wiederholt. Bei geeigneter Farbintensität wurden zum Abschluss die Proben zweimal 

für zwei Minuten in Xylol gespült und danach mit Technovit 7200 VLC (Art.-Nr. 5100; Fa. 

PSI/Grünwald, Laudenbach) abgedeckt. Die Knorpelmatrix erschien violett, mineralisierte 

Matrix färbte sich rosa und Osteoid zartrosa. Entsprechend wirkte der Knorpel an der 

Oberfläche eher hellviolett mit Übergang in ein Tiefviolett im Bereich der Radiärzone (siehe 

Abb. 10).  
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Abbildung 11: Paraffinpräparat mediale Femurkondyle, das Implantat wurde während der 

Präparatherstellung herausgelöst (Stern), Färbung: Toluidinblau, hyaliner Knorpel: blau-violett, 

mineralisierter Knochen: hellblau, Aufnahme in 2,5-facher Vergrößerung 

 

3.5.3.2 Toluidinblau 

Zur Übersichtsfärbung für die Schnittpräparate wurde Toluidinblau gewählt (Abb.11). Toluidin 

bindet sich an saure Glykosaminoglykane, wie sie in der Matrix von hyalinem Knorpel zu 

finden sind (Thomas 2006). Die Intensität der Färbung ist in einem gewissen Maße proportional 

zur Konzentration der sauren Glykosaminoglykane. Somit erlaubt die Färbung Rückschlüsse 

auf die Qualität der hyalinen Knorpelmatrix (Abb. 11). Auch in anderen Studien wurde diese 

Färbung zur Darstellung der Kontaktfläche zwischen Implantat und umliegenden Gewebe 

genutzt (Koch et al. 2010; Hoffmann et al. 2008). Die Paraffinschnitte wurden 2-mal für 5 min 

in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (100%,96%,80%,70% Ethanol) 

rehydriert. Die Präparate wurden anschließend in ein Färbebad mit Toluidinblau für 10 min 
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getaucht. Um die Reaktion zu beenden wurden die Präparate kurz in Aquadest getaucht und 

durch vorsichtiges Schwenken in Ethanol unter mikroskopischer Kontrolle differenziert.  

Wenn die Farbintensität des Gewebes dem Färbeergebnis (Zellen/Weichteil: unterschiedliche 

Blaufärbungen, Knorpelmatrix rotviolett, Knochen: blassrosa) entsprach, folgte ein 2- mal 2-

minütiges Bad in 100%ig Ethanol. Zum Abschluss wurden die gefärbten Präparate in Xylol 

getaucht und mit Vitroclud (Fa. R. Langenbrinck GmbH Emmendingen, Deutschland) 

eingedeckt. 
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3.5.4 Immunhistochemie 

 

 
 

Abbildung 12: Paraffinpräparat mit herausgelöstem Implantat (Stern), immunhistologische 

Markierung mit α-Kollagen-II. Das mit α-Kollagen-II markiertes Gewebe stellt sich in der 

immunhistolochemischen Nachweis rot dar. In diesem Präparat ist eine erhöhte Konzentration 

an Kollagen II im hyalienen Knorpel (Pfeil) und im unteren Kappenbereich (Pfeilspitze) 

markiert. Der Knochen stellt sich in diesem Nachweisverfahren blass-rosa dar. 

Die immunhistochemische Markierung erfolgte mittels Avidin-Biotin-Komplexmethode 

(ABC), welches einen biotinylierten Zweitantikörper benötigt. Für diese Methode wurden das 

equine Normalserum (Blockierungsserum vom Pferd), ein biotinylierter Sekundärantikörper 

(Anti-Mouse IgG), sowie ABC-Komplex (hochgereinigtes Avidin und alkalische Phosphatse) 

verwendet. Die Färbung ermöglicht durch eine hochspezifische Antigen-Antikörper-Reaktion 

Kollagen II nachzuweisen, um die Qualität des Gelenkknorpels bewerten zu können (Abb. 12).  
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Es wurden ABC-Elite-Kits (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) mit folgenden 

Gebrauchslösungen verwendet: 

 equines Normalserum (1Tropfen auf 5 ml Phosphatpuffer, Verdünnung 1:100, Horse 

Serum Biozol Diagnostica, Hauptstraße 10b, 85386 Eching, Deutschland) 

 biotinylierter Sekundärantikörper (2 Tropfen Normalserum und biotinylierter AK auf 5 

ml Phosphatpuffer, Biotinylated Anti-Mouse IgG; Biotinylates Anti-Mouse IgG, BA-

2001, Verdünnung 1:100 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) 

 ABC-Komplex in Tropfflaschen (1 Tropfen Reagenz A und B auf 5ml Phosphatpuffer, 

Vectastain ABC AP Kit AK 5000, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA)  

Wenn in den folgenden Abschnitten von Normalserum, Primärantikörper, Sekundärantikörper 

und ABC-Komplex gesprochen wird, handelt es sich um diese Ansätze. 

Durchführung: 

Reihenfolge der Reagenzien- Applikation: 

 Primärantikörper α-Mouse-Collagen II im Verhältnis 1:50 (Quartett 

Immunodiagnostika, Biotechnologie + Kosmetik Vertriebs GmbH, 12307 Berlin, 

Deutschland) 

 Avidin-Biotin-Enzymkomplex Substratlösung; ABC-AP-KIT von Vector (Vectastain 

Elite ABC-Kit, Linaris Biologische Produkte GmbH; 97877 Wertheim, Deutschland) 

 Alkalische Phosphatase (Vector®Red Alkaline Phosphatase Substrat, Vektor 

Laboratories, Inc. Burlingame, CA94010, USA)  

Die Paraffinschnitte wurden 2-mal für 10 min in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden 

Alkoholreihe (Ethanol 100%, 96%, 80%, 70%) für jeweils 2 min rehydriert. Im Anschluss 

erfolgte eine Spülung mit einem Phosphatpuffer (pH: 7,5) für 5 min. Danach wurden die 

Präparate waagerecht in eine feuchte Kammer gelegt. Nun folgte die Demaskierung des 

Antigens mit 0,02% Hyaluronidase für 2 Stunden und mit 0,1% Pepsin in 0,01 N HCL bei 37°C 

für 30 min. Erneut wurden die Präparate mit Aquadest und Phosphatpuffer gespült und der 

Flüssigkeitsüberstand auf dem Objektträger verworfen. Es schloss sich die Inkubation mit dem 

Normalserum für 30 min bei Raumtemperatur an, um unspezifische Bindungen zwischen 

hydrophoben Gewebproteinen und dem Antikörper zu verhindern. Nach der Inkubation mit 
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dem Normalserum wurde der Primärantikörper zur immunhistochemischen Markierung 

aufgetragen und über Nacht bei 4°C im Kühlschrank gelagert. Am nächsten Tag wurde der 

Flüssigkeitsüberstand abgekippt und mit Phosphatpuffer für 5 min gespült. Die Präparate 

wurden mit ca. 150 µl Zweitantikörper für 30 min in einer feuchten Kammer bei 

Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte im Anschluss eine Spülung mit Phosphatpuffer für 2-

mal für 5 min. Nach der Spülung wurden die Präparate mit dem ABC-Komplex, der zum 

Nachweis verwendet wurde, für 50 min inkubiert. Ein erneuter Spülvorgang mit PBS für 5 min 

und Chromogenen Puffer für 2 x 5min schlossen sich an. Danach wurden die Präparate 

letztmalig in einem AP-Substrat für 10-25 min inkubiert. Als letzter Schritt folgte die Kern-

Gegenfärbung mit Metyhlgrün für 5 min und das Eindeckeln mit Vitroclud (Art.-Nr. 5100; Fa. 

PSI/Grünwald, Laudenbach, Deutschland). Zur Differenzierung einer nicht spezifischen 

Hintergrundfärbung aufgrund unspezifischer Bindungsstellen wurden in jeder Versuchsreihe 

Negativkontrollen mit Phosphatpuffer (pH: 7,5) statt mit Primärantikörper bei sonst gleichen 

Arbeitsabläufen inkubiert.  
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3.6 Auswertung 

Die Auswertung der Präparate erfolgte zunächst makroskopisch. Es wurden Makroaufnahmen 

von der medialen Femurkondyle und den Tibiakondylen in situ angefertigt. Mit Hilfe eines 

modifizierten semiquantitativen Auswertungsbogens (Score-Sheets) wurde die 

Implantatintegration beurteilt. Für die makroskopische Begutachtung wurde ein 

Bewertungssystem (Clinical Cartilage Injury Evaluation) der International Cartilage Repair 

Society (Brittberg und et. al 2000) herangezogen.  

Die Bewertung der Dünnschliffpräparate erfolgte deskriptiv, histomorphometrisch und 

semiquantitativ. Für die semiquantitative Auswertung wurde ein modifiziertes Score System 

nach O´Driscoll et. al. (1988) und ein Score System nach ICRS-Visual Histological Richtlinien 

(Mainil-Varlet et al. 2010; Mainil-Varlet et al. 2003) herangezogen. Des Weiteren wurde für 

die histomorphometrische Bildanalyse ein Programm (Makro) konstruiert, welches die 

Gewebskontaktflächen zum Implantat misst und berechnet. Die Auswertung der 

Paraffinschnitte erfolgte ausschließlich deskriptiv. Die Auswertung der immunhistochemischen 

Schnitte erfolgte semiquantitativ in Anlehnung an Rudert (Rudert 2000). 

3.6.1 ICRS-Klassifikation 

Die „ICRS Clinical Cartilage Injury Evaluation“ ist ein Bewertungssystem, das im Jahr 2000 

von den Teilnehmern anlässlich eines Workshops im Schloss Münchenwiler in der Schweiz 

diskutiert und entwickelt worden ist (Brittberg, Chairman Mats et al. 2000). Der Score dient 

zur Klassifizierung von chondralen und osteochondralen Defekten nach einem chirurgische n 

Eingriff und Beurteilung der cartilaginären Reparaturmechanismen. Für die ICRS-

Klassifizierung der Reparaturmechanismen werden 3 Parameter beurteilt: I.) Grad der 

Reparatur nach Operationstechnik, II.) Integration bis zur Grenzschicht und III.) 

makroskopisches Aussehen. Die höchste Punktzahl (4) des Bewertungssystems beschreibt ein 

dem hyalinen Knorpel entsprechendes Regenerationsgewebe nach erfolgter chirurgischer 

Intervention. Der niedrigste Wert liegt bei 0 und steht für keine Defektfüllung und abnormale 

Regeneration. Summiert man die Punkte, so könnte eine maximale Gesamtpunktzahl von 12 

Punkten erreicht werden. Für die Einzelparameter sind die Kriterien für die Beurteilung in 

Abbildung 13 dargestellt. 
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Abbildung 13: Ausschnitt aus dem Original-Bewertungsbogen des ICRS Score nach ( Brittberg 

et. al 2000). Für die Bewertung der Reparaturmechanismen werden 3 Parameter visuell beurteilt: 

I) Grad der Reparatur nach Protokoll A oder B. II) Integration bis zur Grenzschicht und III.) 

makroskopisches Aussehen. Die höchste Punktzahl (4) des Bewertungssystems steht für ein dem 

hyalinen Knorpel entsprechendes Regenerationsgewebe nach erfolgter chirurgischer 

Intervention. Der niedrigtse Wert liegt bei 0 und steht für keine Defektfüllung und abnormale 

Regeneration. Summiert man die Punkte, so könnte eine maximale Gesamtpunktzahl von 12 

Punkten erreicht werden 
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3.6.2 Makroskopische Auswertung  

Nach Explantation und sorgfältiger Präparation des Weichteilgewebes vom Knochen, wurde 

das Kniegelenk der rechten Hintergliedmaße eröffnet. Es folgte eine makroskopische 

Inspektion und fotografische Dokumentation der Femur- und Tibiakondylen in situ (Abb. 22). 

Die Bewertung erfolgte mit Hilfe eines modifizierten Bewertungsbogens in Anlehnung an das 

Clinical Cartilage Injury Evaluation System (Brittberg und et. al 2000). Dabei wurde das 

Kriterium (I) „Grad der Reparatur“ aus dem Score entfernt und durch den Parameter der 

Defekttiefe ersetzt (Brittberg und et. al 2000). Grund für diese Entscheidung war, dass es sich 

um ein palliatives Osteoarthroseimplantat handelt, welches den Defektbereich abdeckt. Eine 

Regeneration des osteochondralen Defekts wurde in dieser Studie nicht angestrebt. Die 

Kriterien II + III wurden 1:1 in den Score übernommen und für die visuelle Beurteilung des 

angrenzenden hyalinen Knorpels genutzt. Die mediale Femurkondyle wurde wie in dem ICRS-

Bewertungssystem empfohlen, in 4 Sektionen eingeteilt und jeder Sektion anhand des 

Bewertungsbogens unabhängig von 2 Untersuchern beurteilt (Abb. 15). Die Bewertung 

konzentrierte sich auf die Lokalisation, der ICRS-Grad, die Integration und makroskopische 

Veränderungen des hyalinen Knorpels in 4 Sektoren (Abb. 14). Die Score Befunde wurden 

mittels Student-T-Test für unabhängige normalverteilte Daten statistisch ausgewertet (IBM 

SPSS Statistics 22) und als Mittelwert±Standardabweichung dargestellt. Somit konzentrierte 

sich die Bewertung auf folgende Parameter: 

1. Lokalisation des Implantats in der medialen Femurkondyle 

2. ICRS-Grad des angrenzenden hyalinen Knorpels 

3. Integration des Implantats 

4. Makroskopische Veränderungen 
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Abbildung 14: Aufnahme nach Explantation des rechten Femurs (Gruppe 3 unbeschichtete 

Kappenränder). Aufsicht frontal auf die Implantat tragende mediale Femurkondyle. Zu beachten 

ist hier die Fibrillation (schwarze Klammer) des hyalinen Knorpels vom 4. Sektor bis 2. Sektor 

und die Spaltbildung im Sektor 4. Die Zone innerhalb des roten Kreises beschreibt die Region 

central= 2mm um das Implantat. Alles was Außerhalb dieser Markierung liegt, beschreibt die 

periphere Zone=> 2mm um das Implantat.  

