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1 Einleitung

Der hyaline Gelenkknorpel dient dem reibungsfreien Gleiten der artikuldren Knochenendflédchen bei
Bewegungsablidufen. Diese Knorpelschicht bildet im Zusammenspiel mit der Gelenkkapsel, den
Béndern und dem synovialen Kompartment die artikuldre anatomische Einheit des
Bewegungsapparates. Die spezifischen FEigenschaften des hyalinen Knorpelgewebes vereinigen
Steifigkeit, Elastizitdt und Reibungsfreiheit, welche fiir die verschiedenen Belastungseinwirkungen,
die auf die Gelenkflichen wéihrend des Bewegungsablaufes einwirken, essentiell sind.

Chondrale und osteochondrale Lésionen der Gelenkflichen zeigen eine hohe Privalenz im
orthopédischen und unfallchirurgischen medizinischen Fachbereich (Curl, Krome et al. 1997). Die
Atiologie dieser Verletzungsmuster ist degenerativen Ursprungs, meist vergesellschaftet mit der
Koexistenz von anatomischen Abnormalititen, oder Folge traumatisch bedingter Gelenkverletzungen.
Diese Verletzungen sind besonders hédufig an der medialen Femorkondyle des Kniegelenkes
lokalisiert. In einer Studie zur Inzidenz von Gelenkknorpelldsionen wiesen fiinf bis zehn Prozent der
jungen sportlich aktiven Patienten mit traumatisch bedingter Himarthrose im Kniegelenk fokale
chondrale Verletzungen auf (Noyes, Bassett et al. 1980).

Bereits im Jahre 1743 beschrieb William Hunter in seiner Veroffentlichung, dass zerstortes hyalines
Gelenkknorpelgewebe keine Regenerationskapazitit besitzt (Hunter 1995). Das intrinsische
Heilungspotential des hyalinen Knorpelgewebes ist stark limitiert und stellt bis zum jetzigen Zeitpunkt
ein erhebliches klinisches Problem dar. Diese fehlende oder geringe Heilungstendenz chondraler
Defekte ist in der Avaskularitit des Knorpelgewebes, der Immobilitdt der Chondrozyten und deren
verminderten Proliferationsmdglichkeiten begriindet (Caplan, Elyaderani et al. 1997). Die nutritive
Versorgung der Chondrozyten erfolgt iiber Diffusion aus dem synovialen Kompartment und vom
subchondralen Knochengewebe aus. Die extrazelluldre Matrix, die die Knorpelzellen umscheidet,
stellt dabei eine natiirliche Grenzschicht dar. Aus diesen Griinden regeneriert insbesondere adulter
Gelenkknorpel nach Verletzungen nur unvollstindig. Diese partielle Gewebereparation chondraler
Verletzungsmuster beinhaltet Bindegewebe- bzw. Faserknorpelbildung mit vorwiegender Produktion
von Typ-I-Kollagenfasern. Das minderwertige Ersatzgewebe hilt den physiologischen Belastungen
nicht stand und es folgt eine progressive Degeneration und die Entwicklung einer Arthrose im
weiteren Verlauf (Ulrich-Vinther, Maloney et al. 2003).

Der natiirliche Regenerationsprozess osteochondraler Defekte basiert auf der Rekrutierung
mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmarkraum und deren folgender Differenzierung zu
chondrogenen Vorlduferzellen (Shapiro, Koide et al. 1993). Diese intrinsische Gewebereparation
beinhaltet jedoch wiederum die Bildung von biomechanisch inaddquatem fibrésem Gewebe und

Faserknorpelgewebe (O'Driscoll 1998).



Die Therapie dieser Gelenkflachendefekte stellt bis heute ein ungelostes klinisches Problem dar.
Grundsitzlich konnen Knorpelschdden konservativ und chirurgisch therapiert werden. Bei frithen
Stadien  konnen liber die  konservative  Therapie  durchaus  Verbesserungen  der
Beschwerdesymptomatik erreicht werden. Uberschreitet jedoch die DefektgroBe ein kritisches MaB,
miissen zusétzliche operative Behandlungen in Erwigung gezogen werden.

Die klinisch angewendeten operativen Therapieoptionen fiir Gelenkknorpeldefekte traumatischer und
degenerativer Genese sind derzeit restorative Verfahren zur mesenchymalen Stammzellrekrutierung,
wie die osteochondrale autologe Transplantation (OAT) und die autologe Chondrozytentransplantation
(ACI) (Braun, Vogt et al. 2007). Die osteochondrale autologe Transplantation ist derzeit das einzige
Verfahren, das den Knorpeldefekt mit hyalinem Knorpelgewebe deckt. Problematische Aspekte dieser
Technik sind jedoch die Entnahmemorbiditit und die begrenzte Verfiigbarkeit von
Transplantationsgewebe. Die insuffiziente Integration des transplantierten Knorpelgewebes verursacht
eine biomechanische Instabilitit im Defektrandgebiet, welche zu Degenerationserscheinungen im
Heilungsverlauf fiihrt (Shah, Kaplan et al. 2007). Die autologe Chondrozytentransplantation ist mit
einem zusétzlichen chirurgischen Eingriff zur Gewebeentnahme verbunden. Die Heilungsergebnisse
dieser Therapiemethode beinhalten die Bildung von faserknorpeligem Ersatzgewebe, das als
Funktionsgewebe lidngerfristig wiederum zu Degenerationserscheinungen fiihrt (Chen, Nagrampa et al.
1997).

In der Literatur wird eine Vielzahl iiber die Ergebnisse experimenteller Studien zur Versorgung
chondraler und osteochondraler Defekte mit synthetischen resorbierbaren Implantaten berichtet. Die
Materialzusammensetzungen der verwendeten Implantate und Zusédtze chondrogener Zell-
populationen oder Wachstumsfaktoren weisen eine vielfaltige Variationsbreite auf (Boyan, Lohmann
et al. 1999; Woodfield, Bezemer et al. 2002; Frenkel und Di Cesare 2004; Kuo, Li et al. 20006;
Lubiatowski, Kruczynski et al. 2006). Diese restorativen Therapieansétze, auch unter dem Begriff
»Tissue-Engineering” zusammengefasst, beinhalten die Regeneration von zwei verschiedenen
Gewebespezies. Die Eroffnung der subchondralen Knochenlamelle beinhaltet im basalen
Defektbereich eine ossire Geweberegeneration und an der Gelenkoberfliche die Regeneration von
hyalinem Knorpelgewebe. Die limitierte Heilungstendenz des hyalinen Knorpelgewebes erfordert die
chirurgische Penetration der subchondralen Knochenlamelle, um eine Einwanderung biologisch
potenten Stammzellen und die anschlieBende Bildung von hyalin-dhnlichem oder hyalinem
Knorpelgewebe zu ermoglichen. Um eine temporére Stabilitdt im Defektareal zu schaffen und eine
Geweberegeneration nach der Zellinfiltration in der initialen Heilungsphase zu unterstiitzen, wird der
Defekt mit biodegradierbaren Scaffolds aufgefiillt (Niederauer, Slivka et al. 2000; von Rechenberg,
Akens et al. 2003). Der von Pauwels 1960 postulierte Grundgedanke der ,kausalen Histogenese*
wurde von Carter et al. weiterverfolgt (Pauwels 1960). Diese Hypothese besagt, dass die auf die
undifferenzierten Zellen einwirkenden mechanischen Stimuli die Gewebedifferenzierung beeinflussen.

Die physikalischen Faktoren, wie Druck, Scherkréfte und andere Krafteinwirkungen, bewirkten die



gerichtete Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (Carter, Blenman et al. 1988). Die
mechanischen Eigenschaften der implantierten Scaffolds spielen somit eine Schliisselrolle fiir den
Heilungserfolg osteochondraler Defekte (Aspenberg, Tagil et al. 1996). Die zeitnahe Regeneration der
subchondralen Knochenlamelle im Defektareal wird durch die Osteoinduktivitit mechanischer und
materialbedingter Stimuli der biodegradierbaren Implantate unterstiitzt (Aspenberg, Tagil et al. 1996;
Tagil und Aspenberg 1999). Die Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle wiederum bildet
die mechanischen und nutritiven Rahmenbedingungen fiir eine Chondrogenese an der
Gelenkoberfliche im Defektareal.

Der Heilungsverlauf nach Versorgung osteochondraler Defekte durch biodegradierbare Implantate
wird durch folgende Kriterien beeinflusst:

e Biokompatibilitdt und Biodegradation der verwendeten synthetischen

Materialien
¢ Biomechanik der Implantate
e Zellinfiltration und Zellproliferation
o Scaffolddesign und pordse Mikrostruktur

e Osteoinduktion, chondrale Geweberegeneration und die Integration zum

umliegenden orgindren Gewebe
e Angiogenese im Defektareal

Wenn gleich diese Einflussfaktoren bereits in einer Vielzahl von experimentellen Studien untersucht
wurden, zeigen die Ergebnisse, dass weiterer Forschungsbedarf besteht (Swieszkowski, Tuan et al.

2007).

1.1 Zielsetzung

In der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit am Schaf werden iatrogen gesetzte osteochondrale
Defekte an der Femorkondyle mit biodegradierbare Scaffolds in Zylinderform aus Poly(D,L)Laktid-
co-Glykolid (85:15 PLG) versorgt. Das Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation des Heilungsverlaufs
mittels histologischer, immunhistologischer und histomorphometrischer Auswertung nach 3 und 6
Monaten Standzeit. Nach 6 Monaten Standzeit werden zusétzlich indirekte MR-Arthrographien unter
Kontrastmittelgabe durchgefiihrt und Korrelation zu den histologischen Ergebnissen gesucht. Im
Allgemeinen ist die Zielsetzung dieser Arbeit, dem heutigen Wissensstand Aspekte zum Verstindnis
der osteochondralen Defektheilung hinzuzufiigen. Insbesondere soll der Einfluss der biomechanischen
Eigenschaften der Implantate auf die Geweberegeneration osteochondraler Defekte durch

Verwendung von Scaffolds unterschiedlicher Steifigkeit untersucht werden.



Im Folgenden sind die zu untersuchenden Fragestellungen dieser Arbeit im Einzelnen dargestellt:

e Der Einfluss der biomechanischen Eigenschaften der Scaffolds auf die

ossdre und chondrale Geweberegeneration

e Die Osteoinduktivitdt der verwendetet Scaffolds und somit der Beitrag zur
qualitativen und quantitativen Rekonstruktion der subchondralen

Knochenlamelle und des spongidsen Knochengewebes

o Die strukturelle Qualitdt und Quantitit des regenerierten Knorpelgewebes

an der Gelenkoberfliche

e Die Biokompatibilitdt und die Biodegradation der implantierten PGLA-
Scaffolds

e Die Sensitivitét der indirekten MR-Arthrographie zur Beurteilung des

Heilungsverlaufs chirurgisch versorgter osteochondraler Defekte

1.2 Hypothesen

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Beurteilung des Einflusses der biomechanischen

Eigenschaften der verwendeten Implantate auf die Geweberegeneration osteochondraler Defekte.

Es sind folgende Hypothesen zu iiberpriifen:
¢ Die initialen mechanischen Rahmenbedingungen in der osteochondralen
Defektheilung werden von der Steifigkeit der verwendeten Scaffolds
beeinflusst und wirken sich auf den Heilungsverlauf und das

Heilungsergebnis aus

e Eine ausreichende strukturelle und mechanische Stabilitét im kndchernen
Defektareal wihrend der initialen Heilungsphase fordert die Rekonstruktion

der subchondralen Knochenlamelle

¢ Eine friihzeitige Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle ist die
Vorraussetzung fiir die schnelle und komplikationsarme Wiederherstellung

der chondralen Gelenkfliache

¢ Die indirekte MR-Arthrographie stellte ein addquates nichtinvasives
Verfahren zur Kontrolle des Heilungsverlauf chirurgisch versorgter

osteochondrale Defekte dar



2 Stand des Wissens

In der Einleitung ist die klinische Problematik der Knorpelheilung bereits kurz dargestellt worden. Fiir
das Verstindnis der Pathophysiologie und die Entwicklung kiinftiger Therapiekonzepte von
Knorpelschdden ist eine detaillierte Kenntnis der Anatomie und Physiologie des hyalinen
Knorpelgewebes Grundvoraussetzung. Diese wissenschaftlichen Grundlagenkenntnisse werden im

folgenden Abschnitt erldutert.

2.1 Anatomie und Physiologie des hyalinen Knorpels

Der hyaline Knorpel iiberzieht die Knochenendfldchen der beweglichen Gelenke mit unterschiedlicher
Schichtdicke. Die Schichtdicke des Knorpelgewebes im Kniegelenk variiert von Spezies zu Spezies
und betrdgt beim Kaninchen 0,5 mm, beim Schaf 0,8 mm und beim Menschen 1,5 mm. Im
Zusammenspiel mit Gelenkkapsel, Biandern, Menisken, synovialem Gewebe und subchondralem
Knochen bildet der hyaline Knorpel die Einheit des Kniegelenks. Die Materialeigenschaften der
Knorpelschicht ermoéglichen einen nahezu reibungsfreien Ablauf der Bewegungen. Diese
Eigenschaften vereinigen Steifigkeit, Elastizitdt und Reibungsfreiheit, welche fiir die verschiedenen
Belastungseinwirkungen, die auf die Gelenkflichen wahrend des Bewegungsablaufes einwirken,
essentiell sind. So betridgt der Reibungskoeffizient des hyalinen Knorpels 0,02 bis 0,002 und ist somit
deutlich geringer als der Reibungskoeffizient industriell hergestellter Werkstoffe, wie beispielsweise
Stahl mit einem Koeffizienten von 0,6 (Ding, Dalstra et al. 1998; Martinek, Ueblacker et al. 2003).
Der hyaline Knorpel besitzt im frischen, unfixierten Zustand eine weif-bléuliche Farbgebung und
erscheint auf der Schnittfliche glasig opak.

In der embryonalen Entwicklung bildet der hyaline Knorpel die Skelettgrundlage und wird im Laufe
der Entwicklung zu Knochengewebe umgebaut. Erhalten bleibt hyaliner Knorpel zundchst an den
Epiphysenfugen, wo er dem Lidngenwachstum des Knochens dient. Auf Dauer ist der hyaline Knorpel
an den Gelenkfldchen als Gelenkknorpel zu finden. Zusétzlich kommt der hyaline Knorpel in den
Winden der Luftwege und am ventralen Rippenansatz vor. Das ausdifferenzierte Knorpelgewebe
besitzt weder eine vaskuldre Versorgung, noch eine lymphatische Drainage und keine
Nervenstrukturen. Die nutritive Versorgung des Gewebes erfolgt ausschlieflich {ber
Diffusionsvorgidnge aus der synovialen Gelenkhdhle und zu einem geringeren Teil aus dem darunter
liegenden Knochengewebe. Das Knorpelgewebe setzt sich zusammen aus den gewebespezifischen
Zellen, den Chondrozyten, der von ihnen produzierten extrazelluliren Matrix (EZM) und der

gebundenen interstitiellen Flissigkeit.



Stand des Wissens

2.1.1 Chondrozyten

Die Chondrozyten sind die hochdifferenzierten Zellen des Gelenkknorpelgewebes und unterscheiden
sich morphologisch, in der Zellgrépe und in ihrer metabolischen Aktivitit je nach Knorpelzone (siehe
Abschnitt 2.1.3 Struktur des Gelenkknorpels). Die Chondrozyten umgeben sich mit der von ihnen
produzierten viskoelastischen extrazelluliren Matrix. Sie liegen, je nach Knorpelzone, in
unterschiedlicher Anzahl in einem als Knorpelhof (perizellulédre und territoriale Region) bezeichneten
Areal, welcher mit den Zellen gemeinsam die Einheit des Chondrons (auch Territorium genannt)
bildet (siche Abb. 2-1). Die Matrix stellt einen wesentlichen mechanischen Schutz der Chondrozyten

vor duPeren Belastungen dar.

Abbildung 2-1: Chondrozyten in der radialen Knorpelzone, umgeben von der perizelluliren Matrix (hellblau
angefirbt) und der interterritorialen Matrix (Pfeile, violett angefdrbt); Toluidinblau-Fdrbung ,iibernommen aus

Hunziker et al. (2002)

Der Zellmetabolismus erfolgt iiber Glykolyse, wobei Glukose zu Laktat metabolisiert wird. Da der
Sauerstoffgehalt im Knorpelgewebe mit 1-3% sehr gering ist, erfolgt der Stoffwechsel zum groften
Teil unter anaeroben Bedingungen. Wie bereits erwihnt, erfolgt die nutritive Versorgung der
Chondrozyten ausschlieflich tiber Diffusion. Hierzu sind intermittierend einwirkende mechanische
Krifte von groper Bedeutung. Unter Kompression diffundieren Stoffwechselendprodukte iiber die
permeable Kollagen-Proteoglykan-Matrix in den synovialen Gelenkraum und bei Entlastung
diffundieren nutritive Stoffe, dem osmotischen Druckgradienten folgend, in die Knorpelmatrix. Die
einwirkenden dynamischen Kréfte beeinflussen die metabolische Aktivitit der Chondrozyten. Dieser
Vorgang wird Mechanotransduktion genannt und stimuliert je nach Art der Belastung unterschiedliche
Syntheseaktivititen der Knorpelzellen, um die Homoostase des Knorpelgewebes zu erhalten. Die
Signaliibertragung erfolgt tiber Oberflichenproteine der Chondrozyten, den sogenannten Integrinen,
welche eine Verbindung zwischen den Zellen und der extrazelluldren Matrix darstellen.

Eine groPe Anzahl an Wachstumsfaktoren wirkt zusétzlich iiber Zelloberflichenrezeptoren auf die

anabolen und katabolen Zellaktivititen ein. Diese werden von den Chondrozyten selbst in Form einer



autokrinen Funktion sezerniert oder sie wirken parakrin iiber die Synovia auf die Zellen ein (Ulrich-

Vinther, Maloney et al. 2003; Locker, Kellermann et al. 2004).

2.1.2 Extrazelluldre Matrix

Die Matrix des hyalinen Knorpels setzt sich aus einem Netzwerk von Makromolekiilen und der
Gewebefliissigkeit zusammen. Die qualitative und quantitative Zusammensetzung dieser
Komponenten sichert die mechanischen Materialeigenschaften des Knorpelgewebes. Zu diesen
Makromolekiilen gehdren die Kollagene, Proteoglykane und nicht-kollagene Proteine, die in den

folgenden Absétzen genauer beschrieben werden.

Hyaloronsiure interstitielles Wasser

Kollagen-Fibrille

<;§/ .

: e 2 Proteoglykan

Abbildung 2-2: Grafische Darstellung der extrazelluldren Matrixkomponenten des hyalinen Knorpelgewebes;
tibernommen aus M. Ulrich-Vinther et al. (2003)

Die Kollagene stellen den Hauptanteil der Gewebematrix dar (ca. 60% des Knorpeltrockengewichtes)
und bilden mit ihrem Netzwerk das Grundgeriist des Knorpelgewebes. Diese Rahmenkonstruktion
sichert die mechanischen Eigenschaften, wie Steifigkeit und Elastizitét, des hyalinen Knorpels, sowie
die Kohidsion der Gewebebestandteile (Buckwalter und Mankin 1998). Die im hyalinen
Knorpelgewebe vertretenden genetisch unterschiedlichen Kollagentypen sind Typ II, III, VI, IX, X,
XI, XII und XIV.

Der Kollagentyp II ist mit 90-95% der Hauptvertreter und besteht aus drei a-1-Ketten
(Tropokollagenmolekiile) die zu einer Tripelhelix gewunden sind. Kollagenfasern vom Typ II bilden
mit den Typen IX und XI ein Heteropolymer, wobei die kovalent gebundenen Typ-IX-Fasern in die
Knorpelmatrix ziehen und die Typ-XI-Fasern kovalente Quervernetzungen zwischen den einzelnen
Typ-1I-Fasern herstellen. Die genaue Funktion der Quervernetzungen ist noch weitgehend ungeklirt,
es wird jedoch von einer Stabilisierung des dreidimensionalen Kollagengeriistes ausgegangen. Die
Kollagen-Typ-IlI-Fasern sind ebenfalls gebunden an Typ-II-Fasern im Knorpelgewebe zu finden. Die
Typ-1lI-Kollagene sind jedoch im gesunden hyalinen Knorpel nur in geringer Menge vertreten. Das

7



vermehrte Auftreten dieser Fasern in pathologisch verdndertem Knorpelgewebe, besonders in den
oberen Knorpelschichten, ldsst eine erhohte Synthese dieser Fasern von den Chondrozyten bei
degenerativen Prozessen vermuten.

Kollagen vom Typ VI wird hauptséchlich in der Umgebung von den Chondrozyten nachgewiesen und
fixiert die Zellen in der Gewebematrix. Dem Kollagentyp X, der in der kalzifizierten Knorpelzone und
hypertrophen Zone der enchondralen Ossifikation vorkommt, wird eine Funktion in der Mineralisation
des Knorpelgewebes zugeschrieben. Der Typ X wird ausschlieflich von hypertrophen Chondrozyten
synthetisiert. Die Kollagentypen XII und XIV sind sich in ihrer Struktur sehr &hnlich und
unterscheiden sich nur in einer Molekiildoméne. Sie binden nicht-kovalent auf dem physikalischen
Wege an die Typ-lI-Fibrillen und dienen vermutlich einer weiteren Stabilisierung des

Kollagennetzwerkes (Eyre 2002).

Die Proteoglykane stellen ca. 25-35% des Knorpeltrockengewichtes dar und werden von den
Chondrozyten produziert. Ihre vornehmliche Aufgabe ist es, die interstitielle Fliissigkeit zu binden.
Die Proteogykane setzen sich aus einem gestreckten zentralen Protein (protein core) und zahlreichen
unverzweigten Glykosaminoglykan-Ketten zusammen (siche Abb. 2-3). Zu den GAG des
Knorpelgewebes zdhlen Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, Keratansulfat und Dermatansulfat. Die
GAG-Ketten binden {iiber eine nichtkovalente Bindung, welche durch ein ,link-protein® vermittelt
wird, an die Hyaloronsdure (Buckwalter und Rosenberg 1988). Funktionell ist entscheidend, dass
Polysaccharide der GAG negative elektrische Ladungen tragen. Diese negative Ladung fiihrt zu einer
Hydrathiille, die zum einen dem Stofftransport und zum anderen der Druckelastizitit des

Knorpelgewebes dient (Buckwalter und Mankin 1998).

— Kern Protein
—

Chondroitin Sulfat
Ansatz Region

= Chondroitin Sulfat
- Ketten

Keratan Sulfat g
Ansatz Region C

T

T
Hyaluronsaure $=
= \fﬂiréﬁfréﬁs'.iu‘ré'— '''''
= | Bindungs- )
—f-—— |region _'{ E:L‘ﬂkb

| ~ 50-80
Disaccharide

Abbildung 2-3: Molekularer Aufbau der Proteoglykane, die flaschenbiirstendhnliche Struktur der GAGund

deren Verbindung zur Hyaluronsdure schematisch dargestellt; iibernommen aus Hascall V (1977)



Stand des Wissens

Mit ca.15-20% des Knorpeltrockengewichtes sind die nicht-kollagenen Proteine die kleinste Fraktion

der EZM. Die genaue Funktion der nicht-kollagenen Proteine ist noch weitgehend ungekldrt. Sie
binden wie die GAG das interstitielle Wasser und stabilisieren die makromolekulare Struktur der
EZM. Fiir die Verankerung der Chondrozyten im Matrixnetzwerk sind diese Proteine, neben den

Proteoglykanen, ebenfalls von grofer Bedeutung.

2.13 Struktur des Gelenkknorpels

Die beschriebenen Komponenten des hyalinen Gelenkknorpels variieren in Abhéngigkeit von der
Gelenkflachenentfernung in Quantitit, Organisation, mechanischen Eigenschaften, Morphologie und
Funktion (Buckwalter und Mankin 1998). Aufgrund der morphologischen Verdnderungen der
Chondrozyten und dem strukturelle Aufbau der EZM ldsst sich der Gelenkknorpel in vier Zonen
einteilen, wobei die Ubergiinge zwischen den Zonen kontinuierlich sind: oberflichliche Zone (auch als
Tangentialzone bezeichnet), Transitionalzone, radiale oder tiefe Zone und die Zone des kalzifizierten
Knorpels (siche Abb. 2-4) (Martinek, Ueblacker et al. 2003; Swieszkowski, Tuan et al. 2007). Die sich
anschliefende subchondrale Knochenlamelle ist weiterhin funktionell bedeutend und somit in die

Einheit des Gelenkknorpels mit einzuschliefen.

Gelenkoberfliche

Oberflichliche L W Lamina splendens

Zone

S
V3 ) Transitionalzone {

radiale Zone

i Tidemark

kalzifizierter
Knorpel subchondrale

Knochenlamelle

Abbildung 2-4.: Struktur des Gelenkknorpel; histologische Toluidinblau-Fuchsin-Firbung (links) iibernommen
aus Hunziker et al. (2002), schematische Darstellung (rechts) aus Thimoty et al. (2006)

Die oberflachliche Zone beinhaltet wichtige mechanische und biologische Eigenschaften. Die
Schichtdicke ist mit 10-20% der Gesamtknorpeldicke am geringsten. Die oberfldchliche Zone lasst
sich weiterhin in zwei Schichten unterteilen. Eine diinne azelluldre Schicht, auch als ,,Lamina
splendens“ bezeichnet, iiberzieht die Gelenkoberfldche filmartig und beinhaltet feine Fibrillen an
denen kurzkettige Polysaccharidketten gebunden sind. Darunter folgt eine kollagenreiche Schicht,

wobei die Kollagenfasern charakteristisch tangential zur Gelenkoberfliche angeordnet sind. Die
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spindelformigen, ellipsoiden Chondrozyten liegen ebenfalls mit der Léngsachse parallel zur
Knorpeloberfliche in Einzel-Zell-Chondronen vor (Hunziker, Quinn et al. 2002; Alford und Cole
2005). Untersuchungen iiber den Zellmetabolismus haben ergeben, dass die Zellen der oberfldchlichen
Zone die Proteoglykane weniger synthetisieren und schneller abbauen als in den tieferen
Knorpelzonen. Dies erklért den hohen Gehalt an Kollagenen und interstitieller Fliissigkeit (Huber,
Trattnig et al. 2000). Die dichte Anordnung der Kollagenfasern verleiht dieser Zone eine bedeutende
Steifigkeit und Widerstandfahigkeit gegeniiber Scherkriften und Kompressionen. Zusitzlich stellt
diese Schicht eine Barriere fiir grépfere Makromolekiile dar und isoliert somit das Knorpelgewebe vom

Immunsystem.

Die Kollagenfasern der Transitionalzone bilden in ihrer Anordnung einen Ubergang zwischen der

oberflachlichen und der tiefen Zone. Die Verlaufsrichtung der Matrixorganisation dndert sich fliefend
von parallel zur Oberfliche bis senkrecht in die Tiefe strahlend. Die Zone hat eine vergleichbare
Schichtdicke zu der dariiber liegenden Zone, jedoch unterscheidet sich die Matrixzusammensetzung
durch einen bedeutend hoéheren Anteil an Proteoglykanen, sowie einen geringeren Anteil an
Kollagenen und interstitieller Fliissigkeit. Zusitzlich haben die synthetisierten Kollagenfibrillen einen
groperen Durchmesser als die Fibrillen der oberflichlichen Zone. Die sphéroidalen Chondrozyten
zeigen eine hohe Syntheserate und sind folglich mit einer vermehrten Anzahl von Organellen wie dem
endoplasmatische Retikulum und dem Golgiapparat ausgestattet. Analog zur oberflédchlichen Zone

sind die Zellen einzeln in Chondrone eingebettet.

Die Schichtdicke der radialen Zone ist mit einem Anteil von ca. 60% an der gesamten Knorpeldicke
am hochsten. Auch der Durchmesser der Kollagenfibrillen und der Gehalt der Proteoglykane sind im
Vergleich zu den anderen Knorpelzonen weit hoher. Die runden Zellen sind in Séulen perpendikular
zur Gelenkoberflache angeordnet und bilden mit mehreren Zellen pro Chondron Chondrozytencluster
(siche Abb. 2-1). Die senkrecht verlaufenden Kollagenfasern tauchen in die Grenze zwischen der
nicht-kalzifizierten und der kalzifizierten Matrix ein. Diese Grenze, die so genannte ,tidemark®, ist
lichtmikroskopisch als basophile Linie erkennbar. Dieser diinnen Schicht wird bei mechanischer
Beanspruchung eine vermittelnde Funktion zwischen dem dariiberliegenden elastischen
Knorpelgewebe und dem deutlich starreren kalzifizierten Knorpel nachgesagt (Broom und Poole

1982).

Die diinne Zone des kalzifizierten Knorpels beherbergt Chondrozyten mit kleinem Zellvolumen und
geringer metabolischen Aktivitdt. Diese Schicht des kalzifizierten Knorpels trennt den hyalinen
Knorpel vom subchondralen Knochen. Die Kollagenfasern strahlen senkrecht in den subchondralen
Knochen ein. Zusitzlich trigt die zapfenformige Verzahnung mit der subchondralen Lamelle zur

Stabilitit des Knorpel-Knocheniiberganges bei. Die Zellen erscheinen im histologischen Schnitt
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eingebettet als Inseln in der Knorpelmatrix. Dies sind jedoch virtuelle Inseln, denn in die Zone des
kalzifizierten Knorpels strahlen Kanéle aus der radialen Zone, gefiillt mit Knorpelmatrix und
Chondrozyten, ein. Diese Kanéle stellen eine Verbindung zum subchondralen Knochen her. Die
Bedeutung der nutritiven und metabolischen Versorgung des Knorpelgewebes iiber diese Verbindung

wird diskutiert (Lyons, McClure et al. 2006).

Die subchondrale Knochenlamelle schlieft sich, durch eine schmale Zementlinie getrennt, dem

Gelenkknorpel an. Diese subchondrale Region ist stark vaskularisiert (arterieller und vendser
subchondraler Plexus) und innerviert (siche Abb.2-5). Uber arterielle Sinusoide besteht eine direkte
Verbindung zum kalzifizierten Knorpel und somit auch zum dariiber liegenden Knorpelgewebe. Der
BlutfluB im subchondralen Knochen ist bis zu zehnmal hdher als im trabekuldren Knochen. Das
erklart sich durch den hohen Nihrstoffbedarf und dem vermehrten Anfall metabolischer
Umwandlungsprodukte aus dem Knorpelgewebe. Bei mechanischer Gelenkbelastung ist die Stabilitét
der subchondralen Lamelle von grofer Bedeutung. Sie schiitzt den hyalinen Knorpel besonders bei
exzessiven Krafteinwirkungen, denn durch den zapfenformigen Ubergang werden die einwirkenden
Scherkrifte als Kompressions- und Druckbelastungen auf die subchondrale Knochenlamelle

iibertragen (Ding, Dalstra et al. 1998; Imhof, Breitenseher et al. 1999).

ﬁ\( radiale Zone
@

N
I@ |— kalzifizierter
il > Knorpel

subchondraler

—— Knochen mit
Arterien und
Venen

Abbildung 2-5: Subchondraler Knochen mit arteriellem und venésem Plexus und den dariiber liegenden

Knorpelzonen, iibernommen aus Imhof et al. (2002)
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2.2 Pathophysiologie des Gelenkknorpels

Der hyaline Gelenkknorpel zeigt bei Verletzungen und Degenerationserscheinungen nur eine limitierte
Heilungstendenz. Die fehlende oder geringe Heilungstendenz des Knorpelgewebes ist in der
Avaskularitdt des Gewebes, der Immobilitdit der Chondrozyten und deren verminderten
Proliferationsmoglichkeiten begriindet (Caplan, Elyaderani et al. 1997).

Atiologisch fiir pathologische Verinderungen des Knorpelgewebes sind akute und chronische
Traumata, biomechanische Fehlbelastungen der Gelenke sowie endogen genetische und entziindliche
Ursachen. Die Degeneration und der Verlust der normalen Struktur und Funktion des Knorpelgewebes
sind integrale Bestandteile des klinischen Syndroms der Osteoarthrose, einer degenerativ
fortschreitenden Gelenkerkrankung. Klinisch im Vordergrund stehen Gelenkschmerzen, Krepitation
und Gelenkeffusion, begleitet von Belastungseinschrankungen (Buckwalter und Mankin 1998).

Die heute am hiufigsten verwendete klinische Klassifizierung der Knorpeldefekte besteht bereits seit
dem Jahre 1961 und wurde von Outerbridge eingefithrt (Outerbridge 1961). Diese klinische
Stadieneinteilung orientiert sich am arthroskopischen Bild des Knorpelschadens. Dabei entspricht der
Grad 0 dem physiologischen Bild des artikuldren Knorpels und der Grad I einer Erweichung und
Odematisierung der betroffenen Knorpelregion. Die Grad-II-Lisionen zeichnen sich durch Erosionen
der Knorpeloberfliache, Fissuren und Knorpelzusammenhangstrennungen mit einem Durchmesser von
bis zu 1,5 cm aus. Der Grad III ist charakterisiert durch Fissuren, bzw. Risse die den subchondralen
Knochen nicht involvieren, wohingegen Grad IV Defekte die gesamte Knorpelschicht und auch den
subchondralen Knochen betreffen. In Erweiterung der 4-stufigen Outerbridge-Klassifikation wurde
2003 durch die International Cartilage Research Society das ,JCRS Hyaline Cartilage Lesion
Classification System* veroffentlicht (Brittberg und Winalski 2003). Diese Klassifikation wird anhand
des arthroskopischen Bildes der bereits debridierten Lésion mit Beachtung von Tiefe und Ausdehnung
vorgenommen (siche Abb. 2-6).

Die traumatisch verursachten Knorpelverletzungen werden in Mikrotrauma, chondrale Fraktur und
osteochondrale Fraktur unterschieden. Die Entstehung von Verletzungen des artikuldren Knorpels
lasst sich auf unphysiologisch einwirkende Rotations- und Scherkréfte zuriickfithren. Studien haben
gezeigt, dass das Kniegelenk die am haufigsten betroffene anatomische Struktur darstellt. Besonders
der Gelenkknorpel des medialen Femorkondylus zeigt eine hohe Pridvalenz fiir Knorpelschidden
(Willers, Partsalis et al. 2007). Die traumatisch bedingten Verletzungen des Gelenkknorpels sind
hiufig mit Verletzungen protektiver Gelenkstrukturen, wie beispielsweise dem Bandapparat und den

Menisken, vergesellschaftet (Spindler, Schils et al. 1993).
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Stand des Wissens

Quterbridge| |CRS Grad | ICRS Beschreibung
0 keine erkennbaren Defekte

| 1a intakue Oberflache,
fibriltationen und/oder
leichte Erweichung

1b zusatzl. oberflachliche  Risse/
Fissuren

1] 2 Lislonsilefe <50% der
Knorpeldicke
(abnormaler Knorpel)

1] 3a =50% Tiefe der Knorpeldicke, nicht
bis zwr kalzifizierten Schicht
{schwer abnormer Knorpel)

ib =50% Tiefe der Knorpeldicke, bis
zur kalzifizierten Schicht

3c =50% Tiefe der Knorpeldicke, bls
zur subchondralen Platte

32d =50% Tiefe der Knorpeldicke, mit
Blasenbildung

] d4alb vollstindige  Knorpellision  mit
Durchbruch der subchondralen
Platte

Abbildung 2-6: Outerbridge- und ICRS-Klassifizierung von Knorpeldefekten im Vergleich; iibernommen aus
Braun et al (2007)
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Abbildung 2-7: Mikrotrauma des
Gelenkknorpels; modifiziert und

tibernommen aus Thimoty M et al.

(2006)

Ein Mikrotrauma beinhaltet die Schddigung der Chondrozyten und
der Matrixstruktur, wobei die Knorpeloberfliche vorerst intakt
bleibt. Zusammenhangstrennungen im Netzwerk der
Kollagenfibrillen fiihren zu einem Stabilititsverlust des Gewebes.
Im weiteren Verlauf ist ein Zelluntergang der Chondrozyten zu
beobachten, assoziiert mit metabolischen Verdnderungen und der
Matrixzusammensetzung. Die vermehrte Apoptose und Nekrose der
Knorpelzellen beinhaltet die Abnahme an Kollagenen und
Proteoglykanen durch verminderte Neusynthese und vermehrten
Abbau dieser Matrixbestandteile (D'Lima, Hashimoto et al. 2001).
Folglich nimmt die Wasserbindungskapazitit der extrazelluldren

Matrix ab und die mechanischen Eigenschaften des

Knorpelgewebes gehen in diesem Bereich verloren. Die mechanische Erweichung des Gewebes ist ein

Resultat dieser zelluliren und molekularen Verdnderungen und zieht im weiteren Verlauf

Degenerationserscheinungen nach sich. Es sind Erosionen in der vorerst intakten Knorpeloberfldche

und Fibrillationen in der betroffenen Region zu beobachten und ein Verlust der Knorpelschichtdicke

ist die Folge (Lohmander, Dahlberg et al. 1989).

Abbildung 2-8: chondrale Fraktur,
tibernommen aus Thimoty et al.

