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3 Ergebnisse
3.1 Osteochondrale Biphasen ohne PGLA-Vlies

3.1.1 7 Tage Liegezeit

3.1.1.1 Makroskopie

Nach der Explantation war die ursprungliche Zellschicht als milchig glanzende
Schicht erkennbar (Abb. 9). Makroskopisch ist bei den gefarbten Schnitten an
keinem der Praparate dieser Liegezeit eine Knorpelschicht erkennbar. Allerdings
sieht man oft schon ohne zu Hilfenahme des Mikroskops Risse im Zement. Die Risse
sind dabei in den von Kossa und Paragon Praparaten dunkel angefarbt. Die
oberflachlichen Schichten des Quaders sind starker gefarbt. Meistens ist der
Zementblock glatt begrenzt, es gibt jedoch auch Praparate mit einer sehr
unregelmaligen Oberflache. Die Haut der Nacktmaus umschliel3t bei den meisten
Implantaten Uber die Halfte der Oberflache, da sie zusammen mit dem Implantat
entfernt wurde, dem sie anhaftete. Bei einem Teil der Praparate erkennt man ohne
Mikroskop eine dunne fibrése Schicht, die kraftig gefarbt ist und sich von der Haut

ausgehend um das Implantat legt.

3.1.1.2 Lichtmikroskopie

Mikroskopisch ist Uberwiegend eine diinne Zellschicht auf der mit Zellen beimpften
Seite des Zements zu erkennen. Diese ist durchschnittlich 5 Zelllagen dick, wird aber
zum Rand hin dunner. Die Grundsubstanz um die Zellen ist wechselnd dicht und
somit unterschiedlich angefarbt. Es zeigt sich Metachromasie und vereinzelt sind
knorpeltypische Zellhéfe um die Zellen zu erkennen. Es gibt aber auch ein Praparat
mit sehr wenig angefarbter Grundsubstanz und wenig Metachromasie der
extrazellularen Matrix. Die Dichte der Zellen in der Schicht mit knorpelahnlicher
Morphologie schwankt von gering bis mittelgradig. Die Morphologie der Zellen ist
innerhalb dieser Schicht nicht homogen. Die Zellen sind teils stark entrundet und
weisen nur schwach gefarbte Zellkerne auf. Die Zellen sind oval bis spindelig und in

eine metachromatischen Grundsubstanz eingebettet, wobei sie ein Fibrozyten
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ahnliches Aussehen annehmen. Im Zytoplasma sind Granula erkennbar und
Zellteilungen sichtbar. Ebenso sind vereinzelt Zellen mit stark entrundeten und
geschrumpften Zellkernen zu sehen. Zudem ist das Zellplasma nur sehr schwach
gefarbt. Diese Morphologie weist auf untergegangen Zellen hin. Die Schicht mit
Knorpelzellen in direktem Kontakt mit dem Knochenersatzmaterial (,Knochen-
Knorpel-Interface®) ist ebenso uneinheitlich. Die Oberflache der Zellen, die Zellkern-
Zellplasma-Relation, die Zelldichte und das Verteilungsmuster der Zellen schwanken
innerhalb der Knorpelschicht. Zellen in der Nahe der Zementoberflache zeigen eine
intensivere Farbung ihrer extrazellularen Substanz (Abb. 10). Eine Kalzifizierung
zwischen diesen Zellen ist aber nicht erkennbar. An Bruchsticken des Zements

lagern sich ebenfalls knorpelige Zellen an (Abb. 11).

Die Unterschiede in der Struktur des Knochenzements zwischen den einzelnen
Praparaten fallen geringer aus als die Unterschiede bezuglich Knorpelbeschaffenheit
und Infiltration. Wie makroskopisch schon sichtbar, sind auch im Mikroskop viele
Risse in dem Material erkennbar. Man kann allerdings zwischen alten Rissen, die bei
der Verarbeitung, dem Aushartungsprozess und wahrend des Versuchs entstanden
sind und zwischen Fixationsrissen und Artefakten, die wahrend der histologischen
Aufarbeitung entstanden sind, unterscheiden. Alte Risse sind aufgrund der
Anfarbbarkeit in der von Kossa und Paragon Farbung erkennbar. Man erkennt in
dieser Farbung aullerdem sehr dunkel bis schwarz angefarbte Randbereiche des
Zements. Diese kommen vermehrt an dem Zement-Knorpel-Interface als auch am
Zement-Haut-Interface vor. Auffallend sind viele Hohlraume im Zement, die teils wie
Luftblasen oder Artefakte durch Schrumpfung erscheinen (Abb. 12).

