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EINLEITUNG

1 Einleitung

Seit langem ist bekannt, dass sich hyaliner Knorpel vor allem bei erwachsenen Personen auf
Grund seines begrenzten Regenerationspotentials nur sehr schlecht von Lésionen erholt. Als
Ursache fiir die Entstehung von Knorpelschiden im Kniegelenk kommen traumatische Scha-
digungen mit Beteiligung des Knorpels und des subchondralen Knochens infrage (Redman et
al., 2005). Weiterhin sind avaskuldre Nekrosen von Gelenkanteilen (Osteochondrosis disse-
cans), primdre und sekundire degenerative Verdnderungen bei genetischen oder posttraumati-
schen Achsenfehlstellungen sowie bakterielle oder autoimmun bedingte Entziindungen zu
nennen (Rudert und Wirth, 1998). Die soziookonomische Bedeutung dieses Problems ver-
deutlicht sich in der Tatsache, dass kleinere Lisionen unterschiedlicher Genese in den meisten
Fillen progressiv verlaufen und letztlich Gelenksarthrosen induzieren konnen (Hunziker,
2002). Die vollstindige Funktionsfdhigkeit eines Gelenkes ist nur in Zusammenhang mit ei-
nem intakten hyalinen Gelenkknorpel gewéhrleistet. Die Aufgaben des hyalinen Gelenkknor-
pels sind vielfiltig, so ermdglicht er einerseits ein reibungsarmes gegeneinander Gleiten der
Gelenkflidchen, andererseits tridgt er zur mechanischen Dampfung und Lastenverteilung bei
(Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek, 2003). Das artikuldre Knorpelgewebe besteht aus
einer einzigartigen Zellpopulation, die in ein dreidimensionales Netzwerk einer hoch organi-
sierten Matrixstruktur integriert ist. Hinsichtlich der histologischen Struktur weist der Knorpel
einige Spezifitidten auf, zu denen die Avaskularitit, die fehlende Innervation und die Immobi-
litdt von Chondrozyten gehoren (Buckwalter und Mankin, 1998a; Buckwalter, 1983). Der
spezifische gewebliche Aufbau ermdoglicht auf der einen Seite die Erfiillung der biomechani-
schen Anspriiche, auf der anderen Seite limitiert er das physiologische Regenerationspotential

von Knorpeldefekten (Buckwalter, 2002).

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene chirurgische Therapieansitze fiir die Wieder-
herstellung degenerierter und traumatisch geschidigter Gelenkknorpel im Kniegelenk entwi-
ckelt. Mit den klinisch etablierten Methoden gelingt es in der Regel nicht zufrieden stellend,
die Struktur und die Funktionalitdt hyalinen Gelenkknorpels zu reproduzieren (Redman et al.,
2005; Steinwachs et al., 2008a). In den meisten Féllen wird der Defektbereich mit einem Re-
parationsgewebe von minderwertiger Qualitit ausgefiillt, das den dauerhaften Belastungen im
Kniegelenk langfristig nicht standhalten kann (Ulrich-Vinther et al., 2003; Buckwalter und
Mankin, 1998a; Furukawa et al., 1980). Als letzte therapeutische Moglichkeit bei fortgeschrit-

tener Arthrose kommt bei &dlteren Patienten nur eine Endoprothese infrage (Martinek und Im-
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EINLEITUNG

hof, 2003; Buckwalter et al., 1994a; Swieszkowski et al., 2007). Problematischer verhilt sich
die Situation bei jlingeren Patienten, da die Implantate langfristig gesehen, bedingt durch ihre
beschrinkte Lebensdauer, keine Alternative darstellen (Buckwalter et al., 1994a; Buckwalter
und Brown, 2004). Die steigende Inzidenz von Knorpelschidden vor allem bei jungen, sport-
lich aktiven Patienten verlangt eine immer schnellere Rehabilitation ohne Funktionsverlust
nach traumatischer Schidigung des Gelenkknorpels. Aus diesem Grund miissen langfristige
Alternativen geschaffen werden, um osteochondrale Defekte im Kniegelenk hinsichtlich ihrer
vollstiandigen strukturellen und funktionellen Wiederherstellung therapieren zu kénnen, und
um uneingeschrinkte schmerzlose Bewegung zu ermoglichen und fortschreitende Gewebede-
generation zu verhindern. Dieser Auftrag ist Gegenstand intensiver Forschung. Zur Behand-
lung isolierter osteochondraler Defekte stehen dem Kliniker zur Zeit wenige etablierte chirur-
gische Methoden zur Verfiigung. Entweder kann im Rahmen einer chirurgischen Intervention
das Selbstheilungspotential des Knorpels angeregt werden oder das betroffene Areal muss mit
einem belastbaren Konstrukt im Sinne einer Reparation aufgefiillt werden. Einige Behand-
lungsmethoden wie die in der Vergangenheit durchgefiihrte multiple Pridie-Bohrung oder
Mikrofrakturierung (Steadman et al., 1999) zielen auf eine Eroffnung des vaskularisierten
subchondralen Knochens ab. Ein anderer Ansatz beschiftigt sich mit der Rekonstruktion der
Gelenkoberflidche mit Hilfe von Transplantaten. Derzeit finden autologe oder allogene Knor-
pel-Knochen-Zylinder, autologe Chondrozytenimplantation oder synthetische biodegradierba-
re Scaffolds Anwendung (Marlovits und Véscei, 2000b; Steinwachs et al., 2008b). Ein GroB-
teil der Orthopédden sieht den autologen Osteochondraltransfer als ,,Goldstandart* (Hangody
et al., 2004). Hierbei werden Knorpel-Knochenzylinder aus einem weniger belasteten Gebiet
entnommen und in den Defektbereich mittels press-fit-Technik implantiert (Martinek, 2003;
Burkart et al., 2001). Der Vorteil dieser Methode liegt in der Verfiigbarkeit einer funktionell
intakten Knorpelmatrix. Eine Alternative bietet die Transplantation autologer Chondrozyten,
die mittels Biopsie aus einer minder belasteten Region entnommen und im Anschluss an die
Kultivierung in einer zweiten Operation eine Reimplantation erfahren (Brittberg et al., 1994;
Martinek, 2003; Marlovits und Véscei, 2000b). Die zu Grunde liegende Idee bei der Trans-
plantation von Periost und Perichondrium ist in der Nutzung der biologischen Proliferations-
fahigkeit chondrogen aktiver Gewebe zu suchen (Marlovits und Véscei, 2000a; Bouwmeester
et al., 1997). In der anschlieenden perioperativen Phase wird der Defektbereich sukzessiv
mit Reparaturgewebe, bestehend aus faserigem und hyalinem Knorpelgewebe, ausgefiillt.

Lavage oder Debridement (Burkart et al., 2001) helfen, mechanische und inflammatorische
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Prozesse erfolgreich zu reduzieren, allerdings bleibt eine Stimulierung der Knorpelbildung
aus. Mit dieser insuffizienten therapeutischen Maflnahme wird ausschlielich ein temporirer
symptomatischer Effekt erzielt (Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek, 2003). Die Mehrheit
der chirurgischen MaBBnahmen zielt primir auf die Wiederherstellung der Knorpelstruktur ab.
Die Rekonstruktion der subchondralen Lamelle bleibt, abgesehen vom osteochondralen
Transfer, unberiicksichtigt und soll hier als Einflussgrofle auf die Knorpelregeneratheilung
diskutiert werden. Aus diesem Grund soll in dieser Studie der Einfluss der initialen Steifigkeit
synthetisch hergestellter, biodegradierbarer Materialien auf die Heilung osteochondraler De-
fekte untersucht werden. Das Degradationsverhalten von Poly-D,L-Lactiden sowie der Ein-
fluss der Porositdt wurde schon in friiheren Projekten dokumentiert und ermoglicht das Ein-
wandern und das Einwachsen von Knochen- und Knorpelzellen. Die initiale Steifigkeit dieser
Konstrukte kann in Abhingigkeit von der unterschiedlichen Zusammensetzung der Copoly-

mere differieren.

Ziel der vorliegenden Studie ist der deskriptive Vergleich hinsichtlich der Regeneration stan-
dardisierter osteochondraler Defekte im linken Kniegelenk des Schafes in Abhingigkeit von
der Steifigkeit der Poly-D,L-Lactid-Implantate zu unterschiedlichen Standzeiten. Dabei wird
der Nachahmung nativer Steifigkeit des Knochens eine bessere Regeneration der osteo-
chondralen Defekte zugesprochen. Die Heilungsergebnisse in Bezug auf die Integration der
Implantate, der Degradation und der Knorpelregeneration sollen histologisch und histo-
morphometrisch analysiert werden. Zusitzlich erfolgt die Bewertung der Defektheilung mit
Hilfe eines semiquantitativen Scores. Des Weiteren soll untersucht werden, welchen Einfluss
die Rekonstruktion des subchondralen Knochens auf die biologische Qualitit des Knorpelre-
generates ausiibt. Daraus soll auf die Eignung der Implantate zur Unterstiitzung der osteo-
chondralen Defektheilung geschlossen werden. AbschlieBend soll die Belastungsfihigkeit der
operierten GliedmaBe iiber die Zeit durch Messung der Bodenreaktionskrifte in Bezug auf die

jeweilige Steifigkeit der Fiillung verglichen werden.
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Die Hypothesen dieses Projektes lauten:

1.

Die Nachahmung der nativen Steifigkeit des Knochens fiihrt durch die Fiillung zu ei-
ner optimalen Regeneration osteochondraler Defekte hinsichtlich der Implantatintegra-

tion und Rekonstruktion der Gelenkoberfliche.

Wesentliche Voraussetzung fiir eine schnelle und komplikationsarme Heilung osteo-

chondraler Defekte ist die hinreichende Rekonstruktion des subchondralen Knochens.

Die Regenerationsergebnisse sowohl der versorgten als auch der unversorgten Defekte

sind nach einer Standzeit von sechs Monaten wesentlich besser als nach drei Monaten.



STAND DES WISSENS

2  Stand des Wissens

2.1 Funktioneller Aufbau des artikuliaren Knorpels

Hyaliner Knorpel bedeckt die artikulierenden Gelenkfldchen echter Gelenke, der Diarthrosen.
Der komplexe Aufbau ermdglicht in Zusammenarbeit mit der Synovia eine weitgehend rei-
bungsarme Beweglichkeit des Gelenkes (Rudert und Wirth, 1998). Funktionen bzw. Material-
eigenschaften wie die Gewihrleistung der Kongruenz, Ubertragung von Druck und Scherkrif-
ten auf die subchondrale Knochenlamelle, die Minimierung des Reibungskoeffizientens sowie
die Erhaltung von Elastizitit und Steifigkeit wird vom hyalinen Knorpel in einzigartiger Wei-
se vereinigt (Marlovits und Véscei, 2000a; Mankin, 1974; Burkhart und Imhof, 1999). Da-
durch wird der Grundstein fiir die erstaunliche Widerstandstidhigkeit gegeniiber mechanischer
Belastung gelegt. Allerdings ist die intrinsische Reparationsfahigkeit nach traumatischen La-
sionen limitiert (Buckwalter, 2002; Rudert und Wirth, 1998; Bobic und Noble, 2000; Camp-
bell, 1969; Caplan et al., 1997). Verantwortlich hierfiir ist unter anderem der spezifische Auf-
bau des hyalinen Knorpels, der sich als ein avaskulares, alymphatisches, aneurales und bra-
dytrophes Gewebe darstellt, dessen Erndhrung allein durch Diffusion geschieht (Buckwalter,
1983; Burkhart und Imhof, 1999). Die Zusammensetzung des hyalinen Knorpels variiert hin-
sichtlich Dicke, Zelldichte und Matrixzusammensetzung oft innerhalb eines Gelenkes (Mar-

lovits und Véscei, 2000a).

Knorpel als wesentliches Element des Stiitzgewebes entwickelt sich aus dem mesenchymalen
Bindegewebe (Rudert und Wirth, 1998). Chondroblasten synthetisieren knorpelspezifische
Kollagene und glykosaminoglykanreiche Interzellularsubstanz. Diese syntheseaktiven Vorstu-
fen wandeln sich in differenzierte Reifestadien, die Chondrozyten um. Diese, als einzige Zell-
linie innerhalb des hyalinen Knorpels, sind fiir die Synthese der extrazelluldren Matrix ver-
antwortlich und in diese eingebettet, welche aus Kollagenen, Proteoglykanen und nicht kolla-
genen Proteinen besteht (Buckwalter und Mankin, 1998b; Martin und Buckwalter, 1996). Die
charakteristischen, funktionellen Eigenschaften des Knorpels sind an die spezifische Zusam-
mensetzung der Extrazellularmatrix gekoppelt (Buckwalter, 1988; Martin und Buckwalter,
1996). Vor allem das enorme Wasserbindungspotential dieser Substanzen verleiht dem Knor-
pel seine einzigartige Druckelastizitdt. Die Kompression der Gelenkoberfldache verursacht
Fliissigkeitsverschiebungen sowie eine Verdnderung des osmotischen Druckgradienten (Sah

et al., 1989; Bader und Kempson, 1994). Ein Teil diffundiert frei durch die Matrix und ge-
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wihrleistet somit die Versorgung der Chondrozyten und den Abtransport von Stoffwechsel-
endprodukten (Roughley und Lee, 1994). Der intakte Knorpel besteht zu 60-80% aus Wasser
(Buckwalter, 1988). Gelenkbewegung induziert neben mechanischer Belastung des Gewebes
auch elektrische und physiochemische Signale, die direkten Einfluss auf die Aktivititen der
Chondrozyten nehmen. Dieser Prozess wird wahrscheinlich durch die Expression chemischer
Substanzen wie z.B. Wachstumsfaktoren oder Interleukine induziert (Marlovits und Véscei,

2000a; Martinek, 2003).

Neuere Untersuchungen weisen auf einen komplexen Zusammenhang zwischen dem Alte-
rungsprozess und Gelenksdegenerationen hin (Ulrich-Vinther et al., 2003; Buckwalter und
Mankin, 1998a). Degenerative Gelenkserkrankungen stellen nicht das Resultat repetetiver
Bewegung dar, sondern sind als Niedergang der Knorpelhomodostase anzusehen (Martin und
Buckwalter, 1996; Redman et al., 2005). Die mit dem Alter in Relation stehenden Veréande-
rungen des Chondrozytenmetabolismus (Marlovits und Véscei, 2000a; Caplan et al., 1997)
induzieren Anderungen in der Matrix, die gleichzeitig auch die mechanischen Eigenschaften
beeinflussen (Martin und Buckwalter, 1996; Buckwalter et al., 1994b; Buckwalter et al.,
1985).

2.1.1 Chondrozyten

Im Gelenkknorpel findet sich nur ein Zelltyp, der Chondrozyt (Buckwalter und Mankin,
1998a). In der Regel werden mehrere isogene Knorpelzellen von einem Knorpelhof umgeben.
Unmittelbar daran schlieft sich die Knorpelkapsel, die aus einem Netzwerk von Kollagen-
fibrillen gebildet wird, an. Dieses hat eine Abschirmung zur umliegenden Matrix zur Folge.
Diese Konstruktion zielt auf den Schutz der Chondrozyten vor mechanischen Einfliissen ab.
Knorpelhof, Knorpelkapsel und die darin liegenden Chondrozyten werden in ihrer Gesamtheit
als Chondrome bezeichnet und stellen die funktionelle Einheit dar (Poole et al., 1987). Die
hochdifferenzierten Chondrozyten weisen mit nur 2 bis 5% des Gesamtknorpelvolumens eine
geringe Zelldichte auf (Roughley und Lee, 1994). Die Chondrozyten sind verantwortlich fiir
die Synthese neuer Matrixkomponenten, die die Aufrechterhaltung der Gelenkoberfldche ge-
wihrleisten (Marlovits und Véscei, 2000a; Roughley und Lee, 1994). Weiterhin sind sie an
Abbauprozessen degradierter Komponenten durch die Synthese spezifischer Proteasen betei-
ligt (Buckwalter und Mankin, 1998a; Martin und Buckwalter, 1996). Die Chondrozyten syn-
thetisieren spezifische Matrixkomponenten, welche hyalincharakteristisch angeordnet werden.

Auf Grund ihrer geringen Zelldichte und Syntheserate sind sie nur bedingt in der Lage, auf
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variierende Anderungen des Belastungsmusters mit entsprechender angepasster synthetischer
Aktivitit zu reagieren (Buckwalter, 1988). Das limitierte Regenerationsvermogen der
Chondrozyten vermag nur geringfiigige Knorpelldsionen zu kompensieren (Hunziker, 2002;
Martin und Buckwalter, 1996). Bei groBBeren Defekten werden diese Reparationsmechanismen

iiberfordert (Buckwalter and Mankin, 1998a).

In einem juvenilen Organismus proliferieren die Chondrozyten schneller und teilen sich héu-
figer (Buckwalter und Mankin, 1998a; Marlovits und Véscei, 2000a; Caplan et al., 1997).
Trotz geringer Mitoserate weisen sie eine hohe Matrixsynthesekapazitit auf. Nach Erreichen
der Skelettreife werden der Stoffwechsel, die Zahl der Zellteilungen und ihre Anzahl sukzes-
siv reduziert (Buckwalter, 1988). Damit einhergehend lassen sich Verdnderungen in der me-
tabolischen Aktivitdt der Chondrozyten und in ihrer Anpassungsfihigkeit feststellen (Buck-
walter und Mankin, 1998a; Martin und Buckwalter, 1996; Buckwalter et al., 1994b; Buckwal-
ter et al., 1985). Dieses legt vermutlich den Grundstein fiir die limitierte Fahigkeit der
Chondrozyten, im adulten Gelenkknorpel auf Verdnderungen in der Matrix zu reagieren, die
mit der steigenden Inzidenz zur Osteoarthrose korreliert (Martin und Buckwalter, 1996;

Buckwalter et al., 1994b; Buckwalter et al., 1985).

2.1.2 Extrazelluliare Matrix

Die extrazelluldre Matrix, welche einen signifikanten Einfluss auf die gewebetypischen me-
chanischen Eigenschaften nimmt, besteht zu 60-70% aus Wasser und zu 30-40% aus struktu-
rellen Makromolekiilen (Abb. 1) (Buckwalter, 1988; Buckwalter, 1983; Martin und Buckwal-
ter, 1996; Martinek, 2003).

Die extrazelluldre Matrix gewihrt den Chondrozyten Schutz vor mechanischer Schadigung
und die Aufrechterhaltung des Phéanotyps (Martinek, 2003). Weiterhin fungiert die Matrix als
Signaliibertriger, indem sie Signale wihrend der mechanischen Belastung der artikulidren Ge-
lenksoberfliche an die Chondrozyten weiterleitet (Buckwalter und Mankin, 1998a; Sah et al.,
1989). Verdnderungen in der Makromolekiilzusammensetzung oder in der Organisation der
Matrix werden ebenfalls realisiert und entsprechend von den Chondrozyten beantwortet (Mar-
lovits und Véscei, 2000a; Buckwalter und Mankin, 1998a). Die Makromolekiile setzen sich
aus Kollagenen (60%), Proteoglykanen (20-25%) und nicht kollagenen Proteinen sowie Gly-
koproteinen (15-25%) zusammen (Marlovits und Véscei, 2000a). Eine weitere Differenzie-
rung in fibrilldre und nicht fibrillire Molekiile erscheint sinnvoll. Das von den Kollagenen

gebildete arkadenférmig angeordnete fibrillire Konstrukt verleiht dem Knorpel seine Form
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und Festigkeit gegeniiber einwirkenden Scherkriften (Buckwalter, 1988). Einen additiven
Effekt zur Komplettierung des Netzwerkes iiben Proteoglykane und nicht kollagene Proteine
aus, indem sie an das Kollagennetzwerk binden. Allgemein weisen Proteoglykane ein enor-
mes Wasserbindungspotenzial auf (Buckwalter und Mankin, 1998a). Nur ein kleiner Teil des
Wassers befindet sich intrazelluldr, 30% sind im intrafibrilliren Raum verteilt. Der grofite
Teil ist in der extrazelluliren Matrix gebunden und transportiert geloste Néhrstoffe und
Stoffwechselprodukte (Buckwalter, 1988). Die Interaktion der Wassermolekiile mit dem mak-
romolekularen Netzwerk beeinflusst maBgeblich die mechanischen Eigenschaften wie Festig-

keit und Elastizitdt des hyalinen Knorpels (Buckwalter, 1988).

Die weiter unten beschriebenen vier Zonen des Gelenkknorpels weisen in der Extrazellulir-
matrix hinsichtlich ihrer Zusammensetzung Unterschiede auf. Variationen lassen sich in der
Ausrichtung und in der Zusammensetzung der Fibrillen, dem Gehalt an Kollagen, den Prote-

oglykanen und dem Wasseranteil verzeichnen.

Abb. 1: Proteoglykanaggregat mit mehreren Untereinheiten. Die Seitenketten stoflen sich auf Grund der
negativen Ladung gegenseitig ab.
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2.1.3 Biomechanische Grundlagen des Gelenkknorpels

Die speziellen biomechanischen Eigenschaften des hyalinen Gelenkknorpels basieren auf dem
einzigartigen Zusammenspiel seiner einzelnen Komponenten aus Kollagenen und Proteogly-
kanen. Mit einem Anteil von 90-95% bildet Kollagentyp II, welches eine enorme Zugfestig-
keit aufweist, den Hauptbestandteil der Kollagene und ist primédr an dem Aufbau der Kolla-
genfibrillen beteiligt (Aydelotte et al., 1988; Burkhart und Imhof, 1999; Burkart et al., 2001;
Buckwalter, 1988; Martinek, 2003; Eyre et al., 1992). Kollagen Typ II bildet ein stark ver-
zweigtes Netzwerk aus Fibrillen, in das auch Proteoglykane eingelagert werden konnen. Diese

Konstruktion ist enorm belastbar (Ulrich-Vinther et al., 2003; Martin und Buckwalter, 1996).

Die Proteoglykane, aus zahlreichen Proteoglykanuntereinheiten aufgebaut, setzen sich zu 95%
aus Glukosaminoglykanen und zu 5% aus Proteinen zusammen (Buckwalter, 1988; Buckwal-
ter, 1983). Die primére Funktion der Proteoglykane ist in der chemischen Bindung von Was-
ser zu sehen, die die Druckelastizitit des Knorpels gewihrleistet (Buckwalter, 2002; Buck-
walter et al., 1994a; Buckwalter et al., 1985). Auf Grund ihrer molekularen hydrophilen und
polyanionischen Struktur sind sie in der Lage, groBe Mengen an Kationen und Wassermole-

kiilen zu binden (Roughley und Lee, 1994; Buckwalter, 1988).

Das makromolekulare Netzwerk, bestehend aus Kollagenfibrillen und aggregierten Proteo-
glykanen, ermoglicht somit die Interaktion mit einer Vielzahl von Wassermolekiilen. Der
Wassergehalt verleiht dem Knorpel die nétige Steifheit und fungiert als Schockabsorber. Die
auf den Knorpel einwirkende punktuelle Druckbelastung infolge von Gelenkkompression
stellt die primédre Form der Belastung dar. Die Viskoelastizitit als funktionelles Merkmal bie-
tet dem hyalinen Knorpel die Moglichkeit, addquat auf einwirkende Krifte und Deformatio-
nen reagieren zu konnen (Buckwalter, 2002; Bader und Kempson, 1994; Ding et al., 1998).
Die Deformation des Knorpelgewebes ist durch seine viskoelastischen Eigenschaften reversi-
bel (Rudert und Wirth, 1998). Lokale Druckapplikation dringt die Hydrathiillen von den ge-
ladenen Bereichen des Proteoglykans auseinander und bedingt dadurch einen betrachtlichen
Quellungs- und Gewebeinnendruck (Kempson et al., 1973). Dieser Prozess wird solange un-
terhalten bis die AbstoBungskrifte den Kompressionswiderstand tiberwiegen. Dosierte Druck-
applikation auf die Knorpeloberfliache induziert eine Verlagerung des interstitiellen Wassers
aus der permeablen Proteoglykanmatrix. Verantwortlich hierfiir ist der temporédre Anstieg des
osmotischen Druckes, der die Tendenz zur Wasserbewegung in den komprimierten Bereichen
bewirkt und den einwirkenden Druck reduziert (Martin und Buckwalter, 1996; Kempson et
al., 1973). Nach Abklingen der Belastung kehrt das Gewebe durch Riickfluss der Wassermo-
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lekiile in seine Ausgangskonfiguration zuriick (Buckwalter, 1988). Auf Grund der oben be-
schriebenen elektrostatischen AbstoBungskrifte wird einer zu starken Kompression und damit
verbundenen Schiadigung entgegen gewirkt (Roughley und Lee, 1994; Marlovits und Véscei,
2000a; Ulrich-Vinther et al., 2003). Der Anteil an viskdser bzw. elastischer Verformung ist
nach Art und Dauer der jeweiligen Belastung unterschiedlich. Plotzliche Spitzenbelastungen
oder Torsionskrifte konnen unter Umstidnden diesen Schutzmechanismus aufler Kraft setzen
und eine maximale Belastung der makromolekularen Matrix verursachen, dem sie nicht Stand
zu halten vermag (Buckwalter und Brown, 2004). Dieser erhebliche mechanische Stress fiihrt
zur Schidigung, insbesondere der Chondrozyten (Sah et al., 1989). Weitere Folgen sind Zer-
reiBungen der Matrix und erhohte Druckbelastung des subchondralen Knochens (Buckwalter,

2002).

Wihrend des Alterungsprozesses konnen abweichende Syntheseraten und Metabolismus ver-
schiedener Zellen beobachtet werden. So ist die Syntheserate von dem Kollagentyp II alters-
abhingig und sinkt mit Erreichen der Skelettreife (Eyre, 2002). Weiterhin kann im Alter so-
wohl eine Konzentrationsabnahme an Matrixmolekiilen als auch eine Wandlung der Matrix-
zusammensetzung beobachtet werden (Buckwalter et al., 1985), vergesellschaftet mit einer
Abnahme der negativen Ladung respektive Wasserkonzentration. Diese dufert sich in einer
Reduktion der osmotischen und elektrostatischen Krifte (Martin und Buckwalter, 1996).
Neuere Erkenntnisse lassen vermuten, dass die altersabhéngigen funktionellen Verdnderungen
der Proteoglykanzusammensetzung, besonders der Aggrekane (Roughley und Lee, 1994), und
die Anderungen im Chondrozytenmetabolismus fiir die Entwicklung und die Progression der
Osteoarthrose bedeutsam sind (Marlovits und Véscei, 2000a; Buckwalter und Brown, 2004;
Martin und Buckwalter, 1996; Dustmann und Puhl, 1976). Damit verbunden sind sowohl
Veridnderungen in der Viskoelastizitit als auch eine verdnderte Potenz der Chondrozyten, auf
Stimuli (z.B. Wachstumsfaktoren) reagieren zu konnen (Martin und Buckwalter, 1996; Marti-
nek, 2003). Auf diese Weise werden im Alter durch die Reduktion der Steifigkeit und der
Viskoelastizitit des Knorpels dessen biomechanisches Verhalten und die Funktionalitét nega-
tiv beeinflusst (Buckwalter, 1995a; Buckwalter, 1995b; Dustmann und Puhl, 1976). Experi-
mentelle Studien zeigen, dass jeder Schidigungs- oder Reparationsprozess mit einem Umbau
in der Ausrichtung der Kollagenfasern, dem Gehalt an Proteoglykanen und dem Ausmaf ihrer
Aggregation einhergeht (Sah et al., 1989). Ahnliches ist bei Immobilisation von Gelenken
nach traumatischer Schadigung oder degenerativen Prozessen zu beobachten, die mit einer

Reduktion der Proteoglykane einhergehen (Buckwalter, 1988; Martinek, 2003; Sah et al.,
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1989). In diesem Zusammenhang sei der Verlust von Proteoglykanen und der Verlust der In-
tegritit der Kollagenmatrix als erstes Osteoarthrose-Anzeichen zu erwihnen (Burkart et al.,

2001; Ulrich-Vinther et al., 2003; Martin und Buckwalter, 1996; Dustmann und Puhl, 1976).

2.2 Struktureller Aufbau des artikuliren Knorpels

Trotz des im Allgemeinen einfach erscheinenden Aufbaus synovialer Gelenke handelt es sich
um duflerst komplexe Strukturen, die stabile Bewegung zulassen. Zu den priméren Aufgaben
zdhlen die Lastenverteilung, die Reduzierung der Kraftiibertragung auf den subchondralen
Knochen, die enorme Bestindigkeit und die Verformbarkeit des Knorpels auf Belastung
(Buckwalter, 1983; Marlovits und Véscei, 2000a). Hauptverantwortlich fiir diese Eigenschaf-
ten ist der hyaline Knorpel. Im gesunden hyalinen Knorpel lassen sich vier Zonen abgrenzen,
deren Uberginge flieBend sind (Abb. 2). Diese einzigartige Architektur jeder einzelnen Zone
verleiht dem Knorpel seine spezifischen Eigenschaften (Buckwalter, 1988; Eyre, 2002; Ru-
dert und Wirth, 1998). In Abhéngigkeit ihrer rdumlichen Lage im Knorpelgeflecht differieren
die Chondrozyten einerseits in ihrer metabolischen Aktivitit, Groe und Form, andererseits in
der Zusammensetzung und Orientierung der Matrix (Aydelotte et al., 1988; Buckwalter, 1988;
Marlovits und Véscei, 2000a).

Die Gelenkoberfliche wird durch die diinne, nur etwa 40 um breite Superfizialschicht (10-
20%) repriasentiert (Poole et al., 1982). Diese Gleitschicht ist durch einen hohen Zellgehalt an
parallel zur Oberfldche ausgerichteten diinnen Kollagenfibrillen charakterisiert und darin ein-
gebetteten, spindelformigen Chondrozyten (Poole et al., 1987). In dieser Superfizialzone ist
die Kollagendichte am hochsten, der Anteil an Proteoglykanen hingegen relativ gering (Mar-
lovits und Véscei, 2000a; Muir et al., 1970). Die Kollagenkonzentration nimmt in den tieferen
Schichten stetig ab. Ein gegenteiliger Verlauf kann bei der Proteoglykankonzentration beo-
bachtetet werden, der in den tieferen Schichten eine deutliche Zunahme erfihrt (Muir et al.,
1970). Der Wasseranteil in dieser Zone ist mit 80% am hochsten; in den tieferen Schichten
sind lediglich 65% Wassergehalt vorhanden (Martinek, 2003). Diese spezifische Anordnung
verhilft, den jeweils einwirkenden Scherkriften Stand zu halten. Die Lamina splendens, eine
der Oberfliche direkt anliegende Schicht aus feinen Kollagenfibrillen, bildet eine effektive
Schutzbarriere, indem sie die Passage von Antikdrpern und Makromolekiilen in das Knorpel-
gewebe verhindert. Eine Zerstorung der Lamina zieht synoviale Immunreaktionen und Ent-

ziindungsreaktionen nach sich (Alford und Cole, 2005).
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Fiir die sich an die Superfizialzone anschlieBende Intermedidrzone sind sphéroid geformte
Chondrozyten und arkadenartig angeordnete dickere Kollagenfibrillen charakteristisch
(Buckwalter, 1988; Martinek, 2003). Diese spezifische Konstruktion gewéhrleistet einerseits
eine enorme Kompressionsstabilitét, andererseits fungiert sie als physiologischer Sto3didmpfer
zwischen den auf die Oberfliche einwirkenden Scherkriften und den Kompressionskriften
tieferer Zonen (Alford und Cole, 2005). Die Intermedidrzone stellt mit 40-60% den Hauptan-
teil des Knorpels mit einer Breite von 500 um dar (Poole et al., 1982) und mit steigendem

Proteoglykangehalt (Marlovits und Véscei, 2000a).

Die darauf folgende Schicht mit einem Anteil von 30-40% wird Radidrzone genannt und be-
sitzt eine Breite von 500 um (Poole et al., 1982). Diese Zone enthilt die im Durchschnitt
grofiten Kollagenfasern (Buckwalter, 1988; Muir et al., 1970; Poole et al., 1982). Hier sind
die Chondrozyten kubisch und hauptsédchlich in Sdulen, senkrecht zum darunter liegenden
Knochen ausgerichtet. Die Kollagenfibrillen verlaufen zwischen und parallel zu diesen Sidulen
senkrecht zur Gelenkoberflidche (Marlovits und Véscei, 2000a). Diese spezifische Anordnung
verleiht zusitzliche Kompressionsstabilitit (Alford und Cole, 2005). Die Chondrozyten in
dieser Zone zeichnen sich durch hochste metabolische Aktivitit aus analog zum Proteogly-
kangehalt. Der Wassergehalt in dieser Zone ist hingegen gering (Buckwalter und Mankin,

1998a).

Die Mineralisationszone wird von der Radidrzone durch eine basophile Grenzlinie mit einer
Stirke von 2,5 pm, der so genannten Tidemark, abgegrenzt (Buckwalter und Mankin, 1998a;
Marlovits und Véscei, 2000a). Die Tidemark ist der Ubergang vom nicht-kalzifizierten zum
kalzifizierten Knorpel. Charakteristisch fiir die Tidemark sind ihr hoher Calciumgehalt sowie
ihr {iberaus variables morphologisches Erscheinungsbild in Abhédngigkeit ihrer mechanischen
Funktion. In Regionen mit kritischer mechanischer Belastung weist sie ein irregulédres Ausse-
hen auf (Broom und Poole, 1982). Die Kollagenfasern aus den iibergeordneten Schichten des
unkalzifizierten Knorpels strahlen senkrecht durch die Tidemark hindurch und erfahren im
kalzifizierten Knorpel eine stabile Insertion (Broom und Poole, 1982). Dadurch wird die In-
tegritit des Gewebes gesteigert (Martinek, 2003). Der kalzifizierte Knorpel trennt den flexib-
len hyalinen Knorpel von dem darunter liegenden rigiden subchondralen Knochen (Buckwal-
ter, 1988). In seiner Gesamtheit macht der mineralisierte Knorpel etwa 5-10% der Knorpeldi-

cke aus.
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Der subchondrale Knochen steht in enger Beziehung zum kalzifizierten Knorpel und ist mit
diesem eng verzahnt (Marlovits und Véscei, 2000a; Imhof et al., 2000). Auf Grund der dhnli-
chen Steifigkeit beider Gewebe garantiert dies eine feste Verankerung und steigert die Integri-
tit des Gewebes (Martinek, 2003). Der subchondrale Knochen iibernimmt nicht nur eine ent-
scheidende Rolle als effektiver Druckabsorber (Ding et al., 1998), sondern bildet auch ein
verstirktes Widerlager, welches die auf den Knorpel einwirkenden Scherkrifte minimiert
(Radin und Rose, 1986). Sowohl der Knorpel als auch der subchondrale Knochen unterliegen
wihrend Be- und Entlastung einer Deformation. Dieses stellt eine notwendige Voraussetzung
fiir die Erndhrung des Gewebes dar und fordert zudem noch die Syntheserate der Proteogly-
kane, der Kollagenfibrillen und der Knochentrabekel (Imhof et al., 2000; Sah et al., 1989).
Aus diesem Grund ist die Gesundheit des Knorpels entscheidend von den mechanischen Ei-
genschaften des subchondralen Knochens abhingig (Radin und Rose, 1986; Swieszkowski et
al., 2007). In Abhéngigkeit von der punktuellen Belastung, die sich von den einzelnen Schich-
ten des Knorpels auf die Knochenlamelle fortsetzt, sind nach dem Wolffschen Gesetz Verin-
derungen in der trabekuldren Struktur wahrnehmbar (Kummer, 1995). Gleichzeitig kann die
Steifigkeit der subchondralen Knochenlamelle nachhaltig Einfluss auf die Gelenkkonformati-
on nehmen. In ihren Studien dokumentierten Radin und Rose 1986 ein gehiuftes Auftreten
von Scherkriften innerhalb des artikuldren Knorpels, primér in Verbindung mit Diskontinuitét
oder Veridnderung in der Steifigkeit der subchondralen Knochenlamelle. Seit langem ist be-
kannt, dass Anderungen in der Knochenstruktur mit Osteoarthrose in Verbindung gebracht
werden konnen (Radin und Rose, 1986; Swieszkowski et al., 2007). Diese duBlern sich in sub-
stantiellen Verlusten von Proteoglykanen und Destruktionen der Knorpeloberflidche (Lahm et

al., 2004).

Die starke Vaskularisation in der Region des subchondralen Knochens und der direkte Kon-
takt der Gefille, grotenteils in Form von Endarterien zu dem kalzifizierten Knorpel, ermogli-
chen einerseits eine Versorgung des umliegenden Knorpels mit Glukose, Sauerstoff und Was-
ser und andererseits den Abtransport von Stoffwechselendprodukten. Die Intensitdt der
Vaskularisation differiert hinsichtlich Alter, Individualitét, Genetik und auch in Abhingigkeit
vom jeweiligen Gelenk (Imhof et al., 2000). Bei Uberbelastung des hyalinen Knorpels und
des subchondralen Knochens lassen sich weitreichende strukturelle Verdanderungen verzeich-
nen, die sich bis in den Bereich des unkalzifizierten Knorpels erstrecken. Als primidre Anzei-
chen gelten hierfiir die Zerstérung von Fibrillen, die Produktion von abnormalen Matrix-

proteinen und die Ausbildung von Knorpelddemen. Die Folge bestehender Uberbelastung
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sind Zerreissungen und Fibrillationen an der Oberflidche des unkalzifizierten Knorpels, die
letztlich zu einem volligen Verlust der Knorpeloberflidche fiihren konnen (Kummer, 1995).
Mikroverletzungen konnen aber auch im Bereich des subchondralen Knochens gefunden wer-
den, charakteristisch hierfiir sind Knochemarkddeme, Blutungen und Nekrosen (Imhof et al.,
2000). Rezidivierende Mikroverletzungen des subchondralen Knochens und des kalzifizierten
Knorpels konnen Reparaturmechanismen initiieren, die sich durch die Aktivierung von
Fibroblasten, Osteoklasten und Osteoblasten auszeichnen. Daraus resultiert eine Knochen-
neubildung (Kummer, 1995) und die Formierung einer neuen Mineralisationszone, die letzt-

lich an der Duplikation der Tidemark abgelesen werden kann (Imhof et al., 2000).

Abb. 2: Aufbau des Gelenkknorpels
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2.3 Heilung chondraler und osteochondraler Defekte

Die Reaktionen bei traumatischer Schiadigung unterschiedlicher Gewebe besteht aus den drei
folgenden Phasen: Nekrose, Inflammation und Reparation (Buckwalter und Mankin, 1998a;

Mankin, 1982).

Die Phase der Nekrose setzt direkt mit der Traumatisierung ein. Kennzeichnend hierfiir sind
der massive Gewebeuntergang in Abhingigkeit von der Art und Schwere der Verletzung, die

Empfindlichkeit der jeweiligen Zellen sowie der lokalen Vaskularisation (Mankin, 1982).

Daran schlief3t sich die Phase der Entziindung an. Das Erscheinungsbild ist geprigt von ge-
schidigten GefdBen, GefidB3dilatationen, massiver Hyperdmie und gesteigerter Permeabiliit.
Diese genannten Faktoren fordern die Transsudation und Exsudation von Entziindungszellen.
In dem traumatisierten Bereich lésst sich einerseits die Ausbildung eines dichten Fibrinnetzes,
andererseits die Migration von Entziindungszellen und mesenchymalen Stammzellen unter

Bildung eines primidren Wundverschlusses beobachten (Mankin, 1982).

Die dritte Phase, die Reparation, beginnt mit dem Einsprossen von Blutgefif3en in das Fibrin-
netzwerk. Die undifferenzierten mesenchymalen Zellen differenzieren sich zu Fibroblasten
und bilden zunichst ein lockeres gefdfreiches Granulationsgewebe, welches sich schlieBlich

in Narbengewebe umwandelt. Dadurch ziehen sich die Wundrinder zusammen.

Nach traumatischer Schidigung verhilt sich Knorpelgewebe wie jedes andere Gewebe und
durchléuft die Phase der Nekrose. Kennzeichnend hierfiir sind absterbende Chondrozyten und
ein substanzieller Verlust der Knorpelmatrix. Verantwortlich fiir das Ausbleiben einer in-
flammatorischen Reaktion des Knorpels ist seine Avaskularitit. Diese bedingt wiederum die
Abwesenheit eines Fibrinpfropfs und die damit verbundene ausbleibende Besiedlung mit me-
senchymalen Zellen. (Buckwalter, 2002; Mankin, 1974; Mankin, 1982). Die Phase der In-
flammation entféllt bei oberfldchlichen Knorpelschdden vollstandig (Marlovits und Véscei,
2000a; Mankin, 1974). Die verbliebenen intakten Chondrozyten sind in limitierter Weise zur
Reparation befihigt. Die Immobilitit der Knorpelzellen verhindert die notwendige Migration
zu den geschidigten Arealen (Burkhart und Imhof, 1999). Die metabolische und mitotische
Aktivitdt der angrenzenden Chondrozyten ist begrenzt (Mankin, 1982; Buckwalter, 1983;
Hunziker, 2002; Bobic und Noble, 2000). Auf diese Weise kann der Verlust an Makromole-

kiilen nicht kompensiert werden.
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Die Reaktion des Gelenkknorpels hingt entscheidend von der Tiefe und Ausdehnung des De-
fektes ab (Alford und Cole, 2005). Die Unterschiede verdeutlichen sich in der Qualitdt des
Regeneratgewebes und im zeitlichen Heilungsverlauf (Buckwalter, 2002; DePalma et al.,

1966; Convery et al., 1972).

Prinzipiell lassen sich Knorpeldefekte in drei Kategorien einteilen (Buckwalter und Brown,

2004):
1. Mikroverletzungen mit Schidigung der Matrix und der Zellen,

2. partielle Gelenkknorpeldefekte (Schadigungen der Gelenkknorpelfldche ohne Einbe-

ziehung der subchondralen Knochenplatte) und

3. tiefe Knorpeldefekte oder subchondrale Gelenkknorpeldefekte, die eine Miteinbezie-

hung der Tidemark und des darunter liegenden subchondralen Knochens aufweisen.

Mikroverletzungen konnen durch wiederholte stumpfe Traumata, Spitzenbelastung oder auch
im Rahmen degenerativer Prozesse, wie zum Beispiel der Osteoarthrose, auftreten (Martinek,
2003; Buckwalter, 1998; Buckwalter und Mankin, 1998a; Buckwalter und Brown, 2004).
Diese duBlern sich durch Schéadigungen in der Matrix und den Knorpelzellen, ohne makrosko-
pisch sichtbare Verdnderungen der Knorpeloberfliche, wodurch eine Diagnosestellung er-
schwert wird (Buckwalter, 1998; Buckwalter et al., 1994a). Morphologisch konnen Desinteg-
ration der Kollagenultrastruktur mit Verlust der Proteoglykane (Buckwalter, 1998; Buckwal-
ter und Mankin, 1998a; Buckwalter, 1983), Deformation und Verlust der Chondrozyten (Ul-
rich-Vinther et al., 2003), Fissurenbildung oder Erweichung des oberfldchlichen Knorpels und
Verdickung der subchondralen Lammelle erfasst werden. Damit verbunden sind Verdnderun-
gen der biomechanischen Eigenschaften wie Reduktion der Steifigkeit und Zunahme in der
Permeabilitit, die letztlich zum Untergang der Chondrozyten fiihren konnen (Buckwalter et
al., 1994a). Zur Zeit sind noch keine klinischen Methoden entwickelt, die eine Alteration der

kollagenen Matrix detektieren konnen (Buckwalter, 2002).

Oberflichliche partielle Knorpelldsionen ohne Beteiligung des subchondralen Knochens kon-
nen sowohl durch stumpfe Traumata als auch durch degenerative Prozesse ausgelost werden.
Makroskopisch sind Fissuren, Fibrillationen und lose Knorpelfragmente zu beobachten
(Buckwalter et al., 1994a). Signifikante morphologische Verdnderungen zeigen sich deutlich
im Zeitraum von 48 bis 72 Stunden nach der initialen Nekrose in einer Abnahme der
Chondrozyten, in Verlust an Proteoglykanen, Auftreten von Zellclustern (Buckwalter und
Mankin, 1998b), in Verdnderungen der Kollagenzusammensetzung und in den damit verbun-
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denen Verdnderungen der biomechanischen Eigenschaften (Buckwalter, 1998; Mankin,
1982). Die verbleibenden Chondrozyten reagieren mit einer erhohten mitotischen und meta-
bolischen Aktivitit, allerdings ist ithr Reaktionsvermodgen, Verdnderungen in der Matrix zu
kompensieren, begrenzt (Buckwalter und Mankin, 1998b; Buckwalter, 1988; Martinek, 2003;
Marlovits und Véscei, 2000a; Mankin, 1982). Die Syntheserate der Proteoglykane wird kurz-
fristig entsprechend gesteigert (Buckwalter, 1998; Buckwalter und Mankin, 1998a; Roughley
und Lee, 1994) und stagniert, ohne den Defekt vollstindig auszufiillen (Buckwalter, 2002;
Buckwalter und Brown, 2004). Aus diesem Grund ist auch keine Restauration der Gelenk-
oberfliche moglich (Buckwalter et al., 1994a). Tendenziell heilen kleine oberfldchliche Knor-
pellasionen kaum (Hunziker, 2002; Cheung et al., 1978; Campbell, 1969) und zeigen auch
nach Monaten meist noch eine unveridnderte Reaktionslage ohne Fortschreiten zu Arthrosen
(Mankin, 1974; Mankin, 1982; Buckwalter, 1983). Grofiere chondrale Defekte fiihren zu einer
steigenden Belastung des umliegenden Knorpelgewebes und des darunter liegenden
subchondralen Knochens. Dieses kann sich im Laufe der Zeit in einer Degeneration des intak-

ten Knorpels du3ern (Buckwalter et al., 1994a).