Die Einteilung des ICRS-Grades erfolgte von 4 bis 0 Punkten. Dabei lag bei der höchsten 

Punktzahl (4 Punkte) ein normaler hyaliner Knorpel und bei der niedrigsten Punktzahl (0 

Punkte) eine Verletzung des Knorpels bis zur subchondralen Lamelle vor. In den Kriterien 

Integration und Makroskopie war die höchste Punktzahl 4 Punkte. Diese wurden bei einer sehr 

guten Integration und einer glatten Oberfläche des umliegend hyalinen Knorpels erreicht. Die 

niedrigste Punktzahl (0 Punkte) beschreibt keinen Kontakt zwischen Implantat und 

umgebendem hyalinen Knorpel, sowie eine Degeneration im Implantationsbereich.  
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Abbildung 15: Modifizierter Bewertungsbogen in Anlehung an die ICRS Clinical Cartilage 

Injury Evaluation (Brittberg et al.) zur makroskopischen Beurteilung der Präparate in der 

Sektion. rotes Rechteck: Schematischen Darstellung der Femurkondylen der rechten 

Hinterextremität und deren Einteilung in 4 Sektionen sowie die Einteilung der Region um das 

Implantat in central und peripher. Die Auswertung konzentrierte sich auf die Lokalisation des 

Implantats, der ICRS-Grad, die Integration und die makroskopische Veränderungen des 

hyalinen Knorpels. Die Höchstpunktzahl (4 Punkte) beschreibt ein sehr gute Intergration des 

metallischen Implantats in das angrenzenden Gewebe. Die niedrigste Punktzahl (0 Punkte) 

beschreibt eine schlechte Integration mit einer Degeneration des angrenzenden Gewebes. 
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3.6.3 Deskriptive Auswertung 

Für die deskriptive Histologie wurden die nach Giemsa gefärbten Schliffpräparate unter dem 

Mikroskop durchgemustert und beurteilt (Abb. 16). Dabei wurde der Gesamteindruck 

analysiert und auf die Implantat Integrität, die Kontaktflächen (hyaliner Knorpel, kalzifizierter 

Knorpel, subchondraler Knochen, Knochen) und Degenerationsanzeichen im Gewebe geachtet. 

 

Abbildung 16: Überblick eines Schliffpräparats gefärbt nach Giemsa. Bildmitte: Implantat mit 

Pin, das unter dem Mikroskop aufgrund der Lichtundurchlässigkeit des Metalls schwarz 

erscheint. Im unteren Bereich des Pins ist das Gewinde sehr gut zu erkennen, welches aus 

produktionstechnischen Gründen für die Beschichtung notwendig ist, für die Verankerung des 

Implantates im Knochenlager aber keine Rolle spielt. Der spongiöse Knochen der Femurkondyle 

ist einheitlich rosa gefärbt, unterhalb des violett gefärbten hyalinen Knorpels komprimiert sich 

der spongiöse Knochen zur subchondralen Knochenlamelle. Zwischen diesem subchondralen 

Knochen und hyalinem Gelenkknorpel liegt der kalzifizierte Knorpel, hier dunkel-violett 

dargestellt. Der kalzifizierte Knorpel hat zum Knochen und Knorpel eine ungleichmäßige 

mäanderförmige Kontaktgrenze, wodurch die beiden Gewebetypen miteinander verbunden 

werden. Der hyaline Gelenkknorpel auf der rechten Seite des Bildes ist dünner und weniger 

farbintensiv als auf der gegenüberliegende linken Seite. Dies liegt daran, dass das Gelenk an 

dieser Stelle weniger Last trägt als links vom Implantat. Im Gelenk liegt die linke Seite anterior, 

die rechte Seite posterior. Maßstabsbalken=2000µm 
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3.6.4  Histologische Auswertung  

Die histologische Auswertung der Dünnschliffpräparate erfolgte mittels semiquantitativem 

Score in Anlehnung an O´Driscoll (O'Driscoll et al. 1988) und dem Visual-Histological-Score 

(Mainil-Varlet et al. 2010; Mainil-Varlet et al. 2003). Der von O´Driscoll (O'Driscoll et al. 

1988) eingeführte Score wird häufig bei der histologischen Auswertung von 

Knorpelregeneraten verwendet (Rudert 2000; Wilms 2002). Er enthält eine Vielzahl von 

Beurteilungskriterien wie Zellmorphologie, Oberflächenbeschaffenheit, strukturelle 

Charakteristika, die Dicke des Knorpelregenerats und deren Bindung zum angrenzenden 

Knorpel sowie zelluläre Veränderungen als Anzeichen einer Degeneration. Die maximale 

Punktzahl von 24 Punkten konnte bei einem sehr guten Einheilverhalten und Integration des 

Knorpelregenerats erreicht werden. Der Visual-Histological-Score ist ein Bewertungssystem, 

das 2002 vom „Histological End Point Committe“ infolge der Jahrestagung in Toronto 

präsentiert wurde (Brittberg und et. al 2000). Nach diesem Bewertungsschema werden sechs 

Parameter visuell beurteilt:  

I) Knorpeloberfläche  

II) Knorpelmatrix  

III) Zellverteilung 

IV) Zellvitalität in der Population 

V) Subchondraler Knochen 

VI) Mineralisation  

Die detaillierte Bewertung und Punktevergabe ist in der Tabelle 2 ersichtlich. Es empfohlen die 

einzelnen Kriterien für sich stehen zu lassen. Summiert man diese, wird eine Gesamtpunktzahl 

von 13 Punkten erreicht, was für ein Regenerat ähnlich dem hyalinen Knorpel spricht. 
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Tabelle 2: Visual-Histological-Score (Mainil-Varlet et al. 2010; Mainil-Varlet et al. 2003). Nach 

diesem Bewertungsschema werden sechs Parameter visuell beurteilt: I) Knorpeloberfläche, II) 

Knorpelmatrix, III) Zellverteilung, IV) Zellvitalität in der Population und V) subchondraler 

Knochen und VI) die Mineralisation. Wird eine Gesamtpunktzahl von 13 Punkten erreicht, 

entspricht das neu gebildete Regenerationsgewebe annähernd hyalinem Knorpel. 

 

Morphologische Kriterien Bewertung Punkte 

Oberfläche 
glatt 1 

diskontinuierlich 0 

Matrix 

hyaline 4 

Mischung hyaliner/ Faserknorpel 3 

Faserknorpel 1 

Bindegewebe 0 

Zellverteilung 

Säulenartig 3 

Mischung Säule/Cluster 2 

Cluster 1 

unorganisiert 0 

Zellvitalität 
überwiegend vitale Zellen 2 

>10% vitale Zellen 1 

<10% vitale Zellen 0 

Subchondraler Knochen 
normal 2 

vermehrtes Remodeling 1 

Nekrose 0 

Mineralisation des Knorpels 
normal 1 

heterotroph 0 

Gesamtpunktzahl   13 
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3.6.5 Modifizierter Score für die histologische Auswertung 

Für diese Studie wurden einige Parameter vom Score nach O´Driscoll (O'Driscoll et al. 1988) 

und dem Visual-Histological-Score (Mainil-Varlet et al. 2010; Mainil-Varlet et al. 2003) 

übernommen und zu einem gemeinsamen Bewertungsbogen zusammengefügt. Des Weiteren 

wurde der Parameter „Gesamteindruck“ hinzugefügt. Die Beurteilungskriterien sind in der 

Tabelle 3 aufgeführt. Beurteilt wurden neben dem Gesamteindruck, die Implantatintegrität, die 

Qualität (Zellularität, Anfärbbarkeit und Zellverteilung) des umliegenden Gewebes, mit 

besonderem Hinblick auf die Vitalität des hyalinen Knorpels und die Kontaktflächen des 

Implantates zum umliegenden Gewebe (hyaliner Knorpel, kalzifizierter Knorpel, subchondraler 

Knochen). Die Score-Tabelle besteht aus maximal 17 erreichbaren Punkten, wobei 17 die 

höchste und 0 Punkte die schlechteste zu erreichende Punktzahl war. Dabei hing die zu 

erreichende Punktzahl von dem Einheilverhalten des Implantats von den einzelnen Tieren ab. 

Auch hier wurden die Präparate unabhängig von 2 Untersuchern beurteilt 
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 Tabelle 3: Modifizierter Score für die histologische Auswertung der nach Giemsa gefärbten 

Dünnschliffpräpraten in Anlehnung an Visual-Histological-Score (Mainil-Varlet et al. 2010; 

Mainil-Varlet et al. 2003) und O´Driscoll et. al. (O'Driscoll et al. 1988). Beurteilt wurden neben 

dem Gesamteindruck, die Implantatintegrität, die Qualität (Zellularität, Anfärbbarkeit und 

Zellverteilung) des umliegenden Gewebes, mit besonderem Hinblick auf die Vitalität des hyalinen 

Knorpels und die Kontaktflächen des Implantates zum umliegenden Gewebe (hyaliner Knorpel, 

kalzifizierter Knorpel, subchondraler Knochen) 
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3.6.6 Histomorphometrische Bildanalyse 

Die Paraffinschnitte und Dünnschliffpräparate wurden mit einer hochauflösenden Kamera 

(Spiegelreflex-Digital-Kamera 56, Nikon D70 Digitalkamera, Nikon Corporation, Tokyo, 

Japan) fotografiert und gespeichert. Die Auswertung der Dünnschliffpräparate in der 

Bildanalyse erfolgte mit einem Computer und einer speziellen Bildanalysesoftware. Es wurde 

eigens für diese Studie ein Programm (Makro) erstellt, womit die Gewebegrenzen gemessen 

und berechnet werden konnten, welche das Implantat umgaben. Folgende Gewebsgrenzen 

(Abb.17) wurden wie folgt definiert:  

 mineralisierten Knochen: blaue Linie 

 hyaliner Knorpel:  grüne Linie 

 mineralisierter Knorpel: rote Linie 

 keine Kontaktfläche:  gelbe Linie 

 Bindegewebe:   violette Linie 

3.6.6.1 Messung  

Die Region of Interest (ROI) wurde durch ein Rechteck (Abb. 17) standardisiert an der 

Kappenunterseite für jedes Präparat angelegt. Damit entsprach die gesamt ROI der 

Gesamtlänge der Implantat-Gewebegrenze des jeweiligen Schliffes. Für die Berechnung wurde 

die Gesamt-ROI in eine innere und äußere ROI aufgeteilt (Abb.17). Die äußere ROI umfasste 

die Seitenkanten der Implantatkappe und zeigte die Gewebsgrenzen zwischen Implantat zum 

hyaliner und mineralisierter Knorpel sowie einem dezenten Knochenkontakt. Die innere ROI 

umfasste nur den Pin und die Kappenunterseite. Diese umfasste die Gewebsgrenzen in der das 

Implantat von mineralisiertem Knochengewebe umgeben war. Die Daten wurden anhand der 

absoluten Längen der Gewebegrenzen zum Implantat in Millimetern evaluiert. Zum Vergleich 

der unterschiedlichen Gruppen wurden die relativen Werte des Gesamtumfanges berechnet und 

in Prozent ausgedrückt.  
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Abbildung 17: Darstellung der histomorphometrische Auswertung der Dünnschliffpräparate. 

Die Region innerhalb des weißen Vierecks bildete die innere Region of Interest. Außerhalb des 

weißen Vierecks lag die äußere Region of Interest. Die farbigen Linien definieren die 

Kontaktflächen zwischen Implantat und anliegenden Gewebe. Legende: blau: mineralisierter 

Knochen, grün: hyaliner Knorpel, rot: mineralisierter Knorpel, gelb: kein Kontakt, violett: 

Bindegewebe 
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3.6.7 Auswertung der mit α-Kollagen vom Typ II markierten Präparate 

Die Auswertung der mittels Kollagen-II-Antikörper markierten Paraffinschnitte erfolgte in 

Anlehnung an ein einfaches Punktschema nach Rudert (Rudert 2000). Dazu wurde die 

Anfärbbarkeit des hyalinen Knorpels im Bereich der Kontaktfläche zum Implantat 

mikroskopisch beurteilt. Das Punkteschema reicht von minimal 1 Punkt bis maximal 3 möglich 

erreichbaren Punkten. Keine Anfärbbarkeit erhielt 1 Punkt. Wurde nur eine Seite gut angefärbt 

oder beidseitig nur 50 % angefärbt, erhielt die Probe 2 Punkte. Eine vollständige Anfärbbarkeit 

beidseitig erhielt 3 Punkte. Als Gesamtwert pro Implantat wurde der Mittelwert der beurteilten 

Schnitte verwendet. Für die Auswertung wurden 4 Schnitte pro Probe untersucht. Der 

Mittelwert aus allen Schnitten bildete das Ergebnis für die Probe.  

 

3.6.8 Statistik 

Alle im Folgenden erhobenen Ergebnisse wurden zunächst mit dem 

Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft Excel 2013, Microsoft Corporation, 

Redmond, USA) dokumentiert und anschließend mit dem Statistikprogramm SPSS (IBM SPSS 

Statistics 22) übertragen. Zur Darstellung der quantitativen Daten wurden der Mittelwert und 

die Standardabweichung bestimmt. Verglichen wurde die Gruppe mit dem unbeschichteten 

Implantat mit der Gruppe der beschichteten Implantate (Gruppe 3 vs. 1+2) mit einer Standzeit 

von 3 Monaten. Die Daten wurden mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf Normalverteilung 

geprüft. Wurde beim Kolmogorow-Smirnow-Test eine Normalverteilung festgestellt, wurde 

der Student-T-Test für unabhängige normalverteilte Daten durchgeführt. Die Score Befunde 

wurden mittels Student-T-Test für unabhängige normalverteilte Daten statistisch ausgewertet 

(IBM SPSS Statistics 22) und als Mittelwert±Standardabweichung dargestellt. Bei den 

histomorphometrisch erhobenen Daten lag keine Normalverteilung vor. Für diese statistische 

Auswertung wurde deshalb der Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Das Signifikanzniveau 

wurde auf p≤0,05 festgelegt. Alle erhobenen statistischen Daten wurden in Zusammenarbeit 

mit dem Institut für Biometrie an der FU Berlin geprüft. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Makroskopische Auswertung  

Alle Tiere zeigten bis auf vereinzelte Abweichungen eine sehr gute Implantatintegration im 

osteochondralen Defekt. Die Gelenkoberfläche war glatt und glänzend, die Synovia wies eine 

physiologische Textur auf und bis auf wenige Ausnahmen stellte sich die gegenüberliegende 

Tibiakondyle ohne degenerative Anzeichen (Abrasion, Fibrillation oder Traumata) dar (Abb. 