Die Haut in der Umgebung der Implantate ist in allen Praparaten erhalten. Man
erkennt dichte Haarfollikel und die glatte Muskulatur in der Haut, sowie Talgdriusen
und subkutanes Fettgewebe mit BlutgefalRen. Das elastische Bindegewebe der Haut
ist in beiden Farbungen zu erkennen. An der Unterseite der Haut in Richtung des
Knochenzements ist in allen Praparaten eine Schicht aus Fibrozyten zu erkennen,
die sehr dicht angeordnet sind. Dieses Narbengewebe Uberzieht von der Haut

ausgehend das Implantat in den meisten Praparaten bis Uber die Schicht des
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artifiziellen Knorpels. In einem Praparat sind Blutgefalle Uber der Knorpelschicht
sichtbar. Ansonsten sind in der Uberwiegenden Anzahl der Praparate Blutgefalde am
Rand des Implantats sichtbar, sowie Infiltrate mit Mastzellen und Leukozyten. An den
Seiten des Implantats finden sich gehauft Bereiche, in denen Zellen mit einer
knorpeligen Differenzierung vorhanden sind. Diese Zellen sind meist gruppiert und
imponieren als vereinzelte Zellinseln. Die Grundsubstanz zeigt Metachromasie.

Diese Zellen liegen stets unterhalb der beschriebenen Fibrozytenschicht (Abb. 13).

3.1.2 14 Tage Liegezeit

3.1.2.1 Makroskopie

Wie nach 7 Tagen, lasst sich bei der Implantatentnahme nach 14 Tagen eine
knorpelahnliche Schicht auf einer Seite des Implantates erkennen. Sie ist homogen,
milchig glanzend und ohne Risse. Der Knochenzement ist in seiner Struktur und
Form erhalten und zeigt keine gro3en Risse oder Spalten. Die bei allen Implantaten

mitentfernte Haut zeigt sich unauffallig.

3.1.2.2 Lichtmikroskopie

In allen Praparaten ist eine sich metachromatisch anfarbbare Schicht an der
Oberseite der Implantate erkennbar. Es ist eine mittlere bis hohe Dichte der Zellen in
dieser Schicht zu sehen. Die Hohe dieser Schicht ist allerdings sehr unterschiedlich
und reicht von zwei bis drei, bis hin zu zehn Schichten. Es zeigt sich also ein
schichtartiger Aufbau mit parallel zur Oberflache angeordneten Zellen.
Ausbuchtungen und UnregelmaRigkeiten an der Oberflache des Knochenzements
sind mit Zellen ausgefullt. Zum Rand hin nimmt die Dicke der Knorpelschicht ab und
die Zelldichte sinkt ebenso. Bei allen Implantaten finden sich aufl3erhalb von der
urspringlichen Chondrozytenschicht separierte Zellen, die ein ahnliches
morphologisches Bild zeigen, wie die Zellen in der oben genannten Schicht. In allen
Praparaten ist extrazellulare Matrix in der urspringlichen Knorpelphase vorhanden
und angefarbt. Die Morphologie der Zellen ist aber wie nach 7 Tagen uneinheitlich

(Abb. 14). Die Zellen sind teilweise entrundet. Ein groRer Teil der Zellkerne ist nicht
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rund und sehr polymorph. Vereinzelt zeigen sich Zellteilungen und es sind
Chondrone zu sehen. Es gibt jedoch auch Praparate mit Zellen, deren Aussehen
knorpeltypisch ist und deren Morphologie sehr homogen ist. Es sind nirgends
Verkalkungszeichen der Zellen erkennbar und Fibrozyten in der Knorpelschicht sind
nur in einem Praparat in geringer Zahl zu sehen. In einem Praparat zeigt sich eine
Infiltration von Makrophagen. In allen weiteren sind keine oder nur sehr geringe

Infiltrationen von Entzindungszellen ersichtlich.

Im Gegensatz zu 7 Tagen sind in nur einem Implantat in der von Kossa und Paragon
Farbung Zeichen von Auslaugung zu erkennen. Man findet einen dunkler
angefarbten Bereich des Zements an der Seite, die mit Zellen beimpft worden war. In
allen Praparaten zeigen sich Risse, in einem ein Langsriss quer zur Oberflache.
Zudem ist das Knochen-Knorpel-Interface nicht plan, es weist Uberall Ausbuchtungen
und feine Unebenheiten auf. Die Haut zeigt keine besonderen Veranderungen im
Vergleich zu 7 Tagen. In einem Praparat sieht man auf der Seite der Haut eine 5
Zellen hohe knorpelahnliche Schicht. In einem anderen ist eine Kapillarisierung
sichtbar (Abb. 15).

3.1.3 28 Tage Liegezeit

3.1.3.1 Makroskopie

Bei Implantatentnahme zeigt sich wiederum ein strukturell erhaltener Zementquader
mit einer aufgelagerten milchigen, dem nativen Gelenkknorpel ahnlichen Schicht. Auf
den gefarbten Sageschnitten erkennt man ohne Zuhilfenahme des Mikroskops in
einem Teil der Praparate eine Knorpelschicht. In der Uberzahl féllt dabei ein
brichiger Knochenzement auf. Zum Teil sind Auslaugungszeichen sichtbar. Die
Farbeldsung ist allerdings nicht gleichmaRig in die zu farbenden Strukturen penetriert
und die Transplantate erscheinen dadurch oft inhomogen. An der Haut waren keine

Unregelmaligkeiten bei der Explantation ersichtlich.
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3.1.3.2 Lichtmikroskopie