Bei penetrierenden Knorpeldefekten mit zusétzlicher Er6ffnung des subchondralen Knochens
findet die Phase der Inflammation statt. Der Defektbereich wird mit Blut aus dem Knochen-
marksraum unter Bildung eines Hamatoms ausgefiillt. Im Anschluss daran bildet sich ein Fi-
bringerinnsel, das die Wundrinder miteinander verbindet (Buckwalter, 2002; Buckwalter und
Rosenberg, 1988). Makrophagen und Entziindungszellen wandern in den Defektbereich ein
und resorbieren innerhalb von fiinf Tagen den Fibrinpfropf (Mankin, 1982; DePalma et al.,
1966). Eine besondere Rolle bei der Reparation osteochondraler Defekte spielen vasoaktive
Mediatoren, Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie TGF-8 (Bobic und Noble, 2000; Mankin,
1974; Buckwalter et al., 1994a). Sie stimulieren die Gefdeinsprossung, fordern die Migration
der undifferenzierten Stammzellen in den Fibrinpfropf und beeinflussen die Proliferation und
Syntheserate der Zellen (Buckwalter, 2002; Buckwalter und Brown, 2004; Hunziker, 2002).
Im Verlauf der nichsten Tage liefert der gut vaskularisierte Knochen pluripotente Stammzel-
len aus dem Markraum, die sich zu Fibrozyten und Chondrozyten differenzieren konnen
(Mankin, 1982; Martinek, 2003; Campbell, 1969; Caplan et al., 1997). AnschlieBend setzt die
Produktion von Proteoglykanen und Kollagenen ein, vorwiegend Kollagentyp II und I
(Buckwalter et al., 1994a). Auf diesem Wege wird schlieBlich der Defektbereich langsam mit
Reparationsgewebe aufgefiillt (Cheung et al., 1978), welches morphologisch dem hyalinen
Knorpel dhnelt (DePalma et al., 1966). Shapiro wies 1993 in tierexperimentellen Studien am
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Kaninchen reproduzierbare physiologische Reparaturreaktionen nach (Shapiro et al., 1993).
Defekte im Bereich des subchondralen Knochens werden von mesenchymalen Stammzellen,
die letztlich zu Osteoblastenvorldufern proliferieren, ausgeglichen (Caplan et al., 1997). An
der Knorpel-Knochen-Grenze kommt es vorerst zur Ausbildung von Sdulenknorpel, der spéter
durch lockeren Geflechtknochen ersetzt wird. Die Ausrichtung der einzelnen Knochenbilk-
chen orientiert sich an der vorherrschenden Belastung (Kummer, 1995). Dabei wird das ur-
spriingliche Niveau der subchondralen Lamelle nicht tiberschritten (Mankin, 1982). Aller-
dings sind nach 6 bis 12 Monaten bereits Degenerationserscheinungen am knorpeligen Rege-
nerat nachweisbar. Hierzu zihlen: das gehiufte Auftreten von Chondrozytenclustern, Hyper-
zellularitét, Auffaserung und einer Regeneratoberfliche mit fibroidem Charakter (Convery et
al., 1972), Reduktion der Steifigkeit bei gleichzeitiger Erhohung der Permeabilitit, sowie
permanente Spaltbildung zum umliegenden gesunden Knorpelgewebe (Caplan et al., 1997).
Im Defektbereich kann nun bevorzugt die Ausbildung von Faserknorpel beobachtet werden
(Mankin, 1974; Campbell, 1969), der beziiglich der biomechanischen Eigenschaften denen
des hyalinen Knorpels deutlich unterlegen ist und langfristig Spitzenbelastung nicht Stand zu
halten vermag (Buckwalter, 1998; Buckwalter, 1983; Bobic und Noble, 2000; Shapiro et al.,
1993; Furukawa et al., 1980). Eine Regeneration kann weder im histologischen noch im funk-
tionellen Sinne erreicht werden (Buckwalter, 1998; Buckwalter, 2002; Marlovits und Vésceli,

2000a).

Die Mannigfaltigkeit der tierexperimentellen Studien zur Verbesserung der Knorpelregenera-
tion erfordert hinsichtlich ihrer Interpretationen und Ergebnisse eine standardisierte Klassifi-
zierung. Erschwerend kommt hinzu, dass Methoden, die die Knorpelregeneration im Tiermo-
dell stimulieren, nicht unbedingt zu denselben Ergebnissen im menschlichen Organismus fiih-
ren. Zahlreiche variierende Faktoren wie Patientenalter, Korpergewicht, Gelenkinstabilititen,
Achsenfehlstellungen, Ausmal3 der Lision, Bewegung und Belastung nach der Verletzung,
sportliche Aktivitit und genetisch determinierte Unterschiede in der Knorpelheilung miissen
unbedingt Beriicksichtigung finden, um die Effektivitit der Methoden sinnvoll abschitzen zu
konnen (Buckwalter, 2002). Die Entwicklung und Etablierung verschiedener Klassifikations-
systeme erleichtert zukiinftig dieses Problem. In der Klassifikation von Knorpeldefekten soll-
ten die zuvor erwihnten Kriterien Beriicksichtigung finden. Auflerdem sind zusétzliche Ver-
letzungen an Menisken, Béndern oder axiale Achsenfehlstellungen zu protokollieren und soll-
ten in die Beurteilung mit einflieBen (Steinwachs et al., 2008a). Die sog. ,Outerbridge Klassi-

fikation’ von Knorpeldefekten, die primédr zur Beurteilung der Chondromalazie der Patella
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entwickelt und angewendet wurde, findet mittlerweile immer hédufiger Anwendung in der

Klassifikation von Knorpelschidden im Bereich des Kniegelenkes (Outerbridge, 1961).

2.4 Chirurgische Intervention zur Behandlung von Knorpelschiden

Die zunehmende Inzidenz traumatisch bedingter Knorpelldsionen im Kniegelenk insbesonde-
re bei jungen Patienten, die mit einer Schmerzsymptomatik einhergehen, erfordert auf Grund
des minimalen Regenerationspotenzials des Knorpels immer hédufiger chirurgischer Interven-
tion. Langfristig fiihren Knorpelschdden nicht nur zu einer Minimierung der Lebensqualitit,
sondern auch zu friihzeitigen Arthrosen (Hunziker, 2002; Buckwalter und Brown, 2004). Aus
diesem Grunde ist es verstindlich, dass zahlreiche Methoden entwickelt worden sind, Knor-
peldefekte zu therapieren. Die Wahl der operativen Versorgung ist abhingig von verschiede-
nen Faktoren wie Alter, Grofle, Tiefe und Lokalisation des Defektes. Meniskuslidsionen,
Bandinstabilitdten und Achsenfehlstellungen finden dabei ebenfalls Beriicksichtigung. Klini-
sche Erfahrungen wie auch epidemiologische Studien beweisen, dass Gelenkinstabilititen und
Gelenkverletzungen, die mit einer Schiadigung an Menisken, Béndern, der Gelenkkapsel so-
wie Dislokationen oder intraartikuldren Frakturen in Verbindung stehen, hdufig die Progressi-
on einer Gelenksdegeneration posttraumatisch erhohen. Priméres Ziel der chirurgischen Inter-
vention sollte die uneingeschrinkte schmerzlose Bewegung, die Verhinderung fortschreiten-
der Gewebedegeneration und die Wiederherstellung der Integritdt der Gelenkoberfldche sein
und zwar unabhingig von der Methode. Wichtige Voraussetzungen fiir eine gute Knorpelhei-
lung sind eine vollstindige Integration mit dem umliegenden Knorpel, eine intakte Oberfldche
und langfristige Bestdndigkeit (Marlovits und Véscei, 2000b). Prinzipiell existieren drei ver-
schiedene Therapieansitze (Marlovits und Véscei, 2000b).

Die erste Moglichkeit der Intervention besitzt einen tempordren und rein symptomatischen
Effekt. Dieser ist in der Entfernung von losen Knorpelfragmenten und Entziindungsprodukten
zu sehen. Der zweite Ansatz beschiftigt sich mit der Stimulierung der intrinsischen Regenera-
tionskapazitit des hyalinen Gelenkknorpels und des subchondralen Knochens. Versuche, das
limitierte Selbstheilungspotential zu férdern, sind auf die Eroffnung des subchondralen Kno-
chens fokussiert, die mit einer Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochen-
mark einhergeht. Neuere Forschungsarbeiten befassen sich mit dem Einsatz von Wachstums-
faktoren und Zytokinen, hdufig auch in Kombination mit einer Triagermatrix. Der dritte An-
satz hingegen wendet sich der Wiederherstellung der Gelenkoberfliche zu. Dabei finden

MaBnahmen wie die Transplantation von autologen Chondrozyten oder von Gewebe Anwen-
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dung. Vermehrte Akzeptanz findet bei der Versorgung von Knorpeldefekten heutzutage auch

die Transplantation von autologen Knorpel-Knochen-Zylindern.

2.4.1 Lavage, Shaving und Débridement

Die klinisch etablierten Therapieansitze Lavage, Shaving und Débridement werden vor allem
bei oberflidchlichen Knorpelldsionen angewandt. Der Vorteil fiir den Patienten liegt in der
arthroskopischen Durchfiihrung. Die Lavage zielt auf die Freispiilung des Gelenkes von
Detritus und Entziindungsmediatoren ab (Jackson, 1991). Die Methode des Shavings verfolgt
die Entfernung abgescherter Knorpelfragmente, die zur mechanischen Irritation fiihren kon-
nen (Marlovits und Véscei, 2000b; Burkart et al., 2001). Nachteilig sind die hdufig postulier-
ten Knorpelnekrosen und Auffaserungen im benachbarten gesunden Knorpel. Der therapeuti-
sche Nutzen ist rein symptomatisch, erzielt aber kurzfristig signifikante temporire Besserung
(Marlovits und Véscei, 2000b; Martinek, 2003; Burkart et al., 2001; Jackson, 1991). Beim
Débridement konnen mittels Fasszangen und Shavern freie oder instabile Knorpelfragmente
sowie Gelenkskorper entfernt werden, optional Knorpelrinder oder Oberflachen geglittet
oder Osteophytabtragung oder Teilsynovektomien durchgefiihrt werden (Burkart et al., 2001).
Die Effektivitit der Lavage im Vergleich zum Débridement untersuchte Hubbard in einer
prospektiven randomisierten Studie. Die Methode des Débridement war selbst nach einem
Zeitraum von 4,5 Jahren der Lavage weit tiberlegen (Hubbard, 1996). Beide Methoden ver-
mogen jedoch weder die Regeneration des Knorpels zu stimulieren noch das Fortschreiten
degenerativer Prozesse zu verhindern (Marlovits und Véscei, 2000b). Als palliative Methoden
bescheren sie den Patienten lediglich temporidre Schmerzfreiheit (Hunziker, 2002). Daher

besitzen diese Verfahren bei der Behandlung jiingerer Patienten keinen Stellenwert.

Das zu Grunde liegende Prinzip der Knochenmark stimulierenden Techniken liegt in der Pe-
netration der subchondralen Knochenlamelle zur Eroffnung des gut vaskularisierten Kno-
chenmarkraumes. Parallel erfolgt die Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen in den De-
fektbereich. Dort erfahren sie, unter Einwirkung der entsprechenden mechanischen und biolo-
gischen Reize, letztlich die vollstindige Differenzierung zu Knorpel- oder Knochenzellen.
Die Anwesenheit der Gefdlle ermoglicht den Ablauf der gefidBassoziierten klassischen Hei-
lungskaskade, wie die Ausbildung eines Fibrinpfropfes, Gefidlinvasion, Differenzierung der
Stammzellen und Bildung eines faserknorpeligen Regeneratgewebes. Hierzu sind verschiede-
ne Techniken der Knochenmarkstimulierung entwickelt worden, beispielsweise die Knorpel-

Knochen-Anbohrung nach Pridie, Drilling und Mikrofrakturierung. Diese Knochenmark sti-
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mulierenden Techniken haben den Vorteil, dass sie relativ kostengiinstig sind und keine
Schiddigungen in gesunden Knorpelarealen verursachen. Der derzeitige Stellenwert dieser

Techniken wird kontrovers diskutiert (Marlovits und Véscei, 2000b).

2.4.2 Knorpel-Knochen-Anbohrung nach Pridie

Diese Methode wurde 1959 von Pridie zur Behandlung von osteoarthrotischen Defekten be-
schrieben. Dabei kam die Anbohrung des Defektes durch den sklerosierten subchondralen
Knochen bis hin in den gut vaskularisierten spongidsen Knochen zur Anwendung, um die
Ausbildung einer glatten Faserknorpeloberfldache anzuregen. Mitchell und Shepard untersuch-
ten in experimentellen Studien an adulten Kaninchen den Einfluss der subchondralen Bohrung
im Bereich der Femurkondylen. Nach acht Wochen waren die Ergebnisse mit Vorfinden hya-
linartigem Knorpelgewebe zufrieden stellend, das aber bereits nach acht Monaten seine hyali-
ne Erscheinung verloren hatte und nun umfassend bindegewebig durchsetzt war (Mitchell und

Shephard, 1976).

2.4.3 Mikrofrakturierung

Eine weitere Technik zur Er6ffnung des Knochenmarkraumes stellt die Mikrofrakturierung
dar. Unter Verwendung spezieller arthroskopischer Stoel werden Locher bzw. Mikrofraktu-
rierungen in die subchondrale Knochenlamelle eingebracht. Der Abstand zwischen den ein-
zelnen Lochern sollte 3 bis 4 mm betragen und ungefihr 4 mm tief sein, so dass ein ineinan-
der Brechen vermieden wird und die Gelenkkontur erhalten bleibt (Steadman et al., 1999;
Steadman et al., 2003). Die Mikrofrakturierung erzeugt ebenfalls eine Knorpelreparatur iiber
Stimulierung von Knochenmarkszellen (DePalma et al., 1966; Mankin, 1982; Bobic und Nob-
le, 2000). Als vorteilhaft kann die Entstehung einer rauen Oberfliche gewertet werden, die
theoretisch eine gute Anheftungsstelle fiir das austretende Gerinnsel aus Knochenmarkszellen
und Blutzellen darstellt (Burkart et al., 2001). Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der
Herdanbohrung besteht vor allem in der Vermeidung von Hitzenekrosen im angrenzenden
Knorpel. Steadman konnte positive klinische Resultate vor allem hinsichtlich Schmerzlinde-
rung und Funktionalitit mit dieser Behandlungsmethode erzielen (Steadman et al., 2003;
Steadman et al., 1997; Steadman et al., 1999). Die postoperativen Untersuchungen nach 3 und
5 Jahren ergaben bei 75% der Patienten eine verbesserte Schmerzsituation, 67% berichteten
iiber eine Verbesserung der tiglichen Aktivititen und 65% sogar iiber eine Verbesserung der

sportlichen Titigkeiten. Obwohl die entstehende Gelenkoberfliche nach Mikrofrakturierung

21



STAND DES WISSENS

von fibrokartildrer Natur ist, kann sie mittelfristig zu einer Verbesserung der klinischen Sym-
ptomatik fithren (Marlovits und Véscei, 2000b). Auf Grund der Ausbildung eines minderwer-
tigen Regeneratgewebes, das langfristig der mechanischen Belastung nicht standhilt, wird die

klinische Wertigkeit fiir jlingere Patienten kontrovers diskutiert (Martinek, 2003).

Ein weiterer sehr Erfolg versprechender Ansatz zur Uberwindung des limitierten Heilungspo-
tenzials geschidigter Knorpeldefekte ist in der Transplantation von intaktem Knorpelgewebe
zu sehen oder in Gewebe mit chondrogenem Potenzial. In diesem Zusammenhang sollten ei-
nerseits die Gewebetransplantation von Knochen-Knorpelzylindern, von Perichondrium und
andererseits die Zelltransplantation von Chondrozyten und mesenchymalen Stammzellen Er-

withnung finden.

2.4.4 Autologe Osteochondrale Transplantation (AOT)

Bei dieser Technik kommen autologe Knorpel-Knochen-Zylinder aus weniger stark belasteten
Arealen des Gelenkes zum Einsatz. Diese Spenderzylinder werden mittels spezieller Hohl-
meiflel enthnommen und dann an die Stelle des zu behandelnden Knorpeldefektes in die
Hauptbelastungszone transplantiert. Der feste Sitz des Zylinders wird durch die Anwendung
der press-fit-Technik gewihrleistet (Outerbridge et al., 1995; Martinek, 2003; Burkart et al.,
2001). Der osteochondrale Transfer kann bei lokalen Knorpeldefekten einzeln oder multipel
als Mosaikplastik angewendet werden (Hangody und Fiiles, 2003; Hangody et al., 2004;
Hangody et al., 2001a; Hangody et al., 2001b; Marlovits und Véscei, 2000b). Vorteilhaft ist
die sofortige Verfiigbarkeit einer intakten hyalinen Knorpeloberfliche und die Transplantation
von variablen Chondrozyten, die zur Aufrechterhaltung der Knorpelmatrix beitragen (Marlo-
vits und Véscei, 2000b). Die Wiederherstellung der Gelenkskonturen und das Fehlen von
immunologischen Abwehrreaktionen zihlen zu weiteren Vorteilen des AOT (Outerbridge et
al., 1995; Burkart et al., 2001). Ein groBer Nachteil dieser Methode ist, dass der autologe
Knochen-Knorpel-Zylinder, in Abhiingigkeit von Defektgroe und Lokalisation, nur limitiert
vorhanden ist. Das Ausbleiben einer natiirlichen und vollstindigen Einheilung des Knorpel-
transplantates kann letztlich zu einer fortschreitenden Gewebedegenerationen beitragen (Mar-
lovits und Véscei, 2000b). Im Bereich des spongidsen und subchondralen Knochens kann
stets eine Einheilung gefunden werden (Hunziker, 2002). Ein weiteres Problem bei groferen
Autografts stellt die Inkongruenz der Knorpeloberfldche dar, da die Entnahme aus einem Be-
reich mit anderer Oberflachenkriimmung und unterschiedlicher Belastungssituation erfolgt

(Burkhart und Imhof, 1999). Als Konsequenz der mechanischen Uberbelastung in dieser neu-
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en Position konnen Degenerationserscheinungen am Transplantat auftreten (Hunziker, 2002).
Letztendlich stellt die Entnahme des Spender-Zylinders ein weiteres nicht zu vernachléssi-
gendes Trauma dar. Die Erfahrungswerte von Hangody beruhen auf zahlreichen tierexperi-
mentellen Studien und ausgedehnten klinischen Untersuchungen (Hangody et al., 2001b).
Hierbei konnten Langzeitiiberlebensraten von bis zu 6 Jahren des transplantierten hyalinen
Knorpels dokumentiert werden. Die histologischen Analysen bestitigten, dass die Gewebe-
proben zu 70 bis 80% aus hyalinem Knorpel zusammengesetzt waren. Dieses Verfahren bietet
auch nach mehreren Jahren viel versprechende Resultate (Hangody und Fiiles, 2003). So
konnte bei 65-85% der Patienten eine klare Verbesserung der Gelenkfunktion und eine deutli-

che Schmerzlinderung erzielt werden (Gross et al., 2002; Gross et al., 2005; Chu et al., 1999).

2.4.5 Periostallappenplastik und Perichondrium

Aus der Uberlegung heraus, dass sich hyaliner Knorpel sowohl aus perichondralem als auch
aus periostalen Gewebeelementen entwickeln kann, eroffnet sich die Moglichkeit, das Poten-
zial durch Transplantation dieser Gewebe fiir die Knorpelregeneration zu nutzen. O Driscoll
konnte in einer Studie an Hasenkniegelenken, die mit autologem Periostallappen versorgt
wurden, nachweisen, dass sich vorwiegend hyaliner Knorpel vom Kollagentyp II gebildet
hatte (O Driscoll et al., 1988; O Driscoll und Fitzsimmons, 2001).

Die Transplantation von autologem Perichondrium kann als Alternative aufgefasst werden,
die Regeneration von Knorpeldefekten zu fordern. Im Gegensatz zum osteochondralen Trans-
fer wird der zum Zeitpunkt der Operation nur mit Perichondrium bedeckte Defektbereich erst
langsam postoperativ mit einem Reparaturgewebe, bestehend aus einer Kombination von fa-
serigem und hyalinem Knorpel, ausgefiillt. Homminga und Ritsild verwenden bevorzugt Peri-
chondrium aus dem Rippenknorpelbereich unter Ausnutzung seiner biologischen Fihigkeiten,
sich in hyalinen Knorpel differenzieren zu konnen (Homminga et al., 1991; Marlovits und
Véscei, 2000b; Bruns et al., 1997a; Bruns et al. 1997b; Bruns, 1992). Unter bestimmten Be-
dingungen kann von den zellreichen Schichten des Perichondriums eine Synthese von Knor-
pelzellen erfolgen. Die Fixierung des Perichondriums in dem geschéddigten Knorpelareal er-
folgt unter zu Hilfenahme eines Fibrinklebers. Die direkte Umgebung des Transplantates
spielt eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung der Zellen. In dieser Tatsache begriindet
sich auch die grof3e Ossifikationstendenz des Transplantates, welches durch Re- und Dediffe-
renzierungsvorgingen charakterisiert wird. Weitere Probleme dieses Verfahrens liegen in der

mangelnden Bindung zwischen Knorpel und subchondralem Knochen. Trotzdem lassen sich
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weitgehend gute Ergebnisse innerhalb der ersten zwei Jahre mit dieser Methode reproduzie-
ren. Untersuchungen von Homminga an Schafkniegelenken zeigten, dass Perichondrium als
Transplantat in der Lage ist, bevorzugt hyalinen Knorpel mit einem hohen Anteil von 74% an
typischen Kollagentyp II im Transplantatgebiet zu produzieren (Homminga et al., 1991). Je-
doch wiesen in einer Studie von Bouwmeester iiber einen Zeitraum von vier Jahren durch-
schnittlich lediglich 38% der Patienten ein gutes Ergebnis auf, bei 8% war das Ergebnis mi-
Big und bei 55% sogar schlecht. Im Bereich des Regeneratgewebes konnte bei bioptisch un-
tersuchten Patienten groftenteils knorpeldhnliches Gewebe mit einem physiologischen Auf-

bau nachgewiesen werden (Bouwmeester et al., 1997).

2.4.6 Autologer Chondrozytentransfer (ACT)

Eine Alternative zur Versorgung von Knorpelldsionen besteht in der Moglichkeit des autolo-
gen Chondrzyentransfers (ACT). Dieses spezifische Verfahren wurde in den 1980er Jahren
als erstes von der Arbeitsgruppe von Brittberg und Peterson beschrieben, basiert auf der
arthroskopischen Entnahme eines hyalinen Knorpelstiickes ohne Eroffnung des subchondra-
len Knochens aus einem weniger belasteten Areal des Gelenkes, vorzugsweise von der Troch-
lea (Brittberg et al., 1994). Unter Verwendung eines speziellen Verfahrens konnen die darin
enthaltenen Chondrozyten im Labor liber mehrere Wochen in Monolayer Kultursystemen
angeziichtet und vermehrt werden (Martinek, 2003; Marlovits und Véscei, 2000b; Kim und
Han, 2000; Martinek und Imhof, 2003). In einer zweiten sich nun anschlieBenden Operation
erfolgt die Darstellung des Knorpeldefektes. Voraussetzung fiir die Reimplantation der Zell-
suspension ist ein umfassendes Debridement des Knorpeldefektes bis zum gesunden umlie-
genden Knorpel. Im Anschluss daran wird ein zuvor aus dem proximo-medialen Tibiaplateau
entnommener Periostallappen auf die Lasion genédht und darunter die Zellsuspension injiziert.
Insgesamt fiihrt dieses Verfahren bei der Mehrheit der Patienten zu einer signifikanten Ver-
besserung der klinischen Symptomatik. Peterson konnte in einer Langzeitstudie in einem Zeit-
raum von bis zu 9 Jahren eine Erfolgsrate von 80% bei der Versorgung von Lisionen im Be-
reich der Femurkondylen verzeichnen (Peterson, 1996). Zu den Vorziigen des ACT im Ver-
gleich zu anderen Verfahren sei die nachweisliche Existenz von dem Kollagentyp II und auch
von hyalinartigem Regeneratgewebe erwihnt, welches mittels Biopsien gewonnen und analy-
siert wurde (Brittberg et al., 1994). Die Problematik der Inkongruenz der Oberfldache kann mit
diesem Verfahren vermieden werden (Rudert und Wirth, 1998). Dariiber hinaus wird iiber

eine gute Vertraglichkeit berichtet (Morelli et al., 2002; Brittberg et al., 1994). Allerdings
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sollten der extreme finanzielle Aufwand sowie die nicht unerhebliche Belastung der zweiten
Operation als priagnante Nachteile dieser Methode hier ebenfalls Erwdhnung finden (Bobic
und Noble, 2000). Als ein zusétzliches Problem kann die Entdifferenzierung der in Monolayer
kultivierten Chondrozyten gewertet werden, die mit einem Verlust spezifischer funktioneller
und biochemischer Eigenschaften einhergeht, sowie die Dedifferenzierung von Chondrozyten
zu Fibroblasten (Marlovits und Véscei, 2000b). Die morphologische Erfassung und die Quali-
tidt des Reparaturgewebes weist unterschiedliche Resultate auf, die sich von hyaliner bis zu
faserknorpeliger Beschaffenheit erstrecken. Die Ergebnisse experimenteller Studien geben nur
eingeschriankt Antwort auf die Effektivitidt dieser Methode, da die Resultate variieren (Marlo-

vits und Véscei, 2000b).

2.4.7 Tissue engineering

Moderne Techniken ermoglichen erstmals die in-vitro-Herstellung lebender Ersatzgewebe fiir
plastisch-rekonstruktive Eingriffe. Ihr Einsatz scheint bei der Therapie osteochondraler Lisi-
onen eine vollig neue Dimension therapeutischer Moglichkeiten zu erdffnen. Das Konzept des
Tissue engineering basiert auf der Kombination von zu transplantierenden Zellen und einer
biodegradierbaren Trigersubstanz als dreidimensionale Matrix (Swieszkowski et al., 2007).
Als biodegradierbare Materialien eignen sich hauptsédchlich Substanzen aus Fibrin, Kollagen
oder Gelantine, sowie Polymere basierend auf Polylactid (PLA), Polyglycolid (PGA), Hyalu-
ronsdure, Agarose oder Alginat. Zusitzlich kann auch der Einsatz synthetischer Polymere,
wie Teflon, Carbon, Hydroxyapatit oder Polyethylmethacrylat beobachtet werden (Guo et al.,
2004; Chen et al., 2004). Fiir die Versorgung osteochondraler Defekte finden verschiedene
biodegradierbare Implantate aus PLA und PGA sowie ihren Kopolymeren Verwendung (Fan
et al., 2006; Frenkel und Di Cesare, 2004; Uematsu et al. 2005; Lind et al., 2008). Die Impak-
tierung des Implantats erfolgt auch hier mittels press-fit-Technik im Defektbereich. Zuerst
wird arthroskopisch eine Knorpelbiopsie entnommen. AnschlieBend werden die aus der extra-
zelluldren Matrix enzymatisch isolierten Chondrozyten in Monolayerkulturen kultiviert (Pe-
tersen et al., 2003). Nach Abschluss der initialen Vermehrung werden die expandierten
Chondrozyten in eine dreidimensionale Matrix transponiert (Kim und Han, 2000; Chen et al.,
2004; Pilliar et al. 2007; Guo et al., 2004; Swieszkowski et al., 2007). Andere Projekte ver-
wenden mesenchymale Stammzelle um die Knorpelregeneration zu fordern (Fan et al., 2006;
Uematsu et al. 2005; Shao et al., 2006; Detsch et al., 2008). Das synthetische Geriist dient
dabei den Zellen zur Stabilisierung (Dorotka et al., 2005; Boyan et al., 1999; Guo et al.,
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2004). Das hiufig in zweidimensionalen Kulturen beobachtete Phidnomen der
Dedifferenzierung fillt unter der Verwendung dreidimensionaler Scaffolds geringer aus (Fan
et al., 2006), wobei die Chondrozyten ihren Phinotyp und ihre Funktionalitit beibehalten
(Kim und Han, 2000; Haisch et al., 1996). Vorzugsweise agiert der Scaffold selbst als Sub-
strat fiir die Zellen (Boyan et al., 1999) und erméglicht ihre Proliferation ohne Dedifferenzie-
rung (Kim und Han, 2000). Im Anschluss daran beginnen sie mit der Synthese der extrazellu-
lairen Matrixkomponenten, welche die charakteristischen Merkmale von hyalinem Knorpel
aufweisen (Petersen et al., 2003). Die Anforderungen an die Materialeigenschaften sind viel-
filtig. Gefordert werden Biokompa-tibilitidt, Sterilitit, minimale Diffusionsbarriere, ausrei-
chende Adhirenzeigenschaften, steuerbare Degradation sowie eine gute reproduzierbare drei-
dimensionale Struktur und temporire Stabilitit (Rudert und Wirth, 1998; Sherwood et al.,
2002; Chen et al., 2004; Woodfield et al., 2002; Freed et al., 1994; Hunziker, 2002; Guo et al.,
2004; Giinther et al., 1998; Hofman, 1995; Weihe et al., 2001; Lind et al., 2008; Uematsu et
al. 2005; Detsch et al., 2008). Wihrend die Initialphase der knochernen Integration im We-
sentlichen von der Oberflichenbeschaffenheit des Implantates bestimmt ist, hingt die an-
schlieend erhoffte Durchbauung maBigeblich von der Féahigkeit ab, als Leitgeriist zu dienen
(Osteokonduktion) (Giinther et al., 1998; Boyan et al., 1999; Detsch et al., 2008). Entschei-
denden Einfluss auf die Ansiedelung und Interaktion der Zellen hat die Porositit der Implan-
tate, sie sollte moglichst offenporig gewihlt werden (Rudert und Wirth, 1998; Hunziker,
1999; Woodfield et al., 2002; Jansson et al., 2000; Sherwood et al., 2002; Freed et al., 1994;
Hunziker, 2002; Hofman, 1995; Giinther et al., 1998; Liu und Ma, 2004; Jones et al., 2006).
Funktional beeinflusst die Porengrofe nicht nur die Steifigkeit und den internen Zusammen-
halt (Kim und Han, 2000), sondern gewéhrleistet auch die Erndhrung der Zellen und den Ab-
transport von Stoffwechselprodukten (Sherwood et al., 2002; Jones et al., 2006). Als vorteil-
haft kann die Inkorporation von chemoaktiven Faktoren wie Integrinen in die Scaffolds ge-
wertet werden, begleitet von einer zeitlich kontrollierten Liberation. Sie wirken modulierend
auf die extrazelluldre Matrix und ermdglichen den Zellen eine gerichtete Besiedelung (Kim
und Han, 2000; Weihe et al., 2001). Die enzymatische und hydrolytische Degradation der
synthetischen Materialien, beeinflussbar tiber das Mischungsverhiltnis von PLA und PGA,
erfolgt durch korpereigene Stoffwechselwege (Gerlach, 2000; Claes et al., 1998). Die Degra-
dationsrate sollte steuerbar und die Degradationsprodukte nicht zytotoxisch sein, um die Re-
generationsrate des gewiinschten Gewebes zu egalisieren (Rudert und Wirth, 1998; Hunziker,

2002; Gogolewski, 2000). Die Kombination verschiedener Polymere erlaubt es, die Steuerung
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des Degenerationsverhaltens zu optimieren, vor allem im Hinblick auf den Steifigkeitsabfall
und den Volumenabbau (Claes, 2002; Rehm et al., 1997; Freed et al., 1994). Die freiwerden-
den Hydroxylcarbonsduren induzieren einen Abfall des pH-Wertes und generieren dadurch
ein zelltoxisches Milieu (Weihe et al., 2001). Dies stellt die Grundlage fiir die haufig beo-
bachteten Fremdkorperreaktionen wihrend der Degradation dar (Jager et al., 2002).

2.4.8 Polylactid-glycolid-Scaffolds

Da der hyaline Knorpel kaum aus eigener Kraft zur Regeneration befihigt ist, kann es als um-
so erstaunlicher angesehen werden, dass undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen die
Fahigkeit zugesprochen wird, unter bestimmten mechanischen Einfliissen sich in Chondrozy-
ten zu differenzieren und damit hyalinen Knorpel zu generieren (Jansson et al., 2000; Chen et
al., 2004). Das vorherrschende Milieu wirkt sich ebenfalls modulierend auf das Differenzie-
rungspotenzial der Knochenmarkstammzellen aus (Boyan et al., 1999). Hervorzuheben seien
ihre leichte Gewinnung, ihr chondrogenes Potenzial und ihre hohe biosynthetische Aktivitit
(Kim und Han, 2000). Die Verwendung eines dreidimensionalen biodegradierbaren Triger-
konstruktes ermoglicht den einwandernden Zellen mit chondrogenem Potenzial die Etablie-
rung einer knorpeldhnlichen Matrix (Kim und Han, 2000; Dorotka et al., 2005; Chen et al.,
2004; Fan et al., 2006). In experimentellen Studien konnte die osteo- und chondroinduktive

Wirkung undifferenzierter Stammzellen nachgewiesen werden.

Polylactid-glycolid-Scaffolds weisen eine pordse dreidimensionale trabekuldre Struktur auf,
wobei die Poren miteinander zu einem interkonnektierenden System verbunden sind. Dieser
Aufbau gewihrleistet ein optimales Einwachsen von Knorpel- und Knochenzellen sowie von
Blutkapillaren, die eine schnelle Verankerung des Implantats im umliegenden Knochen be-
dingt (Boyan et al., 1999; Gelinsky et al., 2004; Liu und Ma, 2004). Langfristig ldsst sich eine
gute knocherne Fixaktion beobachten. Die Implantation eines Scaffolds gestattet einerseits die
Restauration der Gelenkoberflidche, die fiir die Funktionalitit notwendig ist (Kim und Han,
2000), andererseits kann das einsprossende Gewebe sofort und wihrend der Differenzierung

mechanisch belastet werden (Jansson et al., 2000).

Die Ausgangsstoffe fiir diese resorbierbaren Polymere stellen lineare Polyester der Milch- und
Glykolséduren (Polylactid bzw. Polyglycolid) und deren Kopolymeren dar (Gerlach, 2000).
Die Mikrostruktur kann sowohl amorphe als auch kristalline Bereiche aufweisen, die ent-
scheidenden FEinfluss auf die Festigkeit des Polymers haben. Eine amorphe Struktur bedingt

eine niedrigere Festigkeit auf Grund ihrer ungerichteten Verzweigung der Polymerketten
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(Gerlach, 2000). Kristalline Regionen sind durch eine parallel geordnete Anordnung der Po-
lymerketten unter Ausnutzung der intramolekularen Kréfte charakterisiert und zeichnen sich
durch hohere Festigkeitswerte und langsame Degradation aus (Claes et al., 1998; Helling und
Weiler, 1998; Boyan et al., 1999). Die Degradationskinetiken der reinen Polymere unterein-
ander differieren. Das hydrophobe PLA weist einen langsameren hydrolytischen Abbau auf,
dokumentierbar ab dem sechsten Monat und kann unter Umstéinden bis zu fiinf Jahren andau-
ern (Hoffmann et al., 1997; Bergsma et al., 1995; Claes et al., 1998). Die langsame protrahier-
te Freisetzung ermdglicht eine addquate Entfernung aus dem Implantatlager, ohne die Phago-
zytosekapazitit der ansdssigen Makrophagen und Granulozyten zu iiberfordern (Hoffmann et
al., 1997). Im Gegensatz dazu beginnt die Degradation des hydrophilen PGA bereits nach 1-2
Wochen (Gerlach, 2000), und das Material verliert seine Festigkeit vollstindig nach 6-8 Wo-
chen (Claes et al., 1998; Helling und Weiler, 1998). Die Dauer der hydrolytischen Spaltung
ist abhéngig von der Temperatur, der Wasserverfiigbarkeit, der Hydrophilie, der Oberflidchen-
geometrie und der Zusammensetzung der Polymere, weiterhin vom pH-Wert des Implantatla-
gers, der Lokalisation, der Hohe des Molekulargewichts sowie der Kristallinitdt (Gerlach,
2000; Claes, 2002; Gogolewski, 2000). Der Abtransport der Degradationsprodukte wird vom
umliegenden Gewebe bewerkstelligt, in Abhédngigkeit von der Molekularstruktur und der
GroBe des Implantats (Pistner et al., 1993). Im Zuge der Degradation werden die Esterbin-
dungen hydrolytisch gespalten und ermoglichen somit das permeable Konstrukt zu penetrie-
ren (Pistner et al., 1993; Jansson et al., 2000). Die hydrolytische Spaltung von Polylactiden
setzt saure Abbauprodukte, in diesem Falle Milchséure frei, die einen Abfall des physiologi-
schen pH-Wertes induziert (Jager et al., 2002; Boyan et al., 1999). Die niedermolekularen
Abbauprodukte der auf Lactid und Glycolid basierenden Polymeren werden letztlich iiber den
Citratzyklus vollstindig zu Wasser und Kohlendioxid metabolisiert (Gerlach, 2000; Helling
und Weiler, 1998; Gogolewski, 2000; Bergsma et al., 1995). Dabei weisen sie einen von zel-
luldren bzw. enzymatischen Einwirkungen unabhingigen hydrolytischen Abbau auf, ohne
dass eine Akkumulation der Abbauprodukte beobachtet werden konnte (Gerlach, 2000). Die
hydrolytische Spaltung beginnt offensichtlich in den amorphen Abschnitten der Polymere, da
die hochkristallinen Bereiche nur sehr schwer zuginglich sind. Solange die Polymere nicht
degradieren, weisen sie eine ausgezeichnete Gewebevertriglichkeit auf. Als charakteristisch
ist die Anwesenheit einer meist bindegewebigen oder knochernen Manschette um die Implan-
tate zu bewerten (Claes, 2002). PLA/PGA- Copolymere sind als relativ vertréglich, nicht to-
xisch oder inflammatorisch beschrieben (Nelson et al.1977; Hofman, 1995). Milde Fremdkor-
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perreaktionen lassen sich in Abhingigkeit von der Zusammensetzung der Scaffolds sowie
zum Zeitpunkt der Polymerdegradation verzeichnen. Die Fremdkorperreaktionen manifestie-
ren sich in einer massiven Anhidufung von Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Lympho-
zyten und Fremdkorperriesenzellen (Bostman et al., 1990; Weiler et al., 1996; Gogolewski,
2000; Bergsma et al., 1995). Dies zeigt sich besonders deutlich bei der Verwendung von
PGA. Provoziert werden sie durch autokatalytische Reaktionen im Inneren der Implantate, die
zu einer Freisetzung von Monomeren und einer deutlichen Absenkung des pH-Wertes in der
Umgebung fiihren (Daniels et al., 1992; Bergsam et al., 1993; Weiler et al., 1996; Jager et al.,
2002). Mit verantwortlich fiir einen nicht ausreichend schnellen Abtransport der Degradati-
onsprodukte und eine damit verbundene verstirkte lokale Akkumulation dieser, liegt in der
bindegewebigen oder kndchernen Umscheidung begriindet (Helling und Weiler, 1998). Diese
Tatsache fordert ebenfalls die Etablierung einer entziindlichen Reaktion (Claes, 2002; Hoff-
mann et al., 1997; Bostman et al., 1990). Teilweise bedingt dieses zelltoxische Milieu eine
Vielzahl von entziindlichen Gewebereaktionen, die sich in Schmerzen, Schwellungen, Syno-
vialitis und aseptischen Fisteln oder Osteolysen manifestieren (Claes, 2002; Gerlach, 2000;
Weiler et al., 1996; Helling und Weiler, 1998). Fiir den Heilungsfortschritt ist es wiinschens-
wert, mit zunehmender Differenzierung des heilenden Gewebes wachsende mechanische Be-
anspruchung auf das Heilungsgebiet zu iibertragen, um den Heilungsprozess zu dynamisieren
(Claes, 2002; Rehm et al., 1997; Bergsma et al., 1995; Woodfield et al., 2002). Vor diesem
Hintergrund ist das Bestreben der aktuellen Forschung, Scaffolds mit einem zweischichtigen
Aufbau zu designen, welche mit einer speziellen Architektur der Knochen- und Knorpelregi-
on ausgestattet sind, die den einwachsenden Zellen optimale Bedingungen hinsichtlich Porosi-
tdt, mechanischer Festigkeit und Degradationskinetik bieten (Jansson et al., 2000; Sherwood
et al., 2002; Woodfield et al., 2002; Ameer et al., 2002; Fan et al., 2006; Kelly und Prender-
gast, 2006; Shao et al., 2006; Frenkel et al., 2005). Parallel zu der schnell fortschreitenden
Degradation verlieren PGA-Implantate auch innerhalb von sechs Wochen ihre Festigkeit, so
dass die mechanische Stabilitit langfristig von dem neu synthetisierten Gewebe getragen wer-
den muss (Jansson et al., 2000; Sherwood et al., 2002; Bergsma et al., 1995; Swieszkowski et
al., 2007). Biodegradierbare Polymere verformen sich unter konstanter mechanischer Last
irreversibel oder erfahren unter konstanter Verformung einen Abfall der applizierten Krifte
oder Spannung (Relaxation). Die Ursache hierfiir ist in der reduzierten Zug- und Biegefestig-

keit und des verminderten Elastizitdtsmoduls zu suchen (Gerlach, 2000; Claes et al., 1998).
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3 Material und Methoden

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie wurden standardisierte osteochondrale Defekte
in die mediale bzw. laterale Femurkondyle des linken Kniegelenkes von Merino-Mix Schafen
gesetzt. Eine Defektauffiillung erfolgte unter Verwendung von Poly-D,L-Lactid-Implantaten
unterschiedlicher Steifigkeit. Der andere Defekt diente zur Kontrolle und blieb unversorgt.
Nach einer Standzeit von drei bzw. sechs Monaten wurde ein deskriptiver Vergleich hinsicht-
lich der Heilungsverldufe und der Regeneration osteochondraler Defekte in Abhingigkeit von

der Steifigkeit der Poly-D,L-Lactid-Implantate festgehalten.

3.1 Tiermodell und Haltung

Fiir diesen Versuch wurden 24 weibliche giiste Merino-Mix-Schafe ausgewdhlt, die zum
Zeitpunkt des Versuchsbeginn 2 V2 Jahre alt waren. Dabei handelte es sich um vier Versuchs-
gruppen mit jeweils sechs Tieren zu je zwei Standzeiten von drei und sechs Monaten. In einer
eingehenden tierdrztlichen Untersuchung wurde den Tieren ein guter Gesundheitszustand at-
testiert bevor sie in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-
Klinikum, eingestellt wurden. Dort wurde das jeweilige Gewicht ermittelt. Im Weiteren er-
hielten die Tiere eine praventive Behandlung gegen Ekto- und Endoparasiten mit dem Prépa-

rat Ivomec® (Ivermectin, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland).

3.1.1 Tierhaltung

Wihrend der gesamten Versuchsdauer erfolgte die Unterbringung der Tiere nach geltendem
Tierschutzrecht artgerecht in Gruppenhaltung in der tierexperimentellen Abteilung (Abb. 3).
Die Genehmigung fiir dieses Forschungsprojekt wurde durch das Landesamt fiir Arbeits-
schutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit als zustdndige Behorde mit Sitz in Berlin
erteilt (Genehmigungsnummer G 037/04). Der Stallboden war mit Stroh und Holzspénen ein-
gestreut, zwei Mal wochentlich wurde der Stall gesdubert und frisch eingestreut. Als Grund-
futter wurden die Schafe morgens und abends mit Heu gefiittert, Wasser stand ihnen ad libi-
tum iiber Selbsttrinken zur Verfiigung. Diese wurden tédglich gereinigt und auf ihre Funktio-
nalitidt gepriift. Kraftfutter erhielten nur Tiere mit einer Standzeit von sechs Monaten zu Trai-
ningszwecken prioperativ und postoperativ wihrend der durchgefiihrten Messung der Boden-
reaktionskraft. Die Frischluftzufuhr und die Klimatisierung des Raumes regelte eine Klimaan-

lage. Durch die Fenster fiel in den Sommermonaten geniigend Tageslicht, in den Wintermo-
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naten wurde der natiirliche Tag-Nacht-Rhythmus iiber eine integrierte Lichtanlage gesteuert.

Fiir alle Tiere der Versuchsgruppen herrschten die gleichen Haltungsbedingungen.

Abb. 3: Tierhaltung

3.2 Versuchsanordnung

Die Schafe wurden zufillig vor Versuchsbeginn ausgewihlt und in vier Gruppen zu jeweils
sechs Tieren eingeteilt (Tab. 1). In den Gruppen I und III wurden die gesetzten Defekte mit
einem weichen Poly-D,L-Lactid-Scaffold (PolyGraft, OsteoBiologics Inc, San Antonio, Te-
xas) versorgt. Die Versorgung mittels eines harten Poly-D,L-Lactid-Scaffolds (PolyGraft,
OsteoBiologics Inc, San Antonio, Texas) kam bei den Gruppen II und IV zum Einsatz, die

Standzeiten betrugen jeweils drei und sechs Monate.

Es wurden randomisiert osteochondrale Defekte in den lasttragenden Bereich der medialen
und lateralen Femurkondyle des linken Kniegelenkes gesetzt. Hierbei galt ein standardisierter
osteochondraler Defekt mit 8,4 mm Durchmesser und einer Tiefe von 10 mm mit Eroffnung

des subchondralen Knochens als Referenzdefekt.

Auf der Gegenseite wurde ein Defekt mit 7,4 mm im Durchmesser bei gleicher Tiefe gesetzt
und mit einem Poly-D,L-Lactid-Scaffold versorgt. Die Auffiillung erfolgte bis auf Hohe der

subchondralen Lamelle.
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Tab. 1: Darstellung der Gruppengrifien, der verwendeten Implantate und der Standzeit

Gruppe Implantat Standzeit

I weiche Poly-D,L-Lactid-Scaffold-Fiillung drei Monate
n==6 (55% native Steifigkeit)

I harte Poly-D,L-Lactid-Scaffold-Fiillung drei Monate
n==6 (85% native Steifigkeit)

I weiche Poly-D,L-Lactid-Scaffold-Fiillung sechs Monate
n=6 (55% native Steifigkeit)

v harte Poly-D,L-Lactid-Scaffold-Fiillung sechs Monate
n=6 (85% native Steifigkeit)

Die in dieser Studie verwendeten synthetischen Poly-D,L-Lactid-Implantate waren zylind-
risch, mit einer Implantatlinge von 10 mm und einem Durchmesser von 7,45 mm. Die biode-
gradierbaren Tréagerkonstrukte wiesen miteinander zu einem interkonnektierenden System
verbundene Poren auf. Unterschiede lieBen sich zwischen den beiden Poly-D,L-Lactid-
Implantaten im Hinblick auf ihre initiale Steifigkeit verzeichnen, begriindet in Variationen des
mengenmifigen Anteils der beiden Hauptkomponenten Polylactid und Polyglycolid und in
ithrem makroskopischen Erscheinungsbild. Detaillierte Aufschliisselungen der Mischungsver-
héltnisse wurden aus firmenpolitischen Griinden nicht preisgegeben (PolyGraft, OsteoBiolo-
gics Inc, San Antonio, Texas). Auf Grund der verschiedenen Eigenschaften der reinen Poly-
mere kann beziiglich der Zusammensetzung nur spekuliert werden. Die Implantate der Grup-
pe Polyweich mit einer Steifigkeit von 55% weisen einen hoheren Anteil an PGA mit amor-
pher Struktur auf, verglichen mit der Gruppe Polyhart, wihrend in dieser Gruppe der Anteil
an PLA dominiert und dadurch eine hohere Steifigkeit erreicht wird. Die Mikrostruktur des
Polylactids mit seinen kristallinen Regionen ist verantwortlich fiir die hohere Festigkeit und
die langsame Degeneration. Die Wahl der Porositit nahm ebenfalls Einfluss auf die mechani-
schen Eigenschaften der Implantate. In Anlehnung an die native Steifigkeit des Knochens
lieBen sich letztlich fiir die weichen Poly-D,L-Lactid-Implantate eine Steifigkeit von 55%
verbuchen. Im Falle der harten Poly-D,L-Lactid-Implantate konnte eine Steifigkeit von 85%

erreicht werden.

Die folgende Abbildung (Abb.4) zeigt die optischen Unterschiede zwischen einem nativen
autologen Knochen-Knorpel-Zylinder und den beiden synthetischen Poly-D,L-Lactid-

Implantaten. In beiden Implantaten wirkt die Oberflidche rau, offenporig, inhomogen und un-
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regelmifBig. Die Struktur der harten Poly-D,L-Lactid-Implantate erscheint, im Vergleich zu
den weichen Poly-D,L-Lactid-Implantaten wesentlich kompakter, bedingt durch den gering
gewihlten Porendurchmesser. AuBBerdem lassen sie eine trabekuldre Ausrichtung in Léangs-
richtung erkennen. In Bezug auf ihre trabekuldre Ausrichtung erwecken die weichen Implan-
tate einen eher unorientierten Eindruck. Dieses Erscheinungsbild wird mafgeblich von vor-
herrschenden unregelmifBig groBBen Poren geprigt, die grundsitzlich zu einer Auflockerung

der Struktur fiihren.