18). 

 

Abbildung 18: Darstellung der Femurkondylen (links) und Tibiakondylen (rechts) nach der 

Entnahme, links oben: das Implantat zeigt eine sehr gute Implantation in die mediale 

Femurkondyle, der Knorpel stellt sich glatt und glänzend dar, links unten: seitliche Aufnahme 

mit Aufblick auf die Gelenkfläche, rechts oben: Tibiakondyle bedeckt von dem medialen und 

lateralen Meniskus (M) und durchtrennten Kreuzbändern (K), rechts unten: Entfernung des 

medialen Meniskus und Aufsicht auf Gelenkoberfläche der medialen Tibiakondyle mit Abrasion 

(orangefarbener Kreis). 
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4.1.1 Gruppe 1: Implantat mit rauer HA- Beschichtung 

Die Präparate der Gruppe 1 zeigten ein sehr gutes Einheilverhalten. Die Gelenkoberfläche 

erschien glatt, glänzend und zentral (c= < 2mm um das Implantat) sowie peripher (p= > 2mm 

um das Implantat) mit einer sehr guten Knorpelqualität. Die Kriterien Integration und 

Makroskopie waren in allen Präparaten gut bis sehr gut. Nur in einem Präparat stellte sich eine 

punktuelle Einschmelzung gelenkflächenseitig in der Peripherie des 4. Sektors im hyalinen 

Knorpel makroskopisch dar. Nur 2 von 8 Präparate erhielten einen Punktabzug in den Kriterien 

ICRS-Score, Integration und Makroskopie. Dies war bedingt durch einen Spalt vom 4. bis 2. 

Sektor (Abb.19) sowie durch eine Divergenz zwischen Gelenkkurvatur und Kappenwinkel.  

 

Abbildung 19: Grafische Darstellung der makroskopischen Auswertung von Schaf 4 (Gruppe 1). 

Bei diesem Tier war die niedrige Punktzahl (orangfarbener Balken) vom 4. bis 2. Sektor markant 

(roter Kreis). Dies war durch eine Spaltbildung zwischen dem hyalinen Knorpel und der 

Implantatkappe, sowie einer Fibrillation des hyalinen Knorpels im Sektor 4, 1 und 2 bedingt. 
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4.1.2 Gruppe 2: Implantat mit glatter HA- Beschichtung 

In der Gesamtheit zeigten alle Präparate ein gutes bis sehr gutes Einheilverhalten (Abb. 20). 

Der hyaline Knorpel zeigte bei allen Präparaten eine glatt glänzende Oberfläche. Die Menisken 

stellten sich in allen Präparaten in ihrer Lage und Struktur physiologisch dar. Ein 

Implantatüberstand kam in keinem Präparat von der Gruppe 2 vor. In 4 von 8 Proben stellte 

sich der hyaline Knorpel geringgradig aufgewölbt dar. In einem Präparat war die Aufwölbung 

nur in einem Sektor, in den anderen Präparaten in mehreren Sektoren zu beobachten. Zudem 

zeigten nur 2 Präparate eine dezente Spaltbildung in mehreren Sektoren (Abb. 21). Wie auch in 

der Gruppe 1 zeigte hier ein Präparat in der Peripherie eine punktuelle Einschmelzung im 1. 

Sektor.  

 

Abbildung 20: Grafische Darstellung der makroskopischen Auswertung von Schaf 27 (Gruppe 

2), mit dem besten Ergebniss in dieser Gruppe. Die Knorpelqualität zentral (c=2mm um das 

Implantat) und peripher (p=>2mm um das Implantat) war ausgezeichnet. Es gab keine Abzüge 

in der Wertung im Kriterium “ICRS Score” (blaue Balken). Es überwiegte eine hohe 

Punktwertung in den Kriterien Makroskopie und Integration, aufgrund des sehr guten 

Einheilverhaltens in das chondrale und ossäre Gewebe  
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Abbildung 21: Grafische Dartsellung der makroskopischen Auswertung von Schaf 30 (Gruppe 2) 

mit dem schlechtestes Ergebniss dieser Gruppe und niedrigerer Punktzahl zentral (c=2mm um 

das Implantat) aufgrund der Spaltbildung von Sektor 1 bis 4 um das Implantat. Der Knorpel 

steht nicht im direkten Kontakt zum Implantat und ist fibrilliert. Der ICRS Score (blaue Balken) 

ist infolge der schlechten Knorpelqualtiät in allen Sektoren mit einer niedrigen Punktzahl 

bewertet worden. Im umliegenden Gewebe (p=>2mm um das Implantat) erhält das Präparat eine 

sehr gute Bewertung und entsprechend hohe Punktzahlen (rote Sterne) im Kriterium 

Makroskopie (graue Balken) mit zwei bis vier Punkten. 
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4.1.3 Gruppe 3: unbeschichtetes Implantat 

In allen Präparaten der Gruppe 3 (unbeschichtete Implantate) zeigten die Implantate ein gutes 

Einheilverhalten (Abb. 24). Der hyaline Knorpel stellte sich bei allen Tieren in der Peripherie 

(p = > 2mm um das Implantat) physiologisch dar. Dabei war bei 5 von 7 Tieren zentral (c)= 

2mm um das Implantat) der hyaline Knorpel aufgewölbt, fibrilliert oder demarkiert (Abb. 14). 

Die Veränderungen waren überwiegend im 2. Sektor zu finden (Abb. 14). Ein Präparat zeigte 

im 3. und 4. Sektor einen gravierenden Implantatüberstand (Abb. 22, 23 und 25). Im Vergleich 

zu den anderen Präparaten, die einen dezenten Überstand aufwiesen, stellte sich bei diesem Tier 

eine tiefe Läsion in der gegenüberliegenden Gelenkfläche dar. In einem Tier erfolgte die 

Implantation tiefer als bei den anderen Schafen. Dadurch wölbte sich der hyaline Knorpel weit 

über die Implantatkappe vor und bedeckte diese fast vollständig. 

 

 

Abbildung 22: Aufnahme nach 

Explantation des rechten Femurs (Gruppe 

3 unbeschichtete Kappenränder), Aufsicht 

frontal auf die Implantat (Pfeil) tragende 

mediale Femurkondyle 

 

Abbildung 23: Aufnahme nach 

Explantation des rechten Femurs (Gruppe 

3 unbeschichtete Kappenränder). Die 

Seitenaufsicht der Implantat tragende 

mediale Femurkondyle zeigt einen 

deutlichen Implantatüberstand (roter 

Pfeil)  
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der makroskopischen Auswertung von Schaf 1 (Gruppe 

3). Das Implantat zeigte in den Kriterien Integration (orangefarbener Balken) und Makroskopie 

(grauer Balken) eine hohe Punktzahl. Im 3. und 4. Sektor gab es jeweils einen Punktabzug (roter 

Stern) aufgrund des Implantatüberstandes und einer schlechten Integration. Im Kriterium 

ICRS-Score (blauer Balken) wurden keine Punkte abgezogen, was auf eine sehr gute 

Knorpelqualität zentral (c=2mm um das Implantat) und peripher (p�2mm um das Implantat) 

deutet. 
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der makroskopischen Auswertung von Schaf 9 (Gruppe 

3). Durch den einseitigen Implantatüberstand im Sektor 2 bis 3 resultiert eine niedrige Punktzahl 

(roter Kreis) in den Kriterien Makroskopie (graue Balken) und Integration (orangfarbener 

Balken). Damit verbunden ist eine schlechte Knorpelqualität im ICRS-Score (blaue Balken). Der 

hyaline Knorpel hat zentral (c= 2mm um das Implantat) im Sektor 2 und 3 keinen Kontakt zur 

Implantatkappe aufgrund des deutlichen Implantatüberstandes in diesen Sektoren.  
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4.2 Zusammenfassung der makroskopischen Auswertung 

In keiner Gruppe lag ein Anzeichen einer Entzündungsreaktion vor. Das Gelenk war bei allen 

Tieren physiologisch gefüllt und die Synovia war honigfarben und klar und wies eine leicht 

fadenziehende Konsistenz auf. In der Zusammenschau aller makroskopischen Beurteilungen 

konnten somit, bis auf wenige Ausnahmen, in allen Gruppen ein gutes bis sehr gutes 

Einheilverhalten erreicht werden. Insgesamt schnitten alle Gruppen ähnlich in den Kriterien 

Integration, Makroskopie und Knorpelqualität (ICRS-Grad) ab. Dabei zeigten 22 der 24 Tiere 

eine glatte, glänzende Gelenkoberfläche, sowohl im Bereich der Femurkondylen als auch der 

Tibiakondylen. Die makroskopische Knorpelqualität war bei allen Gruppen ähnlich gut, es 

wurden durchschnittlich über 3,5 Punkte erteilt. Die einzige Ausnahme bildet hier der zentrale 

2. Quadrant, der durch einen exzentrischen Knorpelschnitt bei zwei Tieren etwas, aber nicht 

signifikant schlechter abschnitt. Die Integration des Implantats wurde in allen untersuchten 

Quadranten als komplett oder mit Spalt <1mm bewertet. Eine Ausnahme bildete nur die Gruppe 

1, die im 4. Quadranten eine etwas größere Spaltbildung (>1mm) aufwies und signifikant 

(p=0,01) weniger Punkte erreichte als Gruppe 2. Bei nur 5 Präparaten von Gruppe 1war die 

Spaltbildung durch eine Divergenz zwischen dem Oberflächenwinkel des Implantats und der 

physiologischen Gelenkkurvatur bedingt. Die Tiere mit Läsionen oder einem 

Implantatüberstand zeigten während der Standzeit, verglichen zu Tieren ohne Läsion, keine 

vermehrte Lahmheit oder Schmerzhaftigkeit. Die Läsion (Spaltbildung, Fibrillation oder 

Aufwölbung) war nicht ideal, behinderte aber die Auswertung nicht, da dennoch eine 

auswertbare Kontaktfläche zum Implantat bestand (Abb. 26). 
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Abbildung 26: Links: Aufnahme nach Entnahme des rechten Femurs. Die mediale Femurkondyle 

zeigte einen ausgeprägten Implantatüberstand (schwarzer Pfeil). Rechts: Aufsicht Tibiakondylen 

nach Entnahme, deutliche Läsion (schwarzer Pfeil) unter dem medialen Meniskus bedingt durch 

Implantatüberstand auf der gegenüberliegenden Seite. 
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 4.3 Histologische Auswertung 

4.3.1 Gruppe 1: raue HA- Beschichtung 

Die Gruppe 1 zeigte Chondrozytencluster im hyalinen Knorpel in 5 von 8 Proben. Der hyaline 

Knorpel war hypo- bis azellulär in 3 von 8 Proben, die Anfärbbarkeit des hyalinen Knorpels 

war überwiegend gut (4 aus 8) und moderat bis schlecht in je zwei Proben. Ein Spalt zwischen 

Knorpel und Implantat war in zwei Präparaten zu sehen. Zwei Implantate waren zu tief 

implantiert, wodurch kein Kontakt zwischen Knorpel und den Seitenrändern der Implantat 

Kappe bestand (Abb. 27). Im Allgemeinen zeigte sich eine gute Anheftung des mineralisierten 

Knorpels an das beschichtete Implantat (Abb. 28). In 3 von 8 Proben zeigte der kalzifizierte 

Knorpel keinen Kontakt zum Implantat. Entweder stellte sich der kalzifizierte Knorpel im 

direkten Implantatkontakt frakturiert und der Kontakt war durch eine zu tiefe Implantation nicht 

gewährleistet, oder nur eins traf zu.  

 

Abbildung 27:Darstellung einer zu tiefen Implantation in Gruppe 1. Der intakte kalzifizierte 

Knorpel (Stern) zeigte keinen Kontakt zur Implantatkappe aufgrund einer zu tiefen 

Implantation. Durch die mechanische Belastung wird der frakturierte hyaline Knorpel in den 

Spaltraum gedrückt (Pfeil). Die Folgen sind eine Degeneration des einfließenden Knorpels und 

darauffolgende Frakturierung des kalzifizierten Knorpels.  
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Abbildung 28: Charakteristisches Bild für die Gruppe 1 (raue HA-Beschichtung). Aufsicht auf 

die Kappenränder mit einer guten Implantatintegration und Kontakt der Implantatbeschichtung 

(Pfeile, grau-schwarz) an den angrenzenden kalzifizierten Knorpel (Pfeilköpfe, tief-violett), 

posterior (links) und anterior (rechts). Der darüberliegende hyaline Knorpel (Stern, blass-violett) 

zeigt keine feste Bindung zur Implantatkappe, wird aber durch die Bindung basal an den 

kalzifizierten Knorpel eng angeheftet (keine Spaltbildung). Der darunterliegende Knochen zeigt 

auch einen sehr guten Kontakt zum Implantat ohne Anzeichen einer Degeneration oder Lyse.  
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4.3.2 Gruppe 2: glatte HA- Beschichtung 

In der Gruppe 2 zeigte der hyaline Knorpel bei allen Präparaten Chondrozytencluster und stellt 

sich in 5 aus 8 Präparaten hypo- bis azellulär dar. Die Anfärbung des hyalinen Knorpels war in 

vier Präparaten gut, in drei moderat und in einem Präparat schlecht. Der kalzifizierte Knorpel 

zeigte im Bereich der linken Kappenränder in 6 von 8 Präparaten einen sehr guten Kontakt und 

keine Spaltbildung. Ein Spalt zwischen Implantat und umliegendem Gewebe war nur in zwei 

Präparaten erkennbar. Des Weiteren war nur in einem Präparat (Schaf 30) die Implantation zu 

tief, wodurch ein direkter Kontakt zum Implantat nicht gegeben war (Abb. 29). 