Analog zu den vorangegangen Liegezeiten zeigt sich in den unterschiedlichen
Mausen auch ein ungleiches histologisches Bild. Zum einen finden sich Praparate
mit gleichmaRig angeordneten knorpelahnlichen Zellen in einer relativ hohen Schicht
von 10-20 Zellen und einer mittleren Zelldichte. Es gibt aber auch Implantate mit
deutlich weniger als 10 Zellschichten und geringer Zelldichte. In allen Praparaten
erkennt man angefarbte interterritoriale Substanz. Diese kann aber selbst in einem
Implantat differieren und sich unterschiedlich darstellen. Die Zellen haben eine
rundlich ovale bis flach spindelige Form, die Fibrozyten ahnlich ist. Man erkennt
abgestorbene Zellen und Zellen, bei denen der Kern ungefarbt bleibt. Die
uberwiegende Zahl der Zellen stellt sich dennoch als vital dar. Die Abgrenzung
zwischen Chondrozyten und Fibrozyten ist schwierig, da sie teils sehr dicht
benachbart sind (Abb. 16). Verkalkungszeichen lassen sich nirgendwo finden. Im
Interface zwischen Zement und Knorpel zeigt sich ein enger Kontakt zwischen den
Zellen und dem Zement und man erkennt Chondrone (Abb. 17). Die Zellen und die
interterritoriale Substanz sind gerade in diesem Bereich sehr intensiv angefarbt.
Trotzdem ist die Morphologie der Zellen gréfdtenteils nicht knorpeltypisch. In keinem
Schnitt sind Entzindungszellen innerhalb der Knorpelphase zu sehen. Teilweise
sieht man Gefalde oberhalb der Knorpelphase (Abb. 18). Es findet sich wiederum

uberall eine bindegewebsartige Kapsel, die die Implantate einhdllt.

Wie makroskopisch schon ersichtlich, weist der Knochenzement strukturell keine
Veranderungen auf. Es finden sich nur in einem Praparat Auslaugungszeichen, die
an der Hautseite sichtbar sind. Die Haut weist Uberall dichte Haarfollikel auf und ist
dicht kapillarisiert. Es finden sich vereinzelt Entziindungszellen im Gewebe um das
Implantat. In einem Praparat finden sich wiederum knorpelahnliche Zellen rings um

den gesamten Zementblock.
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3.1.4 84 Tage Liegezeit

3.1.4.1 Makroskopie

Ohne VergrofRRerung fallt in mehreren histologischen Schnitten eine prominente
Schicht auf dem Zement auf. Man erkennt eine Wolbung dieser Schicht mit dem
Maximum in der Mitte des Objekts. Der Block ist zumeist glatt begrenzt und weist nur
in wenigen Praparaten bruchige Bereiche auf. Haufig sieht man feine Haarrisse. In
den von Kossa und Paragon Farbungen sieht man schwarze Bereiche, die fur
Auslaugung sprechen. Die Haut zeigt sich Uberwiegend dinner als in den vorherigen

Liegezeiten.

3.1.4.2 Lichtmikroskopie

In nahezu allen Praparaten ist, im Vergleich zu den anderen Liegezeiten, eine sehr
dicke Schicht von neuem Knorpel erkennbar. Die Bereiche zwischen den Zellen sind
zum Teil kraftig angefarbt. Uberall erkennt man einen schichtférmigen Aufbau und
die Zellanordnung und Morphologie differieren in Abhangigkeit vom Abstand zu dem
Knochenzement. Nur selten erkennt man Knorpelzellen, die in Chondronen
angeordnet sind. Metachromatische Bereiche finden sich allerdings nur wenige in der
Giemsa Farbung. Die Morphologie der Zellen in der Knorpelschicht ist wiederum sehr
uneinheitlich. Es finden sich zwar rundliche Zellen, meist ist deren Zellkern aber
schwach gefarbt und diese Zellen sind groRer als die anderen. Die Uberzahl der
Zellen ist oval bis spindelféormig. Die Zellkerne finden sich oft entrundet und
pyknotisch vor. Zudem finden sich in einem Teil Zellen mit gelappten Kernen, was
auf eine Infiltration von Leukozyten hindeutet. Direkt im Interface finden sich gehauft
fibrozytenahnliche Zellen (Abb. 19). Die Morphologie schwankt sehr stark, man findet
abgestorbene Zellen und Leukozyten in einigen Praparaten und erkennt
uberwiegend einen dichten Kontakt der Zellen zum Zement (Abb. 20). Auffallig ist die

sehr geringe Metachromasie trotz der zum Teil kraftig angefarbten Grundsubstanz.

Der Knochenzement zeigt nach 84 Tagen an der Oberflache eine angegriffene

Struktur und man erkennt an den Randbereichen, die frei von Chondrozyten sind,
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Zellen, die in die Oberflache des Zements penetriert sind und mit dem Material
interagieren (Abb. 21). Der Farbstoff dringt somit in die obersten Schichten des
Zements ein. Risse und Spalten sind in der von Kossa und Paragon Farbung
schwarz, zum Teil erkennt man starke Auslaugungen. Uberwiegend ist die Integritat
erhalten geblieben und nur in einem Praparat erkennt man lose Bruchstiicke des

Zements.