Abb. 4: Optische Gegeniiberstellung zwischen einem nativen Knochen-Knorpel-Zylinder und den beiden
synthetischen Implantaten

Knochen-Knorpelzylinder

Poly-D,L-Lactid-Scaffold (hart)

Poly-D,L-Lactid-Scaffold (weich)

3.3 Operationsvorbereitung

Vor dem Eingriff wurden die Tiere einer 12-stiindigen Nahrungskarenz unterzogen, Wasser
stand weiterhin ad libitum zur Verfligung. Pridoperativ wurde das Gewicht ermittelt. Im An-
schluss daran folgte eine Fixierung des Tieres, um einen vendsen Zugang in der V. cephalica
antebrachii legen zu konnen. Uber den Venenverweilkatheter wurde dem Schaf die Injekti-
onsnarkose mit Thiopental-Natrium (Trapanal®, Altana Pharma, Konstanz, Deutschland)
intravends bis zum Erreichen der Intubationsfihigkeit unter stindiger Kontrolle der Vitalfunk-
tionen und Reflexe infundiert. Auf einer Trage wurde das Tier in den Operationsvorberei-
tungsraum gebracht. Dort erfolgte am sedierten Tier unter zu Hilfenahme eines Laryngosko-
pes die Intubation mit einem Endotracheltubus (@ 9 mm). Dieser wurde hinter dem Kehlkopf
als Schutz vor Aspiration geblockt und mittels Klebeband an der Maulspalte fixiert. Zeitgleich
wurde das Tier an ein Beatmungsgerdt (Sulla 800V, Capnolog, Driagerwerk AG, Liibeck,
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Deutschland) angeschlossen und mit einem Gemisch aus Isofluran (Forene®, Abbot GmbH,
Wiesbaden, Deutschland), Lachgas und Sauerstoff beatmet. Die Isofluran-Konzentration be-
lief sich auf 1,5 Vol %, das Verhiltnis Lachgas zu Sauerstoff lag bei 40 Vol % zu 60 Vol %.
Entsprechend dem respiratorischen CO,-Wert (39-40 mmHg) betrug die Beatmungsfrequenz
zwOlf Atemziige pro Minute. Das Atemzugvolumen, abhingig vom jeweiligen Gewicht, vari-
ierte zwischen fiinf und acht Litern pro Minute. Uber einen Kontrollmonitor konnten perma-

nent die Sauerstoffsittigung und der CO,-Gehalt iiberwacht werden.

AnschlieBend wurde eine Magenschlundsonde (@ 14 mm, Riisch, Kernen, Deutschland) ge-
legt, um einer Pansentympanie vorzubeugen. Zum Schutz der Augen vor Austrocknung wurde
Bepanthen-Augensalbe (Panthenol-Augensalbe, Jenapharm®, Jena, Deutschland) aufgetra-

gen.

Nach Abschluss der Narkosevorbereitung erfolgte die weitere Vorbereitung auf den operati-
ven Eingriff. Dazu wurde das Tier in Riickenlage gebracht und die linke Hintergliedmale
ausgehend von der Fessel bis zur Hiifte geschoren, gereinigt und gewaschen. Zuvor wurde
eine 20 cm x 15 cm groBe Flidche im hinteren Riickenbereich frei geschoren, um eine optimale
Platzierung und Funktionalitit der Kautermatte zu erzielen. Alle vier Klauen wurden mit Pol-

stermaterial und Mullbinden umwickelt, um Kontaminationen zu vermeiden.

Unmittelbar daran schloss sich die Befestigung der EKG-Elektroden, jeweils oberhalb der
Fesselgelenke an beiden Vorderbeinen und an der rechten Hintergliedmalle, an. Somit war
eine kontinuierliche Uberpriifung der Herzfrequenz und des Herzrhythmus gegeben. Nach
dem Transport in den Operationssaal wurde das Schaf erneut an das Narkosegerit (Isofluran
Vaporizer 711, Servo Ventilator, Siemens AG, Karlsruhe, Deutschland) angeschlossen und die
vorigen Einstellungen iibernommen. Zusétzlich dokumentierte eine angebrachte Klemme am
Ohr die Sauerstoffsittigung im arteriellen Blut. Ein hinzu geschalteter Kapnograph vervoll-
stindigte die permanente Uberwachung der Vitalfunktionen. Perioperativ wurde ein in 100 ml
Aqua destillata gelostes Antibiotikum (Augmentan 2,2 g, SmithKline Beecham, Miinchen,
Deutschland) als Sturzinfusion infundiert sowie 1000 ml Elektrolytlosung (Elektrolyt-
Infusionslosung, Chemie AG, Berlin, Deutschland) als Dauertropfinfusion. AbschlieBend
wurde das Tier mit sterilen Tiichern abgedeckt, ausgenommen die linke Hintergliedmal3e. Das
Operationsfeld wurde komplett mit Jodpolyvidonlosung (Braunol®, B. Braun, Melsungen,

Deutschland) desinfiziert und chirurgisch vorbereitet.
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3.4 Operation

Der Zugang wurde medial am linken Kniegelenk gewihlt. Nach einer sechs Zentimeter lan-
gen parapatellaren Hautinzision wurden vorsichtig subkutanes Bindegewebe und die dortigen
Muskelfazien (Fascia genu, Fascia lata) durchtrennt. Zur besseren Ubersicht wurde umliegen-
des Gewebe aus dem Operationsfeld mit Hilfe von Wundhaken zuriickgehalten. Die Préapara-
tion der Gelenkkapsel wurde unter Verwendung einer Metzenbaum-Priparierschere und eines
Kauters durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Lingserdffnung der Gelenkkapsel medial
der Patella, sowie die Luxation der Patella nach lateral. Die maximale Flexion im Kniegelenk,
die wihrend der gesamten Operation beibehalten wurde, ermdglichte einen optimalen Ein-
blick in das eroffnete Kniegelenk. In dieser Position war es moglich, nach Teilresektion des
patelldren Fettkorpers die Femurkondylen {iibersichtlich darzustellen. Nun wurde unter Be-
riicksichtigung der Oberflachenkriimmung des Gelenkknorpels der jeweiligen medialen oder
lateralen Femurkondyle der Bereich fiir den osteochondralen Defekt bestimmt. Die grofere
der beiden Hohlfrisen (Einwegfrise, Zimmer GmbH, Winterthur, Schweiz) (Abb.5) wurde
zunichst leicht in den Knorpel eingedriickt. Der Durchmesser des osteochondralen Defektes
belief sich auf 8,4 mm. Unter Beibehaltung der Position wurde nun mittels einer druckluftbe-
triebenen Pistole ein 10 mm tiefes Loch in die subchondrale Knochenlamelle gefrist (Abb. 6).
Um Hitzenekrosen zu vermeiden, geschah dies unter stidndiger Spiilung mit steriler Kochsalz-
16sung. Nach Entnahme des Knorpel-Knochen-Zylinders (Abb. 7) wurden kleine Knochen-
fragmente aus dem Bohrloch entfernt und der Defektboden sorgféltig mit einem StoBel ge-
glittet. Die Defektrander wurden sorgfiltig mit einer Skalpellklinge begradigt und geglittet.
Auf diese Weise entstand ein als Leerdefekt (LD) zu definierender Defekt, der nicht weiter
versorgt wurde (Abb. 10). Auf der gegeniiberliegenden Kondyle wurde bei gleicher Prozedur
unter Verwendung einer kleineren Hohlfrdse (Einwegfrise, Zimmer GmbH, Winterthur,
Schweiz) (Abb. 5) ein osteochondraler Defekt mit einem Durchmesser von 7,4 mm gesetzt. Je
nach Versuchsgruppe wurde der vorliegende Defekt mit einem weichen oder harten Poly-
D,L-Lactid-Scaffold unter Anwendung der press-fit-Technik versorgt. Das Prinzip dieser Me-
thode basiert auf einer alleinigen Fixierung durch das Implantat, welches einen groferen
Durchmesser als das bestehende Bohrloch aufweist. Das sterile, resorbierbare Implantat wur-
de dem entnommenen Knorpel-Knochen-Zylinder mit Hilfe einer Liierzange in Bezug auf
Lange und Oberflichenkonvexitit angepasst. Der in einer Fiihrungsschiene platzierte Poly-
D,L-Lactid-Scaffold wurde unter leichten Hammerschldgen in den Defekt gedriickt (Abb. 8).
Dabei sollte die Oberfldache des Implantats mit der subchondralen Lamelle abschliefen (Abb.
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9). Im Anschluss daran wurde das Gelenk mit steriler physiologischer Kochsalzlosung ge-
spiilt, bis samtliche Blutkoagula entfernt waren. Nach Reluxierung der Patella wurde die Ge-
lenkkapsel mit resorbierbaren Vicryl (Ethicon, Johnson-Johnson, Stevens, Belgien) mit Hilfe
von Einzelheften verschlossen. Die Unterhaut wurde ebenfalls mit resorbierbarem Nahtmate-
rial (Ethicon, Johnson-Johnson, Stevens, Belgien) und Einzelheften verschlossen. Zuletzt
wurde die Hautinzision mit nicht resorbierbarem Merselenefaden (Ethicon, Johnson-Johnson,
Stevens, Berlgien) mit Knopfheften verschlossen. Die Operationswunde wurde mit einem
sterilen 10 cm langen Pflaster (Fixomull® Strech, BSN Medical GmbH & Co KG, Hamburg,
Deutschland) abgedeckt.

Abb. 5: Operationsbesteck Abb. 6: Bohrung eines osteochondralen Defektes

' ' ‘:It’
' %

Bestehend aus groBer und kleiner Hohlfrdse (1), Ent- Bohrung des 10 mm tiefen Defektes, rechtwinklig
nahmehilfen (2) zur Entnahme der Zylinder zur Gelenkoberfldche

mit dazugehorenden Stabilisierungsmanschetten (3)
und Drehhilfe (4)

36



MATERIAL UND METHODEN

Abb. 7: Zylinderentnahme Abb. 8: Einsetzen des Scaffolds

7

Entnahme des Knochen-Knorpel-Zylinders mittels Implantation des Scaffolds mit Hilfe der
Entnahmehilfe Stabilisierungsmanschette

Abb. 9: Fiillung Abb. 10: Leerdefekt

Laterale Femurkondyle nach Versorgung mit Mediale Femurkondyle nach Setzen des Defektes,
einem Scaffold bis auf das Niveau der dieser bleibt unversorgt (@ 8,4 mm)
subchondralen Knochenlamelle (@ 7,4 mm)

3.5 Postoperative Versorgung

Jedes Tier bekam zur postoperativen Analgesie auf die mediale Oberschenkelhaut ein Fenta-
nylpflaster (Durogesic 75 pg/h, Janssen-Cilac GmbH, Neuss, Deutschland) aufgeklebt. Dies
gab transdermal kontinuierlich 75 pg Fentanyl pro Stunde ab und wurde fiir die Dauer von
drei Tagen auf der Haut belassen. Sobald die Tiere selbststindig atmeten, wurden sie in ihre
gewohnte Umgebung gebracht, dort extubiert und solange intensiv iiberwacht, bis sie sicher
stehen konnten. Individuell dauerte das Abfluten der Narkose zwischen 30 Minuten und meh-
reren Stunden. Direkt nach dem Erwachen standen den Tieren Wasser und Futter ad libitum
zur Verfiigung. Alle Schafe erholten sich ohne Komplikationen von der Operation.

Das Allgemeinbefinden wurde téglich postoperativ kontrolliert und Lahmheitsuntersuchungen

unter Sichtkontrolle durchgefiihrt. Primires Ziel der Nachsorge war die Kontrolle des allge-
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meinen Gesundheitszustandes der Schafe insbesondere auf den Zustand der operierten Glied-
male bezogen. Erhohte Aufmerksamkeit galt Entziindungserscheinungen und verstérkter
Lahmbheit. Sichtbar lahm zeigten sich die Tiere unmittelbar nach und einige Tage nach der
Operation. Das Gangbild verbesserte sich aber signifikant innerhalb der folgenden Tage. Eine
vollstiandige Schonung der operierten GliedmaBe iiber einen ldngeren Zeitraum war nicht zu

verzeichnen. Die Fiden der Wundnaht wurden 10 Tage post operationem entfernt.

Der weitere Heilungsverlauf wurde anfianglich wochentlich und spéter in monatlichen Routi-

neuntersuchungen dokumentiert, dazu zédhlten auch regelmiBige Gewichtskontrollen.

3.6 Messung der Bodenreaktionskraft

Fiir die Messung der Bodenreaktionskraft wurden jeweils die sechs Tiere aus den Gruppen III
und IV mit einer Standzeit von sechs Monaten herangezogen. Die Messungen wurden zu-
nichst praoperativ, drei Tage nach der Operation und spéter in der 1., 2., 3., 4., 8., 12., 16., 20.
und 24. Woche durchgefiihrt. Die durchgefiihrten Bodenreaktionsmessungen orientierten sich
an einem standardisierten Protokoll (Kleemann et al., 2007). Vor Versuchsbeginn wurden
diese Schafe speziell darauf trainiert, liber einen fiinf Meter langen holzernen Laufsteg hinter
der Untersucherin freiwillig herzulaufen. In den Laufsteg war eine Messplattform (emed®
system novel GmbH, Miinchen, Deutschland), die mit einem Computer verbunden war, einge-
lassen. Eine drei mm starke Gummimatte bedeckte sowohl die Plattform als auch den Lauf-

steg (Abb. 11).

Um die Trainingseinheiten und die spiteren Messungen fiir die Schafe attraktiver zu gestalten,
bekamen sie zusitzlich Kraftfutter als Belohnung angeboten. Das Tempo und die damit ver-

bundene Schrittlinge konnte individuell von den Tieren selbst gewéhlt werden.

Die Messungen der Bodenreaktionskraft dienten der Evaluation des Gangmusters, somit war

es moglich, die dynamischen Druckverteilungen wihrend eines Gangzyklus darzustellen.

Ein Messzyklus umfasste jeweils die Dokumentation von acht einzelnen Klauenabdriicken
jeder GliedmaBe. Deren anschlieBende Auswertung erfolgte mit Hilfe der entsprechenden
Software novel-win 7.9 (emed® system novel GmbH, Miinchen, Deutschland). Besondere
Beachtung in der spéteren Analyse fanden die Parameter der Bodenreaktionskraft, der Kon-
taktzeit und der Kontaktfliche unter Beriicksichtigung des aktuell ermittelten Gewichtes zu

jeder Messung.
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Als Bezugswert wurde die prdoperative Messung fiir das jeweilige Bein definiert und mit der
Statistiksoftware SPSS 14 (SPSS 14, Windows Inc, Chicago, Illinios) analysiert. Die subjek-
tiven Betrachtungen der Untersucherin hinsichtlich des Bewegungs- und Allgemeinverhaltens

des Tieres flossen ebenfalls mit in die Untersuchung ein.

Abb. 11: Messung der Bodenreaktionskraft

Das Schaf lduft hinter der Untersucherin her. Dabei fuflt das Tier mit
der rechten vorderen GliedmafBe auf die unter der Gummimatte
eingelassene Messplattform, die durch Klebestreifen markiert wurde.

3.7 Gewinnung und Aufbereitung der Praparate

3.7.1 Euthanasie der Tiere

Nach Ablauf der Standzeiten von drei bzw. sechs Monaten erfolgte die Euthanasie der Tiere.
Hierbei wurden die Tiere mit je 2,5 g Thiopental- Natrium narkotisiert und erhielten unmittel-
bar danach bis zum Eintritt des Todes 100 ml einer 7,5 prozentigen Kaliumchloridlosung
(Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutschland) intravends. Der induzierte Herzstill-
stand wurde auskultatorisch iiberpriift.

Die Préparation und Gewinnung der Oberschenkelknochen geschah unmittelbar nach der To-
tung fiir das rechte und linke Hinterbein identisch. Beide HintergliedmaB3en wurden vom
Rumpf abgesetzt. Als nédchstes erfolgte nach der Hautung der Hintergliedmalen die Entnahme
der beiden Oberschenkelknochen. AnschlieBend wurden die Knochen vom angrenzenden

Bindegewebe und der Muskulatur befreit. Dem schloss sich die Er6ffnung und Durchtrennung

39



MATERIAL UND METHODEN

des Kniegelenkes an. Die Femurkondylen wurden, unter Schonung des Gelenkknorpels, vor-
sichtig von Band- und Geweberesten frei pripariert. Die Priparate wurden fiir die weitere
Aufbereitung in einer isotonischen Natriumchloridlésung aufbewahrt und so vor der Aus-
trocknung geschiitzt. Noch im Sektionsraum wurden die Préparate direkt nach der Entnahme

makroskopisch begutachtet und photographisch dokumentiert.

3.7.2 Sigen der Priparate

Die Pridparate wurden mit Hilfe des Makro-Trennschleifsystems (Firma Exakt Apperatebau
GmbH, Norderstedt, Deutschland) gewonnen und erfolgten unabhéngig von der Versorgung
fiir alle Priaparate nach dem gleichem Prinzip. Wihrend der gesamten Sédgearbeiten wurde das
Séageblatt einer kontinuierlichen Wasserkiihlung unterzogen, um thermische Schadigungen der

Préparate zu verhindern.

Zuerst wurde der Tibiaschaft auf halber Lange manuell mit einer Handsédge durchtrennt. An-
schlieend konnte das distale Knochenende so in eine Einspannvorrichtung fixiert werden,
dass die Knorpeldefekte senkrecht und in einem Winkel von 90° zum Ségeblatt zeigten. Die
Einspannvorrichtung wurde mit dem flexiblen Schlitten des Trennschleifsystems, welches
Seitwirtsverschiebung im Millimeterbereich erlaubte, fest verschraubt. Dies ermoglichte eine
optimale Positionierung des Priparates, wobei das Sdgeblatt parallel zum lateralen Rollkamm
ausgerichtet war.

Nach der korrekten Ausrichtung wurde jeweils parallel medial und lateral vom Leerdefekt
und versorgten Defekt in kraniokaudaler Richtung zwischen den Kondylen geségt, dies galt
natiirlich auch fiir die nativen Préparate. Die Losung der einzelnen Scheiben aus dem distalen
Ende des Femurs gelang durch einen Transversalschnitt, dies erforderte zuvor eine Drehung
des Knochens um 90° (Abb. 12). Zwei weitere Sdgevorginge, jeweils oberhalb und unterhalb
der Defekte, waren noétig, um das Gefiige letztendlich zu 16sen. In einem letzten Schnitt wur-
den die einzelnen Priparate direkt in der Defektmitte durchtrennt (Abb. 13). Die so gewonne-
nen Préparate wiesen in ihrer Mitte den entsprechenden Defekt auf, daran schloss sich in die
Peripherie ziehend intakter Gelenkknorpel mit einem Sicherheitsabstand von 4 mm an
(Abb.14). Zur Orientierung und Rekonstruktion des Bohrganges dienten angefertigte Ront-
gen- und MRT-Aufnahmen. Nach der photographischen Dokumentation wurden die Priparate
fiir die weitere Probenaufbearbeitung in Tissue Uni-Kassetten (Tissue III Tec®, Sacura Fine-

tek BV, Niederlande) gelegt und beschriftet.
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Abb. 12: Darstellung der beiden Femurkondylen
der rechten unbehandelten GliedmaBe
nach den einzelnen Sigeschnitten

Abb. 13: Durchtrennung der Femurkondyle direkt
in der Defektmitte, Aufsicht auf die regene-
rierte Gelenkfliche nach sechs Monaten

Standzeit

Abb. 14: Schnittfléiche eines gesiigten Priparates
In der Mitte ist der gesetzte Defekt (ROI
A und B) zu erkennen, versorgt mit ei-
nem Scaffold (hart). Standzeit sechs Mo-
nate, Fiillung
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3.8 Histologische Aufbereitung der Priparate

3.8.1 Fixation der Priparate

Unmittelbar nach der Entnahme ist eine schnelle Fixation der gewonnenen Préparate erforder-

lich, um eventuell einsetzende Autolyse bzw. Heterolyseprozesse zu verhindern.

Die Fixation erfolgte hierbei direkt nach dem Sigen fiir den Zeitraum von sieben Tagen in
einer neutralen isotonen Formaldehyd-Alkohol-Losung, die wie folgt zusammengesetzt war:
324 ml 37 %iges Formaldehyd, 550 ml 100 %iges Ethanol, 130 ml 0,1 molarer Barbital-
Natrium-Puffer mit pH- Wert von 7,3 und 6 g Glukose. Um alle Formalinriickstdnde zu ent-
fernen, wurden die Proben fiir die anschlieBende Weiterverarbeitung eine halbe Stunde unter

flieBendem Leitungswasser gewissert.

Danach wurden die fixierten Priparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Ent-
scheidend war, dass die Prédparate vollstindig mit Alkohol wihrend der gesamten Prozedur
bedeckt waren. Die Platzierung der Priparatglidser auf einem Schiittler (KIKA Labortechnik
HS501 Digital, Staufen; Deutschland) erméglichte eine optimale Infiltration. Durch die konti-
nuierlichen Bewegungen wurde ein gleichmifBiges Durchdringen und Benetzen der Priparate
mit Ethanol gewdhrleistet. Dem Entwisserungsprozess folgte zur Entfettung der Préaparate die
Einbettung in Xylol fiir 24 Stunden (Baker 7400 AA, Deventer, Holland). Dies galt als Vorbe-

reitung auf die nachfolgende Kunststoffeinbettung.

3.8.2 Einbettung der Priparate

Bei dem in dieser Studie verwendeten Einbettmedium fiir die Hartschnitt-Technik handelte es
sich um einen kalt polymerisierenden Kunststoff auf Methylmethacrylatbasis fiir histologische
Untersuchungen von mineralisiertem Gewebe (Technovit 9100 neu, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland). Eine optimale Infiltration der Priparate mit diesem Kunststoff setz-
te ein zweimaliges Préinfiltrieren vor der eigentlichen Einbettung voraus. Die Herstellung und
der Gebrauch der fertigen Gebrauchslosungen (Préinfiltrationslosung, Infiltrationslésung und

Polymerisationsgemisch) erfolgten entsprechend den Herstellerangaben.

Die entwisserten und entfetteten Praparate wurden fiir 14 Tage bei Raumtemperatur in die
Préinfiltrationslosung gelegt. Darauf folgte eine weitere 14-tégige Phase in der Infiltrationslo-
sung bei 4° C im Kiihlschrank, um ein Aushirten des Kunststoffes zu verhindern. Diese Pro-

zedur fiihrte dazu, dass der Kunststoff die Praparate vollstandig durchtrinkte. Fiir die Herstel-
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lung des Einbettmediums (Technovit 9100 neu, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutsch-
land) wurden die Stammlosungen A (Basislosung, PMMA-Pulver und Hérter) und Stammlo-
sungen B (Basislosung und Polymerisationsregler) im Volumenverhéltnis 9 zu 1 gemischt.
Der Aushirtungsprozess setzte sofort nach der Mischung beider Komponenten ein, daher
durfte das Polymerationsgemisch erst unmittelbar vor dem Gebrauch angesetzt werden. Die
eigentliche Einbettung erfolgte in luftdicht verschlieBbaren KunststoffgefiBlen entsprechend
der Priparatgroe. Dazu wurden zuvor die Knorpel-Knochen-Scheiben aus ihren Uni-
Kassetten entnommen und mit der anzuschneidenden Seite einzeln auf den Boden der Einbett-
form gelegt. Darauf wurde moglichst blasenfrei das viskdse Polymerisationsgemisch gegos-
sen, bis das Priparat vollstindig bedeckt war. Um eine genaue Identifikation der Priparate zu
gewihrleisten, wurde vor dem Deckelverschluss ein beschrifteter Papierstreifen in die Ein-
bettform gelegt. Ein optimales Aushértungsergebnis wurde erzielt, indem die luftdicht ver-
schlossenen Formen fiir 24 Stunden in einem Eisbad heruntergekiihlt wurden. Nach erfolgrei-
cher Auspolymerisation des Kunststoffes konnten die Priparate aus den Einbettformen ent-

nommen werden.

3.8.3 Anfertigen der histologischen Priparate

Die in Methylmethacrylat eingebetteten Priparate wurden zunéchst mit einer Tischschleifma-
schine (Phoenix 3000, Jean Wirtz GmbH, Diisseldorf, Deutschland) in eine rechteckige Form
geschliffen. Im Anschluss daran wurden die Riickseite der Préparate mit ca. 2 cm Technovit
3040 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) iiberschichtet und erneut in Form
geschliffen, so dass sie optimal in das Mikrotom eingespannt werden konnten. Mit Hilfe des
Hartschnittmikrotoms (Leica SM 2500S, Bensheim, Deutschland) und einem 16 cm langen
Hartmetallmesser (Messerwinkel 40°) wurden unter standiger Benetzung des Messers und des
Préaparatblockes 6 um dicke Serienschnitte angefertigt. Die einzelnen Schnitte wurden auf
beschrifteten Objekttrdgern (75x50 mm Superior, Marienfeld, Labaratory Glassware, EU)
analog dem Préparat aufgetragen, wodurch eine spitere genaue Zuordnung moglich wurde.
Unmittelbar daran erfolgte eine Behandlung der Schnitte mit Streckfliissigkeit, die eine Stre-
ckung und Entfaltung des Gewebes bewirkte. Die Streckfliissigkeit setzte sich aus drei Teilen
Butoxyethylacetat und sieben Teilen 70 %igem Ethanol zusammen. Die so préparierten
Schnitte wurden nun sowohl mit Isolierfolie (Kisol-Folie, MDS GmbH, Buseck, Deutschland)
als auch mit einem saugstarken Filterpapier bedeckt. Die Aushirtung der iibereinander gesta-

pelten Schnitte vollzog sich unter Schraubzwingendruck zwei Tage lang in einem Brutschrank
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(Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland) bei 60°C.

3.9 Histologische Farbungen

Als Vorbereitung auf die Farbungen wurden die Schnitte jeweils dreimal 30 Minuten in 2-
Methoxyethylacetat (MERCK Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland) entplastet. Dies
fiihrte zu einer vollstindigen Elimination des Kunststoffes aus den Geweben und machte die-
se fiir die nachfolgenden Firbelosungen zuginglich. AnschlieBend durchliefen die Schnitte

eine absteigende Alkoholreihe, um rehydriert zu werden.

Fiir die histomorphometrische Beurteilung des Defektbereiches wurden zwei Standardfdrbun-
gen Safranin-Orange / Lichtgriin und Safranin-Orange / von Kossa ausgewihlt. Fiir die histo-
logische Beurteilung wurde zudem noch die Trichromfirbung nach Masson und Goldner

durchgefiihrt.

Safranin-Orange / Lichtgriin Féirbung

Diese spezifische Farbemethode eignete sich besonders zur Darstellung von Knorpelgewebe
(Abb. 15). Hierbei drang der Farbstoff Safranin-Orange in die Knorpelgrundsubstanz ein und
band bevorzugt an den sauren Gruppen der Mukopolysaccharide, welche sich dann intensiv
rot fiarbten. Osteoidsdume und Zellkerne stellten sich ebenfalls rot dar. In einer Gegenfirbung
mit Lichtgriin wurden Knochen- und Bindegewebe griin angefirbt (Féarbeprotokoll im An-

hang, Tab. 5).
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Abb. 15: Safranin-Orange / Lichtgriin Farbung
nativ, Standzeit drei Monate

Kombinierte Safranin-Orange / von Kossa Fédrbung

Diese spezielle Farbung erlaubte eine Unterscheidung von mineralisiertem und nicht minera-
lisiertem Gewebe (Abb.16). Mineralisierter Knorpel und Knochen fédrbten sich einheitlich
schwarz, Mineralisationsfronten hingegen stellten sich schwarz granuliert dar. Die Kombina-
tionsfiarbung mit Safranin-Orange fiihrte zu einer kontrastreichen Darstellung von nicht mine-
ralisiertem Knorpel und Bindegewebe, welches sich in verschiedenen intensiven Rottonen

préasentierte (Fiarbeprotokoll im Anhang, Tab. 6).

Abb. 16: kombinierte Safranin- Orange / von Kossa Firbung
Fiillung, Standzeit drei Monate

Trichromfirbung nach Masson und Goldner
Diese Firbung hebt verschiedene Zell- und Gewebeanteile hervor (Abb. 17). Zellkerne firb-
ten sich bridunlich-schwarz an, wihrend sich das Zytoplasma ziegelrot hervorhob. Eine Oran-

gefiarbung erfuhren die kernlosen Erythrozyten. Bindegewebe und saure Mukosubstanzen
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stellten sich hellgriin dar. Mineralisiertes Knochengewebe war von leuchtend griiner Farbe,

hingegen féarbten sich unverkalkte Osteoidsdume rotlich (Farbeprotokoll im Anhang, Tab. 7).

Abb. 17: Trichromfirbung nach Masson und Goldner
Leerdefekt, Standzeit drei Monate

3.9.1 Eindecken der Schnitte

Nach dem Entwéssern der gefirbten Priparate in einer absteigenden Alkoholreihe verweilten
die Schnitte fiir 10 Minuten in Xylol. Um die Priparate langfristig zu konservieren, wurden
die Priparate luftdicht mit Deckgldsern und dem Einschlussmittel Vitru —Clud (Langenbrick,
Emmendingen, Deutschland) eingedeckelt. Die eingedeckten Objekttriager trockneten 24

Stunden bei Raumtemperatur.

3.10 Histologische Auswertung

Die histologischen Priparate wurden unter dem Lichtmikroskop (Axioskop 2, Zeiss, Oberko-
chen, Deutschland) semiquantitativ bei aufsteigender Vergroerung durchgemustert, besonde-

re Aufmerksamkeit galt dabei der Defektregion.

Anhand eines modifizierten Scores nach dem Vorbild Wakitanis, modifiziert von Pineda
(Wakitani et al., 1994) und nach O’Driscoll (O’Driscoll et al., 1988) wurden die mit Safranin-
Orange / von Kossa und Masson-Goldner gefirbten Praparate im Hinblick auf die Defekte,
dies impliziert den gefiillten Defekt und den Leerdefekt, beurteilt und klassifiziert. Diese Er-
gebnisse wurden pro Pridparat und Scorekriterium gemittelt und ausgewertet. Der Score war

unterteilt in die beiden Abschnitte A (Punkte 1-7) und B (Punkte 8-12).

Der Score A befasste sich mit der Bewertung und Quantifizierung des neu entstandenen Ge-

webes innerhalb des Defektbereichs, der sich daran anschlieBende zweite Abschnitt B mit der
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Integration des Implantats im umliegenden Gewebe. Die maximal erreichbare Gesamtpunkt-

zahl betrug 27 Punkte bei Score A und 12 Punkte bei Score B. Die nativen Priparate erhielten

als Optimum die jeweilige Hochstpunktzahl.

Tab. 2: Semiquantitativer Score zur Auswertung der Priparate

Score A

Kategorie Punkte

kaum Anfiarbung

80%-100% 8

60%-80% 6
prozentualer Anteil des hyalinen Knorpels

40%-60% 4

20%-40% 2

0%-20% 0
A. Oberfldchenbeschaffenheit glatt und intakt 2

Fissuren 1

Risse, Fibrillation 0
B. Strukturelle Integritét normal 2

leichte Risse, Zysten 1

kaum integriert 0
C. Knorpeldicke 100% des umliegenden Knorpels 2

50%-100% des umliegenden Knorpels 1

oder dicker als normal

0%-50% normalen Knorpels 0
D. Verbindung zum umliegenden Knorpel verbunden auf beiden Seiten 2

verbunden auf einer Seite, teilweise 1

verbunden auf beiden Seiten

unverbunden 0

normale Zellularitit, keine Cluster 2

leichte Hypozellularitit, <25% 1
degenerative zelluldre Verinderungen Chondrozytencluster

moderate Hypozellularitit, 0

Hyperzellularitit, >25% Cluster

normale Zellularitit, keine Cluster, 3

normale Anfirbung

normale Zellularitit, wenig Cluster, 2
degenerative Verinderungen im moderate Anfarbung
umliegenden Knorpel milde oder moderate Hypozellularitit, 1

leichte Anfiarbung

schwere Hypozellularitit, viel Cluster, 0
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vollstindige Rekonstruktion 2
Rekonstruktion des subchondralen mehr als 50% Rekonstruktion |
Knochens

<50% Rekonstruktion

NN (O

Verbindung zwischen regeneriertem vollstindig und ununterbrochen
Knorpel und neuem subchondralen <100% aber >50%
Knochen

<50% 0

—_

mehr als 80% homogene positive 2
Anfirbung

Safranin-Orange Féarbung 40%-80% homogene positive 1
Anfirbung

<40% homogene positive Anfirbung 0

X 27

Score B

91%-110%
76%-90%
Auffiillung im Defektbereich 51%-75%
26%-50% 1
<26%

N W A

N O

verbunden auf beiden Seiten

—

verbunden auf einer Seite, teilweise

laterale knoch Integrati . .
aterale knocherne Integration auf beiden Seiten

Unverbunden

91%-100%
70%-90%

50%-69% 1
<50%

NN WO

basale Integration

N O

Keine
Gering 1

Entziindungsreaktionen
Stark 0

Nein 1

Fremdkorperreaktion
Ja 0

X A+B 39
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3.10.1 Definition der Region of Interest (ROI)

Die ROI definierte das Interessengebiet der Auswertung und charakterisierte einen konkreten
Bereich innerhalb des Priparates. Dieser gliederte sich in zwei unterschiedlich grofle Segmen-
te, die in der spéteren Auswertung gesonderte Beriicksichtung fand (Abb.14). Der eigentliche
Defektbereich wurde von den Regionen A und B représentiert. Die Ausmalle der gemeinsa-
men Flidche von A und B differierten in Abhédngigkeit von der verwendeten Hohlfrédse. Bei
dem versorgten Defekt wurde diese Flache mit der Hohe von 10 mm und einer Breite von 7,4
mm standardisiert festgelegt. Der Leerdefekt beanspruchte eine Fliache mit einer Breite von
8,4 mm und einer Hohe von 10 mm. In beiden Fillen war so eine vollstandige Abdeckung des
jeweiligen Defektes gewihrleistet. Der Fokus dieser Auswertung richtete sich primir auf die

osteochondrale Defektheilung.

3.10.2 Bildanalyse

Eine weitere Moglichkeit, Knorpel-Knochenschnitte zu analysieren und quantitativ zu beur-
teilen, bot ein computergestiitztes Auswertungssystem. Fiir dieses spezielle Auswertungsver-
fahren in der Bildanalyse wurden die Schnitte standardisiert unter Verwendung einer hochauf-
16senden Digitalkamera (Nikon D70, Nikon Corporation Fuji, Tokio, Japan) photographiert.
Eine optimale Ausleuchtung der Priparate und eine damit verbundene Verbesserung der Bild-
qualitit durch Verstirkung der Kontraste wurde mit einer externen Lichtquelle (Leica KL
1500 LCD, Bensheim, Deutschland) erzielt. Um eine rdaumliche Orientierung zu erhalten,
wurde neben dem Préparat eine Skalierung im Millimeterbereich angebracht. Dies ermdglich-

te spéter eine notwendige Kalibrierung im Digitalbild.

Die auf einem Stativ montierte Kamera gewéhrleistete einen gleich bleibenden Abstand zum
jeweiligen Préparat wihrend des gesamten Photographievorganges. Die jeweiligen Einstel-

lungen wurden standardisiert fiir alle Schnitte beibehalten.

Fiir die Auswertung in der Bildanalyse kamen jeweils zwei Schnitte pro Prédparat, ein nach
Safranin-Orange / Lichtgriin und nach Safranin-Orange / von Kossa gefidrbter Schnitt, zur

Anwendung.

Mit einem eigens fiir diese spezifischen Versuchsanforderungen geschriebenen Computerpro-
gramm (KS 400, Kontron Elektronik GmbH, Eching, Deutschland) war es moglich, die digi-
talen Bilder zu analysieren. Die Identifizierung spezifischer Strukturen (Knorpel, mineralisier-
tem Knochen und Bindegewebe) erfolgte auf Grund ihrer unterschiedlichen Anférbung. Diese
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Farbcodierung ermoglichte die Erfassung und Berechnung von Flicheninhalten verschiedener
Gewebetypen. Die abgespeicherten Priparatbilder wurden im Rahmen des Programms im
Rechner hochgeladen und im weiteren Verlauf wurden die einzelnen Anweisungen des Pro-

gramms abgearbeitet.

In einem ersten Schritt erfolgte die Kalibrierung des Systems an einem Safranin-Orange / von
Kossa gefirbten Priparates. Die Millimeterskalierung auf den digitalen Bildern diente hierbei
der Kalibrierung des jeweiligen Priparates, dazu wurde ein vom Makro vorgegebenes Recht-
eck mit 3 mm Kantenldnge angelegt (Abb. 18). Die, das Priparat umschlieBende gewebefreie
Fliche wurde speziell markiert um von den folgenden Berechnungen ausgeschlossen zu wer-
den (Abb. 19). AnschlieBend wurde eine vorher definierte ,,region of interest* (,,ROI*) (Abb.
14) im Defektbereich so platziert, dass die obere Kante der ROI mit der Gelenkknorpelober-
fliche abschloss (Abb. 20). Die ROI erstreckte sich iiber den gesamten Defektbereich. Die
weiteren Messungen bezogen sich nur noch auf die fixierte ROI. Zuerst wurde in dieser ROI
das Knochengewebe segmentiert, welches sich in der Safranin-Orange / von Kossa-Firbung
schwarz anfirbte (Abb. 21). In einem dem gleichen Schnitt wurde im Anschluss das sich rot
darstellende Binde- und Knorpelgewebe markiert (Abb. 22). Im Folgenden errechnete das
Computerprogramm in Abhéngigkeit von der Farbverteilung der einzelnen Gewebe die ent-
sprechenden Fldchenanteile an mineralisierten Knochen, Knochendichte, hyalinem Knorpel
und Bindegewebe. Das Programm erstellte zur Berechnung der knéchernen Struktur ein Bi-
ndrbild. Anhand des zweiten Préiparates in der Safranin-Orange / Lichtgriinfarbung erfolgte
letztlich die Dokumentation und Berechnung des neu gebildeten hyalinen Knorpels im De-
fektbereich (Abb. 23), verfahren wurde nach der gleichen Prozedur wie beim ersten Préparat.
Die nicht aufgefiillte Fliche des Defektbereiches wird durch Anlegen einer speziellen Leer-

ROI markiert und entsprechend berechnet.

Die Vorgaben des Programms beziiglich der angeféarbten Bereiche erlaubten dem Untersucher
eine manuelle Korrektur. Die Moglichkeit bestand, Bereiche, die vom Programm nicht als
Zielgewebe registriert worden waren, im Nachhinein zu markieren und in die Auswertung
einfliefen zu lassen. Aus den einzeln markierten Flichen addierte das Programm letztlich die
gesamten Knochen- und Knorpelfldchen. Gewebefreie Bereiche im Sinne von nicht aufgefiill-
ter Flache wurden im histologischen Schnitt innerhalb der ROI markiert und von der stan-
dardm@Big berechneten ROI schlieBlich subtrahiert. Die flichenméfige Erfassung des Poly-
D,L-Lactid-Scaffold wurde mit Hilfe eines weiteren Makros gewihrleistet. Entsprechend den

oben beschriebenen Schritten erfolgte auch hier eine Kalibrierung und Festlegung der ROL.
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Im Anschluss daran war es nun moglich, auschlieBflich manuell die Poly-D,L-Lactid-

Scaffoldreste zu markieren und zu erfassen.

Parameterdefinition

Im Folgenden sind die in der Bildanalyse erhobenen Parameter aufgefiihrt und erklirt:

Total Bone Area: Gesamtknochenfldche ( mm’ )
Darunter war die gesamte Knochenfliche zu verstehen, die sich im histologischen Schnitt als
schwarze Fliache darstellte. In ihrer Gesamtheit bestand sie aus mineralisiertem Knochen, un-

gefiillten Lakunen, kleinen Bindegewebsinseln und BlutgefdBen.

Total Mineralized Bone Area: Gesamtfldche an mineralisierten Knochen ( mm’ )

Bei diesem Parameter wurden die schwarz angefirbten mineralisierten Areale des Knochens
und Knorpels beriicksichtigt und flichenmifBig ermittelt. Die ermittelte Fliche des minerali-
sierten Knorpels war so gering, dass diese vernachlissigt werden konnte. Somit entsprach der

gewonnene Wert primédr dem des mineralisierten Knochens.

Bone density: Knochendichte (%)
In die Berechnung flieen die beiden ermittelten Werte aus der Gesamtknochenflidche und der
mineralisierten Knochenfldche mit ein. Der Anteil des mineralisierten Knochens in Bezug auf

die Gesamtknochenfléiche ergibt die Knochendichte.

Total Connective Tissue Area: Gesamtbindegewebsfliiche (mm’)

Die Gesamtbindegewebsfliche berechnete sich basierend auf dem nach Safranin-Orange / von
Kossa gefirbten Schnitt aus dem rot gefdarbten Bindegewebe und dem hyalinen Knorpel.
Letztlich erhielt man den Wert fiir das Gesamtbindegewebe nach Subtraktion des Anteils an

hyalinen Knorpel.
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Cartilage Area: Knorpelfliche (mm®)
Die Berechnung der Knorpelfliche erfolgte aus dem mit Safranin-Orange / Lichtgriin geférb-

ten Priparat, hierbei fand nur der hyaline Knorpel in der Auswertung Beriicksichtigung.
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Abb. 19: Ausschluss der umschlieBenden gewebe-
freien Fliche durch Markierung (gelb)

LTI

Safranin-Orange / von Kossa Farbung Safranin-Orange / von Kossa Farbung

Abb. 20: Positionierung der ROI Abb. 21: Markierung der gesamten mineralisier-
ten Knochenfliiche
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Abb. 22: Markierung der Gesamtfliche von Bin- Abb. 23: Markierung des Knorpels
degewebe und Knorpel

Safranin-Orange / von Kossa Farbung Safranin- Orange / Lichtgriin Farbung

3.10.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der histomorphometrischen Daten erfolgte unter Verwendung des
Statistikprogramms SPSS 14 (SPSS 14, Windows Inc, Chicago, Illinios). Zusitzlich fand der
nicht parametrischen Mann-Whitney-Test Anwendung. Die Verwendung dieses Testverfah-
rens auf die gewonnenen histomorphometrischen Daten diente einerseits der Untersuchung
beziiglich des Einflusses der Standzeit innerhalb der Gruppen, andererseits wurde damit der
Einfluss der Therapie zu beiden Zeitpunkten analysiert. Additiv fand der nicht parametrische
Wilcoxon-Test Anwendung. So wurde ein direkter Vergleich zwischen Leerdefekten und Fiil-
lungen ermdglicht. Die Signifikanz fiir beide Testverfahren wurde mit einem p-Wert von

p<0,05 festgesetzt.

Die im Histo-score erhobenen Daten wurden ebenfalls mit den oben erwéhnten statistischen
Testverfahren analysiert. Die statistische Analyse stiitzte sich auf die Bildung der Differenzen
zwischen den jeweils ermittelten Punktwerten fiir die Implantate und den versorgten Defekten
zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Anwendung des Mann-Whitney-Tests diente der Darstellung
von Unterschieden zwischen den Implantaten und den Leerdefekten zu den verschiedenen
Zeitpunkten. Als Testverfahren wurde der Wilcoxon-Test zum Vergleich zweier unabhéngi-
ger Stichproben verwendet. Er basiert auf einer Rangreihe der absoluten Wertepaardifferen-

zen und berechnet fallweise zu jedem Wertepaar die Differenzen.
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4  Ergebnisse

4.1 Subjektive Beurteilung des Heilungserfolges

Wihrend der postoperativen Heilungsphase war bei keinem der 24 Versuchstiere ein gestortes
Allgemeinbefinden oder eine Veridnderung in der Futter- und Wasseraufnahme zu verzeich-
nen. Keines der Tiere wies Anzeichen einer Wundheilungsstorung oder einer postoperativen
sekundiren Infektion des operierten linken Kniegelenks auf. Bei allen Tieren konnte initial
eine deutliche Schonung der operierten GliedmaBe mit geringfiigiger Fuung auf der Klauen-
spitze festgestellt werden. Die in den ersten Tagen nach der Operation zu verzeichnende
Lahmbheit bildete sich im Laufe der Zeit mit sukzessiver Steigerung der Belastung deutlich
zuriick. Eine vollstindige Einschrinkung der Beweglichkeit des Kniegelenkes infolge der
Operation wurde in keinem Fall beobachtet. Nach sechs Monaten war die linke Gliedmalle in

ihrer Funktionalitit wieder vollstindig hergestellt.

4.2 Messung der Bodenreaktionskrifte

Die Messungen der Bodenreaktionskraft dienten der Evaluation des Gangmusters. Somit war
es moglich, die dynamischen Druckverteilungen wihrend eines Gangzyklus darzustellen. Das
Ausmal} der Bodenreaktionskraft ist proportional sowohl zur relativen GroB3e des Korperge-
wichts, das von der Klaue beim Auftritt getragen wird, als auch zur Kérperbeschleunigung.

In die Auswertung gingen jeweils sechs Tiere aus den Gruppen III und IV mit einer Standzeit
von sechs Monaten ein. Die Bearbeitung der Rohdaten, zusammen getragen aus den einzelnen
Messungen der Bodenreaktionskrifte, erfolgte mit Hilfe der entsprechenden Software novel-
win 7.9 (emed® system novel GmbH, Miinchen, Deutschland). Bei den zu analysierenden
Parametern handelte es sich um die maximale Bodenreaktionskraft, die Kontaktzeit und die
Kontaktflache. Als Bezugswert wurde die priaoperative Messung mit 100% fiir das jeweilige
Bein definiert. Zudem war eine grofe interindividuelle Variabilitit hinsichtlich der erhobenen
Messwerte feststellbar sowohl innerhalb einer Gruppe als auch zwischen beiden. Im Folgen-
den werden die Verldufe der einzelnen Bodenreaktionsparameter fiir beide Gruppen skizziert,
sie zeigen die relativen Werte basierend auf den praoperativen Wert. Die Betrachtung kon-
zentriert sich primir auf die beiden hinteren GliedmaBen. Die grafische Darstellung erfolgt
mit Hilfe von Fehlerbalken, bezeichnend ist hier die Lage des Mittelwertes fiir die einzelnen

Variablen. Zusitzlich liefern Fehlerbalken neben den beobachteten Mittelwerten aus der
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zugrunde liegenden Stichprobe auch Informationen iiber die wahrscheinliche Lage des Mit-

telwertes in der Grundgesamtheit.

Da die geringe Gruppengrofle von Schafen (n=6) gegeniiber der Vielzahl von Messzeitpunk-
ten und die starken interindividuellen Schwankungen bei der statistischen Untersuchung,
Probleme im Hinblick auf signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen, Zeit-
punkten und Parametern bereitete, wurde die Auswertung auf einen rein deskriptiven Ver-

gleich der beiden Gruppen beschrinkt.

Eine Tabelle mit den Mittelwerten sowie den Minimal- und Maximalwerten der jeweiligen

Parameter fiir die beiden untersuchten Gruppen findet sich im Anhang (Tab. 8; Tab. 9).