(2006)

Die chondrale Fraktur zeichnet sich durch die Verletzung der

Knorpelschicht ohne Penetration der subchondralen Strukturen aus.
Auch bei dieser Art der Verletzung ist das vaskuldre System nicht
involviert, die reparative Proliferation von Chondrozyten ist somit
stark limitiert. In der Defektperipherie kommt es zur Proliferation
von  Chondrozyten, welche sich zu  pathohistologisch
charakteristischen Zellclustern formieren. Jedoch ist im weiteren
Verlauf keine Migration dieser Zellen in den Defektbereich zu
beobachten. Die anfangs erhohte metabolische und mitotische
Aktivitit sistiert. Die Zellen sterben ab und lassen die so genannten

Geisterhofe im histologischen Bild zuriick. Die Defektrénder zeigen

keine Tendenz zur Vereinigung (Mankin 1982). Die folgenden Gewebereaktionen gleichen den bereits

beschriebenen Vorgédngen der Mikrotraumata. Der Verlust der Knorpelschichtdicke und der

biomechanischen Eigenschaften sind Vorreiter einer progressiven Degeneration.
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Die osteochondrale Verletzung zeichnet sich durch eine Lision aus,

die durch die gesamte Knorpelschicht bis in den subchondralen
Knochen und weiter reicht. Unmittelbar nach der Defektenstehung
bildet sich durch das FEinbluten aus dem vaskularisierten
Knochengewebe ein Hamatom, welches sich darauthin zu einem

Fibringerinnsel organisiert. Im Folgenden entwickelt sich aus dem

Fibringerinnsel ein fibroelastisches Reparationsgewebe, in welches

Gefdfe aus dem darunter liegenden Knochenmark einspriefen.

Abbildung  2-9:  Osteochondrale Ebenfalls aus dem Knochenmark stammende eingewanderte,

Verletzung,  tibernommen  aus

Thimoty et al. (2006)

pluripotente mesenchymale Stammzellen proliferieren {iber
Chondroblastenstadien zu Chondrozyten. Diese Chondrozyten
synthetisieren Matrixbestandteile, wie Kollagenfibrillen und Proteoglykane (Goldberg und Caplan
1999). In der Defekttiefe bildet sich durch enchondrale Ossifikation eine subchondrale
Knochenlamelle, welche (wie bereits beschrieben) fiir die Stabilitit des dariiberliegenden
Knorpelgewebes von grofer Bedeutung ist (Radin und Rose 1986; Imhof, Breitenseher et al. 1999).

Die Matrixzusammensetzung des neu gebildeten Knorpelgewebes ist jedoch nicht dquivalent zur
Qualitdt und Quantitdt des origindren hyalinen Knorpelgewebes und wird in der Literatur als
hyalindhnliches Knorpelgewebe beschrieben. So ist der Anteil an Kollagen-Typ-II-Fasern deutlich
geringer und ein hoherer Gehalt an Kollagen-Typ-I-Fasern ist zu beobachten. Dieses Regeneratgewebe
zeigt im weiteren Heilungsverlauf wesentliche Merkmale des Faserknorpels, welcher den
biomechanischen Eigenschaften des hyalinen Knorpels weit unterlegen ist (Furukawa, Eyre et al.
1980; Mankin 1982). Lichtmikroskopische Untersuchungen haben ergeben, dass die Kollagenfibrillen
des neu gebildeten Gewebes nicht in die Matrixstrukturen des angrenzenden Knorpelgewebes
integriert werden (Shapiro, Koide et al. 1993). Léngerfristig hidlt das Regenerationsgewebe den
physiologisch einwirkenden Druck- und Scherkriften nicht stand und es kommt zu den bereits

genannten Degenerationserscheinungen (Ulrich-Vinther, Maloney et al. 2003).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei Verletzungen des Gelenkknorpels nur eine zweifelhafte
Prognose zur Selbstheilungstendenz zu stellen ist. Das Knorpelgewebe zeigt keine klassische
dreiphasige Wundheilung (Inflammationsphase, Granulationsphase und Regenerationsphase), bei der
es zu einer vollstindigen Herstellung der vorigen Gewebequalitit kommt. Die Verletzung des
Knorpelgewebes zeigt anfangs zwar Proliferationsvorgénge, welche aber im Folgenden zum Stillstand
kommen. Im ldngerfristigen Verlauf sind Substanzverluste und Degenerationserscheinungen zu
beobachten. Die limitierte Fahigkeit der Chondrozyten, Schéidigungen der Matrixbestandteile
auszugleichen, ist ein Zeichen fiir eine sehr empfindliche Homdostase zwischen Anabolismus und
Katabolismus in diesem speziellen Gewebe. Die osteochondrale Defektheilung ist aufgrund der

entstechenden Anbindung an das vaskuldre System durch Charakteristika der Wundheilung
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gekennzeichnet, jedoch kommt es nicht zu einer Regeneration des verletzten Gewebes, sondern zur
Bildung von minderwertigem Reparationsgewebe. Das entstandene Gewebe beinhaltet eine geringere
Steifigkeit und eine hohere Gewebspermeabilitdt, sodass es sekunddr aufgrund der wiederholten
Belastung des Gelenkes zu degenerativen Prozessen kommt (Buckwalter und Mankin 1998; Redman,

Oldfield et al. 2005).

2.3 Pathohistologie des Gelenkknorpels

Die bereits erwdhnten pathophysiologischen Vorginge des hyalinen Knorpelgewebes bei traumatisch
oder chronisch-degenerativ bedingten Gewebeverdnderungen fithren zu definierten histologisch
erkennbaren Reaktionsmustern. Diese histologisch evaluierbaren pathologischen Merkmale der
zelluldren und extrazelluldren Knorpelbestandteile sollen in diesem Abschnitt néher dargestellt
werden.

Die Reaktionen des hyalinen Knorpelgewebes auf die bereits beschriebenen Verletzungsmuster
beinhalten eine Matrixdegradation durch die Aktivitdt endogener Enzyme und einen damit assoziierten
Anstieg des Wassergehalts. Die verdnderten biomechanischen Gewebeeigenschaften fithren zu
Instabilitditen der  Fasernetzwerke der EZM und im  histologischen Bild  sind
Zusammenhangstrennungen und Fibrillationen im Knorpelgewebe zu beobachten (D'Lima, Hashimoto
et al. 2001). Spezifische Anfarbungen der Proteoglykane bestitigen deren Degradation und die
insuffiziente Synthese dieser Matrixbestandteile durch die Chondrozyten (Frenkel, Bradica et al.
2005). Die verminderte Protektion und die nutritive Unterversorgung der Chondrozyten beinhaltet eine
Zellapoptose und Zellnekrose (Lotz, Hashimoto et al. 1999). Morphologisch stellen sich die Zellen
spindelformig und der Knorpelhof vergroBert dar. Dieses pathologische Erscheinungsbild wird in der
Literatur als Geisterhof bezeichnet. Der Zelluntergang beinhaltet die Erscheinungen der Kernpyknose,
d.h. eine Verdichtung der Zellkerne mit zahlreichen Chromatinkdrnchen und eine stirkere Farbbarkeit
bei schrumpfenden Volumen als Zeichen des beginnenden Kernzerfalls. Im weiter fortgeschrittenen
Stadium ist eine Karyolyse oder bereits die Abwesenheit von Zellkernen histologisch zu beobachten.
Die Gewebereparation fithrt zu einer erhdhten Mitose- und Replikationsaktivitit der noch
vorhandenen vitalen Chondrozyten und zur Formierung von charakteristischen Chondrozytenclustern.
Dies beinhaltet einen Anstieg der Matrixsynthese und eine sich anschlieBende endogene
Reorganisation. Die insuffiziente Regenerationskompetenz des hyalinen Knorpelgewebes ist mit der
Bildung von Faserknorpelgewebe als Reparationsgewebe verbunden. Diese Gewebespezies zeigt einen
hohen Gehalt an Kollagen-I-Fasern. Die Anordnung der runden Zellen ist ungeordnet und

unterscheidet sich charakteristisch vom hyalinen Knorpelgewebe (Mainil-Varlet, Aigner et al. 2003).

Die Aussagekraft histologischer Untersuchungen zur osteochondralen Defektheilung ist durch die

Verwendung semiquantitativer Scores verbessert. In der Literatur ist eine Vielfalt an histologischen
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Beurteilungssystemen des hyalinen Gelenkknorpels und dessen Degenerationserscheinungen
beschrieben (Mankin, Dorfman et al. 1971; O'Driscoll, Keeley et al. 1988; Pineda, Pollack et al. 1992;
Caplan, Elyaderani et al. 1997).

Fiir die klinische Beurteilung von degenerativen Verdanderungen des Gelenkknorpels wurde von der
ICRS (International Cartilage Repair Society) ein Score entwickelt (Mainil-Varlet, Aigner et al. 2003).
Dieser Score ermoglicht die semiquantitative histologische Einteilung von Gewebebioptaten. Die
Kriterien beinhalten die  Knorpeloberfliche, = Matrixzusammensetzung, Zellmorphologie,
Abnormalititen der subchondralen Knochenlamelle und den Mineralisationsgrad des Knorpelgewebes.
Frenkel et al. entwickelten auf der Grundlage von O'Driscolls Bewertungsskala einen Score fir die
Beurteilung von osteochondralen Regeneraten (Frenkel, Bradica et al. 2005). Zusétzliche Kriterien zu
dem ICRS-Score sind der prozentuale Anteil hyalinen Knorpelgewebes, strukturelle Integritidt des
Regenerationsgewebes, zelluldre Degenerationen und die Anfiarbung des Knorpelgewebes in der

Safranin-Orange-Farbung.

24 Therapieoptionen von Gelenkknorpeldefekten

Der vorangestellte Uberblick der Pathophysiologie des artikuliren Knorpelgewebes verdeutlicht das
klinische Problem der unzureichenden Heilungstendenz von Knorpeldefekten traumatischer sowie
degenerativer Genese. Die Zielsetzung der knorpelchirurgischen TherapiemaPnahmen ist die
Wiederherstellung der Integritdt der Gelenkoberfliche mit dem Erreichen einer uneingeschrinkten
schmerzfreien Bewegung und das Verhindern einer progressiven Gewebedegeneration.

Die bisher entwickelten Behandlungsoptionen umfassen zum einen symptomatische Verfahren, sowie
knochenmarkstimulierende Techniken zur Stimulation der intrinsischen Regeneration. Hinzu kommen
restorative Techniken, welche die Transplantation von Geweben, Zellen und synthetischen Materialien

beinhalten.

2.4.1 Symptomatische Verfahren

Die arthroskopische Gelenklavage stellte in der Vergangenheit eine haufig angewendete

Therapieoption fiir schmerzhafte Gelenkerkrankungen dar. Kombiniert mit einem Debridement wurde
eine deutliche Abnahme der Schmerzen und Verbesserung der Gelenkbeweglichkeit beobachtet
(Johnson 1986).

Ein pathologischer Knorpelabrieb fiihrt zu einer Synovitis und nachfolgendem Gelenkerguss, wéhrend
zusitzliche instabile Knorpelstiickchen zu mechanischen Effekten wie Einklemmung und Krepitus
filhren. Die Lavage reduziert inflammatorische Symptome durch Ausschwemmung entziindlicher
Mediatoren und freier Knorpelstiickchen. Die Abtragung von aufgefaserten Knorpelbestandteilen fiihrt
zu einer Glattung der Gelenkoberfldche und damit zu einer Reduzierung der mechanischen Reize.

Diese Therapiemafinahmen sind heute als insuffiziente Behandlungsoptionen zu betrachten, da sie
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nicht zu regenerativen Prozessen an der geschiddigten Knorpelregion beitragen. Eine Verbesserung der
klinischen Symptome ist nur temporér zu erwarten und fortschreitende degenerative Prozesse sind im

weiteren Verlauf zu beobachten (Willers, Partsalis et al. 2007).

242 Knochenmarkstimulierende Techniken

Das gemeinsame Prinzip der knochenmarkstimulierenden Verfahren ist die Eroffnung des
vaskularisierten Knochenmarkraumes durch die Penetration der subchondralen Kortikalis. Wie bereits
beschrieben (in 2.2 Pathophysiologie des Gelenkknorpels), ermdglicht die Eroffnung des
subchondralen Knochens sdmtliche gefaBassoziierten klassischen Heilungsprozesse und die
Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark (Goldberg und Caplan 1999). Im
weiteren Verlauf wird ein faserknorpeliges Ersatzgewebe mit minderwertigen biomechanischen
Eigenschaften generiert (Nehrer, Spector et al. 1999).

Die erst beschriebene Technik dieser Art sind die Pridie-Bohrungen aus dem Jahre 1959, wobei

chondrale Defekte durch den subchondralen Knochen angebohrt werden (Muller und Kohn 1999). Die

Abrasionschondroplastik beinhaltet das Abtragen und Glétten degenerativ verédnderter Knorpelareale

und wird durch Eréffnung des Markraumes ergidnzt (Bert und Maschka 1989). Bei der multiplen

Mikrofrakturierung wird die subchondrale Knochenlamelle mit einem spitzen St6fel mehrfach

perforiert. Um den Zusammenhalt der subchondralen Knochenlamelle zu gewéhrleisten, wird ein
Abstand zwischen den einzelnen Lochern von 3-4 mm empfohlen. Diese Technik erzeugt ebenfalls
eine Knorpelreparatur iiber die Stimulation und Einwanderung von potenten Stammzellen aus dem
Knochenmark. Der Zusammenhalt der subchondralen Knochenlamelle und somit auch die
Gelenkkontur bleiben erhalten. Das Fehlen von Hitzenekrosen im angrenzenden Knorpelgewebe wird
als Vorteil gegeniiber den Pridie-Bohrungen gewertet. Des Weiteren ermoglichen die Stofel eine
verbesserte Kontrolle iiber die Tiefe der Perforation. Klinische Ergebnisse behandelter Patienten
berichten von Verbesserung der Schmerzsymptomatik und der kdrperlichen Aktivitit (Steadman,
Briggs et al. 2003). Das Knorpelersatzgewebe zeigt jedoch eine mindere Qualitit und
Strukturmerkmale des fibrosen Knorpelgewebes. Die degenerativen Gewebereaktionen des
angrenzenden Knorpelgewebes infolge des operativen Eingriffs sind zudem kritisch zu beurteilen und
schrianken das Heilungsergebnis zusitzlich deutlich ein (Tew, Kwan et al. 2000; D'Lima, Hashimoto et

al. 2001; Redman, Dowthwaite et al. 2004).

243 Restorative Techniken

Zur Uberwindung des limitierten Heilungspotentials der bereits beschriebenen Behandlungsoptionen
wurden Techniken entwickelt, welche die Transplantation von Geweben oder Zellen mit
chondrogenem Potential beinhalten. Dabei ist die Zielsetzung der entwickelten Methoden die

Ausbildung von minderwertigem Faserknorpel zu vermeiden und moglichst hyalinen Knorpel zu
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reproduzieren, um die biomechanischen und physiologischen Eigenschaften des Gewebes wieder

langerfristig herzustellen.

Der autologe Transfer von Knorpelknochenzylindern wurde 1994 erstmals unabhingig voneinander
von Miiller und Wagner beschrieben (Wagner 1964). Die Technik ist aktuell das einzige Verfahren,

das die Defektzone mit hyalinem Knorpel deckt. Bei der osteochondralen autologen Transplantation

(OAT) werden intakte Knorpelknochenzylinder, in offener oder arthroskopischer Technik, aus
nichtbelasteten Regionen entnommen und in die Defektareale implantiert. Die bevorzugten
Entnahmeareale sind insbesondere die proximale anterolaterale und anteromediale Trochlea.

In Abhéngigkeit von der Defektgrépe und Lokalisation werden ein oder mehrere Zylinder in Form der
Mosaikplastik transplantiert. Diese Technik ist limitiert durch die zur Verfiigung stehenden
Entnahmeregionen und durch die Defektgrope. Bei Defektgrofen iiber 4 cm? und einer Tiefe iiber 10
mm wird von dieser Methode abgeraten. Zunéchst wird mit speziellen Hohlfrdsen der Defektknorpel
und der darunter liegende Knochen entfernt und ein zylinderférmiger Hohlraum als Implantationsbett
geschaffen. Bei der Entnahme des definiert groperen Knorpelknochenzylinders aus der Spenderregion
ist die geometrische Passform der Knorpeloberfliche zu beachten. Das Einbringen des
Spenderzylinders unter der press-fit-Methode macht eine zusétzliche Fixation tiberfliissig, wobei die
Stabilitit in Abhéngigkeit mit der Zylindergrof3e steht (Duchow, Hess et al. 2000).

Das Hauptproblem dieser Methode stellt die Integration der Knorpelknochenzylinder in der
Knorpelregion dar. Wiahrend im Bereich der subchondralen Knochenlamelle und im darunter
liegenden spongidsen Knochen eine vollstindige Integration erfolgt, wird zwischen dem
Zylinderknorpel und dem orgindren Knorpel eine faserknorpelige Defektauffiillung beobachtet. Im
schlechtesten Falle bleibt im Knorpelbereich ein persistierender Spalt zuriick. Diese inkomplette
Fusion ist der Ansatzpunkt fiir eine darauf folgende Transplantatdegeneration (Horas, Pelinkovic et al.
2003). Des Weiteren wird diskutiert, dass das Knorpelgewebe aus weniger belasteten Gelenkregionen
den hoheren Belastungen in der Implantationsregion aufgrund der  differenten
Matrixzusammensetzung nicht standhédlt und somit einen weiteren Anhalt fiir degenerative
Erscheinungen bietet (Hunziker 2002). Tierexperimentelle Langzeitstudien mit einer Laufzeit von
einem Jahr haben ergeben, dass die Steifigkeit des das transplantierten Knorpelgewebes in den ersten
12 postoperativen Wochen im Vergleich zum origindren Gelenkknorpel deutlich abnimmt. Die
biomechanischen Eigenschaften gleichen sich nach 12 Wochen post op jedoch den Eigenschaften des
umgebenden Knorpelgewebes an. Dies zeigt die Vitalitit des implantierten Gewebes und das Potenzial
der Angleichung der biomechanischen Eigenschaften durch Matrixumbau zum umliegenden
Knorpelgewebe (Nam, Makhsous et al. 2004). Diese Ergebnisse deuten zusitzlich darauf hin, dass
eine auf diese Ergebnisse abgestimmte Planung der Rehabilitation in den ersten 12 Wochen post op

von besonderer Bedeutung ist (Kuroki, Nakagawa et al. 2007).
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Die Transplantation von osteochondralen Allografts erlaubt die Defektbehandlung ohne Limitierung

der Spenderkapazitit. Die Indikation dieser Technik ist bei grofen osteochondralen Defekten mit einer
Defekttiefe iiber 10 mm gegeben (Gortz und Bugbee 2006). Weitere Vorteile sind die verhinderte
Entnahmemorbiditit und die Moglichkeit der Verwendung von Knorpel-Knochen-Zylindern jiingerer
Spenderindividuen mit einer hoheren Qualitidt des Transplantationsgewebes. Die Sterilisations- und
Konservierungsverfahren der  Spendergewebe  verursachen jedoch  Schidigungen  der
Matrixbestandteile und Chondrozyten (Williams, Dreese et al. 2004). Weitere schwerwiegende
Nachteile dieser Technik sind auch, dass ein Infektionsrisiko nicht vollstindig ausgeschlossen werden

kann und die Gefahr immunologischer Abwehrreaktionen besteht.

Die Transplantation von Periost und Perichondrium bezieht sich auf die biologische

Proliferationsfédhigkeit chondrogen aktiver Vorlduferzellen des Transplantationsgewebes. Die
zugrunde liegende Idee dieser Technik ist, dass sich die mesenchymalen Stammzellen in Abhéngigkeit
vom vorherrschenden Sauerstoffpartialdruck des umgebenden Gewebes zu Knorpel- oder
Knochenzellen differenzieren. Das Perichondrium wird von einer sternumnahen Rippe, das Periost
von der medialen Tibiafliche entnommen. Die Knorpeldefektrinder werden begradigt und
anschliefend wird das Transplantatgewebe auf den Defekt aufgendht oder mittels Fibrinkleber fixiert.

Die Ergebnisse klinischer Studien dieser Methode zeigen groPe Variationen. So wurde die Bildung
von Faserknorpelgewebe, hyalin-artigem bis hyalinem Knorpelgewebe beschrieben. Jedoch sind die
Langzeitergebnisse aufgrund frither Degenerationen des gebildeten Gewebes mangelhaft. Zudem sind
Periosthypertrophien, Delaminationen und Ossifikationsprozesse beschrieben worden, die das
Ergebnis deutlich verschlechtern und einen Revisionseingriff notwendig machen (O'Driscoll, Keeley

et al. 1988; Micheli, Browne et al. 2001).

Die Methode der autologen Chondrozytentransplantation (ACT) wurde 1994 von Brittberg et al. als

eine Alternative zur Behandlung chondraler Defekte publiziert (Brittberg, Lindahl et al. 1994). Dieses
Verfahren bendtigt einen vollsténdig intakten subchondralen Knochen im Defektareal. Bei dieser
zweizeitigen Operationstechnik wird zunichst in arthroskopischer Technik Knorpelmaterial
gewonnen. Das Gewebe wird dquivalent der OAT-Technik von weniger belasteten Gelenkregionen
entnommen, wobei auch hier eine Penetration der subchondralen Knochenlamelle erfolgt, um eine
Faserknorpelbildung zu induzieren. Anschliefend werden in vitro die enzymatisch isolierten
Chondrozyten steril kultiviert.

In einem zweiten Eingriff wird zunichst die Defektregion prépariert, pathologisch verdndertes
Knorpelgewebe wird entfernt, und die Defektrinder werden begradigt. Der subchondrale Knochen
wird bei dieser Technik nicht er6ffnet, um eine Faserknorpelbildung im Defektareal zu unterbinden.
Folgend wird ein zuvor entnommener Periostlappen auf den Defekt aufgenéht. Unter diesen fixierten

Periostlappen wird abschlieBend die Zellsuspension injiziert. Die klinischen Ergebnisse zeigten
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deutliche Symptomverbesserungen der Patienten und in entnommenen Bioptaten wurde hyalinartiges
Gewebe mit einem hohen Anteil an Typ-II-Kollagenen nachgewiesen. In einer Langzeitstudie iiber
sieben Jahre zeigten 85% der behandelten Patienten gute bis exzellente Ergebnisse im Heilungsverlauf
(Peterson, Brittberg et al. 2002). Trotz der in der Literatur angegebenen Erfolgsquoten von mehr als
70% ist die Technik aufwendig und technisch sehr anspruchsvoll (Minas und Peterson 1999; Bartlett,
Skinner et al. 2005). Die =zeitlich aufwendige Periostlappengewinnung und die Fixation des
Transplantates erfordern einen gréferen operativen Zugang, was zu Entstehung einer Arthrofibrose

fiihren kann (Peterson, Brittberg et al. 2002).

Die matrixassoziierte autologe Chondrozytentransplantation (MACT) ist ein konkurrierender

Therapieansatz zur ACT in Suspension. Die Implantation der Chondrozyten in oder auf
unterschiedlichen resorbierbaren dreidimensionalen Trigermaterialen bilden eine groPfe Gruppe der
matrixgekoppelten Chondrozytentransplantation. Die Anwendung dieser Matrizes ermdglicht die
gleichméfige Verteilung der Zellen im Defektareal und vereinfacht die operative Technik (Gravius,
Schneider et al. 2007). Eine Naht durch den angrenzenden intakten Knorpel zur Fixierung ist nicht
mehr zwingend notig und verhindert somit zusétzliche Gewebereaktionen. Die Trigermaterialien
werden nach einem definierten Zeitraum resorbiert und lassen Raum fiir die korrespondierend
verlaufende Synthese von Regeneratgewebe. Zu den klinisch verwendeten resorbierbaren
Stoffgruppen gehdren Kollagene tierischen Ursprungs (in Vlies-, Gel- oder Mebranform),
Hyaluronsédurederivate und verschiedene synthetisch hergestellte Polymere (Polylactide und —
glycolide). Es bestehen groPe Variationen in der technischen Gestaltung der Chondrozytenapplikation.
Die kultivierte Zellen konnen analog zu der klassischen ACT-Technik unter eine zuvor aufgebrachte
Matrix injiziert werden, sie konnen kurz vor Implantation auf das Matrixmaterial aufgebracht werden
oder sie werden vom Hersteller fertig integriert in oder auf der Matrix geliefert (Braun, Vogt et al.

2007).

Die Transplantation von autologen mesenchymalen Stammzellen erfolgt in Analogie zu der MACT.

Verschiedenste Tragermaterialen werden mit zuvor entnommenen mesenchymalen Stammzellen
bestiickt und in dem Defektareal platziert. Diese Methode beinhaltet die homogene Verteilung dieser
chondrogenen Zellen im Defektbereich. Die Differenzierung dieser Zellen zu matrixproduzierenden
Chondrozyten konnte beobachtete werden (Mizuta, Kudo et al. 2004). Das gebildete Gewebe ist
jedoch dem umliegenden hyalinen Knorpel nicht d4quivalent. Experimentelle Ansitze dieser Methode
mit Gentransduktionsvorgidngen oder Zusidtzen von Wachstumsfaktoren und anderen Botenstoffen

sind weiterer Forschungsbestandteil (Wakitani 2007).
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2.4.4 Biodegradierbare Implantate

Weitere Therapieansitze, in der Literatur unter dem Begriff ,,Tissue-Engineering® beschrieben, stehen
heute im Forschungsvordergrund (Frenkel und Di Cesare 2004; Simon und Jackson 2006). Die
Methoden des Tissue-Engineering konnen als eine Anwendung von biologischen, chemischen und
technischen Attributen fiir die Reparation und Regeneration von vitalem Gewebe definiert werden.
Dabei kommt es zur Verwendung von synthetischen Materialien, Zellen und anderen biologischen
Faktoren in unterschiedlicher Kombination (Laurencin, Ambrosio et al. 1999). Die zuvor
beschriebenen klinisch bereits angewandten Techniken der MACT und der Transplantation von
mesenchymalen Stammzellen gehdren im engeren Sinne ebenfalls zu diesen Therapiemethoden. Es
handelt sich um restorative Techniken unter Verwendung von resorbierbaren Stoffgruppen natiirlicher
oder synthetischer Herkunft in Scaffoldform. Diese Scaffolds werden entweder ohne Zusédtze als
Implantat verwendet, oder sie stellen zusétzlich Trigermaterialen fiir chondrogene Zellen,
mesenchymale Stammezellen, embryonale Stammzellen oder diverse Wachstumsfaktoren dar
(Martinek, Fu et al. 2001; Kaul, Cucchiarini et al. 2006; Shah, Kaplan et al. 2007). In dieser Arbeit
sind die Polyglykolide (PGA) und Polylaktide (PLA) in Form von synthetischen Polymeren, den
Poly(D,L)Laktid-co-Glykolid-Scaffolds (PLGA-Scaffolds), als verwendete Materialien von
besonderem Interesse.

Der strategische Grundgedanke dieser Technik ist, eine tempordre Stabilitit im Defektareal zu
schaffen, um nach der Zellinfiltration die Gewebebildung in der initialen Heilungsphase zu
unterstiitzen (Niederauer, Slivka et al. 2000; von Rechenberg, Akens et al. 2003). Die anschlieende
kontinuierliche Biodegradation des synthetischen Materials und der Aufbau von Regeneratgewebe im
Defektareal fithren zu einer Wiederherstellung der Gelenkfunktion. Die Designkriterien dieser
Scaffolds sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Bei Verwendung synthetischer Materialen zur
Unterstiitzung der Geweberegeneration steht besonders die Biokompatibilitdt der Materialien im
Vordergrund.

Entziindliche und immunogene Reaktionen sind Storfaktoren fiir eine optimale Integration in das
umliegende native Gewebe und fiir die Bildung von regenerativem Ersatzgewebe (Remes und
Williams 1992). Die Reaktionen zeigen sich in milden lokalen Fremdkorperreaktionen, wie dem
Einwandern von Fremdké&rperriesenzellen, mononukledren Rundzellen und Granulozyten. Jedoch sind
auch osteolytische Prozesse und intensive entziindliche Weichteilverdnderungen beschrieben worden
(Stahelin, Weiler et al. 1997). Die Biokompatibilitdt beeinflussende Faktoren sind die strukturelle
chemische Oberflichenbeschaffenheit, biochemische Bestandteile, sowie deren Degradationsprodukte
und Resorptionsgeschwindigkeiten. Die Produktionsprozesse und Sterilisationsvorginge nehmen
ebenfalls einen grofen Einfluss auf die Biokompatibilitdt der Materialien (Weiler, Hoffmann et al.

2000; Woodfield, Bezemer et al. 2002).
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' o Entziindungsreaktionen und immunogene Gewebereaktionen stéren den
Biokompatibilitét )
Heilungsverlauf

Porositit,

Gewihrleistung  der  Infiltration des  Implantationsmaterials  mit
Permeabilitit  und

Regeneratgewebe, der Zelladhdsion, deren nutritiver Versorgung und der
dreidimensionaler

Einwirkung von Wachstumsfaktoren
Aufbau

Zelladhision und | Zytotoxische  Inhaltsstoffe =~ oder  Abbauprodukte inhibieren  die

Zelltoxizitat Zellvermehrung und —differenzierung

. ) Im Gleichgewicht zum Regenerationsprozess verlaufende Resorption und
Biodegradation o ) )

Metabolisierung der Scaffoldbestandteile unterstiitzt den Heilungsprozess
Biomechanische Schutz des nativen Gewebes, des Regeneratgewebes und der Zellen vor
Integration mechanischen Uberbelastungen
Strukturelle _ ) . ) )
. ) Um die native Anisotropie der Gewebestruktur zu ermoglichen

Anisotropie
Grope und Form Reproduktivitit des Scaffoldimplantats in klinisch relevanter Grope und Form
Implantations- Vorteilhaft ist eine mdglichst minimalinvasive Applikationsform und eine
technik Press-fit-Stabilitdt, um weitere Fixationsmaflnahmen zu umgehen

Tabelle 2-1: Ubersicht zu den Designkriterien und Materialeigenschaften der biodegradierbaren Implantate

Die Scaffoldstruktur stellt ein weiteres wichtiges Kriterium dar. Eine suffiziente Porengrofle erlaubt
eine Infiltration und Migration von mesenchymalen Stammzellen und ermoglicht den
dreidimensionalen Aufbau der extrazelluliren Matrix (Hunziker 1999; Karageorgiou und Kaplan
2005; Nagura, Fujioka et al. 2007). Die minimale Porengrofe wird in der Literatur mit 100 pm im
Durchmesser beschrieben, wobei eine geringere Porengrofle die Bildung von unmineralisiertem
fibrosem Gewebe zur Folge hat (Hulbert, Young et al. 1970). Eine groBere Porengrofle erlaubt eine
verstirkte Angiogenese im Defektareal und bietet somit optimale Bedingungen fiir die direkte
Osteogenese. Kleinere Porengroflen bedingen durch hypoxische Konditionen eine geringere
Vaskularisation im Defektgebiet. Dies induziert eine initiale Chondrogenese und wird von einer
enchondralen Ossifikation gefolgt (Jin, Takita et al. 2000; Kuboki, Jin et al. 2001). Es besteht die
Hypothese, dass ein diskontinuierliches Einwachsen des Knochengewebes in das pordse
Scaffoldmaterial im Defektareal zu einem schnelleren Heilungsergebnis fiihrt. Implantate mit einer
soliden Phase hingegen ermoglichen eine Formation des Knochengewebes von den Defektrandern aus
und zeigen im Defektzentrum eine geringere Stabilitdt (Simon, Roy et al. 2003).

Der Degradationsprozess von biodegradierbaren Implantaten wurde von Pistner et al. untersucht und
in fiinf Phasen eingeteilt (Pistner, Bendix et al. 1993; Pistner, Gutwald et al. 1993; Pistner, Stallforth et
al. 1994). In der ersten Phase (Heilungsphase) formiert sich eine fibrose Gewebekapsel um das
Implantat. Diese Phase wird von der zellairmeren latenten Phase gefolgt, in der die Kapsel aus lockeren

Bindegewebsfasern besteht und das Implantat teilweise in direktem Kontakt zum umliegenden
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Knochengewebe steht. In der dritten Phase (protrahierte Resorptionsphase) beginnt die Degradation
der Implantatbestandteile. Es lédsst sich eine moderate zelluldre Reaktivitit und das Einwandern von
Makrophagen und polynukledren Fremdkorperriesenzellen beobachten. Die sich anschlieBende
progressive Resorptionsphase ist gepragt durch passiv hydrolytische, sowie zelluldre enzymatische
Abbauprozesse. Zeitgleich ist eine Gewebeneubildung und —formierung im Implantatlager zu
verzeichnen. Die flinfte Phase (Wiederherstellungsphase) beinhaltet die Bildung von Narben- oder
Knochengewebe. Die Implantatsbestandteile sind vollstindig degradiert.

In einer vitro-Studie wurden die Interaktionen der Chondrozyten mit dem PLGA-Matrial untersucht.
Die Infiltration der Zellen in das pordse Material und die Proteoglykansynthese wurden beobachtet.
Jedoch zeigten die Chondrozyten zwei verschiedene Zellmorphologien. Zellen die im direkten Kontakt
zum synthetischen Material standen, waren im histologischen Bild spindelférmig, was eher der
Morphologie fibroblastérer Zellen entspricht. Die Zellen, die keinen direkten Kontakt hatten, wiesen
eine typisch sphéroidale Zellmorphologie der Chondrozyten auf (Grande, Halberstadt et al. 1997). Der
bei der invitro-Degradation von Polyhydroxysiuren anfallende saure Uberstand aus niedermolekularen
Abbauprodukten kann eine toxischen Effekt auf die Zellen ausiiben. Verschiedene invivo-Studien
lieBen keine zytotoxischen Reaktionen bei Verwendung von PGLA-Scaffolds unterschiedlicher
Zusammensetzung feststellen (Boyan, Lohmann et al. 1999). Die Materialzusammensetzung der
Scaffolds hat zudem einen bedeutenden Einfluss auf die biomechanischen Eigenschaften und die
Biodegradation. Die Degradationskinetik der Polyglykolide verlduft wesentlich schneller als die der
Polylaktide. Somit ist bei der Verwendung von langsam degradierenden Materialien eine ldngerfristige
Defektstabilitdt gewéhrleistet. Zudem fiihrt eine langsam protrahierte Freisetzung von
Abbauprodukten zu einer adidquaten Resorption und verhindert eine toxische Kumulation dieser
Produkte im Implantationslager (Hoffmann, Weller et al. 1997; Weiler, Hoffmann et al. 2000). Die
Komposition der zwei Materialkomponenten in Form der PGLA-Scaffolds erlaubt eine Steuerung der
Biodegradationskinetik und der biomechanischen Eigenschaften (Moran, Pazzano et al. 2003; Larsen,
Pietrzak et al. 2005) .

Die biomechanischen Eigenschaften der Implantate beeinflussen die Defektstabilitdit und
Gewebedifferenzierung osteochondraler Defekte. Die auf die undifferenzierten Zellen einwirkenden
mechanischen Stimuli wirken sich auf die gerichtete ossdre und chondrale Gewebedifferenzierung aus
(Aspenberg, Tagil et al. 1996; Tagil und Aspenberg 1999; Guldberg, Butler et al. 2009). Weitere
Studien belegen, dass die Steifigkeit der implantierten Scaffolds zur Versorgung osteochondraler
Defekte die Regenerationsfihigkeit des Knochen- und Knorpelgewebes beeinflusst (Niederauer,
Slivka et al. 2000). Der Einfluss der Defektstabilitdit wurde von Niederauer et al. untersucht
(Niederauer, Slivka et al. 2000). In dieser Studie zeigten die Heilungsergebnisse osteochondraler
Defekte, dass die Versorgung mit Scaffolds hoherer Steifigkeit eine qualitativ und quantitativ

hochwertigere Geweberegeneration impliziert. Zudem wird die Protektion der Zellen und des
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gebildeten Gewebes durch die mechanische Integritit der Scaffolds bei physiologischen
Krafteinwirkungen auf die Gelenkoberflache gewihrleistet (Frenkel und Di Cesare 2004).
Die biomechanischen Eigenschaften der Scaffoldimplantate werden anhand der Steifigkeit der
synthetischen Konstrukte gemessen. Diese statische Grofe beschreibt den Zusammenhang zwischen
der Kraft, die auf einen Festkorper einwirkt und dessen Verformung. Die Steifigkeit wird durch den
Elastizitdtsmodul ausgedriickt, es gilt folgender Zusammenhang:
E_C
€
(dabei ist o die Spannung und € die Dehnung)
Die Versorgung osteochondraler Defekte mit PLGA-Scaffolds erfordert die Regeneration zwei
verschiedener Gewebe, den Aufbau des subchondralen Knochens und des hyalinen Gelenkknorpels.
Die Wiederherstellung der subchondralen Knochenlammelle und des tiefer liegenden trabekulédren
Knochens sind Grundvoraussetzungen fiir die Regeneration der hyalinen Knorpelschicht an der
Gelenkoberfliche (Frenkel, Bradica et al. 2005). Die Heilungsergebnisse unterschiedlicher Studien
sind vielversprechend. Die Rekonstruktion des subchondralen Knochens und die Integration zum
anliegenden Knochengewebe sind gewéhrleistet. Das Knorpelgewebe im Defektbereich zeigt mit
vitalen Chondrozyten, Kollagen-Typ-II-Fasern und einem hohen Gehalt an Glykosaminoglykanen
deutliche Gewebemerkmale des hyalinen Knorpels. Der Ubergangsbereich zum nativen
Knorpelgewebe ist flieBend (Simon und Jackson 2006). In den Randbereichen des Defektes wurde
eine bessere Heilungstendenz beobachtet als im Defektzentrum (Kuo, Li et al. 2006).
Die bisherigen experimentellen Forschungsergebnisse zeigen, dass die Behandlung osteochondraler
Defekte mit synthetischen Scaffolds durchaus eine Therapieoption darstellt. Im Bezug auf die
optimale Materialzusammensetzung und die Biokompatibilitit besteht weiterer Forschungsbedarf.
Eine Etablierung dieser Methode in vergleichbaren Tiermodellen fiir die Evaluation klinisch

anwendbarer Optionen steht noch aus (Muller, Schrimpf et al. 2006).