Die Haut ist in einem Teil deutlich atrophiert und man sieht als Reaktion deutlich
weniger Haarfollikel an der dem Knorpel gegenuber liegenden Seite. Zudem ist die
Dicke dann deutlich geringer als zuvor. Die Bindegewebsschicht ist nach wie vor
erhalten, erstreckt sich zumeist auch um das gesamte eingebrachte Material. Gefalie
erkennt man vor allem an der Seite der Implantate. Der Knorpel ist an keiner Stelle
vaskularisiert. Als Ausnahme ist ein Praparat zu nennen, bei dem implantierten
Zellen nicht an der ursprunglichen Seite zu finden sind sondern am Rand. Dort sind
ebenfalls proteinhaltige Exsudate und eine Einsprossung von Kapillaren zu sehen.
Die Substanz zeigt aber kaum metachromatische Bereiche und die Zellmorphologie
ist nicht knorpelahnlich. Zudem findet man viele untergegangene Zellen und
Leukozyten (Abb. 22).

3.2 Osteochondrale Biphasen mit PGLA-Vlies
3.21 7 Tage Liegezeit

3.2.1.1 Makroskopie

Bei der Praparation wurde die Haut zumeist nicht von dem Zementblock geldst und
kann damit histologisch befundet werden. Bei allen Praparaten ist makroskopisch
immer das PGLA Vlies erkennbar, jedoch ist die Dicke der Knorpelzellschicht nur
schwer einzuschatzen. Je nach Praparation kann man makroskopisch eine teilweise
bis vollstandig erhaltene Hautschicht erkennen, die die Unterseite des Zements
umgibt. Dabei ist eine unterschiedliche Anfarbbarkeit im von Kossa und Paragon
Praparat zu erkennen. Die Ober- und Unterseiten des Zements sind teilweise

kraftiger angefarbt. Auch sind Lufteinschlisse erkennbar. Das Material erweist sich
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nach der histologischen Aufarbeitung teilweise als sehr brichig.

3.2.1.2 Lichtmikroskopie

Die Knorpelschicht stellt sich in den unterschiedlichen Praparaten sehr heterogen
dar. Die Zelldichte ist sehr gering und an einigen Stellen des Transplantats sind die
Zellen nur vereinzelt zu lokalisieren. Selbst wo sich eine groRRere Dichte zeigt, sieht
man keine Regelmaligkeit der Anordnung, wie bei nativen Chondrozyten. Es finden
sich entrundete und zytoplasmaarme Zellen. Die Zellkerne sind haufig unregelmafdig
und nur gering angefarbt. Es gibt aber auch Praparate in denen die Zellen auf der
Knorpelseite gleichmalig angeordnet sind und in einer mittleren Dichte vorkommen.
Meistens ist interzellulare metachromatische Substanz sichtbar, jedoch stellen sich
die Bereiche zwischen den Zellen oft als nur schwer anfarbbar dar. In der Nahe von
Vliesfasern finden sich aber haufig metachromatische Bereiche (Abb. 23). In vielen
Fallen sind Zellkerne ebenfalls nicht gefarbt. Oft finden sich knorpelahnliche Zellen
nur oberhalb der Vliesschicht. Verkalkungen von Zellen und Fibrozyten innerhalb der
Knorpelschicht fehlen. Nur vereinzelt finden sich Entziindungszellen. Der Bereich mit
Zellen in direktem Kontakt zum Knochenzement ist sehr unregelmallig und die
Zelldichte sehr gering. Bisweilen finden sich in einigen histologischen Schnitten gar
keine Zellen in diesem Bereich. Die Klebestellen (Polydioxanon) der Vliesfasern sind
ebenfalls noch sichtbar. In allen Praparaten ist das Vlies sichtbar, jedoch ist es
unterschiedlich stark abgebaut worden und die Dichte der Fasern bleibt nicht
konstant. Es finden sich auch brichige Fasern. Haufig finden sich Bruchstlicke des
Zements im Niveau der eigentlichen Knorpelschicht. Uberwiegend erweist sich das
Vlies als gut verankert (Abb. 24).

Die Auslaugung des Zements ist iberwiegend gering. Man erkennt im Ubergang zum
Vlies ein bruchiges Material und losgel6ste Zementbestandteile innerhalb des PGLA
Vlieses. Vereinzelt sieht man Lufteinschlisse im Zement. Risse sind von Farbstoff
infiltriert.

Die Haut weist histologisch keine Besonderheiten auf. Zwischen der Haut und der
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Zementoberflache findet sich Uberall eine narbige Schicht. Zumeist erstreckt sich
dieses Reaktionsgewebe um das gesamte Implantat. In den einzelnen Praparaten
zeigen sich dabei unterschiedliche Dicken und Ausbreitungen dieser Schicht. Auch
an den Seiten des Blockes zeigen einige Praparate, dass Zellen unterhalb der
Narbenschicht zu sehen sind. Dabei zeigt sich eine leichte Metachromasie. Oberhalb
des Narbengewebes finden sich lockeres Bindegewebe und Blutgefalle mit zum Teil
zellhaltigen Infiltraten (Abb. 25).