4.2.1 Maximalkraft

Bei allen Tieren beider Gruppen kam es postoperativ zu einer deutlichen Abnahme der maxi-
malen Bodenreaktionskraft im Sinne einer Entlastung der operierten Extremitidt wihrend des
Gangzyklus. Die Gruppe III, versorgt mit einem weichen Poly-D,L-Lactid-Scaffold, zeigte
am dritten Tag nach der Operation eine deutliche Reduktion der maximalen Bodenreaktions-
kraft auf 86% (Abb. 24). Parallel dazu lie sich in der Gruppe IV, welche mit einem harten
Poly-D,L-Lactid-Scaffold versorgt worden war, eine Abnahme der maximalen Bodenreakti-
onskraft am dritten Tag post operationem auf 83% verzeichnen (Abb. 25). Nach vier Wochen
war die linke Gliedmal3e der Gruppe III in ihrer Funktionalitit wieder vollstindig hergestellt
und kehrte zum prioperativen Ausgangsniveau zuriick. In der Gruppe 1V lieB3 sich eine linge-
re Schonung der operierten Gliedmalle bis zur achten Woche nachweisen. Im Laufe der Zeit
kam es in beiden Gruppen zu einer kontinuierlichen Steigerung der Gewichtsbelastung der
linken GliedmaBe bis hin zum prioperativen Ausgangsniveau, welche folgend graphisch dar-

gestellt werden (Abb. 24; Abb. 25).
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Abb. 24: Darstellung der Maximalkraft fiir beide HintergliedmaBien der Gruppe IIL. Die Grafik zeigt
Mittelwerte mit einfacher Standardabweichung.
In den ersten drei Wochen ist eine Entlastung der linken operierten Gliedmale zu erkennen, die nach
vier Wochen das prioperative Ausgangsniveau erreicht. Die rechte gesunde GliedmalBe erfihrt anfing-
lich eine kompensatorische Mehrbelastung mit einem Maximalpunkt drei Tage post operationem.
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Gleichzeitig war zu beobachten, dass die kontralaterale intakte rechte Hintergliedmalle in bei-
den Gruppen eine kompensatorische Mehrbelastung erfuhr mit einem Maximalpunkt drei Ta-
ge post operationem (Abb. 24; Abb.25). Danach war eine stetig korrespondierende Kraftzu-
nahme der kontralateralen operierten GliedmaBle zu verzeichnen. Dieses Geschehen lisst sich
bis in die vierte Woche verfolgen, danach kam es zu einer allméhlichen Angleichung der
Kurvenverldufe. In beiden Gruppen wurde die rechte gesunde Gliedmalle wihrend der ersten

acht Wochen des Beobachtungszeitraums mehr belastet.
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Abb. 25: Darstellung der Maximalkraft fiir beide HintergliedmaBien der Gruppe IV. Die Grafik zeigt Mit-
telwerte mit einfacher Standardabweichung.
In den ersten vier Wochen ist eine Entlastung der linken operierten Gliedmale zu erkennen, die nach
fiinf Wochen das pridoperative Ausgangsniveau erreicht. Die rechte gesunde Gliedmalle erfihrt eine
kompensatorische Mehrbelastung mit einem Maximalpunkt drei Tage post operationem.
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4.2.2 Kontaktzeit

Die Kurvenverldufe der operierten Gliedmalle beider Gruppen fiir den Parameter Kontaktzeit
verhielten sich dhnlich, einer anfianglichen Abnahme folgte eine stetige Zunahme der Kon-
taktzeit (Abb. 26). Der Kurvenverlauf der Gruppe III (Polyweich) zeigte zu Beginn eine rapi-
de Abnahme der Kontaktzeit beziiglich der linken hinteren Gliedmalle, die in der achten Wo-
che post operationem ihr Minimum mit einem Mittelwert von 81% des praoperativen Wertes
erreichte. Die Gruppe IV (Polyhart) wies einen dhnlichen Kurvenverlauf beziiglich des unter-
suchten Parameters auf, wobei das Minimum in der vierten Woche mit einem Mittelwert von
85% erreicht wurde. In dem anschlieenden Zeitraum erfolgte eine Anndherung der Kontakt-
zeit an den praoperativen Ausgangswert. Die registrierte Teilentlastung der operierten Glied-

malle bedingt gleichfalls eine Reduktion der Kontaktzeit.
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Abb. 26: Darstellung der Kontaktzeit fiir die linke HintergliedmaBe beider Gruppen (III und IV). Die
Grafik zeigt Mittelwerte mit einfacher Standardabweichung.
Beide Gruppen zeigten eine Verkiirzung der Kontaktzeit, die wihrend des gesamten Beobachtungszeit-
raums anhielt.
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4.2.3 Kontaktfliche

Der Parameter Kontaktfldche erreichte in beiden Gruppen fiir die operierte GliedmaBe drei
Tage post operationem sein Minimum mit einem Mittelwert von 93% in der Gruppe IV, die
geringfiigig schlechtere von beiden. Die Gruppe III erreichte schon eine Woche eher, also
bereits nach zwei Wochen, den préaoperativen Status, im Vergleich dazu die Gruppe IV erst
nach acht Wochen. Auffilliger Weise liel sich ein stetiger Kurvenanstieg in beiden Gruppen
ab der achten Woche iiber das prioperative Niveau verzeichnen. In den ersten drei Wochen
war tendenziell ein Anstieg im Vergleich zum pridoperativen Wert feststellbar (Abb. 27).
Auch in diesem Fall waren die Beobachtungen in der vorhandenen Lahmbheit begriindet. Das
verdnderte Gangbild resultierte aus einer FuBung mit der Klauenspitze, ablesbar an der Ab-
nahme der Kontaktfldche. Die Betrachtung der jeweiligen rechten GliedmaBe hinsichtlich des

zeitlichen Verlaufes ergab keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb. 27: Darstellung der Kontaktfléiche fiir die linke Hintergliedmafie beider Gruppen (III und IV). Die
Grafik zeigt Mittelwerte mit einfacher Standardabweichung.
Die Kontaktfliche verringerte sich in beiden Gruppen post operationem. Die Gruppe Polyweich er-
reichte bereits nach zwei Wochen den prioprativen Ausgangswert, wihrend die Gruppe Polyhart erst
nach acht Wochen den Ausgangswert wiedererlangte.
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4.3 Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung bei der Explantation

Wihrend der Explantation wurde in keinem Kniegelenk ein Anzeichen einer makroskopisch
erkennbaren degenerativen Erscheinung oder einer Synovitis gefunden. Die Konvexitit der
Gelenkoberfldche schien durch die Implantate nicht beeintrachtigt zu sein. Auf der artikulie-
renden Knorpeloberfldche des Tibiaplateaus waren keinerlei makroskopischen Veridnderungen
sichtbar. Die Betrachtung der jeweiligen Gruppe bezogen auf die versorgten und unversorgten

Defekte erfolgte in getrennten Abschnitten.

4.3.1 versorgter osteochondraler Defekt

Nach der Versorgung mit einem synthetischen Poly-D,L-Lactid-Implantat unterschiedlicher
Steifigkeit war der Defektbereich in beiden Gruppen mit einer Standzeit von drei Monaten

noch deutlich zu erkennen (Abb. 28 A, B). Die Regeneratoberfldachen beider Gruppen unter-
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schieden sich makroskopisch nicht. Der Defektbereich beider Gruppen war nach drei Mona-
ten unvollstindig abgeheilt und eine vollstindige Auffiillung bis auf das Niveau der Gelenk-
oberfliche war nur in vier Priparaten zu verzeichnen. Die Regeneratoberfliche von einer
weillichen bis elfenbeinernen glinzenden, zum Teil auch leicht rotlichen Fiarbung sah unre-
gelmiBig, leicht rau und inhomogen aus. Makroskopisch wies das regenerierte Gewebe eine
gute Integritit zum umliegenden Knorpel auf. Auch nach einer Standzeit von sechs Monaten
waren die Defekte noch deutlich visuell abgrenzbar. Allerdings konnte eine vollstandige Auf-
fiillung bis auf das Niveau des umliegenden Gelenkknorpels beobachtet werden (Abb. 28 C,
D). Somit wurde die Rekonstruktion einer neuen Gelenkoberflidche erreicht. Die Fiarbung und
Integritit der Regeneratoberfldache verhielt sich wie bei den drei Monatstieren, strukturell er-

schien der Hauptanteil wesentlich glatter und homogener.

4.3.2 unversorgter osteochondraler Defekt

In beiden Gruppen mit einer Standzeit von drei Monaten war das Bohrloch noch deutlich zu
erkennen. Der Defektbereich beider Gruppen war nach drei Monaten unvollstindig abgeheilt.
Die Betrachtung der unversorgten osteochondralen Defekte der kontralateralen Femurkondyle
zeigte eine uneinheitliche Regeneration nach drei Monaten. Der iiberwiegende Anteil der De-
fekte wies eine deutlich geringere Auffiillung des Defektbereiches auf verglichen mit den
versorgten Defekten (Abb. 28 A). Die unversorgten Defekte enthielten vor allem Blutkoagel
und Bindegewebe. Das Niveau der Gelenkfldche konnte nur von drei Priparaten nach einem
Zeitraum von drei Monaten erreicht werden (Abb. 28 B). Die Defektrinder, prominent, aber
nicht scharfkantig, zeichneten sich deutlich in der Gruppe der drei-Monatstiere ab (Abb. 28
A). Hauptsichlich war die Regeneratoberfliche weiBlich bis leicht rétlich gefirbt. Variabilité-
ten lieBen sich hinsichtlich der Struktur verzeichnen, die sich einerseits rau und unregelméifig,
andererseits aber auch glatt und glidnzend darstellte. Nach sechs Monaten war bei dem {iber-
wiegenden Anteil der unversorgten Defekte eine geschlossene Oberfldche sichtbar. Die Rege-
neratoberfliche, ebenfalls weiBlich schimmernd, zeichnete sich auf Grund ihrer rauen inho-
mogenen Oberfliachenstruktur, die zum Teil auch von Rissen durchzogen war, deutlich vom

umliegenden Knorpelgewebe ab (Abb. 28 D).
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Abb. 28: makroskopische Exemplare

Von links nach rechts: weicher Poly-D,L-Lactid-Scaffold (A; C), harter Poly-D,L-Lactid-Scaffold (B; D)
oben: nach drei Monaten, unten: nach sechs Monaten; die jeweils linke Kondyle weist die Fiillung und die rechte
Kondyle den Leerdefekt auf.

4.4 Ergebnisse der deskriptiven Histologie

Die histologische Auswertung strebte den deskriptiven Vergleich der beiden Poly-D,L-Lactid-
Scaffolds unterschiedlicher Steifigkeit beziiglich der Regeneration osteochondraler Defekte
an. In alle Auswertungen gingen jeweils sechs Tiere pro Gruppe ein. Aus der Versuchsgruppe
II mit einer Standzeit von drei Monaten, versorgt mit einem harten Poly-D,L-Lactid-
Implantat, flossen nur vier Priparate in die Auswertung ein, da sich zwei Priparate trotz
mehrmaliger histologischer Aufbereitung nicht verarbeiten lieBen. Die pordse Struktur der
Poly-D,L-Lactid-Scaffolds wurde im Laufe der histologischen Priparation aus den gewonne-
nen Gewebeproben heraus gelost. Aus diesem Grund stellt sich das urspriingliche syntheti-
sche Scaffoldmaterial in den Pripraten nur noch als unterschiedlich grole Leerrdume dar und
ist in den durchgefiihrten Firbungen nicht darstellbar. Vor diesem Hintergrund wird zum bes-

seren Verstdndnis im nachfolgenden Text weiterhin der Begriff Scaffoldmaterial verwendet.
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Die pro Gruppe exemplarisch ausgewihlten histologischen Schnittpriparate (Abb. 29 bis 31)
in der kombinierten Safranin-Orange / von Kossa Féarbung sollen einen kleinen Einblick hin-

sichtlich des Heilungsverlaufes zu beiden Standzeiten gewéhren.

Abb. 29: natives Priiparat (gesund)

3 Monate; (Safranin-Orange / von Kossa)

Abb. 30: versorgter Defekt

Von links nach rechts: weicher Poly-D,L-Lactid-Scaffold (A; C), harter Poly-D,L-Lactid-Scaffold (B; D)
oben: nach drei Monaten, unten: nach sechs Monaten (Safranin-Orange / von Kossa)
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Abb. 31: unversorgter Defekt

Von links nach rechts: weicher Poly-D,L-Lactid-Scaffold (A; C), harter Poly-D,L-Lactid-Scaffold (B; D)
oben: nach drei Monaten, unten: nach sechs Monaten (Safranin-Orange / von Kossa)

4.4.1 Versorgung mit weichem Poly-D,L-Lactid-Implantat nach drei Monaten

In allen Prédparaten dieser Gruppe war der urspriingliche Defektbereich noch eindeutig zu
identifizieren (Abb. 30 A). Das Niveau der Gelenkoberfldche konnte in zwei von sechs Fillen
wiederhergestellt werden. In diesen beiden Pridparaten présentierte sich die rekonstruierte
Oberflidche groBtenteils glatt und eben. Allerdings konnten auch einige wenige Bereiche, die
von kleineren Rissen und Unebenheiten gepridgt waren, beobachtet werden. Die iibrigen vier
Defekte waren zu % aufgetiillt, blieben aber deutlich unter dem Niveau der Gelenkoberflédche.
In diesen Priparaten liel sich eine vor allem bindegewebige Auffiillung in den dorsalen Be-
reichen bis fast in den Bereich der subchondralen Lamelle beobachten (Abb. 30 A). Die Ober-
fldche erwies sich als unregelméfig, geprigt von Rauheiten, Unebenheiten und kleineren Ris-
sen, vor allem in Form von Fibrillationen. Das Regenerat groBtenteils von faserknorpeliger
Qualitédt wies vereinzelt hyalinartige Inseln vor allem in der Nihe der Rénder auf. Das synthe-
tisierte Gewebe beinhaltete einige unreife Chondrozyten, charakterisiert durch ihren riesigen
Nukleolus und reichlich Zytoplasma. Zudem waren wenige Chondrozytencluster (Abb. 32 A)

und leichte Hypozellularitit feststellbar. Chondrozytencluster waren ebenfalls im Randbereich
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des Empfiangerknorpels anzutreffen. Fibroses Gewebe formierte sich beginnend an den De-
fektrandern und versuchte eine Verbindung zur gegeniiberliegenden Defektseite zu schaffen
(Abb. 30 A). Eine vollstindige Rekonstruktion der subchondralen Lamelle im Defektbereich
war in keinem Priparat dieser Gruppe zu verzeichnen. Augenscheinlich stellt sich die neuge-
bildete subchondrale Lamelle in den angrenzenden Randbereichen kompakter, verdickt und
sklerosiert dar. Nach drei Monaten waren % des dorasalen Implatates degradiert. In allen Pri-
paraten gab es im basalen Defektbereich Hinweise auf vorherrschendes Scaffoldmaterial, cha-
rakterisert durch unterschiedlich grole Leerrdume, die im Zuge der Priparation an Stelle des
Scaffoldmaterials entstanden sind. Zudem formierte sich lockeres, aus spindelférmigen Zellen
bestehendes Bindegewebe besonders in den dorsalen Bereichen, parallel zur fortschreitenden
Degradation der Implantate, direkt dem noch vorhandenen Scaffoldmaterial angrenzend. Cha-
rakteristisch fiir alle Priparate war die zu beobachtende enchondrale Ossifikation (Abb. 32 B;
Abb. 34 B) beginnend an den lateralen Réndern nahe der Gelenkoberfliche, die ein tenden-
zielles aufeinander Wachsen der Réinder vermuten lassen. Optisch konnte in vier von sechs
Préaparaten ein von lateral zu verzeichnender Knochenwachstum mit zum Teil dariiber neu
formierten Knorpel gesehen werden. Weiterhin kann in vier von sechs Fillen eine anfiingliche
knocherne Integration des Poly-D,L-Lactid-Scaffolds gesehen werden (Abb. 32 C). Der neu
synthetisierte Knochen erschien kompakter mit sehr kleinlumigen Lakunen. Ein Ansatz zur
Trabekelbildung war erkennbar, allerdings zeigten sich die einzelnen Trabekel unorientiert
und verdickt (Abb. 30 A). Eine zur Lédngsausrichtung des Knochens senkrechte Trabekel-

struktur war in keinem der Priparate zu diesem Zeitpunkt erkennbar.

4.4.2 Versorgung mit hartem Poly-D,L-Lactid-Implantat nach drei Monaten

In dieser Gruppe lief sich der urspriingliche Defektbereich in allen Praparaten noch eindeutig
identifizieren. Allerdings war in dieser Gruppe eine Rekonstruktion der Gelenkoberfldche in
zwel von vier Préparaten erfolgt (Abb. 30 B). Die Regeneratoberfliche war bei der Hilfte der
Tiere glatt und eben, die anderen zwei Priparate wiesen hingegen Rauhigkeiten und Fibrilla-
tionen auf. Auffillig war die Tatsache, dass Priparate mit geschlossener subchondraler Kno-
chenlamelle auch eine glatte und ebene Gelenkoberfliche aufwiesen. Die zu beobachten-de
Neubildung meist faserknorpeliger Struktur einerseits und die Wiederherstellung der sub-
chondralen Lamelle andererseits waren wesentlich stirker voran geschritten als in der Gruppe
Polyweich zum selben Zeitpunkt. Einige Bereiche des neu synthetisierten Knorpels firbten

sich schwicher an, verglichen mit der intakten Knorpelmatrix der Randbereiche. Weiterhin
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konnten Parallelen in Bezug auf die Regenerate in ihren lichtmikroskopischen Erscheinungen
festgestellt werden verglichen mit den drei- Monatstieren der Gruppe Polyweich. Im anlie-
genden intakten Knorpel war randstindig die Anwesenheit degenerativer Prozesse in Form
von Chondrozytenclustern nachweisbar. In einem Préiparat ohne Rekonstruktion der Gelenk-
oberfliche war eine Herauslosung des dorsalen Scaffoldmaterials detektierbar. Bindegewebi-
ge Auffiillungsversuche sowie eine beginnende enchondrale Ossifikation von den Seitenrén-
dern konnte in allen Préparaten wahrgenommen werden. Gemeinsamkeiten zeigten alle Pripa-
rate dieser Gruppe in der Anwesenheit von Scaffoldmaterial im basalen Defektbereich (Abb.
30 B). Augenscheinlich wies die Gruppe Polyhart (volumenméifig) mehr von dem noch nicht
degradierten Scaffoldmaterial im basalen Bereich auf, verglichen mit der Gruppe Polyweich
zum selben Zeitpunkt. Optisch erschien der, das Implantat umschlieende mineralisierte Kno-
chen von kompakterer Struktur. Die Knochenlakunen waren auf Grund des verdichteten Kno-
chens kaum zu erkennen. Auch in dieser Gruppe prisentierten sich die einzelnen trabekulédren
Strukturen verdickt und in ihren Ausrichtungen unorientiert (Abb. 30 B). Eine beginnende
basale knocherne Integration war in einem Préparat zu erkennen. Im Gegensatz dazu war eine
deutliche laterale kndcherne Integration der beiden Randbereiche im oberen Drittel in zwei
von vier Priparaten sichtbar, die zu einem vollstandigen Schluss der subchondralen Knochen-
lamelle fiihrten. Die iibrigen zwei Priparate demonstrierten eine beginnende Briickenbildung
der lateralen Rénder, ebenfalls im oberen Drittel des urspriinglichen Defektbereichs lokalisiert
(Abb. 30 B). Der subchondrale Knochen erschien tendenziell in allen Préparaten, auch die
Gruppe Polyweich betreffend, an den Defektridndern und im Defektbereich verdickt und un-
orientiert. In einem Préiparat konnte, direkt an dem Implantat angrenzend, ein mit Bindegewe-
be und Scaffoldmaterial gefiillter Hohlraum in der Tiefe beobachtet werden, der sich deutlich
in den umliegenden basalen und lateralen Bereich erstreckte. Einzelne Scaffoldpartikel, von
bindegewebigen Septen durchzogen, sowie eine Anreicherung von Leukozyten und
Makrophagen in der direkten Umgebung der Scaffoldpartikel fiillten den Hohlraum. Diese
ovale Struktur, mit einer GroB3e von ca. 30% des urspriinglichen Implantates, war von einer
bindegewebigen Membran allseits umschlossen und somit vom benachbarten Gewebe abge-

kapselt.
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Abb.: 32

A: Chondrozytencluster (Pfeile) im Randbereich des angrenzenden gesunden Knorpels (Polyweich nach drei
Monaten, Masson-Goldner, s.b.100 um); B: enchondrale Ossifikation im Randbereich; Blasenknorpel (schwar-
zer Pfeil) mit Tendenz zur sdulenformigen Anordnung, Sdulenknorpel (weier Pfeil) (Polyweich nach 3 Mona-
ten, Masson-Goldner, s.b. 100 um); C: beginnende kndcherne Auffiillung im Randbereich, neugebildeter mine-
ralisierter Knochen von einer unorientierten Struktur weist sowohl Osteoid als auch Ossein auf (Polyweich nach
3 Monaten, Masson-Goldner, 100 pm); D: Cartilage-flow (Pfeil), Knorpel des Randbereichs flief3t in den Defekt,
mit deutlichen Degenerationszeichen in Form von Chondrozytenclustern (Leerdefekt nach drei Monaten, Mas-
son-Goldner, s.b. 200 pm); E: Regenerat bestehend aus Faserknorpel an der Oberfldche und in tieferen Schichten
hyalinartige Inseln (Kreise), Regeneratoberflache von Rissen und Fibrillationen geprigt (weifler Pfeil) (Leerde-
fekt nach 6 Monaten, Masson-Goldner, s.b. 200 um); F: bindegewebige Auffiillung in der Defektmitte mit
Fibrozyten, die straffes faserreiches Bindegewebe produzieren; der Faserverlauf ist hauptsédchlich senkrecht zur
Gelenkoberfliche (Leerdefekt nach 3 Monaten, Masson Goldner, s.b. 100 pm).
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4.4.3 Versorgung mit weichem Poly-D,L-Lactid-Implantat nach sechs Monaten

Der urspriingliche Defektbereich war bei einer Versorgung mit einem weichen Poly-D,L-
Lactid-Implantat auch noch nach einer Standzeit von sechs Monaten zu erkennen. Eine voll-
standige Rekonstruktion einer Gelenkoberfldche mit dazu gehorigem neu gebildeten Knorpel
und geschlossener subchondraler Lamelle war in fiinf von sechs Prédparaten zu beobachten
(Abb. 30 C). Die neu synthetisierte Regeneratoberfliche lie geringfiigige Unebenheiten und
Rauheiten erkennen, jedoch keine groBflichigen Risse und Fibrillationen. In dem anderen
Préparat war eine Einziehung der Oberfliche zu verzeichnen, die aber mit einer einigermal3en
glatten Knorpeloberfldche mit darunter angrenzenden subchondralen Knochen versehen war.
Das Erscheinungsbild des knorpeligen Regenerats erweckte insgesamt den Eindruck hyalinar-
tigen Gewebes (Abb. 33 A), obwohl es sich schmaler als das angrenzende randstdndige intak-
te Knorpelgewebe darstellte (Abb. 30 C). Vor allem zeichnete sich das Regenerat durch die
Anwesenheit von Chondrozyten aus, die hauptsédchlich eine polygonale Struktur aufwiesen. In
den tieferen Schichten des Knorpels bildeten sie hdufig isogene Zellgruppen. Weiterhin lieBen
sich eine leichte Hyperzellularitidt und eine uneinheitliche Anordnung der Chondrozyten in
einigen Bereichen des Regenerats verifizieren (Abb. 33 A, B). Die hyalinspezifische Schich-
tung konnte ansatzweise in einigen Abschnitten wahrgenommen werden. Allerdings fanden
sich auch faserknorpelige Anteile charakterisiert durch die Darstellung von kollagenen Faser-
biindeln sowie Regionen diffus erhohter Zelldichte, deren Zellen keine typische Chondrozy-
tenform aufwiesen, sondern eher Fibroblasten glichen. Wihrend einige Priparate im angren-
zenden hyalinen Bereich randbetonte Degenerationsanzeichen in Form von Chondrozyten-
clustern (Abb. 33 B) aufwiesen, fanden sich in anderen Prédparaten keinerlei Anzeichen dege-
nerativer Verdnderungen. In den tieferen Regionen des Defektbereiches aller Priparate war
immer noch ein beachtlicher Anteil an nicht resorbiertem Scaffoldmaterial nachweisbar, je-
doch deutlich weniger verglichen mit den drei Monatspréiparaten (Abb. 30 C). In fiinf Pripa-
raten war eine Anreicherung von lockerem Bindegewebe im dorsalen Bereich der Poly-D,L-
Lactid-Implantate zu erkennen (Abb. 30 C). Teilweise formierte sich auch eine bindegewebi-
ge Schicht abschnittweise um die einzelnen Implantate und grenzte diese somit vom umlie-

genden mineralisierten Knochen ab, zu sehen in zwei Préparaten.

Nachfolgende Betrachtungen galten fiir alle Priparate dieser Gruppe. Auch nach einem Zeit-
raum von sechs Monaten waren Sklerosierungen in Form von Verdickungen und erhdhter
Dichte der subchondralen Lamelle und des Implantats umsdumenden mineralisierten Knochen

sichtbar (Abb. 30 C). Die Knochenlakunen wirkten kleinlumiger verglichen mit dem umlie-
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genden Knochengewebe (Abb. 33 C). Die vornehmliche Trabekelausrichtung lie eine begin-
nende Lingsorientierung senkrecht auf die Gelenkoberfliche erkennen. Parallel dazu stellten
sich die einzelnen trabekuldren Strukturen immer noch deutlich verdickt dar. Die in allen Pri-
paraten zu beobachtende enchondrale Ossifkation, welche sich primér in den lateralen Rand-

bereichen der Implantate vollzieht, bewirkte eine beginnende knocherne Integration.

4.4.4 Versorgung mit hartem Poly-D,L-Lactid-Implantat nach sechs Monaten

Auch in dieser Gruppe war der ehemalige Defektbereich noch eindeutig zu identifizieren. Die
Versorgung osteochondraler Defekte mit Hilfe eines harten Poly-D,L-Lactid-Implantates
zeigte in allen Préparaten eine vollstindige Rekonstruktion der Gelenkoberflidche (Abb. 30 D;
Abb. 33 D). Allerdings konnte parallel dazu nur in zwei Fillen eine durchgehende Rekon-
struktion der subchondralen Lamelle verzeichnet werden. Wie zuvor in der Gruppe Polyweich
beschrieben, erschien auch hier die subchondrale Lamelle sklerosiert und unorientiert. Jedoch
waren in dieser Gruppe die Veridnderungen wesentlich geringer ausgeprigt. Der neu gebildete
Knorpel zeichnete sich im Vergleich zum umliegenden Gewebe wesentlich schmaler ab (Abb.
30 D). Er zeigte Ahnlichkeiten im Erscheinungsbild beziiglich der Knorpelbildung und den
Degenerationsanzeichen verglichen mit der Gruppe Polyweich mit einer Standzeit von sechs
Monaten. Die fibricartilagindre Gelenkoberfldche wies bei allen Prédparaten deutliche Un-
ebenheiten (Abb. 33 D), Fibrillationen und tiefe Risse unterschiedlichen Ausmales auf, die
sich zum Teil bis in den angrenzenden Knochen erstreckten. Auffillig war in dieser Gruppe in
zwei Prédparaten das Auftreten von zwei unterschiedlich groBen Hohlrdumen, die von einer
bindegewebigen Membran umschlossen waren und somit gleichzeitig gegen die umliegende
knocherne Struktur in der Tiefe abgekapselt waren. Die Ausfithrungsginge dieser mit Fliis-
sigkeit und Bindegewebe gefiillten Hohlrdume miindeten auf der Gelenkoberfldache. Optisch
war wesentlich mehr Scaffoldmaterial von einer kompakteren Struktur basal vorzufinden ver-
glichen mit der anderen sechs Monatsgruppe (Abb. 30 D). Bedingt durch die von allen Seiten
einsetzende enchondrale Ossifikation in den Randbereichen des Implantates konnte eine basa-
le und laterale kndcherne Integration in allen Féllen beobachtet werden. In einem Priparat
schien sich eine bindegewebige Membran um das noch nicht resorbierte Scaffoldmaterial zu
formieren (Abb. 34 A). Das knocherne kompakte Rahmenkonstrukt, welches das Implantat
umschloss, zeigte ebenfalls eine deutlich verdickte, unregelméfBige und auch nach einem Zeit-
raum von sechs Monaten unorientierte trabekuldre Struktur mit verdickten Trabekeln. Die

Knochendichte erschien in diesem umschriebenen Bereich hoher als im benachbarten unver-
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dnderten knochernen Gewebe. Die trabekuldre Ausrichtung in Léngsrichtung war in dieser
Gruppe wesentlich deutlicher wahrnehmbar als in der Gruppe Polyweich zum selben Zeit-

punkt.

Abb.: 33

A: neugebildetes hyalinartiges Regenerat mit unregelméBiger subchondralen Lamelle (Polyweich nach sechs
Monaten, Masson-Goldner, scale bar (s.b.) 100 um); B: Ubergang vom zellreichen Regenerat (links) mit Verlust
der typischen sidulenformigen Knorpelstruktur zum angrenzenden gesunden Knorpel (rechts) mit zahlreichen
Chondrozytenclustern (Ellipse) (Polyweich nach sechs Monaten, Masson-Goldner, s.b. 100 um); C: kompakte
Knochenneubildung mit kleinlumigen Knochenlakunen in der Tiefe des Defektes (Polyweich nach 6 Monaten,
Masson-Goldner, s.b. 100 um); D: bis auf das Gelenkniveau aufgefiillter Defekt mit unregelméfiger Oberfldche,
deutlich erkennbar das knocherne aufeinander Wachsen der Defektriander und die zum Teil bindegewebige Auf-
fiillung (Polyhart nach sechs Monaten, Masson-Goldner, s.b. 500 pm).
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4.4.5 Histologische Besonderheiten bei der Versorgung mittels Poly-D,L-Lactid-
Implantat

Die nachfolgenden histologischen Ausfiihrungen beziehen sich auf die Pridparate, bei denen
die Versorgung mittels Poly-D,L-Lactid-Implantat erfolgte. In direkter Umgebung der noch
nicht degradierten Scaffoldpartikel war eine diffuse Akkumulation von Makrophagen,
Fremdkorperriesen- und Entziindungszellen zu beobachten (Abb. 34 C, D). Makrophagen und
Fremdkorperriesenzellen, die direkt die Oberfldche der Scaffoldpartikel angreifen, phagozy-
tieren einzelne Degradationsprodukte der Poly-D,L-Lactid-Implantate (Abb. 34 C). Aus die-
sem Grund konnten inkooperierte Scaffoldpartikel in diesen Zellen nachgewiesen werden.
Entziindungsreaktionen, lokalisiert in der niheren Umgebung der Poly-D,L-Lactid-Implantate
manifestierten sich durch das gehédufte Auftreten von Neutrophilen- Granulozyten und kleinen
Lymphozyten. In diesen Zusammenhang sei auch die Fremdkorperreaktion zu erwihnen, die
durch aktivierte Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen vermittelt wird (Abb. 34 D). Die
Akkumulation dieser speziellen Zellen ist assoziiert mit der Anwesenheit und der raumlichen
Nihe zu kleineren Gefdllen (Abb. 34 D), die sich im Zuge der Regeneration in der Tiefe des
Defektes neu gebildet haben. Die Mehrzahl der Poly-D,L-Lactid-Implantate nach sechs Mo-
naten war zum einen von bindegewebigen Septen durchzogen (Abb. 34 C) und zum anderen
abschnittsweise von einer bindegewebigen Membran eingekapselt (Abb. 34 A). Diese diinnen,
aus lockerem Bindegewebe bestehenden Septen mit einem teilweise parallelfaserigen Verlauf
durchzogen groBtenteils das gesamte Implantat. Forderlich schien hierbei die offenporige po-
rose Struktur der Scaffolds. Die hdufig nachgewiesene diinne bindegewebige Membran, ge-
bildet aus Fibroblasten und Histiozyten, formierte sich direkt um die Implantate und schirmte
diese von dem angrenzenden mineralisierten Knochen ab. Gleichzeitig lieBen sich auch Ab-
schnitte erkennen mit direktem Kontakt zwischen dem Poly-D,L-Lactid-Implantat und neu
gebildetem angrenzenden mineralisierten Knochen. Vereinzelt waren in der Tiefe der latera-
len Defektrinder blutgefiillte Gefdlle zwischen den einzelnen Knochentrabekeln und im Bin-
degewebe erkennbar. In den Randbereichen befanden sich, den Ridndern der Lakunen direkt
anliegend, Osteoblasten und einige Osteoklasten (Abb.34 E). Die Osteoblasten siedelten sich
in direkter Umgebung zum Knochen an und bildeten unverkalktes Osteoid. Hingegen erwei-
terten die Osteoklasten durch Resorption die Knochenlakunen. Auch hier konnte die Nihe zu

kleineren Gefillen beobachtet werden (Abb. 34 E).
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A: Scaffold in der Tiefe des Defektes von bindegewebiger Kapsel (Pfeile) umgeben (Polyhart nach 6 Monaten,
Masson-Goldner, s.b. 200 um); B: enchondrale Ossifikation im dorso-lateralen Randbereich, Blasenknorpel in
sdulenformiger Anordnung (Ellipse), Osteozyten im Osteoid eingeschlossen (Pfeil) (Polyweich nach drei Mona-
ten, Masson-Goldner, s.b. 100 um); C: einzelne Scaffoldpartikel im lateralen Randbereich des Implantats von
parallelfaserigen bindegewebigen Septen (weiller Pfeil) durchzogen, Makrophagen mit inkoorperierten Scaffold-
partikeln (schwarze Pfeile) an der Oberflidche des Scaffolds (Polyhart nach sechs Monaten, Masson-Goldner, s.b.
100 pm); D: Fremdkorperreaktion charakterisiert durch Makrophagen und Fremdkorperriesen-zellen (Kreis), die
direkt an den Scaffoldpartikel angreifen und diese auch z. T. phagozytiert haben; lockeres Bindegewebe und
kleinere GefidBe fiillen den Zwischenraum (Polyhart nach drei Monaten, Masson-Goldner, s.b. 100 um); E: in
der Tiefe des Defektes; Osteoblasten in direkter Umgebung zum Osteoid (Ellipse), Osteoklasten (schwarze Pfei-
le) erweitern die Knochenlakunen zudem einige Gefille (weiller Pfeil) und lockeres Bindegewebe (Polyhart nach
sechs Monaten, Masson-Goldner, s.b. 100 pm).

71



ERGEBNISSE

4.4.6 unversorgter osteochondraler Defekt nach drei Monaten

Erhebliche interindividuelle Variabilititen waren sowohl innerhalb der Gruppe als auch zwi-
schen den einzelnen Gruppen in Bezug auf die Regeneration der unversorgten osteochondra-
len Defekte zu verzeichnen. Nach einer Standzeit von drei Monaten waren in beiden Gruppen
die urspriinglichen Defektbereiche noch eindeutig zu identifizieren (Abb. 31 A, B). Bei einem
Préparat aus der Gruppe mit weichem Poly-D,L-Lactid-Implantat war der Bohrkanal auf einer
Seite im oberen Randbereich eingebrochen. Ein Teil des angrenzenden gesunden Knorpels
wie auch der darunter befindliche Knochen waren abgebrochen und in das Bohrloch ein-
gebrochen, dadurch verbreiterte sich der urspriingliche Defektbereich. Jede Gruppe wies je-
weils drei Priparate auf, die eine vollstindige Auffiillung bis zum Niveau der Gelenkoberfli-
che erfahren haben (Abb. 31 B). Das synthetisierte Gewebe war von unterschiedlicher Quali-
tat, wihrend der liberwiegende Anteil mit lockerem Bindegewebe gefiillt war (Abb. 31 A),
konnte bei insgesamt drei Defekten eine vermehrte Knochenneubildung (enchondrale Ossifi-

kation) im dorsalen Randbereich beobachtet werden (Abb. 31 B).

Die Defektmitte vorallem bindegewebig aufgefiillt, war charakterisiert durch Fibrozyten, die
einerseits lockeres, andererseits straffes faserreiches Bindegewebe produzierten. Der Faser-
verlauf verleif hauptséichlich senkrecht zur Gelenkoberflidche (Abb. 32 F). Das den Defektbe-
reich auffiillenden neugebildetet Gewebe war in der Gruppe Polyweich hauptséichlich geprigt
von hypervaskuldrem Bindegewebe, verglichen mit der Gruppe Polyhart, die eine erhohte
enchondrale Ossifikation erkennen lie3. Die neu gebildete Regeneratoberfldche von faseriger
Struktur war unregelmifig und geprégt von tiefen Rissen und Fibrillationen. In einigen Rand-
bereichen sah es so aus, als ob der Knorpel in den Defekt hinein flosse (Cartilage flow) (Abb.
32 D). Grundsitzlich lie} sich ein Aufeinanderwachsen der Defektriander verzeichnen (Abb.
31 B), charakterisiert durch beginnende knécherne Zubildung in allen bis auf zwei Préaparaten.
Eine Vereinigung der beiden aufeinander zu wachsenden kndchernen Zubildungen, im Sinne
einer vollstdndigen Briickenbildung, war vor allem in der Gruppe Polyweich in zwei Fillen
feststellbar. In der gleichen Gruppe war bei einem Priparat in der Tiefe ein mit Bindegewebe
gefiillter Hohlraum zu verbuchen (Abb. 31 B). Der subchondrale Knochen schien in allen
Préaparaten in unmittelbarer Ndhe zum Defekt verdickt. Die beginnende trabekulire Ausrich-
tung im neu gebildeten Knochen schien ungeordnet, die einzelnen Trabekel wirkten verdickt
und die Zwischenrdume enthielten vereinzelt Bindegewebe (Abb. 31 B). In einigen Fillen war
die Knochenstruktur im basalen Bereich zum Teil aufgelockert und von grolen Lakunen ge-

priagt. Inflammatorische Anzeichen in Form von Fremdkorperriesenzellen waren in keiner
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Gruppe vertreten. Jedoch konnte eine vermehrte Ansammlung von Neutrophilen-
Granulozyten in den basalen und lateralen Bereichen assoziiert mit dem Auftreten kleinerer

GefidBen vorgefunden werden.

4.4.7 unversorgter osteochondraler Defekt nach sechs Monaten

Auch nach sechs Monaten waren in beiden Gruppen und allen Préiparaten die ehemaligen De-
fektbereiche eindeutig zu erkennen. Die Rekonstruktion der Gelenkoberflidche bis auf das
umliegende Niveau gelang bei zehn von zwdolf Priparaten (Abb. 31 D). Dabei prisentierte
sich die Oberfliche des knorpeldhnlichen Regenerates als extrem unregelméfig von deutli-
chen Rissen durchzogen (Abb. 32 E). Das Regenerat erscheint wesentlich diinner als der um-
liegende hyaline Knorpel (Abb. 31 D). Die darunter befindliche subchondrale Lamelle wies in
allen Praparaten Sklerosierungen auf, erkennbar an einer verdickten, kompakteren und unori-
entierten knochernen Struktur (Abb. 31 C). Ein vollstdandiger Schluss der Lamelle war nur in
vier Fillen der Gruppe Polyweich vor zu finden. Die Tendenz zur Briickenbildung im dorsa-
len Bereich der Defektriander war in den tibrigen Priparaten nachvollziehbar und groftenteils
bis auf kleinere Bindegewebsabschnitte bereits erfolgt. Der wesentliche Anteil der Priparate
wies eine ungeordnete aufgelockerte kndcherne Auffiillung des Defektes beginnend von basal
und lateral auf. Die trabekuldren Strukturen im neu gebildeten Knochen stellten sich ebenfalls
verdickt dar (Abb. 31 C). Die zu beobachtenden Knochenlakunen schienen kleinlumiger ver-
glichen mit dem angrenzenden Knochengewebe. Weiterhin war in insgesamt sechs Prédparaten
trotz geschlossener subchondraler Lamelle ein in der Tiefe zu lokalisierender Hohlraum un-
terschiedlichen AusmaBes zu sehen (Abb. 31 D), der nur vereinzelt Bindegewebe enthielt.

Eine membrandse Auskleidung war nicht zu erkennen.

4.5 Ergebnisse der Histomorphometrie

Die histomorphometrische Auswertung basiert auf den in der Bildanalyse ermittelten Ergeb-
nissen. Die nachfolgenden Ergebnisse hinsichtlich der einzelnen Gewebeanteile beziehen sich
auf die in Kapitel 3.9 definierte ROI. Der Defektbereich wird von ROI A und ROI B repri-
sentiert. In die Auswertung gehen sechs Tiere pro Gruppe ein. Aus der Gruppe II mit einer
Standzeit von drei Monaten, versorgt mit einem harten Poly-D,L-Lactid-Implantat, flieBen nur
vier Pridparate in die Auswertung ein. Da auf Grund der geringen GruppengroB3e von einer
Normalverteilung der Werte nicht ausgegangen werden konnte, erfolgte die Darstellung sdmt-

licher Werte der histomorphometrischen Auswertung als Mediane. Die Ergebnisse wurden
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mittels Boxplots dargestellt und beschrinken sich auf ROI A und ROI B. Sie zeigen grafisch
die Lage und die Verteilung der Werte einer Variablen auf. Die Boxplotdarstellung skizziert
den Median, das 25- und 75-Prozentperzentil sowie den Minimum- und Maximalwert. Sdmli-
che Werte auBerhalb dieses Bereiches werden als Ausreifler- bzw. Extremwerte charakteri-
siert. Die Entfernung der Ausreiller zur dargestellten Box betrdgt zwischen dem 1,5fachen
und dem 3fachen der Boxhohe. Extremwerte liegen dagegen mehr als das 3fache der Boxhohe

tiber dem 75 Prozentperzentil bzw. unter dem 25 Prozentperzentil.

Die histomorphometrische Auswertung der einzelnen Gewebefldachen im Defektbereich wird
im Folgenden nach drei und sechs Monaten Standzeit getrennt vorgenommen. Die geringen
interindividuellen Variabilititen innerhalb der gesunden (nativen) Pridparate ermoglichen die
Zusammenfassung der Proben jeweils zu drei und sechs Monaten Standzeit und dienen hier
als Referenzwerte. Die histomorphometrische Analyse bezieht sich im Folgenden auf die Ge-
webeanteile mineralisierter Knochen, Bindegewebe, Knorpel und auf den noch nicht degra-
dierten Scaffold. Zusitzlich findet die nicht aufgefiillte Fliche im Defektbereich (Leerflidche)
Berticksichtigung. Nachfolgend werden ausschlieBlich die Ergebnisse der prozentual gemittel-
ten Gewebeverteilungen der ROI A und B betrachtet und die Regenerationsfortschritte der

einzelnen Gruppen mit den nativen Werten (Referenzwert) verglichen.

Die nativen Prédparate wiesen nach drei Monaten einen mineralisierten Knochenanteil von
46%, ein Bindegewebeanteil von 0,3% und 14% Knorpel fiir ROI A (Abb. 35; Abb. 36; Abb.
37) auf, hingegen war ROI B nur mit mineralisiertem Knochengewebe von 34% vertreten

(Abb. 40).

Nach drei Monaten waren die versorgten Defekte der Gruppe Polyweich zu 80% aufgefiillt,
die Gruppe Polyhart erreichte mit 93% fast eine nahezu vollstindige Auffiillung des Defektes
(Abb. 39). Die ROI A der Gruppe Polyweich liel einen mineralisierten Knochenanteil (Abb.
35) von 15% (Gruppe Polyhart: 24%) und einen Knorpelanteil (Abb. 37) von 12% (Gruppe
Polyhart: 12%) verbuchen. Somit entsprachen die prozentual ermittelten Werte fiir den Para-
meter Knorpel in beiden Gruppen denen der nativen Priparate. Die Gruppe Polyhart war ge-
ringgeradig der anderen Gruppe iiberlegen im Hinblick auf den flaichenméBigen Anteil an
mineralisierten Knochen, jedoch blieben sie deutlich hinter denen der nativen Priparate zu-
riick. Die iibrigen Parameter der ROI A wiesen fiir beide Gruppen dhnliche Tendenzen auf,
die sich verglichen mit den nativen Werten in erheblichen Abweichungen auszeichneten. Auf-

fdllig war hierbei die massive Bindegewebeauffiillung (Abb. 36) von 34% (Gruppe Polyhart:
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21%) und der geringfiigige Anteil an nicht degradiertem Scaffoldmaterial (Abb. 38) von 0,1%
(Gruppe Polyhart: 2%).

In ROI B stellten sich erhebliche prozentuale Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
beziiglich der einzelnen Parameter heraus. Der prozentuale Anteil an mineralisierten Knochen
war in der Gruppe Polyweich mit 7% geringgradig niedriger als mit 10% bei den Polyharten
zum selben Zeitpunkt (Abb. 40). Die Gruppe Polyweich wies hohere prozentuale Gewebean-
teile fiir die Parameter: Bindegewebe (Abb. 41) mit 61% (Gruppe Polyhart: 56%) und Knor-
pelgewebe (Abb. 42) mit 1% (Gruppe Polyhart: 0,1%) auf. Der Anteil an nicht degradierten
Scaffold (Abb. 43) belief sich in der Gruppe Polyweich auf 3% verglichen mit der Gruppe
Polyhart mit 4%.

Auf Grund der geringen interindividuellen Variabilitdten bei den unversorgten Defekten in-
nerhalb der drei Monatspriparate war es auch in diesem Fall moglich, diese zusammenzufas-
sen. Die Analyse der unversorgten Defekte zeigte Parallelen hinsichtlich der prozentualen
Gewebeauffiillung verglichen mit den versorgten Defekten. Nach einem Zeitraum von drei
Monaten war der urspriingliche Defekt zu 80% aufgefiillt (Abb. 39). Die einzelnen prozentua-
len Gewebeanteile der ROI A verteilten sich wie folgt; es konnte ein Anteil an mineralisierten
Knochen (Abb. 35) von 24% beobachtet werden, der Bindegewebsanteil (Abb. 36) betrug
32% und 7% entfielen auf den Parameter Knorpel (Abb. 37). Dabei lag der prozentuale Fla-
chenanteil fiir Knochen geringfiigig iiber den Werten der gefiillten Defekte, allerdings lag der

ermittelte Flichenanteil des Knorpels deutlich unter denen der gefiillten Defekte.

Parallel dazu konnte in ROI B ein dhnliches Auffiillungsverhalten gesehen werden. Der Anteil
des Knochens (Abb. 40) belief sich auf 28%, der des Bindegewebes (Abb. 41) auf 26% und
der des Knorpels (Abb. 42) auf 0,3%.

Der prozentuale Anteil an mineralisiertem Knochen glich annidhernd den nativen Werten und
war denen der gefiillten Defekte deutlich iiberlegen. Im Gegensatz dazu war die bindegewebi-
ge Auffiillung wesentlich geringer ausgefallen, der prozentuale Fldchenanteil fiir Knorpel

entsprach eher den Werten der gefiillten Defekte, als denen der nativen Werte.
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Die histomorphometrisch ermittelten Ergebnisse der nativen Préiparate mit einer Standzeit von
sechs Monaten zeigten Parallelen zu den drei-Monatswerten. Die Aufschliisselung der einzel-
nen Gewebeanteile belief sich in ROI A wie folgt: mineralisierter Knochen 49%, Bindegewe-
be 0,1% und Knorpelgewebe 13% (Abb. 35; Abb. 36; Abb. 37). ROI B verzeichnete einen
knochernen Anteil von 39% und einem bindegewebigen Anteil von 0,1% (Abb. 40; Abb. 41).