2.5 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) gilt als eine bewihrte nicht-invasive Methode fiir die
Diagnostik von Gelenkknorpelverletzungen und fiir die Beurteilung des Heilungsverlaufs von
Knorpelersatztherapien. Da Rearthroskopien als Standardnachuntersuchungen nicht durchzusetzen
sind, ist die Kontrolle des Heilungsverlaufs iiber die MRT-Untersuchung als bestmogliche Option
anzusehen. Der morphologische Status des Knorpelersatzgewebes, die benachbarte Subchondralregion
und Reaktionen der umliegenden Gelenkstrukturen lassen sich im postoperativen Verlauf gut
visualisieren (McCauley und Disler 2001; Moriya, Wada et al. 2007). Fiir die klinische Beurteilung

einer Operationsmethode sind valide Kriterien und ein einheitliches MRT-Protokoll zur
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Qualitdtssicherung wiinschenswert. Die bereits routinemdfig verwendeten Sequenzen fiir die
Diagnostik von Gelenkknorpelverdnderungen mittels MRT werden im Folgenden Abschnitt néher
dargestellt.

Die protonengewichtete (PD) Fast-Spin-Echo-Sequenz (FSE) liefert eine hohe Auflosung, einen
verbesserten Kontrast mittels Magnetisationstransfereffekts und die relative Erhaltung des hohen
Signals des Knochenmarkfettes (Bredella, Tirman et al. 1999). Der Gelenkknorpel stellt sich
hyperintens dar. Ein konsekutiv hoher Kontrast zwischen Knorpel, Gelenkfliissigkeit und
Knochenmark erlaubt die morphologische Beurteilung des Gelenkknorpels und ermoglicht zusétzlich
Untersuchungen der anderen Gelenkstrukturen, wie des subchondralen Knochenmarks, meniskaler
und ligamentédrer Strukturen. Die FSE-Sequenzen sind relativ unempfindlich auf magnetische
Suszeptibilitdtsartefakte, = welche  insbesondere  bei  Patienten @ mit  vorausgegangener
Kniegelenkchirurgie von Relevanz sind.

Die zweidimensionale (2D) und dreidimensionale (3D) fettsuppremierte (fs) TI1-
Gradientenechosequenz (GE) hat den Vorteil der relativ hohen Signalintensitit des Gelenkknorpels im
Kontrast zur niedrigen Signalintensitdt des benachbarten fettunterdriickten Gewebes wie Hoffa-
Fettkorper, subkutanes Fettgewebe und Fettmark (Peterfy, Majumdar et al. 1994). Die
dreidimensionale GE-Sequenz erlaubt diinne effektive Schichtdicken und héhere Kontrast-zu-Rausch-
Verhiltnisse als bei der zweidimensionalen Akquisition. Diese Sequenzen sollten in zwei Ebenen, in
sagittaler und coronarer Schnittfilhrung, orthogonal auf den Defektbereich durchgefiihrt werden. Um
das notwendige hohere Signal-zu-Rausch-Verhiltnis in Standardscannern mit 1,5 Tesla Feldstiarke zu
erreichen, konnen Oberflachenspulen in Kombination mit einer knorpelsensitiven Sequenz verwendet
werden. Die beschriebenen Sequenzen gelten als besonders knorpelsensitiv und sind in der klinischen
Diagnostik bereits etabliert (Trattnig, Plank et al. 2004).

Die indirekte MR-Arthrographie beinhaltet die intravendse Kontrastmittelgabe vor der Untersuchung.
Der arthrographische Effekt nach intravendser Gd-DTPA  (Gadoliniumkomplex der
Diithylentriaminpentaessigsidure) Kontrastmittelgabe wird durch eine spezifische Kumulation in den
Gelenkstrukturen eine Signalintensitdtserhohung bewirkt. Die Diffusion des Kontrastmittels in das
hyaline Knorpelgewebe steht in Abhéngigkeit mit dessen strukturellen Matrixzusammensetzung.
Diese Technik basiert auf der Gegebenheit, dass sich das negativ geladene Gd-DTPA-Kontrastmittel
in einer umgekehrten Relation zur Glykosaminoglykankonzentration im Knorpelgewebe verteilt (siche
Abb. 2-10). Somit kann die Gd-DTPA-Verteilung als Index fiir die Glykosaminoglykankonzentration
verwendet werden und einen Aufschluss iiber den Autbau von knorpeltypischen Matrixbestandteilen

im Defektgewebe liefern (Burstein, Bashir et al. 2000; Gillis, Gray et al. 2002).
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Abbildung 2-10: Graphische Darstellung der lonenverteilung im Knorpelgewebe, weifp dargestellt die negative
Ladung der Glykosaminoglykane; tibernommen aus Imhof et al. 2002

Der Vorteil der MRT-Untersuchung gegeniiber der Arthroskopie ist die Betrachtung des Kniegelenkes
als gesamtes Organ. Zusédtzlich zur Beurteilung der Knorpelschicht werden Abnormalititen wie
subchondrale Knochenmarkddeme, subartikuldre Zysten, Meniskusldsionen, Verdnderungen am
Bandapparat, Gelenkergiisse, freie Gelenkkorper, Synovitis und periartikuldre Zysten dargestellt. Die
MRT-Untersuchung erlaubt keine Aussage iiber die histologische Struktur des Knorpelersatzgewebes,
dies ist nur durch Biopsieentnahme bei der Gelenkarthroskopie moglich (Ho, Stanley et al. 2007).

Fiir die postoperative Beurteilung der Defektregion ist die Signalintensitdt des Knorpelgewebes als
Qualitdtsmerkmal aussagekréftig. Das Signal ist isointens, hypointens oder hyperintens im Vergleich
zum orgindren Knorpelgewebe. Die Auffiillung des Knorpeldefektes beziiglich Tiefe und Volumen in
Prozentangaben sowie die Gelenkkongruenz konnen evaluiert werden. Die Auffiillung des
Defektareals iiber die native Knorpelhdhe hinaus ist ein Zeichen der Hypertrophie des
Regeneratgewebes (Abb.2-11 A). Die Gelenkoberfliche sollte glatt und in Kontinuitdt mit dem
benachbarten nativen Knorpelgewebe sein.

Oberflachliche und tiefe Fissuren der Knorpelschicht sind als Degenerationserscheinungen zu deuten
und sind prognostisch wertvolle Kriterien. Die Integration des Knorpelgewebes und des
Knochengewebes zu umliegenden Gewebe geben Aufschluss iiber das Einheilungsverhalten des
Knorpelersatzgewebes (Trattnig, Millington et al. 2007). Eingesunkene Implantate fiihren zu
Stufenbildungen an der Gelenkoberfldche, wihrend Ablosungen von Teilen oder ganzen Implantaten
als freie Gelenkkdrper im Gelenkkavum dissloziert sind. Eine Verdickung der Synovialmembran in
Verbindung mit vermehrter Gelenkfiillung ist ein Hinweis auf eine Synovitis infektioser oder steriler
Genese. Moderate subchondrale Knochenmarksddeme werden in der frithen Heilungsphase als
physiologische Reaktionen auf den operativen Eingriff gedeutet (Abb. 2-11 B) (Marlovits, Striessnig
et al. 2004).
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Abbildung 2-11: A) Hypertrophie des Regenerationsgewebes (kleiner Pfeil) und hypointenses Knorpelgewebe
besonders an den Defektrindern (grofe Pfeile) nach ACT, sagittale FSE-Sequenz;, B) subchondrales
Knochenédem (Pfeil), koronale FSE-Sequenz; iibernommen aus Trattnig et al. 2004

Die klinische Aussagekraft der MRT-Untersuchungsergebnisse ist durch die Verwendung von
semiquantitativen Scores eindeutiger zu beurteilen. Auch der Vergleich von experimentellen und
klinischen Studien ist mit Hilfe von einheitlichen Beurteilungssystemen deutlich einfacher. Eine
einheitliche Klassifizierung der MRT-Kriterien zur Auswertung des Heilungsverlaufs nach der
chirurgischen Therapie von osteochondralen Defekten besteht zurzeit nicht.

Von Kellgren und Lawrence wurde 1957 eine erste radiologische FEinteilung von
Gelenkverdnderungen publiziert. Die radiologischen Befunde von Gelenken mit pathologischen
Merkmalen der Osteoarthrose wurden in Grad 0 bis 4 eingeteilt (Kellgren und Lawrence 1957). Das
von Peterfy et al. entwickelte Whole-Organ-MRT-Score-System (WORMS) umfasst verschiedenste
pathologische Aspekte der Osteoarthritis (Knorpelsignalintensitit und Knorpelmorphologie,
subchondrale ~ Abnormalititen, zystoide Verdnderungen, Osteophyten, Meniskusintegritit,
Kreuzbandintegritit, Synovitis, Gelenkeffusion und freie Gelenkkorper) (Peterfy, Guermazi et al.
2004). Die folgende Abbildung (Abb. 2-12) =zeigt eine schematische Einteilung der
Knorpelverinderungen und deren Beurteilung nach dem WORMS-System.
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Abbildung 2-12: Schematische Darstellung der Knorpeldefekteinteilung nach Signalintensitdt und Morphologie
(aus Peterfy CG et al. 2004)

Ebenfalls umfangreicher ist das Knee-Osteoarthritis-Scoring-Sytem (KOOS) von Kornaat et al., in
dem detaillierte Merkmale von pathologisch degenerativen Gelenkverinderungen definiert werden
(Kornaat, Ceulemans et al. 2005). Diese Klassifikationen sind fiir die Beurteilung von pathologischen
Gelenkverdnderungen entwickelt worden und lassen sich ebenfalls fiir die Beurteilung des
Heilungsverlaufs nach operativem Eingriff anwenden. Ein weiteres Score-System fiir die Beurteilung
des Heilungsverlaufs von Knorpeldefekten nach chirurgischen Interventionen wurde von Marlovits et
al. entwickelt und beinhaltet zusétzlich wichtige Aspekte der Geweberegeneration und -integration

(Marlovits, Singer et al. 2006).

2.6 Tierexperimentelle Versuche

Die Evaluation unterschiedlicher Therapieoptionen setzt eine priklinische experimentelle
Versuchsreihe im angemessenen Tiermodell voraus. Vor klinischer Anwendung ist eine Etablierung
des therapeutischen Eingriffs und des Behandlungsprotokolls in tierexperimentellen Vergleichsstudien
angezeigt, um das gewiinschte Behandlungsziel bei der klinischen Umsetzung zu erreichen. Bei der
Behandlung osteochondraler Defekte steht die Wiederherstellung der Gelenkfunktion mit Bildung von
neuem funktionellem Knorpelgewebe im Vordergrund. Eine langfristige morphologische und
funktionelle Stabilitit des Regeneratgewebes ist ein weiteres Ziel der Therapie.

Die tierexperimentellen Modellversuche miissen eine mdglichst kliniknahe Reproduzierbarkeit und
spezifische Aspekte der klinischen Situation erfiillen. Dennoch koénnen FErgebnisse aus

tierexperimentellen Versuchen nicht ohne weiteres auf die klinische Anwendung iibertragen werden.
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Zu den wichtigsten Kritikpunkten zéhlen die Defektlokalisation und —gréfe, die biologischen und
mechanischen Gewebeeigenschaften, die anatomischen Strukturen, das Tieralter und die Tierspezies.
Die Lokalisation des Knorpeldefektes sollte in Ubereinstimmung mit der Privalenz der klinischen
Befunde stehen. Eine standardisierte Defektgrofe ist in Relation zur Tiergrofe zu setzen (Hunziker
1999).

In Studien zur Knorpeldefektheilung sind insbesondere analoge bioaktive Faktoren und
Stammzellpopulationen von besonderem Interesse. Verschiedene Studien haben eine Variabilitdt der
Stammzellkapazitit unterschiedlicher Tierarten und in Abhéngigkeit des Tieralters ergeben (Wei, Gao
et al. 1997). Der anatomische Aufbau der Gelenkstrukturen sollte einen reproduzierbaren operativen
Zugang und eine gute Erreichbarkeit der interessierenden Region erméglichen. Der operative Eingriff
ist unter Schonung angrenzender Gelenkstrukturen durchzufiihren, um eine schnelle postoperative
Wiederherstellung der Gelenkfunktion zu erlauben (Goldberg und Caplan 1999).

Die Anatomie des Kniegelenkes beim Schaf zeigt eine grofe Anzahl an morphologischen
Ubereinstimmungen zum humanen Kniegelenk. Der Knochen im Bereich des Kniegelenkes ist in
Grope, Struktur und Regenerationsfahigkeit mit dem des Menschen vergleichbar. Die Umbauprozesse
laufen beim Schaf z. T. schneller ab, als beim Menschen. Dies liegt u. a. in der unterschiedlichen
metabolischen Aktivitdit der Spezies begriindet (Hunziker 1999). Die laterale parapatellare
Arthrotomie ergibt einen optimalen Zugang zu den Femurkondylen. Somit zeichnet sich das ovine
Kniegelenk als ein ideales experimentelles Modell fiir orthopédische Behandlungsoptionen aus (Allen,

Houlton et al. 1998; von Rechenberg, Akens et al. 2003).
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere und Tierhaltung

Bei den Versuchstieren handelt es sich um 24 weibliche Merinomix-Schafe mit einem
Durchschnittsalter von 3 Jahren. Das Korpergewicht der Tiere betrug im Durchschnitt 72 kg (£7,8)
zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns. Nach Anlieferung der Tiere wurden diese auf ihren
einwandfreien Gesundheitsstatus und Pflegezustand {iberpriift. Es wurde insbesondere auf die
Gliedmapenstellung, Lahmfreiheit und gute Klauenbeschaffenheit geachtet. Die Tiere wurden vor
Versuchsbeginn entwurmt und eine Trachtigkeit wurde ausgeschlossen.

Die Unterbringung der Tiere erfolgte wéhrend der gesamten Versuchsdauer in der tierexperimentellen
Einrichtung der Charit¢, Campus Virchow-Klinikum. Die Tiere wurden artgerecht in Gruppen
gehalten, die Gruppengrofe variierte zwischen acht und zwolf Tieren, wobei fiir jedes Tier mind. 1,4
m? Stallfliche zur Verfiigung stand. Die Schafe standen auf Einstreu aus Stroh und Hobelspénen,
welche zweimal wochentlich erneuert wurde. Die Fiitterung erfolgte morgens und nachmittags mit
Heu ad libitum, zusitzlich wurden Minerallecksteine angeboten. Wasser erhielten die Tiere aus
Selbsttrinken ad libitum. Die Trénken wurden tédglich gereinigt und auf ihre Funktion iiberpriift. Die
Raumtemperatur betrug durchschnittlich 20°C und der Tag-Nacht-Rhythmus war dem natiirlichen
Licht entsprechend.

3.2 Versuchsanordnungen

Die Gruppeneinteilung erfolgte in vier Gruppen zu je sechs Schafen. Die Tiere wurden mittels
Kunststoffohrmarken gekennzeichnet. Im Rahmen der tierexperimentalen Untersuchung wurden
osteochondrale Defekte randomisiert in den medialen bzw. lateralen Femurkondylen des linken Knies
gesetzt. Diese Defekte wurden mit PGLA-Scaffolds aufgefiillt (Abb. 3-1). In der kontralateralen
Kondyle des linken Kniegelenks wurden Defekte ohne folgende Auffiillung geschaffen. Je nach
Gruppenzugehorigkeit des Tieres entsprach die Steifigkeit der Implantate 55% oder 87% der
Steifigkeit des intakten subchondralen Knochens. Die jeweiligen Gruppen unterschieden sich in der

postoperativen Standzeit von drei und sechs Monaten.

Versuchsgruppen:
Gruppe 1: Scaffold weich 55%, 3 Monate Standzeit, 6 Tiere

Ohrmarkennr.: 33, 34, 35, 36, 37, 38
Gruppe 2: Scaffold hart 87%, 3 Monate Standzeit, 6 Tiere
Ohrmarkennr.: 21, 22, 23, 24, 25, 26
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Gruppe 3: Scaffold weich 55%, 6 Monate Standzeit, 6 Tiere
Ohrmarkennr.: 51, 52, 53, 54, 55, 56

Gruppe 4: Scaffold hart 87%, 6 Monate Standzeit, 6 Tiere
Ohrmarkennr.: 44, 45, 47, 48, 27, 28

Der Tierversuch wurde mit Genehmigung durch das Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz

und technische Sicherheit' durchgefiihrt.

33 Operationsvorbereitungen

Die Tiere wurden zwdlf Stunden vor der Operation niichtern gehalten, Wasser stand ad libitum zur
Verfiigung. Nach Gewichtsiiberpriifung des Tieres wurde ein Venenverweilkatheter in die Vena
cephalica antebrachii gelegt. Unter stindiger Kontrolle der Reflexe wurden 0,5 g Thiopental-Natium®
pro 50 kg KM zur Narkoseeinleitung intravends appliziert. Anschliefend wurde das narkotisierte Tier
mit Hilfe eines Laryngoskopes mit einem Trachealtubus der Grofe 9,0 intubiert. Der Tubus wurde
zum Schutz vor Aspiration hinter dem Kehlkopf geblockt und das Tubusende mittels Klebeband an
der Maulspalte fixiert. Daraufhin wurde das Tier mit einem Gemisch aus Isofluran’ mit einer
Konzentration von 1,5 Vol.%, Lachgas und Sauerstoff beatmet. Die Atemfrequenz betrug 12 Ziige pro
Minute und das Atemzugvolumen je nach Gewicht 600 bis 800 ml. Unter Kontrolle der
exspiratorischen CO?-Konzentration (39 mmol/l, £2) wurden die Parameter gegebenenfalls korrigiert.
Das Tier erhielt eine Magen-Schlundsonde, um das Entweichen eventueller Gasansammlungen aus
dem Vormagensystem wihrend der Operation zu ermdglichen. AnschlieBend wurde das Tier in
Riickenlage gelagert. Es wurde zum Schutz vor Austrocknung der Kornea Panthenol-Augensalbe® in
den Konjunktivalsack gegeben. An den Karpalgelenken und dem rechten Tarsalgelenk wurden
Klebeelektroden zur EKG-Aufzeichnung angebracht. Die Klauen wurden mit Mullbinden umwickelt,
um eine Verschmutzung des Operationsbereiches zu vermeiden. Das Operationsfeld im Bereich des
Kniegelenks wurde im Zuge der Operationsvorbereitungen weitrdumig geschoren, rasiert, gesdubert
und mit Jodlsung” steril vorbereitet. AnschlieBend wurde das Tier mit sterilen Tiichern abgedeckt.

Zur Uberpriifung der Vitalfunktionen wurden Sauerstoffpartialdruckmessung, Kapnograph und das

EKG an die Narkoseeinheit® angeschlossen. Perioperativ wurden anfangs zur Infektionsprophylaxe 2,2

! Genehmigungsnummer 037/04 LAGetSi Berlin

2 Trapanal®, Fa. Atlanta Pharma Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland
3 Isofluran®, Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland

4 Dexpanthenol®, Jenapharm GmbH, Jena, Deutschland

> Braunol®, B.Braun, Melsungen, Deutschland

8 Isoflurane Vaporizer 711, Servo Ventilator, Siemens AG Elma, Schweden
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g Amoxicillin/Clavulansiure” und anschlieBend kontinuierlich Vollelektrolytlssung® (1000 ml)

intravends infundiert.

34 Operationen

Der operative Zugang erfolgte iiber einen ca. 7 cm langen Hautschnitt anteromedial auf Hohe des
linken Kniegelenkes mit folgender stumpfer Préparation parapatellar zum Kapselbandapparat. Unter
partieller Langsspaltung der Ansatzsehne des M. quadriceps femoris, die beim kleinen Wiederkduer
das laterale gerade Kniescheibenband verkorpert, und nach Arthrotomie wurde die Patella nach lateral
luxiert. Nach Entfernung von Anteilen des Hoffa-Fettkorpers und unter maximaler Extension des
Kniegelenkes stellten sich die Femurkondylen optimal dar. Die Himostase im Schnittbereich wurde
durch den Einsatz eines Kauters’ erreicht. Im hauptlasttragenden Bereich der lateralen oder medialen
Femurkondyle erfolgte die orthograde Entnahme von einem Knorpel-Knochen-Zylinder mit einer
Tiefe von 10 mm. Dabei wurde eine diinnwandige Hohlfrdse'® mit einem Innendurchmesser von 6,4
mm und einer Wandstirke von 0,5 mm verwendet (Abb. 3-1). Im Folgenden wurde der Defekt mittels
press-fit-Technik mit dem Scaffold aufgefiillt, d.h. dass der eingesetzte Zylinder einen 0,05 mm
groferen Durchmesser aufweist als der vorgegebene Defekt und somit das Implantat fest im
Aufnahmetunnel impaktiert wurde (Abb. 3-1). Der Defekt wurde durch den Scaffold bis auf Hohe des
subchondralen Knochens aufgefiillt, die Knorpelzone wurde nicht aufgefiillt. Um die Kongruenz der
Gelenkflache zu erhalten wurden die Scaffold-Zylinder vor Implantation mit Hilfe einer Luerzange der
Konvexitdt der Gelenkoberfldche angepasst.

Bei dem Implantatmaterial handelt es sich um synthetisch hergestellte biodegradierbare Scaffolds in
Zylinderform aus Poly(D,L)Laktid-co-Glykolid (85:15 PLG) als Basismaterial und einem
Calziumsulphatzusatz ~ zur ~ Unterstiitzung  des  Knochenwachstums''.  Die  quantitative
Zusammensetzung der Polymere ergab die unterschiedliche biomechanische Eigenschaft von 55 und
87% Steifigkeit (im Folgenden als Scaffold weich und Scaffold hart bezeichnet). Die Steifigkeit des
nativen Knochens und der Implantate wurde mit Hilfe eines biomechanischen Kompressionstest
ermittelt'”.

Die Entnahme eines Knorpel-Knochen-Zylinders mit einem Durchmesser von 7,45 mm und einer
dquivalenten Tiefe von 10 mm auf der Gegenseite stellte den Referenzdefekt dar. Dieser Defekt wurde

nicht aufgefiillt.

7 Augmentan®, SmithKline Geecham Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland

¥ Thomaejonin®, Boehringer Ingelheim, Delta Pharma GmbH, Pfullingen, Deutschland
? Kauter, Erbe Elektromedizin GmbH, Tiibingen, Deutschland

19 Zimmer GmbH, Freiburg, Deutschland

' OsteoBiologics, Inc., Texas, USA

12 Zwick 1455®,Zwick GmbH, Ulm, Deutschland
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Abbildung 3-1: Scaffold-Zylinder weich und hart (A); Bohren des Defekts im lasttragenden Bereich der
Femurkondyle mittels Hohlfrdse unter kontinuierlicher Wasserkiihlung (B), Gesetze Defekte in beiden Kondylen
(C); Gefiillter (dicker Pfeil) und ungefiillter (diinner Pfeil) Defekt (D)

Unter Steckung des Kniegelenkes erfolgte die Reposition der Patella. Es folgte schichtweise der
Wundverschluss mittels resorbierbaren Nahtmaterials'> und abschlieBend die nichtresorbierbare
Hautnaht'* mit Einzelheften. Die Wunde wurde mit einem selbstklebenden Verband Fixomulstretch'’
abgedeckt und zur postoperativen Analgesie wurde ein Fentanylpflaster' (transdermale

Wirkstofffreissetzung von 75 pg pro Stunde) medial des Kniegelenkes platziert. Eine postoperative

13 Vicryl®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

4 Prolene®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

15 Fixmull® stretch, BSN medical, Hamburg, Deutschland
' Durogesic® SMAT 75ug/h, Jansen GmbH, Deutschland
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rontgenologische Kontrolle'” erfolgte im lateromedialen und anteroposterioren Strahlengang. Diese
Aufnahmen erméglichten eine postoperative Kontrolle der Defekte und der Implantate.

Sobald die Tiere selbstindig atmeten, wurden sie extubiert und in den Stall verbracht. Die Tiere
wurden anschliefend wieder in die gewohnte Gruppe integriert. Téglich erfolgte eine visuelle
Kontrolle des Allgemeinbefindens und des Wundbereiches. Die Fadden wurden zehn Tage post

operationem entfernt.

3.5 Indirekte MR-Arthrographie

Eine Woche vor Totung der Tiere der Gruppen mit sechs Monaten Standzeit wurde zur
morphologischen Darstellung des Heilungsfortschrittes MRT-Aufnahmen angefertigt. Die Aufnahmen
wurden am 1,5-Tesla Gerit'® in Brustbauchlage durchgefiihrt. Die Tiere wurden durch intravendse
Applikation von 0,5g/50 kg KM Thiopental-Natrium narkotisiert. Die Aufnahmezeiten von bis zu 1,5
Stunden erforderten intravendse Nachdosierungen je nach Reflexstatus des jeweiligen Tieres.
Zusitzlich wurden 60 min vor Aufnahmebeginn 0,2 mM/kg Korpermasse Gd-DTPA-Kontrastmittel "’
intravends infundiert. Die homogene Infiltration der Knorpelschicht wurde durch kontinuierliche
passive Bewegung des Kniegelenkes gesichert. Zur Signaldetektion wurde eine Herzspule verwendet.
Eine Kniespule konnte aufgrund der anatomischen Lage des Kniegelenkes beim Schaf nicht verwendet
werden. Die verwendete Oberflichenspule erlaubt ein hoheres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis.

Um die Defektauffiillung und das Reparationsgewebe beurteilen zu kénnen, wurden knorpelsensitive

Sequenzen verwendet (Tab. 3-1).

Sequenzen
Sagittal Sagittal Sagittal Coronal
T1-2D-fs-GE T1-3D-fs-GE PD-fs-FSE 3D-fs-GE
Repititionszeit [ms], (TR) 640 29,3 2460 27,19
Schichtdicke [mm] 3 2 3 2
Echozeit [ms], (TE) 5,1 16,1 16,1 6,66
Flipwinkel (fa) 70° 16° 90° 16°
FOV [em] 14 14 14 14
Matrix [Pixel] 512x 224 512x 256 320x 224 512x 256
Slicegap 3 1 3 1

Tabelle 3-1: Sequenzprotokoll der knorpelsensitiven MRT-Aufnahmen

Neben einer sagittalen protonengewichteten (PD) fettsaturierten (fs) Fast-Spin-Echo (FSE) Sequenz

und einer sagitalen T1-gewichteten zweidimensionale (2D) fs Gradientenecho (GE) Sequenz wurde in

'7 Mobilett Plus, Siemens AG, Miinchen, Deutschland
'8 1,5 T Ecite® HD, General Elektronics Company, Fairfield, USA
' Magnevist®, Schering AG, Berlin, Deutschland
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sagitaler und koronarer Schichtung orthogonal auf die Lokalisation des aufgefiillten Defektes und des
Leerdefektes eine T1-gewichtete dreidimensionale (3D) fs GE Sequenz angefertigt.
Um den Heilungsverlauf anhand der gewonnenen Bildmaterialien zu beurteilen, erfolgte eine
deskriptive Betrachtung der Bildmaterialien. Die Knorpeloberfldche der Defektzone sowie des {ibrigen
Gelenkknorpels wurden in Hinblick auf ihre Kongruenz, ihre Dicke und ihr Signalverhalten bewertet.
Die Signalintensititen der gesamten Defektzone und des umliegenden Knorpel- und Knochengewebe
wurden zusitzlich verglichen. Weitere Kriterien waren Grope der Defekte, Odembildungen im
subchondralen Knochengewebe, Zystenbildungen im Defektbereich, Gelenkeffusionen und Anzeichen
einer Synovitis. Auch Verdnderungen der ligamentéren und meniskalen Strukturen wurden evaluiert.
Die unterschiedlichen qualitativen Bewertungsmoglichkeiten der durchgefiihrten Sequenzen wurden
dokumentiert. Anschliefend wurden Korrelationen zu den makroskopischen und histologischen
Beobachtungen gesucht.
Die weitere Auswertung der gewonnenen Bildmaterialien erfolgte qualitativ und semiquantitativ
mittels eigens entwickeltem Score (Tab. 3-2).
Die quantitative Bildanalyse zur Messung der Signalintensitét (SI) der Defektzone (Scorekategorie 7
und 8) erfolgte anhand einer auf die Defektzone platzierten radidren Region of Interest (ROI) mit
einem Durchmesser von 7,4 mm. Gemessen wurden die mittlere Signalintensitit und die
Standardabweichung (SD) der Signalintensitit. Zusdtzlich wurde die Signalintensitit und die
Standardabweichung der Rauschsignale in einer ROI in Phasenkodierrichtung auferhalb des
Kniegelenks bestimmt. Dies ermoglichte die Bestimmung des Signal-zu-Rausch-Verhéltnises (Signal-
to-Noise-Ratio SNR) wie folgt:
SNR = SIDefekt

SIRauschen
Den ermittelten SNR-Werten wurden Score-Punkte zugeteilt (Tab. 3-2).
Die Defekttiefe und die laterale Defektausbreitung (Scorekriterien 11-14) wurden ebenfalls

computergestiitzt ermittelt und in mm angegeben. Dazu war eine manuelle Markierung der Anfangs-

und Endmesspunkte mittels Cursor nétig.
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Kategorie Kriterium Punkte
1. Defektauffiillung Vollstindig 3
Hypertrophie oder unkomplett >50% 2
Unkomplett <50% 1
Keine Auffiillung 0
2. Signalintensitiit des Knorpels der Defektzone Isointens 3
Geringgradig hypointens 2
Deutlich hypointens 1
Kein Signal 0
3. Integration des Defektknorpels zum angrenzenden Komplett 3
Knorpelgewebe
Einseitig Integriert

Beidseitig nicht integriert

Kein Knorpelgewebe tiber dem Defekt

Eine Seite nicht integriert

Beide Seiten nicht integriert

Implantat nicht integriert

10. Struktur des Defektgewebes

Homogen

Geringgradig inhomogen

Deutlich inhomogen

11. Defekttiefe

2

1

0

4. Knorpelstruktur Homogen 2
Inhomogen 1

Kein Knorpelgewebe 0

5. Knorpeloberfliche Intakt 2
Unregelmdpig 1

Kein Knorpelgewebe 0

6. Kongruenz des Knorpels Kongruent 2
Inkongruent 1

7.Signalintensitdt der Defektzone 2-4 SNR 4
5-7 SNR 3

8-10 SNR 3

11-15 SNR 1

>16 SNR 0

8. Signalintensitdt der Leerdefektzone 2-4 SNR 4
5-7 SNR 3

8-10 SNR 2

11-15 SNR 1

>16 SNR 0

9. Integritdit des Zylindermaterials Komplett 3
2

1

0

3

2

1

3

2

1

6-7 mm

8-9 mm

10-12 mm
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12. Laterale Defektausbreitung

13. Leerdefekttiefe

14. Laterale Leerdefektausbreitung

15. Subchondrales Knochenmarkédem, Defektseite

16. Subchondrales Knochenmarkddem, Leerdefektseite

17. Subchondrale Zystenbildungen, Defektseite

18. Subchondrale Zystenbildungen, Leerdefektseite

19. Gelenkerguf

20. Synovitis

4-5 mm

7-6 mm

8-10 mm

6-7 mm

8-9 mm

10-12 mm

4-5 mm

6-7 mm

8-10 mm

Kein Odem
<50%

>50%

Kein Odem
<50%

>50%

Keine Zyste
<3mm

>3mm

Keine Zyste
<3mm

>3mm

Kein Erguss
Geringgradiger Erguss
Hochgradiger Erguss
Keine Synovitis

Synovitis

Tabelle 3-2: Beurteilungskriterien und Punktzuordnung des eigens entwickelten MRT-Scores

3.6 Gewinnung und Aufarbeitung der Priparate

3.6.1 T6tung und Sektion der Tiere

Die schmerzfreie Euthanasie der Tiere erfolgte je nach Standzeit der Gruppe nach 3 oder 6 Monaten
post op. Das fixierte Tier wurde mit 2,5g Thiopental-Natium® intravends narkotisiert und

anschliefend in tiefer Narkose mit 100 ml 14,9%iger Kalium-Chlorid-Losung®' getotet. Der

ausgeloste Herzstillstand wurde mittels Auskultation kontrolliert.

Die hinteren Gliedmapen wurden vom Tierkorper abgesetzt, enthdutet und prépariert. Nachdem das
Kniegelenk eréffnet wurde, konnte der distale Gliedmaenanteil abgetrennt werden und es folgte die

Entfernung der Muskel- und Sehnenbestandteile vom Oberschenkelknochen. Unter Schonung der

2 Atlanta Pharma Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland
2 Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland
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Material und Methoden

Gelenkfldchen wurden die Femurkondylen von Band-, Kapsel- und Meniskusstrukturen freiprapariert.
Wiéhrend der Priparation wurden makroskopische Verdnderungen, wie z.B. Verwachsungen,
Gewebeverdanderungen, Fiillungszustand des Gelenkes und Beschaffenheit der Gelenkfliissigkeit
protokolliert. Die Gelenkflichen wurden gleichfalls makroskopisch begutachtet und fiir die spéteren

Auswertungen photographisch dokumentiert.

3.6.2 Ségen der Préparate

Unter Verwendung eines wassergekiihlten Makro-Trennschleifsystems® wurden in ventrodorsaler
Schnittfiihrung  die  Knorpel-Knochen-Préparate  gesdgt. Nach der Befestigung des
Oberschenkelknochens wurden die Schnittebenen in paralleler Ausrichtung zum &uferen Rollkamm
gewdhlt. Beidseits der Defekte wurden bei der Schnittfiihrung 5 mm Abstand gehalten und
anschliefend die Defekte in der Medianen durchgesédgt (Abb. 3-2). Die Schnittfithrung wurde parallel
zur Bohrrichtung der Defekte ausgerichtet. Die Kondyle des rechten Kniegelenks wurde in gleicher
Weise geségt. Die entstandenen Knorpel-Knochen-Scheiben wurden durch einen Sdgevorgang im 90°-
Winkel zu den vorherigen Schnitten von der Basis der Femurkondyle gelost. Um eine thermische
Schiadigung an den Schnittrindern zu verhindern, erfolgte wéahrend des Ségens eine kontinuierliche

Wasserkiihlung. Die Schnittflichen der gewonnenen Praparate wurden photographisch dokumentiert.

Abbildung 3-2: Schnittfiihrungen an den Femurkondylen

AnschlieBend wurden die Scheiben in entsprechend beschriftete Uni-Kassetten® gelegt und fiir fiinf
Tage in einer Fixierlosung fixiert. Die Fixierlosung setzte sich aus 36%igem Formaldehyd, 100%igem
Athylalkohol, Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,4/ 0,1 molar) und einem Glukosezusatz zusammen und

dient der Vorbeugung autolytischer Prozesse und von Befall mit Faulnisbakterien. Um eine

> Makro-Trennschleifsystem, Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland
2 Tissue [ITec®, Sacura Finetek BV, Niederlande
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gleichméfige und vollstindige Infiltration des Fixatives in das Priparatgewebe zu erreichen, erfolgte

die Lagerung auf einer Schiittelvorrichtung®*.

3.6.3 Entkalken mit EDTA-L6sung und Dehydrierung

Durch griindliches Spiilen der Préparate unter Leitungswasser iiber 30 Minuten erfolgte die
Entfernung des Fixiermediums. Anschliefend wurde die Entkalkung in 0,36 molarer
Etylendiamintetraessigsdure-Losung (EDTA-Losung)® eingeleitet und im Brutschrank bei 37°C fiir
zwei Monate fortgefiihrt. Es erfolgte wochentlich die Erneuerung der EDTA-Losung.

Nach diesem Entkalkungsprozess wurde durch erneutes Spiilen mit Leitungswasser die EDTA-Ldsung
aus dem Préparatgewebe entfernt. Daraufhin erfolgte die dreitdgige Entwésserung und Entfettung des
Gewebes in einem Entwisserungsautomaten®® mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-, 80%-,

96%-, 100%ige Alkohollosung und Xylollosung).

3.6.4 Einbetten in Paraffin und Anfertigen der Schnitte

Die Einbettung der Priiparate erfolgte in Uni-Kassetten in fliissigem auf 60°C erhitztem Paraffin®’.
Das Paraffinmedium ist eine Verbindung aus gereinigtem Paraffin und einem Zusatz von
Plastikpolymeren mit definiertem Molekulargewicht. Die Seite des Defektes wurde nach unten
platziert und der Block auf der Kilteplatte®® bei -7°C ausgehirtet.