3.2.2 14 Tage Liegezeit

3.2.2.1 Makroskopie

In allen Praparaten ist die Vliesstruktur erhalten und ohne Mikroskop sichtbar.
Allerdings kann man die Dicke der Knorpelschicht nicht einschatzen. Die Struktur des
Zements zeigt sich unverandert. Der Zement an der Hautseite der Praparate ist zum
Teil kraftig angefarbt. Bei einigen Praparaten sieht man Einkerbungen und
Unregelmalligkeiten an der Oberflache im Bereich zwischen Zement und Vlies. In
einem Praparat erkennt man eine kraftig gefarbte Narbenschicht, die das gesamte

Implantat umschliel3t.

3.2.2.2 Lichtmikroskopie

Nur in einem Praparat kommt eine gleichmaRige Verteilung der Zellen im Vlies mit
einer relativ hohen Dichte vor. In den anderen Praparaten stellen sich die Zellen nur
gering verteilt in der Vliesschicht dar und sind meist oberhalb des Vlieses in einer
dinnen Schicht zu finden. Dort sind die Zellen aber nicht gleichmalRlig verteilt,
sondern finden sich gruppiert oder nur in bestimmten Bereichen. Die Zellen zeigen
selten knorpelahnliche Formen. Es finden sich Uberwiegend fibrozytenahnliche
Zellen und Zellen mit kleinen Kernen und einer unregelmafigen Oberflache. Selten
sind Zellen mit einem metachromatischen Zellhof zu finden. Die Zahl der Fibrozyten
Ubersteigt in einigen Praparaten die Zahl der Zellen mit einer knorpeligen
Differenzierung. Der Kontaktbereich zwischen Zellschicht und Zement ist zellarm,

grolitenteils ist die Zelldichte sehr gering und abschnittsweise fehlen Zellen. Es
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finden sich zum Teil losgeléste Fasern und Bruchstlicke zwischen den Vliesfasern.
Das Vlies ist nur in der Halfte der Praparate gut verankert, in einem Fall ist es
komplett vom Knochenzement geldst (Abb. 26). Die Degradation des Vlieses ist

gering. Die Klebepunkte der Fasern sind regelmalig gefarbt und sichtbar.

Auslaugungszeichen des Hydroxylapatits sind gering und kaum in der von Kossa und
Paragon Farbung nachweisbar. Wie schon oben beschrieben sieht man einen
zerfallenen Zementblock, insbesondere im Bereich der Verankerungszone des
Vlieses. Diese Veranderungen sind aber zum grofRen Teil keine vitalen Reaktionen,
sondern schon wahrend der Herstellung der Implantate oder der Vorkultivierung
entstanden. Vitale Reaktionen erkennt man aber haufig an freien Bruchsticken des

Zements, die einen engen Kontakt zu den implantierten Zellen zeigen.

Das umgebende Gewebe zeigt in einem Fall eine starkere Kapillarisierung und es
sind Zellen fibroser Differenzierung sichtbar (Abb. 27). Des Weiteren zeigt sich
uberall eine Schicht aus Narbengewebe. Teilweise ist diese Schicht intensiv gefarbt
und hullt das gesamte Praparat ein. Oberhalb dieser Narbenschicht sieht man
unauffallige Haut mit ihren Anhangsgebilden und Haarfollikeln. Starke
Entzindungsreaktionen mit zellularen Infiltraten sind bei dieser Liegezeit nicht zu

finden.

3.2.3 28 Tage Liegezeit

3.2.3.1 Makroskopie

Im Gegensatz zu den Praparaten nach 14 Tagen, erkennt man nach 28 Tagen in den
von Kossa und Paragon Farbungen viele sehr dunkle Bereiche im Zement. Vor allem
sind Bereiche am Vliesuibergang und die Rander sehr intensiv gefarbt. Es fallen aber
auch Zonen in der Mitte des Materials auf, an welche der Farbstoff gebunden hat.
Uberwiegend sind Risse und Artefakte durch Schrumpfung des Objekts vorhanden.
An der Oberflache zeigen sich viele aufgelockerte Bereiche. Das Vlies ist Uberall

sichtbar, jedoch lasst sich makroskopisch wenig gefarbte knorpelige Substanz
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erkennen.

3.2.3.2 Lichtmikroskopie

Die Zellanordnung der Knorpelschicht stellt sich analog zu der nach 14 Tagen dar.
Nur in einem Teil der Praparate finden sich Zellen um die Vliesfasern herum
angeordnet. Die Metachromasie um die Zellen herum ist ungleichmafig und gering.
Vermehrt finden sich die gezuchteten Zellen an der Oberflache des Vlieses, wobei
auch hier die Dicke der Schicht und die Dichte der Zellen, sowie der Anteil an
gefarbter Grundsubstanz schwanken. Im Interface zwischen Knochenzement und
Vliesfasern findet sich ebenfalls eine geringe Zelldichte und wenig angefarbte
Grundsubstanz. Auch hier sind in einem Teil der Implantate kaum Zellen vorhanden.
Man erkennt viele untergegangene Zellen, Zellen mit geschrumpften Kernen und
Zelltrammer (Abb. 28). Charakteristisch ist eine unterschiedliche Zelldichte der
Chondrozyten. Haufig sind Zellplasma und Kern nur schwach gefarbt. Die
Zelloberflache ist im Vergleich zu normal konfigurierten Chondrozyten unregelmafig.
Zellen dieser Morphologie sind untergegangene Chondrozyten. Zwischen diesen
Zellen finden sich zusatzlich Zellen mit gelappten Kernen, was auf eine Infiltration
und Entzindung hinweist. Ein Grof3teil der Zellen in der Knorpelphase zeigt sich als
fibrozytar dedifferenziert und produziert nach Farbung nach Giemsa nur sehr wenig

knorpeltypische metachromatische extrazellulare Matrix.