Zum Zeitpunkt von sechs Monaten waren die mit einem biodegradierbaren Implantat versorg-
ten Defekte mit 93% fast vollstidndig aufgefiillt (Abb. 39). Wihrend sich fiir beide mit einem
biodegradierbaren Implantat versorgten Gruppen zum Zeitpunkt von drei Monaten ein ten-
denziell dhnliches Auffiillverhalten abzeichnete, spiegelte sich dieses nach sechs Monaten
nicht wider. Nachfolgende Ausfiihrungen beziehen sich ausschlieBlich auf die Gruppe Poly-
weich. In dieser Gruppe war ein deutlicher prozentualer Anstieg der knochernen Fliche auf
54% in ROI A festzustellen (Abb. 35). Der Parameter mineralisierte Knochen glich damit
anndhernd den nativen Werten fiir diesen Parameter. Der Defektbereich wies eine hohere
Knochendichte in direkter Umgebung zum nicht degradierten Scaffold auf, verglichen mit der
Gruppe Polyhart. Ein kontrédrer Verlauf der prozentualen Flichenanteile konnte fiir die binde-
gewebige Flache beobachtet werden. Sie verzeichnete eine deutliche Reduktion mit nunmehr
einem Anteil von 10% im Vergleich zu dem drei-Monatswert von 34%. Tendenziell konnte

eine grobe Angleichung an die nativen Werte fiir diesen Parameter erzielt werden.

In der Gruppe Polyhart war ein kontridres Auffiillungsverhalten hinsichtlich der Parameter
Knochen und Bindegewebe verglichen mit der Gruppe Polyweich zum selben Zeitpunkt zu
beobachten. Hervorzuheben sei, dass die vorherrschenden Gewebe mineralisierter Knochen
mit einem Anteil von 31% und Bindegewebe mit einem Anteil von 25% fast zu gleichen Tei-
len vertreten waren (Abb.35; Abb.36). Sie entsprachen somit eher den drei-Monatswerten als
den nativen Priparaten. Im Weiteren schlédgt der Knorpelanteil der Gruppe Polyweich mit 9%
im Vergleich zu 8% bei der Gruppe Polyhart zu Buche und blieb somit hinter den ermittelten
Werten der drei-Monatswerte und auch hinter den der nativen Pridparate zuriick (Abb. 37).
Zusitzlich konnte ein differentes Degradationsverhalten der Implantate zwischen beiden
Gruppen beobachtet werden. Wihrend in der Gruppe Polyweich ein Anteil von 1,2% noch
nicht degradiertem Scaffold detektierbar war, belief es sich in der anderen Gruppe auf 2,4%
(Abb. 38). Diese Tendenz konnte bemerkenswerter Weise auch in der ROI B nachvollzogen
werden. Dabei stellte sich der weiche Scaffold mit 12% dar, wihrend der harte
Scaffold einen noch nicht degradierten Anteil von 19% aufwies. Diese Beobachtung verdeut-

licht in ergénzender Weise die langsamere Degeneration des harten Scaffolds (Abb. 43).
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In ROI B war der Anteil des mineralisierten Knochens 28% in der Gruppe Polyweich und
sogar nur 15% bei den Polyharten feststellbar (Abb. 40). Auffillig war jedoch, dass in beiden
Gruppen die bindegewebige Auffiillung in der ROI B (Polyweich: 37% und Polyhart: 34%)
deutlich stdrker ausgeprigt war als in ROI A (Abb. 41). Der Knorpelanteil als letzte zu be-
trachtende Komponente war in beiden Gruppen verschwindend gering (Polyweich: 0,1% und
Polyhart: 0%) (Abb. 42). Die erhobenen Werte waren in keiner Weise mit den Werten der

nativen Préparate vergleichbar.

Auch nach einem Zeitraum von sechs Monaten war bei den unversorgten Defekten nur eine
Auffiillung von 93% wahrnehmbar. Die Gewebeverteilung des Parameters mineralisierter
Knochen mit 47% entsprach in der ROI A (Abb. 35) tendenziell dem der nativen Werte bzw.
dem der Gruppe Polyweich. Die prozentualen Anteile fiir den Parameter Bindegewebe und
Knorpel waren eher im Bereich der beiden Fiillungen anzusiedeln und lagen bei 11% und
10%. Nur der Anteil des Knorpels konnte tendenziell die nativen Werte erreichen. In der ROI
B dominierte ebenfalls der knocherne Anteil mit 35%, hingegen wies das Bindegewebe einen
Anteil von 8% auf (Abb. 40, Abb. 41). Nur in Bezug auf den kndchernen Anteil entsprachen
die ermittelten Werte annihernd den Werten der nativen Préiparate. Der Anteil an Bindegewe-

be lag deutlich iiber den Werten der nativen Préparate.

Zusammenfassend lief sich folgendes feststellen: im Laufe der Zeit nahm der knocherne und
knorpelige Anteil im Defektbereich zu, wihrend der bindegewebige Anteil sich verringerte.
Diese Tendenz lief sich in der Gruppe Polyweich parallel zur Degradation der Implantate
ableiten. Im Gegensatz dazu war nach sechs Monaten bei den harten Scaffolds kaum eine Zu-
nahme des kndchernen Anteils bei gleichzeitiger Reduktion des Bindegewebes feststellbar.
Zudem war noch eine nicht unerhebliche Menge an nicht degradiertem Scaffoldmaterial im

Defektbereich lokalisierbar.

Die folgenden Grafiken skizzieren mit Hilfe von Boxplots die histomorphometrisch ermittel-
ten Gewebekoponenten zu drei und sechs Monaten Standzeit, jeweils fiir ROl A und ROI B
getrennt. Ausreiller- bzw. Extremwerte sind ausgeblendet. Eine Tabelle mit den Medianen
sowie den Minimal- und Maximalwerten der jeweiligen Parameter fiir die untersuchten Grup-

pen findet sich im Anhang (Tab. 10; Tab. 11).
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Abb. 35 Darstellung des mineralisierte Knochens in % an der Gewebefliiche in ROI A fiir alle Gruppen zu
drei und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 36: Darstellung des Bindegewebsanteils in % an der Gewebefliche in ROI A fiir alle Gruppen zu
drei und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 37: Darstellung des Knorpelanteils in % an der Gewebefléiche in ROI A fiir alle Gruppen zu drei
und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 38: Darstellung des Anteils nicht degradierter Scaffold in % an der Gewebefliche in ROI A fiir alle
Gruppen zu drei und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 39: Darstellung des Leerflicheanteils in % an der Gewebefléiche in ROI A fiir alle Gruppen zu drei
und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 40: Darstellung des mineralisierten Knochens in % an der Gewebefliche in ROI B fiir alle Gruppen
zu drei und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 41: Darstellung des Bindegewebsanteil in % an der Gewebefléiche in ROI B fiir alle Gruppen zu drei
und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 42: Darstellung des Knorpelanteils in % an der Gewebefléiche in ROI B fiir alle Gruppen zu drei
und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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Abb. 43: Darstellung des Anteils nicht degradierter Scaffold in % an der Gewebefliche in ROI B fiir alle
Gruppen zu drei und sechs Monaten Standzeit. Boxplots skizzieren den Median.
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4.6 Statistische Auswertung mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests

Zur statistischen Auswertung wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-Test, der keine
normal verteilte Grundgesamtheit voraussetzt, zu Grunde gelegt. Die Zielsetzung dieses Test-
verfahrens dient dazu, aus den Beobachtungen einer Stichprobe Riickschliisse auf bestimmte
Zusammenhidnge oder Variableneigenschaften in der Grundgesamtheit zu ziehen. Der Mann-
Whitney-Test basiert auf der Betrachtung von Rangzahlen und iiberpriift die Hypothese, ob
die beiden unabhingigen Stichproben derselben Grundgesamtheit entstammen. Die Anwen-
dung dieses Testverfahrens auf die gewonnenen histomorphometrischen Daten diente einer-
seits der Untersuchung beziiglich des Einflusses der Standzeit innerhalb der Gruppen, ande-
rerseits wurde der Einfluss der Therapie zu beiden Zeitpunkten analysiert. Die Signifikanz
wurde mit einem p-Wert von p<0,05 zu Grunde gelegt. Die analytische Betrachtung erfolgte
fiir ROI A und ROI B getrennt und befindet sich in tabellarischer Form im Anhang (Tab. 12;
Tab. 13).

4.6.1 Vergleiche des Einflusses der Standzeiten innerhalb der Gruppen

In diesem Fall wurde als Gruppenvariable die Standzeit eingesetzt und dadurch analysiert, ob
die Standzeit einen signifikanten Einfluss innerhalb der Gruppen ausiibt. Die Betrachtung der
Gruppenvariable Standzeit lieferte fiir die Tiere der Gruppe Polyweich mit einer Standzeit
von drei Monaten einen signifikant hoheren Anteil an Bindegewebe (p=0,01) in ROI A auf als
die Tiere nach sechs Monaten Standzeit. Ahnlich verhielt es sich mit dem Anteil an Knorpel
beziiglich ROI B (p=0,02). In der gleichen Gruppe konnte nach sechs Monaten ein signifikan-
ter hoherer Anteil an mineralisiertem Knochen (p=0,06) in ROI A vorgefunden werden.

Ansonsten waren noch signifikante Unterschiede in der Gruppe Polyweich beziiglich der
Leerdefekte in Abhédngigkeit der Standzeiten dokumentierbar. Nach drei Monaten Standzeit
wiesen diese Préparate signifikant hohere Anteile an Bindegewebe (p=0,037) in ROI A auf als
nach sechs Monaten Standzeit. Fiir die Parameter mineralisierter Knochen (p=0,01) und
Knorpel (p=0,037) derselben ROI wurden nach sechs Monaten Standzeit signifikant hohere

Anteile gemessen.

Die nachfolgenden statistischen Aussagen beziehen sich ausschlieBlich auf die Gruppe Poly-
hart. Der Mann-Whitney-Test zeigte nach sechs Monaten Standzeit in ROI B fiir den Anteil
an nicht degradierbaren Scaffold mit einem p-Wert von p=0,011 einen signifikant hoheren
Anteil als nach drei Monaten. Weiterhin lieen sich signifikante Unterschiede fiir die Leerde-
fekte der Gruppe Polyhart feststellen. Die Leerdefekte dieser Gruppe zeichneten sich nach
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drei Monaten durch signifikant hohere Bindegewebsanteile in ROI A aus verglichen zum
Zeitpunkt von sechs Monaten (p=0,028). Bei allen anderen Gewebekomponenten war kein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Standzeiten feststellbar.

In den Nativprédparaten konnte kein signifikanter Unterschied der Gewebeanteile in Bezug auf

die Standzeit festgestellt werden.

4.6.2 Vergleiche des Einflusses der Therapie innerhalb der Gruppen

In diesem Fall wurde als Gruppenvariable die Therapie eingesetzt. In diesem Falle zielte die
Analyse darauf ab, den Einfluss der Therapie innerhalb der Gruppen herauszustellen, und auf
Signifikanzen zu tiberpriifen. Die beiden Therapieformen unterschieden sich nach drei Mona-
ten in keiner der aufgefiihrten Gewebekomponenten signifikant voneinander. Die Betrachtung
nach sechs Monaten lieferte signifikante Unterschiede zwischen den beiden Therapieformen

im Hinblick auf die Parameter mineralisierten Knochen und nicht degradierter Scaffold.

Nach sechs Monaten Standzeit wurde in der Gruppe Polyweich sowohl in ROI A (p=0,025)
als auch in ROI B (p=0,025) ein signifikant hoherer Anteil an mineralisiertem Knochen fest-
gestellt als in der anderen Gruppe. Zudem liel sich ein signifikant hoherer Anteil an nicht
degradierten Scaffoldmaterial in der Gruppe Polyhart zum Zeitpunkt von sechs Monaten ver-
zeichnen (p=0,025). Es konnte zwischen den beiden Therapieformen keine signifikanten Un-
terschiede hinsichtlich des Anteils an hyalinen Knorpel festgestellt werden. Nach einem Beo-
bachtungszeitraum von sechs Monaten kristallisierten sich im Hinblick auf die Leerdefekte
keine nennenswerten signifikanten Unterschiede hinsichtlich der einzelnen Gewebekompo-

nenten heraus, unabhéngig von der Therapieform.

In den Nativpriparaten konnte kein signifikanter Unterschied der Gewebeanteile zwischen

den Gruppen festgestellt werden.

4.7 Statistische Auswertung mit Hilfe des Wilcoxon-Tests

Der Wilcoxon-Test findet iiblicher Weise Anwendung bei einem nicht parametrischen Ver-
gleich zweier abhingiger Stichproben. Er basiert auf einer Rangreihe der absoluten Werte-
paardifferenzen und berechnet fallweise zu jedem Wertepaar die Differenzen. Dieser Test
vergleicht die einzelnen Gewebekomponenten zwischen den Leerdefekten und den gefiillten
Defekten aller Gruppen bezogen auf die ROI A und ROI B. Die analytische Betrachtung be-

findet sich in tabellarischer Form im Anhang (Tab. 14). Die Auswertung ergab in der Gruppe
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Polyhart zu einem Zeitpunkt von sechs Monaten signifikante hhere Anteile fiir die Parameter
mineralisierten Knochen (p=0,028) und Bindegewebe (p=0,046) in der ROI B, sowie die
Gruppe Polyweich betreffend fiir den Parameter Bindegewebe (p=0,046) verglichen mit den

Leerdefekten.

4.8 Ergebnisse des Scores

Anhand eines modifizierten semiquantitativen Scores nach dem Vorbild Wakitanis, modifi-
ziert von Pineda (Wakitani et al., 1994) und nach O’Driscoll (O’Driscoll et al., 1988) wurden
die mit Safranin-Orange / von Kossa, Safranin-Orange / Lichtgriin und Masson-Goldner ge-
farbten Prédparate im Hinblick auf die Defekte, dies impliziert den gefiillten Defekt und den
Leerdefekt, beurteilt und klassifiziert. Fiir jedes untersuchte Priparat wurde gemal3 der Punk-
teverteilung des Auswertungsschemas ein Punktwert berechnet. Die nachfolgenden Ergebnis-
se wurden pro Priparat und Scorekriterium gemittelt und ausgewertet. Der Score, definiert in
Kapitel 3.9, ist unterteilt in die beiden Abschnitte A (Punkte 1-7) und B (Punkte
8-12). Der Score A befasst sich mit der Bewertung und Quantifizierung des neu entstandenen
Gewebes innerhalb des Defektbereichs, der sich daran anschlieBende zweite Abschnitt B mit
der Integration des Implantats im umliegenden Gewebe. Dies ermdglichte eine umfassende
Beurteilung des neu synthetisierten Gewebes. Die maximal erreichbare Gesamtpunktzahl be-
trigt 27 Punkte bei Score A und 12 Punkte bei Score B. Die nativen Prédparate als Optimum
erhalten die jeweilige Hochstpunktzahl. AnschlieBend wurden die Ergebnisse beider Ver-
suchsgruppen unter Verwendung des Mann-Whitney-Tests und des Wilcoxon-Tests auf statis-
tisch signifikante Unterschiede (p<0,05) hin untersucht.

Die Kriterien des Scores A umfassten den prozentualen Anteil hyalinen Knorpels an der Ge-
lenkfldache, die Oberflichenbeschaffenheit, die strukturelle Integritit, die Knorpeldicke und
die Verbindung zum umliegenden gesunden Knorpel sowie degenerative zellulidre Verinde-
rungen im Bereich des Implantates und degenerative Verdnderungen im umliegenden gesun-
den Knorpel. Weiterhin fand die Rekonstruktion des subchondralen Knochens, die Verbin-
dung zwischen regeneriertem Knorpel und neuem subchondralen Knochen sowie die Safra-

nin-Orange-Anféarbung Beriicksichtigung.

In Score B erfolgte die Bewertung der Integration des Implantats im umliegenden Gewebe.
Bewertungskriterien in diesem Fall waren die Defektauffiillung, die laterale und basale kno-

cherne Integration sowie die Entziindungs- und Fremdkorperreaktionen.
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4.8.1 Beschreibung der einzelnen Scoreparameter

Nach einer Heilungsdauer von drei Monaten bestand das den Defekt ausfiillende Gewebe zu-
meist aus Bindegewebe und neu gebildeten Knochen. Hin und wieder waren einzelne Knor-
pelinseln feststellbar. Die mit einem Implantat versorgten Defekte wiesen zusitzlich noch
nicht degradiertes Scaffoldmaterial auf. Insgesamt zeichnete sich in den verschiedenen Grup-
pen kein einheitliches Bild hinsichtlich des Regenerationsverlaufes ab. Das erste Scorekriteri-
um des Scores A beurteilt den prozentualen Anteil an neu gebildeten hyalinen Knorpel im
Bereich der Gelenkoberflache. Wihrend der Median in den Gruppen der Leerdefekte bei 0
(Polyweich) und 2 (Polyhart) lag, fanden sich in den gefiillten Defekten Mediane von 2 (Po-
lyweich) und 4 (Polyhart) nach einer Behandlungsdauer von drei Monaten. Nach einem Zeit-
raum von sechs Monaten waren bei den Leerdefekten mit einem Median von 2 keine Unter-
scheide erkennbar. Im Vergleich dazu nahm der prozentuale Anteil hyalinen Knorpels in bei-
den Gruppen Polyweich (Median von 3) und Polyhart (Median von 4) deutlich zu. Die struk-
turelle Bewertung des Defektbereiches unter Beriicksichtigung der Oberflichenbeschaffen-
heit, der strukturellen Integritdt, der Knorpeldicke und der Verbindung zum umliegenden
Knorpel vereinen sich in dem zweiten Kriterium. Eine RegelméBigkeit der Regeneratoberfli-
che war bei den Leerdefekten sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten mit einem Me-
dian von 1 nicht vorhanden. Die mit einem biodegradierbaren Implantat versorgten Defekte
erreichten nach drei Monaten jeweils einen Median von 1 (Polyweich) und 2 (Polyhart) und
entsprachen somit den Leerdefekten. Parallelen hinsichtlich dieser Beobachtungen lieBen sich
auch nach einem Beobachtungszeitraum von sechs Monaten ablesen, wobei die Gruppe Po-
lyweich die hochsten Punktzahlen erhielt mit einem Median von 2 (Polyhart: Median von 1).
Bei der Beurteilung der strukturellen Integritit hatten die unaufgefiillten Defekte im Durch-
schnitt mit einem Median von O die niedrigsten Punktzahlen, vergleichend dazu die versorg-
ten Gruppen, welche mit einem Median von 1 geringgradig besser waren. Eine Angleichung
der Punktzahlen mit einem Median von 1 nach sechs Monaten konnte in allen Gruppen gese-
hen werden. Eine strukturelle Integritit wie sie im intakten gesunden Knorpel vorherrschend
ist, war nur in vereinzelten Prédparaten erkennbar. Die Hohe des Regenerats nahm mit der
Standzeit kontinuierlich zu. In den unbehandelten Defekten war zu beiden Beobachtungszeit-
rdumen teilweise nur eine sehr diinne Knorpelschicht, ndmlich weniger als 50% des normalen
Knorpels, gebildet worden. Ein dhnlich schlechtes Ergebnis war lediglich bei der Versorgung
mit einem weichem Poly-D,L-Lactid-Implantat nach drei Monaten erkennbar (Median von 0).

Durch die Verwendung eines harten Poly-D,L-Lactid-Implantats konnte im Regenerat eine
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Knorpeldicke zwischen 50% und 100% erreicht werden (Median von 1). Dieses Erschei-
nungsbild war hinsichtlich der Knorpeldicke von 50% bis 100% in allen Gruppen nach sechs
Monaten feststellbar. Eine Verbindung des Regenerats zum umliegenden Knorpel zu beiden
Seiten konnte lediglich in der Gruppe Polyhart zum frithen Zeitpunkt vorgefunden werden.
Nach sechs Monaten wurden die mit einem Implantat versorgten Defekte (Median von 2) ge-
geniiber den Leerdefekten (Median von 1) besser bewertet, gekennzeichnend durch einen
nahtlosen Ubergang zum angrenzenden Knorpel. Das dritte Kriterium beschiiftigte sich mit
den Anzeichen degenerativer Verdnderungen im Defektbereich. Nach einem Zeitraum von
drei Monaten erreichten die Mediane der Leerdefekte eine Punktzahl von O (Polyweich) und 1
(Polyhart), welche sich auch nach sechs Monaten nicht veridnderten. Dem entsprechend waren
sie durch das Auftreten von Chondrozytenclustern und Hyperzellularitéit charakterisiert. Die
Mediane beider Implantatgruppen lagen bei einem Median von 1. Das synthetisierte Gewebe
war von wenigen Chondrozytenclustern durchsetzt und von leichter Hypozellularitit. Zum
spiteren Zeitpunkt war nur in der Gruppe Polyhart eine Verdnderung auf einen Median von
0,5 zu verzeichnen. Das Erscheinugsbild des neusynthetisierten Knorples war geprédgt von
Chondrozytenclustern (>25%) und moderater Hypozellularitiat. Degenerative Erscheinungen
im anliegenden intakten Knorpel waren in der Gruppe Polyhart mit einem Median von 2,5
bwz. in der Gruppe Polyweich mit einem Median von 3 nach drei Monaten zu beobachten.
Die Leerdefekte wiesen einen Median von 3 zum frithen Zeitpunkt auf, nach sechs Monaten
war in der Gruppe Polyweich ein Median von 2 (Polyhart: Median von 3) zu beobachten.
Vereinzelt stellten sich degenerierte Chondrozyten dar, desgleichen einige Cluster bei norma-
ler Zellularitit. Im weiteren Verlauf wurde auf die Rekonstruktion der subchondralen Lamelle
und auf die Verbindung zwischen regenerierten Knorpel und Knochenlamelle Bezug genom-
men. Eine vollstindige Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle nach drei Monate
war in keiner einzigen Versuchsgruppe zu beobachten. Vor allem zum fritheren Zeitpunkt
fielen die Leerdefekte durch ihre unzureichende Rekonstruktion der subchondralen Lamelle
negativ auf. Diese wurde zu weniger als 50% rekonstruiert. Wurden die Gruppen zu einem
spiteren Zeitpunkt miteinander verglichen so imponierten die mit einem Implantat versorgten
Gruppen durch eine fast vollstandige Rekonstruktion des subchondralen Knochens, ableitbar
an einem Median von 1 in der Gruppe Polyweich und einem Median von 1,5 in der Gruppe
Polyhart. Parallel dazu lie sich vor diesem Hintergrund eine innige Verbindung zwischen
regenerierten Knorpel und neu gebildeten subchondralen Knochen von mehr als 50% in allen

Gruppen mit einem Median von 1 nachweisen. Die Ausnahmen bildeten die beiden Leerde-
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fekte zu drei Monaten Standzeit (Median von 0), hier war die Verbindung zu weniger als 50%
hergestellt. Als letztes Kriterium des Scores A wurde der Anfirbungsgrad der Knorpelmatrix
mittels Safranin-Orange und damit die Beurteilung der Proteoglykankonzentration bewertet.
GroBtenteils wurde eine graduelle Zunahme der Farbintensitit iiber die Zeit gesehen, die eine
positive homogene Firbung von 40% bis 80% aufwies. Die Mediane der Leerdefekte lagen
sowohl nach drei Monaten als auch nach sechs Monaten bei einem Wert von 1. Die Mediane
fiir die gefiillten Defekte (Polyweich) lagen zum friiheren Zeitpunkt bei 1 und zum spéteren
bei 1,5. Auffallend positiv war der Median von 2 in der Versuchsgruppe Polyhart zu beiden
Standzeiten. Dieser erreichte als einziger die volle Punktzahl und zeichnete sich durch seine
intensive Anfirbbarkeit (>80% positive homogene Anfidrbung) respektive Proteoglykange-

halt, dhnlich dem intakten gesunden Knorpel, aus.

Score B beschiftigte sich in seinem ersten Kriterium mit der Auffiillung im Defektbereich
unabhiingig von den einzelnen Gewebetypen. Der Vergleich zu drei Monaten zwischen den
unversorgten und den versorgten Defekten erbrachte tendenziell dhnliche Ergebnisse. Die
Leerdefekte und die Gruppe Polyweich wiesen eine durchschnittliche Auffiillung von 51% bis
75% auf (Median von 2). Hohere Punktwerte und Auffiillungsgrade (75% bis 90%) erzielte
dabei die Gruppe Polyhart (Median von 3). Natiirlich wirkte sich auch der zeitliche Verlauf
positiv auf die Auffiillung aus, so dass nach sechs Monaten durchschnittlich eine Auffiillung
von 90% bis 100% erreicht werden konnte unabhiingig von der Versorgung. In der Bewertung
der nichsten beiden Scorekriterien ging es um die basale und laterale knocherne Integration.
Im Laufe der Zeit kam es insgesamt in allen Gruppen zu einer kontinuierlichen Steigerung
beziiglich der knochernen Integritit. Die Gruppe Polyweich wies einen Median von 1 nach
drei Monaten auf. Im Vergleich dazu war eine leichte Verbesserung nach sechs Monaten zu
verbuchen mit einem Median von 2, die zu einer teilweisen Verbindung der lateralen Randbe-
reiche gefiihrt hatte. Ahnliche Tendenzen zeichneten sich auch in der Gruppe Polyhart ab. Die
basale knocherne Integration war im Bereich der Implantate wesentlich schlechter ausgebildet
(<50%). Im Laufe der Zeit kam es auch beziiglich der basalen kndchernen Integration in allen
Gruppen zu einer kontinuierlichen Steigerung. Die letzten beiden Scorekriterien befassten
sich mit dem Auftreten von Entziindungs- und Fremdkorperreaktionen. Das Regenerations-
verhalten in Anbetracht dieser Bewertungskriterien differierte erheblich zwischen den Leerde-
fekten und den Implantaten. In den unbehandelten Defekten waren zum Teil mit einem Medi-
an von 1 nur sehr geringfiigige Entziindungs- und so gut wie keine Fremdkorperreaktionen

(Median von 1) feststellbar. Im Gegensatz dazu war in den mit Implantaten versorgten Defek-
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ten nach drei Monaten eine geringe in der Gruppe Polyweich mit einem Median von 1 bis
starke Entziindungsreaktion in der Gruppe Polyhart mit einem Median von 0,5 detektierbar,
die im Laufe der Zeit in beiden Gruppen langsam abnahm (Median von 1). Begleitend dazu
fand man in fast allen Priparaten die mit einem Implantat versorgt worden waren zu beiden

Zeitpunkten Fremdkorperreaktionen (Median von 0).

Die anhand des Scores ermittelten Punktwerte der einzelnen Kriterien fiir Minimal- und Ma-
ximalwerte sowie der Medianen der jeweiligen Gruppen Polyweich und Polyhart zu den
Standzeiten drei und sechs Monaten findet sich in tabellarischer Form im Anhang (Tab. 15;

Tab. 16).

Es folgt die Darstellung der Gesamtsummen beider Scores einzeln als Mediane (Abb. 44;
Abb. 45) sowie der Mediane aus den Summen beider Scores (Abb.46) als Balkendiagramme.
Die Erwihnung, dass keine Gruppe die maximalen Punktzahlen erreichen konnte, sollte vor-
weg getitigt werden. Die Analysen der Gesamtsummen fiir Score A liel folgende Tendenz
erkennen (Abb. 44): die mit einem Implantat versorgten Defekte wiesen zu allen Zeitpunkten
den Erwartungen entsprechend im Mittel hohere Punktwerte auf als die unbehandelten Kon-
trollen. Die Gruppe Polyhart (Median von 17) erzielte im Vergleich zu der Gruppe Polyweich
(Median von 10) zu drei Monaten hohere Punktzahlen. Vielversprechend gestalteten sich auch
die Ergebnisse nach sechs Monaten. Die Leerdefekte verbesserten sich tendenziell auf einen
Mediane von 13, blieben jedoch hinter den gefiillten Defekten zuriick, welche einen Median
von 17 (Polyweich) und 15 (Polyhart) erreichten. Diese Ergebnisse entsprachen mehr als der
Hilfte der maximal moglichen Punktzahlen des Scores. Im Score B imponierten durchweg die
Leerdefekte mit hoheren Punktzahlen zu beiden Standzeiten (Abb. 45). Die Summe beider
Scores, im Folgenden als Score Gesamt (Abb. 46) bezeichnet, wies zu drei Monaten Paralle-
len hinsichtlich des Regenerationsvermogens zwischen den Leerdefekten und der Gruppe
Polyweich auf. Die Mediane der Leerdefekte lagen bei 14 (Polyweich) und 15 (Polyhart), die
der Gruppe Polyweich ebenfalls bei 15. Positiv sei in diesem Zusammenhang die Gruppe Po-
lyhart mit einem Median von 23 zu erwihnen. Auffillig erschien, dass die
Beurteilung mit Hilfe des Scores Gesamt nach sechs Monaten kaum Unterschiede zwischen
den Leerdefekten (Median Polyweich von 22,5 und Polyhart von 21) und der Gruppe Polyhart
(Median von 22) ergab. Die Gruppe Polyweich erwies sich als positive Ausnahme mit einem

Median von 25.

&9



ERGEBNISSE

Abb. 44: Vergleich der Scoreergebnisse (Score A) zwischen Leerdefekt und gefiilltem Defekt zu beiden
Standzeiten; die Referenzlinie gibt die maximal zu erreichende Punktzahl an.
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Abb. 45: Vergleich der Scoreergebnisse (Score B) zwischen Leerdefekt und gefiilltem Defekt zu beiden

Score B

Abb. 46: Vergleich der Scoreergebnisse (Score Gesamt), bestehend aus Score A und Score B zwischen

Score Gesamt

Standzeiten; die Referenzlinie gibt die maximal zu erreichende Punktzahl an.
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4.8.2 Statistische Analyse

Die statistische Analyse stiitzte sich auf die Bildung der Differenzen zwischen den jeweils
ermittelten Punktwerten fiir die Implantate und den unversorgten Defekten zum jeweiligen
Zeitpunkt (Implantat minus Leerdefekt). Hierdurch sollten die Unterschiede zwischen den
einzelnen Versorgungen prizise zum Ausdruck kommen. Aus einem deutlichen Ubergewicht
an positiven Differenzen kann man schlieen, dass der weit liberwiegende Punktwert der Imp-
lantate groBer ist als derjenige der Leerdefekte. Somit iibte er einen positiven Effekt im Hin-
blick auf die Regeneration aus. Differenzen wurden von Score A, Score B und der Summe
beider Scores berechnet. Zuerst konzentriert sich die Betrachtung auf die Differenz der in
Score A ermittelten Mediane. Hier dominierten ausnahmslos, abzuleiten an den positiven
Werten der Mediane, die mit einem Implantat versorgten Defekte gegeniiber den unversorgten
Defekten zu allen Zeitpunkten. In der Gruppe Polyhart zu drei Monaten war mit einem Medi-
an von 8 ein eindeutiger, aber nicht signifikanter Unterschied feststellbar (Polyweich Median
von 3). Nach sechs Monaten erzielten die Priparate der Gruppe Polyweich hohere Punktwerte
mit einem Median von 3,5 verglichen mit der Gruppe Polyhart mit einem Median von 1,5. Ein
vollkommen kontrédrer Verlauf zeichnete sich in den Differenzen des Scores B zu allen Zeit-
punkten ab. In diesem Fall lie} sich eine hohere Punkteverteilung in Abhéngigkeit des Aus-
wertungsschemas fiir die unversorgten Defekte dokumentieren, die sich in negativen Diffe-
renzen niederschlugen. Allerdings zu keinen statistischen signifikanten Unterschieden fiihr-
ten. Bemerkenswert war wiederum ein bei der Betrachtung der Differenzen des Scores Ge-
samt deutlicher Unterschied zu Gunsten der Implantate. Tatsdchlich spiegelte sich auch im
Score Gesamt ein dominierender Median von 7,5 in der Gruppe Polyhart zu drei Monaten
wieder (Polyweich Median von 1). Nach sechs Monaten wiesen beide mit einem Implantat

versorgten Gruppen einen Median von 1,5 auf.

Eine Tabelle mit den Medianen sowie den Minimal- und Maximalwerten der jeweiligen

Differenzen findet sich im Anhang (Tab. 17).

Eine Vervollstindigung der statistischen Analyse wurde durch die Anwendung des nicht pa-
rametrischen Mann-Whitney - und des Wilcoxon-Tests erzielt. Die Anwendung dieses Mann-
Whitney-Testverfahrens auf die gewonnenen Daten dienten der Untersuchung zur Darstellun-
gen von Unterschieden zwischen den Implantaten und den Leerdefekten zu den verschiedenen
Zeiten. Die ermittelten Differenzen der einzelnen Scores wiesen zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied auf (Tab. 3). Die Signifikanz wurde mit einem p-Wert von p<0,05

zu Grunde gelegt.
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Der Wilcoxon-Test findet iiblicherweise Anwendung bei einem nichtparametrischen Ver-
gleich zweier abhingiger Stichproben. Er basierte auf einer Rangreihe der absoluten Werte-
paardifferenzen und berechnet fallweise zu jedem Wertepaar die Differenzen. Die Auswer-
tung (Tab. 4) ergab in der Gruppe Polyweich zu einem Zeitpunkt von sechs Monaten signifi-
kante hohere Punktwerte beziiglich Score A (p=0,043) und Score Gesamt (p=0,041) vergli-

chen mit der anderen Gruppe.

Tab. 3: Statistische Auswertung: Mann-Whitney-Test bezogen auf die ermittelten Differenzen aller Scores

Standzeit Dif. Score A | Dif. Score B | Dif. Score Gesamt

3 Monate | Mann-Whitney-U 6,00 10,50 6,50
Wilcoxon-W 27,00 20,50 27,50
Asymptotische 0,193 0,746 0,237
Signifikanz (2-seitig)

6 Monate | Mann-Whitney-U 13,00 15,50 17,00
Wilcoxon-W 34,00 36,50 34,00
Asymptotische 0,421 0,684 0,871

Signifikanz (2-seitig)

Tab. 4: Statistische Auswertung: Wilcoxon-Test bezogen auf die ermittelten Ergebnisse aller Scores

Standzeit | Therapie Score A | Score B | Score Gesamt

3 Monate Polyweich | Asymptotische 0,111 0,257 0,458
Signifikanz (2-seitig)
Polyhart Asymptotische 0,077 0,496 0,136

Signifikanz (2-seitig)
6 Monate | Polyweich | Asymptotische 0,043 0,066 0,041

Signifikanz (2-seitig)
Polyhart Asymptotische 0,072 0,414 0,463

Signifikanz (2-seitig)
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

Fiir die Entstehung von osteochondralen Defekten kommen zahlreiche Ursachen, hauptsich-
lich traumatische Schiadigungen mit Beteiligung des Knorpels und des subchondralen Kno-
chens infrage. Grof3tenteils sind davon junge, sportlich aktive Personen betroffen. Die sozio-
okonomische Bedeutung dieses Problems verdeutlicht sich einerseits in der steigenden Inzi-
denz von Knorpelschiden (Steinwachs et al., 1999) und andererseits in der Tatsache, dass
kleinere Lisionen unterschiedlicher Genese in den meisten Féllen progressiv verlaufen und
letztlich Gelenksarthrosen induzieren konnen (Hunziker, 2002; Buckwalter und Brown, 2004;
Peterson, 1996; Hangody und Fiiles, 2003; Buckwalter, 1998; Buckwalter und Mankin,
1998a). Jahrlich fiihrt die hohe Inzidenz der Gelenkknorpelldsionen zu erheblichen volkswirt-
schaftlichen Einbuflen. Verletzungen des hyalinen Gelenkknorpels, vor allem im Kniegelenk,
stellen schwer zu behandelnde Priarthrosen dar und erfordern gerade bei jiingeren Patienten
spezielle Anforderungen an die therapeutischen MaBBnahmen. Die in den vergangenen Jahren
erzielten therapeutischen Fortschritte liefern heutzutage immer noch keine optimalen Hei-
lungsergebnisse im Sinne einer restitutio ad integrum. Zudem wird nach traumatischer Schi-
digung eine immer schnellere Rehabilitation ohne Funktionsverlust verlangt. Auch aus der
heutigen Sicht rechtfertigt diese Tatsache die intensive unfallchirurgische Forschung zur Ver-

besserung der osteochondralen Defektheilung.

Ziel der vorliegenden Studie ist der histologische und histomorphometrische Vergleich stan-
dardisierter osteochondraler Defekte im Hinblick auf den initialen Heilungserfolg unter der
Therapie mit Poly-D,L-Lactid-Implantaten unterschiedlicher Steifigkeiten zu zwei ausgewihl-
ten Zeitpunkten. Mit dieser Studie soll der Einfluss der mechanischen Rahmenbedingungen
von Poly-D,L-Lactid-Implantaten auf die Rekonstruktion des subchondralen Knochens und
die Regeneration des Knorpels aufgezeigt werden. Zusitzlich wurde die Belastung aller
Gliedmalen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum durch Messung der Bodenreaktions-

krifte ermittelt.
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Die Uberpriifung erfolgte anhand der eingangs aufgestellten Hypothesen:

1. Die Nachahmung sowohl der nativen Steifigkeit als auch der strukturellen und mecha-
nischen Stabilitdt des Knochens durch die Fiillung fiihrt zu einer optimalen Regenera-
tion osteochondraler Defekte hinsichtlich der Implantatintegration und Rekonstruktion

der Gelenkoberfliche.

2. Wesentliche Voraussetzung fiir eine schnelle und komplikationsarme Heilung osteo-

chondraler Defekte ist die hinreichende Rekonstruktion des subchondralen Knochens.

3. Die Regenerationsergebnisse sowohl der versorgten als auch der unversorgten Defekte

sind nach einer Standzeit von sechs Monaten wesentlich besser als nach drei Monaten.

5.2 Diskussion der Methoden

5.2.1 Diskussion des Tiermodells

Die Studie basiert auf einem Tierversuchsprojekt, in dem der Einfluss von Poly-D,L-Lactid-
Implantaten beziiglich ihrer Fahigkeit, die Regeneration osteochondraler Defekte positiv zu
beeinflussen, evaluiert werden sollte. Der Einsatz diverser Tiermodelle in experimentellen
Studien bietet einerseits den Vorteil, standardisierte Rahmenbedingungen zu bieten, anderer-

seits die Moglichkeit der Reproduzierbarkeit.

In der Knorpelforschung finden eine weite Spanne verschiedener Tiermodelle Verwendung,
was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander beeintrichtigt (Breinan et al., 2001;
Hunziker, 1999; Roach et al., 1989; Dustmann und Puhl, 1976). Es gibt zahlreiche wissen-
schaftliche Untersuchungen an Ratten, Kaninchen (Nam et al., 2004; Bergsma et al., 1995;
Hunziker, 1999; Hunziker und Rosenberg, 1996; Wakitani et al., 1994; Shapiro et al., 1993;
Caplan et al., 1997; Gao et al., 2004; Cheung et al., 1978; Meachim und Roberts, 1971;
Ghadially et al., 1977; Ghadially und Ghadially, 1975; Roughley und Lee, 1994; Braun et al.,
1983; Giinther et al., 1998), Hunden (van Dyk et al., 1998; Eyre et al., 1980; Calandruccio
und Gilmer, 1962; DePalma et al., 1966; Breinan et al., 2001), Ziegen (Niederauer et al.,
2000; Butnariu-Ephrat et al., 1996), Pferden (Convery et al., 1972), Rindern (Chen et al.,
2004; Kurz et al., 2001; Lind et al., 2008), Schweinen (Ameer et al., 2002; Hunziker und Ro-
senberg, 1996) oder Schafen (Allen et al., 1998; Siebert et al., 2003; Siebert et al., 2001;
Russlies et al., 2003; Homminga et al., 1991; Weiler et al., 1996; Leniz et al., 2004;
Appleyard et al., 2003; Guo et al., 2004; Akens et al., 2001; Pilar et al., 2007; Bruns et al.,
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1997a; Bruns et al., 1997b). Wihrend das Regenerationsverhalten von Ratten, Kaninchen und
Schafen im Vergleich zum Menschen gut dokumentiert ist, ist dies bei den anderen genannten
Spezies nicht der Fall. Kleinere Versuchstiere wie Ratten oder Kaninchen weisen einen hohe-
ren metabolischen Umsatz und damit einhergehend auch eine kiirzere Regenerationszeit bzw.
ein schnelleres Heilungsverhalten auf (Frankenburg et al., 1998; Coulson, 1983). Aus diesem
Grund kann ein Vergleich der einzelnen Zeitpunkte beziiglich der Regenerationszeit zwischen
verschiedenen Spezies nicht ohne weiteres vorgenommen werden. Zudem lassen sich Inter-
pretationsprobleme in unterschiedlich gewihlten Tiermodellen trotz dhnlichem Versuchsde-

sign (Belastungssituation, Lokalisation und Dimension der Defekte) ableiten (Rudert, 2002).

Das Schaf ist fiir das vorliegende Projekt als Versuchstier besonders geeignet, weil die bio-
mechanischen und kndchernen Dimensionen dem humanen Kniegelenk sehr &hnlich sind
(Russlies et al., 2003; Bruns et al., 1997a). Im Hinblick auf Wachstum und Regeneration des
Knorpels sind Ahnlichkeiten zwischen Schafen und Menschen erkennbar (Jansson et al.,
2000). Vor diesem Hintergrund bietet das Versuchstier Schaf in der Forschung ein ideales
Modell fiir die Etablierung verschiedener orthopidischer Therapiemethoden zur Behandlung
von Knorpeldefekten (Allen et al., 1998; Homminga et al., 1991; Siebert et al., 2001; Russlies
et al., 2003).

Die in diese Studie eingehenden adulten Merino-Mix-Schafe bildeten eine homogene Gruppe
hinsichtlich Rasse, Alter, Geschlecht und Gewicht. Die Voraussetzungen, dass alle Tiere aus-
gewachsen und vollstédndig geschlossene Epiphysenfugen aufweisen mussten, war notwendig,
da das Regenerationspotential von nicht ausgewachsenen Tieren als hoher angesehen wird als
das von adulten Tieren (Calandruccio und Gilmer, 1962; Bobic und Noble, 2000; Ekholm und
Ingelmark, 1952; Buckwalter et al., 1994b; Dustmann und Puhl, 1976; Frenkel et al., 1997;
Wei et al., 1997). Die ausgewihlten Schafe, welche ein durchschnittliches Korpergewicht von
70 (£8) kg aufwiesen, entsprachen dem durchschnittlichen Gewicht eines adulten Menschen
(Breinan et al., 2001). Die in verschiedenen Studien verwendeten Hunde wiegen oft nur
zwischen 15 und 30 kg (Calandruccio und Gilmer, 1962; DePalma et al., 1966; Breinan et al.,

2001) und erschweren somit die Vergleichbarkeit.

Einschriankungen hinsichtlich der gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Studie ergeben
sich dennoch bei der Interpretation und Ubertragung auf den Menschen bzw. auf andere
Spezies, da es trotz der zahlreichen Ubereinstimmungen zwischen dem Menschen und dem

Versuchstier Schaf Abweichungen in Bezug auf die anatomischen und biomechanischen Ver-
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hiltnisse gibt (Breinan et al., 2001; Hunziker, 1999; Roach et al., 1989). Die Knorpeldicke im
menschlichen Kniegelenk betrdgt etwa 2-3 mm, hingegen weist das Kaninchen physiologi-
scher Weise eine Knorpeldicke von 400 pm auf (Rudert, 2002; Hunziker, 1999). Das Schaf
liegt mit 0,8 bis 1,5 mm etwa zwischen den beiden genannten Spezies. Auch der Vergleich
der Defekttiefe bereitet Schwierigkeiten, denn ein 2 mm tiefer Defekt im humanen Knorpel
wiirde sich als partieller Gelenkknorpeldefekt ohne Einbeziehung der subchondralen Kno-
chenplatte darstellen, beim Kanninchen jedoch ein tiefer Gelenkknorpeldefekt unter Einbe-

ziehung des subchondralen Knochens sein (Hunziker, 1999).

Ein weiterer Aspekt, der vor der Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse zu erwihnen ist,
sind die geringen Fallzahlen von sechs Tieren pro Gruppe. Vor diesem Hintergrund muss vor
einer vorbehaltslosen Ubertragung der Ergebnisse abgesehen werden. Anhand der vorliegen-
den Studie konnen ausschlieBlich Aussagen iiber die initiale Heilung zu den beiden ausge-
wihlten Zeitpunkten getroffen werden. Die erzielten Erkenntnisse konnen in Folgestudien
durch eine groflere Gruppenanzahl und einen ldngeren Beobachtungszeitraum verifiziert oder
auch falsifiziert werden. Zudem muss den Versuchstieren eine gewisse Individualitit zuge-

standen werden, die auch in der Versuchsauswertung beriicksichtigt werden muss.

Langzeitstudien iiber mehrere Jahre wiren notig, um den weiteren Verlauf der Regenerate
hinsichtlich Knorpelqualitit oder Degenerationsanzeichen zu verfolgen. Diese Kriterien sind
fiir den spiteren humanen Einsatz ausschlaggebend. Aus diesem Grund besteht der dringende
Bedarf an weiterfiihrenden tierexperimentellen Studien, um neue Therapiemethoden und eine
Optimierung des experimentellen Designs zur Heilung von osteochondralen Defekten zu etab-
lieren (Hunziker, 1999). Zudem ermoglicht die Untersuchung grofler Tiergruppen unter Ein-
satz invasiver Methoden einen grofen Vorteil im Vergleich zu den Untersuchungen am Men-
schen. Die Erkenntnisse der histologischen Reparationsmechanismen im Tiermodell erlauben

ein besseres Verstiandnis der humanen Situation (Roach et al., 1989).