Unter Verwendung eines Rotations-Mikrotoms® erfolgte die Herstellung von 4 pm diinnen Schnitten.
Diese Gewebeschnitte wurden in einem warmen Wasserbad geglittet und auf einem Objekttriger®
platziert. Zur Austrocknung der gewonnenen Gewebeschnitte wurden die Objekttriger im

Warmeschrank bei 37°C fiir drei Tage gelagert.

24 Horizontalschiittler HS501 digital, IKALabortechnik GmbH, Staufen, Deutschland
% EDTA-Entkalkungslosung, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland

2% Hi-Tec®, Gewebeautomat 1500 Typ DDmP800, Busek

27 Paraplast Plus® Tissue Embedding Medium, Sherwood Medical Co., USA

2 1 eica EG1 130, Leica Instruments GmbH,Bensheim, Deutschland

¥ Leica RM2035, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland

30 SupeRior, Marienfeld, Deutschland
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3.7 Immunbhistologisches Firben der Schnitte

Immunbhistologische Farbeverfahren erlauben die hochspezifische farbliche Darstellung von
definierten Antigenen in Gewebeschnitten mittels Antigen-Antikorper-Komplexbildung. In dieser
Arbeit wurden mittels immunhistologischer Farbungen Kollagen-I, Kollagen-II und GefaBanschnitte

in den Gewebepréparaten dargestellt.

Kollagen-I-Farbung: Farbereihe Anti-Kollagen Typ I s. Anhang I

Abbildung 3-3: Rétlich dargestellt ist das Kollagen-I-positive Knochengewebe, durch Gegenfirbung mit

Hdmatoxilin nach Mayer setzt sich das Knorpelgewebe bliulich ab

Kollagen-II-Féarbung: Farbereihe Anti-Kollagen II s. Anhang I

Abbildung 3-4: Rot dargestelites Kollagen-Il-positives Knorpelgewebe, durch Gegenfirbung mit Hdimatoxilin

nach Mayer stellt sich das spongiése Knochengewebe blau dar
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Gefifidarstellung: Farbereihe Anti-a-smooth-muscle-actin s. Anhang |

Abbildung 3-5: Gefdflanschnitte mit der rot angefdrbten, radidr angeordneten Schicht glatter Muskelzellen in

der Tunica media. Kleinere Gefifle, deren Auskleidung nur aus Endothelzellen besteht, wurden nicht erfasst.

3.8 Safranin Orange-Firbung

Die Safranin Orange-Fiarbung stellt die unterschiedlichen Gewebe kontrastreich in Rottdnen
verschiedener Intensitdt dar. Diese Férbung firbt Knorpelgewebe intensiv rot und mineralisiertes
Knochengewebe blass rot. Die Infiltration des Farbstoffes in die Knorpelgrundsubstanz und die
Bindung an saure Gruppen ldsst auf den quantitativen Proteoglykangehalt im Knorpelgewebe
schlieBen. Somit zeigt diese Farbung der Qualitit des Knorpelgewebes und dient der Unterscheidung
vom Knochengewebe.

Safranin Orange-Féarbung: Fiarbereihe S O-Farbung (s. Anhang II)

Abbildung 3-6: Kontrastreiche Darstellung des Knorpel- und Knochengewebes in der Safranin Orange-Fdrbung

Abschliefend wurden alle gefirbten Préparate auf einem Leuchttisch®  photographisch
dokumentiert®®. Um eine spitere Skalierung des digitalisierten Bildmaterials zu ermdglichen, wurde

neben dem Préparat eine Millimeterskalierung platziert.

3! Leica MZ6, Nussloch, Deutschland
32 Nikon D70, Tokyo, Japan

42



3.9 Auswertungen

39.1 Mikroskopische Auswertung

Die histologischen Préparate der Safranin Orange-Farbung und der Kollagen-1I-Farbung wurden
lichtmikroskopisch bei aufsteigender Vergroferung durchgemustert und qualitativ  sowie
semiquantitativ  beurteilt. Die Kriterien umfassten die Defektauffiillung, die Qualitit des
Reparationsgewebes, Restbestandteile des Implantatmaterials, die Integration zum umliegenden
Knorpelgewebe und die Struktur des subchondralen Knochens unterhalb des Defektes. Diese und
ergidnzende Kriterien wurden in einem Score nach O'Driscoll modifiziert von Frenkel et al.(Frenkel,
Bradica et al. 2005) zusammengefasst (Tabelle 3-3). Die Punktgesamtzahl ergibt sich aus der Addition
der Punkte der einzelnen Kriterien. Der Maximalwert betrdgt 27 Punkte und entspricht der Qualitit
des nativen, physiologischen Knorpel-Knochengewebes im lasttragenden Bereich des Kniegelenkes.

Um die semiquantitative Auswertung zu vervollstdndigen und weiter Kriterien zu beurteilen, wurde
ein erginzender Fiinf-Punkte-Score im Rahmen dieser Arbeit entwickelt (Tabelle 3-4). Die
zusitzlichen Kriterien umfassen die Gewebeauffiillung und die Gewebeintegration im Defektbereich.
Weitere hinzugefiigte Beurteilungskriterien sind zelluldre Entziindungs- und Fremdkdrperreaktionen
im Knorpel- und Knochengewebe. Die maximale Punktzahl betrdgt 12 Punkte und beinhaltet eine
vollstdndige Defektauffiillung, die Wiederherstellung der physiologischen kndchernen Strukturen im

Defektbereich und keine Anzeichen zellularer Reaktionen in diesen Geweben.
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Kategorie Kriterien Punkte
1. Prozentualer Anteil hyalinen Knorpels 80-100% 8
60-80% 6
40-60% 4
20-40% 2
0-20% 0
2. Struktur des Knorpelgewebes
a) Oberflichenbeschaffenheit glatt und intakt 2
Fissuren 1
Risse und Fibrillationen 0
b) Strukturelle Integritdit Normal 2
leichte Risse 1
kaum integriert 0
¢) Knorpeldicke 100% des umliegenden Knorpels 2
50-100% oder hypertroph 1
0-50% 0
d) Verbindung zum umliegenden Knorpel verbunden auf beiden Seiten 2
verbunden auf einer Seite 1
Unverbunden 0
3. Degenerative zellulire Verdnderungen normale Zellularitdt, keine Cluster 2
leichte Hypozellularitit, <25% Cluster 1
moderate Hypo- oder Hyperzellularitit, 0
>25% Chondrozytencluster
4. Degenerative Verdnderungen im umliegenden | normale Zellularitdt, keine Cluster, normale Anfirbung 3
Knorpelgewebe
normale Zellularitdit, wenig Cluster, moderate Anfirbung | 2
milde oder moderate Hypozellularitdt, leichte Anfarbung | 1
schwere Hypozellularitdt, viele Cluster, kaum Anfédrbung | 0
5. Rekonstruktion des subchondralen Knochens | Vollstindig 2
iiber 50% rekonstruiert 1
50% oder weniger 0
6. Verbindung zwischen regeneriertem Knorpel | vollstindig und ununterbrochen 2
und neuem subchondralen Knochen
<100%, aber mehr als 50% 1
>50% 0
mehr als 80% homogene Firbung 2
40-80% homogene positive Férbung 1
weniger als 40% homogen Firbung 0
Summe 27

Tabelle 3-3: Histologie-Score nach Frenkel et al. zur Beurteilung der Heilungsergebnisse
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Kategorie Kriterien Punkte

1. Auffiillung im Defektbereich 91-100%

2. Laterale knécherne Integration verbunden auf beiden Seiten

3. Basale Integration 91-100%

4. Entziindungsreaktionen keine

5. Fremdkorperreaktionen nein

76-90%
51-75%
26-50%
<25%

verbunden auf einer Seite, teilweise verbunden

unverbunden

70-90%
50-70%
<50%

gering

stark
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Tabelle 3-4: Ergdnzender Histologie-Score zur Beurteilung der Defektauffiillung, der Gewebeintegration und

der zelluldren Reaktionen im Defektbereich

392 Quantitative Gewebeauswertung

Die computergestiitzte Bildanalyse erlaubt die Quantifizierung der spezifisch angeférbten
Gewebeanteile der immunhistologischen Priparate. Es erfolgte die quantitative Auswertung des
Anteils von Kollagen-II-positivem Knorpelgewebe, Kollagen-I-positivem Knochengewebe und von
Scaffoldresten im Defektbereich. Weiterhin wurde die Auffiillung des Defektes quantitativ erfasst. Die
semiautomatische morphometrische Auswertung wurde durch Verwendung einer Morphometrie-
Software® mit einem speziell entwickelten Makroprogramm®* ausgefiihrt. Die Flichenberechnung der
spezifisch angefarbten Gewebe wurde anhand des digitalisierten Bildmaterials durchgefiihrt. Vor der
Messung wurden die Bildkontraste verstdrkt, um eine Optimierung der Farbkontraste zu erreichen.
Eine manuelle Distanzeingabe an der Skalierung der digitalisierten Bilder ermoglichte die
Kalibrierung der MalBleinheiten. Die Flachenberechnung in mm? erfolgte in fiinf definierten Regions of
Interest (ROI). Die Defektregion wurde in zwei Regionen aufgeteilt und angrenzend an den Defekt
wurden zwei laterale und eine basale Regionen bestimmt (Abb. 3-7). Die obere Kante der

Defektregion wurde bis an die Gelenkknorpeloberfliache auf das Bildmaterial aufgezogen.

Die Fldchenmessungen wurden wie folgt durchgefiihrt:

33 KS 400, Carl Zeiss Vision GmbH, Eiching, Deutschland
¥, Epari, CMSC, Charite, Campus Virchow Klinikum, Berlin, Deutschland
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e Bestimmung der Gesamtfliche der einzelnen ROI [mm?]

e Leerfliche des Defektes [mm?], der nichtaufgefiillte Bereich in der
Defektregion wurde mit dem Cursor manuell umfahren, markiert und

ausgemessen
e Flidche des Kollagen-I-positiven Gewebes der jeweiligen ROI [mm?]
o Flidche des Kollagen-II-positiven Gewebes der jeweiligen ROI [mm?]

o Flidche der Scaffoldreste der jeweiligen ROI [mm?]

Ehd it bed b
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Abbildung 3-7: Darstellung der ROI in der computergestiitzten Bildanalyse: ROI A befindet sich iiber dem
oberen Defektbereich, ROI B iiber dem basalen Defektbereich, ROI D je lateral neben dem Defekt und unter dem
Defekt ROI C (A); gelb markierte Leerfliche iiber der Defektregion (B), Kollagen-I-positive Gewebefliche in
griin dargestellt(C); gelb markierte Scaffoldreste im Defektgrund (D)

Alle Parameter wurden fiir den gefiillten Defekt, den Leerdefekt und fiir die native Kondyle ermittelt.
Anschlieend wurden die gemessenen Flachenangaben auf die initial gemessenen Gesamtflachen der
einzelnen ROI bezogen. Die Angaben der Gewebeanteile in Prozent ermdglichten den Vergleich der

erhaltenen Werte.
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393 Mikroskopische Auswertung der Geféf3darstellung

Die immunhistologische Darstellung der Gefdfe wurde zuerst in der Ubersicht mikroskopisch
durchgemustert””. Daraufhin folgte die Auszihlung der Gefife in der definierten ROI. Der
Auszdhlungsbereich wurde mittels einer gefertigten Schablone festgelegt. Der Defektbereich (ROI)
wurde mit einer Kantenldnge von 7,3 mm x 10 mm bis an das Niveau der Knorpeloberfldche
aufgezogen. Bei der Auszihlung der GefaB3e wurden diese anhand ihres Durchmessers als kleine (<100
pm) und groBe (>100 um) GefdBe erfasst. Die Schnitte wurden zweimal vom gleichen Untersucher
ausgezahlt und aus den erhaltenen Ergebnissen wurde der Mittelwert gebildet.

Um die Defektauffiillung im Auszéhlungsbereich in Relation zur Geféd3anzahl zu stellen, wurde die
Anzahl der Gefafe in dem jeweiligen Defektbereich auf die vorhandene Bindegewebsflidche bezogen.
Die GefaB3dichte ergab sich aus GefdfBanzahl pro 10 mm? Bindegewebsfldche. Die Bindegewebsflache
des Defektareals wurde den histomorphometrischen Daten entnommen und ergab sich aus der

Differenz der Gesamtfldche der Defekt-ROI und der gemessenen Leerfliche im Defektareal.

Abbildung 3-8: Gefifdarstellung: Anschnitt eines grofien (grofie Pfeilspitze) und kleinen (kleine Pfeilspitze)

Gefifles, bindegewebig integriert in einer Knochenlakune

394 Statistische Auswertungen

Die erhobenen Daten wurden statistisch mit Hilfe des Datenverarbeitungsprogramms SPSS V 14.0%
fiir Windows ausgewertet. Die kleine Stichprobenanzahl der betrachteten Gruppen dieser Studie (n=6)
bedingt, dass keine Gauflsche Normalverteilung der Werte zu erwarten war. Somit wurde fiir die
Auswertung der gesammelten Daten eine deskriptive Form der statistischen Analysen mit Berechnung

der Minimum-, Maximum und Medianwerte gewaihlt.

3 Zeiss, Eiching, Deutschland
3% SPSS Inc., Chicago, USA
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Die Auswertung aller nichtparametrischen Daten der unabhédngigen Stichproben (zwischen Gruppen
unterschiedlicher Standzeiten und zwischen den Gruppen unterschiedlicher Scaffoldmaterialien)
erfolgte anhand des Mann Whitney U-Tests. Es wurde getestet, ob zwei unabhéngige Stichproben aus
der gleichen Grundgesamtheit stammen. Dieser Test ist aussagekréftiger als der Mediantest, da die
Fallringe zugrunde gelegt werden. Die angegebenen p-Werte dieser Varianzanalyse zeigen die
signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen.

Bei der Auswertung nichtparametrischer Daten abhéngiger Stichproben (zwischen gefiilltem Defekt,
Leerdefekt und nativer Kondyle) innerhalb der einzelnen Gruppen wurden die exakten Signifikanzen
anhand des Wilcoxon-Tests ermittelt. Dieser Test dient zur Uberpriifung der Hypothese, dass beide
Variablen dieselbe Verteilung haben. Es werden Informationen iiber die Gréfe der Differenzen
innerhalb von Paaren beriicksichtigt und Paaren mit groBeren Differenzen wird gréferes Gewicht
zugeteilt. Die Statistik beruht auf der Rangordnung der Absolutwerte der Differenzen zwischen den
beiden Variablen. Die angegebenen p-Werte dieser Varianzanalyse geben Signifikanzen zwischen den
gefiillten und ungefiillten Defekten und der nativen Kondyle an. Das Signifikanzniveau wurde mit
p<0,05 festgelegt und, falls notig, nach Bonferroni Holm korrigiert.

Um Korrelationen zwischen unterschiedlichen Messwerten zu suchen, wurden Korrelations-
Koeffizienten nach dem Kendall-Tau-b-Verfahren bestimmt. Dieser Koeffizient gilt als ein
nichtparametrisches ZusammenhangsmaB fiir Variablen und Ridnge. Das Vorzeichen des Koeffizienten
gibt die Richtung des Zusammenhangs und sein Betrag die Stirke an. Es wurde eine zweiseitige

Signifikanz bestimmt und das Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Postoperativer Verlauf

Alle Schafe zeigten nach dem operativen Eingriff ein ungestortes Allgemeinbefinden und konnten
unmittelbar in die Herde zuriickgefiihrt werden. Wéhrend des gesamten Studienzeitraums waren die
Futter- und Wasseraufnahme unbeeintréchtigt. Bei den Versuchstieren wurden weder
Wundheilungsstérungen der Operationswunde noch klinische Anzeichen postoperativer
Gelenkinfektionen beobachtet. Die linken Hintergliedma3en wurden bereits am Tag nach dem Eingriff

belastet. Operationsbedingte Komplikationen waren bei keinem der 24 Tiere zu verzeichnen.

4.2 Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung nach Explantation

Die makroskopische Beurteilung der Femurkondylen und der gesédgten Knorpel-Knochen-Préparate
wurde an der operierten linken Gliedmalle und der rechten nativen GliedmaBle durchgefiihrt. Alle
sechs Tiere der entsprechenden Gruppen gingen in diese Auswertung mit ein. Nach Tétung und
Explantation wurden keine klinischen Anzeichen einer Gelenkinfektion beobachtet. Die Synovia
zeigte die physiologische Transparenz und die charakteristische fadenziehende Konsistenz. Bei
Betrachtung der Gelenkfiillung wurde in Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate Standzeit) eine klinisch
erfassbare Gelenkeffusion verzeichnet. Makroskopisch erfassbare Verdnderungen der tibialen
Gelenkflache waren nicht vorzufinden, die Menisken und ligamentdren Strukturen waren ohne
pathologischen Befund. Die Gelenkfldchen und ligamentiren Strukturen des rechten Knies zeigten

keine Veranderungen.

Defekte nach 3 Monaten Standzeit:

Die Defektbereiche der Gruppen 1 und 2 (Scaffold weich und hart, 3 Monate Standzeit) waren im
Randbereich bis auf das angrenzende Gelenkknorpelniveau aufgefiillt. Das Gewebe stellte sich
milchig dar, wobei die Oberflichenbeschaffenheit gegeniiber dem nativen Knorpelgewebe
unregelmdfBiger und stellenweise aufgetrieben war. Im Defektzentrum erreichte die Gewebeauffiillung
bei keinem dieser Tiere das Gelenkknorpelniveau und zeigte eine rot-braunliche Verfarbung bei je drei
Tieren pro Gruppe. Die Leerdefekte zeigten im Vergleich zu den aufgefiillten Defekten beider
Gruppen eine deutlich geringere Defektauffiillung.

49



Ergebnisse

Abbildung 4-1: Das Defektgewebe des gefiillten Defekts nach drei Monaten Standzeit ist uneben und zeigt in der
Defektmitte eine rétliche Verfirbung (A);, wie in Abb. A ist eine geringere Defektauffiillung des ungefiillten
Defekts im Vergleich zu den gefiillten Defekten zu beobachten (B)

Die Schnittflichen der gesdgten Knorpelknochenpriparate erlaubten die makroskopische Betrachtung
der Defektareale im Querschnitt. Diese Ansicht bestitigte die verminderte Defektauffiillung im
Zentrum der gefiillten Defekte und die geringere Auffiillung der Leerdefekte im Vergleich. In der
Defekttiefe lie sich bei beiden Gruppen Scaffoldmaterial feststellen. Das Knochengewebe im

Defektbereich und —umgebung zeigte rétlich verfarbte hyperdmische Areale.

Abbildung 4-2: Defektauffiillung des gefiillten Defekts nur in den Randbereichen bis zum Gelenkniveau und
hyperdmische Verfirbung des Knochengewebes (A); geringfiigige basale Defektauffiillung und Hyperdmie des
ungefiillten Defekts (B)

Defekte nach 6 Monaten Standzeit:

Die Defekte der Gruppen 3 und 4 (Scaffold weich und hart, 6 Monate Standzeit) waren bis auf das
Gelenkniveau aufgefullt. Das entstandene Regeneratgewebe erschien milchig-triib und die

Oberflachenstruktur war inhomogen im Vergleich zur nativen Gelenkfldche. Zwischen den gefiillten

50



Ergebnisse

und nichtgefiillten Defektbereichen waren makroskopisch keine Unterschiede festzustellen. Die
Betrachtung der Schnittflichen der Kondylen ergab nichtresorbierte Scaffoldreste im Defektgrund und
hyperdmische Bereiche im Knochengewebe der gefiillten und nichtgefiillten Defekte.

Abbildung 4-3: Defektauffiillung bis zum Gelenkniveau und Scaffoldreste im Defektgrund des gefiillten Defekts
(A); dhnliche Auffiillung des ungefiillten Defekts mit inhomogener Knorpelschicht an der Gelenkoberfliche(B)

4.3 Ergebnisse der mikroskopischen Beurteilung

4.3.1 Deskriptive Histologie

Gefiillte Defekte nach 3 Monaten Standzeit:

Die Knorpeloberfliche der Defektregion der Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate) war bei keinem der
sechs Tiere durchgehend wiederhergestellt. Die Defektauffiillung erfolgte annéhernd bis auf das
Niveau der subchondralen Knochenlamelle bei fiinf Priparaten. Eines der Priparate zeigte eine
Hypertrophie des Knorpel- und Knochengewebes, welches eine inkongruente Gelenkkontur bildete
(Abb. 4-4). Das Knorpelgewebe im Defektbereich zeigte ein Wachstum von den Defektrandern aus
und zog unterschiedlich weit in die Defekttiefe, eine durchgehende Knorpelschicht in der Defektmitte
auf Hohe des Gelenkflichenniveaus kam nicht zustande. Am Ubergang der Knorpelschicht zum
umliegenden nativen Knorpelgewebe war die Knorpelschichtdicke bis zu 50% diinner (Abb. 4-4).
Besonders in dieser Knorpelregion waren Degenerationserscheinungen wie Chondrozytencluster,
Fibrillationen und azelluldre Knorpelareale zu beobachten. Die Farbintensitit des gebildeten
Knorpelgewebes stellte sich inhomogen in der Safranin Orange-Farbung dar. Die EZM des
Defektgewebes zeigte einen ungerichteten Faserverlauf und die Faserstruktur stellte sich im
histologischen Praparat inhomogen dar. Die Zellform wies eine grofle Variation auf, diese runden bis
spindelformigen Zellen lieBen die spezifische Integration in der EZM in Form von Chondronen
vermissen.

Das Knochenwachstum erfolgte ebenfalls von den Defektrindern aus und die subchondrale

Knochenlamelle war in diesen Bereichen deutlich verdickt (Abb. 4-4). An den Defektrindern konnten
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enchondrale Ossifikationsvorginge beobachtet werden. Der gebildete spongidse Knochen zeigte
verdickte Trabekel, englumige Knochenlakunen und eine ungeordnete Trabekelausrichtung. Im
Bereich des subchondralen Knochens und auch im tieferen Defektbereich waren Prozesse der
Knochensklerose zu beobachten. Die Defektauffiillung im Knochenbereich variierte zwischen 30 und
50% durch trabekuldres Kochengewebe und wurde bei fehlendem Knochengewebe durch

hypervaskuldres, hyperzelluldres Bindegewebe aufgefiillt.

Abbildung 4-4: Hypertrophie des Knorpelgewebes im Defektbereich iiber das Gelenkknorpelniveau hinaus (A);
Wachstumsrichtung (groffe Pfeile) des Knorpel- und Knochengewebe und diinne Knorpelschicht (kleine Pfeile)
im Bereich der Defektrinder mit inhomogener Anfirbung , in der Defektmitte hyperzellulires Bindegewebe (B)

Im Defektgrund war nach 3 Monaten ca. die Hélfte des Scaffoldmaterials nicht resorbiert und von
Knochengewebe, hypervaskuldrem Bindegewebe und zu einem geringen Anteil von Fettgewebe
umgeben. Eine Vielzahl polynukledrer Fremdkdorperriesenzellen befand sich, aktiv Phagozytose
betreibend, in dieser Defektregion (Abb. 4-5).

Die Defektauffiillung und Knorpelbildung der Gruppe 2 (Scaffold hart, 3 Monate Standzeit) zeigten
eine grofle Variationsbreite. Drei der Préparate verfiigten {iber eine vollstindige Defektauffiillung bis
auf Gelenkniveau, wobei zwei dieser Regenerate eine geschlossene Knorpelschicht aufwiesen (Abb.
4-6). In Analogie zu den Préparaten der Gruppe 1 waren eine geringere Knorpelschichtdicke im
Bereich des Defektrandes und Degenerationserscheinungen im Knorpelgewebe zu beobachten. Das
Defektknorpelgewebe beinhaltete im Randbereich die Formierung von Chondrozytenclustern und
einzelnen hypertrophen Zellen. Die Mitoseaktivitdt dieser Zellen war durch die lockere
Chromatinstruktur mikroskopisch sichtbar. Das gebildete Knorpelgewebe beinhaltete eine diffuse

Zell- und Faseranordnung.
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Abbildung 4-5: Verdichtetes Knochengewebe im Bereich der subchondralen Knochenlamelle und um den
Defektbereich als Merkmale der Knochensklerose, Scaffoldreste (Pfeile) im Defektgrund (A); zwei polynukledre
Fremdkorperriesenzellen in Phagozytoseaktivitit, wobei die obere Zelle groffe

inkorporiertem Material (Pfeile) aufweist, aufgenommen im Defektgrund (B)

Zelleinschliisse  mit

Abbildung 4-6: Zone der enchondralen Ossifikation (4); Geschlossene Knorpelschicht iiber dem Defekt, diese ist
in den Randbereichen verjiingt und in der Defektmitte reicht das hypertrophe Knorpelgewebe in die Defekttiefe,
die subchondrale Knochenlamelle ist verdickt und ndhert sich in der Defektmitte durch enchondrale

Ossifikationsprozesse einem Zusammenschluss an,; die Scaffoldreste iiberwiegen in den unteren zwei Dritteln des
Defektbereichs (B)
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Die subchondrale Knochenlamelle zeigte hingegen in der Gruppe 2 nur eine moderate Zunahme der
Schichtdicke im Defektareal. Das von den Randgebieten einwachsende spongidse Knochengewebe
wies Trabekelstrukturen auf, welche ebenfalls ein englumiges und verdicktes Netzwerk zeigten. In
diesen Regionen waren aktive Vorgénge der enchondralen Ossifikation zu beobachten (Abb. 4-6). Die
Skleroseprozesse im Knochengewebe waren in der Gruppe 2 im geringeren Ausmal} zu beobachten
und stellten sich nur in den oberen Randbereichen durch verdichtetes Knochengewebe dar. Das
Scaffoldmaterial blieb zum iiberwiegenden Teil als Leitgeriist, besonders in den unteren zwei Dritteln
erhalten. Die bestehenden Implantatporen wurden vom Defektrand ausgehend von Knochengewebe
durchwachsen. Der Anteil an hyperzellulirem Bindegewebe und Fettgewebe war deutlich niedriger als

in der Gruppe 1.

Ungefillte Defekte nach 3 Monaten Standzeit:

Die Priparate der ungefiillten Defekte zeigten eine breite Variation des Auffiillungsniveaus, wobei
keine evaluierbaren Unterschiede im Heilungsstatus der zwei betrachteten Gruppen zu finden waren.
Das Gelenkknorpelniveau wurde in jeweils einem Priparat der Gruppe 1 und 2 erreicht und von einer
inhomogenen Knorpelschicht bedeckt (Abb. 4-7). Die Mehrzahl der Regenerate hingegen zeigte eine
geringere Defektauffiillung als die der aufgefiillten Defekte und entsprach bei drei Pridparaten

anndhernd der Ursprungsgrofle des gebohrten Defektes (Abb. 4-7).

ERS A LI LTI ILELEED

Abbildung 4-7: Inhomogen angefirbte Knorpelschicht (Pfeile) im Defektbereich und hoher Bindegewebsanteil
im Defektgrund (A); ungefiillter Defekt in anndhernder Ursprungsgrofle, das Knorpelgewebe in den
Randbereichen ist degeneriert, im Defektgrund ist eine diinne bindegewebige Auskleidung zu erkennen, und das

Knochengewebe ist um den Defektbereich sklerotisch verdndert (B)

Das vorherrschende Regeneratgewebe war hyperzellulires Bindegewebe. Das Knorpelgewebe
beinhaltete spindelformige Zellmorphologien mit ungeordneter Gewebeverteilung. Zum fibrésen

Bindegewebe war ein flieBender Ubergang zu verzeichnen. An den Defektrindern waren gleichfalls
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enchondrale Ossifikationsvorginge und sklerotische Prozesse im gebildeten Knochengewebe zu

beobachten.

Abbildung 4-8: Der eingebrochene Randbereich (grofle Pfeile) verursacht einen vergrifierten
Defektdurchmesser von neun Millimetern, enchondrale Ossifikationsprozesse (kleiner Pfeil) schlieflen den
Defektgrund (A); so genannte Geisterhdfe (Pfeile) im basalen Defektknorpelbereich sind Anzeichen

degenerativer Prozesse (B)

Gefiillte Defekte nach 6 Monaten Standzeit:

Die Knorpelschicht aller Prédparate der Gruppe 3 (Scaffold weich, 6 Monate Standzeit) war
durchgehend vorhanden. Ein Préparat zeigte eine fehlende Vereinigung dieser Knorpelschicht im
Defektzentrum, welche spaltformig drei Millimeter in die Defekttiefe reichte (Abb. 4-9). Die
Knorpelschichtdicke war im Vergleich zum origindren Gelenkknorpel héufig geringer. Besonders in
den Defektrandgebieten wurden eine Abnahme der Schichtdicke, Degenerationserscheinungen und bei
drei Regeneraten Fibrillationen im basalen Knorpelbereich am Ubergang zur subchondralen
Knochenlamelle beobachtet (Abb. 4-9). Insbesondere in diesen Regionen stellte sich die Farbintensitét
des Knorpelgewebes in der Safranin Orange-Farbung inhomogen dar. Das Knorpelgewebe in der
Defektmitte wies diffuse Chondrozytenanordnungen und Farbinhomogenititen in oberen
Gewebebereich auf. Im basalen Bereich {iber der gebildeten subchondralen Lamelle waren
abschnittsweise flir diese Knorpelschicht charakteristische sdulenformige Anordnungen der
Knorpelzellen zu erkennen. Der Ubergangsbereich zwischen Knorpelgewebe und subchondraler
Knochenlamelle wies ein unregelméfBiges Bild der Verzahnung auf.

Die Defektauffiillung erreichte bei flinf Prdparaten das Gelenkniveau. Die subchondrale
Knochenlamelle vereinigte sich nur bei einem der Regenerate in der Defektmitte, wihrend diese bei
den verbleibenden fiinf Regeneraten 2-3 mm durch in die Tiefe reichendes Knorpelgewebe getrennt

war. In diesen Bereichen waren Prozesse der enchondralen Ossifikation sichtbar.
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Abbildung 4-9: Fehlende Vereinigung der Knorpelschicht in der Defektmitte und hyperzelluldres
Knorpelgewebe, welches in die Defekttiefe zieht (A); Aufnahme des Knorpelgewebes im Defektrandbereich mit
Degenerationserscheinungen: Chondrozytencluster (Pfeile), azelluldre Bereiche in der Bildmitte und

Fibrillationen im basalen Knorpelbereich am Ubergang zur subchondralen Knochenlamelle (B)

Das gebildete Trabekelnetzwerk des spongitsen Knochens war verdickt, verdichtet und zeigte eine
ungeordnete Ausrichtung. Vornehmlich in den Randgebieten waren sklerotische Vorgénge zu
beobachten. Die oberen zwei Drittel des Scaffoldmaterials waren degradiert, wiahrend im Defektgrund
hydrolysierte Implantatbestandteile von Binde- und Fettgewebe umgeben waren. Bei mikroskopischer
Betrachtung konnten eine Vielzahl an polynukledren Fremdkorperriesenzellen in aktiver Phagozytose
visualisiert werden. Ein Préparat wies kaum noch Scaffoldreste auf, zeigte jedoch im Defektbereich

eine subchondrale Knochenzyste von 4-5 mm Durchmesser.

Abbildung 4-10: Chondrozytencluster im Defektrandbereich als Anzeichen degenerativer Prozesse (A);
unvollstindige Defektauffiillung (Pfeilspitze), verdichtetes Trabekelnetzwerk des spongiésen Knochengewebes
und Scaffoldreste(Pfeile) im Defektgrund (B)
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Die gefiillten Defekte der Gruppe 4 (Scaffold hart, 6 Monate Standzeit) wurden alle von einer
Knorpelschicht bedeckt. Ein Priiparat zeigte Fibrillationen in der Knorpelschicht am Ubergang zum
nativen Knorpelgewebe. Besonders diese Bereiche zeigten in allen Regeneraten moderate
degenerative Erscheinungen und inhomogene Farbintensititen im Knorpelgewebe. Das Vorkommen
von Chondrozytenclustern in diesen Bereichen war deutlich geringer als zur Vergleichsgruppe 3. Die
Schichtdicke des Defektknorpels war geringer als die des umliegenden Gelenkknorpels. Die Anzahl
der Zellen war im oberen Knorpelbereich hoher und die sdulenférmige Anordnung der Zellen und
Matrixbestandteile im basalen Bereich zeigte eine verstiarkte Homogenitit. Die Farbintensitit zeigte an
der Gelenkoberflache Aufhellungen und Inhomogenitéiten (Abb. 4-11)

Die verdickte subchondrale Knochenlamelle hatte sich bei fiinf der betrachteten Préparate unter dem
Defektknorpel geschlossen. Die ossdren Ausldufer reichten unterschiedlich weit in die dariiber
liegende Knorpelschicht. In diesem Ubergangsbereich zum Knorpelgewebe war das Knochengewebe
von fibrésem Gewebe inselformig durchsetzt. Die Trabekelstrukturen des gebildeten Knochengewebes

zeigten bei drei der Préparate eine perpendikulére Ausrichtung zur Gelenkoberflidche (Abb. 4-11).

Abbildung 4-11: Geschlossene Knorpelschicht iiber dem Defekt, die Trabekelstrukturen des oberen
Defektbereichs nédhern sich in Form und Ausrichtung dem orgindren Knochengewebe an und im Defektgrund
sind Scaffoldreste von unterschiedlicher knocherner Durchbauung zu beobachten (A) Knorpelgewebe im

Bereich der Defektmitte mit den morphologischen Merkmalen des Gelenkknorpels (B)

Uber die Hilfte des Scaffoldmaterials war degradiert. Bei zwei der untersuchten Regenerate hatte sich
eine subchondrale Knochenzyste mit einem Durchmesser von fiinf Millimetern gebildet (Abb. 4-13).
Die Auskleidung der Zystenwand bestand aus zellarmem Bindegewebe, welches in lockerer

Verbindung zum angrenzenden sklerotisch verdnderten Knochengewebe stand (Abb. 4-12).
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Abbildung 4-12: Subchondrale Knochenzyste im Defektgrund, umgeben von verdichtetem Knochengewebe und
ohne Verbindung zur Gelenkoberfliche (A); zellarme Bindegewebsschichten (Pfeil) der Zystenwand
(Zystenlumen am linken Bildrand) mit lockerer Verbindung zum umliegenden Knochengewebe (am rechten

Bildrand) (B)

Leerdefekte nach 6 Monaten Standzeit:

Die Defektauffiillung der Leerdefekte der Gruppe 3 erreichte in vier Féllen das Gelenkniveau. Die
Knorpelschicht war in allen Préparaten durchgehend und variierte in der Schichtdicken besonders an
den Defektrandbereichen am Ubergang zum umliegenden Gelenkknorpel.
Degenerationserscheinungen im Knorpelgewebe traten auch hier deutlich hervor. Die Farbeintensitit
des Knorpelgewebes stellte sich anhand der SO-Farbung inhomogen dar und wies besonders in diesen
Regionen zellarme grobstrukturierte Fasermerkmale auf. Die Kongruenz der Gelenkoberfliche wurde
bei keinem der Priparate durchgehend wiederhergestellt. Die Oberflichenmorphologie des
Knorpelgewebes beinhaltete insbesondere in der Defektmitte spaltformige in die Tiefe reichende
Einkerbungen.

Der Zusammenschluss der subchondralen Knochenlamelle konnte nur in einem Fall beobachtet
werden. Die Trabekelstrukturen des spongiésen Knochengewebes waren verdickt und verdichtet. Die
Leerdefekte der Gruppe 4 stellten sich &hnlich dar, wobei zwei Préparate keine durchgehende
Knorpelschicht im mittleren Defektbereich aufwiesen (Abb. 4-14). Die Gelenkkongruenz wurde bei
keinem der Priparate vollstindig wiederhergestellt. Ein Préparat je Gruppe zeigte eine subchondrale

Knochenzyste im Defektgrund (Abb. 4-13).
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Abbildung 4-13: Subchondrale Knochenzyste und inkongruenter Gelenkknorpel (A); fehlende Knorpelschicht
tiber dem Defektgrund und bindegewebige Defektauffiillung (B)
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Zusammenfassend lief3 sich anhand der histologischen Beobachtungen folgendes feststellen:

Der Defektknorpel zeigte immer Degenerationserscheinungen im

Randgebiet zum angrenzenden orgindren Knorpel

Die Knorpelschicht tiber der Defektregion war in keinem der Priparate der
Gruppe 1 geschlossen, wihrend die Gruppe 2 zwei Préparate mit

durchgehender Knorpelschicht aufwies

Die Knorpelschicht im Defektbereich war nach sechs Monaten Standzeit
(Gruppe 3 und 4) durchgehend geschlossen, zeigte aber eine geringere

Schichtdicke im Vergleich zum umliegenden Gelenkknorpel

Das Gewebewachstum des Knorpelgewebes und der subchondralen
Knochenlamelle verlduft parallel von den Defektrandern aus, die
Defektauffiillung in der Defekttiefe erfolgte zeitlich versetzt im spéteren

Heilungsverlauf

Wihrend in der Gruppe 3 nur eine subchondrale Knochenlamelle im
Defektzentrum verbunden war, war der Schluss der Lamelle in Gruppe 4 bei

fiinf Praparaten gegeben

Die Scaffoldbestandteile des Implantats geringerer Steifigkeit wurden
schneller degradiert

Die Defektauffiillung der Gruppen der weichen Scaffoldimplantate hatte

einen hoheren Anteil an hypervaskuldrem Bindegewebe

Die Trabekelstrukturen des spongiosen Knochengewebes im Defektbereich

in Gruppe 4 wies eine hohere Ordnung auf als in Gruppe 3

Die Bildung von subchondralen Zysten war in den ungefiillten Defekten und
in beiden Gruppen der gefiillten Defekte mit der Standzeit von sechs

Monaten zu beobachten

Die ungefiillten Defekte zeigten eine geringere Defektauffiillung und

Geweberegeneration als die gefiillten Defekte dquivalenter Standzeit

Die histologischen Bildmaterialien der Gruppen 1-4 sind zur vergleichenden Ansicht in Anhang III in

einer Ubersicht dargestellt.
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Histologie-Score

Die semiquantitative Auswertung der histologischen Prédparate erfolgte anhand eines Scores,

entwickelt von O'Driscoll modifiziert nach Frenkel et al. und bewertet die Knorpelschicht im

Defektbereich. Die Kriterien beinhalten die Quantitdt, Qualitdt und Integritdt des regenerierten

Knorpelgewebes. Die Ergebnisse werden als Median dargestellt, in den Tabellen sind ergénzend die

jeweiligen Minimal- und Maximalwerte aufgefiihrt.