Die Auslaugung des Zements ist unterschiedlich, aber meist gering. Man sieht an
einem Implantat einen stark angefarbten Rand, sonst sind die Degradationszeichen
weniger ausgepragt. Man erkennt Zellen in Lakunen und Poren an der Oberflache
des Zements, die sich direkt an den Hydroxylapatit angelagert haben (Abb. 29). Die
Integration des Vlieses in den Zement ist Uberwiegend unvollstandig, zum Teil ist
kein Kontakt mehr zu sehen (Abb. 30). Wiederum befinden sich Bruchstiucke des
Zements in der Ebene der Knorpelschicht. Das Vlies ist Uberwiegend erhalten, man
erkennt aber eine Abnahme der Faserdicke und Faserdichte. Die
Polydiaxanonklebepunkte sind prominent und weniger degradiert als PGLA. Das

Verhaltnis Polydioxanon zu PGLA steigt somit an.
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Das Gewebe um das Implantat zeigt zum Teil viele GefalRe und
Kapillareinsprossungen, sowie geringe Infiltrationen von Leukozyten. Die
Bindegewebskapsel enthalt in einigen Praparaten eine besonders hohe Dichte an
Fibrozyten, wodurch sie sich stark anfarbt. Uberwiegend umgibt das Bindegewebe

das gesamte eingebrachte Material, in nur einem Fall ist es nicht durchgehend.

3.24 84 Tage Liegezeit

3.2.4.1 Makroskopie

An einem Teil der Implantate kann man eine dicke, intensiv gefarbte Zone Uber der
Knorpelschicht erkennen. Die Haut ist durchgehend sichtbar und teilweise auch sehr
dick. Auf einem histologischen Schnitt erkennt man ein losgelostes
Zementbruchstlck. Das Vlies ist im Gegensatz zu den vorangegangenen Liegezeiten
nicht mehr zu erkennen. Man erkennt aber in einigen Praparaten kraftig gefarbte

Zonen.

3.2.4.2 Lichtmikroskopie

Markant zeigt sich nach 84 Tagen eine fast vollstandige Degradation der Vliesfasern.
Die Zellanordnung Uber dem Zement ist wieder sehr unregelmafig, die Schichtdicke
des Knorpels ebenfalls gering. Die implantierten Zellen kommen in einer mittleren
Dichte vor. Sie finden sich aber zum Teil Uber dem degradierten Vlies, was bedeutet,
dass der durch Degradation entstandene Raum nicht durch Proliferation der
implantierten Zellen ausgefullt wurde. In allen Praparaten findet man Grundsubstanz.
Die Interterritorien zeigen aber Uberwiegend nur mafRig viel Metachromasie. Die
Morphologie der Zellen schwankt wiederum von rundlich oval bis hin zu spindeligen
Elementen. Man findet entrundete Zellen, geschrumpfte Kerne und Zelluntergange.
Die schwankende Zelldichte und ein unterschiedliches histologisches Bild der Zellen
innerhalb eines Praparates sind sehr auffallig (Abb. 31). Zum Teil findet man eine
hohe Zahl an fibrozytéaren Zellen. Das Interface weist gro3e Lakunen durch die
Einbringung des Vlieses auf. Es stellt sich sehr uneinheitlich dar und ist durch

Bruchstiicke des Zements zerkliftet. Es zeigt sich in diesem Bereich eine sehr
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aufgelockerte Struktur, in der die Zelldichte gering ist und sich Zonen mit angefarbter
Grundsubstanz nur schwer ausmachen lassen. Die Polydioxanonpunkte sind
erhalten geblieben, zeigen aber schon Degradationserscheinungen und Risse.
Insgesamt nimmt das Polydioxanon ein im Verhaltnis zu den Chondrozyten grof3es
Volumen ein. Es zeigen sich keine Verkalkungen der Chondrozyten und keine

Entzindungszellen in der Knorpelschicht.

Wie in den Praparaten ohne PGLA Vlies, zeigt sich nach 84 Tagen, dass Zellen sehr
dicht an der Oberflache des Zements sitzen und tief in die durch Degradation
entstandenen Raume eindringen, wo sie proliferieren und Matrix synthetisieren (Abb.
32). Trotzdem zeigen sich in der von Kossa und Paragon Farbung nur wenige
Bereiche, die eine intensive Schwarzfarbung aufweisen. Die Strukturanderungen
zeigen sich wie beschrieben vor allem im Knochen-Knorpel-Interface, wo viele
Bruchstlcke zwischen den Zellen verteilt sind. In den anderen Bereichen zeigt sich
nach wie vor ein kompaktes Material mit geringem Substanzverlust an der
Oberflache.