 

Abbildung 29: Darstellung einer zu tiefen Implantation in Gruppe 2: Das umliegende Gewebe 

wird durch einen 1mm breiten Spalt vom Implantat getrennt. Der darüberliegende hyaline 

Knorpel ist in den Spalt vorgefallen (Kreis: Cartilage flow Phänomen). Der subchondrale 

Knochen ist nekrotisch (Stern). Der Spalt ist mit Bindegewebe gefüllt (Pfeile) und der kalzifizierte 

Knorpel (Pfeilspitze, dunkelviolett) hat sich durch Resorption zurückgezogen. Die Stabilität des 

Implantats ist durch eine Implantatlockerung gefährdet. Der zeitliche Ablauf einer solchen 

Degeneration ist individuell, aber auch von der Ausgangssituation abhängig (Größe des initialen 

Spalts, Tiefe der Implantation u.a.).  
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4.3.3 Gruppe 3: unbeschichtetes Implantat  

Die Gruppe 3 zeigte in allen Präparaten Chondrozytencluster (7 von 7) und eine moderate (3 

aus 7) bis schlechte (4 aus 7) Anfärbbarkeit des hyalinen Knorpels. Die Chondrozytencluster 

und die moderate Anfärbbarkeit sind ein Zeichen einer beginnenden Degeneration des hyalinen 

Knorpels (Abb. 30 Bild rechts unten). Die Degenerationsanzeichen waren ausschließlich im 

direkten Implantatkontakt mit dem hyalinen Knorpel zu finden. Ein weiteres Zeichen der 

cartilaginären Degeneration war eine Hypo-/Azellulärität in allen Präparaten dieser Gruppe 

(Abb. 30, unten rechts). Ein Spalt zwischen Implantat und umliegendem Gewebe konnte in 

allen Präparaten beobachtet werden (Abb. 30, unten links). Eine Spaltbildung war bei 5 von 7 

Präparaten beidseitig und bei 2 Präparaten (Schaf 1 und 9) nur einseitig (rechts, entspricht der 

posterioren Seite) vorzufinden. Dieser Spalt begann zwischen hyalinen Knorpel und 

Implantatkappe und reichte bis zur tiefen ossären Schicht bei 50 % der betroffenen Tiere. 

Zudem konnte in allen Proben dieser Gruppe ein verstärktes Vorkommen von Osteozyten und 

Osteoblasten im Bereich vom Pin und Kappenrändern nachgewiesen werden (Abb. 30 Bild 

rechts oben).  
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Abbildung 30: oben links Paraffinschnitt in Toluidinfärbung: Chondrozytencluster im hyalinen 

Knorpel (Pfeile) der auf der Implantatkappe aufliegt. Chondrozytenclustern (Pfeile) sind ein 

Anzeichen einer Degeneration und sprechen für eine erhöhte Mitoseaktivität der Chondrozyten. 

Die Chondrozyten liegen nicht mehr angeordnet in der Matrix vor (Vergleich Bild unten links) 

sondern lagern sich in ungeordneten Gruppen zusammen. Oben rechts: Bild von einem 

Knochenumbauprozess im Bälkchenknochen unterhalb der Gelenkfläche. Entlang der 

Knochenbälkchen ist ein knochenaufbauender Osteoblastentensaum (Kreis) mit 

eingeschlossenen Osteozyten (Pfeile) dargestellt. Unten links Dünnschliffpräparat nach Giemsa: 

Eine deutliche Spaltbildung (Klammer) zwischen umliegenden Gewebe und der linken 

Implantatkappe (schwarz). Der hyaline Knorpel zeigte eine sehr gute Anfärbbarkeit und 

Zellzulärität (violett) und der darunter liegende kalzifizierter Knorpel (tiefviolett) ist intakt. 

Unten rechts: Hyaliner Knorpel der der Gelenkflächenseits auf der Implantatkappe aufliegt. Der 

Knorpel zeigt Degenerationsanzeichen in Form von Chondrozytenclustern (Pfeilköpfe), eine 

Hypo-/Azellularität (Stern) und einer schlechten Anfärbbarkeit (schwarze Pfeile), d.h. die 

Knorpelmatrix zeigt eine schwache violette Färbung statt einem intensiven Violett (vgl. Bild links 

unten)  
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4.3.4 Ergebnisse semiquantitativer Score 

Die Gruppe 2 (glatte HA-Beschichtung) zeigte eine tendenziell (p#=0,059) höhere und damit 

bessere Punktzahl im Kriterium Veränderung im angrenzenden Knorpel, als die unbeschichtete 

Gruppe 3 (Tab. 4). Die Implantat-Integrität wurde in allen Gruppen als gut bewertet. Der 

hyaline Knorpel war komplett oder partiell gebunden, der kalzifizierte Knorpel jedoch zeigte 

in der Gruppe 3 eine einseitige Bindung an die Kappenränder, wohingegen die beiden 

beschichteten Gruppen 1 und 2 tendenziell eine beidseitige Implantatbindung aufzeigten. Der 

hyalinen Knorpel stellte sich in allen Gruppen in einer Mischung aus säulenförmig 

angeordneten Chondrozyten und Chondrozytenclustern dar. Die subchondrale Knochenlamelle 

zeigte sich in allen drei Gruppen intakt und mit operationsbedingten Umbauprozessen 

(Remodeling). Der Implantat-Knochenkontakt war gekennzeichnet von einem guten 

Anwachsen von starken Knochentrabekeln an das Implantat (Tab. 4). Das Kriterium Implantat-

Knochenkontakt erhielt in Gruppe 1 und 2 die volle Punktzahl. Veränderungen im 

angrenzenden Knorpel konnte in allen Gruppen in unterschiedlicher Stärke beobachtet werden. 

In allen Gruppen wurde in diesem Kriterium nur eine geringe Punktzahl erreicht. Maßgeblich 

für dieses Ergebnis waren die moderate oder schlechte Anfärbbarkeit und die geringe bis 

moderate Hypozellularität des hyalinen Knorpels. Die erreichte Gesamtscorepunktzahl der 

jeweiligen Gruppen lag bei 62 % (Gruppe 1), 71% (Gruppe 2) und 61% (Gruppe 3) von 

maximal erreichbaren 17 Punkten. Die prozentualen Werte erschienen unterschiedlich, sind 

aber aufgrund der Streuung der Daten nicht statistisch signifikant. 
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Tabelle 4: Darstellung der durchschnittlichen Punktzahlen±Standardabweichung der einzelnen 

Gruppen in den Score-Kriterien. Nur Gruppe 2 (glatte HA-Beschichtung) zeigte eine tendenziell 

(p#=0,059) höhere Punktzahl im Kriterium “Veränderung im angrenzenden Knorpel”, als die 

Gruppe 3. Die rechte Spalte zeigt die theoretisch erreichbare Gesamtpunktzahl, welche der 

bestmöglichen Gewebequalität entspricht. 

 

4.3.5 Ergebnisse Histomorphometrie 

Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass der überwiegende Anteil des Gewebes, welches am 

Implantat anlag, Knochengewebe war. Dieses lag überwiegend als Bälkchen vor mit 

variierendem Bindegewebeanteil. Der gemessene Anteil von Bindegewebe enthielt sowohl das 

Bindegewebe, welches physiologisch zwischen den Knochenbälkchen lokalisiert ist, als auch 

Bindegewebe, welches sich zwischen Knochenlager und Implantat gebildet hatte. Dieser 

Bindegewebsanteil bewegte sich je nach Präparat zwischen null und siebzig Prozent, wobei der 

höchste prozentuale Anteil zu einem Tier der Gruppe 2 gehörte.  

Die Werte der histomorphometrischen Auswertung sind in Tabelle 5 dargestellt. Deutlich 

erkennbar wies die Gruppe 1 (raue HA-Beschichtung) signifikant weniger Leerfläche auf als 

die Gruppe 3 (unbeschichtetes Implantat). Auch der statistische Vergleich zeigte, dass bei den 

Präparaten der Gruppe 1 (raue HA-Beschichtung) signifikant weniger Leerfläche gemessen 

wurde als in denen der Gruppe 3 (unbeschichtetes Implantat). Des Weiteren wurden in der 

Histomorphometrie in der Gruppe 1 und 2 ein höherer Anteil an hyalinem Knorpel, 
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mineralisiertem Knorpel und mineralisiertem Knochen und ein geringerer Anteil an Leerfläche 

im Vergleich zu Gruppe 3 gemessen. Der bindegewebige Anteil war in beiden Gruppen (1 und 

2) gleich. Ein Vergleich im Kriterium Leerfläche zwischen Gruppe 1 und 2 zeigten keine 

statistischen Unterschiede. Die Gruppe 3 zeigt eine geringere Kontaktfläche zum hyalinem 

Knorpel, mineralisiertem Knorpel und mineralisiertem Knochen sowie eine höhere Leerfläche 

als die Gruppen 1 und 2. Ein Vergleich zwischen der Implantatbeschichtungen (Gruppe 1 und 

2 im Vergleich zu Gruppe 3) zeigte eine deutliche Spaltbildung bei den unbeschichteten 

Implantaten im Gegensatz zu den beschichteten Implantaten (siehe Abb. 31). 

 

Tabelle 5: Darstellung der prozentualen Gewebeanteile, die in der äußeren ROI an das Implantat 

grenzen. Bezüglich hyalinem, mineralisiertem Knorpel und Bindegewebe gibt es keine 

Unterschiede zwischen den Gruppen, die Gruppen mit den beschichteten Implantaten (1 und 2) 

haben tendenziell einen höheren Knochenanteil als Gruppe 3, der Leerraum ist in Gruppe 1 

signifikant (*p=0,037) geringer als Gruppe 3. 

 

Parameter in % Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe3 

hyaliner Knorpel 23±7 19±7 23±7 

mineralisierter Knorpel 4±3 4±2 3±3 

Knochen 57±16 56±22 45±17 

Bindegewebe 15±16 17±22 20±12 

Leerfläche 2±4* 4±10 9±7* 
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Abbildung 31:  Darstellung der Leerfläche in den Gruppen (beschichtet (n=16) vs. unbeschichtet 

(n=7)). Der Median bei den beschichteten Gruppen ist 0 (0/1,5 Min/Max) und deutlich niedriger 

als in der unbeschichteten Gruppe mit 0,65 (0/2 Min/Max). Dieser Vergleich zwischen den 

Beschichtungen (Gruppe 1+2 zu Gruppe 3) zeigte, dass die unbeschichteten Implantate 

signifikant weniger Kontaktfläche zum umliegenden Gewebe aufwiesen als die beschichteten 

Implantate. (Sternchen* sind Extremwerte) 
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 4.4 Zusammenfassung der histologischen Auswertungen 

Die beschichteten Implantate zeigten (unabhängig ob raue oder glatte HA-Beschichtung) nach 

3 Monaten Standzeit in der histomorphometrischen Auswertung eine signifikant geringere 

Leerfläche zwischen Implantat und Gewebe, als die unbeschichteten Implantate (Gruppe 3 

siehe Abb. 31). Die Strecke der gemessenen Kontaktflächen (hyaliner Knorpel, mineralisierter 

Knorpel, Knochen und Bindegewebe) zwischen Implantat und umliegenden Gewebe war bei 

den beschichteten Implantaten (unabhängig ob raue oder glatte HA Beschichtung) länger. Eine 

Spaltbildung war somit wesentlich seltener und die darauffolgende Leerfläche in Millimetern 

kürzer als in der Gruppe 3. Wenn ein Spalt in Gruppe 1 oder 2 gemessen wurde, dann war dieser 

auf eine zu tiefe Implantation zurückzuführen. In der deskriptiven Histologie zeigten die 

Gruppen mit Implantatbeschichtung ein stabiles Implantat-Gewebe-Interface im chondralen 

und ossären Gewebe. Ebenfalls konnten in der deskriptiven histologischen Untersuchung in 

Gruppe 2 tendenziell weniger degenerative Veränderungen (schlechte Anfärbbarkeit, Risse 

oder Clusterbildung) im angrenzenden Knorpel festgestellt werden als in der Gruppe 3. 
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4.5 Auswertung der Immunhistologie  

Der hyaline Knorpel zeigte an der Kontaktfläche zur Implantatkappe im überwiegenden Anteil 

eine gute bis sehr gute Anfärbbarkeit durch Hämatoxylin. In der Gruppe 1 (raues HA) erhielt 1 

von 8 Präparaten die volle Punktzahl, in der Gruppe 2 (glatte Beschichtung) traf dies auf 5 der 

8 Präparate zu und in der Gruppe 3 (keine Beschichtung) auf 3 von 7 Präparaten. Im Mittel 

erhielten Gruppe 1 2,0±0,5, die Gruppe 2 2,5±0,8 Punkte und die Gruppe 3 2,3±0,8 Punkte 

(Abb. 32). Die Ergebnisse der Gruppen unterschieden sich statistisch nicht. 

 

Abbildung 32: Auswertung der immunhistologischen Färbungen mittels Score nach Rudert 

(Rudert 2000). Dargestellt ist der Vergleich der Mittelwerte  zwischen den 3 Gruppen. Die 

Gruppe 2 (glatte Beschichtung) erzielte das beste Ergebnis, jedoch ohne eine statistische 

Signifikanz. 

  

78

 Ergebnisse 



  Ergebnisse 

 4.6  Zusammenfassung Immunhistologie 

Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen zeigten, dass der hyaline Knorpel eine gute 

Anfärbbarkeit der Knorpelmatrix aufwies. Wenn ein Kontakt zwischen Implantat und 

umliegenden Gewebe bestand, konnte an der jeweiligen Seitenkappe eine deutliche Markierung 

von α-Kollagen-II gemessen werden. Sobald eine zu tiefe Implantation oder eine Spaltbildung 

den Kontakt verhinderte, wurde entweder an einer Kappenseite oder an beiden Kappenseiten 

eine deutlich reduzierte Markierung detektiert. Entweder erschien der hyaline Knorpel 

blassrosa oder zeigte keine Färbung. Das beste Ergebnis erzielte die Gruppe 2. Hierbei zeigten 

alle Präparate an beiden Kappenrändern eine rote Markierung mit α-Kollagen-II. Nach 3 

Monaten Standzeit bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Beschichtungen bezüglich des α-Kollagen-II- Anteils in den 3 Gruppen. 
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5 Diskussion 

Das Ziel dieser Studie war es, das Einheilverhalten im ossären und chondralen Gewebe eines 

metallischen Implantats (Episealer®) in einen lokal begrenzten osteochondralen Defekt zu 

eruieren. Das chondrale und ossäre Einheilverhalten, unter verschiedenen Beschichtungen 

(raue-HA-Beschichtung und glatte HA-Beschichtung) bei identischem Titangrundkörper, 

wurde im Tierversuch histologisch, histomorphometrisch und immunhistologisch untersucht.  