Gefiillte und ungefiillte Defekte: Knorpelgewebe

Der prozentuale Anteil hyalinen Knorpelgewebes erreichte in der Gruppe 2 im Median 8 Punkte. Die

Oberfldchenbeschaffenheit des Defektknorpels zeigte in allen Gruppen strukturelle Abweichung vom

nativen Knorpelgewebe, wie Fissuren, Risse und Fibrillationen. Die strukturelle Integritit des

Defektknorpelgewebes am Ubergangsbereich zum orgindren nativen Knorpelgewebe wurde in den

Gruppen 2 und 4 erreicht.

Gruppe

Scaffold weich,

3 Monate

Gruppe 1

Scaffold hart,
3 Monate

Gruppe 2

Scaffold weich,

6 Monate

Gruppe 3

Scaffold hart,
6 Monate

Gruppe 4

Median

Minimum

Maximum

Median

Minimum

Maximum

Median

Minimum

Maximum

Median

Minimum

Maximum

%-Anteil hyaliner Knorpel DE

4,

S
S

N

8,00

Oberflichenbeschaffenheit DE

~
S
S

S

1,00

Strukturelle Integritit DE

~
S
S

Knorpeldicke DE

~
S
S

Verbindung zum angrenzenden

=
Q
bS]
&
S
N
1,50
1
2
2,00
2
2
2,00
1
2
2,00
2
2

Deg. zellulire Verdnderungen DE

S
S
S

S

1,00

Deg. Verdnderungen im angr.
Knorpel DE

~
S
S

~

2,00

Rekonstruktion der subch.

Lamelle DE

S
=)
S

S

1,50

Verbindung zw. Knorpel und

subch. Lamelle DE

~
S
S

Tabelle 4-1: Histologie-Score nach Frenkel et al., Ubersicht der gefiillten Defekte der Gruppen 1-4

SO-Firbung DE

~
S
S
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Die Knorpeldicke der Gruppe 4 (Scaffold hart, 6 Monate Standzeit) lag in Teilbereichen unter 50%
des nativen Knorpelgewebes. Die Verbindungen zum angrenzenden Knorpelgewebe waren nur in der
Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate Standzeit) nicht vollstindig gegeben. Degenerative
Verdnderungen im Defektknorpelgewebe und im angrenzenden Knorpelgewebe waren in allen
Gruppen prisent und zeigten sich am deutlichsten in Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate Standzeit).
Diese Gruppe zeigte bei der Beurteilung der Rekonstruktion der subchondralen Lamelle und deren
Verbindung zum Knorpelgewebe ebenfalls die geringste Punktzahl. Eine vollstindige Rekonstruktion
der subchondrale Lamelle war in der Gruppe 4 (Scaffold hart, 6 Monate Standzeit) mit einer
maximalen Punktzahl von 2 zu verzeichnen. In der Safranin Orange-Firbung wurden die
Farbintensitit und die Homogenitdt des Knorpelgewebes beurteilt, welche einen Riickschluss auf den
Proteoglykangehalt ermoglichten. Nur die Gruppe 2 (Scaffold hart, 3 Monate Standzeit) zeigte mehr
als 80% homogen positive Farbung.

Die Ergebnisse der ungefiillten Defekte lagen bei allen Kriterien unter den Punktzahlen der gefiillten
Defekte. Insbesondere die Knorpeldicke, die degenerativen Verdnderungen des Knorpelgewebes und

die Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle zeigten defizitire Heilungsergebnisse.
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Scaffold weich,
Median 2,00 1,00 0,50 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00
3 Monate
Gruppe 1 Minimum | 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Maximum | 6 1 1 1 2 0 1 1 2 1
Scaffold hart,
Median 5,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,50 1,00 1,50 0,00
3 Monate
Gruppe 2 Minimum | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximum | 8 1 2 1 2 1 2 2 2 1
Scaffold weich,
Median 3,00 0,50 0,50 0,50 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00
6 Monate
Gruppe 3 Minimum | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximum | 8 1 2 1 1 0 2 1 2 1
Scaffold hart,
Median 5,00 0,50 1,00 0,50 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00
6 Monate
Gruppe 4 Minimum | 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
Maximum | 6 1 2 1 2 1 1 1 2 1

Tabelle 4-2: Histologie-Score nach Frenkel et al., Ubersicht der ungefiillten Defekte der Gruppen 1-4
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Gefiillte und ungefiillte Defekte: knocherne Defektauffiillung

Der eigens entwickelte Score bezieht sich ergéinzend auf die kndcherne Defektauffiillung, deren
Gewebeintegration und die zelluldren Reaktionen im Defektbereich.

Die Defektauffiillung der gefiillten Defekte war hoher als die der ungefiillten Defekte. Die Gruppen 2
und 4 (Scaffold hart, 3 und 6 Monate Standzeit) erreichten nach drei und sechs Monaten Standzeit die
maximale Punktzahl von 4. Die laterale kndcherne Integration des neu gebildeten Knochengewebes im
Defektbereich, beurteilt nach der Trabekelausrichtung und dem Ubergang zum orginiren
Knochengewebe, der gefiillten Defekte zeigte gute Heilungsergebnisse in allen Gruppen, auller der
Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate Standzeit) mit einer geringeren Punktzahl von 1. Die vollstindige
basale Integration wurde nur in der Gruppe 4 (Scaffold hart, 6 Monate Standzeit) nach sechs Monaten
Standzeit erreicht. Die laterale und basale Integration des Knochengewebes der ungefiillten Defekte
hingegen zeigte groflere Defizite. Das Knochengewebe im Defektrandgebiet war durch sklerotische
Verianderungen oder durch ungeordnete und aufgelockerte Trabekelstrukturen gekennzeichnet.
Entziindungsreaktionen im Defektgewebe waren in der Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate
Standzeit) zu verzeichnen. In allen gefiillten Defekten wurden aktive Fremdkorperriesenzellen

beobachtet, diese zelluldren Reaktionen konnten in den ungefiillten Defekten nicht beobachtet werden.
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Scaffold weich
Median 2,50 1,00 1,00 2,00 0,00
3 Monate
Gruppe 1 Minimum | 2 1 0 1 0
Maximum | 4 2 2 2 0
Scaffold hart
Median 4,00 2,00 2,00 2,00 0,00
3 Monate
Gruppe 2 Minimum | 3 2 2 1 0
Maximum | 4 2 3 2 1
Scaffold weich
Median 3,50 2,00 2,00 2,00 0,00
6 Monate
Gruppe 3 Minimum | 2 2 1 1 0
Maximum | 4 2 3 2 0
Scaffold hart
Median 4,00 2,00 3,00 2,00 0,00
6 Monate
Gruppe 4 Minimum | 2 2 0 1 0
Maximum | 4 2 3 2 1

Tabelle 4-3: Eigens entwickelter Score, Ubersicht der gefiillten und ungefiillten Defekte der einzelnen Gruppen
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Die erlangten Gesamtpunktzahlen der gefiillten und ungefiillten Defekte der einzelnen Gruppen sind in
Abb. 4-14 grafisch dargestellt. Diese Gesamtpunktzahlen ergeben sich aus der Addition der
Ergebnisse des Scores nach Frenkel et al. und dem eigens entwickelten Score. Diese Darstellung
verdeutlicht eine geringere Punktzahl der ungefiillten Defekte aller Gruppen im Vergleich zu den
gefiillten Defekten. Die Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate Standzeit) zeigte grofere Defizite im
Heilungsergebnis gegeniiber den iibrigen Gruppen. Die Medianwerte der Ergebnisse der Gruppen mit
sechs Monaten Standzeit zeigen keine Unterschiede, jedoch lédsst sich in der Gruppe 3 (Scaffold

weich) eine groflere Streuung der Gesamtpunktzahlen beobachten.

A
1III

Scwelch Sc hart Sc welch Sc hart
3 Monate 6 Monate

Punkte

>

Abbildung 4-14: Grafische Darstellung der Gesamtpunktzahlen der gefiillten und ungefiillten Defekte der
Jjeweiligen Gruppen

4.4 Ergebnisse der Auswertung der Gefaf3darstellung

Die Gefafidarstellung wurde durch die immunhistologische Férbung unter Verwendung eines
Antikorpers gegen o smooth muscle actin durchgefiihrt (Abb. 4-15). Dargestellt wurden groBere
GefdBBe mit der positiv angefirbten radidr angeordneten Schicht glatter Muskelzellen (sog. Tunica
media). Kleinere Gefdfle deren Auskleidung nur aus Endothelzellen besteht wurden in dieser Farbung
nicht erfasst. Die Gefdadichte ist der Quotient aus der GefdBanzahl geteilt durch die

Bindegewebsfliache und wird in Gefdllanzahl pro 10 mm? angegeben.
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Ergebnisse

Abbildung 4-15: Positiv angefirbte Anschnitte groffer und kleiner Gefifle (rot) in den Knochenlakunen

bindegewebig integriert

In Tabelle 4-1 sind die Median-, Minimum- und Maximumwerte der einzelnen Gruppen dargestellt.

Den Werten ist zu entnehmen, dass in der betrachteten Defektregion

kleinen GefdBle der groBen Gefdllanzahl weit liberlegen war. Dieses

Leerdefekten und gefiillten Defekten.

aller Gruppen die Anzahl der

Verhiltnis zeigte sich in den

kl. gr. kl. gr.
Scaffold Zeit Gefifse/cm? | Gefife/cm? Gefifie/cm? | Gefifie/cm?
Leerdefekt | Leerdefekt Defekt Defekt
Weich 3Mo Median 7 2% 13° 2°
Minimum 1 1 5 1
Maximum 21 5 28 5
6Mo Median 3 1%*° §° 1°
Minimum 1 0 4 1
Maximum 4 1 10 2
Hart 3Mo Median 7° 20% 12° 2°
Minimum 1 1 3 1
Maximum 11 2 20 4
6Mo Median 2 1* 7H* 1**
Minimum 1 0 2 0
Maximum 5 1 14 9

Tabelle 4-4: Ubersicht der Gefiifidichte der Defekte der Gruppen 1-4; *Signifikanz zwischen der Standzeit,

SSignifikanz zum nativen Gewebe, **Signifikanz zum Leerdefekt
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Der Vergleich der Geféfidichte zwischen den Gruppen Scaffold weich und Scaffold hart ergab keinen
signifikanten Unterschied. Die in der Ubersicht wiedergegebenen Werte der Leerdefekte und der
gefiillten Defekte bestitigten die anndhernd gleichen Dichteverhiltnisse dieser Gruppen (Tab. 4-1).
Die Standzeit hatte einen Einfluss auf die GefdBanzahl im Leerdefekt beider Gruppen. Die Anzahl
groler GefdBe war drei Monate post op signifikant hoher als nach sechs Monaten in beiden
Scaffoldgruppen (Scaffold weich, Gruppe 1 und 3 p=0,026; Scaffold hart, Gruppe 2 und 4 p=0,004).
Die Anzahl der kleinen Gefdfie in der Gruppe 4 (Scaffold hart) war nach sechs Monaten mit p=0,065
geringer, im Vergleich zur Gruppe 2 (Scaffold hart) nach drei Monaten Standzeit. Diese Verhéltnisse
der Vaskularisation zeigten sich ebenfalls bei dem Vergleich der Standzeiten innerhalb der gefiillten
Defekte. Ein anndhender Unterschied wurde in den gefiillten Defekten der Gruppen 1 und 3 (Scaffold
weich) mit p=0,065 evaluiert.

Die Vaskularisation der gefiillten und der ungefiillten Defekte war in allen vier Gruppen stirker
ausgepragt als im nativen Knorpelknochengewebe. In den Diagrammen (Abb. 4-16) ist dieses
Verhiltnis grafisch dargestellt. Der Vergleich der GefdBdichte zwischen dem nativen Gewebe und
dem Leerdefekt ergab eine signifikant hohere GefdBdichte der Leerdefekte in den Gruppen 1-3
(Gruppe 1 gr. Gefille p=0,026; Gruppe 2 gr. GefaBe p=0,016; Gruppe 3 kl. Gefille p=0,016). Analog
dazu erreichte in diesen Gruppen der gefiillte Defekt ebenfalls eine signifikant hohere Gefaldichte
gegeniiber dem nativen Gewebe (Gruppe 1 und 2 gr. Gefdlle p=0,016 und kl. GefdBBe p=0,016; Gruppe
3 p=0,016 kl. GefaBe).

Insbesondere war eine erhohte Dichte grofler Gefdfle im Leerdefekt und im aufgefiillten Defekt zu
erkennen, wihrend die Dichte der kleinen Gefédfle in diesen Geweben zwischen den einzelnen Tieren
eine hohe Streuung aufwies.

Die Medianwerte der Gefadichte der gefiillten Defekte lagen in allen Gruppen hoher als in den
Leerdefekten. Eine signifikante Erhhung im gefiillten Defekt lie8 sich in der Gruppe 4 mit p=0,016

der kleinen und groflen Gefdfle nachweisen.
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Abbildung 4-16. Steudiagramme der Gefdfidichte der Versuchsgruppen und der entsprechenden Prdparate
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4.5 Ergebnisse der quantitativen Gewebeauswertung

Die histomorphometrische Auswertung liefert eine quantitative Aussage der Kollagen-I-positiven und
Kollagen-II-positiven Gewebeanteile, der Leerfliche iiber dem Defekt und den verbliebenen

Scaffoldreste im Defektgewebe.

Leerfléche:

Die Leerflache liber dem Defektareal 14sst Riickschliisse auf den quantitativen Auffiillungsgrad zu. In
Abb. 4-17 sind die Leerflichen der gefiillten (DE) und ungefiillten (LE) Defekte bezogen auf die
Gesamtflache der ROI in Prozent grafisch dargestellt. Die gefiillten Defekte zeigten einen hdheren
Auffillungsgrad als die ungefiillten Defekte. Die Defektauffiillung zeigte im Heilungsverlauf nach
sechs Monaten Standzeit ein hoheres Niveau im Vergleich zu drei Monaten Standzeit. In Gruppe 3
(Scaffold weich, 6 Monate) war der Leerflichenanteil gegeniiber der Gruppe 1 (Scaffold weich, 3
Monate) signifikant geringer (p=0,016). Zwischen den Gruppen unterschiedlicher Scaffoldmaterialien

waren keine signifikanten Unterschiede der Defektauffiillung zu ermitteln.

Kollagen I:

Die Kollagen-I-positiven Gewebeanteile sind bezogen auf die Gesamtfldche prozentual dargestellt
(Abb. 4-17). Der erfasste Kollagen-I-positive Gewebeanteil gibt den Anteil an Knochengewebe im
Defektareal wieder. Der Knochengewebeanteil war in den ungefiillten Defekten aller Gruppen im
Vergleich zu den gefiillten Defekten hoher. Nach sechs Monaten Standzeit war die Bildung von
kollagen-I-positivem Gewebe vorangeschritten und hatte sich beispielsweise in den Gruppen 2 und 4
(Scaffold hart, 3 und 6 Monate Standzeit) von 37% auf 68% anndhernd verdoppelt. In den {ibrigen
Gruppen waren dhnliche Verhéltnisse zu beobachten. Der ossére Auffiillungsgrad war in den Gruppen
1 und 3 (Scaffold weich, 3 und 6 Monate Standzeit) einen signifikant hoher als in den zeitgleichen

Gruppen Scaffold hart auf (p=0,01).

Kollagen II:
Der Anteil an Kollagen-II-positivem Gewebe im Bezug auf die Gesamtfliche ist in Abb. 4-17 grafisch

dargestellt und erlaubt eine Aussage iiber die prozentuale Deckung des Defektes mit Knorpelgewebe.
Der Kollagen-II-Anteil zeigte sich in den ungefiillten Defekten mit 19-22% hoher als in den gefiillten
Defekten mit 15-18%. Die Abnahme des Kollagen-II-positiven Gewebeanteils nach 6 Monaten
Standzeit wurde in den gefiillten Defekten beobachtet. Am deutlichsten war die Abnahme des
Knorpelgewebes in den Gruppen Scaffold hart von 18 auf 14% zu erkennen. Die Prozentwerte der
Gruppen Scaffold weich lagen um 2-3% unter den Werten der zeitgleichen Gruppen Scaffold hart.
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Leerflache %

Scaffoldreste:

Die Anteile der Scaffoldreste wurden in vier unterschiedlichen ROI erfasst und sind in Abb. 4-21
grafisch in Medianwerten dargestellt. Im basalen Defektbereich (ROI B) sind die Scaffoldanteile mit
bis zu 26% am hochsten, wihrend im oberen Defektbereich (ROI A) nur ein geringer Anteil an
Scaffoldmaterial erfasst wurde. Um den Defektbereich (ROI C und D) wurden in allen Gruppen nur
geringe Mengen Scaffoldreste ermittelt. In den Gruppen mit drei Monaten Standzeit waren die
Scaffoldreste mit 26% in der Gruppe Scaffold hart deutlich mehr vertreten, als in der Gruppe Scaffold
weich mit nur 8%. Nach sechs Monaten Standzeit lagen die Scaffoldanteile der Gruppe Scaffold hart
mit 24% unter den Werten der Gruppe Scaffold weich mit 27%.
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Abbildung 4-17: Grafische Darstellung der Leerfliche, des Kollagen I Anteils, Kollagen II Anteils und der
Scaffoldreste in Prozent
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4.6 Ergebnisse der indirekten MR-Arthrographie

4.6.1 Deskriptive Beurteilung

Die MRT-Untersuchungen wurden nur an Gruppe 3 und 4 nach sechs Monaten Standzeit
durchgefiihrt. Die gewonnenen MRT-Bilddaten erlaubten eine Beurteilung des Heilungsverlaufs, der
Morphologie der osteochondralen Defekte und der Verdnderungen der umliegenden Gelenkstrukturen.
Die sagittalen Sequenzen T1-2D-fs-GE und T1-3D-fs-GE fanden Verwendung fiir die Beurteilung der
Knorpelstruktur und des Defektgewebes. Die PD-fs-FSE-Sequenz wurde fiir die Untersuchung
weiterer Gelenkstrukturen und des Gelenkkavums hinzugezogen, wéhrend die sagittalen und

coronalen Aufnahmen einen Aufschluss iiber die Defektlage und die Bohrrichtung der Defekte gaben.

Gefiillte Defekte der Gruppe Scaffold weich:

Die Bilddaten der Gruppe 3 (Scaffold weich, 6 Monate Standzeit) zeigten bei allen sechs Tieren eine
Knopelschicht {iber dem Defekt. Die Kongruenz der Knorpeloberflache passte sich bei fiinf Tieren der
umliegenden Gelenkfldche an. Keine der Knorpeloberfldchen zeigte eine glatte Beschaffenheit dem
origindren Gelenkknorpel entsprechend. So zeigten sich oberflichliche Unebenheiten und
Unterbrechungen am Ubergang zum nativen Knorpel. Ein Defekt zeigte in der Mitte der Defektfliche
einen v-formigen 3 mm tiefen Spalt (Abb. 4-18).

Die Knorpeldicke zeigte sich diinner als der umgebende Gelenkknorpel. Hypertrophien wurden bei
keinem Tier beobachtet. Die Signalintensitit des Defektknorpels stellte sich besonders in der
Defektmitte inhomogen und an den Defektrdndern hyperintens dar.

Bei allen untersuchten Schafen war anhand der MRT-Bildmaterialien eine vermehrte Fiillung des
Gelenkes festzustellen. Diese stellte sich bei allen Tieren durch eine VergroPerung und einen
Signalanstieg der kaudalen dorsalen Kniegelenkskapsel dar. Diese Ausbuchtung befindet sich ventral
des Ansatzes des Muskulus gastrocnemius. Des Weiteren findet sich je eine Ausbuchtung medial und
lateral der zwei Muskelbduche des M. semimembranosus. Je ausgeprigter die Gelenkeffusion, desto
mehr Gelenkausbuchtungen zeigten eine Vergroperung und einen Anstieg der Signalintensitdt. Bei
zwei Tieren war die Gelenkfiillung sehr stark ausgeprégt. Bei diesen Tieren zeigten, zusitzlich zur
kaudalen Gelenkausbuchtung, die Ausbuchtung um den M. extensor digitalis pedis im Sulcus
extensorius der Tibia und die suprapatellare Ausbuchtung des Kniescheibengelenkes einen
Signalanstieg. Ebenfalls stellten sich die Bursa infrapatellaris distalis und die Ausbuchtung der
lateralen Gelenkkapsel, welche den M. popliteus umbhiillt, hyperintens dar (Abb. 4-19). Diese
Verianderungen der Signalintensitdt der Synovialfliissigkeit bei diesen zwei Tieren im gesamten

Gelenkbereich liefen auf eine Synovitis schlieBen.
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Femur

Tibia

Abbildung 4-18: Inkongruente Gelenkoberfliche durch unvollstindige Defektauffiillung (Pfeilspitze),

gemeinsame Ansatzsehne des M. extensor digitalis longus und M. fibularis tertius (Pfeil), T1-2D-fs-GE Sequenz
(4); volistindige Wiederherstellung den Gelenkkongruenz und hyperintens dargesteliltes subchondrales

Knochmarkédem in der Defekttiefe (Pfeilspitze), caudaler und cranialer Anteil des lateralen Meniskus (Pfeile),
T1-2D-fs-GE Sequenz (B)

Abbildung 4-19: Hochgradige Gelenkeffusion mit hyperintenser Darstellung der Gelenkausbuchtungen

(Pfeilspitzen), PD-fs-FSE Sequenz (A), Protrusion des kaudalen Meniskuswinkels (Pfeil) iiber den kaudalen
Rand des Tibeaplateaus hinaus, PD-fs-FSE Sequenz (B)
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Alle sechs Tiere zeigten ein subchondrales Knochenddem im Defektbereich. Die Knochenmarkddeme
kennzeichnen sich durch einen leichten Signalanstieg im Knochengewebe mit diffuser Ausbreitung in
das umliegende Knochengewebe. Die Grofe variierte im Durchmesser zwischen 7-10 mm. Die
O0dematdsen Verdnderungen waren bevorzugt im Defektgrund zu finden und zeigten eine
halbmondformige bis runde Struktur. Eines der Schafe zeigte in der Tiefe des Femurschaftes ein
Knochenmarkédem. Im Defektgrund lies sich bei einem der Tiere eine klar begrenzte subchondrale
Knochenzyste erkennen. Bei einem Tier wurde die Subluxation des medialen Meniskus beobachtet.
Diese Subluxation stellte sich durch eine Protrusion des caudalen Meniskuswinkels {iber den kaudalen

Rand des Tibeaplateaus hinaus dar (Abb. 4-19).

Geflllte Defekte der Gruppe Scaffold hart:
Die Beurteilung der Bilddaten der Gruppe 4 (Scaffold hart, 6 Monate Standzeit) ergaben ebenfalls bei

allen Tieren eine Knorpelschicht iiber dem Defekt. Jedoch waren auch bei fiinf der untersuchten Tiere
Inhomogenitéten in den Knorpelregeneraten zu erkennen (Abb. 4-20). Zu den Signalverdnderungen
zihlten Einschnitte am Ubergang zum umliegenden Knorpel, Signalinhomogenititen und bei einem
Tier Hypertrophien in der Defektknorpelschicht. Ein Tier zeigte eine glatte, homogene
Knorpelschicht. Die Gelenkkongruenz war bei einem Schaf durch eine verminderte Auffiillung im
Defektzentrum deutlich gestort.

Die Ausbildung von subchondralen Knochenmarksddemen zeigte bei dieser Gruppe ebenfalls ein
einheitliches Bild bevorzugt in der Defekttiefe (Abb. 4-21). Die hyperintense Darstellung einer
subchondralen Zyste war bei einem Tier zu erkennen und bei zwei weiteren Tieren nicht eindeutig zu
diagnostizieren. Die Zyste stellt sich hyperintens mit deutlicher Abgrenzung zum umliegenden
Knochengewebe dar und ist von 6dematdsen Verschattungen umgeben (Abb. 4-21). Eine Verbindung
des Zystenlumens mit dem Gelenkkavum konnte im Defektzentrum beobachtet werden. Der
Durchmesser der subchondralen Zyste betrug 7 mm. Eine vermehrte Gelenkfiillung zeigte sich bei
fiinf Tieren, wobei bei einem Gelenk eine hochgradige Effusion, wie bereits beschrieben, auftrat. Das

Gelenkkavum eines Tieres stellte sich physiologisch dar.

Leerdefekte beider Gruppen:

Der Gelenkknorpel im Defektbereich der ungefiillten Defekte der zwei Gruppen zeigte im Vergleich
zu den gefiillten Defekten eine inhomogenere Struktur. Das hyperintens dargestellte Knorpelgewebe
war von unterschiedlicher Schichtdicke und passte sich in nur zwei Fillen der Gelenkkontur an (Abb.
4-22). Im Defektgrund stellten sich Knochenmarkédeme unterschiedlichen Ausmalles dar. Im
Vergleich zu den gefiillten Defekten war die Signalintensitit dieser Verdnderungen bei acht Tieren
moderater und bei vier Tieren von dhnlicher Intensitét. Je ein Tier pro Gruppe wies eine subchondrale

Knochenzyste im Defektbereich auf. Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht evaluierbar.
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Ergebnisse

Abbildung 4-20: Defektknorpel besonders an den Defektrédndern hyperintens dargestellt, T1-2D-fs-GE Sequenz
(4); hyperintenses Knorpelgewebe (Pfeil) und Verjiingung im Randbereich und nicht eindeutig als Zyste
diagnostizierbare hyperintense Struktur im Defektgrund, T1-3D-fs-GE Sequenz (B)

Abbildung 4-21: Subchondrales Knochenmarkodem (Pfeil) und Anzeichen einer Gelenkeffusion (Pfeilspitzen)

hyperintens dargestellt, PD-fs-FSE Sequenz (4),; subchondrale Knochenzyste mit Verbindung zum Gelenkkavum,
T1-2D-fs-GE Sequenz (B)
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Abbildung 4-22: Hyperintens dargestelltes Defektknorpelgewebe, T1-2D-fs-GE Sequenz (A), gefiillter (grofier
Pfeil) und ungefiillter (kleiner Pfeil) Defekt in coronaler Aufnahme im Vergleich, der basale Defektbereich des
gefiillten Defekts stellt sich hyperintenser dar, 3D-fs-GE Sequenz (B)

Zusammenfassend lief3 sich anhand der MRT-Bildmaterialien folgendes feststellen:
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Beide Gruppen zeigten eine Knorpelschicht iiber dem gefiillten Defekt,

welche Signalinhomogenitéten bei allen Tieren aufwies

In Gruppe 3 (Scaffold weich) zeigten alle Tiere und in Gruppe 4 (Scaffold
hart) fiinf Tiere Gelenkeffusionen

In der Gruppe 3 waren zwei Tiere und in der Gruppe 4 ein Tier welche

pathologische Merkmale einer Synovitis aufwiesen

Alle gefiillten Defekte beinhalteten im basalen Bereich ein hyperintenses
subchondrales Knochenmarkédem, die 6dematdsen Befunde der

Leerdefekte stellten sich mit geringerer Signalintensitét dar

In beiden Gruppen lies sich bei je einem Tier eine Zyste im Defektgrund
diagnostizieren, wobei in der Gruppe 4 zwei weitere Defekte dhnliche

Strukturen aufwiesen

Die Knorpelstruktur und die Wiederherstellung der Gelenkkongruenz der
Leerdefekte beider Gruppen zeigten Heilungsergebnisse geringerer Qualitét

als die der gefiillten Defekte



4.6.2 MRT-Score

Die nach sechs Monaten gewonnenen Bildmaterialien wurden anhand des entwickelten Scores
ausgewertet. Dabei wurden je nach Interessensschwerpunkt die Kriterien gruppiert und

gegeniibergestellt.

Vergleich der Scaffoldgruppen:

Die Auswertung der MRT-Bildmaterialien anhand des entwickelten Scores ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen 3 und 4. In Tab. 4-1 sind die Ergebnisse der einzelnen Kriterien
in Median-, Minimum- und Maximumwerten wiedergegeben. Daraus wird ersichtlich, dass die
Knorpelstruktur, die Defektauffiillung und die Knorpeloberfldche in Gruppe 3 (Scaffold weich) eine
geringere Punktzahl erhielten als die Vergleichsgruppe 4 (Scaffold hart). Die Gruppe 4 zeigte eine
groflere Defektausbreitung in die Tiefe, einen signalstirkeren Defektbereich und gehduft
pathologische Anzeichen einer Synovitis. Die Gruppe 3 ereichte eine Gesamtpunktzahl von 28

Punkten, wihrend bei Gruppe 4 im Median 27,5 Punkte ermittelt wurde.
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80 S £ O g 5
N S S 3 N S 3 N
= 2 5 = = N B S
= ) Q S ) 80 S Q g 3
Scaffold g =~ 2 g 2 & N ) A Q =
T 8 £ 3 T & : 3z ¥ oz < $ |z
) S S = =
T 08 & £ & /35 8 0¥ 5 03 £ &3 =
T 2|8 88 3 &/2 |3 /8 8|3 |3
Q 3 N N N ) S ) Q Q 2 Q ) 2
weich Median 2,0 2,0 2,0 1,5 1,0 2,0 2,0 3,0 2,0 2,5 1,0 3,0 2,0 2,0
Minimum 0 0 0 0 0 1 1 2 1 2 1 3 1 1
Maximum | 3 2 2 2 2 2 3 3 3 3 2 3 2 2
hart Median 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,5 2,0 1,0 3,0 2,0 1,5
Minimum 2 2 2 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Maximum 3 3 3 2 2 2 2 3 2 2 2 3 3 2

Tabelle 4-5: Ubersicht der Ergebnisse des MRT-Scores bezogen auf die gefiillten Defekte der zwei
Versuchsgruppen

Vergleich ungefiillter und gefiillter Defekt:

Die in der deskriptiven Auswertung der MRT-Bilder beschriebenen Unterschiede zwischen gefiilltem
Defekt und Leerdefekt werden in der Scoreauswertung bestatigt. So erscheint die Defektausbreitung
der gefiillten Defekte von groBerem Ausmall als die der Leerdefekte. Das subchondrale
Knochenmarkddem ist unter dem gefiillten Defekt in beiden Gruppen starker ausgeprégt. Die Bildung

subchondraler Zysten zeigt sich von der Defektfiillung unbeeinflusst.

Vergleich Defektgrof3e und Signalintensitét:

Die GroBle der Defekte wurde in der basalen und lateralen Ausbreitung quantitativ erfasst. Die

Signalintensitit der Defektareale wurde in einem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis ermittelt. In Abb. 4-25
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Ergebnisse

wird ersichtlich, dass die Defektbreite und die Defekttiefe in der Ausbreitung korrelieren (Leerdefekte:
Korrelationskoeffizient 0,504 mit p=0,023; gefiillte Defekte: Korrelationskoeffizient 0,400 mit
p=0,073). Weiterhin steht die Signalintensitdt in einem signifikanten Zusammenhang mit der

Defektgrofie (Korrelationskoeffizient 0,727 mit p=0,001).

V \7 :5 ke

Scaffold -~ Q 3 Q 3 \~<

3 o E S S § 5 = ¥

S R - S B S A S S
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S S || | % |8 |8 |2 |8 |z

& 3 Q 3 ) N B B Sy S

weich Median 3,00 3,00 2,00 2,00 2,50 2,00 1,00 2,00 3,00 3,00
Minimum 2 1 1 1 2 2 1 1 3 1
Maximum 3 4 3 3 3 3 2 3 3 3

hart Median 2,00 2,00 1,50 3,00 2,00 3,00 1,00 2,00 3,00 3,00
Minimum 0 0 1 2 1 2 1 / 1 3
Maximum 3 3 2 3 2 3 2 3 3 3

Tabelle 4-6: Ubersicht der Ergebnisse des MRT-Scores bezogen auf die gefiillten und ungefiillten Defekte der

zwei Versuchsgruppen
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Abbildung 4-23: Grafische Darstellung der Defektgrifse, Defekttiefe und der Signalintensitdt des Defektareals

77



5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

In dieser Studie wurden iatrogen gesetzte osteochondrale Defekte mittels synthetisch hergestellten
Scaffolds in Zylinderform aus Poly(D,L)Laktid-co-Glykolid (85:15 PLG) als Basismaterial versorgt.
Die Evaluation des Heilungsverlaufs nach Implantation von PLGA-Scaffolds und die Analyse des
Einflusses der unterschiedlichen biomechanischen Eigenschaften der verwendeten Scaffolds war das
Ziel dieser Studie. Die kritische Betrachtung des Versuchsaufbaus und der angewandten Methoden zur
Auswertung der Ergebnisse dieser Studie stellt die Grundlage fiir die folgende Diskussion der
Ergebnisse dar. Die Eruierung moglicher Fehlerquellen und der qualitative Vergleich der
Auswertungsmethoden im Vorfeld ermoglichen eine anschlieBende fundierte Interpretation der

Ergebnisse.

5.1.1 Tiermodell

Die Entwicklung von chirurgischen Therapiemethoden zur Behandlung chondraler und
osteochondraler Defekte setzt deren Etablierung im angemessenen Tiermodell voraus. Die
tierexperimentellen Modellversuche miissen eine moglichst kliniknahe Reproduzierbarkeit und
spezifische Aspekte der klinischen Situation erfiillen. Zu den wichtigsten Kritikpunkten zéhlen die
Defektlokalisation und die Defektgrofe, die biologischen und mechanischen Gewebeeigenschaften,
die anatomischen Strukturen, das Tieralter und die Tierspezies.

Eine Vielzahl unterschiedlicher Tierspezies wurde in tierexperimentellen Versuchsreihen fiir die
Untersuchung osteochondraler Defektheilung gewéhlt. In der Literatur werden unter anderem
experimentelle Studien zur Knorpelheilung am Kaninchen (Mommsen, Meenen et al. 1984; Hunziker
und Rosenberg 1996; Frenkel, Toolan et al. 1997; Jansson, Muller et al. 2000) sowie am Hund
(Frankenburg, Goldstein et al. 1998), Schwein (Jiang, Chiang et al. 2007), Ziege (Niederauer, Slivka
et al. 2000) und Schaf (Bruns, Kersten et al. 1992; Burger, Kabir et al. 2006; Jones, Willers et al.
2007) beschrieben. Im Gegensatz zur extremen Extensionshaltung des Kniegelenkes des Kaninchens
zeigt das Schaf eine dem humanen Kniegelenk &hnliche Belastungssituation (Bruns, Kersten et al.
1992).

Das Tieralter ist in experimentellen Studien zur Knorpelheilung von besonderer Bedeutung, da, in
Analogie zur humanen Situation, nachgewiesen wurde, dass ausgewachsene Tiere eine insuffiziente
Kapazitiat der Geweberegeneration aufweisen (Wei, Gao et al. 1997). In dieser Studie zeigten die
spontan regenerierten osteochondralen Defekte jiingerer Tiere einen qualitativ hoheren Anteil an
hyalin-dhnlichem Knorpelgewebe im Defektbereich, wihrend bei ausgewachsenen Tieren der

Faserknorpel geringerer biomechanischer Qualitdt dominierte. Diese verminderte metabolische
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Kapazitit ist in der Abnahme an proliferativen Zellen, der Matrixsynthese des Knorpelgewebes, den
mesenchymalen Stammzellen und den einwirkenden Wachstumshormonen begriindet. In Anlehnung
an die vorherrschende klinische Problemsituation (siehe Einleitung) wurden in dieser Studie Tiere im
Alter von drei Jahren gewihlt, deren skeletalen Strukturen des Bewegungsapparats als ausdifferenziert
gelten.