Am Rand der Implantate liegen bei einigen Praparaten Zellen mit metachromatischen
Umgebungen. Man sieht ebenfalls eine geringe Zahl Leukozyten und andere
Entzindungszellen und GefalRe am Rand der Implantate. Die Haut und ihre Anhange
sind unauffallig und zeigen weniger atrophische Zeichen als bei den Implantaten
ohne Vlies nach 84 Tagen. Wie makroskopisch schon ersichtlich sind alle Implantate
von einer Kapsel eingehdllt. Die Dicke dieser Schicht zeigt in den verschiedenen

Liegezeiten keine Veranderung.
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3.3 Histologischer Score

Liegezeit Zell- Matrix- | Oberflachen- | Knorpel- | Transplantat- s
core
in Tagen | morphologie | farbung regularitat dicke stabilitat

Biphasen ohne Vlies

7 2,20 1,60 0,60 1,80 1,20 7,40
14 2,00 1,75 0,50 1,50 0,75 6,50
28 2,00 1,40 0,20 1,20 0,80 5,60
84 217 1,67 0,33 0,83 1,00 6,00

Biphasen mit Vlies

7 2,67 217 2,00 0,83 0,83 8,50
14 2,50 1,50 1,50 1,00 1,50 8,00
28 2,20 1,80 1,60 0,80 1,00 7,40
84 2,25 1,50 1,00 0,50 0,75 6,00

Tab 2: Ergebnisse des modifizierten histologischen Scores nach Wakitani'®?,

Fir die Kategorie ,Zellmorphologie” zeigt die Vlies-Gruppe eine Verbesserung im
Verlauf von 84 Tagen. Die Gruppe ohne Vlies hat nach allen Entnahmezeitpunkten
einen besseren Punktwert als die Vlies-Gruppe, es tritt aber kaum eine Steigerung im
Laufe der Zeit auf. Nach 84 Tagen unterscheiden sich beide Gruppen nur um 0,08
Punkte. Nach dem Schema in Tab.1, Seite 32, bedeutet das, dass die Implantate
ohne Vlies nach allen Zeitpunkten Uberwiegend Faserknorpel aufweisen. Die Gruppe
mit Vlies weist nach 7 Tagen uberwiegend keinen Knorpel auf. Nach 84 Tagen findet

man dann Uberwiegend Faserknorpel in dieser Gruppe.

In der Kategorie ,Matrixfarbung“ verbessert die Vlies-Gruppe nach 84 Tagen ihren
Punktwert. Die Gruppe ohne Vlies verbessert diesen zwar auch nach 28 Tagen,
jedoch ist der Wert nach 84 Tagen schlechter als zu Beginn. Nachdem die Vlies-
Gruppe nach 7 Tagen schlechter abschneidet, ist der Wert nach 84 Tagen um 0,17
Punkte leicht besser. Nach 84 Tagen ist in der Gruppe ohne Vlies die Matrixfarbung

damit deutlich reduziert, in der Vlies-Gruppe nach dem letzten Entnahmezeitpunkt
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gering bis deutlich reduziert.

In der Kategorie ,Oberflachenregularitat” verbessern beide Gruppen ihren Punktwert
im Verlauf von 84 Tagen, wobei sich die Vliesgruppe stark verbessert (von 2,00 auf
1,00). Das Niveau ist in der Kontrollgruppe ohne das Vlies nach allen
Entnahmezeitpunkten hoch und unterscheidet sich deutlich von der Vlies-Gruppe.
Die Oberflache ist bis auf den 7-Tage Entnahmezeitpunkt glatt und kommt damit
nativen Gelenkknorpel nahe. Die Oberflache der Vlies-Gruppe ist irregular und nur

nach 84 Tagen moderat glatt.

Die Knorpeldicke verbessert sich in beiden Gruppen nach 84 Tagen, in der
Kontrollgruppe sogar nach jedem Entnahmezeitpunk. Die Gruppe mit Vlies liegt von
Beginn an auf einem héherem Niveau und schneidet durchgehend besser ab. Von 7
bis 28 Tagen finden sich durchschnittlich 5-10 Zellschichten, nach 84 Tagen mehr als
10 Schichten. Die Praparate ohne das Vlies beginnen nach 7 Tagen mit deutlich
geringeren Dicken von unter 5 Schichten. Nach 28 und 84 Tagen verbessert sich das

Ergebnis auf durchschnittlich 5-10 Zellschichten.

Die Kategorie ,Transplantatstabilitat® zeigt fur beide Gruppen eine Verbesserung
nach 84 Tagen. Allerdings schwanken die Ergebnisse vor allem in der Vlies-Gruppe
und verschlechtern sich zwischenzeitlich. Die Vlies Gruppe zeigt fur 7 und 84 Tage
ein besseres Resultat. Nach 14 und 28 Tagen schneidet die Gruppe ohne Vlies
besser ab. Es zeigt sich durchschnittlich nach allen Entnahmezeitpunkten, dass die
Zellen bzw. das Vlies nicht am urspruanglichen Ort sind oder die Zementstruktur
zerstort ist. Dabei ist diese verminderte Stabilitat in der Gruppe ohne Vlies darauf
zuruckzufihren, dass die Zellen nicht am urspringlichen Ort sind, bei der Vlies-

Gruppe Uberwiegend auf eine zerstorte Zementstruktur.