Die Überprüfung einer verbesserten Integration der beschichteten Implantate erfolgte anhand 

der eingangs aufgestellten Hypothesen: 

1. Alle Implantattypen zeigen ein gutes bis sehr gutes Einheilungsverhalten in den 

subchondralen Knochen. 

2. Die Integration des Implantats in dem umliegenden Gelenkknorpel ist am besten bei 

der rauen HA-Beschichtung, weniger gut bei der glatten HA-Beschichtung und am 

schlechtesten bei dem reinen Titanimplantat. Die bessere Einheilung zeigt sich 

einerseits im benachbarten Gelenkknorpel (signifikant weniger Risse, 

Clusterbildung, Entfärbung, Spaltbildung), aber auch andererseits in der Ausbildung 

eines mechanisch belastbaren Gewebes im Spalt zwischen Knorpel und Implantat. 
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5.1 Tiermodell für osteochondrale Defektheilung 

Um in dieser Studie das Einheilverhalten des Implantats in einem osteochondralen Defekt 

beurteilen zu können, muss das Implantat in ein vitales Gelenk eingebracht werden. Nur durch 

das Wechselspiel zwischen Knorpel, Knochen, Synovia und Implantat unter natürlichen 

Bedingungen und physiologischen Belastungen konnte das Einheilverhalten analysiert werden. 

Das Zusammenspiel dieser Faktoren lässt sich in einem in vitro Modell nicht nachahmen. Die 

Durchführung eines in vivo Versuchs ist also unabdingbar, um den tatsächlichen Ablauf der 

Implantationseinheilung im Bereich des subchondralen Knochens, und vor allem im Bereich 

des Gelenkknorpels, analysieren zu können. Um die Variablen in diesem Zusammenspiel 

möglichst konstant zu halten, ist ein Tierversuch mit standardisierten Bedingungen 

unumgänglich.  

In zahlreichen Studien zur osteochondralen Defektheilung werden aufgrund von geringeren 

Versuchskosten Tiermodelle wie kleinere Nagetiere (Maus, Ratte) und Kaninchen bevorzugt 

(Nam et al. 2004; Spahn et al. 2015; Rudert 2002; Nam et al. 2004; Ito et al. 2005). Mäuse- und 

Rattenmodelle eignen sich für die Forschung für degradierbare Bioimplantate, die subkutan 

oder intramuskulär implantiert werden (Spahn et al. 2015). Jedoch sind für diese Studie, die 

oben genannten Tiermodelle ungeeignet aufgrund der geringen Größe des Gelenks, der 

geringen Knorpeldicke, einer höheren Regenerationsfähigkeit und des geringen 

Körpergewichts (Spahn et al. 2015; Gelse et al. 2003; Madry 2010). 
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Die Auswahl von Schafen als Versuchstiere begründete sich wie folgt: 

 Das Schaf ist als Modelltier in der osteochondralen Forschung etabliert und für die 

traumatologischen und orthopädischen Forschung geeignet (Ahern et al. 2009). 

 Die Zusammensetzung des ovinen Knochens ist nahezu identisch mit humanem ossären 

Gewebe (Stützle et al. 1998).  

 Der operative Zugang ist unkompliziert, das Instrumentarium, das  chirurgische  

Vorgehen und das Implantatdesign kann analog zu humanen Operationen gewählt 

werden (Allen et al. 1998).  

 Der Regenerationsprozess bei adulten Schafen lässt sich mit dem des Menschen 

vergleichen (Wissing et al. 1990; Morris et. al. 2001). 

 Es existieren bereits umfangreiche Studien zur Untersuchung des osteochondralen 

Heilungsverhaltens. Mit der Wahl derselben Spezies schafft man die Voraussetzung, 

Studien miteinander vergleichen zu können (Nunamaker 1998).  

 Schafe haben eine variable Knorpeldicke von 0,7 bis max. 1,4 mm und somit eine 

stärkere Knorpeldicke als Kaninchen oder kleinere Nagetiere (0,3 mm) (Lu et al. 2000; 

Frisbie et al. 2006; Moran et al. 2016), diese entspricht bestenfalls 50% der Dicke beim 

Menschen (2 - 2,5 mm), was entscheidend für die Implantation ist, um einen glatten 

Übergang zwischen Implantat und hyalinen Knorpel (Shortkroff et al. 1996) zu 

schaffen. 

 Die Wissenschaftler im Julius-Wolff-Institut haben langjährige Erfahrungen mit 

Schafen als Versuchstieren, was sowohl die Arbeit mit dem Tier (Anästhesie, 

Analgesie, perioperative Betreuung) als auch mit den postmortalen Proben 

(histologische und immunhistologische Analyseverfahren) vereinfacht und 

standardisiert. 
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Des Weiteren finden sich in der osteochondralen Defektforschung andere Tiermodelle wie 

Pferde (Barnewitz et al. 2006) und Hunde (Breinan et al. 2000; Breinan et al. 2001), bei denen 

das Regenerationsverhalten verglichen mit dem Menschen nicht gut dokumentiert ist (Convery 

et al. 1972b; Breinan et al. 2000; Breinan et al. 2001; Barnewitz et al. 2006). Außerdem ist die 

operative und post operative Versorgung beim Pferd im Vergleich zu Schafen um ein 

Vielfaches teurer. Das Tiermodell „Hund“ hat den Nachteil, dass die Tiere auch unter Analgesie 

die Gliedmaße über längere Zeit schonen. Schafe hingegen belasten als Herdentier/ Fluchttier 

sofort nach der Operation unter einer guten Analgesie die operierte Gliedmaße (Breinan et al. 

2001; Breinan et al. 2000). 

Für diese Studie wurden 24 weibliche Merino-Mix-Schafe im Alter von 2 Jahren mit einem 

durchschnittlichen Köpergewicht von 75,8 kg ausgewählt. Das Schaf gilt mit einem Alter von 

12 Monaten als ausgewachsen. In einem Alter von 2 Jahren ist das Wachstum abgeschlossen 

und hat somit keinen Einfluss mehr auf das Regenerationsverhalten des hyalinen Knorpels. Die 

Auswahl weiblicher Tiere lag im Gruppenverhalten und der Konfliktvermeidung in der 

postoperativen Phase der gemeinschaftlichen Haltung begründet. Eine mögliche Trächtigkeit 

der Tiere wurde durch die Tierklinik für Fortpflanzung der Freien Universität Berlin im Vorfeld 

mittels sonographischer Untersuchung ausgeschlossen. In der Gesamtheit ist das gewählte 

Tiermodell als geeignet zu betrachten, jedoch kann man die gewonnenen Erkenntnisse nicht 

uneingeschränkt auf den Menschen übertragen. Dabei müssen die Grenzen einer strukturellen 

und anatomischen Vergleichbarkeit zwischen humanen und ovinen Kniegelenk in der 

Forschung beachtet werden. Auch die geringen Fallzahlen von n=7 in Gruppe 3 und jeweils n= 

8 in Gruppe 1 und 2 Tieren wirft die Frage der statistischen Aussagekraft auf. In dieser Studie 

kann ausschließlich eine Aussage über die beginnende Einheilung nach 3 Monaten Standzeit 

getätigt werden. Diese Resultate müssen in weiteren Studien durch eine längere Standzeit und 

größeren Gruppenzahlen überprüft werden. 
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5.2 Operation und Operationstechnik 

Das Studiendesign ermöglicht einen standardisierten Ablauf. Der operative Zugang erfolgte bei 

jedem Tier identisch an der rechten Hinterextremität. Die Operationsmethode wurde analog zur 

humanen Operationsmethode übernommen und durchgeführt. Der Defekt wurde in der 

lasttragenden medialen Femurkondyle des rechten Kniegelenks platziert. Die Dimension des 

Defektes orientiert sich zum einen an den aktuell verfügbaren, klinisch etablierten Werkzeugen 

für den Einsatz des Implantats und zum anderen an der repräsentativen Defektgröße in Relation 

zum gesamten lasttragenden Bereich. Die mediale Femurkondyle wurde aufgrund des 

leichteren operativen Zugangs gewählt, da durch schaftypische anatomische Gegebenheiten 

(Fettkörper, Ligamenta) die laterale Kondyle schwerer zugänglich ist (Allen et al. 1998). 

Aufgrund der individuellen anatomischen Gegebenheiten konnte das Implantat nicht immer 

zentral in die mediale Femurkondyle platziert werden. Die kreierten osteochondralen Defekte 

unterschieden sich in ihrer Defekttiefe (Median 14 mm ± 3 mm). Der Durchmesser des 

osteochondralen Defekts war auf 7,5 mm festgelegt. Die für die Studie verwendete Defektgröße 

wurde für eine Standardgröße des Implantats und im kritischen Bereich gewählt. Das bedeutet, 

dass bei dieser Defektgröße keine Spontanheilung mehr möglich ist (Lind et al. 2008). Die 

Defekttiefe gewährleistet eine gute Verankerung des Implantats mittels Press-Fit-Verfahren in 

das ossäre Lager und ermöglicht einen bündigen Abschluss mit dem hyalinen Gelenkknorpel 

(Outerbridge et al. 1995; Martinek 2003; Burkart et al. 2001). Nicht bei allen Tieren konnte 

dieser bündige Abschluss erreicht werden. Ein minimaler Implantatüberstand und eine 

Spaltbildung waren die Folge. Auf einen Leerdefekt wurde bewusst verzichtet, da bereits in 

vielen Studien (Convery et al. 1972b; Depalma et al. 1966; Jackson et al. 2001) nachgewiesen 

wurde, dass ein Defekt in diesem Ausmaß nicht spontan heilt. Außerdem verursacht ein 

ungefüllter Defekt aufgrund der offenliegenden Knochensubstanz, in der zahlreiche Nerven 

verlaufen, mehr Schmerzen als ein gefüllter Defekt. Daher wurde entschieden, dass eine Studie 

ohne Leerdefekt wissenschaftlich vertretbar ist. Auch auf weitere chirurgische Manipulationen 

in Gelenk, wie z.B. ein weiteres Implantat in der lateralen Femurkondyle, wurde bewusst 

verzichtet. Die postoperative Versorgung und Haltung war für alle Tiere gleich. Einen Einfluss 

auf die Einheilung dürfte es nicht geben. 

84

Diskussion



  Diskussion 

5.3  Implantat und Instrumentarium 

Die Verwendung einer „Mini-Prothese“ zum Verschluss großer osteochondraler Defekte zur 

Schmerzreduktion zeigt einen neuen alternativen Weg, um einen massiven Gewebsverlust 

durch ein künstliches Kniegelenk zu verhindern. Ein Vorteil des Episealers® in Vergleich mit 

anderen Studien die das Einheilverhalten von regenerativen Implantaten (Scaffold, OATS, 

Chondrozyten) untersuchten ist, dass in diesem Verfahren keine Spenderregion oder ein 

Anzuchtmedium benötigt wird. Im Vergleich zu anderen Studien (Christensen 2016; 

Kazemnejad et al. 2016; Christensen et al. 2012), die eine Füllung des Defektes mit 

regenerationsfördernden Materialen (körpereigen oder körperfremd) untersuchen, ist der 

Ansatz der vorliegenden Studie einen lokalen osteochondralen Defekt mittels eines 

Titanimplantats abzudichten, um das Fortschreiten der Osteoarthrose zu verlangsamen. Dafür 

wurden eigens für diese Studie die Implantate und Instrumente für die Implantation durch die 

Firma Episurf © Medical AB hergestellt. In der Humanmedizin werden patientenspezifische 

Implantate nach einer MRT-Untersuchung des Knies hergestellt. In dieser Studie wurde durch 

CT-Auswertungen die Gelenkkurvatur der medialen Femurkondyle von Schafen gemessen und 

anhand dieser Daten die Oberflächenkurvatur des Implantats zur Gelenkkurvatur angepasst. 

Final entstand ein Implantat mit einem Durchmesser von 7,5 mm und 13 mm Länge. Durch das 

Press-Fit-Verfahren wird eine optimale Integration ermöglicht, ohne eine zusätzliche Fixierung 

(z.B. Periostlappen bei Chondrozytentransplantation). Eine Schädigung des umliegenden 

Gewebes ist mit diesem Verfahren nahezu ausgeschlossen. In annährend allen Fällen war die 

Passform ideal, jedoch stellte sich bei einigen Tieren eine Divergenz zwischen Gelenkkurvatur 

und Implantatoberfläche ein. Die Folge war eine Spaltbildung oder ein Implantatüberstand, der 

bei einem Tier der Studie eine Verletzung der gegenüberliegenden Gelenkoberflächen 

verursachte. Ob die falsche Wölbung der Kappe oder die dezentrale Platzierung Grund für diese 

Problematik ist, bleibt unklar. Für zukünftige Untersuchungen sollte, wenn möglich, die 

Passform pro Tier individuell angepasst werden. 

Ein weiterer beeinflussender Faktor ist die Fixation des Epiguids (Schablone) mittels 

Fixierungsdrähten in die mediale Femurkondyle. In der makroskopischen Beurteilung befand 

sich im Sektor 1 eine punktuelle Einschmelzung, die vermutlich durch die 

Gewebetraumatisierung durch den Fixierungsdraht bedingt war. In histologischen Präparaten 

konnten in der Peripherie Knochenzysten detektiert werden, die mit der Lokalisation der 

Fixierungsdrähte vereinbar sind. Die Knochenzysten hatten keinen Einfluss auf die Integrität 
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des Implantats, da sie nicht im unmittelbaren örtlichen Zusammenhang mit dem Implantat 

standen. Jedoch sollte bei weiteren Studien eine andere Fixationsmethode angewendet werden, 

um eine Langzeitschädigung in der Peripherie zu vermeiden. 