5.2.2 Operation und postoperativer Beobachtungszeitraum

Wie schon erwihnt, stellte das Schaf ein ideales Versuchsmodell fiir verschiedene orthopidi-
sche Behandlungsmethoden dar und war chirurgisch gut zuginglich (Russlies et al.,
2003; Allen et al., 1998). Das zu Grunde gelegte Versuchsdesign gewdhrleistete die
Moglichkeit, standardisierte osteochondrale Defekte im linken Kniegelenk zu kreieren.
Eine Standardisierung des Defektmodells wurde durch einen identischen operativen Zugang

und Durchfiihrung erreicht, welche sich an etablierten Operationsmethoden orientierte. Dieses

97



DISKUSSION

Versuchdesign gewdhrte einerseits die Moglichkeit, den Einfluss der mechanischen Belastung
auf die Transplantate im Kniegelenk wihrend der physiologischen Be- und Entlastung, ande-
rerseits die Reaktion des Organismus auf die Implantate bzw. auf die Regeneration
osteochondraler Defekte zu evaluieren. Die Defekte wurden jeweils im lasttragenden Bereich
der beiden Femurkondylen des linken Kniegelenkes platziert. Auf Grund der anatomischen
Variation war es nicht immer moglich, den Bohrkanal orthograd in der Hauptbelastungzone
zu platzieren. Die kreierten osteochondralen Defekte unterschieden sich nur in ihrem
Durchmesser (Fiillung @ 7,4 mm und Leerdefekt @ 8,4 mm). Die Defekttiefe war mit 10 mm
festgelegt. Friihere Studien bewiesen, dass im Tierversuch gesetzte osteochondrale Defekte ab
einer GroBe von 6-7 mm im Durchmesser (Leerdefekt) keine spontane Heilung erfahren
haben (Bruns et al., 1997a; Shahgaldi et al., 1991; Convery et al., 1972; Lind et al., 2008).
Die in diesem Projekt verwendete Defektgrofe ist demnach kritisch. Sie wurde bewusst im
kritischen Bereich gewihlt, um moglichst kliniknahe Bedingungen zu schaffen. Auf Grund
der Defektgrofle konnte eine spontane Heilung der Defekte ausgeschlossen werden. Die
Defekttiefe gewihrleistete zum einen eine gute Verankerung der Implantate mit Hilfe der
press-fit-Technik (Outerbridge et al., 1995; Martinek, 2003; Burkart et al., 2001), zum
anderen wurde somit die Eroffnung des Knochenmarkraumes sichergestellt. Die Leerdefekte
dienten als Kontrolle des Selbstheilungspotenzials. Dadurch konnte eine Aussage iiber die
Effektivitit der Implantate, die Regeneration osteochondraler Defekte positiv zu beeinflussen
getroffen und zugleich ein Vergleich der beiden Implantate untereinander ermoglicht werden.
Inwiefern sich die gleichzeitige chirurgische Manipulation an beiden Femurkonylen auf die
gewonnenen Ergebnisse auswirkte, bleibt unklar. Einen weiteren ungeklirten Faktor bildete
der Einfluss der Defektlokalisation. Dieser erfolgte entsprechend abwechselnd auf der media-
len und lateralen Kondyle. Geringe individuelle anatomische Varianten der Kniegelenke er-
schwerten in einigen Fillen den chirurgischen Zugang und bedingten geringfiigige Unter-
schiede in der Positionierung der Defekte. Die eingebrachten Poly-D,L-Lactid-Implantate
sollten auf Hohe der subchondralen Knochenlamelle abschlieBen. Die synthetischen Implanta-
te wirken als Fremdkorper, die eine Fremdkorperreaktion mit einhergehender Entziindung

provozierten, die den Heilungsverlauf moglicherweise nachtréiglich beeinflussten.
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Die postoperativen Haltungs- und Nachsorgebedingungen waren fiir alle Tiere identisch. Aus
diesem Grund diirften die genannten Faktoren auch keinen Einfluss auf das Heilungsergebnis

ausiiben.

Die Wahl der beiden Standzeiten zu drei und sechs Monaten zielte auf die Evaluation des Hei-
lungsverlaufes ab. Die Aussagekraft iiber das endgiiltige Heilungsverhalten osteochondraler
Defekte bei Tieren mit einer Standzeit von drei Monaten war nur bedingt geeignet, eine Aus-
sage unter der Versorgung mit Poly-D,L-Lactid-Implantaten zu treffen. Eine vollstindige Hei-
lung war zu diesem Zeitpunkt, weder bei den versorgten noch bei den unversorgten Defekten
eingetreten. Auch nach einer Standzeit von sechs Monaten konnte eine vollstindige Abhei-
lung der osteochondralen Defekte unabhidngig von der Versorgung nicht beobachtet werden.
In dieser Studie wurden nur zwei ausgewdhlte Zeitpunkte beziiglich der Knorpeldefektheilung
beschrieben. Auf Grund der dhnlich gewihlten Standzeiten boten die in dieser Studie ausge-
wihlten Zeitpunkte gute Vergleichsmoglichkeiten mit den Ergebnissen anderer Studien. Von
primdrem Interesse fiir den Einsatz der Operationsmethode in der Humanmedizin sind vor
allem Langzeiterfolge hinsichtlich Schmerzfreiheit, Funktionalitidt und biologischer Qualitit
der Regenerate. Aus diesem Grunde sind Folgestudien iiber einen Zeitraum von mehreren
Jahren sinnvoll und unumgénglich (Gross et al., 2005). Vor diesem Hintergrund kann die vor-

liegende Arbeit keine Aussagen iiber spitere Komplikationen bzw. Langzeiterfolge liefern.

5.2.3 Einfluss der Bewegung postoperationem

Wihrend des Heilungsverlaufes sollte der Knorpeldefekt einer physiologischen Be- und Ent-
lastung unterliegen, um die Heilung effektiv beurteilen zu konnen (Buckwalter, 1995a;
Buckwalter, 1995b; Salter et al., 1980). Vor diesem Hintergrund sollte der Aspekt der unkon-
trollierten Bewegung bei den Versuchstieren im Vergleich zu der absoluten Schonung bzw.
kontrollierten Belastung und Bewegung der humanen Patienten ebenfalls Beriicksichtigung
finden (Rudert, 2002; Lind et al., 2008). Die Schafe belasteten die operierte Gliedmale post
operationem sofort wieder. Da das Schaf der Gruppe der Fluchtiere zugehorig ist, kann es
innerhalb der Herde zu panikartigen Fluchtversuchen kommen, die eine iiberméBig starke
Belastung induzieren konnen. Diese konnte sich nachteilig auf die Defektheilung auswirken.
Laut Buckwalter stellte eine kurzfristige Schonung der operierten Gliedmalle die Grundvor-
aussetzung fiir die initiale Heilung dar. Dieser Umstand erlaubte die Formation eines Repara-
turgewebes. Daran sollte sich eine individuelle kontrollierte Bewegungstherapie anschliefen,

um den Heilungserfolg zu sichern (Buckwalter, 1995a; Buckwalter, 1995b). Slater und
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O’Driscoll untersuchten den positiven Einfluss von kontinuierlicher passiver Bewegung
(O’Driscoll et al., 1988; Salter et al., 1980). Die mechanische Kompression forderte durch
dynamische Fliissigkeitsbewegungen die Ernidhrung der Chondrozyten und dadurch die Knor-
pelregeneration (O’Driscoll et al., 1988). Es ist bekannt, dass die mechanischen Rahmenbe-
dingungen die phénotypische Expression der Chondrozyten und ihre metabolische Aktivitit
beeinflussten (Boyan et al., 1999; Caplan et al., 1997; O’Driscoll, 1999; Gray et al., 1988). De
Palma postulierte, dass die kontrollierte Belastung und Bewegung die Heilung osteochondra-
ler Defekte forderten. Statische Kompression reduzierte die Chondrozytensynthese, hingegen
variierte die zelluldre Antwort bei zyklischer Kompression in Abhédngigkeit von der applizier-
ten Frequenz und Amplitude (DePalma et al., 1966; Kurz et al., 2001). Intaktes Knorpelgewe-
be reagierte auf dynamische Kompression mit gesteigerter Biosynthese, allerdings reagierten
traumatisierte Chondrozyten in der Regel abweichend mit Reduktion ihrer metabolischen Ak-
tivitat.

Eine Differenzierung, ob die zu verzeichnenden Degenerationserscheinungen in der
vorliegenden Studie auf Grund der unkontrollierten Bewegung entstanden sind oder durch das

Versuchsdesign bedingt waren, ist nicht méglich.

5.2.4 Gewinnung und Aufbereitung der Proben

Die Gewinnung einiger Prédparate bereitete Schwierigkeiten, da der Bohrkanal von auflen
nicht immer eindeutig identifizierbar war und die longitudinale Ausdehnung des Defektes und
die damit verbundene Sédgerichtung nur geschitzt werden konnte. Vor allem nach einer Stand-
zeit von sechs Monaten waren in einigen Fillen makroskopisch flieBende Uberginge zwi-
schen der Defektoberfliche und dem umliegende nativen Knorpel erkennbar, die eine exakte
Lokalisation der Defektmitte wihrend des Sdgevorganges erschwerten. Daher wurden einige
Préparate nicht genau in der Defektmitte gesdgt. Damit lieBen sich auch die moglicherweise
leichten Abweichungen der Defektdurchmesser bzw. des geweblichen Auffiillungsverhaltens

erkldren.

Das in dieser Studie verwendete etablierte Einbettmedium auf Methylmethacrylatbasis diente
zur Erstellung von Hartschnitten fiir die histologische Untersuchung von mineralisiertem Ge-
webe. Jedoch konnte in der Mehrzahl der Priparate keine homogene Infiltration mit dem Ein-
bettmedium erzielt werden, so dass wiederholte Auflésung und ein erneutes Einbetten notig
waren. Diese zusitzliche unumgéngliche Bearbeitung der Priparate konnte sich nachteilig auf

die Darstellung der einzelnen Gewebekomponenten ausgewirkt haben, vor allem in Bezug auf
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die Detektion der Quantitit der Poly-D,L-Lactid-Implantate. Das differente Einbettverhalten
konnte auch als mogliche Ursache fiir ein unterschiedliches Farbverhalten angesehen werden.
Das vereinzelte Auftreten von Firbeartefakte und Faltenbildung in einigen Prédparaten fiihrte
zu falsch positiven Ergebnissen in der histomorphometrischen Analyse beziiglich einiger Ge-
webekomponenten. Weiterhin konnte durch die Manipulation beim Aufziehen der Pridparate
auf die Objekttriger eine leichte Verzerrung der einzelnen Gewebekomponenten und/oder des
Gewebeverbandes nicht ausgeschlossen werden. In wiefern die genannten Faktoren in dieser
Studie die Auswertungen beeinflusst haben, lie} sich abschlieend nicht kldren. Aus Griinden
der Vollstiandigkeit sei an dieser Stelle lediglich darauf hingewiesen. Die histologischen
Schnitte gewihrten abhédngig von der gewdhlten Sédgeebene einen zweidimensionalen Ein-
blick. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse der reprisentativen Querschnitte wurden fiir den

gesamten Defektbereich zu Grunde gelegt.

Zu diskutieren bleibt, inwiefern die aufwendige Anfertigung multipler Serienschnitte eventu-
ell die Aussage hinsichtlich einer gleichmédBigen Defektregeneration erhdhen wiirde. Zudem
konnte dadurch ein besseres Verstindnis beziiglich der histologischen Qualitit erzielt und
ansatzweise die vorherrschenden dreidimensionalen Verhiltnisse dargestellt werden. Dies

konnte in Folgestudien evaluiert werden.

Neben den zwei Standardfdarbungen Safranin-Orange / von Kossa und Safranin-Orange /
Lichtgriin floss noch die Trichromfarbung nach Masson und Goldner in die histologische Be-
urteilung des Defektbereiches mit ein. Diese spezifischen Fiarbemethoden eignen sich beson-
ders zur Darstellung von Knorpelgewebe, mineralisiertem und nicht mineralisiertem Gewebe
sowie verschiedener Zell- und Gewebeanteile. Diese etablierten Fiarbeprotokolle werden héu-
fig zur Beurteilung der Regeneratqualitit eingesetzt und gelten bedingt durch ihre gute Re-
produzierbarkeit und Selektivitdt als standardisierte Methoden (Niederauer et al., 2000;
O’Driscol et al., 1986; Shapiro et al., 1993). Die Safranin-Orange Firbung findet hiufig in der
Knorpelhistologie Anwendung. Der Gehalt an Proteoglykanen ldsst sich anhand seiner Inten-
sitat der Anfiarbung schitzen und ermoglicht somit einen Vergleich verschiedener Priparate

miteinander.

101



DISKUSSION

5.2.5 Histomorphometrie

Von jedem Tier gingen je zwei Priparate aus den versorgten und den unversorgten Defekten
sowie den nativen Kondylen in die Auswertung ein, welche nach Safranin-Orange / von Kos-
sa und nach Safranin-Orange / Lichtgriin gefarbt wurden. Die Identifizierung der spezifischen
Gewebekomponenten erfolgte histomorphometrisch auf Grund der unterschiedlichen Anfér-
bung und Intensitdt. Mit Hilfe des computergestiitzten Auswertungsverfahrens war die Mog-
lichkeit einer objektiven quantitativen und standardisierten Analyse der verschiedenen Gewe-
bekomponenten (mineralisierter Knochen, Bindegewebe, Knorpel und Scaffoldmaterial) ge-
geben, bezogen auf ihre Farbcodierung und Farbintensitit. Der entscheidende Vorteil dieser
computergestiitzten Auswertung lag in der vom Untersucher objektiven unabhédngigen Aus-
wertung, die somit eine Vergleichbarkeit gewihrleistete. Erschwerend kam hinzu, dass dieses
Verfahren mit verschiedenen Fehlerquellen beziiglich der Durchfiihrung behaftet war. Die
Fehlerquellen traten gehiuft dort auf, wo subjektive Entscheidungen des Untersuchers getrof-
fen werden mussten. Zu den vielfiltigen Fehlerquellen zidhlten das manuelle Anlegen der
ROI, die nachtrigliche Anfirbung bzw. Anderung in der Intensitit sowie die nachtrigliche
Markierung einzelner Knorpelinseln oder deren Tilgung auf Grund von Firbeartefakten. Das
Positionieren der rechteckigen ROI auf der konvexen Gelenkoberfliche fiihrte zu einer Ver-
kleinerung der urspriinglichen ROI. Eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde gewéhrleis-

tet durch den relativen Bezug der Messergebnisse zur Gesamtgrofle der urspriinglichen ROL.

Die nachtriglichen manuellen Korrekturen konnten zu einer Verfilschung der tatsdchlich vor-
liegenden Gewebekomponenten fiihren. Eine weitere Fehlerquelle ergab sich aus der subjek-
tiven Beurteilung des Untersuchers hinsichtlich der zum Teil flieBenden Grenzen zwischen
Bindegewebe und Knochenmarksraum bzw. subchondraler Lamelle und Knorpelgewebe. Aus
diesem Grund konnten die so ermittelten quantitativen Werte geringgradig von den tatsdchli-

chen abweichen.

Die histomorphometrische Auswertung bezog sich nur auf den Bereich der ROI welche den
urspriinglichen Defektbereich umfasste. Die gewonnenen Schnitte kdnnten aus unterschied-
lichen Ebenen des Priparatblockes stammen und zu differenten histomorphometrischen
Analysen fiihren. Vereinzelte in direkter Umgebung zur ROI beobachteten Prozesse fanden
keine Beriicksichtigung. Dazu zihlten eingebrochene Defektriander, zu tiefe Bohrungen, auf-
gelockerte oder kompaktere Knochenstrukturen, verdickte subchondrale Lamellen sowie die
variablen Ausdehnungen von vorherrschenden Zysten. Im Zuge der Aufbereitung konnte

hiufig eine Ablosung des Knorpels von dem darunter gelegenen subchondralen Knochen
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beobachtet werden, die hauptsichlich bei den nativen Priparaten vorgefunden wurde. Dieses
Phianomen musste entsprechend bearbeitet und beriicksichtigt werden. Trotz sorgféltigen

Markierens sind leichte Ungenauigkeiten hier nicht auszuschlieen.

Problematischer gestaltete sich die Markierung des synthetischen porésen Scaffoldmaterials
da dieses im Rahmen der Aufbereitung aus dem Préparat herausgelost worden war und sich
nur noch als unterschiedlich grofle Leerrdume darstellte. Auch das anschliefende ausschlieB3-
lich manuelle Markieren des Untersuchers erwies sich riickblickend als erheblich unsicherer
Faktor. Das ausschlieBlich subjektive Entscheiden des Untersuchers, ob es sich bei den nicht
angefidrbten Leerrdumen um Scaffoldmeterial, Fettzellen, angrenzenden Knochenlakunen oder
Artefake handelte, erschwerte wesentlich die Aussage im Hinblick auf die ermittelte Gewebe-
komponente des noch vorhandenen Scaffoldmaterials. Zudem war es auf Grund des Ver-
suchsdesigns nicht moglich den zeitlichen Verlauf der Polymerdegradation zu beiden Stand-
zeiten fiir jedes einzelne Schaf zu beobachten. Die gewonnenen Préparate lieBen nur Riick-
schliisse auf einen einzigen Zeitpunkt zu, entweder zu drei oder sechs Monaten. In diesem
Kontext miissten allerdings auch individuelle Unterschiede in Bezug auf die Degradationski-
netik des Einzeltiers Beriicksichtigung finden. Einige Tiere wiesen einen schnelleren Abbau
des Scaffoldmaterials auf als andere. Diese genannten Faktoren fiihrten zur Ermittlung eines
deutlich hoheren Anteils an nicht degradiertem Scaffoldmaterial nach sechs Monaten. Obwohl
es auf Grund der Degradationskinetik zu einer Reduktion des Polymermaterials im Laufe der
Zeit kommen musste. Vor diesem Hintergrund miissten die histomorphometrisch ermittelten
absoluten Zahlen beziiglich des dedektierten Scaffold-materials zum Zeitpunkt von sechs

Monaten kritisch bewertet werden bzw. geringer Beachtung beigemessen werden.

5.2.6 Histologischer Score

Neben den zwei Standardfdarbungen Safranin-Orange / von Kossa und Safranin-Orange /
Lichtgriin flossen zudem noch die Trichromfirbung nach Masson und Goldner in die histo-
logische Beurteilung des Defektbereiches mit ein. Die gewihlten Firbungen waren priadesti-
niert, die biologische Qualitidt der versorgten und unversorgten Defekte zu beiden Standzeiten
widerzuspiegeln. Zu bedenken war, dass die gewonnenen Schnitte aus unterschiedlichen Ebe-
nen des Priparatblockes stammen konnten, welche zu differierenden Aussagen hinsichtlich
der Defektregeneration fiihren konnten. Weiterhin konnte eine asymmetrische Defektregene-
ration und Auffiillung nicht ausgeschlossen werden. Dies war bei der Interpretation der Sco-

reergebnisse zu beriicksichtigen. Ein Nachteil bei der Verwendung semiquantitativer Scores
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bestand in ihrer Ungenauigkeit. Sie entstand, wenn biologische Zustinde durch ein starres
System beschrieben wurden. Die limitierte Anzahl moglicher Abstufungen konnte zu Unge-
nauigkeiten in der Bewertung fiihren. Einige Fille, die gerade noch ein bestimmtes Kriterium
erfiillten, konnten nicht mehr von Befunden exakt unterschieden werden, die die ndchst besse-
re Bewertung lediglich knapp verfehlt hatten. Trotzdem hatte sich die Verwendung semiquan-
titativer Scores zur Beurteilung und zum Vergleich biologischer Sachverhalte in der For-

schung durchgesetzt.

Fiir die deskriptive Histologie wurden die versorgten Defekte aller vier Gruppen mit den
Leerdefekten sowie untereinander verglichen. Die Auswertung des semiquantitativen Scores,
nach dem Vorbild Wakitanis, welcher von Pineda (Wakitani et al., 1994) und O’Driscoll
(O’Driscoll et al., 1988) modifiziert wurde, beruhte vor allem auf den subjektiven
Entscheidungen des Untersuchers, da es sich hauptsichlich auf optische Merkmale beruhende
Vergleiche handelt. Diese Subjektivitit gilt als Grundlage fiir mannigfaltige Fehlerquellen
(Breinan et al., 2001). Besonders die Einschidtzung von Auffiillungsgrad und Gewebeanteilen
stellen mogliche Fehlerquellen dar. Trotzdem war es erforderlich, beide Scores zu verwenden,
um moglichst viele Kriterien der Knorpel- und Knochenheilung zu erfassen und eine umfas-
sende Beurteilung des neu gebildeten Regenerats hinsichtlich Gewebequalitit und Transplan-
tateinheilung zu ermoglichen. Die Beurteilung der Wiederherstellung der Gelenkflichen war
eines der wesentlichen Ziele des Scores. Deshalb fand der gebildete prozentuale Anteil hyali-
nen Knorpels nur im Bereich der Gelenkoberfliche Beriicksichtigung. Aus diesem Grund
erhielten einige Priparate eine schlechtere Bewertung, obwohl die Bildung von hyalinem
Knorpel im Defektbereich beobachtet werden konnte. Allerdings bildete dieser Knorpel kei-
nen Teil der Gelenkflidche und trug daher nicht zur Gelenkfunktion bei. Das Kriterium der
Defektauffiillung bezog sich ausschlieflich auf die Quantitit des neu synthetisierten Gewebes
unabhéngig von der Qualitiat. Das Ausbleiben einer Differenzierung der Gewebeanteile er-
moglichte einigen nur bindegewebig aufgefiillten Priparaten, hohe Punktzahlen zu erreichen.
Dies war vorallem in der Gruppe der Leerdefekte zu beobachten. Die eine durchschnittliche
Auffiillung von 51% bis 75% nach drei Monaten aufwiesen, dhnlich der Gruppe Polyweich.
Der zeitliche Verlauf wirkte sich positiv auf die Auffiillung im Defektbereich aus, so dass
nach sechs Monaten eine durchschnittliche Auffiillung von 90% bis 100% erreicht werden
konnte unabhiingig von der Versorgung der Defekte. Allerdings galt dies nur fiir eines von

zwoOlf Kriterien und blieb somit die Ausnahme.
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Alle Priparate der Leerdefekte waren nach drei Monaten noch nicht bis auf das Niveau der
Gelenkoberfliche aufgefiillt und konnten so nur eine Integration entsprechend ihres Auffiil-
lungsgrades aufweisen. Dieser Umstand spiegelte sich im Histoscore in einer niedrigeren
Punktevergabe wieder, im Vergleich zu den aufgefiillten Defekten. Zahlreiche minder aufge-
fiillte Defekte, hdufig bei den Leerdefekten zu sehen, waren mit den Defektrindern verbunden
und erhielten recht hohe Punktwerte fiir das Kriterium ,,Verbindung zum umliegenden Knor-
pel®“. Hierbei sollte beriicksichtig werden, dass nur die Verbindung des Knorpels im Randbe-
reich beurteilt wurde. Dieses Kriterium wurde dabei unabhingig von der Rekonstruktion der
Gelenkoberfliche betrachtet. Auch bei der Beurteilung der kndchernen Integration der Im-
plantate muss die unterschiedliche Degradationszeit Beriicksichtigung finden. Die Gruppe
Polyweich wies, verglichen mit der Gruppe Polyhart, eine schnellere Degradationskinetik auf
und somit eine bessere kndcherne Integration bzw. auch einen hoheren Punktwert. Es wére
empfehlenswert, die reinen Scoreergebnisse unter Beriicksichtigung der geringen Gruppen-
groBBe und der erheblichen interindividuellen Variabilititen nur im Zusammenhang mit den
histomorphometrischen und histologischen Ergebnissen zu beurteilen. Anhand der erreichten
Punktzahlen im Histiscore lidsst sich riickwirkend nur schwer nachvollziehen, wie das
entsprechende Tier in den Einzelkriterien bewertet wurde. Allerdings war es moglich an Hand
dieses Scores ein Gesamtbild der Defektheilung darzustellen und einen Vergleich der

verschiedenen Gruppen unter als auch miteinander anzustreben.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Diskussion der Bodenreaktionskrifte

Literaturangaben iiber die Messungen von Bodenreaktionskréften beim Schaf waren begrenzt
verfiigbar und beschrinkten sich auf Untersuchungen am hiesigen Institut (Kleemann et al.,
2007). Ahnliche Untersuchungen an Yucatan Minischweinen mit osteochondralen Lisionen
im Kniegelenk wurden ebenfalls am hiesigen Institut durchgefiihrt (http://www.diss.fu-
berlin.de/2002/301). Angesichts der geringen verfiigbaren Literatur sollten die Ergebnisse
dieser am Schaf gewonnenen Untersuchung nicht uneingeschrinkt auf andere Tiermodelle

bzw. die humane Situation iibertragen werden.
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Die Messungen der Bodenreaktionskrifte dienten zur Evaluation der dynamischen Druckver-
teilungen der jeweiligen Gliedmale wihrend eines Gangzyklus. In die Auswertung gingen
jeweils sechs Tiere aus den Gruppen III und IV mit einer Standzeit von sechs Monaten ein.
Die Auswahl dieser Tiere fiir diesen speziellen Versuchsaufbau fand vor Beginn der Studie
statt. Es musste sichergestellt werden, dass die Tiere trotz postoperativer Schmerzen die
Messzyklen absolvieren wiirden. Die in diese Studie integrierten Schafe unterschieden sich
nicht in Grofle, Gewicht, Geschlecht oder Alter und wurden randomisiert den beiden Ver-
suchsgruppen zugeteilt. Trotzdem sollte die Individualitit der Versuchstiere in der Auswer-
tung Beriicksichtigung finden. Die Durchfiihrung des Versuches hinsichtlich der Operations-
durchfiihrung, der postoperativen Nachsorge, der Ganganalysen und der Standzeit war fiir
beide Gruppen identisch. Die Auswertung der erhobenen Messwerte lief} eine starke Streuung
erkennen, zuriickzufiihren einerseits auf die interindividuellen Variabilititen, andererseits auf
die geringe Gruppengrofle (n=6) gegeniiber der Vielzahl von Mess-zeitpunkten. Aus diesem
Grund wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet und beide Gruppen deskriptiv ver-
glichen. Deshalb ist eine Subjektivitidt der Autorin bei der Auswertung nicht vollig auszu-
schlieen. Daher miissen die gewonnenen Erkenntnisse kritisch beurteilt werden. Vermutlich
wire durch grofer gewihlte Fallzahlen ein statistischer Vergleich auf signifikante Unter-

schiede eher moglich.

Die Analyse ergab fiir beide Versuchsgruppen postoperativ eine deutliche Reduktion der ma-
ximalen Bodenreaktionskraft (86% Gruppe Polyweich und 83% Gruppe Polyhart) im Sinne
einer Entlastung der operierten Gliedmafe. Die Maximalkraft kehrte in Gruppe III schon nach
vier Wochen und damit wesentlich friiher zum prioperativen gemessenen Wert zuriick als in
Gruppe IV. Die parallel zu beobachtende Mehrbelastung der kontralateralen gesunden rechten
HintergliedmalBe ist durch Kompensationsmechanismen erkldrbar. Auf Grund der Schonung
kam es zu einer Verlagerung des Korpergewichtes auf die gesunde Gegenseite. Ahnliche Er-
gebnisse in Hinsicht auf die Schonung der operierten Hintergliedmalle bei gleichzeitiger
kompensatorischer Mehrbelastung der kontralateralen GliedmaB3e wurden bei einer Studie im
Rahmen der Frakturheilung beobachtet (Seebeck et al., 2005). Da aber auch nach korrespon-
dierender Kraftzunahme der operierten Gliedmalle ab der achten Woche eine Mehrbelastung
sowohl der urspriinglich operierten, als auch der kontralateralen Gliedmalle iiber den praope-
rativen Ausgangswerten lag, ldsst sich ein gewisser Lern- oder Trainingseffekt nicht aus-

schlieflen.
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Im Wesentlichen verhielten sich die Kurvenverlidufe beider Gruppen fiir den Parameter Kon-
taktzeit in Bezug auf die operierte Gliedmalle gleich. Aus der in der Anfangsphase zu regist-
rierenden Teilentlastung resultierte auch eine Reduktion der Kontaktzeit. Schmerzen und eine
eingeschrinkte motorische Funktion konnten hierfiir verantwortlich sein. Auffélliger Weise
war wihrend des Beobachtungszeitraumes keine Riickkehr zum préoperativen Ausgangswert

feststellbar.

In beiden Gruppen kam es zu einer geringfiigigen Verringerung der Kontaktfldche in der ers-
ten Woche post operationem. Auch in diesem Fall war das veridnderte Gangbild in der vor-
handenen Schonung begriindet und resultierte aus einer FuBung auf der Klauenspitze. Zudem
lieBen sich Ahnlichkeiten hinsichtlich eines stetigen Kurvenanstiegs in beiden Gruppen ab der
achten Woche iiber das prioperative Niveau verzeichnen. Trainingseffekte sowie Anderungen

im Gangbild kdnnen hiermit in Zusammmenhang stehen.

Alle Parameter zeigten zumeist nach acht Wochen eine Angleichung an die prioperativen
Ausgangswerte und komplikationslose Heilungsverldufe, zu dhnlichen Erkenntnissen kam
Seebeck in ihrer Studie (Seebeck et.al, 2005). Diese Beobachtungen lassen Riickschliisse auf
eine vollstindige Ausheilung zu, die letztlich noch mit den histologischen und den histo-
morphometrischen Ergebnissen zu diskutieren wiren. Eine vollstindige histologische Regene-
ration der osteochondralen Defekte lag selbst zum Zeitpunkt von sechs Monaten in keiner der
vorliegenden Gruppen vor. Ein kausaler Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der Bo-
denreaktionsmessungen und den histologischen Regenerationsergebnissen scheint grundsitz-
lich nicht gegeben. In der vorliegenden Studie war es anhand der Bodenreaktionskraftmes-
sungen unmoglich, einen Unterschied zwischen den beiden Therapieformen abzuleiten. Durch
die gleichzeitige chirurgische Manipulation in der Hauptbelastungszone beider Femurkondy-
len eines Knies lie sich nachtriglich nicht mit Sicherheit feststellen, welchen Einfluss der
jeweils gesetzte Defekt (Fiillung oder Leerdefekt) auf die Belastungssituation des linken
Kniegelenkes ausgeiibt hat. In wie weit die postoperative initial erfolgte Analgesie die Mess-
ergebnisse verfilscht, kann nicht beurteilt werden. Ob die postoperative motorische Belastung
einen positiven Einfluss auf die Regeneration osteochondraler Defekte ausiibt, lie sich mit
diesem Versuchsaufbau nicht abschlieBend beurteilen. Da bei der Analyse der Vorderglied-
mafen im Hinblick auf das Belastungsmuster keine Unterschiede zu verzeichnen waren, blieb

dieser Parameter in der Auswertung unberiicksichtigt.
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5.3.2 Makroskopische Beurteilung der Defektsituation

Die Regeneration osteochondraler Defekte unter Verwendung Poly-D,L-Lactid-Implantate ist
makroskopisch den Leerdefekten zu beiden Standzeiten iiberlegen. Die Unterschiede zwi-
schen den beiden Versuchsgruppen Polyweich und Polyhart zu beiden Standzeiten waren in
der makroskopischen Bewertung gering ausgeprégt. Die alleinige Bewertung der Defekte an-
hand der Makroskopie kann daher kein ausreichendes Kriterium fiir eine Einschidtzung der
Regeneration osteochondraler Defekte sein. Sie vermag lediglich eine limitierte Aussage iiber

die tatsdchliche Qualitidt des Regenerationsgewebes zu treffen.

5.3.3 Diskussion der deskriptiven Histologie

Das Konzept des Tissue engineering scheint bei der Therapie osteochondraler Lisionen eine
vollig neue Dimension therapeutischer Moglichkeiten zu erdffnen. Besonderes Augenmerk
bei den in diesem Projekt eingesetzten Poly-D,L-Lactid-Implantaten unterschiedlicher Stei-
figkeit und ihre damit verbundene mechanische Kompetenz lag auf der Regenerationsfahig-
keit osteochondraler Defekte bzw. auf der Rekonstruktion der subchondralen Lamelle. Die
Steifigkeit des Scaffolds iibte einen entscheidenen Einfluss auf die Formation des subchondra-
len Knochens und damit einhergehend auf die Regeneration des Knorpels aus (Schlichting et

al., 2008).

Die zu Grunde liegende Uberlegung fokussiert sich auf die Rekrutierung undifferenzierter
mesenchymaler Stammzellen durch die Eroffnung des gut vaskularisierten subchondralen
Knochens. Die dort entsprechend einwirkenden mechanischen Rahmenbedingungen (Caplan
et al., 1997; Jansson et al., 2000; Chen et al., 2004; Kummer, 1995) und das vorherrschende
physiologische Milieu (Boyan et al., 1999; Kim und Han, 2000) wirken sich ebenfalls modu-
lierend auf das Differenzierungspotenzial der Knochenmarkstammzellen aus. Hervorzuheben

ist ihre leichte Gewinnung und ihre hohe biosynthetische Aktivitit (Kim und Han, 2000).

Porositdt

Allgemein anerkannt ist, dass die Porositit der Implantate einen entscheidenden Einfluss auf
die Ansiedelung und Interaktion der Zellen hat (Rudert und Wirth, 1998; Hunziker, 1999;
Woodfield et al., 2002; Jansson et al., 2000; Sherwood et al., 2002; Freed et al., 1994; Hunzi-
ker, 2002; Giinther et al., 1998; Karageorgiou und Kaplan, 2005; Liu und Ma, 2004;
Jones et al., 2006). Die Poren sollten moglichst offen und zu einem interkonnektierten System

verbunden sein, um eine optimale Erndhrung und Abtransport von Stoffwechselprodukten
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gewihrleisten zu konnen (Sherwood et al., 2002; Jones et al., 2006).

In diesem Zusammenhang sei auch die Porengrofle als eine wesentliche Einflussgrofe er-
wihnt, die die Anhaftung, die Penetration und die Proliferation der einsprossenden Zellen
gewihrleistet. Die bestehenden Poren sollten den einwachsenden Zellen ein ungehindertes
Einsprossen ermoglichen, um so die Regeneration des Defektes und eine schnelle Veranke-
rung des Implantats im umliegenden Knochen zu erreichen (Boyan et al., 1999; Gelinsky et
al., 2004). Auch die Qualitidt des generierten Gewebes ist mafigeblich von der Porengrofie
abhingig. Bindegewebige Strukturen benotigen Porendurchmesser von 5-15 um, mineralisier-
ter Knochen von 100 um und osteonédhnliche Strukturen Durchmesser von mehr als 200 pm,
um sich in der porosen Matrix anzusiedeln (Schenk, 1991; Gelinsky et al., 2004; Pineda et al.,
1996; Guo et al., 2004; Boyan et al., 1999; Hollinger et al., 2005). Eine hohe Porositit des
Implantates fordert den Knocheneinbau, gleichzeitig limitiert dies wiederum die mechanische

Stabilitéit (Karageorgiou und Kaplan, 2005; Hollinger et al., 2005).

Zusitzlich beeinflusst die PorengroBe funktional die Steifigkeit und den internen Zusammen-
halt (Kim und Han, 2000; Karageorgiou und Kaplan, 2005; Byrne et al., 2007). Dieser Zu-
sammenhang spiegelte sich in den verwendeten Implantaten wider. Die weichen Scaffolds
wiesen eine hohere Porositit bei geringerer Steifigkeit (55% der nativen Steifigkeit) auf, ver-
glichen mit den harten Scaffolds die sich durch eine geringere Porositit dafiir aber hohere
Steifigkeit (85% der nativen Steifigkeit) auszeichneten. Die Porengrofle der verwendeten
Scaffolds wurde aus firmenpolitischen Griinden nicht preisgegeben, war aber makroskopisch
sichtbar und entsprach somit den Anforderungen hinsichtlich hoher Porositit und geeigneter
Porengrofle, da sie den angesiedelten Zellen Anhaftung, Penetration und Proliferation ermog-
lichte, die sich in der Generierung einzelner Gewebekomponenten widerspiegelt. Die hier
verwendete pordse dreidimensionale Konstruktion ermoglicht die Penetration und das Ein-
wachsen mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmarksraum und deren Differenzie-
rung dhnlich den Beobachtungen von Jansson (Jansson et al., 2000). Dadurch wird den ein-
wandernden Zellen mit chondrogenem Potenzial die Etablierung einer knorpeldhnlichen Mat-

rix ermoglicht (Kim und Han, 2000; Dorotka et al., 2005; Chen et al., 2004; Fan et al., 2006).
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Osteoinduktion

Wihrend die Initialphase der knochernen Integration im Wesentlichen von der Oberfldchen-
beschaffenheit des Implantates bzw. von der Osteoblastenaktivitit bestimmt wird, hingt die
knocherne Integration und Fixation pordser biodegradierbarer Implantate (Knochenersatzstof-
fe) laut Giinther maf3geblich von der Fahigkeit der Osteokonduktion ab (Giinther et al., 1998).
Dabei dient die dreidimensionale trabekulédre Struktur einsprossenden Gefdlen und Osteopro-
genitorzellen als Leitgeriist (Gilinther et al., 1998; Boyan et al., 1999; Schenk, 1991; Karage-
orgiou und Kaplan, 2005; Liu und Ma, 2004; Hutmacher, 2000). Hinsichtlich der Architektur
stellt hierbei die Spongiosa eine Idealstruktur dar, bei der die Verbindungen der intertrabeku-
laren Rdume ausgezeichnete Voraussetzungen fiir das Einsprossen von Blutgefd3en und Be-
gleitzellen schaffen (Giinther et al., 1998). Die in dieser Studie eingesetzten pordsen Scaffolds
besitzen auf Grund ihrer architektonischen Struktur osteokonduktive Fihigkeiten. Die in der
Peripherie beginnende Knochenneubildung verdeutlichte die osteoinduktive Wirkung der
Implantate. Diese Beobachtung konnte in allen Pridparaten vor allem im dorsalen Bereich der
Defektrinder gemacht werden, die eine beginnende Rekonstruktion der subchondralen Lamel-
le und eine laterale knocherne Integration erkennen lieBen. Dies spiegelte sich in hoheren

Punktwerten im Histoscore wider verglichen mit den Leerdefekten.

Steifigkeit

Biodegradierbare Implantate unterschiedlicher Steifigkeiten kommen héufig in der orthopa-
dischen Chirurgie zur Therapie von osteochondralen Defekten zur Rekonstruktion des sub-
chondralen Knochens zum Einsatz. Die ideale Steifigkeit eines Implantates ist bis heute un-
klar. Allerdings ist bekannt, dass die mechanischen Einfliisse eine bedeutende Rolle in der

Regeneration der subchondralen Lamelle spielen (Duda et al., 2005).

Die hier verwendeten Poly-D,L-Lactid-Implantate zur Versorgung osteochondraler Defekte
hatten eine Steifigkeit von 55% (Polyweich) und 85% (Polyhart) bezogen auf den gesunden
nativen ovinen subchondralen Knochen. Dabei impliziert eine grolere Steifigkeit gekoppelt
an eine geringe Porositét eine hohere mechanische Stabilitdt (Byrne et al., 2007). Die Regene-
ration des subchondralen Knochens wird durch eine hohere Steifigkeit des Poly-D,L-Lactid-
Implantates positiv beinflusst (Schlichting et al., 2008). Ahnliche Beobachtungen konnten
auch in der vorliegenden Studie gesehen werden. Die Regeneration des subchondralen Kno-
chens wurde von den harten Scaffolds zum Zeitpunkt von drei Monaten positiv beeinflusst.

Diese Ergebnisse spiegeln sich in hoheren Punktzahlen des Histoscores beziiglich der Regene-
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ration der subchondralen Lamelle, der Oberflachenbeschaffenheit und der Defektauffiillung
wider sowie in einem hoheren prozental ermittelten Wert in der Histomorphometrie fiir den

Parameter mineralisierten Knochen.

Die Unterschiede in der Steifigkeit der resorbierbaren Polymere und des Degradationsverhal-
tens wurden durch Variationen des Anteils der beiden Hauptkomponenten PLA und PGA
erreicht. Die Ausgangsstoffe stellen lineare Polyester der Milch- und Glykolsduren (Polylactid
bzw. Polyglykolid) dar (Gerlach, 2000). Die Mikrostruktur kann sowohl amorphe als auch
kristalline Bereiche aufweisen und hat entscheidenden Einfluss auf die Festigkeit des Poly-
mers. Eine amorphe Struktur bedingt eine niedrigere Festigkeit auf Grund ihrer ungerichteten
Verzweigung der Polymerketten (Gerlach, 2000). Kristalline Regionen sind durch eine paral-
lel geordnete Anordnung der Polymerketten unter Ausnutzung der intramolekularen Krifte
charakterisiert und zeichnen sich durch hohere Festigkeitswerte und langsame Degradation

aus (Claes et al., 1998; Helling und Weiler, 1998; Boyan et al., 1999).

Eine detaillierte Aufschliisselung beziiglich der Zusammensetzung der reinen Polymere der
verwendeten Scaffolds wurde aus firmenpolitischen Griinden nicht preisgegeben. Auf Grund
der verschiedenen Eigenschaften der reinen Polymere kann in Bezug auf die Zusammenset-
zung nur spekuliert werden. Die Implantate der Gruppe Polyweich mit einer Steifigkeit von
55% weisen vermutlich einen hoheren Anteil an Polyglykolid mit amorpher Struktur auf ver-
glichen mit der Gruppe Polyhart, wihrend in dieser Gruppe wahrscheinlich der Anteil an Po-
lylactid dominiert und dadurch eine hohere Steifigkeit erreicht wird. Die Mikrostruktur des
Polylactids mit seinen kristallinen Regionen ist verantwortlich fiir die hohere Festigkeit und

die langsame Degradation.

Jansson priifte in seinen Studien den Einsatz verschiedener Poly-D,L-Lactid-Implantate in
Bezug auf die Regeneration osteochondraler Defekte. Dabei sollte das Implantat eine dem
umliegenden Knochen angepasste dhnlich harte Struktur aufweisen und mit einem Elastizi-
tatsmodul unterhalb des spongitosen Knochens ausgestattet sein (Jansson et al., 2000; Pineda
et al., 1996). Auf Grund der groBeren Steifigkeit des neu gebildeten Knochens wird nach
Einwachsen des Knochens in das stynthetische Konstruktt die mechanische Last von diesem
getragen (Jansson et al., 2000; Schenk, 1991; Byrne et al., 2007; Swieszkowski et al., 2007).
Studien von Sherwood und Bergsma bestitigten die Ergebnisse von Jansson, dass langfristig
die mechanische Stabilitit durch das neue synthetisierte Gewebe getragen wird (Jansson et al.,

2000; Sherwood et al., 2002; Bergsma et al., 1995). Diesen Anforderungen werden in der vor-
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liegenden Studie eher die harten Scaffolds gerecht. Wihrend der Degradation des Implantates
hypertrophiert der Knochen in den Implantatporen, um den Verlust an Stabilitdt auszuglei-
chen (Jansson et al., 2000; Giinther et al., 1998). Fiir den Heilungsfortschritt ist es unumgéng-
lich, mit zunehmender Differenzierung des regenerierenden Gewebes wachsende mechani-
sche Beanspruchung auf das Heilungsgebiet zu iibertragen, um den Heilungsprozess zu dy-
namisieren (Claes, 2002; Rehm et al., 1997; Bergsma et al., 1995; Woodfield et al., 2002).
Ahnliche Ergebnisse lieBen sich auch in der vorliegenden Studie dokumentieren. Der neu syn-
thetisierte Knochen von kompakter Struktur stabilisierte den Defektbereich und erhohte da-
durch die Integritdt des Implantates. Der neugebildetet Knochen wies in der Regel eine innige
Verbindung zum umliegenden kndchernen Gewebe auf. Der urspriingliche Defekt wurde kno-
chern aufgefiillt bis maximal zur subchondralen Lamelle, andere Studien berichten von dhnli-
chen Ergebnissen (Convery et al., 1972; Wakitani et al., 1994). Die vollstindige Ausbildung
der subchondralen Lamelle zum friilhen Zeitpunkt, beobachtet in einzelnen Pridparaten der
Gruppe Polyhart, erzielte qualitativ bessere Ergebnisse. Strukturell dominierte die Sklerosie-
rung der subchondralen Lamelle, doch gelang dadurch die Rekonstruktion einer lasttragenden

Gelenkoberfliche.

Der subchondrale Knochen iibernimmt nicht nur eine entscheidende Rolle als effektiver
Druckabsorber, sondern bildet auch ein verstirktes Widerlager, welches die auf den Knorpel
einwirkenden Scherkrifte minimiert (Radin und Rose, 1986). Sowohl der Knorpel als auch
der subchondrale Knochen unterliegen wihrend der Be- und Entlastung einer Deformation,
welche eine notwendige Voraussetzung fiir die Erndhrung des Gewebes darstellt und zudem
noch die Syntheserate der Proteoglykane, der Kollagenfibrillen und der Knochentrabekel for-
dert (Imhof et al., 2000; Sah et al., 1989). Die mechanischen Eigenschaften des subchondralen
Knochens sind entscheidend fiir die Gesundheit des Knorpels (Radin und Rose, 1986). Aus
diesem Grund ist die Rekonstruktion der subchondralen Knochenlamelle eine entscheidene
Voraussetzung fiir die Ausbildung einer lasttragenden Gelenkoberfldache bei der Regeneration
osteochondraler Defekte (Braun et al., 1983; Schlichting et al., 2008; Shao et al., 2006).
Gleichzeitig kann die Steifigkeit der subchondralen Knochenlamelle nachhaltig Einfluss auf
die Gelenkkonformation nehmen. Diese Voraussetzungen erfiillen die in dieser Studie ver-
wendeten harten Scaffolds. In ihren Studien dokumentierten Radin und Rose 1986 ein gehéuf-
tes Auftreten von Scherkriften innerhalb des artikuldren Knorpels, die primir in Verbindung
mit Diskontinuitit oder Verdnderung in der Steifigkeit der subchondralen Knochenlamelle

standen (Radin und Rose, 1986). Diese Aussage liel sich auch in der vorliegenden Studie
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bestitigen. Der Einsatz weicher Scaffolds mit einer sehr viel geringeren Steifigkeit als das
umliegende Knochengewebe war zum friithen Zeitpunkt nicht in der Lage, die notwendige
Stabilitdt zu liefern um die subchondrale Knochenlamelle vollstindig zu rekonstruieren und
eine glatte Knorpeloberfliche zu generieren. Bei Uberbelastung des subchondralen Knochens
und des hyalinen Knorpels lassen sich weitreichende strukturelle Verdnderungen verzeichnen.
Konsequenz der fehlenden Stabilitdt war eine deutliche Sklerosierung des umliegenden Kno-
chengewebes und eine erhohte Knochendichte. Die Folge bestehender Uberbelastung des
Knorpels sind Risse und Fibrillationen an der Oberfliche (Kummer, 1995). Diese Umstédnde
finden vor allem im Histoscore A Beriicksichtigung und spiegeln sich in deutlich niedrigeren

Punktwerten wider.

In wiefern sich die Heilungsergebnisse in der vorliegenden Studie in Abhéngigkeit von der
unterschiedlichen Porositét, Porengrofle oder Steifigkeit widerspiegeln, ldsst sich im Rahmen
dieser Studie abschlieBend nicht klidren, da sich die genannten Faktoren in den Scaffolds ver-
einen und in einem Zusammenhang stehen. Letztlich kann nicht unterschieden werden, wel-
cher Faktor oder welche Faktoren die Regeneration zu welchen Anteilen beeinflusst haben.
Die verwendeten harten Poly-D,L-Lactid-Scaffold vereinten die von der Literatur geforderten
positiven Eigenschaften hinsichtlich Osteokonduktion, Penetration, Differenzierung und Pro-
liferation einwandernder Zellen. Die verwendeten biodegradierbaren Implantate eigneten sich
auf Grund ihrer ausreichenden strukturellen und mechanischen Stabilitdt zur Auffiillung des

subchondralen Knochens.