Das ovine Kniegelenk bietet einen optimalen chirurgischen anteromedialen Zugang zu den
Gelenkstrukturen und stellt somit ein ideales Modell fiir orthopiadische Behandlungsoptionen des
Gelenkknorpels aus anatomischer Sicht dar (Allen, Houlton et al. 1998; von Rechenberg, Akens et al.
2003). Die grofite Limitation der experimentellen Studien zur Gelenkknorpelheilung stellt das
Knorpelgewebe der unterschiedlichen Tierspezies dar. Wihrend der Gewebeautbau dem humanen
Knorpel gleicht, zeigen die Gewebedimensionen eine grofe Variabilitit (Hunziker 1999). Die
Knorpeldicke im humanen Kniegelenk betrégt im Bereich der medialen Femorkondyle 2 bis 3 mm. Im
vergleichbaren Bereich betrigt die Knorpeldicke beim Kaninchen nur 400 pm. Diese diinne
Knorpelschicht fithrt zu einer Einschrinkung der technischen Durchfiihrung chirurgischer Eingriffe
und der Auswertungsmethoden. GroBere Tiere wie das Schaf und die Ziege zeigen im Verhiltnis zum
Menschen eine geringere Knorpeldicke von 0,8 bis 1,2 mm. Die Zunahme der Schichtdicke der
subchondralen Knochenlamelle bei groferen Tieren fiihrt ebenfalls zu unterschiedlichen
Gewebedimensionen und differenten mechanischen FEigenschaften (Hunziker 2002). Die
ChondrozytengroBe der Kaninchen zeigt keine signifikanten GroBenunterschiede zum humanen
Knorpelgewebe. Allerdings ist die Zelldichte im humanen hyalinen Knorpel um 10% geringer, jedoch
zeigen diese Chondrozyten eine deutlich hohere metabolische Aktivitit. Diese Daten verdeutlichen,
dass die quantitative strukturelle Gewebezusammensetzung, der Gewebemetabolismus und die
nutritiven Modalititen fundamentale Unterschiede aufweisen (Hunziker 1999). Daraus folgt, dass
quantitative Analysen nicht in Beziehung zum humanen Knorpelgewebe gesetzt werden kdnnen.
Somit beschranken sich die Ergebnisse im Kaninchenmodell nur auf den Nachweis eines
grundsétzlichen Funktionsprinzips (Jansson, Muller et al. 2000). Die bereits erwéhnten unterschiedlich
vorherrschenden Gewebedimensionen des Gelenkknorpels und der sich anschlieBenden subchondralen
Knochenlamelle im ovinen und humanen Kniegelenk beinhalten differente Rahmenbedingungen fiir
die Heilung osteochondraler Defekte dquivalenter Tiefe. Durch die geringere Knorpeldicke und die
starkere Ausbildung der subchondralen Knochenlamelle im Kniegelenk des Schafes ist von einer
hoheren mechanischen Stabilitdt im Defektbereich als in vergleichbaren Situationen im humanen

Kniegelenk auszugehen (Hunziker 1999) (siehe Abb. 5-1).
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Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der quantitativen Gewebedimensionen der humanen (4) und ovinen
(B) osteochondralen Region. Die geringere Knorpeldicke und die stirker ausgeprigte subchondrale
Knochenlamelle beim Schaf verursachen eine hohere Defektstabilitiit, modifiziert und iibernommen aus Thimoty

M et al (2006)

Ein weiterer limitierender Faktor ist die GroBe des gesetzten osteochondralen Defekts. Bei
Uberschreitung der kritischen DefektgroBe ist keine spontane Reparation mdglich. In einer Studie zu
spontanen Knorpelheilung an Ziegen wurde bei einem Defektdurchmesser von 6 mm und einer
dquivalenten Defekttiefe keine komplette Spontanheilung beobachtet (Jackson, Lalor et al. 2001). Bei
Uberschreitung der kritischen DefektgroBe ist die Defektfiillung mit Reparationsgewebe insuffizient.
Weiterhin ist eine Progression zur Defektausbreitung durch degenerativen Gewebeverlust des
Knorpels und des subchondralen Knochens im Defektrandbereich zu beobachten. In Anlehnung an die
klinische Situation wurde in dieser Studie ein Defekt liber die kritische Grofle hinaus im lasttragenden
Bereich der Femurkondyle gesetzt.

Zusammenfassend stellt das Schaf fiir tierexperimentelle Studien im Bereich der chirurgischen
Versorgung von chondralen Defekten ein akzeptables Modell dar. Die skeletalen Groflenverhiltnisse
ermoglichen im Gegensatz zum Kaninchenmodell den Einsatz von in der Humanmedizin
gebrauchlichen Instrumentarien und die Verwendung handelsiiblicher synthetischer Implantate.
Dennoch werden zwischen den experimentellen Versuchen im Tiermodell und der klinischen
Anwendung weiterhin Differenzen bestehen bleiben. Diese sind nach Etablierung im Tiermodell bei

der Ubertragung der Methoden auf die humane Kliniksituation kritisch mit einzubeziehen.
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Bei einer Gruppengrofle von sechs Tieren konnte nicht von einer GauBlsche Normalverteilung der
Ergebnisse ausgegangen werden, somit beschriankte sich die statistische Auswertung der erhaltenen
Daten auf nichtparametrische Tests. Der Hauptanteil der Auswertungen war aufgrund der geringen

Fallzahl von deskriptivem Charakter.

5.1.2 Operation und postoperativer Beobachtungszeitraum

Der anteromediale parapatellare Zugang liel eine optimale Darstellung der Gelenkstrukturen des
Kniegelenkes zu. Die partielle Langsdurchtrennung der Ansatzsehne des M. quadriceps femoris,
welche beim Wiederkéduer das laterale gerade Kniescheibenband darstellt, machte die anschlieBende
Adaption mittels Einzelheften notig. Eine weitere anatomische Besonderheit des ovinen Kniegelenkes
ist die intraartikuldr verlaufende gemeinsame Ursprungssehne des M. extensor digitalis longus und des
M. fibularis tertius, welche in der Fossa extensoria des Os femoris ihren Ursprung nimmt (Allen,
Houlton et al. 1998). Diese Gelenkstruktur erschwerte z. T. die optimale Darstellung der lateralen
Femorkondyle.

Die Verwendung einer Hohlfrdse mit Millimeterskalierung gewihrleistete eine genaue Einstellung der
Defekttiefe auf 10 mm. Die kontinuierliche Wasserkiihlung wéahrend des Bohrvorgangs diente der
Pravention von thermischen Gewebezerstérungen im angrenzenden Knorpel- und Knochengewebe.
Die dennoch bestehende Invasivitdt des Bohrvorgangs ldsst anschlieBende Gewebereaktionen und
Degenerationsvorginge im umliegenden Knorpelgewebe nicht vollstindig ausschlieen (Goldberg und
Caplan 1999; D'Lima, Hashimoto et al. 2001; Redman, Dowthwaite et al. 2004), wéhrend die
Einblutung aus dem Markraum des Knochengewebes als eine gewlinschte Reaktion und
Grundvoraussetzung dieser Therapiemethode anzusehen ist (Furukawa, Eyre et al. 1980; Goldberg
und Caplan 1999).

Die verwendeten PGLA-Scaffolds hatten einen groBeren Durchmesser als der zu fiillende Defekt. Dies
ermoglichte die feste Impaktierung der Scaffolds anhand der press-fit-Methode im osteochondralen
Bohrkanal und verhinderte Implantatsablosungen wahrend des Heilungsverlaufs (Duchow, Hess et al.
2000). Den einwirkenden mechanischen Kréften beim Einbringen der Implantate in den Bohrkanal
hielten die Scaffold-Zylinder stand.

Mit der unterschiedlichen Steifigkeit der PLGA-Scaffolds war eine differente Porengréfle verbunden.
Die Scaffolds geringerer Steifigkeit zeigten bereits bei makroskopischer Betrachtung einen groBeren

Porendurchmesser als die Scaffolds hoherer Steifigkeit.
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Abbildung 5-2: Makroskopisch erkennbare differente Porengrifie der Scaffolds unterschiedlicher Steifigkeit

Wie bereits in Abschnitt 2.3.4 erwéhnt, stellt die Porengrof8e der Scaffolds ein Designkriterium dar
und nimmt Einfluss auf die Infiltration des Implantats, den dreidimensionalen Matrixaufbau und die
Osteogenese im Defektareal (Karageorgiou und Kaplan 2005). Der Einfluss der biomechanischen
Eigenschaften des Implantatmaterials stand in dieser Studie im Vordergrund, jedoch ist die differente
PorengrofBe in die Diskussion der Ergebnisse mit einzubeziehen.

In den linken Kniegelenken wurden je zwei Defekte gesetzt, ein mit PGLA-Scaffold versorgter Defekt
und ein ungefiillter Defekt. Da es sich um zwei Eingriffe in einem Kniegelenk handelt, kann eine
wechselseitige Beeinflussung der Defekte nicht ausgeschlossen werden. Um eine eventuelle differente
Belastungs- und Heilungssituation zwischen den Femurkondylen vorzubeugen, wurden die jeweiligen
Defekte randomisiert abwechselnd in der lateralen, bzw. medialen Kondyle gesetzt.

Die gewihlten Standzeiten von drei und sechs Monaten post op gewihrleisteten die Beurteilung im
friihen und spdten Stadium der osteochondralen Defektheilung. Spezifische Aussagen iiber die
Knorpelqualitit des Regeneratgewebes (hyalines, hyalinartiges oder fibroses Knorpelgewebe) lieBen
sich erst zum spéteren Zeitpunkt eruieren, da die Defektauffiillung nach drei Monaten Standzeit nicht
vollstdndig abgeschlossen war. Endgiiltige Aussagen zur Knorpelqualitit bleiben Langzeitstudien mit
Standzeiten von einem Jahr und linger vorbehalten. Die Uberpriifung von degenerativen Prozessen
und Versagensmustern des neu gebildeten Knorpelgewebes in Langzeitstudien sind als Ergidnzung zu
dieser Studie anzustreben. In dieser Studie wurde beobachtet, dass die Biodegradation der
Scaffoldmaterialien nach sechs Monaten nicht vollstindig abgeschlossen war. Auch dieses Kriterium
spricht fiir Studien mit ldngeren postoperativen Standzeiten, da erst nach vollstdndiger Biodegradation
der synthetischen Bestandteile die spongidsen Knochenstrukturen und eventuelle Zystenbildungen in

vollem Maf3e beurteilt werden kdnnen (siehe 5.2 Diskussion der Ergebnisse).
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5.1.3 Gewinnung und Aufarbeitung der Proben

Die Gewinnung der Knorpelknochenpriparate begann mit dem Ségen der Kondylen und verlangte die
sagittale Schnittfiihrung zum Bohrkanal in der Defektmitte. Zur Beurteilung kamen somit das
Defektareal, das jeweils lateral angrenzende Knorpelknochengewebe und das basal des Defekts
befindliche = Knochengewebe im  Anschnitt. Die unmittelbar postoperativ — gefertigten
Rontgenaufnahmen leisteten Hilfestellung bei der Orientierung der von auBlen nicht ersichtlichen
Bohrausrichtung. Durch die manuelle Einstellung der Ségerichtung und die im Rontgenbild nicht
eindeutig bestimmbare dreidimensionale Defektausrichtung war nicht in jedem Fall die exakte
sagittale Schnittfiihrung in der Mitte der Defektareale gegeben.

Die Fixation- und Entkalkungsprozesse fiihrten zum partiellen Herausldsen der Scaffoldreste aus dem
Knochengewebe, dies erkldrt den quantitativ hoheren Anteil der Scaffoldreste bei der
makroskopischen Beurteilung nach Explantation im Vergleich zu den histomorphometrisch
gewonnenen Daten. Der hohe Knochenanteil der Préaparate verursachte eine gewisse Gewebeporositit,
die das Schneiden der Paraplastblocke am Rotations-Mikrotom erschwerte. Teilweise mussten
Entwisserungs- und Entkalkungsprozesse der Préparate wiederholt werden. Da diese Prozesse
physikochemischer Natur sind, die auf die Zell- und Gewebestruktur einwirken, kdnnen zusétzliche

strukturelle Verdnderungen dieser Praparate nicht ausgeschlossen werden.

5.1.4 Histologie

Die Safranin Orange-Férbung stellt Knochen und Knorpelgewebe kontrastreich in Rottonen dar. Diese
histologische Farbung wird standardméBig in der Knorpelhistologie fiir quantitative Aussagen {liber
den Proteoglykangehalt eingesetzt (Niederauer, Slivka et al. 2000; Jiang, Chiang et al. 2007; Moriya,
Wada et al. 2007). Die Farbelosung dringt gut in das Gewebe ein und bindet stochiometrisch an die
sauren Gruppen, so dass eine quantitative Abschitzung des Proteoglykangehalts moglich wird
(Rosenberg 1971; Frenkel, Kubiak et al. 2006). Der Proteoglykangehalt dient als Hinweis auf die
qualitativen Eigenschaften des gebildeten Knorpelgewebes. Diese wesentlichen Bestandteile der EZM
des hyalinen Knorpelgewebes werden von den Chondrozyten sezerniert und geben somit verldsslichen
Aufschluss iiber die Vitalitdt dieser Zellen (Buckwalter und Mankin 1998), (Buckwalter, Ehrlich et al.
1987). Die Beurteilung der Farbintensitit erfolgte durch subjektive Betrachtung der histologischen
Priparate und stellte somit eine deskriptive Form der Auswertung dar.

Als nachteilig erwies sich diese Féarbung zur Beurteilung spezifischer Merkmale des hyalinen
Knorpelgewebes. Die Darstellung des Faserverlaufs der EZM, der Tidemark und der Zellmorphologie

war durch die kontrastarme Rotfarbung dieser Strukturen nur eingeschriankt moglich.
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5.1.5 Immunbhistologie

In dieser Studie wurden etablierte immunhistochemischen Féarbeverfahren anhand des ABC-Systems
durchgefiihrt. Der spezifische Nachweis von Kollagen-I diente der Darstellung von Knochengewebe
und ermoglichte Aussagen iiber die qualitative und quantitative Gewebeauffiillung im Defektareal.
Weiterhin wurde Kollagen-II mittels Antigen-Antikorper-Reaktion dargestellt. Die Kollagen-II-Fasern
stellen einen wesentlichen Anteil der EZM des hyalinen Gelenkknorpels dar und werden von den
Chondrozyten synthetisiert, somit erlaubt der Nachweis eine qualitative und quantitative Beurteilung
des gebildeten Knorpelgewebes (Jansson, Muller et al. 2000; Jiang, Chiang et al. 2007; Nagura,
Fujioka et al. 2007).

Das verwendete ABC-System stellte die Antikorper in den Knorpelknochenpréiparaten hochspezifisch
farblich dar. Die bovinen Antikdrper zeigten eine optimale Kreuzreaktivitit zu den Antigenen der
ovinen Prdparate. Die Spezifitit dieser Férbungen wurde durch mitgefithrte Negativkontrollen
bewiesen.

Die immunhistochemische Gefdfldarstellung wurde unter Verwendung von monoklonalem Anti o
smooth muscle actin durchgefiihrt. In dieser Farbung wird die Tunica media der Gefédl3e, bestehend aus
radidr angeordneter glatter Muskulatur, farblich dargstellt. Kapillire Gefdafle, deren luminale
Auskleidungen nur aus Endothelzellen bestehen und in der frithen Phase der Angiogenese entstehen,
wurden nicht erfasst. Daher blieben diese kleinen Gefdlle in der Auszdhlung unbeachtet und wurden
nicht erfasst. Die GefdBlanzahl ist aus diesem Grunde geringer als die tatsdchlich vorhandene. Dies
beeinflusst jedoch nicht die Aussagekraft der ermittelten Ergebnisse, da die Auszdhlung aller
Priparate identisch war und somit keine Fehlerquelle darstellte. Um einen Vergleich der ermittelten
GefdBanzahl der einzelnen Pridparate zu ermoéglichen, wurde die GefdlBanzahl in Relation zum
Bindegewebsanteil gesetzt. Da in dieser Studie keine selektiven histologischen Farbungen des
Bindegewebes durchgefiihrt wurden, konnte der Bindegewebeanteil nicht direkt bestimmt werden. Der
Bindegewebsanteil im Defektareal wurde anhand der histomorphometrischen Daten ermittelt und
ergab sich aus der Defektgesamtfliche abziiglich der Leerfliche und den Scaffoldresten. Dieser
ermittelte Bindegewebsanteil umfasste unspezifisch alle Gewebearten und zuziiglich die Leerflichen
der Knochenlakunen im Defektareal. Der Quotient aus der berechneten Bindegewebsflache und der
GefaBanzahl ergab die GefaBdichte. Dieses Vorgehen sicherte den Bezug auf die unterschiedliche

quantitative Defektauffiillung der einzelnen Préparate.

5.1.6 Histomorphometrie

Die quantitative Auswertung der immunhistochemisch dargestellten Gewebeanteile -erfolgte
semiautomatisch anhand einer computergestiitzen Bildanalyse. Ein Vorteil dieser Auswertung ist die
einfache Bedienung und die vergleichbare Auswertung der erhaltenen quantitativen Daten.

Fehlerquellen stellen jegliche subjektive Entscheidungspunkte dar. Zu diesen Punkten zdhlten das
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Platzieren der ROI und die manuelle Korrektur nicht erfasster Fldchenanteile. Die manuelle
Platzierung der ROI war nicht in jedem Fall genau auf dem Defektareal gegeben, da die exakten
Defektgrenzen insbesondere nach sechs Monaten Standzeit nicht mehr eindeutig erkennbar waren.
Diese Fehlerquelle ist jedoch zu vernachldssigen, da die Abweichungen nur gering sind. Die Fldche
der ROI war rechteckig im Gegensatz zu der konvexen Oberflichenkontur des Gelenkknorpels. Somit
wurde ein hoherer Leerflichenanteil iiber dem Defektareal gemessen, der jedoch bei allen Préparaten
einen anndhernd gleichen quantitativen Anteil betrug. Dies sicherte die Vergleichbarkeit der
erhaltenden Daten und ermoglichte eine gute Beurteilung der unspezifischen Defektauffiillung. Die
Kollagenmasken der Kollagen-I- und der Kollagen-II-Gewebe wurden automatisch anhand des
spezifischen Farbtons und der Farbintensitit erstellt. Geringfligige inhomogene Farbintensititen
fiihrten zu einer fehlerhaften Erfassung der Gewebeanteile und mussten durch eine manuelle
Markierung der nicht erfassten Gewebeanteile korrigiert werden. In Analogie zur Auswertung der
GefdBdichte wurden die Gewebeanteile und die Leerflache auf die Gesamtfliche der ROI bezogen, um
eine Vergleichbarkeit der Daten zu ermoglichen.

Die verbliebenen Scaffoldbestandteile der gefiillten Defekte wurden in Analogie zu den
Gewebeanteilen automatisch erfasst. Die unspezifische Anfarbung dieser Bestanteile machte eine
manuelle Korrektur notig. Die Unterscheidung von Scaffoldresten und Fettgewebe war in der
histomorphometrischen Auswertung nicht moglich. Bei mikroskopischer Kontrolle dieser
Gegebenheiten wurde deutlich, dass insbesondere in den Gruppen der weichen Scaffolds im
Defektgrund ein erhohter Anteil an Fettgewebe zu beobachten war. Die hydrolytische und
enzymatische Biodegradation ist von der Materialzusammensetzung und den damit verbundenen
biomechanischen Eigenschaften abhingig (Moran, Pazzano et al. 2003; Larsen, Pietrzak et al. 2005).
Diese Hydrolyse der Materialen fiihrte zum Aufquellen der Restbestandteile und beinhaltete eine
weitere Fehlerquelle der gemessenen Flachenanteile. Histomorphometrisch war das Bindegewebe und
das Fettgewebe durch die unspezifische Anfarbung nicht von den Scaffoldresten zu unterscheiden,
dies erklart die widerspriichlich erhaltenen Daten. Der geringere Anteil an Scaffoldresten der Gruppe 1
(Scaffold weich, 3 Monate Standzeit) im Vergleich zu Gruppe 3 (Scaffold weich, 6 Monate Standzeit)
lieB3 sich nach mikroskopischer Betrachtung nicht bestitigen. Zudem war eine unterschiedlich hohe
Herauslosung der Scaffoldreste aus den Priparaten durch die Probenaufarbeitung zu vermuten. Die
makroskopisch und mikroskopisch beobachteten Verhéltnisse der Restbestandteile lieen sich nicht
mit den Daten der Histomorphometrie vereinen (Abb. 5-2).

Diese Kritikpunkte bedeuten dass die histomorphometrischen Ergebnisse der verbliebenen
Scaffoldreste vorsichtig interpretiert werden miissen. Daher ist die deskriptive Form der Auswertung

anhand der makroskopischen und der histologischen Praparate vorzuziehen.
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Diskussion

Abbildung 5-3: Immunhistologisches Prdiparat (Kollagen-I-Fdrbung) mit Leerfldchen durch heraus geloste
Scaffoldreste (groffe Pfeile) und verbliebene unspezifisch angefirbte Restbestandteile (kleine Pfeile) im
Defektgrund

5.1.7 Indirekte MR-Arthrographie

Zur Beurteilung des Heilungsverlaufs osteochondraler Defekte ist die indirekte MR-Arthrographie ein
bereits etabliertes nichtinvasives Verfahren (Trattnig, Plank et al. 2004; Muller, Schrimpf et al. 2006).
Die in dieser Studie verwendeten Sequenzen gelten als knorpelsensitiv und ermdglichten die
Beurteilung des Knorpelgewebes und des darunter liegenden Defektbereichs.

Die sagittalen Sequenzen T1-2D-fs-GE und T1-3D.fs-GE ermoglichten eine detaillierte Beurteilung
des Knorpelgewebes. Signalinhomogenitdten und strukturelle Befunde des Knorpelgewebes konnten
detektiert werden. Die hyperintense Darstellung des subchondralen Defektbereichs erschwerte die
Beurteilung der Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle. Die Signalintensitét der gefiillten
Defekte lag iliber der gemessenen Intensitdt der ungefillten Defekte. Die erhaltenen Messdaten
signalisierten eine verstirkte Odembildung und hatten eine erhdhte Defektausbreitung der gefiillten
Defekte in diesem Bereich zur Folge. Diese Beobachtungen korrelierten nicht mit den histologischen
Ergebnissen. Daher stellte die erhohte Signalintensitit der gefiillten Defekte eine Fehlerquelle durch
falschnegative Ergebnisse dar und ist in die Diskussion der Ergebnisse mit einzubeziehen.

Fiir die Beurteilung weiterer Gelenkstrukturen und des Gelenkkavums eignete sich die PD-fs-FSE-
Sequenz. Trotz vorangegangener chirurgischer Interventionen wurden keine magnetischen

Suszeptibilititsartefakte, welche durch Metallriickstéinde der chirurgischen Instrumentarien
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hervorgerufen werden konnen, beobachtet. Die Kontrastmittelgabe beinhaltete die gewdiinschte
hyperintense Signalintensitit des Knorpelgewebes und der reaktiven Verdnderungen im darunter

liegenden Knochengewebe.

5.1.8 Scoring der Defekte

Die Aussagekraft der histologischen Préparate und der MRT-Untersuchungsergebnisse ist durch die
Verwendung von semiquantitativen Scores eindeutiger zu beurteilen. Die definierte Punktvergabe fiir
entsprechende Kriterien des Regenerationsstatus und Gewebequalitdt sichert eine Auswertung der
Bildmaterialien mit objektivem Charakter. Durch Verwendung dieser Beurteilungssysteme sind die

Reproduzierbarkeit und der Vergleich von experimentellen und klinischen Studien erst moglich.

Histologie-Score

Der in dieser Studie angewandte Histologie-Score von Frenkel et al. wurde fiir die semiquantitative
Beurteilung der Heilung versorgter osteochondraler Defekte entwickelt (Frenkel, Bradica et al. 2005).
Der Heilungsstatus ldsst sich durch die gewéhlten Kriterien im Detail darstellen. Die maximale
Punktzahl betrdgt 27 und ist der morphologischen Gewebequalitit des physiologischen
Knorpelknochengewebes gleichzusetzen. Zusitzlich zu der Struktur des gebildeten Knorpelgewebes
werden degenerative Erscheinungen im angrenzenden Knorpelgewebe und die Rekonstruktion der
subchondralen Knochenlamelle miteinbezogen. Die Safranin Orange-Farbung erlaubt, wie bereits
beschrieben, eine Aussage liber den Proteoglykangehalt des Knorpelgewebes. Die prozentuale Angabe
der Farbintensitdt und der Farbhomogenitét des Knorpelgewebes ermdglicht einen Riickschluss auf die
Zusammensetzung der EZM und die Vitalitit der Chondrozyten im gebildeten Knorpelgewebe. Die
prozentuale Angabe von gebildetem Knorpelgewebe lasst die weitere qualitative Differenzierung in
hyalines, hyalinartiges Knorpelgewebe und Faserknorpelgewebe vermissen.

Die Untersuchung im frithen Heilungsstadium nach drei Monaten Standzeit ergab eine ungeniigende
Defektauffiillung und Geweberegeneration. Diese Kriterien wurden durch den Score nach Frenkel et
al. nicht abgedeckt und daher im eigens entwickelten Score beriicksichtigt. Die allgemeine Beurteilung
der Defektauffiillung beriicksichtigte jedoch nicht die Qualitit des Regeneratgewebes. Zusitzlich
wurden Kriterien der basalen und lateralen kndchernen Integration des gebildeten Knochengewebes
im Defektgrund als Grundvoraussetzung der Defektstabilitdt mit einbezogen. Die in dieser Studie
verwendeten korperfremden synthetischen Implantatmaterialen konnen im Heilungsverlauf zu
Entziindungs- und Fremdkorperreaktionen  fithren und stellen unerwiinschte reaktive
Gewebeverdanderungen dar (Hoffmann, Weller et al. 1997; Woodfield, Bezemer et al. 2002). Aus

diesem Grund wurden Entziindungsmerkmale und Fremdkorperreaktionen in diesem Score ergénzt.
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MRT-Score

Im Rahmen der Auswertung der gewonnenen MRT-Bildmaterialien wurde ein MRT-Score auf der
Grundlage bereits bestehender Beurteilungssysteme entwickelt, der die Beurteilungskriterien
osteochondraler Defektheilung beinhaltet (Peterfy, Guermazi et al. 2004; Kornaat, Ceulemans et al.
2005; Marlovits, Singer et al. 2006). Die geringe Knorpelschichtdicke erschwerte die detaillierte
Evaluation von Strukturinhomogenititen. Auf die erhohte Signalintensitidt im basalen Defektbereich
der gefiillten Defekte wurde bereits eingegangen. In dieser Arbeit konnte eine Korrelation zwischen
der DefektgroBe und der gemessenen Signalintensitit bewiesen werden. Somit erscheint die
Defektausbreitung durch die erhohte Signalintensitét der gefiillten Defekte von groBerem Ausmal als
die der ungefiillten Defekte. Dies ist als einen Fehlerquelle zu deuten und muss in die Diskussion der
Ergebnisse mit einbezogen werden. Weiterhin lieBen sich durch die erhdhte Signalintensitét nicht in
jedem histologisch belegtem Fall die vorhandenen subchondralen Knochenzysten -eindeutig

diagnostizieren.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Evaluation des Heilungsverlaufs osteochondraler Defekte im
ovinen Tiermodell nach Versorgung mit PGLA-Scaffolds. Durch Verwendung von Scaffolds
unterschiedlicher Steifigkeit stand der Einfluss der biomechanischen Eigenschaften der verwendeten
Implantate auf die Geweberegeneration im Vordergrund. Damit vergesellschaftet war die Beurteilung
der Osteoinduktivitdit der verwendeten Scaffolds und somit der Beitrag zur ossédren
Geweberegeneration, sowie die Beurteilung der Wiederherstellung der chondralen Gelenkoberflache
in qualitativer und quantitativer Hinsicht. Weitere Kriterien stellten die Biokompatibilitdt und die
Biodegradation der implantierten PGLA-Scaffolds dar. Die zusétzliche Darstellung des
Heilungsverlaufs anhand der indirekten MR-Arthrographie nach sechs Monaten Standzeit diente der
Uberpriifung der Sensitivitit dieses Verfahrens. Durch den Vergleich mit den histologischen
Ergebnissen sollte die klinische Aussagekraft dieses nichtinvasiven Diagnostikums zur Beurteilung
chirurgisch versorgter osteochondraler Defekte dargestellt werden. Im folgenden Abschnitt werden die

Ergebnisse unter besonderer Beriicksichtigung dieser Schwerpunkte diskutiert.

5.2.1 Defektversorgung: Scaffold weich versus Scaffold hart nach 3 Monaten Standzeit

Einfluss der Biomechanik

Der von Pauwels 1960 postulierte Grundgedanke der ,,kausalen Histogenese* wurde von Carter et al.
weiterverfolgt (Pauwels 1960). Diese Hypothese besagt, dass die auf die undifferenzierten Zellen
einwirkenden mechanischen Stimuli die Gewebedifferenzierung beeinflussen. Die physikalischen
Faktoren, wie Druck, Scherkrifte und andere Krafteinwirkungen, bewirkten die gerichtete

Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (Carter, Blenman et al. 1988). Die definierten
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mechanischen  Grundvoraussetzungen der Gewebedifferenzierung wurden in  neueren
tierexperimentellen Studien von Aspenberg und Tagli bestétigt (Aspenberg, Tagil et al. 1996). Diese
Beobachtungen beinhalten, dass die mechanischen Eigenschaften der implantierten Scaffolds eine
Schliisselrolle fiir den Heilungserfolg osteochondraler Defekte darstellen (Kelly und Prendergast
2000).

Die Verwendung von Scaffolds unterschiedlicher Steifigkeit von 55% und 87% zum orgindren
Knochengewebe in der vorliegenden Studie fithrte bereits nach drei Monaten Standzeit zu
unterschiedlichen Heilungsergebnissen der osteochondralen Defektauffiillung. Der Auffiillungsgrad
der Gruppe 1 (Scaffold weich) erreichte in keinem Fall das Gelenkflichenniveau, wihrend drei
Defekte der Gruppe 2 (Scaffold hart) bis zum Gelenkflichenniveau eine Gewebeauffiillung zeigten.
Diese Prédparate wiesen zusétzlich eine geschlossene Knorpelschicht iiber dem Defektareal vor. Die
Beobachtungen lassen vermuten, dass die hohere mechanische Stabilitidt der Geweberegeneration im
Defektareal im friihen Heilungsstadium forderlich ist. In der Literatur wird bereits bestitigt, dass die
Steifigkeit der implantierten Scaffolds zur Versorgung osteochondraler Defekte die
Regenerationsfahigkeit des Knochen- und Knorpelgewebes beeinflusst. Der Einfluss der
Defektstabilitdt wurde von Niederauer et al. untersucht (Niederauer, Slivka et al. 2000). In dieser
Studie zeigten die Heilungsergebnisse osteochondraler Defekte, dass die Versorgung mit Scaffolds
hoherer Steifigkeit eine qualitativ und quantitativ hochwertigere Geweberegeneration induziert. Die
quantitative und qualitative Geweberegeneration dieser Studie wird im Weiteren niher dargestellt und

diskutiert.

Quantitit und Qualitit der ossdren Geweberegeneration

In der vorliegenden Studie wurde ein hoherer Anteil an hypervaskuldrem fibrosem Bindegewebe im
Defektzentrum der Gruppe 1 (Scaffold weich) detektiert. Nur in den Defektrandgebieten zeigte sich
die Bildung von Knorpel- und Knochengewebe. Im Unterschied dazu war eine fortgeschrittene
Formierung von subchondralen Knochengewebe und dariiber liegendem Knorpelgewebe in der
Gruppe 2 (Scaffold hart) zu beobachten. Die Scaffoldmaterialien beider Gruppen waren in diesem
oberen Drittel des Defektbereichs bereits degradiert. In fritheren Arbeiten wurde in Analogie zu den
Ergebnissen der vorliegenden Studie beobachtet, dass die frithzeitige Formierung der subchondralen
Knochenlamelle fiir die Regeneration von Knorpelgewebe essentiell ist (Shapiro, Koide et al. 1993;
Hutmacher 2001; Frenkel, Bradica et al. 2005). Der hyaline Gelenkknorpel und die subchondrale
Knochenlamelle bilden in der Gelenkanatomie eine funktionelle Einheit. Bei mechanischer
Gelenkbelastung ist die Stabilitdt der subchondralen Lamelle von grofer Bedeutung. Sie schiitzt den
hyalinen Knorpel besonders bei exzessiven Krafteinwirkungen, aufgrund des zapfenformigen
Ubergangs werden die einwirkenden Scherkrifte als Kompressions- und Druckbelastungen auf die
subchondrale Knochenlamelle {ibertragen (Ding, Dalstra et al. 1998; Imhof, Breitenseher et al. 1999).

Die hohe Vaskularisation in der subchondralen Region (arterieller und vendser Plexus) verdeutlicht
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den Anteil an der nutritiven Versorgung der basalen Knorpelschicht, diese BlutgefdBe reichen bis in
die kalzifizierte Knorpelschicht (Lyons, McClure et al. 2006).

Nach der bereits dargestellten Hypothese der kausalen Histogenese sind die mechanischen
Rahmenbedingungen Grundvoraussetzung fiir die Differenzierung der Gewebe im Defektareal (Carter,
Blenman et al. 1988). Die vorliegenden Ergebnisse beweisen, dass die hohere Stabilitdt im kndchernen
Bereich osteochondraler Defekte ein forderlicher Aspekt fiir die frithzeitige Bildung der
subchondralen Knochenlamelle ist. Diese wiederum bildet die mechanischen und nutritiven
Rahmenbedingungen fiir eine Chondrogenese an der Gelenkoberfliche im Defektareal. In der
vorliegenden Arbeit wurden degradierbare Implantate mit unterschiedlicher Steifigkeit zum orginéren
Knochengewebe verwendet. Die Scaffolds stellen eine temporére ,,Knochenersatzschicht dar und
werden zeitnah von einwachsendem Knochengewebe ersetzt. Wie in der vorliegenden Studie bestétigt,
sollte der Elastizitdtsmodul der verwendeten Implantate unter dem des spongiosen Knochens liegen,
damit das Einwachsen von Knochengewebe induziert wird und dieses die mechanische Stabilitét
aufgrund seiner hoheren Steifigkeit iibernimmt (Jansson, Muller et al. 2000).

Die Instabilitit der Scaffolds geringerer Steifigkeit verursacht sklerotische Umbauprozesse des
Knochengewebes in der Defektperipherie und einen hoheren Anteil an fibrosem Bindegewebe im
Defektzentrum (von Rechenberg, Akens et al. 2003). Die histologischen Ergebnisse der Gruppe 1
(Scaffold weich) stehen in Analogie zu diesen wissenschaftlichen Erkenntnissen. Das an den
Randgebieten einwachsende Knochengewebe war durch verdickte Trabekel mit ungeordneter
Ausrichtung gekennzeichnet. Das sklerotisch verdnderte Knochengewebe war von fibrosem Gewebe
durchsetzt und zeigte Bereiche der enchondralen Ossifikation als Zeichen der bestehenden
Remodelierungsprozesse. Die verdickten Trabekelstrukturen des sklerotisch verdnderten
Knochengewebes spiegelten sich im hdéheren prozentualen Kollagen-I-Anteil der Gruppe 1 in der
histomorphometrischen Auswertung der Préparate wider. Zugleich stellte sich diese defizitire ossére
Regeneration in den Ergebnissen der histologischen semiquantitativen Auswertung mittels des eigens

entwickelten Scores dar.

Quantitit und Qualitit der chondralen Geweberegeneration

Der hyaline Gelenkknorpel zeigt bei Verletzungen und degenerativen Erscheinungen keine
Spontanheilung. Begriindet ist dieses Reparationsdefizit in der Avaskularitit des Gewebes, der
Immobilitit der Chondrozyten und deren verminderten Proliferationsmoglichkeiten (Meachim und
Roberts 1971; Hunter 1995; Simon und Jackson 2006). Durch chirurgische Eroffnung des
Knochenmarkraumes und der Schaffung osteochondraler Defekte kommt es zum Einbluten in das
Defektareal und zur Rekrutierung mesenchymaler Stammzellpopulationen. Diese Zellen besitzen die
Fahigkeit tiber Chondroblastenstadien zu Chondrozyten zu differenzieren und durch anschlieBende

Synthese der Matrixbestandteile hyalines Knorpelgewebe zu regenerieren. Die kapilldre Proliferation
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in osteochondralen Defekten beginnt bereits nach zwei Tagen vom benachbarten Knochengewebe
ausgehend.

Die Gefdfdichte der vorliegenden Studie nach drei Monaten Standzeit post op ergab in beiden
Gruppen dquivalente Verhiltnisse, jedoch zeigten die mit den Scaffold versorgten Defekte eine hohere
Gefifidichte als die unversorgten Leerdefekte. Dieser positive Effekt auf die Angiogenese im
Defektareal durch die Versorgung osteochondraler Defekte mit Scaffoldimplantaten wurde bereits in
der Literatur beschrieben. Die frithzeitige Angiogenese ist eine Grundvoraussetzung fiir die
Osteogenese und die fiir die Chondrogenese essentielle Stammzellrekrutierung (Karageorgiou und
Kaplan 2005).