Für diese Studie wurde eine Implantatbeschichtung mit Hydroxylapatit verwendet. Eine HA-

Beschichtung verbessert die Einheilung in den Knochen (Schmidmaier et al. 2002). Alle 

Implantate hatten eine HA-Beschichtung im Bereich des Pins, nur Gruppe 1 (raue 

Beschichtung) und Gruppe 2 (glatte Beschichtung) wiesen eine HA-Beschichtung auch an den 

Seitenrändern der Kappe auf. Die HA-Beschichtungen unterscheiden sich nur in ihrer 

Rauigkeit, andere Parameter wie Ca/P-Verhältnis, Kristallinität und Porosität, die die Heilung 

ebenfalls beeinflussen, waren identisch, um wirklich nur den Einfluss der Rauigkeit auf die 

Implantateinheilung untersuchen zu können. Im Gesamtbild war die Integration des Pins bei 

allen Tieren im ossären Bereich sehr gut. Eine Osteolyse oder Lockerung des Implantats wurde 

bei keinem Tier beobachtet. Somit bestätigte sich, dass die HA-Beschichtung im ossären 

Gewebe das Einheilverhalten fördert. Die Wirkung der Beschichtung auf den Gelenkknorpel 

ist bis zum heutigen Zeitpunkt kaum untersucht. Hydroxylapatit beschichtete Scaffolds 

scheinen in osteochondralen Defekten auch die Knorpelregeneration zu fördern (Kon et al. 

2010a; Kon et al. 2010b; Taniyama et al. 2015; Wei et al. 2015). Durch die Beschichtung gelingt 

eine Verzahnung des umliegenden Gewebes mit der Implantatbeschichtung. Der 

Verzahnungseffekt trägt dazu bei, eine „gewebige“ Verbindung zwischen Knorpel und 

Implantat entstehen zu lassen. Aufgrund des geringen Proliferationspotentials des hyalinen 

Gelenkknorpels besteht dieses Gewebe zwischen Knorpel und Implantat nicht aus hyalinem 

Knorpel, sondern eher bindegewebigen oder faserknorpelartigen Fasern. Die feste Anheftung 

der Kollagenfasern dieses neugebildeten Gewebes sowohl an den Knorpel als auch an den 

Implantatkörper schirmt den darunterliegenden Knochen gegen die aggressive Synovia ab und 

ist zugleich elastisch genug um die Relativbewegungen zwischen Knorpel und Implantat 

auszuhalten. Tendenziell zeigten die Implantate mit Beschichtung einen ausfüllenden 

Charakter. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Beschichtungen 

gefunden werden. Lediglich zeigte die Gruppe 2 ein tendenziell besseres Ergebnis als die 

unbeschichtete Gruppe. 
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In zukünftigen Studien sollten die Ergebnisse durch eine größere Proben- und Gruppenzahl 

verifiziert oder negiert werden. Des Weiteren gestaltete sich der Knorpelschnitt nicht bei jeder 

Operation optimal. Intraoperativ zeigte sich der hyaline Knorpel in wenigen Fällen fibrilliert. 

Post mortem zeigte sich im makroskopischen Bild, dass ein halbmondförmiger oberflächlicher 

Einschnitt in den hyalinen Knorpel außerhalb des gesetzten Defektes erfolgt war. Für folgende 

Studien sollte der Knorpelschneider im Design durch eine präzisere Schneidefläche optimiert 

werden. Die Verankerung mittels Press-Fit-Verfahren des Implantats in das ossäre Lager war 

bei allen Tieren, wie in anderen Studien, ohne Komplikationen durchführbar (Laprell und 

Petersen 2001; O'Driscoll und Fitzsimmons 2001).  
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5.4 Probengewinnung und Aufbereitung 

Die Gewinnung der Proben verlief bis auf einige Ausnahmen ohne Probleme. Die Lage des 

Pins im Präparat musste beim Sägen geschätzt werden, da die Implantatkappe die Ausrichtung 

überdeckte. Dadurch enthielten einige Präparathälften nur die Implantatkappe ohne den Pin. 

Für die weitere Aufarbeitung der Präparate war dies nicht weiter Relevant. Die Auswertung der 

Präparate konzentrierte sich auf das Einheilverhalten im Bereich der Seitenkappen. Die 

Einbettung in einem Medium auf Methylmethacrylatbasis (Technovit) funktionierte 

reibungslos. Hierbei war darauf zu achten, dass sich keine Lufteinschlüsse während des 

Auffüllens im Kunststoff bildeten. Die weitere Aufarbeitung (Schleifvorgang) war trotz des 

Metallimplantats ohne Probleme möglich. Auch der Materialverlust hielt sich in Grenzen, 

lediglich von 48 hergestellten Schliffen musste bei 2 Präparaten der Dünnschliff erneut 

hergestellt werden. Anders verhielt sich das bei den Paraffinblöcken. Diese waren teilweise mit 

dem Mikrotom nicht schneidbar. Es stellte sich heraus, dass sich durch den Sägeschnitt 

freiliegende Metallsplitter an der Sägekante angesammelt hatten. Dadurch zerrissen einige 

Präparate während des Schneidens. Diese Paraffinblöcke mussten wieder aufgelöst und erneut 

eingebettet werden. Möglicherweise kam es während dieses Prozesses zu strukturellen 

Veränderungen im Bereich des Knochens und Knorpels. Hierbei flossen neben den 

Standardfärbungen Giemsa-Färbung und Toluidinblau-Färbung noch die immunhistologische 

Markierung von α-Kollagen-II in die histologische Bewertung mit ein. Die angefertigten 

Färbungen eigneten sich zur Darstellung von Knorpelgewebe, mineralisiertem und nicht 

mineralisiertem Gewebe sowie verschiedener Zell- und Gewebeanteile (Koch et al. 2010; 

Hoffmann et al. 2008). Die oben genannten Färbeprotokolle werden oft zur Beurteilung der 

Regeneratqualität eingesetzt und gelten aufgrund ihrer guten Reproduzierbarkeit und 

Selektivität als bewährte Methoden (Shapiro et al. 1993; O'Driscoll et al. 1986). Die 

Toluidinblau-Färbung findet häufig in der Knorpelhistologie Anwendung. Der Gehalt an 

Proteoglykanen lässt sich anhand der Intensität seiner Anfärbung schätzen und ermöglicht 

somit einen Vergleich verschiedener Präparate miteinander (Koch et al. 2010; Hoffmann et al. 

2008). Bei der Immunhistologie zeigten die verwendeten Antikörper eine positive Markierung. 

Mit jedem Durchgang wurde eine Negativkontrolle gefärbt, die die Spezifität der AK sicherte. 
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5.5 Histomorphometrie  

Für die Histomorphometrie wurden pro Tier je zwei nach Giemsa gefärbte 

Dünnschliffpräparate ausgewertet. Die Identifizierung der einzelnen Gewebeanteile erfolgte 

auf Grund der differenzierenden Färbung. Für die histomorphometrische Untersuchung wurde 

ein eigens für diese Studie entwickeltes Computerprogramm (Makro) erstellt. Durch die 

computergestützte Auswertung konnte eine objektive und standardisierte Auswertung der 

Gewebeanteile (hyaliner Knorpel, kalzifizierter Knorpel, subchondraler Knochen, 

Bindegewebe und ossäres Gewebe) erfolgen. Die histomorphometrische Auswertung bezog 

sich nur auf den Bereich der lateralen ROI, die ausschließlich die Seitenkanten der 

Implantatkappe enthielt, wo sich hyaliner Knorpel, mineralisierter Knorpel und 

Knochengewebe zeigte. In dieser Region wurden die Kontaktflächen zwischen Seitenkappe und 

umliegendem Gewebe gemessen und beurteilt. Die innere ROI wurde gemessen, aber in der 

Bewertung vernachlässigt, da alle Implantate eine sehr gute ossäre Integration aufwiesen. Alle 

Implantate waren mit derselben Beschichtung im Bereich des Pins versehen und zeigten in 

dieser Region sowie der Kappenunterseite keine Unterschiede. Im Vergleich mit Studien die 

das Einheilverhalten von regenerativen Scaffolds (Jansen 2009) untersuchten, gestaltete sich 

das Einzeichnen der verschiedenen Kontaktflächen in der vorliegenden Studie problemlos. Es 

lag in der vorliegenden Studie eine gute Abgrenzung zwischen Implantat und umliegendem 

Gewebe vor. Zu den Fehlerquellen der Histomorphometrie zählen nachträgliche manuelle 

Korrekturen und ungenaue Messungen der Kontaktflächen, die zur Verfälschung der 

tatsächlichen Gewebekontaktflächen führen könnten. Eine weitere Fehlerquelle bestand aus der 

subjektiven Beurteilung der Untersucher im Hinblick auf die nicht gut abgegrenzten 

Kontaktflächen zwischen Implantat/hyalinen Knorpel und Implantat/Leerfläche. Eine geringe 

Abweichung der ermittelten Werte von den tatsächlichen Werten ist denkbar. Strukturen oder 

Prozesse, die sich außerhalb der ROI befanden, wurden als degenerative Veränderung 

gesondert gewertet. Dazu zählten hauptsächlich ein verändertes Färbeverhalten, periphere 

Knochenzysten oder periphere Veränderungen in der Knochenstruktur. 
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5.6 Semiquantitativer Score 

Ein Bewertungssystem sollte grundsätzlich valide und reproduzierbar sein, auch bei Benutzung 

durch verschiedene Untersucher. Der Schwachpunkt von semiquantitativen Scores ist, dass 

hierbei biologisches Verhalten in ein starres Punktesystem eingeordnet wird. Fließende 

Übergänge können dabei nicht berücksichtigt werden. Jedoch hat sich auf Dauer die Score-

Auswertung zur Bewertung von biologischem Verhalten sowie zum Studienvergleich in der 

Medizin etabliert. Die Beurteilung von histologischen Übersichtsfärbungen erfolgte in früheren 

Studien ausschließlich deskriptiv (Convery et al. 1972a). Im Laufe der Zeit fügten einige 

Autoren immunhistologische Untersuchungen hinzu (Tägil und Aspenberg 1999; Franceschi et 

al. 2005). Um jedoch eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen, wurden 

unterschiedlichste semiquantitative Scores eingeführt (Rudert 2000; O'Driscoll 1998; Moojen 

et al. 2002). Neben ersten einfachen Scores wie z.B. nach Pineda, die den natürlichen 

Heilungsprozess des Regenerats in nur 4 Kriterien nutzten, wurden im Laufe der Zeit 

umfangreichere und detailliertere Bewertungssysteme aufgestellt (Pineda et al. 1992). Ein 

umfangreiches Scoresystem mit 9 Beurteilungskriterien wurde 1988 von O´Driscoll et. al. 

erstellt (O'Driscoll et al. 1988). Alle Bewertungssysteme haben die Schwäche, dass der zu 

untersuchende Bereich (Defektrand, Defektmitte etc.) nicht eindeutig definiert ist. Somit 

können bessere Ergebnisse erzielt werden, wenn nur der Defektrand beurteilt wurde, wo 

hingegen die Defektmitte deutlich schlechtere Ergebnisse ergab. Um die Knorpelläsion rein 

makroskopisch beurteilen zu können, wurde von der International Cartilage Repair Society 

(Brittberg et al. 2000a; Brittberg et al. 2000b) ein Bewertungssystem ausgearbeitet. Der Score 

dient zur Klassifizierung von chondralen und osteochondralen Defekten nach einem 

chirurgischen Eingriff und bewertet die cartilaginären Reparaturmechanismen. Für die ICRS-

Klassifizierung der Reparaturmechanismen werden 3 Parameter beurteilt: I.) Grad der 

Reparatur nach Operationstechnik, II.) Integration bis zur Grenzschicht und III.) das 

makroskopische Aussehen des hyalinen Knorpels. Die höchste Punktzahl (4 Punkte) des 

Bewertungssystems beschreibt ein dem hyalinen Knorpel entsprechendes 

Regenerationsgewebe nach erfolgter chirurgischer Intervention. Der niedrigste Wert liegt bei 0 

Punkten und steht für keine Defektfüllung mit abnormaler Regeneration. Summiert man die 

Punkte, so könnte eine maximale Gesamtpunktzahl von 12 Punkten erreicht werden.  
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Für die makroskopische Auswertung wurde der Bewertungsbogen in Anlehnung an das 

ICRS-Bewertungssystem (Brittberg et al.) modifiziert. Dabei wurde das Kriterium (I)“Grad der 

Reparatur“ aus dem Score entfernt und durch den ICRS-Einteilung der „Defekttiefe“ ersetzt 

(Brittberg et. al 2000). Der Grund für diese Entscheidung war, dass es sich um ein palliatives 

Osteoarthroseimplantat handelte, welches den Defektbereich verschließt. Eine Regeneration 

des osteochondralen Defekts wird in dieser Studie nicht angestrebt. Die Kriterien II und III 

wurden in den Score übernommen und für die visuelle Beurteilung des angrenzenden hyalinen 

Knorpels genutzt. Aufgrund des Studiendesigns wurde der osteochondrale Defekt iatrogen 

immer in derselben Region gesetzt, um eine Vergleichbarkeit der Implantatbeschichtungen zu 

gewährleisten. Die Wahl der Lokalisation eines „künstlich gesetzten“ osteochondralen Defekts 

unterscheidet sich maßgeblich von natürlichen Defekten, die nicht an standardisierten 

Lokalisationen im Knie entstehen. Dieser Umstand wurde in der Untersuchung und 

Auswertung berücksichtigt. Neben den Dünnschliffpräparaten wurden auch die Paraffinschnitte 

zur deskriptiven histologischen Beurteilung des Einheilverhaltens herangezogen. Dabei ist zu 

bedenken, dass die Schnitte nur aus einer Probenhälfte und aus unterschiedlichen Ebenen des 

Paraffinblocks stammten. 