Degradation

Die mechanische Festigkeit, die Mikroarchitektur und die Degradationskinetik wurden maf-
geblich von der Zusammensetzung der einzelnen Polymere bestimmt. Solange die Polymere
nicht degradieren weisen sie eine ausgezeichnete Gewebevertriglichkeit auf. Das hydrophobe
PLA weist einen langsameren hydrolytischen Abbau auf. Dieser ist ab dem sechsten Monat
dokumentierbar und kann unter Umstidnden bis zu fiinf Jahren andauern (Hoffmann et al.,
1997; Bergsma et al., 1995; Claes et al., 1998; Weiler et al., 2000; Weiler et al., 1997). Im
Zuge der langsamen Degradation ermoglichte die allméhliche protrahierte Freisetzung eine
adidquate Entfernung aus dem Implantatlager, ohne die Phagozytosekapazitiit der ansdssigen
Makrophagen und Granulozyten zu iiberfordern (Hoffmann et al., 1997; Pistner et al., 1993).
Im Gegensatz dazu beginnt die Degradation des hydrophilen PGA bereits nach 1-2 Wochen
(Gerlach, 2000). Bezeichnend fiir Polyglykolid ist seine hohe initiale Festigkeit auf Grund

113



DISKUSSION

seiner kristallinen Struktur (Weiler et al. 1997), jedoch verliert das Material nach 6-8 Wochen
vollstiandig seine Festigkeit (Claes et al., 1998; Helling und Weiler, 1998). Durch die Kombi-
nation verschiedener Polymere wie z.B. Polylactid und Polyglykolid wird eine optimale Steu-
erung des Degradationsverhaltens vor allem im Hinblick auf Steifigkeitsabfall und Volumen-
abbau erzielt (Claes, 2002; Rehm et al., 1997; Claes et al., 1998; Freed et al., 1994; Byrne et
al., 2007). Die unterschiedlichen Versuchsergebnisse in der Literatur beziiglich des zeitlichen
Abbaus konnen auf Unterschiede in der Zusammensetzung und Struktur zuriickgefiihrt wer-

den sowie auf differente Implantationsstellen oder Tiermodelle (Giinther et al., 1998).

Die Scaffolds der Gruppe Polyhart vereinen eine hohere Steifigkeit und eine langsamere De-
gradation bzw. Volumenabbau. Die schnellere Degeneration der weichen Scaffolds ist ver-
mutlich auf ihre geringere Polylactidglykolid- Masse und ihre hohe Porositit zuriickzufiihren.
Analog zu ihrem Degradationsverhalten erfahren die Implantate einen Steifigkeitsabfall, die-
ser Umstand wird einerseits maf3geblich gesteuert von dem vorherrschenden biologischen
Millieu, andererseits von der einwirkenden Belastungssituation (Weiler et al., 2000; Byrne et

al., 2007).

Die erzeugten osteochondralen Defekte wurden unter Verwendung synthetischen Poly-D,L-
Lactid-Implantate unterschiedlicher Steifigkeit nur bis zur subchondralen Lamelle aufgetfiillt.
Die dorsalen Abschnitte der Scaffolds befanden sich von Anfang an in direktem Kontakt zur
Synovia. Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass dorsale Scaffoldpartikel von der um-
gebenden Synovia herausgelost bzw. resorbiert wurden. In der Gruppe Polyweich waren nach
drei Monaten die dorsalen Bereiche der Implantate nicht mehr zu erkennen. Die hohe Porosi-
tdt bedingt eine groBe Materialoberflidche. Diese Gegebenheiten beschleunigten die hydrolyti-
sche Spaltung und forderten den ziigigen Abbau in diesem Bereich (Lu et al., 1999). Dieser
schnelle und massive Substanz- und Stabilitdtsverlust der weichen Scaffolds konnte vermut-
lich durch das neugebildete Knochengewebe nicht kompensiert werden. Der Verlust der me-
chanischen Kompetenz konnte sich nachhaltig auf die Regeneration des Knorpels ausgewirkt
haben. Das neugebildete kndcherne Gewebe war nicht in der Lage, die Anforderungen hin-
sichtlich mechanischer Stabilitiit, addquater Lastaufnahme, Verteilung und Weiterleitung zu
erfiillen, folglich konnten die auf den neu gebildeten Knorpel einwirkenden Scherkrifte nicht

in adidquater Weisen minimiert werden.
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Auf Grund der langsameren Degradation und der hoheren mechanischen Kompetenz stabili-
sierten die harten Scaffolds die Defektsituation effektiver und erzielten dadurch eine kontinu-
ierliche kndcherne Durchbauung. Zusitzlich erzielten die harten Scaffolds eine bessere De-
fektauffiillung mit fast 90%. Fiir einen optimalen Heilungserfolg ist nicht die initiale Steifig-
keit von Bedeutung, sondern die vorherrschende Steifigkeit wihrend der gesamten Heilungpe-

riode (Schlichting et al., 2008).

Fremdkorperreaktionen

In der Literatur wird ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten entziindlicher Re-
aktionen und den spezifischen FEigenschaften synthetischer Scaffolds gesehen. Ent-
ziindungsreaktionen sind hdufig mit der Verwendung von reinem PGA und ihrer schnell fort-
schreitender Degradation und lokaler Akkumulation von niedermolekularen Polymerpartikeln
vergesellschaftet (Hoffmann et al., 1997; Weiler et al. 1997; Gerlach, 2000; Bergsma et al.,
1993; Bostman, 1992; Shao et al., 2006). Begiinstigend wirken sich eine gro3e Materialober-
fliche, eine hohe Molekularstruktur und eine Hydrophilie aus sowie ein deutlicher Abfall des
pH-Wertes (Daniels et al., 1992), eine hohe Kristallinitdt und eine schlechte Gefdversorgung
(Claes, 2002).

Die hydrolytische Spaltung von PLA setzt saure Abbauprodukte frei, die einen Abfall des
physiologischen pH-Wertes induzieren (Jager et al., 2002; Boyan et al., 1999; Daniels et al.,
1992; Bergsma et al., 1993; Weiler et al., 1996; Gerlach, 2000; Bostman, 1991) und dadurch
ein zelltoxisches Milieu generieren (Weihe et al., 2001). Dieses zelltoxische Milieu legt den
Grundstein fiir die hidufig beobachteten Fremdkorperreaktionen wihrend der Degradation (Ja-
ger et al., 2002). Die Inkorperation der Polymerpartikel fiihrt zur Aktivierung von Makropha-
gen und Fremdkorperriesenzellen und leitet dadurch Entziindungsreaktionen ein (Helling und
Weiler, 1998; Bostman et al., 1990). Auch in dieser Studie traten milde bis moderate Entziin-
dungsreaktionen in direkter Umgebung zu den noch nicht degradierten Scaffoldpartikeln in
beiden Gruppen auf. Diese manifestierten sich in einer diffusen Akkumulation von aktivierten
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Fremdkorperriesenzellen. Die-
sen Sachverhalt beschrieben und belegten auch andere Studien (Hoffmann et al., 1997; Weiler
et al., 1996; Gogolewski, 2000; Bergsma et al., 1995; Bergsma et al., 1993; Heidemann et al.,
2001; Bostman et al., 1990). Teilweise gelang der Nachweis von inkorperierten Polymerparti-
keln in den zur Phagozytose befdhigten Zellen. Studien von Lahm und Helling beweisen, dass

die phagozytierten Polymerpartikel den Zelltod der Makrophagen induzieren und dadurch
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Entziindungsreaktionen einleiten (Helling und Weiler, 1998). Allgemein war nach einem Zeit-
raum von sechs Monaten eine Reduktion der Entziindungs- und Fremdkorperreaktionen zu
vermerken, parallel zur fortschreitenden Resorption des Scaffoldmaterials. Die kristallinen
Degradationsprodukte der harten Scaffolds persistierten lange am Ort ihrer Entstehung, so
dass die ansidssigen Makrophagen nicht in der Lage waren, diese weiter abzubauen. Vor die-
sem Hintergrund lassen sich die moderaten Entziindungsreaktionen in der Gruppe Polyhart
erkldren. In einigen Fillen reagierte der Organismus auf diese Situation mit bindegewebiger
Abkapselung. Darin konnte auch die Ursache fiir das gelegentliche Auftreten von Zysten in
der Gruppe Polyhart nach einem Zeitraum von sechs Monaten zu suchen sein. Die Inzidenz
lokaler Fremdkorperreaktionen wird durch die pro Zeiteinheit freigesetzten Degradationspro-
dukte bestimmt, welche zu einer Uberbelastung der zelluldren Klirkapazitit fiihren (Weiler
und Hoffmann, 1998). Vermutlich liegt in ihrer zu schnellen Degradationskinetik die Ursache

fiir die in der Gruppe Polyweich vorgefundenen Fremdkorperreaktionen begriindet.

Entziindung

Der kreierte osteochondrale Defekt 10st eine traumatische Schidigung des Gewebes aus, der
eine inflammatorische Reaktion initiiert (Buckwalter and Mankin, 1998a; Mankin, 1982). Der
in den Defekt implantierte Scaffold wird durch die Eroffnung des vaskularisierten sub-
chondralen Knochens in die Formierung und Stabilisierung eines Himatoms mit einbezogen
(Boyan et al., 1999), ermoglicht eine groBBere Ausdehnung und erhoht die Adhésion der ein-
gewanderten Zellen (Hunziker, 2002; Hunziker, 1999). Entziindungszellen, freigesetzte
Wachstumsfaktoren sowie spezielle Mediatoren fordern die Migration der mesechymalen
Stammzellen (Mankin, 1982) und ihre Differenzierung. Andererseits stimulieren sie die An-
giogenese und somit die Reparatur (Cunningham et al., 1992; Buckwalter, 2002; Mow et al.,
1991). Eine addquate Vaskularisation ist die Voraussetzung fiir die Erndhrung der angesiedel-
ten Zellen und liefert die Grundlage fiir die Remodelingprozesse des Knochens (Boyan et al.,
1999; Swieszkowski et al., 2007). Gleichzeitig ermoglicht in der Region des subchondralen
Knochens der direkte Kontakt der Gefidlle zum Knorpel einerseits eine Versorgung des umlie-
genden Knorpels und andererseits den Abtransport von Stoffwechselendprodukten (Imhof et
al., 2000). Die beiden in dieser Studie verwendeten Scaffolds wiesen eine adidquate Vaskulari-
sation mit dhnlicher Vaskularisationsverteilung auf. In direkten Zusammenhang stehen Ge-
faBantwort und Etablierung einer Entziindung. Dieses geschieht in Abhédngigkeit vom Degra-

dationsverhalten der synthetischen Scaffolds. PLA/PGA-Copolymere werden von mehreren
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Autoren als relativ vertrdglich, nicht toxisch und nicht inflammatorisch beschrieben (Hofman,
1995; Bergsma et al., 1993). Borstmann berichtet iiber intraartikuldre und synoviale Weich-
teilreaktionen provoziert durch direkten Kontakt der kristallinen Abbauprodukte mit der Sy-
novialis (Bostman, 1990). Zu keiner Zeit wies in dieser Studie eines der operierten Kniege-
lenke Anzeichen einer entziindlichen Schwellung, Synovialitis oder aseptischer Fisteln auf.
Dies legt die Vermutung nahe, dass die Degradation der synthetischen Scaffolds in Abhin-
gigkeit ihrer verschiedenen Degradationskinetiken komplikationsarm verlief. Jedoch konnten
inflammatorische Reaktionen und Fremdkorperreaktionen in direkter Umgebung zu den Scaf-
foldpartikeln beobachtet werden. Dieser Umstand verdeutlicht sich in geringeren Punktzahlen

im Histoscore B verglichen mit den Leerdefekten.

Resorbierbarkeit

Jegliche Traumatisierung des Knochengewebes, auch die Defektbohrung, 16st eine lokale Ak-
tivierung der Knochenneubildung aus. Diese erreicht ihren Hohepunkt ein bis zwei Monate im
Anschluss an das Trauma, sei es durch experimentell induzierte osteochondrale Defekte,

Frakturen oder Implantate (Schenk, 1991).

Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen, die direkt die Oberfliache der Scaffoldpartikel
angreifen, phagozytieren einzelne Degradationprodukte. Die Inkorporation von Scaffoldparti-
keln aktiviert diese Zellen und befdhigt sie zur Ausschiittung von Mediatoren, die Oste-
oklasten rekrutieren bzw. die Osteoklastenaktivitit erhohen und somit die Knochenresorption
einleiten (Hoffmann et al., 1998; Cohn, 1978; Mankin and Shapiro, 1986; Bostman, 1992;
Helling und Weiler, 1998; Weiler et al., 1998). Osteoblasten erfiillen ihre Aufgabe nur in
rdaumlicher Nihe zu kleineren GefidBlen. Diese Beobachtung wurde in der vorliegenden Studie
bestitigt: im Zuge der Regeneration bildeten sich in der Tiefe des Defektes Gefille. Die Re-
sorbierbarkeit der Polymere ist maBgeblich fiir eine knocherne Durchbauung des Defektbe-
reichs. Die Durchbauung sollte primir durch Osteoblasten bewerkstelligt werden und dem
zeitlichen Verlauf der Knochenresorption entsprechen. Der Abbau des Scaffolds erfolgte von
auBen nach innen, dabei erweiterten Osteoklasten bestehende Poren und durchdrangen porose
Septen. Vor diesem Hintergrund sollte der Resorptionsvorgang zeitlich parallel zu der durch

den operativen Eingriff induzierten Knochenbildung ablaufen.

Die knocherne Integration pordser Knochenersatzstoffe bzw. synthetischer Implantate hingt
malgeblich von ihrer osteokonduktiven Fahigkeit ab, dem umliegenden Gewebe als Leitge

riist zu dienen (Glinther et al., 1998; Boyan et al., 1999; Schenk, 1991). Schenk ist der Auf-
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fassung, dass die Substitution von Knochenersatzstoffen nach dem gleichen Prinzip wie der
physiologische Knochenumbau erfolgt (Schenk, 1991). Abweichungen davon stellen das sen-
sible Gleichgewicht zwischen den knochernen Auf- und Abbauvorgéingen in Frage. Einerseits
fiihrt eine zu schnelle Resorption der Scaffolds zum Einbruch des Leitgeriists (Byrne et al.,
2007), andererseits beeintrichtigt eine iiberméfig lange Persistenz den Aufbau einer physio-
logischen Knochenstruktur (Schenk, 1991). Dies bestitigte auch die vorliegende Studie. Die
von Schenk aufgestellte These, dass sich die Knochenbildung anfinglich auf die Auffiillung
der Poren beschrinkt und erst im Anschluss daran die kndcherne Integration von der Resor-
bierbarkeit der Poly-D,L-Lactid-Implantate abhédngt (Schenk, 1991), fand auch in der vorlie-
genden Studie Bestidtigung. Nur in Regionen, in denen zuvor Scaffoldmaterial resorbiert wur-
de, hatte sich neuer mineralisierter Knochen gebildet. In Bereichen, in denen das Implantat
noch nicht resorbiert wurde, erfuhren die Implantatporen eine knocherne Auffiillung. Die ini-
titerte Knochenneubildung beginnend in der Peripherie des Scaffolds verlduft parallel zu dem
Abbau des synthetischen Materials, in Abhédngigkeit von der Degradationskinetik (Shao et al.,
2006). Zu keinem Zeitpunkt war eine vollstandige Resorption des Scaffoldmaterials zu beo-
bachten, unabhingig von der Degradationskinetik. Die Gruppe Polyhart wies makroskopisch
nach sechs Monaten wie zu erwarten einen groeren Anteil an nicht resorbierten Scaffoldpar-
tikeln auf. In diesen Zusammenhang fiigte sich dementsprechend die gering zu detektierende
Knochenbildung und bestitigte die von Schenk aufgestellte These, dass der Erfolg der kno-

chernen Durchbauung von der Resorbierbarkeit der Knochenersatzstoffe abhéngt.

Laut Gogolewski kann die Formation neu synthetisierten Knochen in direktem Kontakt zum
Scaffold als Indikator fiir eine gute Biokompatibilitit gesehen werden (Gogolewski, 2000).
Voraussetzungen fiir eine komplikationslose Einheilung sind eine angemessene Biodegradati-
on und Biokompatibilitit. Endgiiltige Aussagen beziiglich der Heilung konnen auch nach
sechs Monaten nicht getroffen werden da, eine vollstindige Degradation der Implantate nicht

eingetreten ist.

Einige Autoren beschreiben die Anwesenheit bindegewebiger oder kndcherner Manschetten
um die Implantate als charakteristisch (Claes, 2002; Helling und Weiler, 1998; Heidemann et
al., 2001; Suganuma und Alexander, 1993). Wihrend der Degradation entstehen innere und
oberflichliche Risse, in die Bindegewebszellen eindringen konnen. Sie werden spiter durch
Knochengewebe ersetzt (Helling und Weiler, 1998; Pineda et al., 1996; Suganuma und
Alexander, 1993). Diese Beobachtung konnte auch in dieser Studie nachvollzogen werden.

Die hiufig zur Kenntnis genommene diinne bindegewebige Membran, gebildet aus
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Fibroblasten und Histiozyten, formierte sich direkt um die Implantate und durchzog diese zum
Teil. Gleichzeitig lieBen sich auch Abschnitte erkennen mit direktem Kontakt zwischen dem
Poly-D,L-Lactid-Implantat und den neu gebildeten angrenzenden mineralisierten Knochen.
Diese kndcherne Einrahmung war mit verantwortlich fiir die Begiinstigung einer lokalen Ak-
kumulation durch einen nicht ausreichend schnellen Abtransport bzw. eine Persistenz der De-
gradationsprodukte (Helling und Weiler, 1998). Autoren wie Claes und Hoffmann sehen in
dieser Tatsache eine der Ursachen fiir die Etablierung einer entziindlichen Gewebereaktion
(Claes, 2002; Hoffmann et al., 1997). Dieser Ansatz fand in der vorliegenden Studie vor allem
in Bezug auf die Gruppe Polyhart Bestidtigung. Die bindegewebige und knocherne Einrah-
mung der Implantate fiihrte zu einer ldngeren Persistenz der Degradationsprodukte, ablesbar
an dem nicht unerheblichen Anteil noch nicht degradierten Scaffold nach sechs Monaten, ge-

koppelt an lokale Fremdkorperreaktionen und einer geringen Knochenbildung.

Anforderungen an biodegradierbare Implantate

Die Anforderungen an biodegradierbare Implantate sind vielfiltig. Gefordert werden Bio-
kompatibilitdt, Sterilitdt, minimale Diffusionsbarriere, ausreichende Adhédrenzeigenschaft,
steuerbare Degradation sowie eine gute reproduzierbare dreidimensionale Struktur und tem-
pordre Stabilitdt (Rudert und Wirth, 1998; Sherwood et al., 2002; Chen et al., 2004;
Woodfield et al., 2002; Freed et al., 1994; Hunziker, 2002; Guo et al., 2004; Giinther et al.,
1998; Weihe et al., 2001). Einen weiteren wichtigen Aspekt neben den oben genannten stellt
die Biomechanik dar: gefordert werden geniigend Gestaltfestigkeit (Formschluss) und mecha-
nische Belastbarkeit (Primirstabilitit) sowie einfache Bearbeitung unter Operationsbedingun-
gen (Glinther et al., 1998; Swieszkowski et al., 2007; Uematsu et al. 2005). Alle genannten

Eigenschaften vereinen beide hier verwendeten Implantate.

Die in dieser Studie eingesetzten Implantate entsprachen in unterschiedlicher Weise den An-
forderungen. Mechanische Stabilitdt und eine stabile Fixation der hier verwendeten Scaffolds
ermdoglichten Lastaufnahme und Lastiibertragung auf das umliegende Gewebe (Gogolewski,
1992). Der Scaffold agierte nicht nur als Platzhalter, sondern ermdéglichte die kndcherne
Durchbauung des Defektbereichs und stellte nach der Heilung im Idealfall den Zustand vor
der Schidigung wieder her (Weihe et al., 2001). Eine feste Impaktierung mittels der press-fit-
Technik und mechanische Ruhe des Scaffolds im Defektbereich ist die Voraussetzung fiir
eine komplikationsarme und schnelle Regeneration. Relativbewegungen wiirden die Ossifika-

tionsvorginge storen, denn nur bei mechanischer Stabilitit konnen sich mesenchymale
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Stammzellen direkt in Osteoblasten differenzieren (Caplan, 1990). Siamtliche Defekte die mit
einem Scaffold versorgt wurden wiesen eine sekundidre Knochenheilung (enchondrale Ossifi-
kation) im Bereich der Defektrinder auf. Vermutlich war dieses Erscheinungsbild auf die me-
chanische Instabilitidt im Implantationsbett zuriickzufiihren. Mesenchymale Stammzellen dif-
ferenzierten sich auf Grund mechanischer Instabilitidt zu Chondrozyten und generieren Knor-
pel. Im Folgenden hypertrophierten und degenerierten die Chondrozyten, die Knorpelmatrix
verkalkte. Der vormals vorhandene Knorpel wurde vollstindig abgebaut und durch Knochen-
gewebe ersetzt (Caplan et al., 1997). Vereinzelte Vorkommen kleinerer Knorpelinseln im
Defektbereich lielen sich vor allem in der Gruppe Polyweich zum friihen Zeitpunkt verzeich-
nen. Diese Beobachtung untermauerte die geringe mechanische Stabilitit der weichen Poly-

D,L-Lactid- Scaffolds.

Die fortschreitende knocherne Durchbauung gewéhrleistet langfristig mechanische Stabilitit
im Implantatbett und fordert die Heilung (Caplan et al., 1997). Studien von Gogolewski und
Suganuma beweisen, dass mechanische Instabilitit Entziindungsreaktionen induzieren konnen
(Gogolewski, 2000; Suganuma und Alexander, 1993). Dieser Aspekt kann als weiterer Faktor
in dem Themenkomplex; ,,Generierung entziindlicher Reaktionen* angesehen werden. Ver-
deutlicht wurde diese Tatsache, da mit fortschreitender mechanischer Stabilitdt respektive

Heilung im Implantatlager eine Minimierung der Entziindungsreaktionen eintrat.

Formstabilitdt

Die harten Scaffolds erzielten zum friihen Zeitpunkt die besseren Ergebnisse hinsichtlich
Knorpelbildung, Oberfldchenbeschaffenheit und Verbindung zum umliegenden intakten
Knorpel. Die hohere Steifigkeit und eine gute Formstabilitdt halfen die Defektsituation zu
stabilisieren. Gleichzeitig vermittelten und iibertrugen sie in addquater Weise die einwirken-
den intermittierenden Druckbelastungen auf die eingewanderten mesenchymalen Zellen und
forderten ihre Differenzierung und Proliferation zu Chondrozyten. Gelenkbewegung induzier-
te neben mechanischer Belastung des Gewebes auch elektrische und physiochemische Signa-
le, die direkten Einfluss auf die synthetisierenden und degradierenden Aktivititen der
Chondrozyten nahmen (Mitchell und Shephard, 1980). Studien von Gray beweisen, dass die
Biosynthese der Chondrozyten durch applizierte mechanische Stimuli beeinflussbar ist (Gray
et al., 1988). Die charakteristischen, funktionellen Eigenschaften des Knorpels sind an die
spezifische Zusammensetzung der Extrazelluldirmatrix gekoppelt (Buckwalter, 1988). Die

Chondrozyten wiederum sind verantwortlich fiir die Synthese bzw. den turnover der Extrazel-
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luldrenmatrix und modulieren dadurch die mechanischen Eigenschaften (Gray et al., 1988).
Auf Grund ihrer geringen Zelldichte und Syntheserate sind sie nur bedingt in der Lage, auf
variierende Anderungen des Belastungsmusters mit entsprechender angepasster synthetischer
Aktivitit zu reagieren (Buckwalter and Mankin, 1998a; Buckwalter, 1988; Martinek, 2003;
Marlovits und Véscei, 2000a; Mankin, 1982).

In diesem Kontext waren die Griinde fiir die schlechteren Ergebnisse beziiglich der Knorpel-
bildung der weichen Scaffolds zum Zeitpunkt von drei Monaten zu suchen. Die vorherrschen-
den Druckbelastungen fiihrten auf Grund der geringen Steifigkeit zu einer Deformierung des
Scaffolds und der in ihn eingewanderten Zellen. Die Applikation dieser unphysiologischen
Belastung in Form von statischer Belastung schréinkte einerseits die Differenzierung mesen-
chymaler Stammzellen zu Chondrozyten ein, andererseits wurde dadurch die Biosynthese der

ansidssigen Chondrozyten reduziert (Gray et al., 1988).

Knorpelmetabolismus

Das initiale Trauma und die sich daraus entwickelnden unterschiedlichen Druckbelastungen
fiihrten zu degenerativen Verdnderungen im Knorpelbereich. Der Abschluss des Implantates
auf Hohe der subchondralen Lamelle gewihrleistete keine optimale Kongruenz der Gelenk-
oberfldche. Dieser Umstand fiihrte zu einer steigenden Belastung des angrenzenden hyalinen
Knorpels und des darunter liegenden subchondralen Knochens. Morphologisch konnten Des-
integration der Kollagenultrastruktur mit Verlust der Proteoglykane (Buckwalter, 1998;
Buckwalter und Mankin, 1998a; Buckwalter, 1983; Meachim, 2001), Deformation und Ver-
lust der Chondrozyten (Ulrich-Vinther et al., 2003), Fissurenbildung oder Erosionen ober-
flachlichen Knorpels sowie Verdickung der subchondralen Lamelle erfasst werden. Lokale
Verinderungen im Chondrozytenmetabolismus fiihrten zu struktureller Desintegritit (Mea-
chim, 2001). Damit verbunden waren Verdnderungen der biomechanischen Eigenschaften wie
Reduktion der Steifigkeit, Zunahme in der Permeabilitit (Gray et al., 1988), die letztlich zum
Untergang weiterer Chondrozyten fiihrten (Buckwalter et al., 1994a) und Degenerationsanzei-
chen induzierten. Caplan beobachtete in seinen Studien, dass Defekte mit Eroffnung des sub-
chondralen Knochens im basalen Bereich eine kndcherne und eine knorpeldhnliche Auffiil-
lung an der Gelenkoberfldache zeigten (Caplan et al., 1997). Der direkte Kontakt der Oste-
oprogenitorzellen mit der Synovialis veranlasste diese Zellen, sich zu Chondrozyten zu diffe-
renzieren mit dem Versuch, eine artikulire Oberfliche zu bilden (Caplan et al., 1997). Ahnli-

che Beobachtungen lieferte die durchgefiihrte Studie.
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Die Oberfliche der mit einem harten Scaffold versorgten Defekte war nach drei Monaten
groBtenteils glatt und intakt. Fiir einen guten Gelenkknorpelersatz ist eine regelméflige Ober-
fliche essentiell (Marlovits und Véscei, 2000a). Allerdings waren auch einige Bereiche, in
denen primir Faserknorpel charakterisiert durch Rauheiten und Fibrillationen vorherrschte,
erkennbar. Eine unregelmifige Oberfliche kann zu Irritationen im Gelenk und somit zu einer
frithzeitigen Degeneration des gesunden Knorpels fiihren (Martinek und Imfof, 2003). Des
Weiteren enthielt das neugebildete Regenerat sowohl bindegewebige als auch faserknorpelige
Areale, die teilweise auch von Bereichen mit unreifen Chondrozyten, Chondrozytenclustern
und einer leichten Hypozellularitit geprigt waren. Die Formation von Chondrozytenclustern
ist laut Brittberg ein Anzeichen einer erhohten mitotischen Aktivitdt (Brittberg et al. 1996)
und steht in unserer Studie in direktem Zusammenhang mit den vorherrschenden Reparati-
onsvorgingen. Eine vollstindige restitutio ad integrum konnte in keinem Prédparat zu keinem
Zeitpunkt festgestellt werden, zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch andere Arbeitsgruppen
(Buckwalter and Mankin, 1998a; Buckwalter, 1998; Buckwalter, 2002; Marlovits and Véscei,
2000a). Hingegen zeichnete sich die generierte Oberflidche der Gruppe Polyweich hauptsidch-
lich durch faserknorpelige Qualitidt aus und war charakterisiert durch Rauheiten und Fibrilla-
tionen. Laut Kim konnen die wihrend der Bewegung auftretenden Druckbelastungen und
einwirkende Scherkrifte bei Diskontinuitdten in der Oberfldche nicht optimal kompensiert
werden. Das Resultat ist die Etablierung spezifischer Stresszonen sowie die Schadigung des
Knorpelgewebes (Kim und Han, 2000). Dies war zu beiden Zeitpunkten abzulesen an einer
geringeren positiven Safranin-Orange Anfirbung, die als ein Indikator fiir den Proteoglykan-
gehalt angesehen wird. Eine glatte Oberfldche hingegen minimiert den Reibungswiderstand
und stellt einen nicht zu unterschitzenden positiven Faktor bei der Verhinderung der Abnut-
zung des Transplantats und dem erneuten Auftreten von degenerativen Veridnderungen nach
erfolgter Reparatur dar. Im Defektbereich kann nun bevorzugt die Ausbildung von Faserknor-
pel und Bindegewebe beobachtet werden (Mankin, 1974; Campbell, 1969), der beziiglich der
stoBddampfenden und reibungsarmen Eigenschaften denen des hyalinen Knorpels deutlich un-
terlegen ist. Langfristig vermag Faserknorpel den im Gelenk herrschenden Spitzenbelastun-
gen nicht Stand zu halten (Buckwalter, 1998; Buckwalter, 1983; Bobic und Noble, 2000;
Shapiro et al., 1993). Aus diesem Grund lieBen sich bereits erste degenerative Anzeichen am
knorpeligen Regenerat verzeichnen. Diese Tatsache begriindete das schlechtere Ergebnis die-
ser Gruppe verglichen mit der Gruppe Polyhart zum Zeitpunkt von drei Monaten. Aber auch

nach sechs Monaten lieBen sich Degenerationsanzeichen wahrnehmen, die die Langzeitprog-
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nose des regenerierten Knorpels verschlechterte.

Laut Brittberg liegt die Hauptaufgabe der Knorpelreparatur darin, dass der neu gebildete hya-
lindhnliche Knorpel die umliegenden intakten Chondrozyten vor weiterer Schidigung be-
wahrt. Gefordert werden eine ebene Oberflidche und eine Verschmelzung mit dem umliegen-
den Gewebe, um die einwirkenden Druckbelastungen adiquat zu verteilen (Britterg et al.
1996). Auch im angrenzenden Randbereich des ehemals intakten hyalinen Knorpels lieBen
sich bereits nach drei Monaten vereinzelt Anzeichen beginnender Degeneration in Form von
Chondrozytencluster nachweisen (Buckwalter et al., 1994a). Neben den Clustern und dem
Verlust der hyalinspezifischen Anordnung konnte auch eine verminderte Anfiarbung der Pro-
teoglykane beobachtet werden, welche einen Verlust an Proteoglykanen anzeigte (O’Driscoll
et al., 1986). Die Immobilitdt der Knorpelzellen verhinderte die notwendige Migration zu den
geschédigten Arealen (Burkart und Imhof, 1999). Die metabolische und mitotische Aktivitit
der angrenzenden Chondrozyten ist begrenzt. Sie sind nur in limitierter Weise zur Reparation
befihigt (Campbell, 1969; Mankin, 1982; Buckwalter, 1983; Hunziker, 2002; Bobic und Nob-
le, 2000; Buckwalter, 2002; Rudert und Wirth, 1998; Caplan et al., 1997). Vermutlich konnte
deswegen nur ein teilweiser Verbund zwischen neu synthetisierten Knorpel und dem umlie-
genden gesunden Knorpel entstehen. Diese beginnenden Degenerationsanzeichen konnten
langfristig die biologische und mechanische Kompetenz des hyalinen Knorpels nachhaltig
beeintrachtigen. Zuletzt sollte der Aspekt der negativen thermischen Energie Beriicksichti-
gung finden, die bei der Bohrung des Defektes frei wurde. Hitzenekrosen und die intraopera-

tive Impaktierung konnten ebenfalls zu Degenerations-zeichen im Randbereich fiihren.

Reaktion des Knochens auf Belastung

Die anatomische Architektur des spongidsen Knochens wandelt sich bei Anderung der funkti-
onellen Beanspruchung in charakteristischer Weise um. Der mineralisierte Knochen wird
auch im adulten Skelett permanent durch kontinuierliche Umbauvorginge (Remodeling) in
Abhingigkeit von der vorherrschenden mechanischen Beanspruchung erneuert (Schenk,
1991). Sowohl Druck- als auch Zugspannung regen die Knochenbildung an und erhéhen die
Einlagerung von Mineralsalzen (Gray et al., 1988).

Dieser Zusammenhang wurde von Pauwels durch seine Theorie der kausalen Histiogenese der
Stiitzgewebe beschrieben (Pauwels, 1973). Er postulierte, dass Zellen verschiedene, auf sie
einwirkende mechanische Situationen wahrnehmen konnen und darauf gezielt reagieren. Die

mechanischen Rahmenbedingungen die auf eine mesenchymale Stammzelle einwirken deter-
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minieren ihre Differenzierung. So filhren Dehnungsreize zur Bildung von faserreichem Bin-
degewebe, hydrostatischer Druck dagegen zur Entstehung von Knorpelgewebe. Knochen ist
ein sekundires Stiitzgewebe, welches sich nur auf der Grundlage eines bereits vorhandenen
Stiitzgewebes aus Bindegewebe oder Knorpel entwickelt und dessen Bildung von der Grofle
der bei mechanischer Beanspruchung auftretenden Mikrodeformation abhédngt (Kummer,

1995; Pauwels, 1973).

Die Regeneration der osteochondralen Defekte war zum frithen Zeitpunkt noch nicht voll-
standig abgeschlossen und die wechselnden Belastungssituationen spiegeln sich an den vor-
herrschenden Remodelingprozessen wider. Charakteristisch hierfiir war die Anwesenheit von
Osteoblasten und Osteoklasten, die sich mit ihrer Syntheseleistung an die jeweilige Belas-
tungssituation adaptierten. Friihzeitig angepasste Belastung wirkt durch ihre osteoinduktive
Wirkung stimulierend auf die Regeneration osteochondraler Defekte. Meachim postulierte,
dass destruktive Knorpelldsionen das Resultat von Imbalancen des Remodelingprozesses sein

konnten und zur Zerstorung der artikulierenden Oberflédche fiihren (Meachim, 2001).

Die lokale Belastungssituation iibt Einfluss auf die Entwicklung des Regenerats aus. Die Aus-
richtung der trabekulédren Strukturen wurde der jeweiligen lokalen mechanischen Belastung
angepasst und im Laufe der Zeit neu ausgerichtet. Die neu synthetisierten knochernen Struk-
turen im Defektbereich erschienen nach drei Monaten vor allem die Gruppe Polyweich betref-
fend eher ungeordnet und kompakt mit klein lumigen Lakunen. Die trabekuldren Strukturen
wirkten unorientiert und in ihrer Ausrichtung verdickt. Die subchondrale Lamelle erschien
sklerosiert. Die Remodelingprozesse waren auch nach sechs Monaten in beiden Gruppen noch
nicht vollstdndig abgeschlossen und die Heilung osteochondraler Defekte noch nicht endgiil-

tig eingetreten.

5.3.4 Diskussion der unversorgten Defekte

Das Versuchsdesign ermoglichte, eine Aussage iiber das Regenerationspotenzial unbehandel-
ter osteochondraler Defekte zu treffen. Die urspriingliche Hypothese, dass die unversorgten
Defekte im Vergleich zu den versorgten Defekten eine verzogerte und kompli-
kationsbehaftete Heilung mit einem Regeneratgewebe von minderwertiger Qualitiit zeigen,
hat sich bewahrheitet. Diese Vermutung begriindet sich in dem limitierten Regenerationspo-
tenzial. Die statistische Analyse der Ergebnisse in Bezug auf die unversorgten Defekte besta-
tigt die Annahme, dass sich die Heilung der unversorgten Defekte zwischen den Gruppen
nicht unterscheidet. Allerdings waren erhebliche interindividuelle Variabilititen sowohl in-
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nerhalb der Gruppe als auch zwischen den einzelnen Gruppen in Bezug auf die Regeneration
der unversorgten osteochondralen Defekte zu verzeichnen. Die Ursache hierfiir konnte in Zu-

sammenhang mit den verschiedenen Degradationsprodukten der Scaffold stehen.

Die spontane Heilung osteochondraler Defekte wurde in diversen tierexperimentellen Studien
belegt (Shapiro et al., 1993; Convery et al., 1972; Jackson et al., 2001; Wakitani et al., 1994;
Nam et al., 2004). Die Reaktion des Gelenkknorpels hingt entscheidend von der Tiefe und
Ausdehnung des Defektes ab und verdeutlicht sich in der Qualitit des Regeneratgewebes
(Buckwalter, 2002; DePalma et al., 1966; Convery et al., 1972; Campbell, 1969; Alford und
Cole, 2005; Calandruccio und Gilmer, 1962). Bedingt durch das limitierte Selbstheilungspo-
tenzial osteochondraler Defekte konnen Defekte oberhalb der kritischen DefektgroBe keine
Spontanheilung im Sinne einer restituio ad integrum erfahren (Convery et al., 1972; DePalma

et al., 1966; Jackson et al., 2001; Shahgaldi et al., 1991).

Die intrinsische Reparationsfihigkeit des hyalinen Knorpels ist nach traumatischen Lésionen
limitiert (Buckwalter, 2002; Rudert und Wirth, 1998; Bobic und Noble, 2000; Campbell,
1969; Caplan et al., 1997; Wie und Messner, 1999). Calandruccio beobachtete die Bildung
hyalinen Knorpels im Defektbereich (Calandruccio und Gilmer, 1962). Andere Autoren be-
richten iiber eine unvollstindige Heilung unbehandelter osteochondraler Defekte (Campbell,
1969; DePalma et al., 1966; Convery et al., 1972; Buckwalter, 1998; Buckwalter, 2002;
Marlovits und Véscei, 2000a). In diesem Zusammenhang sei die hiufig von der Literatur be-
schriebene unregelmifige, inhomogene, von Fibrillationen und tiefen Rissen durchzogene

Regeneratoberfliche erwéhnt. Diese fand sich auch in der vorliegenden Studie.

Eine vollstindige Auffiillung bis zum Niveau der Gelenkoberfldche zeigen zum frithen Zeit-
punkt nur wenige Priparate. Die anfinglich iiberwiegend bindegewebigen Auffiillungen wur-
den im Zuge der Regeneration durch vermehrte kndcherne und knorpelige Anteile verdringt.
Eine vollstindige Regeneration des Defektbereichs war zu keinem Zeitpunkt in dieser Studie
zu beobachten. Allerdings konnte im Laufe der Zeit eine Angleichung an die versorgten De-
fekte sowohl in den Ergebnissen der Histomorphometrie als auch im Histoscore gesehen wer-

den.

Der kreierte osteochondrale Defekt 10st eine traumatische Schidigung des Gewebes aus, der
eine inflammatorische Reaktion initiiert (Buckwalter and Mankin, 1998a; Mankin, 1982). Die
Beteiligung des gut vaskularisierten Knochens ermoglicht den klassischen Ablauf der Wund-

heilungskaskade (Buckwalter und Mankin, 1998a; Mankin, 1982). Dieser Umstand ermog-
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licht die Formierung und Stabilisierung eines dichten Fibrinnetzes mit darin enthaltenen plu-
ripotenten Stammzellen (Buckwalter, 2002; Mankin, 1982; Boyan et al., 1999; Hunziker und
Rosenberg, 1996; Martinek, 2003; Campbell, 1969; Caplan et al., 1997; Wakitani et al.,
1994). Entziindungszellen, freigesetzte Wachstumsfaktoren sowie spezielle Mediatoren for-
dern die Migration der mesechymalen Stammzellen (Mankin, 1982) und ihre Differenzierung.
Andererseits stimulieren sie die Angiogenese und somit die Reparatur (Cunningham et al.,
1992; Buckwalter, 2002; Mow et al., 1991). Mesenchymalen Stammzellen wird die Fihigkeit
zugesprochen, sich unter bestimmten mechanischen Einfussfaktoren in Chondrozyten, Oste-
oblasten und Fibrozyten zu differenzieren (Jansson et al., 2000). Der Fibrinpfropf agiert dabei
als Leitgertist fiir die eingewanderten Zellen (Hunziker und Rosenberg, 1996). Shapiro beo-
bachtete eine innige Verbindung des Fibrinpfropfes mit den Wundrindern im Bereich des
Knochens, jedoch nicht im Knorpelbereich (Shapiro et al., 1993). Defekte im Bereich des
subchondralen Knochens werden von mesenchymalen Stammzellen, die letztlich zu Oste-
oblastenvorldufern proliferieren, ausgeglichen (Caplan et al., 1997). Die knécherne Regenera-
tion beginnt an der Defektbasis und den Defektrindern (Shapiro et al., 1993; Hunziker und
Rosenberg, 1996; Pineda et al., 1996). In allen Priparaten war ein aufeinanderwachsen der
Defektrinder zu beobachten, jedoch ragte in keinem Prédparat der neusynthetisierte Knochen
iiber das Niveau des umliegenden Knochens hinaus. Diese Beobachtungen decken sich mit

den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Mankin, 1982; Jackson et al., 2001).

Allgemein war nach einem Zeitraum von sechs Monaten eine Reduktion der Entziindungsre-
aktionen zu vermerken, die geringer ausfiel als bei den gefiillten Defekten. Fremdkorperreak-
tionen auf Grund von kristallinen Degradationsprodukten wie sie bei der Versorgung mit ei-
nem Poly-D,L-lactid-Implantat gesehen wurden waren bei den Leerdefekten zu keiner Zeit

festzustellen. Diese Tatsache lieB sich in hoheren Punktwerten im Histoscore B ablesen.

Der direkte Kontakt zwischen Synovia und den osteochondralen Progenitorzellen beeinflusst
ihre Differenzierung in Chondrozyten und befidhigt sie zur Knorpelbildung (Caplan et al.,
1997; Caplan, 1991). Auf diesem Wege wird schlieBlich der Defektbereich langsam mit Re-
parationsgewebe aufgefiillt (Cheung et al., 1978). Diese in der Literatur hiufig beschriebenen
Reparationsprozesse waren auch in der vorliegenden Studie nachvollziehbar. Shapiro wies in
tierexperimentellen Studien am Kaninchen reproduzierbare physiologische Reparaturreaktio-
nen nach (Shapiro et al., 1993). Seiner Meinung nach ist der limitierende Faktor fiir eine
spontane Reparatur osteochondraler Defekte in der geringen Anzahl mesenchymaler Stamm-

zellen und Blutgefdfle des subchondralen Knochens zu suchen (Shapiro et al., 1993). Vermut-
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lich fiihrt der direkte Kontakt zwischen Synovia und Fibrinpfropf zum Herauslosen der ansés-
sigen Zellen. Im Defektbereich bildet sich vorwiegend fibrokartilagindres Gewebe mit verein-
zelt hyalinen Inseln, dessen mechanische und biologische Qualitit denen des hyalinen Knor-
pels deutlich unterlegen ist (Shapiro et al., 1993; Jansson et al., 2000; Buckwalter, 1998;
Buckwalter, 1983; Bobic und Noble, 2000). Nach einem Zeitraum von sechs Monaten waren
auch in dieser Studie Degenerationserscheinungen am knorpeligen Regenerat nachweisbar.
Hierzu zihlen: das gehédufte Auftreten von Chondrozytenclustern, Hyperzellularitit, Fibrilla-
tionen, Inhomogenititen und Regeneratoberflichen mit fibroidem Charakter (Convery et al.,
1972; Buckwalter et al., 1994a). Im Defektbereich kann bevorzugt die Ausbildung von Faser-
knorpel, geprigt von Fibrillationen und Inhomogenitéten, beobachtet werden (Mankin, 1974;
Campbell, 1969). Diese Beobachtungen bestitigten sich auch in der vorliegenden Studie und
verdeutlichten sich in geringeren Punktzahlen des Histoscores A. Die Vermutung liegt nahe,
dass der regenerierte Ersatzknorpel langfristig die einwirkenden Scher- und Druckbelastungen
nicht ertrigt (Buckwalter, 1998; Buckwalter, 1983; Bobic und Noble, 2000; Shapiro et al.,
1993; Ghadially et al., 1977; O’Driscoll et al., 1988; Frenkel und Di Cesare, 1999) und dieses
als Ursache fiir die Degenerationserscheinungen zu sehen ist. Parallel dazu lief sich der Ver-
lust an Proteoglykanen verzeichnen, charakterisiert durch eine geringe Intensitét der Safranin-
Orange Firbung. Eine unregelmifBige Oberfliche kann zu Irritationen im Gelenk und somit zu
einer frithzeitigen Degeneration des neugebildeten Knorpels fithren (Martinek und Imfof,

2003).

Anhand seiner Studien am Kaninchenkniegelenk konnte Wei bereits nach zwolf Wochen de-
generative Verdnderungen im Bereich des umliegenden Knorpels aufzeigen. Dieses Ergebnis
ist vermutlich auf die dort einwirkende Mehrbelastung zuriickzufiihren (Wei et al., 1997).
Diese Erscheinungen, auch in der vorliegenden Studie gesehen, waren geprégt von Rauheiten,
einer diinnen Knorpelschicht, Chondrozytenclustern und catilage flow im Randbereich (Wei
et al., 1997; Jackson et al., 2001; Wie und Messner, 1999). Das Phianomen des cartilage flow
ist wahrscheinlich auf eine Kombination von proliferierende Zellen an der Gelenkoberfldche
und auftretenden Druck- und Scherkriften bei Belastung zurilickzufiihren (Calandruccio und
Gilmer, 1962; Fuller und Ghadially, 1972). Zudem befinden sich hyaline Areale zumeist im
Defekt und nicht an der Oberfldche. Dort konnte er die an ihn gestellten Anforderungen nicht
erfiillen und trug nicht zur Rekonstruktion der Gelenkfliche bei, sondern wurde im Zuge der
enchondralen Ossifikation zu Knochengewebe umgewandelt. Das Auftreten von hyalinem

Knorpel im Defektbereich stellt ein Indiz fiir mechaniche Unruhe im Defektbereich dar. Die
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fehlende Stabilitit fordert die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Chondrozyten,

die sich im Anschluss daran in Osteoblasten umwandeln (Caplan, 1990).

Die unterschiedlichen Auffiillungsgrade sind wahrscheinlich zuriickzufiihren auf die direkt
post operationem einwirkende Belastungssituation. Mechanische Ruhe im Defektbereich ist
die Voraussetzung fiir eine komplikationsarme und schnelle Regeneration. Die vor-
herrschenden intermittierenden Druckbelastungen fiihrten zu einer Deformierung des Fibrin-
pfropfes und seiner Zellen. Die Applikation dieser unphysiologischen Belastung in Form von
statischer Belastung schriinkte einerseits die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in
Chondrozyten ein, andererseits wurde dadurch die Biosynthese der ansidssigen Chondrozyten
reduziert (Gray et al., 1988) und schligt sich in einer geringen Knorpelbildung. Die Defekt-
bohrung zerstorte ansédssige Zellen, Grundsubstanz und Gefdle im Randbereich. Von einem
dhnlichen Erscheinungsbild berichtet auch Calandruccio (Calandruccio und Gilmer, 1962).
Die daraus resultierende Minderversorgung der Osteozyten und Osteoblasten und deren Schi-
digung lockt Osteoklasten an. Die von den Osteoklasten eingeleitete Knochenresorption kann
vermutlich vereinzelt zum Auftreten zystoider Defekte in der Defektmitte fiihren. Die Akti-
vierung der Knochenbildung erlangt ihren Hohepunkt in den ersten zwei Monaten nach der
Traumatisierung (Schenk, 1991). Weitreichende strukturelle Verinderungen folgen bei Uber-
belastung des subchondralen Knochens. Die lokale Belastungssituation iibt nachhaltig Ein-
fluss auf die Entwicklung des Regenerats aus. Der neu synthetisierte Knorpel reagiert vergli-
chen mit dem nativen hyalinen Knorpel auf die applizierte Belastung in unterschiedlicher
Weise und vermag diese nicht zu kompensieren. Darin kann die Ursache des beobachteten

Unterganges des Gewebes liegen (Boyan et al., 1999).