AnschlieBend an die kapilldre Proliferation ist die Infiltration spindelférmiger mesenchymaler
Stammzellen im fibrosen Defektgewebe vom basalen Defektzentrum aus in die Peripherie zu
beobachten. Nach zwei Wochen lassen sich erste chondrogene Differenzierungsformen der Zellen
evaluieren. Die Verwendung pordser Scaffoldimplantate dient in der ersten Heilungsphase der
Stabilisierung des Fibringerinnsels und anschlieBend als Leitgeriist fiir den Aufbau von
Knochengewebe und vaskulérer Strukturen (Hunziker und Rosenberg 1996; Lubiatowski, Kruczynski
et al. 2006). Weiterhin wird die Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen und essentieller
Wachstumsfaktoren aus dem Knochenmarkslager durch die offenporige Struktur gesichert und somit
die intrinsische Regenerationskapazitit unterstiitzt (Woodfield, Bezemer et al. 2002; Frenkel und Di
Cesare 2004). Hunziger und Rosenberg zeigten, dass zusétzlich zur Infiltration der Stammzellen aus
dem Knochenmarkraum, potente mesenchymale Stammzellen aus der synovialen Membran rekrutiert
werden (Hunziker und Rosenberg 1996). Die vorliegenden histologischen Ergebnisse zeigten
Knorpelgewebe im oberen Defektzentrum, welches in die Defekttiefe reichte. Der hohe Anteil an
Knorpelgewebe im oberen Defektbereich und die Proliferation dieses Gewebes von den
Defektrandgebieten ausgehend lassen eine starke Rekrutierung chondrogen potenter Stammzellen aus
dem synovialen Kompartment vermuten. Die Lokalisation dieser chondralen Gewebeproliferation im
oberen Defektzentrum beweist die Invasion chondrogen potenter Zellen aus dem synovialen
Kompartment in die Scaffoldimplantate im friihen Heilungsverlauf. Die Gruppe 1 (Scaffold weich)
wies einen hoheren Anteil fibrésen Bindegewebes im oberen Defektzentrum im Vergleich zur Gruppe
2 (Scaffold hart) auf. In welchem MalBle die erhohte Degradationskinetik (siche Biodegradation) oder
die geringere mechanische Stabilitdt dieser Implantate Einfluss auf die qualitative Gewebeproliferation
in diesem Defektareal hatte, ist zu diesem Untersuchungszeitpunkt nicht evaluierbar. Zum einen
verhindert eine frithzeitige Biodegradation des Implantatmaterials die Invasion chondrogen potenter
Zellen in das Implantatkonstrukt, zum anderen ist eine insuffiziente mechanische Stabilitdt der
addquaten Gewebedifferenzierung hinderlich. Der hohere Anteil an Knorpelgewebe im Defektzentrum
der Gruppe 2 hatte zusitzlich, zu der bereits diskutierten hoheren mechanischen Stabilitdt, die

Regeneration der subchondralen Knochenlamelle positiv beeinflusst. Das chondrale Gewebe im
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Defektzentrum stellte die Grundlage der enchondralen Ossifikation dar und war somit ein forderlicher
Aspekt der ossiren Gewebeproliferation im oberen Defektareal.

Bei Betrachtung der histologischen Pridparate waren in beiden Gruppen ausdifferenzierte
Chondrozyten im Defektknorpelgewebe evaluierbar. Die Hyperzellularitdt und die diffuse Anordnung
dieser Zellen lieBen jedoch die morphologisch charakteristischen Merkmale des hyalinen
Gelenkknorpels vermissen. Vielmehr ist durch die Zellmorphologie und die Faseranordnung zu
diesem Untersuchungszeitpunkt von einer Faserknorpelbildung auszugehen.

Die Synthese von Bestandteilen der extrazelluldren Matrix durch diese Zellen wurde anhand der
Safranin Orange-Férbung und der spezifischen Darstellung von Kollagen-II-Gewebe bestitigt. Die
durchschnittlich hohere Defektdeckung mit Knorpelgewebe in der Gruppe 2 (Scaffold hart) erlaubt die
Vermutung zweier unterschiedlicher Einflussfaktoren. Zum einen bietet das Implantat durch die
hohere Steifigkeit positive mechanische Rahmenbedingungen fiir die Formierung der subchondralen
Knochenlamelle. Diese frithzeitige Regeneration der subchondralen Knochenlamelle ist die bereits
dargestellt Grundvoraussetzung fiir die chondrale Geweberegeneration an der Gelenkoberflache. Die
direkte kndcherne Durchbauung bewirkt weiterhin eine zeitige Infiltration mit mesenchymalen
Stammzellen aus dem Knochenmarkraum und der Rekrutierung aus dem synovialen Kompartment.
Zum anderen ist im Defektzentrum eine hohere Stabilitit gegeben, welche die Differenzierung der
Zellen nach der bereits dargestellten kausalen Histogenese positiv beeinflusst.

Die degenerativen Verinderungen in der Ubergangsregion des Defektknorpelgewebes zum
angrenzenden Knorpelgewebe beinhalteten verminderten Proteoglykangehalt, Fibrillationen und
Clusterbildungen der Zellen. Zwischen den Vergleichsgruppen 1 (Scaffold weich) und 2 (Scaffold
hart) lieBen sich keine Unterschiede in der Intensitit dieser degenerativen Gewebeverdnderungen
evaluieren. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die unterschiedliche mechanische Stabilitit der
Implantate keinen Einfluss auf die degenerativen Prozesse zu diesem Heilungszeitpunkt hatte. Die
Integration des Defektgewebes zum nativen angrenzenden Knorpelgewebe ist als ein wesentlicher
Schwachpunkt im osteochondralen Heilungsverlauf chirurgisch versorgter Defekte anzusehen. In
experimentellen Studien wurde in den Randgebieten der osteochondralen Defekte ein vermehrter
Zelltod festgestellt und als ein potentieller Hinweis der unzureichenden Gewebeintegration gedeutet.
Die zelluldren Reaktionen beinhalteten Zellnekrose im angrenzenden origindren Knorpelgewebe und
Zellapoptose vom Ubergangsbereich aus, welches unterschiedlich weit in das Defektknorpelgewebe
reicht (Tew, Kwan et al. 2000). Angrenzend zu dieser Zone mit vermehrtem Zelltod wird eine Zone
mit zelluldrer Proliferation und verdndertem Martrixmetabolismus beschrieben (Mankin, Dorfman et
al. 1971; Mankin 1982; Redman, Dowthwaite et al. 2004). Im weiteren zeitlichen Verlauf sind
Fibrillationen im Ubergangsbereich als Zeichen der insuffizienten internen Gewebestabilitit und
Vorreiter einer progressiven Degeneration des Ersatzgewebes vom Randbereich aus zu deuten
(Wakitani, Goto et al. 1994). Die histologischen Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten neben den

vertikal verlaufenden Fissuren, azelluldre Bereiche, Zelluntergang in Form von so genannten
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Geisterhdfen und proliferative Clusterformierungen. In unmittelbarer Umgebung der Fibrillationen
dominierten die azelluldren Gewebebereiche kombiniert mit einem geringen Proteoglykangehalt der
EZM. Der geringe Proteoglykangehalt in den Defektrandgebieten ist Folge der insuffizienten
Matrixsynthese der Zellen. Die daraus resultierende geringere mechanische Stabilitdt fithrt zu den
beobachteten Zusammenhangstrennungen der EZM. Angrenzend an diese zellarmen Bereiche wurden
Chondrozytencluster mit hoher proliferativer Aktivitét detektiert.

Die Atiologie dieser degenerativen Gewebeverinderungen im Randbereich ist zusitzlich zu der
insuffizienten Stabilitdt in der Invasivitit des chirurgischen Eingriffs begriindet (Tew, Kwan et al.
2000; Redman, Dowthwaite et al. 2004). Die Zellnekrose wird initial infolge der chirurgisch bedingten
Gewebeverletzung ausgeldst, wihrend die Apoptose durch die mechanisch gestdrte Chondrozyten-
Matrix-Interaktion initiiert wird (Frisch und Francis 1994). Diese mechanischen Defizite regen die
Chondrozytenproliferation  in  benachbarten = Geweberegionen an. Die  verschiedenen
Degenerationserscheinungen in den Prédparaten der vorliegenden Studie lassen aufgrund dieser
wissenschaftlichen Erkenntnisse auf Reaktionsmuster traumatischer Genese spekulieren.

Der Vergleich der histologischen Safranin Orange-Farbungen mit den immunhistologischen
Darstellungen des Kollagen-1I-Gewebes zeigte die geringe Aussagekraft der immunhistologischen
Darstellung iiber die qualitative Zusammensetzung des gebildeten Knorpelgewebes. Die
immunhistologische Darstellung des Kollagen-II-Gewebes diente nur zur allgemeinen unspezifischen

Aussage iiber die Quantitit des regenerierten Gewebes.

Biokompatibilitit und Biodegradation

Die unterschiedliche Materialzusammensetzung der verwendeten Scaffolds verursacht nicht nur
differente mechanische Eigenschaften, sondern beeinflusst zusétzlich die Degradationskinetik der
Implantatbestandteile. Die schnellere Degradation der Scaffolds geringerer Steifigkeit ist auf den
niedrigeren Gehalt an Polylaktiden zuriickzufiihren (Weiler, Hoffmann et al. 2000; Moran, Pazzano et
al. 2003). Die optimale Degradationskinetik bewirkt ein Gleichgewicht zwischen dem Implantatabbau
und dem Einwachsen von Knochengewebe. Eine schnelle Degradation fithrt zur Kumulation von
toxischen Abbauprodukten und damit verbundenen zelluldren Degenerationserscheinungen im
Implantatslager (Hoffmann, Weller et al. 1997). Die Degradation der Scaffoldmaterialien der Gruppe
1 (Scaffold weich) verlief schneller als in der Vergleichsgruppe. Diese erhdhte Degradationskinetik
fiihrte nicht zu erkennbaren zytotoxischen Reaktionen, aber liefert eine weitere Erkldrung fiir die
minderwertige Defektauffiillung mit fibrésem Bindegewebe im oberen Defektbereich und mit
Fettgewebe im basalen Implantationslager. Die frithzeitige Degradation der Implantate gefiahrdet die
Osteoinduktion, bei der der Scaffold als Leitgeriist fiir das einwachsende Knochengewebe dienen
sollte.

Das unterschiedliche Scaffolddesign sollte an dieser Stelle ebenfalls diskutiert werden. Bereits bei

makroskopischer Betrachtung ldst sich feststellen, dass die Scaffolds geringerer Steifigkeit eine
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groBBere PorengroBe und ein geringeren Materialanteil aufweisen (sieche Abb. 5-2). Dies ist als ein
zusitzliches Kriterium der schnelleren Degradationkinetik zu erwidhnen.

Die Degradation der synthetischen Bestandteile erfolgt durch passive Hydrolyse und endogen
enzymatischen Abbau (Athanasiou, Niederauer et al. 1996). Die schnellere Degradation der
Scaffoldbestandteile im oberen Defektbereich beider Gruppen ist durch den offenen Kontakt zum
synovialen Gelenkraum und der dadurch vermehrten passiven Hydrolyse und dem schnelleren
Abtransport der Spaltprodukte gegeben. Im Defektgrund war eine moderate zelluldre Reaktivitdt und
die Phagozytoseaktivitit von Fremdkorperriesenzellen ein Indiz fir den langsam verlaufenden
enzymatischen Abbau. Nach der Einteilung nach Pistner et al. lieBen sich in den Defekten zeitgleich
zweil Degradationsphasen beobachten (Pistner, Gutwald et al. 1993). Insbesondere im oberen
Defektbereich der Gruppe 2 (Scaffold hart) dominierte die progressive Resorptionsphase,
charakterisiert durch die fortgeschrittene Gewebeformierung, wihrend im basalen Defektbereich die
moderate zellulire Reaktivitdit und das Einwandern von Makrophagen und polynukledren

Fremdkorperriesenzellen auf die protrahierte Resorptionsphase hinwiesen.

522 Defektversorgung: Scaffold weich versus Scaffold hart nach 6 Monaten Standzeit

Einfluss der Biomechanik

Die Heilungsergebnisse nach sechs Monaten Standzeit wiesen einen qualitativen Unterschied der
Defektauffiillung auf. Die unspezifische Gewebeauffiillung erreichte in beiden Gruppen das
Gelenkniveau. In der Gruppe 3 (Scaffold weich) war kein vollstindiger Zusammenschluss der
subchondralen Knochenlamelle im Defektzentrum zu beobachten. In der Gruppe 4 (Scaffold hart)
hingegen war die Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle in fiinf Fillen vollstindig
gegeben. Im Defektzentrum der Gruppe 3 stellte sich hypertrophes Knorpelgewebe dar, welches bis in
die Defekttiefe reichte. Dies wurde in der histomorphometrische Gewebeauswertung anhand eines
hoheren Kollagen-1I-Anteils bestétigt. Der Kollagen-I-Anteil hingegen war im Vergleich zu Gruppe 4
geringer und verdeutlichte das Defizit der knochernen Defektauffiillung. Von den Defektréindern aus
ndherten sich die Fronten der enchondralen Ossifikation aufeinander zu. Der bereits nach drei
Monaten beobachtete Einfluss der mechanischen Eigenschaften der Scaffolds wurde hier weiterhin
bestdtigt. Das anfangs gebildete fibrose Bindegewebe wurde durch Knorpelgewebe ersetzt und es

folgte die sekundire enchondrale Ossifikation.

Quantitit und Qualitit der ossidren Geweberegeneration

Die sklerotischen Reaktionsmuster des bereits gebildeten Knochengewebes der Gruppe 3 lieBen
mechanische Instabilitdten im Defektbereich vermuten. Der kndcherne Gewebeaufbau der Gruppe 4
war im oberen Defektbereich bereits beendet. Es folgt in dieser Heilungsphase der strukturelle Umbau

des trabekuldren Knochengewebes. Vier der Priparate zeigten eine dem orgindren Knochengwebe
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dhnliche Trabekelstruktur im Defektbereich, sodass die Defektgrenzen im oberen knochernen
Defektbereich nicht mehr evaluierbar waren (Abb. 4-11 A). In dieser Wiederherstellungsphase findet
nach Pistner et al. der integrative Aufbau von Knochengewebe statt (Pistner, Gutwald et al. 1993).

Wie bereits erldutert, beeinflusst zusétzlich die Degradationskinetik und die Architektur der
implantierten Scaffolds die Osteogenese (Boyan, Lohmann et al. 1999; Woodfield, Bezemer et al.
2002; Moran, Pazzano et al. 2003; Karageorgiou und Kaplan 2005). Eine schnellere Degradation der
Implantate birgt die Gefahr, dass durch den Abbau des als Leitgeriist fungierenden Scaffolds die
addquate Osteoinduktion verhindert wird. Wie in der Gruppe 3 findet daraufhin eine minderwertige
Gewebeauffiillung statt und der Heilungsverlauf wird durch die sekundére Osteogenese verzogert. Die
unterschiedliche Architektur in Form einer differenten Porengrofe der Scaffolds war in der
vorliegenden Arbeit ein weiterer moglicher Einflussfaktor der unterschiedlichen Geweberegeneration
(Hunziker 1999; Karageorgiou und Kaplan 2005; Jones, Arns et al. 2007; Jones, Willers et al. 2007;
Nagura, Fujioka et al. 2007). In der Studie von Karageorgiou et al. ist eine insuffiziente Porengrofie
von <100 pum fiir die Bildung von unmineralisiertem fibrésen Gewebe verantwortlich. Eine geringere
PorengroBe verursacht durch die vorherrschenden hypoxischen Konditionen eine der Osteogenese
vorausgehenden chondralen Gewebeformation. Nach dieser Studie wird eine Porengr6Be von >300
um fiir eine optimale direkte ossire Geweberegeneration empfohlen. Eine adiquate PorengroBe
ermdglicht die verstirkte Angiogenese und das diskontinuierliche Einwachsen des Knochengewebes
in das Defektareal. Dies sind essentielle Kriterien fiir die direkte Osteogenese und sichern damit den
zeitgerechten Heilungsverlauf (Karageorgiou und Kaplan 2005). Die PorengroBe der Scaffolds
hoherer Steifigkeit betrug 300 bis 500 um und erfiillte somit die Designkriterien fiir eine addquate
Osteoinduktion. Ein signifikanter Unterschied der GefdBdichte der Vergleichsgruppen dieser Studie
war nicht zu verzeichnen, jedoch zeigte die Gruppe 4 eine direkte knocherne Durchbauung der
Scaffolds in der friihen Heilungsphase im histologischen Bild. Dies fiihrte zu einer vollstindigen
Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle und dem spongiosen Knochengewebe im
Defektbereich zum fortgeschrittenen Zeitpunkt nach sechs Monaten Standzeit. Die PorengrofBle der
Scaffolds geringerer Steifigkeit variierte zwischen 1 Millimeter bis zu 2 Millimetern und mehr im
Durchmesser. Demnach ist anzunehmen, dass die ossire Geweberegeneration zusitzlich zu der
Steifigkeit der verwendeten Scaffolds von der differenten PorengroBe beeinflusst wurde. Der groBere
Porendurchmesser der Gruppen Scaffold weich ldsst zusdtzlich zur mechanischen Instabilitdt eine
insuffiziente Osteoinduktion vermuten, da der Scaffold als Leitgeriist der Gewebeproliferation dienen

sollte.

Quantitit und Qualitdt der chondralen Geweberegeneration

Die vollstindige Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle verursachte zusitzlich die
verbesserte chondrale Geweberegeneration an den Gelenkflichen der Gruppe 4 (Scaffold hart) im

Vergleich zu Gruppe 3 (Scaffold weich). Die Morphologie des regenerierten Knorpelgewebes in
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Gruppe 3 wies qualitative und quantitative Defizite vor. Keines der sechs Tiere zeigte eine
Wiederherstellung der kongruenten Gelenkfliche. Wéhrend in drei Féllen die Defektauffiillung nicht
bis zum Gelenkflichenniveau reichte, waren bei den drei verbleibenden Tieren chondrale
Hypertrophien im Defektbereich zu beobachten. Die inhomogene Matrixanfarbung verdeutlichte die
minderwertige Gewebequalitdt des Regeneratgewebes in dieser Gruppe. Die Gruppe 4 verzeichnete
bei vier Tieren eine vollstindige Wiederherstellung der kongruenten Gelenkfldche.

In der histologischen Untersuchung konnten noch weitere morphologische Verdnderungen des
Defektknorpelgewebes evaluiert werden. Die zellulire Anordnung, die Zellform der Chondrozyten
und der Faserverlauf der EZM beinhalteten verstirkt in der Gruppe 4 Charakteristika des hyalinen
Gelenkknorpels. In der oberen Gewebeschicht waren einzelne abgeflachte Chondrozyten in der
tangential verlaufenden Matrix eingebettet. Dieser Verlauf und die Zellanordnung dnderten sich in der
tieferen Region zur perpendikularen Ausrichtung. In diesem Bereich waren die Chondrozyten
abgerundet und in Chondronen in die Matrix integriert. Histologisch konnte beobachtet werden, dass
die gleichmaflige spezifische Anfiarbung der Proteoglykane mit einer organisierten
Kollagenarchitektur korrespondiert. Diese Gewebeorganisation war nicht in gesamten Defektknorpel
durchgehend vorhanden, sondern wurde von Abschnitten hdoherer Unordnung durchsetzt. Der
Faserverlauf war dort ungerichtet und die Faserstruktur der EZM beinhaltete grobe Strukturmerkmale
und war mit unorganisiertem Kollagenfaserverlauf assoziiert. Der gebildete Knorpel der Gruppe 4
wies Merkmale des hyalinartigen Knorpelgewebes und Anteile von Faserknorpelgewebe auf. Im
Vergleich dazu wies das zelluldre Bild der Gruppe 3 geringere Ordnung auf. Weiterhin zeigten der
ungerichtete Faserverlauf und die groben Strukturmerkmale der EZM, dass es sich in dieser Gruppe
vornehmlich um die Bildung von fibrésem Knorpelgewebe handelte. Das geringere Vorkommen
degenerativer Erscheinungen des Defektknorpelgewebes zum angrenzenden gesunden Knorpelgewebe
bewies in der Gruppe 4 eine hochwertigere Integration. In dieser Region zeigte die Gruppe 3 eine
Hyperzellularitdt mit Chondrozytenclustern und Anzeichen von Zelldegeneration. Das Vorkommen
von Chondrozytenclustern wird in der Studie von Wei et al. als ein Zeichen der Regeneration gedeutet
(Wei, Gao et al. 1997). In anderen Studien hingegen werden Clusterformierungen als degenerative
Erscheinungen und als morphologischer Vorreiter zelluldren Untergangs gewertet (O'Driscoll, Keeley
et al. 1988; Mainil-Varlet, Aigner et al. 2003; Frenkel, Bradica et al. 2005). In dieser Studie wurden
mikroskopisch vermehrte Anzeichen der mitotischen Aktivitdt und somit der Proliferation dieser
Zellen beobachtet. Ob die Clusterbildung eine Reaktion auf degenerative Gewebeprozesse war oder
durch den verzdgerten Heilungsverlauf der Gruppe 3 ,,noch® proliferativer Gewebeum- und aufbau
stattfand lie sich anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht eindeutig feststellen. Ein Zeichen fiir die
minderwertige Gewebestabilitit im Ubergangsbereich war das vermehrte Vorkommen von
Fibrillationen in dieser Gruppe. Zudem war die verminderte Anfarbung der EZM durch die SO-
Férbung in den Defektrandgebieten und im Defektzentrum ein weiterer Hinweis fiir die insuffiziente

Matrixsynthese und lédsst auf degenerative Zellreaktionen schlie3en.
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Die hohere Ordnung des Defektknorpels und die positiven Merkmale der Integration der Gruppe 4
waren vermutlich aufgrund der frithzeitigen Bildung der subchondralen Knochenlamelle und der damit
verbundenen mechanischen und physiologischen Grundvoraussetzungen gegeben. Der bereits nach
drei Monaten verzeichnete verzogerte Heilungsverlauf der Gruppe 1 wurde durch eine geringere

Gewebedifferenzierung der Gruppe 3 nach 6 Monaten Standzeit bestétigt.

Biokompatibilitit und Biodegradation

Das Fortschreiten der Biodegradation der Scaffoldmaterialien im basalen Defektbereich war im
Hinblick auf die langere Standzeit der Tiere verhalten. Durch die weiterhin bestehende Aktivitit der
Fremdkorperriesenzellen war im  diesem Defektbereich die protrahierte Resorptionsphase
vorherrschend. Wéhrend die Scaffoldreste der Gruppe 4 (Scaffold hart) eine hohe knécherne
Durchbauung aufwiesen, wurde in der Gruppe 3 (Scaffold weich) in diesem Bereich vermehrt Fett-
und Bindegewebe histologisch detektiert. Das verdichte Knochengewebe um diese Restbestandteile in
dieser Gruppe bestdtigte die bereits erwédhnten negativen Materialeigenschaften fiir eine direkte
Osteogenese und die insuffiziente Implantatintegration. Hutmacher et al. beschrieben bereits, dass die
Degradationskinetik einen signifikanten Effekt auf die mechanische Stabilitdt im Defektareal ausiibt
und somit die zeitlichen Reparationsprozess beeinflusst (Hutmacher 2001). In der Gruppe 3 (Scaffold
weich) war die Regeneration des ossédren und chondralen Gewebes in der vorliegenden Studie zeitlich
verzogert und zeigte histologisch eine geringere Gewebequalitit.

Die verzogerte Degradation der Scaffoldbestandteile im basalen Defektbereich ist mit der Gefahr der
Bildung subchondraler Knochenzysten verbunden (von Rechenberg, Akens et al. 2003). In beiden
Gruppen war das Vorkommen von je einer vollstindig bindegewebig ausgekleideten subchondralen
Knochenzyste zu beobachten. Die Bildung von subchondralen Knochenzysten im Heilungsverlauf ist
als ein bedeutender Schwachpunkt dieser Art der Defektversorgung anzusehen. In der Studie von
Rechenberg konnte nachgewiesen werden, dass das fibrose Bindegewebe innerhalb der
Knochenzysten selbst aktiv an der Synthese von Zytokinen, Mediatoren und Matrix degradierenden
Enzymen teilnimmt und hauptverantwortlich fiir die schlechte Heilung ist. Die zusétzlich beobachtete
Expansion der Knochenzysten im weiteren Verlauf ldsst sich anhand dieser Beobachtungen erklaren.
Die Atiologie subchondraler Knochenzysten ist in der Literatur vielfiltig diskutiert (Carrino, Blum et
al. 2006). Es werden primére osteochondrale Lasionen, entziindliche Vorgénge infektidser oder steriler
Genese und eine durch vaskuldre Stérungen im Knochengewebe bedingte Ischdmie als Ursache
genannt (von Rechenberg, Akens et al. 2003). In der vorliegenden Studie ist anzunehmen, dass die
schnellere Bildung des Knochengewebes im oberen Defektbereich zu einer Isolierung der
Scaffoldbestandteile vom synovialen Kompartiment fithrte. Die verzdgerte enzymatische
Biodegradation der Scaffoldbestandteile in der Defekttiefe ist einer sterilen Entziindungsreaktion
gleichzusetzen und beinhaltet die Gefahr der Ausbildung subchondraler Zysten. Da die Degradation

der Scaffoldbestandteile im Untersuchungszeitraum nicht abgeschlossen war, ist die Entstehung von
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subchondralen Knochenzysten im weiteren Heilungsverlauf nicht auszuschlieBen. Die insuffiziente
knocherne Durchbauung und das verdickte umgebende Knochengewebe der Gruppe 3 ldsst eine
Pridvalenz von zystoiden Verdnderungen vermuten. Die Eruierung dieser Gegebenheiten ist jedoch

Langzeitstudien vorbehalten.

Indirekte MR-Arthrographie

Der ossére und chondrale Defektbereich wurde anhand der sagittalen Sequenzen T1-2D-fs-GE und
T1-3D-fs-GE beurteilt. Diese werden in der Literatur als knorpelsensitive Sequenzen beschrieben
(Peterfy, Majumdar et al. 1994). Zudem erlaubt die T1-3D-fs-GE Sequenz die Beurteilung der
subchondralen Region durch die niedrige Signalintensitédt des fettunterdriickten Gewebes wie Hoffa-
Fettkorper, subkutanes Fettgewebe und Fettmark (Peterfy, Majumdar et al. 1994).

Die beobachtete hohere Signalintensitit der basalen Defektbereiche der gefiillten Defekte im
Vergleich zu den ungefiillten Defekten ldsst eine stdrkere Vaskularisation und Knochen-
markddembildung vermuten. Diese Bedingungen hitten eine hohere Kontrastmittelkonzentration in
diesen Bereichen zur Folge. Die Ergebnisse der GefiaBauszdhlung wiesen jedoch keine signifikant
erhohte GefiaBldichte im Defektbereich der gefiillten Defekte auf. Dies ldsst vermuten, dass die
implantierten Scaffoldmaterialien oder deren Degradationsprozesse einen Finfluss auf die
Signalintensitdt bei MRT-Auswertungen unter Kontrastmittelgabe ausiiben. In einer Studie zur
postoperativen radiologischen Kontrolle des Heilungsverlaufs nach Frakturversorgung mit Polylactid-
Pins wurden Artefaktvorkommen in der MRT-Kontrolle beobachtet. Diese Artefakte erschwerten die
Beurteilung der Implantatrestbestandteile und des Regenerationsgewebes anhand der MRT-
Bildmaterialien (Prokop, Jubel et al. 2005). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestétigen dieses
Artefaktvorkommen. Daher stellte die erhohte Signalintensitit der gefiillten Defekte eine Fehlerquelle
durch falschnegative Ergebnisse dar. Die hohere Signalintensitiit suggeriert eine stirkere Odembildung
im Knochengewebe und eine VergroBerung der Defektausbreitung, welche bei Betrachtung der
histologischen Préparate nicht bestétigt wurden. Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte die
Korrelation zwischen der Signalintensitit und der Defektausbreitung nachgewiesen werden. Die
hyperintense Darstellung des basalen Defektareals der gefiillten Defekte fiihrte zu einer geringeren
Punktzahl in der Scoreauswertung in den Scorekategorien Signalintensitit der Defektregion,
Defektbreite und Defekttiefe gegeniiber den ungefiillten Defekten. Weiterhin liel sich die
Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle durch die hyperintensen Artefakte nicht eindeutig
beurteilen. Die Beurteilung weiterer Verdnderungen der subchondralen Region anhand der MRT-
Bildmaterialien insbesondere in der Gruppe 4 (Scaffold hart) war durch die Artefaktbildung durch die
verbliebenen Scaffoldreste erschwert. Eine hohe Signalintensitit in diesem Bereich lief die
Unterscheidung zwischen subchondralem Knochenmarkédem und subchondraler Knochenzyste bei
vier Tieren nicht zu. Die Evaluation der Ausbildung subchondraler Knochenzysten war den

histologischen Ergebnissen vorbehalten.
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Die Beurteilung der Regeneration des Knorpelgewebes der gefiillten Defekte anhand der indirekten
MR-Arthrographie hingegen erwies sich als sensitives diagnostisches Verfahren. Die inhomogene
Gewebestruktur, die inkongruente Oberflichenstruktur des Knorpelgewebes und die defizitére
Defektauffiillung der Gruppe 3 (Scaffold weich) wurden in Analogie zu den histologischen
Beobachtungen diagnostiziert. In der Gruppe 4 (Scaffold hart) wurden ebenfalls
Strukturinhomogenititen diagnostiziert, jedoch war die Wiederherstellung der Gelenkflache bei 5
Tieren gegeben. Diese qualitativ hochwertigere Regeneration des Knorpelgewebes der Gruppe 4
spiegelte sich in der Scoreauswertung wider.

Die indirekte MR-Arthrographie nach Gd-DTPA-Kontrastmittelgabe vermittelt Informationen {iber die
biochemische Zusammensetzung des regenerierten chondralen Gewebes. Diese Technik basiert auf
der  Kontrastmittelverteilung im  Knorpelgewebe in  umgekehrter  Relation  zur
Glykosaminoglykanverteilung in diesem Gewebe und ldsst somit Riickschliisse auf die Qualitét der
EZM zu. Diese Methode wurde sowohl in vitro als auch in vivo fiir die Proteoglykankonzentration im
Knorpel validiert (Bashir, Gray et al. 1999; Burstein, Bashir et al. 2000; Gillis, Gray et al. 2002). In
der vorliegenden Studie stimmte die hyperintense Darstellung des Knorpelgewebes insbesondere in
den Defektrandgebieten der Gruppe 3 mit der histologisch evaluierten verminderten
Proteoglykankonzentration in diesen Bereichen iiberein.

Bei makroskopischer Betrachtung der synovialen Gelenkfliissigkeit nach Explantation wurden keine
pathologischen Verdnderungen eruiert. Die Auswertung der MRT-Bildmaterialien anhand der PD-fs-
FSE-Sequenz hingegen ergab erhohte Signalintensititen der Gelenkfliissigkeit bei 11 Tieren. Die
hyperintense Darstellung des synovialen Gelenkkavums lieB auf Gelenkeffusionen schlieBen.
Derartige Gelenkeffusionen und moderate Knochenmarkddem im Defektbereich sind physiologisch
reaktive Prozesse nach osteochondralen chirurgischen Interventionen und wéhrend des
Heilungsprozesses (Verstracte, Almqvist et al. 2004). Die Gelenkeffusionen zeichnen sich durch die
hyperintense Darstellung der Gelenksrezessus aus. Eine Synovitis beinhaltet die massive Effusion des
Gelenkes und eine hyperintens dargestellte verdickte Synovialmembran (Kornaat, Ceulemans et al.
2005). Die Magnetresonanztomographie stellt ein sensibles diagnostisches Verfahren filir die
Beurteilung des synovialen Kompartiments dar, wéihrend die makroskopische Untersuchung der
Gelenkfliissigkeit keinen zuverldssigen Riickschluss auf die Qualitdit und Quantitit erlaubt. Die
Diagnostik der synovialen Verdnderungen in den Ergebnissen dieser Arbeit ist unter Bertiicksichtigung
der Kontrastmittelgabe verhalten zu beurteilen. Der arthrografische Effekt nach Applikation von Gd-
DTPA-Kontrastmittel fiihrt zur verstirkten hyperintensen Darstellung der synovialen Strukturen
(Vahlensieck, Sommer et al. 1998). Die Beurteilung der ligamentiren Strukturen und der Menisken
anhand der gewonnen Bildmaterialen war mittels der PD-fs-FSE-Sequenz mdglich und zeigte nur bei

einem Tier pathologische Merkmale in Form von einer Protrusion des medialen Meniskus.
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52.3 Spontanheilung osteochondraler Defekte nach 3 Monaten Standzeit

Die Ergebnisse nach drei Monaten Standzeit der ungefiillten Defekte zeigten eine geringere
Defektauffiillung als die der gefiillten Defekte beider Vergleichsgruppen. Die Gewebebildung im
Defektareal wies fibrosen unspezifischen Bindgewebscharakter auf und beinhaltete im Defektzentrum
einen unterschiedlich hohen Anteil an Knorpelgewebe. Die Variationsbreite der Defektauffiillung
reichte von bindegewebig ausgekleideter urspriinglicher DefektgroBle bei vier Tieren bis zur
Auffiillung mit fibrésem Gewebe und unterschiedlichen Anteilen hypertrophen Knorpelgewebes bis
auf das Niveau der subchondralen Region der verbleibenden acht Tiere.

In der tierexperimentellen Studie von Shapiro et al. wurde die Selbstheilungstendenz von
osteochondral gesetzten Defekten untersucht (Shapiro, Koide et al. 1993). Nachdem die subchondrale
Knochenlamelle chirurgisch erdéffnet wurde, kam es zum Einbluten in das Defektareal und zur
Formierung eines Fibringerinnsels. Dieses Netzwerk diente bereits nach drei Tagen als Leitgeriist fiir
kapillare Proliferation und der Invasion mesechymaler Stammzellen. Fibroses Knorpelgewebe an der
Defektoberflache konnte nach 12 Tagen detektiert werden. Die Langzeitergebnisse diverser Studien
zeigten die Bildung von Faserknorpelgewebe an der Gelenkoberfliche (Furukawa, Eyre et al. 1980;
Mankin 1982; Nehrer, Spector et al. 1999). Dieses minderwertige Ersatzgewebe unterscheidet sich in
seiner mechanischen Belastbarkeit vom hyalinen Knorpelgewebe. Erste Fibrillationen und
Zellnekrosen sind bereits nach sechs Monaten zu erkennen und werden von einer progressiv
verlaufenden Degeneration gefolgt.

Weiterhin ergab die Untersuchung des Einflusses der DefektgroBe auf den Heilungsverlauf
osteochondralen Defekte, dass das Knorpel- und Knochengewebe unterschiedlich auf diese
EinflussgroBe reagiert. Uberschreitet die GroBe osteochondraler Defekte ein kritisches MaB, ist die
Spontanheilung dieser Defekte insbesondere der Gelenkknorpelschicht nicht moglich. Das vorerst
gebildete fibrose und ossdre Gewebe im Defektareal zeigt progressiven Untergang in Form von
resorptiven und degenerativen Abbauvorgidngen. Die verminderte Stabilitdt fithrt zum Kollaps von
angrenzendem Knorpelgewebe und der subchondralen Knochenlamelle, woraus eine VergroBerung
des Defektdurchmessers resultiert. Die Uberschreitung der kritischen DefektgroBe wurde im
Ziegenmodell bereits mit einem Defektdurchmesser von 6 mm dokumentiert (Jackson, Lalor et al.
2001). Die Versagensmuster der vorliegenden Studie zeigten Analogien zu den beschriebenen
Ergebnissen. So zeigten die histologischen Ergebnisse bei vier Defekten eine Defekttiefe, die dem
gesetzten Defekt dquivalent war. Das Defektkavum war von einer diinnen bindegewebigen Schicht
ausgekleidet und lieB keine proliferativen Gewebevorginge erkennen. Die VergroBerung des
Defektdurchmessers durch Abbauprozesse, Degenerationen und Kollaps der angrenzenden
Gelenkfldche wurde bei sechs Tieren beobachtet. Der verminderte Auffiillungsgrad und die geringe
mechanische Stabilitit des Ersatzgewebes flihrten zu sklerotischen Reaktionsmustern im umliegenden

Knochengewebe. Diese Reaktionsmuster beinhalteten verdickte Trabekelstrukturen und ungeordnete
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Ausrichtungen insbesondere in der oberen Hilfte des Defektrandgebietes und spiegelten sich im
histomorphometrisch ermittelten erhohten Kollagen-I1-Anteil wider.

Die Differenzierung von Knorpelgewebe an der Gelenkoberfliche und Knochengewebe in der
Defekttiefe verlangt eine vorige unspezifische Gewebeauffiillung im Defektareal (Hunziker und
Rosenberg 1996). Die undifferenzierten Stammzellen werden aus dem Knochenmark, dem
angrenzenden Knorpelgewebe und aus dem synovialen Kompartment rekrutiert (Buckwalter 1998),
(Hunziker 2002). Unter der Einwirkung von Wachstumsfaktoren und mechanischen Stimuli
differenzieren sich diese Zellen iiber Chondroblastenstadien zu gewebespezifischen Chondrozyten
(Messner 1999). Die Osteogenese setzt die unspezifische Auffiillung des Defektareals voraus um den
osteokonduktiven Effekt eines Leitgeriistes und die essentielle Angiogenese zu ermdglichen (Weiland,
Moore et al. 1983). In der vorliegenden Studie lag die GefdB3dichte der ungefiillten Defekte unter den
ermittelten Werten der gefiillten Defekte. Die Auffiillung der Defekte mit degradierbaren Implantaten

unterstiitzt somit die Angiogenese und die Gewebeauffiillung des Defektbereichs.