Die histologische Bewertung der Dünnschliffpräparate erfolgte in Anlehnung an den Score 

von O´Driscoll et. al. (O'Driscoll et al. 1988) und dem Visual-Histological-Score (Mainil-Varlet 

et al. 2010; Mainil-Varlet et al. 2003). Der von O´Driscoll et. al. (O'Driscoll et al. 1988) 

eingeführte Score wird häufig bei der histologischen Auswertung eines Knorpelregenerats 

(biologische und synthetische Trägersubstanzen) verwendet (Rudert 2000; Wilms 2002). Er 

enthielt eine Vielzahl von Beurteilungskriterien wie die Zellmorphologie, die 

Oberflächenbeschaffenheit, die strukturellen Charakteristika des Knorpelregenerats, die 

Bindung zum angrenzenden Knorpel und die zellulären Veränderungen als Anzeichen einer 

Degeneration. In dieser Studie konzentrierten sich die Untersuchungen auf die Gewebe-

Implantat-Kontaktflächen im Bereich der Seitenkappen und des Pins. Im Kriterium hyaliner 

Knorpel wurde besonders die Knorpelqualität im direkten Implantatkontakt untersucht. Eine 

Zusammenhangstrennung, Hyperzellularität und schlechte Färbbarkeit wurden mit einem 

Punktabzug gewertet. Wurde eine einseitige oder beidseitige Spaltbildung festgestellt, wurde 

dies ebenfalls als ungünstig für das Einheilverhalten gewertet. Dabei wurde unterschieden, ob 

die Gefahr einer Implantatlockerung bestand oder der Spalt sich mit Bindegewebe gefüllt hatte. 

Weitere Punktabzüge folgten, wenn der kalzifizierte Knorpel frakturiert war und daraus ein 

Synoviaeinstrom erfolgte. Fand sich eine gute Adaptation zwischen der Implantatbeschichtung 
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und dem umliegenden Gewebe, so wurde dies als positiv gewertet. Auch eine starke 

Trabekelanhaftung der Spongiosa wurde als positiv gewertet. Veränderungen, die nicht die 

Kontaktflächen betrafen, wurden nur aufgeführt und als degenerative Veränderungen gesondert 

betrachtet.  

Es ist aber zu beachten, dass in anderen Studien die Scoresysteme von O´Driscoll und Mainil-

Varlet zur Beurteilung von regenerative Implantate genutzt wurden (Mainil-Varlet et al. 2003; 

Mainil-Varlet et al. 2010; O'Driscoll et al. 1988). Der Schwerpunkt lag dabei nicht nur auf der 

Beurteilung der Kontaktflächen zum Implantat, sondern auch auf der Regeneratshomogenität 

und Oberfläche. Das verwendete Implantat in dieser Studie lässt sich nur bedingt mit 

regenerativen Implantaten anderer Studien vergleichen (Christensen 2016; Kazemnejad et al. 

2016; Christensen et al. 2012). Es können jedoch Parallelen bei der Beurteilung der 

Kappenränder gezogen werden. Hierbei sind das Einheilverhalten, die Integration und die 

Gewebereaktion an den Randflächen vergleichbar. Durch den Verzicht des Kriteriums der 

Regeneratqualität im osteochondralen Defekts konnten das Scoresysteme von O´Driscoll und 

Mainil-Varlet  modifiziert für diese Studie genutzt werden (O'Driscoll et al. 1988; Mainil-Varlet 

et al. 2003; Mainil-Varlet et al. 2010). In Zukunft sollten für nicht regenerative Implantate 

weitere Modifikationen von etablierten Scoresystemen erfolgen. Dadurch kann das starre 

Scoresystem weiter an eine zukünftige Studie angepasst werden.  
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5.7 Ergebnisse 

5.7.1  Makroskopie 

In der makroskopischen Beurteilung schnitten alle 3 Gruppen ähnlich gut ab. Der hyaline 

Knorpel stellte sich in der makroskopischen Untersuchung nach der 3-monatigen Standzeit 

unauffällig dar. Durch das Implantatdesign und den standardisierten Operationsvorgang 

konnten nur dezente Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. 

Abzüge in der Bewertung wurden bei einer Spaltbildung, Fibrillation oder Aufwölbung des 

hyalinen Knorpels sowie ein Implantatüberstand vorgenommen. Bei mehreren Präparaten 

stellte sich ein exzentrischer Knorpelschnitt im 2. Quadranten dar, welcher durch den 

Knorpelschneider induziert wurde. Bedingt war diese Verletzung durch das Design des 

Knorpelschneiders, wodurch ein Fehlschnitt im 2. Quadranten provoziert worden war. In 

zukünftigen Studien muss das Design überdacht werden, um eine zusätzliche Verletzung des 

Knorpels zu vermeiden. Die Integration des Implantats war in allen Quadranten komplett oder 

wurde mit einem Spalt < 1mm bewertet. Die Spaltbildung war entweder durch eine zu tiefe 

Implantation oder durch ein Missverhältnis zwischen Gelenkkurvatur und 

Oberflächenkrümmung der Implantatkappe bedingt. Eine zu tiefe Implantation beeinflusste die 

Implantatintegration und makroskopische Beurteilung negativ, was zur Folge hatte, dass die 

umliegenden cartilaginären Strukturen aufgewölbt waren. Es bildete sich ein Spalt zwischen 

Implantat und Gewebe. Diese Reaktionen des hyalinen Knorpels konnten auch in Studien, die 

das Einheilverhalten von regenerativen Implantaten untersuchten, beobachtet werden (Jansen 

2009). Nur ein Tier in Gruppe 1 bildet die Ausnahme. Die Spaltbildung war > 1mm und 

erreichte signifikant weniger Punkte als die Gruppe 2. In diesem Fall war die niedrige Wertung 

auch durch einen starken Implantatüberstand bedingt. Allein durch die makroskopische 

Bewertung konnten keine ausreichenden Aussagen über das Einheilverhalten der Implantate 

und das Verhalten des umliegenden Gewebes auf die Implantatbeschichtung getroffen werden 

(Jansen 2009). Zukünftig sollte der standardisierte Vorgang zur Ermittlung der Bohrtiefe 

optimiert werden, um eine exakte Implantattiefe zu gewährleisten. 
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5.7.2 Histologie 

Der Fokus der Studie lag auf der HA-Beschichtung mit verschiedenen 

Oberflächenstrukturierungen und der Reaktion des umliegenden Gewebes. Hydroxylapatit wird 

häufig zur Beschichtung von Endoprothesen genutzt und ist aufgrund eines 

knochenneubildenden Effekts in der Chirurgie etabliert (Schmidmaier et al. 2002; Groot et al. 

1987; Søballe et al. 1992). In dieser Studie übten die unterschiedlichen 

Oberflächenstrukturierungen der HA-Beschichtung einen positiven Effekt nicht nur auf das 

ossäre Gewebe, sondern auch auf das chondrale Gewebe aus. Dieser bisher nicht beschriebene 

Effekt war in der deskriptiven Histologie darstellbar und in der Histomorphometrie anhand der 

Länge der Gewebegrenzen messbar. Der hyaline Knorpel im direkten Implantatkontakt stellte 

sich überwiegend in der Gruppe 3 in der deskriptiven Beurteilung entfärbt, hypozellulär und 

mit Clustern dar. Dies begründet sich zum einem durch die fehlende Beschichtung auf der 

Implantatkappe und zum anderem durch den iatrogenen Defekt. Das Trauma führte zu 

Störungen im Knorpelmetabolisums. Dies wurde in der vorliegenden Studie geplant, da 

hierdurch ein realer Defekt nachgeahmt wurde. In dieser Studie wurden geringe Veränderungen 

im hyalinen Knorpel akzeptiert. Punktabzüge fanden sich bei fehlendem Kontakt zum Implantat 

(Spaltbildung) oder Anzeichen einer starken Degeneration des hyalinen Knorpels. Hierzu 

zählten ein vermehrtes Auftreten von Chondrozytenclustern, keine Anfärbung des hyalinen 

Knorpels, deutliche Hyperzellularität bis Azellularität oder strukturelle Veränderungen der 

Oberfläche (Convery et al. 1972a). 

In den beschichteten Gruppen 1 und 2 konnte in nahezu allen Präparaten ein enger Kontakt 

ohne Spaltbildung zwischen ossärem Gewebe/ kalzifiziertem Knorpel und dem Implantat 

beobachtet werden. Entlang des Pins und Kappenunterseite bildete sich eine feste 

Trabekelstruktur nach 3 Monaten Standzeit aus. In der deskriptiven Histologie der 

Paraffinschnitten wurden vermehrt Osteozyten und Osteoblasten im ossären Gewebe 

vorgefunden, welche für eine Knochenumbildung (Bone Remodeling) sprachen (Frost et. al 

1969; Swieszkowski et al. 2007). Somit bestätigt die Studie, dass die Oberfläche der HA-

Beschichtung eine sehr gute Kontaktfläche für das umliegende ossäre Gewebe bietet (Moroni 

et al. 1994). Entscheidend für die Stabilität des Implantats im Implantatlager stellt sich auch die 

kalzifizierte Knorpelamelle dar. Es stellte sich in der Studie heraus, dass eine intakte Lamelle 

eine entscheidende Rolle für den Verlauf der Einheilung spielt. Besteht ein fester Kontakt 

zwischen Implantat und kalzifizierten Knorpel, wird ein Einstrom von Gelenkflüssigkeit 

verhindert und die darunterliegenden Gewebe geschützt. Zusätzlich bleiben die 
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biomechanischen Eigenschaften des subchondralen Knochen, wie die Vaskularisation und 

Funktion eines Stoßdämpfers (Imhoff et al. 2000; Gomoll et al. 2010) erhalten. Entscheidend 

ist hierfür nicht nur die Beschichtung, sondern auch die Implantationsrichtung/-tiefe. Eine 

falsche Implantationstiefe führt dazu, dass zum einen die Gelenkkurvatur nicht exakt 

nachgebildet wird und zum anderen fehlt der Kontakt zum umliegenden Gewebe. Gerade bei 

einer zu tiefen Implantation konnte ein exakter Anschluss an die kalzifizierte Knorpellamelle 

nicht erfolgen. Die Folge daraus ist ein vermehrter Einstrom von Gelenkflüssigkeit und dem 

Cartilage Flow Phänomen im Randbereich (Jackson et al. 2001). Dies scheint ein mechanisch 

induziertes Phänomen zu sein, das zur Verminderung der Defektgröße beiträgt (Bruns et al. 

1997). Des Weiteren zeigten die Präparate, bei denen die Implantation zu tief oder zu hoch war, 

in der deskriptiven Histologie einen höheren Anteil an Fibrozyten im Bereich der Seitenkappen. 

Dies ist ein Hinweis dafür, dass kein Kontakt zum ossären Gewebe innerhalb der 

Einheilungsphase gegeben war. Es hat sich dabei ein mechanisch belastbares Bindegewebe 

ausgebildet. In einem Präparat der Gruppe 2 stellte sich ein starker Gelenkflüssigkeitseinbruch 

mit umliegenden nekrotischen Knochengewebe dar. Dieser Verlauf spricht für diese 

zerstörende Kraft der eindringenden Synovialflüssigkeit. Die Vaskularisation im ossären 

Gewebe, welcher Grundvoraussetzung für die Remodelingprozesse des Knochens ist, wird 

dadurch gestört (Swieszkowski et al. 2007).  

Die histomorphometrische Auswertung zeigte ebenfalls, dass der überwiegende Anteil an 

ossärem Gewebe dem Implantat anlag. Dies erklärte sich zum einem durch die anatomischen 

Gegebenheiten und war somit zu erwarten. Zum anderem reichte der Anteil an gemessener 

Kontaktfläche von Bindegewebe zum Implantat von 0-70%. Der höchste Wert wurde bei einem 

Tier der Gruppe 2 gemessen, das an den seitlichen Kappenrändern keinen ossären Kontakt zum 

Implantat aufwies. In diesem Präparat sind eine Instabilität und ein schrittweiser Ersatz durch 

Bindegewebe denkbar. Bei den Präparaten, die einen ossären Kontakt mit dem Implantat 

zeigten, lag immer ein gewisser Anteil an Bindegewebe zwischen den Knochentrabekeln. Dies 

ist charakteristisch für den subchondralen Bälkchenknochen und essentiell für die Absorption 

von Stößen sowie für die ossäre Versorgung (Imhoff et al. 2000). Die histomorphometrische 

Auswertung zeigte signifikant weniger Leerfläche in Gruppe 1 (raue HA-Beschichtung) als in 

Gruppe 3 (unbeschichtetes Implantat). Dies war auf die geringere Spaltbildung zwischen 

beschichtetem Implantat und umliegenden Gewebe zurückzuführen. In den Gruppen 1 und 2 

wurde mehr Kontaktfläche zum hyalinen und kalzifizierten Knorpel, mineralisierten Knochen 

und weniger Leerfläche gemessen. Eine statistische Signifikanz zwischen den Beschichtungen 
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in den einzelnen Parametern konnte nicht vorgefunden werden. Hingegen stellte sich bei einem 

Vergleich zwischen Gruppe 3 und den zusammengefassten Gruppen 1+2 eine statistische 

Signifikanz im Parameter Leerfläche heraus. Somit konnte die eingangs aufgestellte Hypothese 

bestätigt werden. Alle anderen Ergebnisse unterschieden sich nicht oder nur tendenziell. In 

zukünftigen Studien sollten diese Tendenzen durch eine größere Probenzahl weiter untersucht 

und in ihrer Aussagekraft verifiziert werden. 
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5.7.3 Modifizierter Score Dünnschliffpräparate 

Die Auswertung der einzelnen Parameter wurde mit Hilfe eines modifizierten Scores in 

Anlehnung an O´Driscoll (O'Driscoll et al. 1988) und dem Visual-Histological-Score (Mainil-

Varlet et al. 2010; Mainil-Varlet et al. 2003) durchgeführt. Die Modifikation wurde auf die 

Besonderheiten des Studiendesigns und des Implantats angepasst. Beurteilt wurden neben dem 

Gesamteindruck auch die Implantatintegrität und die Qualität (Zellularität, Anfärbbarkeit und 

Zellverteilung) des umliegenden Gewebes, mit besonderem Augenmerk auf die Vitalität des 

hyalinen Knorpels und die Kontaktflächen des Implantates zum umliegenden Gewebetyp 

(hyaliner Knorpel, kalzifizierter Knorpel, subchondraler Knochen).  