Die Ausrichtung der einzelnen Knochenbilkchen orientiert sich an der vorherrschenden Be-
lastung und wird anhand dieser im Laufe der Zeit neu ausgerichtet (Kummer, 1995). Diese
noch nicht abgeschlossenen Remodelingprozesse spiegeln sich in Sklerosierungen der sub-
chondrale Knochenlamelle wider sowie in verdickten und unorientierten trabekulédren Struktu-
ren im neu gebildeten Knochen. Einen vollstdndigen Schluss der subchondralen Lamelle er-
reichten nur vier Priiparate nach sechs Monaten. Ahnliche Ergebnisse beziiglich der Rekon-
struktion der subchondralen Lamelle erzielte Shapiro in seinen Untersuchungen an Kanin-
chenkniegelenken. Die im Durchmesser 3 mm grof3en Defekte zeigten in einem Zeitraum von
drei bis sechs Monaten nur vereinzelt eine unvollstindige Rekonstruktion der Knochenlamelle
(Shapiro et al., 1993). Hingegen konnte Wei bei gleicher Defektgeometrie keine Wiederher-

stellung der Knochenlamelle in seinem Kaninchenmodell beobachten (Wei et al., 1997).
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Verschiedene Studien beschiftigen sich mit dem Erscheinungsbild der Osteoarthrose. Aus
diesen Forschungsergebnissen geht hervor, dass massive strukturelle Verdnderungen der sub-
chondralen Lamelle als Reaktion auf eine verinderte Belastungssituation hinweist und somit
zu progressiven Degenerationen des Knorpels fiihren konnten (Radin und Rose, 1986;
Swieszkowski et al., 2007). Meachim postulierte, dass destruktive Knorpellidsionen das Resul-
tat von Imbalancen des Remodelingprozesses sein konnten und langfristig zur Zerstdrung der
artikulierenden Oberfliche fiihren (Meachim, 2001). Diese #duBlern sich in substantiellen

Verlusten von Proteoglykanen und Destruktionen der Knorpeloberfliche (Lahm et al., 2004).

Der Defektdurchmesser hat entscheidenden Einfluss auf das Heilungsergebnis, da Knochen
und Knorpel in ihren Reaktionen differieren. Laut Convery ist ein Defekt mit 9 mm im
Durchmesser als kritisch zu betrachten (Convery et al., 1972). Der Knochen als sekundires
Stiitzgewebe ist im Gegensatz zum Knorpel zu einer vollstdndigen restitutio ad integum befi-
higt (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006). Die Regeneration des Knorpels er-
folgt unvollstindig und zeitlich verzogert (Convery et al., 1972). Die in diesem Experiment
gewihlten Defektdurchmesser sind als kritisch zu beurteilen. Im Laufe der Zeit lie} sich eine
gute Regeneration des Knochens erzielen, jedoch blieb die Knorpelregeneration unvollstédn-
dig, geprigt von deutlichen Degenerationsanzeichen. Die in dieser Studie erhobenen Befunde
decken sich groftenteils mit den histologischen Erkenntnissen der Literatur. Zusétzlich sollte
der Aspekt der Defektlokalisation diskutiert werden. Die lokale Belastungssituation iibt ent-
scheidenden Einfluss auf die Regenration osteochondraler Defekte aus. Aus diesem Grund
konnen Unterschiede im Heilungsergebnis auftreten, abhédngig davon, ob der Defekt in der
Hauptbelastungszone liegt oder eher in einem nicht- lasttragenden Bereich (Fuller und Ghadi-
ally, 1972). Leider liefert die vorliegende Studie diesbeziiglich keine neuen Erkenntnisse, da

die Defekte ausschlieBlich in der Hauptbelastungszone gesetzt wurden.

5.3.5 Schlussfolgerung

Das gewihlte Versuchsdesign ermdglichte den histologischen und histomorphometrischen
Vergleich der versorgten und unversorgten Defekte und erlaubte, spezifische Aussagen hin-
sichtlich der Regeneration osteochondraler Defekte wihrend des Untersuchungszeitraumes zu
treffen. Allgemein anerkannt ist, dass synthetische Materialien mit einer hohen Porositit und
PorengroBBe osteoinduktiv wirken und die Proliferation und Differenzierung von Zellen er-
moglichen. Die Anforderungen an biodegradierbare Implantate sind vielfiltig. Gefordert wer-

den Biokompatibilitit, Sterilitit, minimale Diffusionsbarriere, ausreichende Adhirenzeigen-
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schaft, steuerbare Degradation, eine gute reproduzierbare, dreidimensionale Struktur, tempo-
rire Stabilitdt, ausreichende Gestaltfestigkeit (Formschluss) und mechanische Belastbarkeit
(Primérstabilitdt) der Implantate sowie einfache Bearbeitung unter Operationsbedingungen.
Alle diese Eigenschaften vereinen beide hier verwendeten Implantate. Dabei wird die Stimu-

lierung des Heilungsprozesses als primére Funktion tempordrer Knochenersatzstoffe gesehen.

Die Regenerationskapazitit osteochondraler Defekte ist von verschiedenen Faktoren abhin-
gig, zu beriicksichtigen ist das individuelle Heilungspotenzial, die lokalen mechanischen und
biologischen Rahmenbedingungen sowie interindividuelle Variabilititen. Die beiden ausge-
wihlten Untersuchungszeitpunkte erméglichten eine addquate Beurteilung des Regenerations-
fortschrittes in den einzelnen Gruppen. Jedoch war zu keinem Zeitpunkt eine restitutio ad
integrum zu beobachten. Festzuhalten ist, dass die osteochondralen Defekte ohne chirurgische
Intervention innerhalb von sechs Monaten nur unvollstindig ausheilten respektive mit min-
derwertigem Reparationsgewebe aufgefiillt waren. Die fehlende initiale Stabilitit des Defekt-
bereiches spiegelte sich in degenerativen Verdnderungen des umliegenden Gewebes wider. In
den meisten Fillen bestand das gebildete Reparationsgewebe zum frithen Zeitpunkt haupt-
sdchlich aus Bindegewebe und Faserknorpel. Die generierte Oberfldche war gepréigt von Ris-

sen und Fibrillationen.

Als Vorteil der ungefiillten Defekte kann gewertet werden, dass kein synthetisches Material
resorbiert werden musste und die Regeneration unverziiglich beginnen konnte. Dadurch wur-
de das Risiko, lokale Entziindungs- und Fremdkorperreaktionen hervorzurufen, minimiert.
Der regenerierte Ersatzknorpel der unversorgten Defekte entspricht dem in der Literatur be-
schriebenen und scheint langfristig der einwirkenden Belastung nicht gewachsen. Die unver-
sorgten Defekte blieben zu allen Zeitpunkten hinter den Ergebnissen der versorgten zuriick.
Eine Prognose beziiglich der endgiiltigen Regeneration oder Langzeiterfolge der versorgten
und unversorgten osteochondraler Defekte gestaltet sich schwierig auf Grund der gewihlten
Standzeiten. Beziiglich der biologischen Qualitédt des regenerierten Knorpels, der endgiiltigen
knochernen Durchbauung, bzw. der trabekuldren Ausrichtung oder des Zeitpunktes der voll-
standigen Degradation der Polymere konnen keine Aussage iiber die weitere Entwicklung der

Regenerate nach dem Zeitpunkt von sechs Monaten getroffen werden.

Die Bodenreaktionsmessungen ergaben tendenziell dhnliche Ergebnisse, trotz unterschied-
licher Steifigkeiten der verwendeten Implantate. Der anfinglichen Entlastung der operierten

GliedmalBe in den ersten Wochen folgte eine stetige Angleichung bis auf den préaoperativen
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Wert. Die in der Bodenreaktionsmessung erhobenen Daten korrelieren nicht mit den histolo-
gischen Ergebnissen, denn eine vollstindige Defektheilung war zu diesem Zeitpunkt nicht
eingetreten. Ein Zusammenhang zwischen dem Einfluss der Belastung und der Regeneration

konnte nicht festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie bestitigen die anfangs aufgestellte Hypothese, dass fiir eine
schnelle und komplikationsarme Regeneration osteochondraler Defekte die Rekonstruktion
des subchondralen Knochens einschlieBlich seiner strukturellen und mechanischen Stabilitit
unerlésslich ist. Die Ergebnisse beweisen, dass die verwendeten Poly-D,L-Lactid Scaffolds
die notige mechanische Steifigkeit zur subchondralen Auffiillung aufweisen. Die mechanische
Stabilitét erlaubte eine indirekte funktionale Lastiibertragung und die gute Formstabilitit des
Scaffolds verhalf zu einer stabilen Defektsituation. Die in addquater Weise einwirkenden in-
termittierenden Druckbelastungen fordern die Differenzierung und Proliferation der einge-

wanderten mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten, Fibrozyten und Chondrozyten.

Die Implantate der Gruppe Polyhart, welche eine dem umliegenden Knochen vergleichbare
Steifigkeit aufweisen, fordern die Regeneration des subchondralen Knochens und des Knor-
pels zum friihen Zeitpunkt. Auf Grund der mechanischen Kompetenz und der langsameren
Degradation des harten Scaffolds wird die kndcherne Durchbauung unterstiitzt. Im Gegensatz
dazu erweist sich der weiche Scaffold mechanisch zu instabil, um die Defektsituation zu die-
sem Zeitpunkt zu stabilisieren. Zu allen Zeitpunkten waren die versorgten Defekte den unver-

sorgten Defekten iliber-, jedoch den nativen Prédparaten unterlegen.

Limitierend auf den Heilungserfolg wirken sich die wihrend der Degradation der Implantate
auftretenden Veridnderungen hinsichtlich Steifigkeitsverlust und Volumenabbau aus. Parallel
zur Resorption erhoht sich die Porositidt der Implantate. Einhergehend mit der Reduktion der
Steifigkeit erhoht sich gleichzeitig die einwirkende Belastung auf das regenerierte Gewebe.
Dieses Phidnomen war bei den weichen Scaffolds auf Grund ihrer schnelleren Degradation
zum Zeitpunkt von drei Monaten zu beobachten. Nach sechs Monaten lieferten die weichen
Poly-D,L-Lactid-Implantate verglichen mit den harten Implantaten in Bezug auf die kncher-
ne Auffiillung und Integration die besseren Ergebnisse. Verantwortlich hierfiir war die lang-
samere Degradation der harten Scaffolds bzw. die Persistenz der Polymerpartikel im Defekt-
bereich, die letztlich die kndcherne Durchbauung hemmten. Allerdings zeichneten sich die
harten Poly-D,L-Lactid-Implantate durch ihre qualitativ besser regenerierte Knorpelschicht

und Widerherstellung der Gelenkfldche aus. Die Ergebnisse dieser Studie bleiben aber vor
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dem Hintergrund der kleinen GruppengriéBe, sowie der individuellen Unterschiede im Hei-

lungsverlauf kritisch zu hinterfragen.

Somit ldsst sich folgende Schlussfolgerung ableiten: die harten Scaffolds weisen die notwen-
dige Voraussetzung zur subchondralen Auffiillung auf und fiihren zu einer deutlichen Verbes-
serung, im Hinblick auf die Rekonstruktion einer lasttragenden Gelenkoberfliche. Fiir den
Heilungsfortschritt ist es wiinschenswert, mit zunehmender Differenzierung des heilenden
Gewebes wachsende mechanische Beanspruchung auf das Heilungsgebiet zu iibertragen, um
den Heilungsprozess zu dynamisieren. In Folgestudien miisste eine Optimierung der Steifig-
keit und des Degradationverhaltens der Poly-D,L-Lactid Scaffolds erfolgen, bevor sie im kli-
nischen Einsatz getestet werden konnten. Die aktuelle Forschung befasst sich mit der Ent-
wicklung von Scaffolds mit einem zweischichtigen Aufbau, welche mit einer speziellen Ar-
chitektur der Knochen- und Knorpelregion ausgestattet sind, die den einwachsenden Zellen
optimale Bedingungen hinsichtlich Porositit, mechanischer Festigkeit und Degradations-
kinetik bieten. Damit die Regeneration osteochondraler Defekte eine optimale qualitative und

quantitative Forderung erféhrt.
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6 Zusammenfassung

Seit langem ist bekannt, dass hyaliner Knorpel iiber ein limitiertes Regenerationspotential fiir
Liasionen verfiigt. Die vollstindige Funktionsfdhigkeit eines Gelenkes ist aber nur bei intak-
tem hyalinem Gelenkknorpel gewihrleistet. Vor diesem Hintergrund erlangt diese Problema-
tik soziookonomische Bedeutung, denn Verletzungen des hyalinen Gelenkknorpels verlaufen
in den meisten Fiéllen progressiv und konnen letztlich Gelenksarthrosen induzieren. In den
letzten Jahrzehnten wurden verschiedene chirurgische Therapieansitze fiir die Wiederherstel-
lung degenerierten und traumatisch geschidigten Gelenkknorpels im Kniegelenk entwickelt.
Mit den klinisch etablierten Methoden gelingt es in der Regel nicht zufrieden stellend, die

Struktur und die Funktionalitit hyalinen Gelenkknorpels zu reproduzieren.

Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich standardisierter osteochondraler Defekte im
Kniegelenk des Schafes im Hinblick auf die Regeneration und in Abhéngigkeit von der Stei-
figkeit der Poly-D,L-Lactid-Implantate zu drei und sechs Monaten Standzeit. Als unerlésslich
fiir eine komplikationsarme Heilung osteochondraler Defekte wurde die Rekonstruktion der
subchondralen Lamelle angesehen. Aus diesem Grund sollte der Einfluss der initialen Steifig-
keit synthetisch hergestellter, biodegradierbarer Materialien auf die Heilung untersucht wer-
den. Zahlreiche Studien belegen, dass durch die Er6ffnung des vaskularisierten subchondralen
Knochens bei gleichzeitiger Rekrutierung von mesenchymalen Stammzellen eine addquate
Defektheilung induziert werden kann. Die Hypothese bestitigte sich, dass eine dem nativen
Gewebe dhnliche Steifigkeit der Poly-D,L-Lactid-Implantate zu einer besseren Regeneration
der osteochondralen Defekte fiihrt. Das gewihlte Versuchdesign gewihrte einerseits die Mog-
lichkeit, den Einfluss der mechanischen Belastung auf die Transplantate im Kniegelenk wéh-
rend der physiologischen Be- und Entlastung, andererseits die Reaktion des Organismus auf
die Implantate, bzw. auf die Regeneration osteochondraler Defekte zu evaluieren. Die Defekte
wurden jeweils im lasttragenden Bereich der beiden Femurkondylen des linken Kniegelenkes
von 24 Merino-Mix Schafen platziert. Die Heilungsergebnisse in Bezug auf die Integration
der Implantate, die Degradation und die Knorpelregeneration wurden histologisch und histo-
morphometrisch analysiert. In die Auswertung flossen Safranin-Orange / von Kossa und
Safranin-Orange / Lichtgriin gefirbte Priparate ein. Ergédnzend erfolgte der Vergleich mit den
unversorgten Defekten, die als Kontrolle dienten. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
wurden Bodenreaktionskraftmessungen durchgefiihrt, die einen Vergleich der Wiederherstel-

lung der GliedmaBlenbelastung in Abhingigkeit von der Versorgung anstrebten.
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Die Rekonstruktion der subchondrale Lamelle ist fiir eine komplikationsarme Regeneration
osteochondraler Defekte entscheidend. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die verwen-
deten Poly-D,L-Lactid Scaffolds die ndtige mechanische Steifigkeit zur subchondralen Auf-
fiillung aufweisen und osteoinduktiv wirken. Zu allen Zeitpunkten waren sie den unversorgten
Defekten iiberlegen. Die effektiv durch die harten Scaffolds stabilisierte Defektsituation ver-
mag die Regeneration des subchondralen Knochens und des Knorpels zum frithen Zeitpunkt
zu fordern. Thre mechanische Kompetenz und langsamere Degradation unterstiitzt die Osteo-
genese und fiihrt zu einer deutlichen Verbesserung im Hinblick auf die Rekonstruktion einer

lasttragenden Gelenkoberflédche.
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7  Summary

Histological and histomorphometrical studies on the regeneration of osteochondral defects in
the stifle joint at definite times in a sheep model: Comparison between different rigidity of
poly-d,l-lactid implants and untreated defects.

It is common knowledge that articular hyaline cartilage has only limited regenerative potential
to prior lesion. Normal physiological function of the joint can only be accomplished with an
intact hyaline cartilage. Injury to the joint’s cartilage are in most cases of progressive nature
and can lead to osteoarthritis. They gain more and more socio-economic relevance. During the
last decades there have been several different surgical approaches to recover degenerated or
traumatised cartilage in the stifle joint. The clinical established methods could not be achieved
satisfactory reproduction of the physiological structure and function of the hyaline cartilage.
Many studies have shown that the repair process can be initiated by the creation of a
penetrating defect into the marrow cavity. The quality of healing is dependent on the lesion

size and depth.

The aim of the study was to compare the regenerative potential of standardized critical
osteochondral defects in the left stifle of the sheep after three, respectively six months
postoperative observation periods in relation to the different rigidity of poly-d,l-lactid
implants. The subchondral bone was filled up with a stiff scaffold or a modified softer one,
and an untreated defect served as control. Reconstruction of the subchondral bone lamella
proved a crucial prerequisite for an uncomplicated process of recovery. The influence of the
initial rigidity of synthetic, biodegradable implant materials is therefore a question of interest.
Numerous studies document adequate recovery of cartilaginious lesions after opening the
subchondral bone, and recruiting mesenchymale stem cells at the same time. The hypothesis
was corroborated that stiffer poly-d,l-lactid implants of similar rigidity to native tissue lead to
better regeneration of osteochondral defects. The chosen experimental design allowed the
evaluation of mechanical strain on the implants in the stifle during physiological movement as
well as the organism’s reaction and regeneration of the osteochondral defects. Lesions were
induced in the left stifle of twenty-four merino sheep on the load bearing region of both
femoral condyles. Histological as well as histomorphometrical analysis was performed on the
results regarding implant integration, biodegradation and regeneration of the cartilage. The

evaluation of the specimen was carried out after Safranin-Orange / from Kossa and Safranin-
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Orange / lightgreen staining. In addition, the comparison with the untreated cartilaginious
lesion of the same kind was carried out. During the whole period of observation ground-
reaction force measurements were carried out in order to compare recovery and subsequent
limb function in relation to prior treatment. Reconstruction of the subchondral bone lamella is
crucial for full regeneration of osteochondral lesions. The study shows that the use of poly-
d,l-lactid implants have osteoconductive effects and provide the necessary rigidity to fill up
subchondral bone lesions. At any time they are superior to the uninfluenced physiological
healing process. Stabilisation of the lesions with the stiffer poly-d,l-lactid implants have a
beneficial effect on the regeneration of the cartilage and the subchondral bone at an early
stage. Their mechanical qualities and their slow biodegradation support osteogenesis and lead

to a significant improvement of reconstruction of the load bearing articular surface.
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9 Anhang

Farbeprotokolle

Tab. 5: Safranin-Orange / Lichtgriin
Schnitte entplasten im Methoxethylacetat
absteigende Alkoholreihe 100-96-80-70 %igen Alkohol
dann in Aqua dest. bringen
Safranin-Orange

Spiilen in Aqua dest.

Pikrinsiure’

Spiilen in Aqua dest.

Spiilen in 1%iger Essigséiure6
Lichtgriin’

Spiilen in 1%iger Essigsidure
100%iger Alkohol

Xylol

A A L e

[ —
—_ O

Eindecken mit Vitroclud

Férbeergebnis:

Knorpel, Osteoidsdume und Zellkerne

mineralisierter Knochen und Bindegewebe

> Pikrinsiure, Fa. Riedel-de-Haén®
%10ml Eisessig auf 1000ml Aqua dest.

je 2 min

8 min

10 min

10 min

3x

2X 5 min

rot

griin

! 1-2g Lichtgriin, Fa. Chroma 1B-211, in 1000ml Aqua dest. + 2ml Eisessig
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Tab. 6: Kombinierte von Kossa / Safranin Orange Firbung

Schnitte entplasten im Methoxethylacetat

absteigende Alkoholreihe 100-96-80-70 %igen Alkohol
dann in Aqua dest. bringen

Firben in 3%iger wissrigen Silbernitratlosung’
Spiilen in Aqua dest.

Reduzieren in Natrium—Formaldehydlésung2
Wiissern in Leitungswasser

5% Natriumthiosulfat’

Wiissern in Leitungswasser

Spiilen in Aqua dest.

A A T o B

Firben in Safranin O*

p—
S

Spiilen in Aqua dest.
2 x 96% Alkohol
2 x 100% Alkohol

[a—
[S—

Entwissern

12.  Xylol
13. Eindecken mit Vitroclud

Férbeergebnis:

mineralisierter Knorpel- und Knochengewebe
Mineralisationsfronten
Knorpel

Bindegewebe

! 3g Silbernitrat, Fa. Merck 1512, in 100ml Aqua dest.

je 2 min

5 min
3x

2 min
10 min
5 min
10 min
kurz

8 min

2X 5 min

schwarz
schwarz granuliert
intensiv rot

rot

2 5g Na-karbonat, Fa. Merck 6392 (wasserfrei), in 25ml 35-40% Formaldehyd und 75ml Aqua dest.

3 50g Na-thiosulfat, Fa. Merck 6516, auf 1000ml Aqua dest.
* 10g Safranin-Orange, Fa. Merck 1382, auf 1000ml Aqua dest.
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Tab. 7: Masson-Goldner-Trichromfiarbung

Schnitte entplasten im Methoxethylacetat

absteigende Alkoholreihe 100-96-80-70 %igen Alkohol
dann in Aqua dest. bringen

Kernfarbung mit Weigerts Eisenh.‘aimatoxylin8

in flieBenden Wasser auswaschen

Firben in Siurefuchsin-Ponceau’

Spiilen in 1%iger Essigsdure

Differnzieren in Phosphormolybdiinsiure-Orange G'°
Spiilen in 1%iger Essigsidure

Gegenfiérben in Lichtgriin

e A T o

Spiilen in 1%iger Essigsdure

p—
S

Entwissern in drei Portionen absteigenden Alkohols

Xylol

—
N =

Eindecken mit Vitroclud

Férbeergebnis:

Kerne

Zytoplasma

Erythrozyten

Bindegewebe, saure Mukosubstanzen

Osteoid

8 Waldeck GmbH&Co. KG, 48161 Miinster, Deutschland

? Siurefuchsin=Ponceau Fuchsin, Fa. Chroma 2 C 149

je 2 min

2 min
10 min

5 min

15 min

10 min

2X 5 min

briunlich-schwarz
ziegelrot
orangegelb

griin

rot

035 g Phosphormolybdénsiure, Fa. Merck 100532, + 2g OrangeG, Fa. Merck 15925 in 100ml Aqua dest.
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Bodenreaktionsmessungen

Tab. 8: Darstellung der Mittel-, Minimum- und Maximumwerte fiir die Parameter
(Kontaktfliche, Maximalkraft und Kontaktzeit) der Gruppe Polyweich zu allen

Messzeitpunkten

Fuss Standzeit (d) | Parameter Mittelwert | Minimum | Maximum

Hinten links | Prd-OP Kontaktflache | 100,00 100 100

Maximalkraft | 100,00 100 100

Kontaktzeit 100,00 100 100

3 Kontaktfliche | 95,44 92 100

Maximalkraft | 86,12 74 104

Kontaktzeit 105,19 72 168

7 Kontaktflache | 98,40 92 108

Maximalkraft | 86,55 74 101

Kontaktzeit 90,94 63 122

14 Kontaktfliche | 100,32 96 103

Maximalkraft | 91,68 81 103

Kontaktzeit 98.07 64 150

21 Kontaktflache | 101,72 99 107

Maximalkraft | 9573 84 119

Kontaktzeit 96,01 62 128

28 Kontaktfliche | 101,22 99 105

Maximalkraft | 101,10 87 118

Kontaktzeit 84.98 57 111

56 Kontaktflache | 107,81 104 112

Maximalkraft | 111,20 93 128

Kontaktzeit 81,19 57 106

84 Kontaktfliche | 107,44 102 112

Maximalkraft | 110,38 92 121

Kontaktzeit 81.86 63 102

112 Kontaktflaiche | 108,95 98 119

Maximalkraft | 113,16 101 124

Kontaktzeit 83.81 32 106

140 Kontaktfliche | 108,80 103 115

Maximalkraft | 110,84 104 121

Kontaktzeit 94,10 69 111

168 Kontaktflache | 110,62 102 119

Maximalkraft | 111,96 100 123

Kontaktzeit 102,34 68 121

Hinten rechts | Prd-OP Kontaktfliche | 100,00 100 100

Maximalkraft | 100,00 100 100

Kontaktzeit | 100,00 100 100

3 Kontaktflache | 102,89 98 111

Maximalkraft | 108,22 94 119

Kontaktzeit 91,96 67 125
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7 Kontaktflache | 105,16 96 114
Maximalkraft | 103,98 89 122
Kontaktzeit 88.23 67 113
14 Kontaktflache | 104,21 98 113
Maximalkraft | 101,34 85 119
Kontaktzeit 86,27 64 112
21 Kontaktfldche | 103,49 96 110
Maximalkraft | 105,18 78 114
Kontaktzeit 82,43 61 111
28 Kontaktflache | 103,81 96 109
Maximalkraft | 107,07 87 127
Kontaktzeit 84,66 66 104
56 Kontaktflache | 106,27 93 115
Maximalkraft | 113,28 95 126
Kontaktzeit 80.88 64 103
84 Kontaktflache | 104,10 97 111
Maximalkraft | 110,03 88 131
Kontaktzeit 84,57 69 114
112 Kontaktfldche | 104,17 93 117
Maximalkraft | 109,88 95 129
Kontaktzeit 86.19 67 108
140 Kontaktflache | 106,91 101 113
Maximalkraft | 109,35 94 128
Kontaktzeit 83,68 67 102
168 Kontaktfldche | 109,63 97 131
Maximalkraft | 110,98 93 123
Kontaktzeit 86.47 70 116
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Tab. 9: Darstellung der Mittel-, Minimum- und Maximumwerte fiir die Parameter
(Kontaktfliche, Maximalkraft und Kontaktzeit) der Gruppe Polyhart zu allen

Messzeitpunkten
Fuss Standzeit (d) | Parameter Mittelwert | Minimum | Maximum
Hinten links | Prd-OP Kontaktflache | 100,00 100 100
Maximalkraft | 100,00 100 100
Kontaktzeit 100,00 100 100
3 Kontaktflache | 93,79 80 116
Maximalkraft | 83,29 64 104
Kontaktzeit 91,77 60 168
7 Kontaktflache | 98,31 86 114
Maximalkraft | 85,05 69 102
Kontaktzeit 87.45 59 122
14 Kontaktflache | 98,14 86 105
Maximalkraft | 87,36 77 103
Kontaktzeit 94,08 60 150
21 Kontaktfliche | 98,83 81 107
Maximalkraft | 90,34 77 119
Kontaktzeit 92.50 62 128
28 Kontaktflache | 98,77 81 105
Maximalkraft | 95 54 85 118
Kontaktzeit 84,39 57 111
56 Kontaktfliche | 105,18 81 118
Maximalkraft | 103,85 91 128
Kontaktzeit 83.87 57 110
84 Kontaktflache | 103,80 84 112
Maximalkraft | 104,75 87 121
Kontaktzeit 83,92 63 102
112 Kontaktfliche | 105,74 89 119
Maximalkraft | 111,17 94 129
Kontaktzeit 86,06 32 106
140 Kontaktflache | 107,03 90 117
Maximalkraft | 108,13 80 127
Kontaktzeit 86,06 69 111
168 Kontaktfliche | 107,75 87 122
Maximalkraft | 112,77 95 140
Kontaktzeit 95,23 67 121
Hinten rechts | Prd-OP Kontaktflache | 100,00 100 100
Maximalkraft | 100,00 100 100
Kontaktzeit 100,00 100 100
3 Kontaktfliche | 104,98 99 111
Maximalkraft | 111,75 106 119
Kontaktzeit 83.38 67 926
7 Kontaktfliche | 107,62 103 114
Maximalkraft | 107,15 91 122
Kontaktzeit 84,26 67 113
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14 Kontaktfliche | 106,67 101 113
Maximalkraft | 102,27 85 119
Kontaktzeit 82.40 64 102
21 Kontaktfliche | 103,18 96 110
Maximalkraft | 106,89 92 114
Kontaktzeit 78,06 61 96
28 Kontaktflache | 102,13 96 109
Maximalkraft | 105,59 87 126
Kontaktzeit 84,76 66 104
56 Kontaktflache | 105,47 93 115
Maximalkraft | 111,71 95 126
Kontaktzeit 83,27 67 104
84 Kontaktfliche | 104,66 98 111
Maximalkraft | 107,83 88 121
Kontaktzeit 83.27 70 114
112 Kontaktflache | 104,15 93 117
Maximalkraft | 105,68 95 127
Kontaktzeit 89,34 68 108
140 Kontaktfldche | 105,73 101 109
Maximalkraft | 107,13 94 128
Kontaktzeit 77.96 67 98
168 Kontaktfliche | 106,19 97 113
Maximalkraft | 108,80 93 123
Kontaktzeit 82,31 70 116
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Histomorphometrie

Tab. 10: Ergebnisse der Bildanalyse: Median, Minimal- und Maximalwerte der Grup-
pen Polyweich und Polyhart, Gewebeanteil an Gesamtgewebe (%)

in ROI A
Standzeit | Implantat | Priparat Knochen | Binde- | Knorpel | Scaffold | Leer-
gewebe flache
3 Monate | Pw Fiillung Minimum 10 19 1 0 6
Maximum 49 48 31 2 47
Median 14,51 34,73 12,37 0,12 | 18,42
LD Minimum 6 10 1 - 10
Maximum 43 48 17 - 61
Median 22,22 35,10 3,81 -| 17,23
Nativ Minimum 35 0 6 - 0
Maximum 49 2 14 - 0
Median 44,84 0,57 10,19 - 0
6 Monate | Pw Fiillung Minimum 41 1 7 0 2
Maximum 61 20 10 6 14
Median 53,96 9,95 8,56 1,25 7,25
LD Minimum 37 1 7 - 4
Maximum 68 32 22 - 17
Median 47,16 7,40 10,08 - 5,55
Nativ Minimum 38 0 7 - 0
Maximum 60 3 22 - 0
Median 53,34 0,18 14,36 - 0
3 Monate | Ph Fiillung Minimum 5 18 6 1 4
Maximum 36 43 13 3 18
Median 23,87 21,46 11,62 2,02 7,09
LD Minimum 15 14 0 - 5
Maximum 50 42 14 - 36
Median 25,59 28,89 9,45 -| 16,63
Nativ Minimum 41 0 8 - 0
Maximum 51 2 29 - 0
Median 47,24 0,11 16,90 - 0
6 Monate | Ph Fiillung Minimum 25 13 6 0 2
Maximum 52 41 20 11 13
Median 31,43 25,25 7,68 2,43 6,38
LD Minimum 29 4 3 - 6
Maximum 51 27 13 - 21
Median 47,02 14,74 9,45 - 8,56
Nativ Minimum 32 0 6 - 0
Maximum 60 1 26 - 0
Median 44,43 0,8 12,41 - 0
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Tab. 11: Ergebnisse der Bildanalyse: Median, Minimal- und Maximalwerte der
Gruppen Polyweich und Polyhart, Gewebeanteil an Gesamtgewebe (%)

in ROI B
Standzeit | Implantat | Praparat Knochen | Binde- | Knorpel | Scaffold | Leer-
gewebe flache
3 Monate | Pw Fiillung Minimum 1 26 0 1 0
Maximum 58 76 12 30 10
Median 6,88 60,51 2,45 2,69 0
LD Minimum 14 1 0 - 0
Maximum 64 67 6 - 0
Median 21,16 30,34 0,14 - 0
Nativ Minimum 27 0 0 - 0
Maximum 36 0 0 - 0
Median 31,86 0 0 - 0
6 Monate | Pw Fiillung Minimum 8 3 0 3 0
Maximum 60 60 1 19 0
Median 27,68 36,80 0 12,22 0
LD Minimum 22 0 0 - 0
Maximum 44 62 0 - 0
Median 35,11 6,68 0 - 0
Nativ Minimum 33 0 0 - 0
Maximum 43 0 0 - 0
Median 38,72 0 0 - 0
3 Monate | Ph Fiillung Minimum 2 1 0 2 0
Maximum 17 62 1 7 0
Median 9,62 55,92 0,1 4,36 0
LD Minimum 20 9 0 - 0
Maximum 42 37 13 - 5
Median 35,21 21,26 0,55 - 0
Nativ Minimum 28 0 0 - 0
Maximum 41 0 0 - 0
Median 36,81 0 0 - 0
6 Monate | Ph Fiillung Minimum 1 26 0 16 0
Maximum 22 54 0 44 0
Median 15,14 34,16 0 19,09 0
LD Minimum 24 0 0 - 0
Maximum 48 26 1 - 0
Median 35,58 9,15 0 - 0
Nativ Minimum 27 0 0 - 0
Maximum 44 2 0 - 0
Median 39,57 0,01 0 - 0
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Tab. 12: Ergebnisse der Bildanalyse: Statistischer Vergleich des Einflusses der Standzeit

auf die Gewebeanteile innerhalb der Gruppen (Grup

penvariable: Standzeit)

Gruppe | Therapie | ROI min. Bindegewebe | Knorpel Scaffold Leerdefekt | Rest
Knochen
A B A B A B A B A B A B
Poly- Nativ Mann- 5,00 3,00 |13,00 19,00 |[9,00 |18,00 |- - 18,00 | 18,00 | 5,00 | 3,00
weich Whitney-U
Wilcoxon-W 26,00 | 24,00 | 34,00 |30,00 |30,00 | 39,00 |- - 39,00 | 39,00 | 26,00 | 24,00
Asymptotische | 0,370 | 0,160 [ 0,406 [ 0,059 |0,150 | 1,00 |- - 1,00 | 1,00 ]0,24310,126
Signifikanz (2-
seitig)
Fiillung | Mann- 1,00 (10,00 (2,00 |[8,00 [9,00 [4,00 |12,50|12,00 6,00 |12,00 8,00 |10,00
Whitney-U
Wilcoxon-W 22,00 | 31,00 | 23,00 [29,00 |30,00 ]25,00 |33,50 | 33,00 27,00 |33,00 |29,00 | 31,00
Asymptotische | 0,006 | 0,200 | 0,010 | 0,109 {0,150 | 0,020 | 0,369 | 0,337 | 0,055 | 0,140 | 0,109 | 0,199
Signifikanz (2-
seitig)
Leer- Mann- 2,00 |8,00 |5,00 9,00 |5,00 [12,00|- - 5,00 | 15,00 11,00 | 8,00
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W 23,00 | 29,00 | 26,00 |30,00 |26,00 | 33,00 |- - 26,00 | 36,00 | 32,00 | 29,00
Asymptotische | 0,010 [ 0,109 | 0,037 | 0,150 |0,037 | 0,140 | - - 0,037 10,317 {0,262 | 0,109
Signifikanz (2-
seitig)
Poly- Nativ Mann- 14,00 19,00 |12,00 |7,50 (8,00 |15,00 |- - 15,00 | 15,00 | 10,00 | 8,00
hart Whitney-U
Wilcoxon-W 35,00 | 24,00 | 27,00 | 22,50 |29,00 | 36,00 |- - 36,00 | 36,00 | 25,00 | 29,00
Asymptotische | 0,855 | 0,273 0,526 {0,082 |0,201 | 1,00 |- - 1,00 | 1,00 10,361 0,201
Signifikanz (2-
seitig)
Fiillung | Mann- 5,00 |10,00]9,00 7,00 |11,00]10,50 12,00]0,00 [8,00 |12,00|7,00 [6,00
Whitney-U
Wilcoxon-W 15,00 | 20,00 | 30,00 28,00 32,00 |31,50 | 33,00 | 10,00 [29,00 | 33,00 | 28,00 | 27,00
Asymptotische | 0,221 [ 0,670 | 0,522 | 0,286 [0,831 0,648 | 1,00 |0,011 {0,394 1,00 ]0,286 | 0,201
Signifikanz (2-
seitig)
Leer- Mann- 5,00 |10,00]3,00 |8,00 |13,00]10,50 |- - 10,00 | 12,00 [ 9,00 | 13,00
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W 20,00 | 25,00 | 24,00 29,00 |34,00 | 31,50 |- - 31,00 | 33,00 | 24,00 | 28,00
Asymptotische | 0,068 | 0,361 | 0,028 | 0,201 |0,715 | 0,269 | - - 0,361 0,273 [ 0,273 [ 0,715
Signifikanz (2-
seitig)

Der als Rest deklarierte Anteil bezieht sich auf die Fliche der Knochenlakunen und ist nur auf

Grund der Vollstindigkeit erwihnt.
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Tab. 13: Ergebnisse der Bildanalyse: Statistischer Vergleich des Einflusses der Therapie
auf die Gewebeanteile zu drei bzw. sechs Monaten Standzeit. (Vergleich zwi-

schen Polyweich und Polyhart, Gruppenvariable: Therapie)

Stand- | Therapie | ROI min. Bindegewebe | Knorpel Scaffold Leerdefekt | Rest
Zeit Knochen
A B A B A B A B A B A B
3 Monate | Nativ Mann- 10,0019,00 |10,00 [ 15,00 3,00 |15,00]- - 15,00 15,001 6,00 19,00
Whitney-U
Wilcoxon-W 31,00 30,00 | 25,00 30,00 |24,00]30,00]- - 30,001 30,001 21,00 | 24,00
Asymptotische | 0,361]0,273 0,320 | 1,00 [0,028]1,00 |- - 1,00 [1,00 [0,100]0,273
Signifikanz
(2-seitig)
Fiillung | Mann- 10,001 12,001 8,00 |8,00 ]10,0014,00 |4,00 |11,00[4,00 |8,00 |1,00 (2,00
Whitney-U
Wilcoxon-W  [31,00]22,00( 18,00 | 18,00 [20,00 ]| 14,00 25,00 | 32,00 | 14,00 | 18,00 | 22,00 | 23,00
Asymptotische | 0,670 1,00 | 0,394 0,394 |0,670]0,084]0,08710,831]0,088]0,22410,019( 0,032
Signifikanz
(2-seitig)
Leer- Mann- 13,00 10,00 14,00 [ 10,00 | 10,00 14,00 - - 11,00 15,0019,00 |7,00
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W |34,00]31,00]29,00 [25,00 |31,00]35,00] - - 26,001 30,001 30,00 28,00
Asymptotische | 0,715 0,361 0,855 0,361 |0,361]0,833 | - - 0,46511,00 [0,273]0,144
Signifikanz
(2-seitig)
6 Monate | Nativ Mann- 10,001 17,00 16,50 | 14,50 | 16,00 18,00 - - 18,001 18,0019,00 | 15,00
Whitney-U
Wilcoxon-W 31,00 38,00(37,50 35,50 {37,00]39,00] - - 39,00139,00] 30,00 36,00
Asymptotische | 0,200 0,873 (0,798 10,550 [ 0,749 1,00 |- - 1,00 [1,00 [0,150]0,631
Signifikanz
(2-seitig)
Fillung |Mann- 4,00 (4,00 16,00 |16,00|18,00(17,50]15,00(4,00 |13,00]18,00(16,00] 14,00
Whitney-U
Wilcoxon-W | 25,00 25,00 27,00 [37,00 |39,00]38,50]36,00|25,00|34,00|39,00|37,00[35,00
Asymptotische | 0,025 | 0,025 | 0,055 [ 0,749 | 1,00 ]0,902]0,62510,025]0,423]1,00 |0,749]0,522
Signifikanz
(2-seitig)
Leer- Mann- 15,001 16,00 11,00 | 16,00 | 12,00 15,00 - - 10,001 18,00 15,00 15,00
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W |36,00|37,00]32,00 (37,00 |33,00]36,00]- - 31,001 39,001 36,00 36,00
Asymptotische | 0,631]0,749 (0,262 |0,724 0,337]0,317 | - - 0,200 1,00 ]0,631]0,631
Signifikanz
(2-seitig)

Der als Rest deklarierte Anteil bezieht sich auf die Fldche der Knochenlakunen und ist nur auf
Grund der Vollstindigkeit erwihnt.
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Tab. 14: Wilcoxon-Test, Statistischer Vergleich der Gewebekomponenten zwischen
Leerdefekten und gefiillten Defekten aller Gruppen bezogen auf ROI A und

ROI B
Standzeit Implantat Knochen Bindegewebe | Knorpel Leerfléiche Rest
ROI | ROI [ ROI | ROI | ROI [ ROI | ROI | ROI | ROI | ROI
A B A B A B A B A B
3 Poly- | Asymptotische | 0,600 | 0,249 | 0,462 | 0,075 | 0,173 | 0,753 | 0,463 | 0,655 | 0,463 | 0,028
Monate | weich | Signifikanz
(2-seitig)
Poly- | Asymptotische | 0,715 | 0,068 | 0,273 | 0,273 | 0,465 | 0,285 | 0,144 | 0,317 | 0,068 | 0,715
hart Signifikanz
(2-seitig)
6 Poly- | Asymptotische | 0,463 | 0,917 | 0,917 | 0,046 | 0,116 | 0,317 | 0,753 | 1,00 | 0,917 | 0,028
Monate | weich | Signifikanz
(2-seitig)
Poly- | Asymptotische | 0,345 | 0,028 | 0,249 | 0,046 | 0,463 | 0,655 | 0,173 | 1,00 | 0,345 | 0,028
hart Signifikanz
(2-seitig)

Der als Rest deklarierte Anteil bezieht sich auf die Fldche der Knochenlakunen und ist nur auf
Grund der Vollstiandigkeit erwihnt.
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Histoscore

Tab. 15: Deskriptive Beschreibung der einzelnen Scoreparameter fiir alle Gruppen und
Standzeiten, Dastellung der Mediane, Maximal- und Minimalwerte

Score A Polyweich Polyhart
3 Monate 6 Monate 3 Monate 6 Monate
Kriterium Leer- | Fiillung | Leer- Fiillung | Leer- | Fiillung | Leer- | Fiillung
defekt defekt defekt defekt
Prozentualer Median 0 2 2 3 2 4 2 2
Anteil  hyali-
nen Knorpels Minimum | O 0 0 2 0 0 0 2
Maximum | 2 2 4 4 2 6 2 4
Oberflachen- Median 1 1 1 2 1 2 1 1
beschaffenheit
Minimum | 1 1 0 1 1 0 1 1
Maximum | 2 2 2 2 2 2 1 2
Strukturelle Median 0 1 1 1 0,5 1 1 1
Integritit
Minimum | O 0 1 1 0 1 1 1
Maximum | 1 1 2 2 2 1 1 2
Knorpeldicke Median 0 0 1 1 1 1 1 1
Minimum | 0 0 0 1 0 1 0 0
Maximum | 1 1 1 1 1 1 1 1
Verbindung Median 1 1 2 2 2 2 1 1,5
zum - umlie- =G 0 1 1 2 1 2 1 1
genden Knor- tnimum
pel Maximum | 2 2 2 2 2 2 2 2
Degenerative Median 1 1 1 0,5 0 1 1 1
zelluldire Ver-
ﬁnderungen Minimum | 0 0 0 0 0 1 0 1
Maximum | 1 1 1 1 1 1 1 1
Degenerative Median 3 3 2 3 3 2,5 3 3
Verdnderungen ol TS 2 2 2 2 2 2 3
im umliegen-
den Knorpel Maximum | 3 3 3 3 3 3 3 3
Rekonstruktion | Median 0 1 1 1 0 1,5 1 1
des sub- _
chondralen Minimum | 0 0 0 1 0 0 0 0
Knochens Maximum | 1 1 2 2 1 1 2 2
Verbindung Median 0 0 1 1 0 1 1 1
zwischen  re-
generiertem Minimum | 0 0 0 1 0 0 0 1
Knorpel und
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neuem sub- | Maximum | 1 1 1 1 1 1 1 1
chondralen
Knochen
Safranin- Median 1 1 1 1,5 1 2 1 2
Orange  Fir-
bung Minimum | 1 0 1 1 1 2 1 1
Maximum | 2 1 2 2 1 2 2 2
Score B Polyweich Polyhart
3 Monate 6 Monate 3 Monate 6 Monate
Kriterium Leer- | Fiillung | Leer- Fiillung | Leer- | Fiillung | Leer- | Fiillung
defekt defekt defekt defekt
Auffiillung im | Median 2,5 2 4 4 3 3 3,5 4
Defektbereich o e m |1 1 1 2 1 2 3 3
Maximum | 4 4 4 4 3 4 4 4
Laterale kno- | Median 1 1 2 2 2 1 2 1,50
cherne Integra-
tion Minimum | 1 1 1 2 1 1 1 1
Maximum | 2 2 2 2 2 1 2 2
Basale kno- | Median 1 0,5 2 1 1 0,5 1,5 1
cherne Integra-
tion Minimum | 0 0 0 0 0 0 1 0
Maximum | 2 1 2 1 2 1 2 1
Entziindungs- Median 1 1 1,5 1 1 0,5 1 1
reaktion
Minimum | 1 0 1 1 1 0 1 1
Maximum | 2 1 2 1 1 1 2 2
Fremdkorper- | Median 0 0 1 0 1 0 1 0
reaktion
Minimum | 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximum | 0 0 1 1 1 1 1 1
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Tab. 16: Deskriptive Beschreibung der einzelnen Scores (Score A, Score B, Score Ge-
samt) fiir alle Gruppen und Standzeiten, Dastellung der Mediane, Maximal-

und Minimalwerte

Standzeit | Defekt Therapie Score A | Score B Score Ge-
samt
3 Monate | Leerdefekt | Polyweich | Median 6 14
Minimum 4 9
Maximum | 14 8 22
Polyhart | Median 9 7 15,5
Minimum | 8 5 14
Maximum | 13 8 21
3 Monate | Fiillung Polyweich | Median 10,5 5 15,5
Minimum | 7 3 10
Maximum | 13 7 19
Polyhart Median 17 5,5 23
Minimum | 10 5 15
Maximum | 19 7 25
6 Monate | Leerdefekt | Polyweich | Median 13,5 9 22,5
Minimum | 9 8 17
Maximum | 17 10 26
Polyhart Median 13,5 8,5 21
Minimum | 6 7 14
Maximum | 14 10 24
6 Monate | Fiillung Polyweich | Median 17 7,5 25
Minimum | 13 6 19
Maximum | 20 9 29
Polyhart Median 15 7 22
Minimum | 13 6 20
Maximum | 19 9 26
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Tab. 17: Darstellung der Differenzen der einzelnen Scores, Dastellung der Mediane,
Maximal- und Minimalwerte

Implantat | Standzeit Dif. Score A | Dif. Score B | Dif. Score Gesamt
Polyweich | 3 Monate | Median 3,00 -1,00 1,00
Minimum | -1,00 -4,00 -3,00
Maximum | 4,00 2,00 5,00
Polyweich | 6 Monate | Median 3,50 -1,50 1,50
Minimum | 0,00 -3,00 0,00
Maximum | 7,00 0,00 7,00
Polyhart 3 Monate | Median 8,00 -2,00 7,50
Minimum | -3,00 -3,00 -6,00
Maximum | 11,00 2,00 10,00
Polyhart 6 Monate | Median 1,50 -2,00 1,50
Minimum | -1,00 -4,00 -4,00
Maximum | 13,00 2,00 12,00
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