524 Spontanheilung osteochondraler Defekte nach 6 Monaten Standzeit

Der Auffiillungsgrad der ungefiillten Defekte nach sechs Monaten Standzeit erreichte anndhernd das
Gelenkniveau. Jedoch war keine kongruente Wiederherstellung der Gelenkflaiche anhand der
histologischen Praparate und der MRT-Bildmaterialien zu verzeichnen. Dieses Bild der
eingeschriankten Selbstheilungstendenz osteochondraler Defekte wurde bereits in einer Vielzahl von
Studien dargestellt (Wakitani, Imoto et al. 1997; van Dyk, Dejardin et al. 1998; Jackson, Lalor et al.
2001). Im Verlauf der Regeneration nimmt der fibrose Bindegewebsanteil ab und es kommt zur
vermehrten Differenzierung von Knochen- und Knorpelgewebe. Der ossidre Gewebeautbau findet von
den Defektseiten aus statt und zieht in das Defektzentrum, wéhrend die ossdre Regeneration in der
Defektbasis zeitlich verzdgert ist (Hunziker und Rosenberg 1996; Hunziker 1999). Die Bildung des
Knorpelgewebes orientiert sich an der rekonstruierten subchondralen Knochenlamelle und zeigte
ebenfalls eine gerichtete Bildung von den Defektrandern aus in die Defektmitte (Bruns, Kersten et al.
1992). In Analogie zu den Studien von Shapiro et al. und Wei et al. war die Rekonstruktion der
subchondralen Knochenlamelle unvollstindig (Shapiro, Koide et al. 1993; Wei und Messner 1999).
Diese unzureichende Regeneration der subchondralen Knochenlamelle und die damit verbundenen
Strukturinhomogenitidten des gebildeten Knorpelgewebes bewiesen einen defizitdren Heilungsverlauf
im Vergleich zu den gefiillten Defekten. Die verdichtete Trabekelstruktur des angrenzenden
subchondralen Knochengewebes ist als ein Hinweis auf die verstirkte mechanische Belastung dieser
Region zu deuten. Diese sklerotischen Verdnderungen entwickeln sich infolge der insuffizienten
mechanischen Stabilitdt im Defektareal.

Das gebildete Knorpelgewebe an der Gelenkoberflache zeigte zu den Strukturinhomogenititen im

Defektrandgebiet strukturelle Defizite in der Defektmitte. Die inkongruente Gelenkfldche ergab sich
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aus der unzureichenden Geweberegeneration in diesem Bereich. Daraus resultierten in die Tiefe
reichende Einkerbungen, wéhrend es bei zwei Priparaten zu keinem Zusammenschluss der
Knorpelschicht in der Defektmitte kam. In der tierexperimentellen Studie an Ziegen von Jackson et al.
wurden diese Merkmale der defizitiren chondralen Geweberegeneration ebenfalls beobachtet
(Jackson, Lalor et al. 2001). Nach 26 Wochen zeigten die unversorgten osteochondralen Defekte
Fibrillationen und Degenerationen im Defektrandgebiet und konkave Einkerbungen in der
Defektmitte. In Analogie zu der vorliegenden Studie zog fibroses Knorpelgewebe in die Defekttiefe
und zeigte somit den fehlenden Zusammenschluss der subchondralen Knochenlamelle. In der
Defektmitte dominierte fibrokartilaginires Gewebe, welches unterschiedlich weit in die Defekttiefe
reichte. Die Hypertrophie dieses fibrokartilagindren Gewebes spiegelte sich im histomorphometrisch
ermittelten hohen Anteil an Kollagen-1I-Gewebe wider. Dieses hypertrophe Gewebe diente der
Grundlage fiir den ossdren Gewebeumbau in Form von der indirekten enchondralen Ossifikation. Das
Knorpelgewebe wies einen geringen Proteoglykangehalt und ungeordnete Matrixstruktur auf. Das
Zellbild beinhaltete spindelformige Zellen unterschiedlicher Dichte und lie die Morphologien der
gewebespezifischen Chondrozyten vermissen. Anhand der morphologischen Merkmale ist das
Knorpelgewebe im Defektbereich dem minderwertigen Faserknorpelgewebe zuzuordnen.
Insbesondere im Defektrandbereich waren Degenerationserscheinungen wie Fibrillationen,
Hypozellularitidt und ein geringer Proteoglykangehalt vorherrschend und reichten dariiber hinaus in
das angrenzende origindre Knorpelgewebe. Dies sind Merkmale einer unzureichenden
Gewebestabilitidt, welche sich aus der unzureichenden Qualitdt des Knorpelgewebes und der
insuffizienten biomechanischen Defektstabilitit ergeben. Die mechanischen Stressoren wirken sich
negativ auf den Metabolismus der Chondrozyten aus und als Folge dessen werden unzureichend
Matrixbestandteile der EZM produziert (Rogers, Murphy et al. 2006). Diese Proteoglykandefizite und
strukturellen Inhomogenititen lieBen sich anhand der MRT-Bildmaterialien durch hyperintense
Darstellung des Defektknorpelgewebes ebenfalls darstellen. Die histologisch und radiologisch
evaluierten degenerativen Verdnderungen im angrenzenden Knorpelgewebe verdeutlichen die
progressive Defektausbreitung und Dbestitigen, dass Defekte dieser Grofle keine spontane
Heilungskapazitit aufweisen.

Die verzogerte Geweberegeneration im basalen Defektbereich ldasst die Vermutung zu, dass dies zur
Bildung subchondraler Knochenzysten im spiteren Heilungsverlauf fiihren kann. Aufgrund der
Abwesenheit von Scaffoldrestbestandteilen und der damit verbundenen Artefaktfreiheit konnten
subchondrale Knochenzysten bei zwei Tieren bereits anhand des MRT-Bildmaterials zuverléssig

diagnostiziert werden.
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5.3 Schlussfolgerung

Die qualitativen und quantitativen Untersuchungen der Heilungsergebnisse osteochondraler Defekte
nach Implantation von PLGA-Scaffolds mittels der histologischen und histomorphometrischen
Auswertungen ergaben bereits nach drei Monaten Standzeit eine hochwertigere Defektauffiillung der
Gruppe 2 (Scaffold hart) im Vergleich zur Gruppe 1 (Scaffold weich). Diese Beobachtungen lieBen
sich nach sechs Monaten Standzeit der Gruppen 3 (Scaffold weich) und 4 (Scaffold hart) weiterhin
bestdtigen. Die auf die Geweberegeneration einwirkenden Einflussgrofien in dieser Studie sind die
unterschiedliche Biomechanik, Biodegradation und PorengroBe der verwendeten Scaffolds. Im

Folgenden werden die genannten Variablen und deren Gewichtung dargestellt.

Die differente Biomechanik der verwendeten Scaffolds fiihrte zu einer unterschiedlichen
biomechanischen Stabilitdt im Defektareal. Diese EinflussgroBe wirkt sich auf Osteogenese und
Chondrogenese im Heilungsverlauf osteochondraler Defekte aus (Athanasiou, Niederauer et al. 1996;
Niederauer, Slivka et al. 2000). Bereits im friihen Heilungsstatus nach drei Monaten Standzeit war die
Bildung der subchondralen Knochenlamelle in der Gruppe 2 (Scaffold hart) weiter fortgeschritten,
wihrend die Defektauffiillung der Gruppe 1 (Scaffold weich) mit einem hohen Anteil fibrosen
Bindegewebes eine minderwertige Gewebeauffiillung vorwies. Die Formierung der subchondralen
Knochenlamelle ist fiir die Chondrogenese an der Gelenkoberfléche essentiell (Shapiro, Koide et al.
1993; Hutmacher 2001; Frenkel, Bradica et al. 2005). Dieser wissenschaftliche Zusammenhang konnte
anhand der vorliegenden Ergebnisse besonders zum fortgeschrittenen Heilungsstatus nach sechs
Monaten Standzeit bestdtigt werden. Die unspezifische Defektauffiillung der Gruppe 1 (Scaffold
weich) fiihrte zu einer spateren indirekte Ossifikation, daraus resultierte nach sechs Monaten Standzeit
eine Verzogerung und defizitire Defektauffiillung der Gruppe 3 (Scaffold weich). Die direkte
Osteogenese der Gruppen 2 und 4 (Scaffold hart) beinhaltete die vollstindige Rekonstruktion der
subchondralen Knochenlamelle und der Wiederherstellung einer chondralen kongruenten
Gelenkflache bei fiinf Tieren zum fortgeschrittenen Heilungsstatus.

Zusitzlich ist die insuffiziente Defektstabilitit der Gruppe 3 (Scaffold weich) als Atiologie fiir die
vermehrten Degenerationserscheinungen des regenerierten Knorpelgewebes im Defektrandgebiet zu
beachten. Zum friithen Heilungsstatus waren die Degenerationserscheinungen im Knorpelgewebe
beider Gruppen von dhnlichem AusmaB, jedoch sind diese zelluliren Reaktionsmuster zusitzlich in
der Invasivitét des chirurgischen Eingriffs begriindet. Die degenerativen Gewebeverdnderungen zum
fortgeschrittenen Heilungsstatus waren in der Gruppe 3 (Scaffold weich) starker ausgeprégt. Die
beobachteten Fibrillationen im Knorpelgewebe sind Anzeichen einer minderen Qualitidt der
extrazelluldren Matrix des gebildeten Knorpelgewebes und einer biomechanischen Instabilitit. Ein

weiteres Merkmal der unzureichenden Defektstabilitdt waren die sklerotischen Verinderungen des
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umliegenden Knochengewebes der Gruppe 3 (Scaffold weich), wéhrend die Morphologie des
spongidsen Knochens der Vergleichsgruppe 4 (Scaffold hart) den nativen Trabekelausrichtungen

dhnlich waren.

Die Degradationskinetik der Scaffoldmaterialien zeigte Unterschiede zwischen den Gruppen Scaffold

weich und hart. Die Biodegradation der Scaffolds geringerer Steifigkeit verlief schneller, als bei den
mit Scaffolds hoherer Steifigkeit versorgten Defekten. Dies ist auf den héheren Gehalt von schneller
resorbierbaren Polyglykoliden und den niedrigeren Gehalt an Polylaktiden der Scaffolds geringerer
Steifigkeit zuriickzufithren (Weiler, Hoffmann et al. 2000; Moran, Pazzano et al. 2003). Die
frithzeitige Degradation der Implantate der Gruppen 1 und 3 (Scaffold weich) liefert eine weitere
Erklarung fiir die minderwertige Defektauffiillung und die geringere Defektstabilitit. Die frithzeitige
Degradation der Implantate gefdhrdet den Effekt der Osteoinduktion, wobei der Scaffold als Leitgeriist
fiir das einwachsende Knochengewebe dienen sollte (Schenk R 1991). Die histologischen Ergebnisse
der vorliegenden Studie zeigten, dass in den Gruppen 2 und 4 (Scaffold hart) die direkte Osteogenese
dominierte, wihrend in den Gruppen 1 und 3 (Scaffold weich) der minderwertigen unspezifischen
Gewebeauffiillung eine sekundére enchondrale Ossifikation folgte. Dies beinhaltete eine verzogerte
Regeneration des ossdren Gewebes und fiihrte zu Instabilititen im Defektbereich wéhrend des
Heilungsverlaufs. Zudem war durch die frithzeitige Biodegradation im oberen Defektbereich die
Zellinfiltration aus dem synovialen Kompartment in der initialen Heilungsphase nur bedingt moglich.
Der strategische Grundgedanke der angewandten Technik ist es jedoch, eine tempordre Stabilitdt im
Defektareal zu schaffen und die Zellinfiltration und Zellproliferation zu fordern, um eine neue
Gewebebildung in der initialen Heilungsphase zu unterstiitzen (Niederauer, Slivka et al. 2000; von
Rechenberg, Akens et al. 2003). Daher war die erhohte Degradationskinetik der Gruppen Scaffold

weich der ossdren und chondralen Geweberegeneration hinderlich.

Die differente PorengréBe der verwendeten Scaffolds stellte einen weiteren moglichen Einflussfaktor
der unterschiedlichen Geweberegeneration dar. Laut der Studie von Karageorgiou et al. ist eine
insuffiziente Porengrofe fiir die Bildung von unmineralisiertem fibrosen Gewebe verantwortlich
(Karageorgiou und Kaplan 2005). Danach ermdglicht eine adidquate Porengrofie die verstdrkte
Angiogenese und das diskontinuierliche Einwachsen des Knochengewebes in das Defektareal. Dies
sind essentielle Kriterien fiir die direkte Osteogenese und sichern damit den =zeitgerechten
Heilungsverlauf. Unterschiede der Gefa3dichte der gefiillten Defekte konnten nicht detektiert werden,
jedoch zeigte die Regeneration des Knochengewebes der Gruppen 2 und 4 (Scaffold hart) eine direkte
Osteogenese im basalen Defektbereich. Der hohe Anteil von fibrosem Gewebe der Gruppe 1 (Scaffold
weich) hingegen ldsst einen Einfluss der Porengrofle auf die Geweberegeneration dieser Studie

vermuten.
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Die Defektstabilitit osteochondraler Defekte ist abhingig von den biomechanischen Eigenschaften der
verwendeten Implantate. Somit ist eine ausreichende Steifigkeit der Scaffoldimplantate fiir die
addquate Regeneration des Knochen- und Knorpelgewebes Grundvorrausetzung. Die
Degradationskinetik und die Porengréfe der Scaffolds sind als zusétzliche Faktoren anzusehen, die die
Defektstabilitdt im Heilungsverlauf gefdhrden und negativ beeinflussen konnen.

Die vorliegenden FErgebnisse bestitigen die anfangs aufgestellte Hypothese, dass die initialen
mechanischen Rahmenbedingungen in der osteochondralen Defektheilung von der Steifigkeit der
verwendeten Scaffolds beeinflusst werden. Die Verwendung von Scaffolds hoherer mechanischer
Stabilitdit wirken sich positiv auf den Heilungsverlauf und das Heilungsergebnis aus. Die
Heilungsergebnisse der Gruppen 2 und insbesondere der Gruppe 4 (Scaffold hart) wiesen eine gute
Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle und der spongiosen Knochenstrukturen im basalen
Defektbereich vor. Die Wiederherstellung einer kongruenten Gelenkfldche ist als Resultat der guten
knéchernen Rekonstruktion anzusehen. Das gebildete hyalin-dhnliche Knorpelgewebe wies
strukturelle Morphologien des hyalinen Gelenkknorpels auf. Anhand dieser Ergebnisse liel sich
erkennen, dass eine ausreichende strukturelle und mechanische Stabilitdt im knéchernen Defektareal
wihrend der initialen Heilungsphase der Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle férderlich
ist. Diese frithzeitige Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle stellt die Vorraussetzung fiir
die schnelle und komplikationsarme Wiederherstellung der chondralen Gelenkflidche dar.

Die Knorpeldicke der versorgten Defekte war jedoch geringer als die Gewebedimensionen im
angrenzenden Knorpelgewebe und in den Defektrandgebieten am Ubergang zum zu orginiren
Knorpelgewebe waren zellulire Degenerationserscheinungen im histologischen Bild evaluierbar.
Diese Beobachtungen implizieren eine geringere biomechanische Gewebestabilitdt und konnen im
weiteren Heilungsverlauf zu progressiven Degenerationserscheinungen fithren. Daher wiren
erginzende Studien zur Untersuchung des weiteren Heilungsverlauf nach einem Jahr und lidnger
wiinschenswert.

Die Untersuchung des Heilungsverlaufs ergab eine gute Biokompatibilitit der verwendeten
Materialien. Es wurden keine Entziindungsreaktionen detektiert, die auf eine Unvertrdglichkeit der
biodegradierbaren Scaffoldbestandteile zuriickzufiihren waren. Die moderate Phagozytoseaktivitét der
polynukledren Fremdkorperriesenzellen wies auf die in der Literatur beschriebene protrahierte
Resorptionsphase hin und ist als Zeichen der physiologischen enzymatischen Biodegradation der
Scaffoldbestandteile anzusehen (Stahelin, Weiler et al. 1997). Zudem konnten keine zytotoxischen
Reaktionsmuster in Form von Zelluntergang und Zellnekrose in der Defektregion im histologischen
Bild beobachtet werden.

Die erhohte Signalintensitdt in der subchondralen Region der gefiillten Defekte als Ergebnisse der
MRT-Untersuchungen ist auf die verbliebenen Scaffoldbestandteile und die damit assoziierten
Artefakte zurlickzufiihren. Dies sollte bei der Beurteilung des Heilungsverlaufs nach Implantation von

PLGA-Scaffolds anhand von MRT-Untersuchung beachtet werden. Die hyperintense Darstellung der
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subchondralen Region im Defektbereich kann zu falsch-negativen Diagnosen, wie z.B. subchondralem
Knochenmarkddem oder subchondraler Zysten fithren. Die Darstellung des Knorpelgewebes anhand
der indirekten MR-Arthrographie hingegen erwies sich als zuverldssiges Diagnostikum. Die
strukturellen Inhomogenitéten an der Gelenkoberfliche und auch defizitérer Proteoglykangehalt der
extrazelluldren Matrix lieBen sich anhand des MRT-Bildmaterials in Korrelation zu den histologischen
Beobachtungen evaluieren.

AbschieBend ist festzustellen, dass die indirekte MR-Arthrographie ein sensibles Verfahren zur
Beurteilung des Heilungsverlaufs osteochondraler Defekte darstellt. In dieser Studie wurde jedoch
anhand des Vergleichs der gewonnenen Aussagen der MR-Arthrographie und der histologischen
Priparate die liberlegene Sensitivitéit der histologischen Untersuchungen bestitigt. Der histologischen
Gewebeuntersuchung sind spezifische Aussagen iiber die strukturelle Qualitit des Knorpelgewebes

und des subchondralen Defektareals weiterhin vorbehalten.

Die Ergebnisse der ungefiillten osteochondralen Defekte zeigten eine grofe Variation der Quantitét
der Gewebeauffiillung. Die vollstindigen Versagensmuster und die minderwertige
Geweberegeneration der verbliebenen Defekte sind Merkmale der insuffizienten Heilungskapazitit
spontan regenerierender osteochondraler Defekte dieser Grofe. In der Literatur ist die Grofe
osteochondraler Defekte als ein kritisches Mall beschrieben. Wird die kritische DefektgroBe
iiberschritten, ist die Spontanheilung dieser Defekte insbesondere der Gelenkknorpelschicht nicht
moglich. Das vorerst gebildete fibrose und ossire Gewebe im Defektareal zeigt progressiven
Untergang in Form von resorptiven und degenerativen Abbauvorgingen. Die verminderte Stabilitét
fiihrt zum Kollaps von angrenzendem Knorpelgewebe und der subchondralen Knochenlamelle,
woraus eine VergroBerung des Defektdurchmessers resultiert. Die Uberschreitung der kritischen
DefektgroBBe wurde im Ziegenmodell bereits mit einem Defektdurchmesser von 6 mm dokumentiert
(Jackson, Lalor et al. 2001). Diese wissenschaftlichen Erkenntnisse erkldren die insuffizienten
Heilungsergebnisse der ungefiillten Defekte der vorliegenden Studie. Die ungefiillten Defekte lieBen
ein Fundament fiir die Geweberegeneration vermissen und zeigten eine mangelhafte Defektstabilitit.
Das Auftreten von subchondralen Knochenzysten in den Kontrollgruppen (ungefiillte Defekte) nach
sechs Monaten Standzeit ldsst die Vermutung offen, dass die Bildung dieser zystoiden Defekte
zusdtzlich durch die gewédhlte Defektgrole und die speziesspezifischen anatomischen

Gewebedimensionen (siche 5.1.1) beeinflusst werden.

Die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die chirurgische Versorgung
kritischer osteochondraler Defekte mittels biodegradierbarer synthetischer Implantate der ossdren und
chondralen Geweberegeneration forderlich ist. Zusitzlich konnte die anfangs aufgestellte Hypothese
bestdtigt werden, dass die initialen mechanischen Rahmenbedingungen in der osteochondralen

Defektheilung von der Steifigkeit der verwendeten Scaffolds beeinflusst werden. Die Verwendung von
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Scaffolds hoherer mechanischer Stabilitdt wirkte sich positiv auf den Heilungsverlauf und das
Heilungsergebnis aus. Die Quantitét und Qualitét der osséren und chondralen Geweberegeneration der

mit Scaffolds hoherer Steifigkeit versorgten Defekte war den Heilungsergebnissen der Scaffolds

geringerer Steifigkeit tiberlegen.
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6 Zusammenfassung

Das intrinsische Heilungspotential des hyalinen Knorpelgewebes ist stark limitiert. Der natiirliche
Regenerationsprozess osteochondraler Defekte basiert auf der Rekrutierung mesenchymaler
Stammzellen aus dem Knochenmarkraum und deren folgenden Differenzierung zu chondrogenen
Vorlduferzellen. Die begrenzte Selbstheilungskapazitét beinhaltet die Bildung von biomechanisch
inaddquatem fibrosem Gewebe und Faserknorpelgewebe. Die klinisch angewendeten
Therapieoptionen von Gelenkknorpeldefekten traumatischer und degenerativer Genese sind derzeit
restorative Verfahren zur mesenchymalen Stammzellrekrutierung, wie die osteochondrale autologe
Transplantation (OAT) und die autologe Chondrozytentransplantation (ACT). Diese chirurgischen
Behandlungsoptionen fithren jedoch nur zeitlich begrenzt zu einer Verbesserung der klinischen
Symptomatik. Léngerfristig halt das faserknorpelige Regeneratgewebe den natiirlichen
Belastungseinwirkungen nicht stand und entwickelt progressive Degenerationserscheinungen im
spateren Heilungsverlauf.

In der Literatur wird eine Vielzahl iiber die Ergebnisse experimenteller Studien zur Versorgung
osteochondraler Defekte mit synthetischen resorbierbaren Implantaten berichtet. Diese restorativen
Therapieansitze, auch unter dem Begriff ,,Tissue-Engineering™ zusammengefasst, beinhalten die
Regeneration zwei verschiedener Gewebespezies, dem hyalinen Knorpelgewebe und dem
subchondralen Knochengewebe. Die limitierte Heilungstendenz des hyalinen Knorpelgewebes
erfordert eine Eroffnung der subchondralen Knochenlamelle, um eine Einwanderung biologisch
potenten Stammzellen und die anschlieBende Bildung von hyalin-dhnlichem oder hyalinem
Knorpelgewebe zu ermoglichen. Um eine temporire Stabilitit im Defektareal zu schaffen und eine
Geweberegeneration nach der Zellinfiltration in der initialen Heilungsphase zu unterstiitzen wird der
Defekt mit biodegradierbaren Scaffolds aufgefiillt.

In der vorliegenden Studie wurden ostochondrale Defekte im Kniegelenk von Schafen geschaffen und
mit biodegradierbaren Scaffolds aus Poly(D,L)Laktid-co-Glykolid (85:15 PLG) als Basismaterial
versorgt. Die Heilungsergebnisse wurden nach drei und sechs Monaten Standzeit immunhistologisch,
histologisch und histomorphometrisch untersucht. Durch die Verwendung von Scaffolds
unterschiedlicher Steifigkeit (87% und 55% zum subchondralen Knochengewebe) stand diese
biomechanische Einflussgrole im Vordergrund der Auswertung. Des Weiteren wurden die
Biodegradation und das Implantatdesign als weitere Kriterien im Heilungsverlauf miteinbezogen. Die
zusitzliche Darstellung des Heilungsverlaufs anhand der indirekten MR-Arthrographie nach sechs
Monaten Standzeit diente der Uberpriifung der Sensitivitit dieses Verfahrens. Durch den Vergleich
mit den histologischen Ergebnissen sollte die klinische Aussagekraft dieses nichtinvasiven
Diagnostikums zur Beurteilung chirurgisch versorgter osteochondraler Defekte dargestellt werden. Die

spontane Regeneration ungefiillter Defekte dquivalenter Grofle wurde als Kontrolle angesehen.
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Die vorliegenden Ergebnisse bestitigen die anfangs aufgestellte Hypothese, dass die initialen
mechanischen Rahmenbedingungen in der osteochondralen Defektheilung von der Steifigkeit der
verwendeten Scaffolds beeinflusst werden. Die Verwendung von Scaffolds hoherer mechanischer
Stabilitdt wirkte sich positiv auf den Heilungsverlauf und das Heilungsergebnis aus. Die Quantitét und
Qualitdt der ossiren und chondralen Geweberegeneration der mit Scaffolds hdherer Steifigkeit
versorgten Defekte war den Heilungsergebnissen der Scaffolds geringerer Steifigkeit tiberlegen. Die
erhohte mechanische Stabilitdt im Defektareal fithrte zu einer direkten Osteogenese und somit zur
Wiederherstellung der subchondralen Knochenlammelle. Diese direkte Regeneration der
subchondralen Knochenlamelle stellte die Grundvoraussetzung fiir die chondrale Gewebeproliferation
an der Gelenkoberfliche dar. Die verminderte mechanische Stabilitdt der Scaffolds geringerer
Steifigkeit fithrte vorerst zu einer fibrosen unspezifischen Gewebeauffiillung und wurde von einer
indirekten enchondralen Ossifikation gefolgt. Dies verzogerte den Heilungsverlauf und hatte
sklerotische ossire Gewebemerkmale im Heilungsergebnis nach sechs Monaten zur Folge. Die
unzureichende Defektstabilitét spiegelte sich ebenfalls in der Quantitit und Qualitét der chondralen
Geweberegeneration an der Gelenkoberfliche wider. Es wurden vermehrt Anzeichen der
Gewebedegeneration, wie Fibrillationen und Zelluntergang detektiert.

Die indirekte MR-Arthrographie bewies sich als ein sensibles Verfahren zur Beurteilung des
Heilungsverlaufs osteochondraler Defekte. Als kritischer Aspekt ist die erhdhte Signalintensitét in der
subchondralen Region der gefiillten Defekte zu erwdhnen. Diese hyperintensen Darstellungen sind auf
die verbliebenen Scaffoldbestandteile und die damit assoziierten Artefakte zuriickzufiihren. Dies sollte
bei der Beurteilung des Heilungsverlaufs nach Implantation von PLGA-Scaffolds anhand von MRT-
Untersuchung beachtet werden. Die hyperintense Darstellung der subchondralen Region im
Defektbereich kann zu falsch-negativen Diagnosen, wie beispielsweise subchondrales
Knochenmarksddem, fithren. Die Darstellung des Knorpelgewebes anhand der indirekten MR-
Arthrographie hingegen erwies sich als zuverldssiges Diagnostikum. Die strukturellen
Inhomogenitéten an der Gelenkoberflache und auch defizitarer Proteoglykangehalt der extrazellularen
Matrix lieBen sich anhand des MRT-Bildmaterials in Korrelation zu den histologischen

Beobachtungen evaluieren.
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7 Summary

Repair and regeneration of focal osteochondral defects using biodegradable synthetic implants in
ovine knee lesions

Prospective MRI evaluation and histological assessment of cartilage and subchondral bone repair

Articular cartilage lesions generally do not heal, or heal only partially under certain biological
conditions. They are frequently associated with disability and with symptoms such as joint pain,
locking phenomena and reduced or disturbed function. Moreover, such lesions are generally believed
to progress to severe forms of osteoarthritis. This limited ability for self-repair of hyaline cartilage is
caused by specific tissue properties, partly because of its low cellularity and partly because of its lack
of vascular supply. In the case that the defect is larger than a certain critical size, spontaneous
subchondral bone healing even fails. In these critical defects, bone resorption at the base of the defect
is observed. Biomechanical analysis suggests that bone resorption is related to inappropriate
mechanical conditions at the base of the defect. Therefore, early reconstruction of the subchondral
structure to permit load transfer appears to be essential not only for the regeneration of the
subchondral bone but also the overlying cartilage. Numerous methods have been devised to augment
its natural healing response, but these methods generally lead to filling of the defects with fibrous
tissue or fibrocartilage, which lacks the mechanical characteristics of articular cartilage and fails with
time. Two of the more common cartilage repair procedures are autologe chondrocyte implantation
(AC]) and autologe osteochondral transplantation (AOT).

Recently, tissue engineering has emerged as a new discipline that amalgamates aspects from biology,
engineering, material science and surgery. Tissue engineering has as a goal the fabrication of
functional new tissue to replace damaged tissue. Biodegradable scaffolds offer a new treatment
alternative for full-thickness osteochondral defects of critical size that fail to heal spontaneously by
providing a supportive matrix that also encourages the in-growth of cell and tissues. These scaffold
materials must fulfil specific requirements with respect to the demands for mechanical stability and
biocompatibility. The goal is still to promote repair of subchondral bone with restoration of the
cortical plate and an overlay of normal hyaline articular cartilage.

In twenty four adult merino ewes osteochondral defects in the femoral condyle were created and the
subchondral bone was reconstructed with either a stiff or a soft scaffold. In order to analyze the
influence of scaffold stiffness, a commercial scaffold was used to reconstruct the subchondral bone of
a critical osteochondral defect. The scaffold was composed of polylactide-co-glycolide (PLG)
copolymer for providing structure and calcium sulfate for enhancing bone growth. An untreated defect

was created in other condyle of the same knee which served as an untreated control. After three and
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six months the osteochondral repair has been evaluated by immunohistological, histological and
histomorphometric assessments. MRI studies were performed six months postoperatively.

The histological and MRI findings show that the mechanical scaffold properties have a profound effect
on the healing response of the subchondral bone and cartilage. The stiff scaffold was found to improve
the regeneration of subchondral bone. Osteochondral defects treated with stiff scaffolds were
characterised by trabecular bone formation with continuous osseous replacement of the scaffold. In
contrast, soft scaffolds provided less support and as a consequence the surrounding subchondral bone
became more sclerotic. This direct regeneration of the subchondral bone was the basic requirement for
the chondral regeneration at the joint surface. These results of the present study showed that the stiff
osteochondral scaffolds are safe and easy to use, and may represent a suitable matrix to direct and
coordinate the process of bone and hyaline-like cartilage regeneration.

MRI has been shown to be accurate in the evaluation of the repair tissue, the subchondral bone and the
interface between the repair tissue and the neighbouring native cartilage. One critical aspect is the
enhanced signal intensity in the subchondral bone of the filled defects. These hyper intensive displays
go back to the remaining scaffolds and the associated artefacts. This should be kept in mind when
assessing the healing process after implementing PLGA-scaffolds by MRI. The hyper intensive

findings in distal defect area could lead to wrong diagnosis.
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8 Anhang

8.1 Anhang I: Immunbhistologische Fiarbungen

Fiir die Darstellung der Geféfe, der Kollagen-I- und der Kollagen-II-Fasern erfolgte die Farbung nach
modifizierter ABC-Methode, wobei die Alkalische Phosphatase als gekoppeltes Enzym verwendet

wurde. Fiir alle drei Firbungen wurden ABC-Elite-Kits *’

zur Herstellung der Gebrauchslosung
verwendet. Diese setzte sich aus equinem Nomalserum, biotinyliertem Sekundéirantikérper und den

AB-Komplexlosungen zusammen.

Férbeprotokoll
e Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte
2 x Xylol je 10 min
2 x 100% Alkohol je 2 min
1 x 96% Alkohol je 2 min
1 x 80% Alkohol je 2 min
1 x 70% Alkohol je 2 min
2 x Aqua dest. je 5 min

e Spiilen in Phosphatpuffer (PBS-Puffer), angesetzt aus
Phosphatpufferkonzentrat38 und sterilem Aqua dest.” 2 x je 5 min

e Vorbehandlung zu Demaskierung der Gewebsantigene in der feuchten
Kammer bei 37°C im Brutschrank
Kollagen II: Hyaluronidase (8 mg Hyaluronidase in 50 ml PBS-Puffer
geldst) 4 Stunden, 0,1% Pepsin (3ml 1 M HCL, 297 ml Aqua dest und 300
mg Pepsin geldst) fiir 30 min
Kollagen I: Hyaluronidase fiir 4 Stunden
a-SMA: keine enzymatische Vorbehandlung

e Spiilen in PBS-Puffer 2 x je 5 min

e Inkubation mit Normalserum (5 ml PBS-Puffer und 100 pl Normalserum)

20 min bei Raumtemperatur

37 Vectastain Elite ABC Kit PK-6200, alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vektor Laboratories Inc., CA,
USA

#3175 Phosphatpufferkonzentrat, Chroma-Gesellschaft, Kongen, Niederlande

3% Aqua B. Braun, Melsungen, Deutschland
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Inkubation mit Primérantikdrper {iber Nacht bei 4°C:

Kollagen II: polyklonales Anti-Collagen Typ II bovin*’, Herkunft
Kaninchen, Verdiinnung 1:100

Kollagen I: polyklonales Anti-Collagen Typ I bovin*', Herkunft Kaninchen,
Verdiinnung 1:400

Gefdpe: monoklonales Anti-a-smooth-muscle-actin42, Herkunft Maus,
Verdiinnung 1:100

Spiilen in PBS-Puffer 2 x 5 min

Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikdrper (100 pl verdiinnter

Sekundarantikorper) 30 min bei Raumtemperatur
Spiilen in PBS-Puffer 2 x 5 min

Inkubation mit ABC-AB-Komplex (5ml Puffer, 50 pul Reagenz A und 50 ul

Reagenz B) 50 min bei Raumtemperatur

Spiilen in PBS-Puffer und anschliefend Inkubation mit Chromogenpuffer

2x je 2 min

Inkubation mit Alkalische-Phosphatase-Komplex unter visueller Kontrolle
Kollagen II: ca. 6,5 min
Kollagen I: ca. 4 min

a-SMA: ca. 5 min

Spiilen in Aqua dest.

Kerngegenfarbung mit Himatoxylin nach Mayer
Spiilen unter Leitungswasser

Eindeckeln mit Glycerin-Gelatine*

Zur Bestimmung einer unspezifischen Hintergrundfarbung nichtselektiver Bindungsstellen wurden in

jeder Féarbereihe Negativkontrollen ohne Inkubation mit dem Primérantikdrper mitgefiihrt.

0 Anti-Collagen Typ II, Biologo, Kronshagen, Deutschland

* Anti-Kollagen Typ I, Biologo, Kronshagen, Deutschland

2 Anti-Human Smooth Muscle Actin Clone 1A4, Dako Cytomation, Glostrup, Danemark
* Kaisers Glycerin-Gelantine, MERCK GmbH, Darmstadt, Deutschland
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8.2 Anhang II: Safranin Orange-Firbung

Férbeprotokoll
e Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte mittels Xylol und
absteigender Alkoholreihe
2 x Xylol je 10 min
2 x 100% Alkohol je 2 min
1 x 96% Alkohol je 2 min
1 x 80% Alkohol je 2 min
1 x 70% Alkohol je 2 min
2 x Aqua destje 5 min

e Fiérben in 1%iger Safranin-Orange-Férbelosung 8 min
e Spiilen in Aqua dest.

e Dehydrieren mittels aufsteigender Alkoholreihe
96%iger Alkohol 3 min
96%iger Alkohol 3 min
100%iger Alkohol 5 min
100%iger Alkohol 5 min
2x Xylol, je 5 min

¢ FEindeckeln mit Glycerin-Gelatine
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8.3 Anhang I1I: Ubersicht der histologische Bildmaterialien

Abbildung 8-1: Ubersicht der gefiillten Defekte der Gruppe 1 (Scaffold weich, 3 Monate Standzeit)

Abbildung 8-2: Ubersicht der gefiillten Defekte der Gruppe 2 (Scaffold hart, 3 Monate Standzeit)
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Anhang

Abbildung 8-3: Ubersicht der gefiillten Defekte der Gruppe 3 (Scaffold weich, 6 Monate Standzeit)

Abbildung 8-4:Ubersicht der gefiillten Defekte der Gruppe 4 (Scaffold hart, 6 Monate Standzeit)
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9 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Abb.
ACT
AK
a-SMA
bzw.
ca.

cm
DE
EDTA
EKG
EZM

g

ng

GAG
Gd-DTPA
ICRS

kg

KM

LE
MACT
min

mm

MRT
OAT
OCT

PBS

PGA
PGLA-Scaffold
PLA

post op
ROI

SI

SNR
SO-Férbung
Tab.

Abbildung

Autologe Chondrozyten Transplantation
Antikorper

Alpha-Smooth Muscle Aktin
beziehungsweise

circa

Zentimeter

gefullter Defekt
Ethylene-Diamine-Tetraacetic-Acid
Elektrokardiogramm

extrazelluldre Matrix

Gramm

Mikrogramm

Glykosaminoglykane
Gadoliniumkomplex der Didthylentriaminpentaessigsdure
International Cartilage Research Society
Kilogram

Korpermasse

Leerdefekt

matrixassoziierte Chondrozytentransplantation
Minuten

Millimeter
Magnetresonanztomographie
osteochondrale autologe Transplantation
osteochondraler Transfer
Phosphatpuffer-Losung pH 7,2
Polyglykolid
Polylaktidglykolid-Scaffold

Polylaktid

post operationem

Region of interest

Signalintensitat

Signal-to-Noise-Ratio
Safranin-Orange-Féarbung

Tabelle
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Vol.% Volumenprozent
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