In beiden Gruppen weist das Gesamtergebnis eine erhebliche Differenz zum
hyalinen Gelenkknorpel auf. Im Verlauf zeigt sich die Tendenz, dass die
Knorpeldicke und die Oberflachenregularitat in beiden Gruppen zunehmen. Die

Zellmorphologie bleibt sowohl mit als auch ohne Vlies auf einem schlechten Niveau.
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In der Kategorie ,Matrixfarbung“ kann die Vlies-Gruppe sich im Vergleich zwar
verbessern, aber insgesamt zeigt sich nahezu immer eine deutlich reduzierte
Metachromasie. Der Score verbessert sich fur die Vlies-Gruppe nach jedem
Entnahmezeitpunkt, wahrend sich in der Kontrollgruppe ohne Vlies, beginnend mit
einem besseren Score, am Ende eine geringe Verschlechterung zeigt. Tendenziell
nahern sich beiden Gruppen einander an. Nach 84 Tagen gibt es keinen Unterschied

mehr.

3.4 Histomorphometrie

3.41 Knorpelhdéhen
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Grafik 1: Boxplot der Mittelwerte der Knorpelhéhen.

Es ergaben sich fir die einzelnen Liegezeiten uneinheitliche Ergebnisse, wobei
allerdings die Mittelwerte in der Gruppe mit Vlies stets groRer waren, als in der
Kontrollgruppe. Im Einzelnen ergab sich nach 7 Tagen: n=5, p=0,076, nach 14
Tagen: n=4, p=0,773, nach 28 Tagen: n=5, p=0,047 und nach 84 Tagen: n=5 und
p=0,086. Damit wird zu allen Messzeitpunkten das Signifikanzniveau von a’=0,0125

verfehlt. Klammert man hier den Messzeitpunkt nach 14 Tagen einmal aus, erreichen
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die Werte trotz der geringen Stichprobe ein p von deutlich unter 10%. Man kann
diese Ergebnisse also als Trend dahingehend werten, dass mit Vlies eine hohere

Knorpelschicht in diesem Tiermodell erreicht wurde (Statistik im Anhang, Kapitel 6.2).

3.4.2 RegelmaRigkeit der Knorpeloberflache
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Grafik 2: Boxplot der Varianz (Oberflachenregularitat) der Knorpelhdhen.

Da haufig mikroskopische Unregelmaligkeiten der Oberflache bei den Praparaten
mit Vlies gesehen wurden, erfolgte eine zusatzliche statistische Untersuchung des
Datensatzes der Knorpelhdhen. Als glatte Oberflache wurde eine maoglichst niedrige
Varianz gewertet. Die Varianzen wurden von der jeweiligen Liegezeit gemittelt und
ein Vergleich der Varianzen von Praparaten mit und ohne Vlies vorgenommen. Im
Gegensatz zur Knorpelhdhe fallt hier das Ergebnis etwas eindeutiger aus. Die
Nullhypothese, das heil’t die Varianzen der Praparate mit Vlies sind nicht groRer, als
ohne Vlies, darf nicht verworfen werden. Im Einzelnen ergeben sich folgende Werte:
Nach 7 Tagen: n=5, p=0,016, nach 14 Tagen: n=4, p=0,386, nach 28 Tagen: n=5,
p=0,047 und nach 84 Tagen: n=5 und p=0,327. Insgesamt ist hier ebenfalls ein

Trend ablesbar, der die Beobachtung der schlechteren Oberflachenregularitat im
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histologischen Score der Vlies-Gruppe zusatzlich stitzt.

3.4.3 Knorpelflache
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Grafik 3: Flachen der matrixbildenden Knorpelschicht, relativ in Flachenpunkten

Bezlglich der Flachen der Knorpelschichten, zeigt sich, trotz deutlich grélerer
Mittelwerte der Gruppe mit Vlies, nur nach 28 Tagen ein signifikantes Ergebnis mit
n=5 und p=0,0120. Allerdings liegen auch die anderen Werte fur p nicht so weit vom
Signifikanzniveau entfernt, so dass man hier aufgrund der sehr kleinen Fallzahl
insgesamt von einem sehr deutlichen Trend, bei sogar einem signifikanten
Unterschied, sprechen kann. Die weiteren Werte sind fur 7 Tage: n=5 und p=0,036,
14 Tage: n=4 und p=0,073 und nach 84 Tagen bei n=5 ein p von 0,080.

Die morphometrische  Analyse  der Praparate  zeigt  weitestgehend
Deckungsgleichheit mit dem histologischen Score in den Kategorien ,Knorpeldicke®
und ,Oberflachenregularitat. Die beobachteten Eigenschaften lieRen sich zwar

statistisch nicht eindeutig belegen, aber festigen die subjektive Analyse des Scores.