Die Punkteverteilung für die einzelnen Kriterien und der Gesamtscoresumme waren in allen 3 

Gruppen annähernd gleich. Dieses Ergebnis spricht für das Implantatdesign, welches durch 

seine Form eine gute Integration, ein gutes Einheilverhalten und damit eine homogene 

Punkteverteilung begünstigt. Die Gruppe 2 zeigt tendenziell eine höhere Punktzahl im 

Kriterium Abwesenheit degenerativer Veränderungen im Vergleich zu Gruppe 3. Die Präparate 

der Gruppe 2 zeigten sowohl im chondralen als auch im ossären Gewebe ein stabiles Implantat 

Interface, was für ein gutes Einheilverhalten spricht. Wie bereits in anderen Studien bestätigt, 

übt auch in dieser Studie die HA-Beschichtung durch die Oberflächenstruktur einen 

osteoinduktiven Effekt aus (Gunther, et al. 1998). Ist durch eine ideale Implantationstiefe der 

direkte Kontakt zum umliegenden Gewebe gegeben, so wird die Anheftung des subchondralen 

Knochens und der kalzifizierten Knorpellamelle durch die Oberflächenstrukturierung 

begünstigt. Dies hatte wiederum die Folge, dass der hyaline Knorpel weiterhin den 

Druckbelastungen standhalten konnte und somit geringere Degenerationsanzeichen aufwies. In 

dieser Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Implantatbeschichtung das subchondrale 

Gewebe intakt blieb und dadurch die Vitalität des Knorpels begünstigt wird. Dafür spricht die 

tendenziell bessere Knorpelqualität der Gruppe 2 verglichen mit Gruppe 3. In der Gruppe 2 

wurde somit der positive Effekt der Beschichtung auf den hyalinen Knorpel histologisch durch 

geringere degenerative Veränderungen im hyalinen Knorpel (weniger Risse, Clusterbildung 

und Entfärbung) nachgewiesen. Es zeigte sich jedoch in der Scorebewertung keine statistische 

Signifikanz. In zukünftigen Studien sollte diese Tendenz der Gruppe 2 mit größeren 

Versuchsgruppen validiert oder auch negiert werden. 
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5.7.4 Immunhistologie 

In der immunhistologischen Untersuchung zeigte sich eine homogene Markierung des hyalinen 

Knorpels. Daraus konnte in der vorliegenden Studie die geringe Degeneration des hyalinen 

Knorpels nach 3 Monaten Einheilzeit dargestellt werden. Ein hoher Kollagen-II-Gehalt gibt 

Aufschluss über die Vitalität des hyalinen Knorpels (Rudert 2002). Dabei schnitten im Score 

nach Rudert die Präparate der beschichteten Gruppen 1 und 2 geringfügig, jedoch nicht 

signifikant besser ab, als die Gruppe mit den unbeschichteten Implantaten. Der Score von 

Rudert konnte gut angewendet werden. Ein Nachteil des semiquantitativen Scores bestand in 

der Ungenauigkeit und in der begrenzten Möglichkeit an Abstufungen. Bei sogenannten 

Grenzfällen könnten zwischen den Untersuchern die Bewertungen des Scores differieren. 

Besonders bei den immunhistologischen Präparaten bestand ein höherer Anteil an sogenannten 

Grenzfällen. Dabei könnten einige Präparate schlechter bzw. besser abgeschnitten haben. In der 

Gesamtheit konnte ein Zusammenhang zwischen Implantatkontakt und hyalinen Knorpel 

vermutet werden. Bestand kein Kontakt zwischen Implantat und umliegenden Gewebe, zeigte 

sich die jeweilige Seite deutlich geringer mit α-Kollagen II markiert. Des Weiteren wurden in 

der α-Kollagen II Markierung kleine Knorpelinseln im ossären Gewebe markiert. Dies bestätigt 

wiederum den bereits histologisch nachgewiesenen Umbauprozess (Bone Remodeling) im 

ossären Gewebe (Swieszkowski et al. 2007; Imhoff et al. 2000). 
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5.8 Schlussfolgerung 

Die Studie ermöglicht, eine Aussage über das Einheilverhalten eines metallischen Implantats 

mit differierenden Oberflächenbeschichtungen in einen osteochondralen Defekt zu treffen. Die 

eingangs aufgestellte Hypothese, dass alle Implantattypen ein gutes bis sehr gutes 

Einheilverhalten in den subchondralen Knochen zeigten, hat sich bestätigt. Die zweite 

Hypothese, dass die Integration in den umliegenden Gelenkknorpel am besten bei der rauen 

HA-Beschichtung, weniger gut als bei der glatte HA-Beschichtung und am schlechtesten bei 

dem reinen Titanimplantat ist, konnte zum Teil bestätigt werden.  

Es stellte sich in der Studie heraus, dass die Implantationstiefe, der Erhalt der kalzifizierten 

Knorpellamelle, ein vitaler subchondrale Knochen und die Hydroxylapatit-Beschichtung, 

unabhängig von der Rauigkeit, essentiell für eine gute Einheilung waren. Ein Zusammenspiel 

dieser Faktoren begünstigt und erhält weitestgehend die Vitalität des darüberliegenden hyalinen 

Knorpels. Auch in den histologischen Untersuchungen stellten sich deutlich weniger 

Clusterbildungen und eine gute bis sehr gute Anfärbbarkeit im hyalinen Knorpel dar. 

Die Hydroxylapatit-Beschichtung spielte als direktes Bindeglied zwischen metallischen 

Implantat und umliegenden Gewebe die entscheidende Rolle. Dies konnte sowohl in der 

histomorphometrischen Messung der Kontaktflächen in Millimetern als auch in der 

deskriptiven Histologie nachgewiesen werden.  

Die Hydroxylapatitbeschichtung des Episealers® übte somit einen positiven Effekt auf die 

Integration und Einheilverhalten in das umliegende Gewebe aus. In Folgestudien am Schaf 

sollte die Anpassung an die individuelle Gelenkurvatur und die operative Installation des 

Episealers® optimiert werden. 
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6 Zusammenfassung 

Die Verletzungen des hyalinen Knorpels, ob traumatisch oder degenerativ bedingt, gehen für 

den Patienten immer mit Schmerzen, einer Bewegungseinschränkung und einer Minderung der 

Lebensqualität einher. Es stehen zwar eine Vielzahl von nicht invasiven und invasiven 

Methoden zur Verfügung, jedoch ist nicht jede Therapiemethode für alle chondralen Läsionen 

geeignet. Die Therapie hängt vom Alter der Patienten und auch von der Art und Lokalisation 

der Läsion ab. Bleibt die Läsion lange Zeit unbemerkt, führt dies immer zu einer Degeneration 

des hyalinen Gelenkknorpels und mündet in einer Osteoarthrose (Spahn et al. 2015). Bis zum 

heutigen Zeitpunkt ist es weder klinisch noch experimentell gelungen, den hyalinen Knorpel 

anatomisch, histologisch und biomechanisch wiederherzustellen. 

Ziel dieser Arbeit war es, das ossäre und chondrale Einheilverhalten eines metallischen 

Implantats (Episealer®) im Hinblick auf die unterschiedlichen Beschichtungen (raue HA-

Beschichtung und glatte HA-Beschichtung) zu untersuchen. Das Ausmaß der Reaktion nach 

der Implantation im osteochondralen Defekt wurde mittels histologischer, immunhistologischer 

und histomorphometrischer Parameter evaluiert. 

Bei 24 weiblichen Merinomix-Schafen wurde auf dem medialen Condylus ossis femoris des 

rechten Knies ein osteochondraler Defekt gesetzt und durch die Press-Fit-Implantation des 

Episealers® abschlossen. Bei der Gruppe 1 wurde ein Episealer® mit einer rauen HA-

Beschichtung implantiert. Die Tiere der Gruppe 2 erhielten ein Episealer® mit einer glatten 

HA-Beschichtung. Diesen Gruppen wurden die Tiere der Gruppe 3 ohne Beschichtung 

gegenübergestellt. Die postoperative Heilungsdauer betrug 3 Monate. Nach der Euthanasie 

wurde der Femur entnommen und makroskopisch, immunhistochemisch, histologischen und 

histomorphometrisch untersucht und beurteilt. 

Unsere Untersuchungen konnten beweisen, dass die beschichteten Implantate einen 

kontinuierlichen Kontakt zum mineralisierten Knorpel aufwiesen als die unbeschichteten 

Implantate. Daraus resultierten eine geringere Spaltbildung und eine geringere Leerfläche 

zwischen Implantat und umliegenden Gewebe.  
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  Zusammenfassung 

Die Hypothese dieser Studie konnte zum Teil bestätigen werden. Die Beschichtung verstärkt 

den Kontakt zwischen mineralisierten Knorpel und metallischen Implantat und schützt die 

darunterliegenden ossären Strukturen vor der Gelenkflüssigkeit. Dieser Schutz ist wesentlich, 

um eine vorzeitige Knochenresorption zu verhindern. Die abdichtende Wirkung des Implantats 

durch die feste Verankerung zum mineralisierten Knorpel und dem Schutz darunterliegenden 

ossären Gewebes, ist ein vielversprechendes Ergebnis dieser Studie. Die feste Verbindung wird 

auf längere Sicht gesehen zu einer besseren subchondralen Knochenqualität führen, was 

wiederum die Qualität des darüberliegenden Knorpels positiv beeinflusst. Diesen Mechanismus 

konnte im Rahmen dieser Studie noch nicht geklärt werden. Zukünftige Langzeitstudien 

könnten diesen Unterschied weiter herausstellen. 
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7 Summary 

Histological analysis of the bone and cartilage healing process of a metallic implant in an 

osteochondral defect 

The aim of this study was to investigate cartilage and bone healing potential of a palliative 

osteoarthrosis implant with Hydroxyapatite-coatings in a locally defined osteochondral defect. 

The hypothesis was that chondrointegration of the implant can be improved by a HA coating 

and enhance the overall-healing outcome. A standardized osteochondral defect was induced in 

24 female Merinomix shep on the medial femoral condyle of the right knee joint and three 

different metallic implant types were inserted in 8 animals/each: an uncoated implant, implants 

with 2 HA-coatings (rough, smooth). After 3 months, the animals were sacrificed and the tissue-

implant contact was analyzed histological, histomorphometrical and immunohistochemical. 

Histological evaluation of the cartilage and bone tissue was carried out after embedding in 

PMMA (with implant) or Paraffin (without implant) and stainging with giemsa or toluidinblue. 

Histomorphometrical analysis measured the occurrence of tissue types at the implant border. 

The results of the study showed a significant better contact to the adjacent bony/chondral tissue 

in the groups with coated implants compared to the group of the uncoated implants. This was 

proven histomorphometrically by a lesser gap formation and less space between the implants 

and the surrounding tissue. As hypothesized, the coated implants showed a better 

chondrointegration in the mineralized cartilage and subsequently lesser gap formation. This 

resulted in an improved attachment of hyaline cartilage and prevented the underlying bone from 

contact with the aggressive synovial fluid. Through the firm contact of the tissue surfaces with 

the coating, a gap formation and subsequent loosening of the implant is prevented. Sealing 

against the aggressive synovial fluid is possible after a 3-months healing period.  

The sealing effect of the attached mineralized cartilage and the subsequent preservation of the 

bone stock is a promising finding, even though we were not able to clarify the mechanism 

behind it in the context of this study. In the long run the better contact should result in better 

subchondral bone quality, which again affects the quality of the overlying cartilage positively. 

Future studies with longer healing times could emphasize the differences. Thus, HA-coated 

implants for focal osteoarthritis represent an alternative to relieve pain and prevent further 

damage in osteoarthritic joints. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 

  
 ACT  autologe Chondrozytentransplantation 

  

 bzw.  beziehungsweise 

  

 c  zentral 

  

 d.h.  das heißt 

  

 etc.  etcetera 

 EZM  extrazelluläre Matrix 

  

 Fa. Firma 

  

 HA  Hydroxylapatit 

  

 ICRS  Clinical Cartilage Injury Evaluation System 

  

 MACT  matrixassozierte autologe Chondrozytentransplantation 

 min.  Minuten 

 

 p  Peripherie 

  

 ROI  Region of Interest 

  

 vgl  Vergleich 
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Eine deutliche Spaltbildung (Klammer) zwischen umliegenden Gewebe und der linke 

Implantatkappe (schwarz). Der hyaline Knorpel zeigte eine sehr gute Anfärbbarkeit und 

Zellzulärität (violett) und der darunter liegende kalzifizierter Knorpel (tiefviolett) ist intakt. 

unten rechts: Hyaliner Knorpel der Gelenkflächenseits auf der Implantatkappe aufliegt. Der 

Knorpel zeigt Degenerationsanzeichen in Form von Chondrozytenclustern (Pfeilköpfe), eine 

Hypo-/Azellularität (Stern) und einer schlechten Anfärbbarkeit (schwarze Pfeile), d.h. die 

Knorpelmatrix zeigt eine schwache violette Färbung statt einem intensiven Violett (vgl. Bild 
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Abbildung 31:  Darstellung der Leerfläche in den Gruppen (beschichtet (n=16) vs. 

unbeschichtet (n=7)). Der Median bei den beschichteten Gruppen ist 0 (0/1,5 Min/Max) und 

deutlich niedriger als in der unbeschichteten Gruppe mit 0,65 (0/2 Min/Max). Dieser Vergleich 

zwischen den Beschichtungen (Gruppe 1+2 zu Gruppe 3) zeigte, dass die unbeschichteten 
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Implantate signifikant weniger Kontaktfläche zum umliegenden Gewebe aufwiesen als die 

beschichteten Implantate. (Sternchen* sind Extremwerte) ...................................................... 76 

Abbildung 32: Auswertung der immunhistologischen Färbungen mittels Score nach Rudert 

(Rudert 2000). Dargestellt ist der Vergleich der Mittelwerte  zwischen den 3 Gruppen. Die 
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Signifikanz. .............................................................................................................................. 78 
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