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Einleitung

1. Einleitung

Gesunder hyaliner Gelenkknorpel und Synovia sind fur eine reibungsarme und schmerzfreie
Funktion der Gelenke unerlasslich. Der Knorpel erflllt verschiedene Aufgaben im Gelenk.
Zum Einen verteilt er die im Gelenk auftretenden Druckbelastungen, zum Anderen hat er
StoBdampferfunktion und mindert auftretende Scherkrafte (Marlovits und Véscei, 2000b). Die
normale Gelenkfunktion ist ohne intakten Gelenkknorpel nicht mdglich. Rund 100.000
sportbedingte Kreuzband- und 300.000 Meniskusverletzungen fuhren jedes Jahr in
Deutschland unter anderem zu Schaden am Gelenkknorpel des Kniegelenks (www.bio-
pro.de/de/region/freiburg/meldungen/00623). Hinzu kommen mindestens funf Millionen
Menschen, die an Arthrose leiden (www.genzyme.de/thera/ortho/de p tp_thera-
orthoinfo.asp). Laut statistischem Bundesamt gehort die Kniegelenksarthrose in der Reha-
Diagnosestatistik zu den drei haufigst gestellten Diagnosen
(www.destatis.de/presse/deutsch/pm2005/p2800094.htm (Stand 2003)). Der Verschleil3 von
Gelenken hat sich zu einer Volkskrankheit entwickelt. Oftmals ist Arthrose eine
altersbedingte Erkrankung (Buckwalter und Mankin, 1998a; Ulrich-Vinther et al., 2003), aber
mangelnde Bewegung, Ubergewicht oder Fehl- und Uberbelastung der Gelenke sowie
genetisch bedingte, entzindliche und degenerative Ursachen (Lyyra et al., 1999) flhren
dazu, dass auch immer haufiger junge Menschen Uber Schmerzen in den Gelenken klagen.
Schmerzhaftigkeit und eine verminderte Beweglichkeit fuhren oft zur Schonung des
Gelenkes. Dies fuhrt wiederum zu Muskelatrophie, reduzierter Bewegung und somit
verminderter Erndhrung des Gelenkes und auf lange Sicht zur weiteren Degeneration. Diese
Sekundarveranderungen tragen oft zu der mit Osteoarthrose in Verbindung stehenden
Steifheit und Schwache bei (Buckwalter und Mankin, 1998a). Knorpelverletzungen am
Kniegelenk stellen grundséatzlich schwer zu behandelnde Praarthrosen dar (Martinek und
Imhof, 2003).

Das artikulare Knorpelgewebe besteht aus einer einzigartigen Zellpopulation, den
Chondrozyten, die in ein dreidimensionales Netzwerk hochorganisierter Matrix eingebettet
sind. Der feingewebliche Aufbau ermdglicht die einmaligen mechanischen Eigenschaften
dieses Gewebes. Die herausragenste Eigenschaft artikuldren Knorpels ist seine groBe
Bestandigkeit, die von keinem Material erreicht wird und bei den meisten Menschen eine
lebenslange normale Gelenkfunktion ermdéglicht (Buckwalter, 1983; Martinek, 2003; Mow et
al., 1984; Roughley und Lee, 1994). Gelenkknorpel im adulten Organismus ist nicht
innerviert, alymphatisch und avaskuldr, was die Heilung von Knorpeldefekten erheblich
erschwert (Buckwalter, 1983; Buckwalter und Mankin, 1998a; Buckwalter und Mankin,
1998b). Schon im Jahre 1743 erkannte Hunter (Hunter, 1995), dass sich zerstorter Knorpel
nicht regenerieren kann. Es ist also wichtig, Knorpellasionen frihzeitig zu behandeln und
eine moglichst schnelle Wiederherstellung der Gelenkflachen anzustreben.

Neben konservativen Therapien werden verschiedene chirurgische Behandlungsmethoden
derzeit in der Praxis eingesetzt. Durch Lavage, Débridement, Shaving und
Abrasionsarthroplastik werden lose Knorpelfragmente entfernt und das Gelenk von
Zelldetritus und Entzindungsmediatoren freigespult. Einige Methoden zielen darauf ab,
durch Erdffnung des subchondralen Knochens Anschluss an das GefaB3system und die
Markhéhle zu schaffen (Friedman et al., 1984), wie zum Beispiel die Mikrofrakturierung oder
die Pridie-Bohrung. Andere Techniken stellen die Gelenkoberflache durch Transplantate
wieder her. Derzeit eingesetzte Techniken sind z.B. Transplantationen von autologen oder
allogenen Knorpel-Knochen Zylindern, die aus weniger belasteten Gelenkbereichen
entnommen werden, autologe Spongiosa, autologe Chondrozytenimplantation oder
dreidimensionale Scaffolds aus synthetischen, resorbierbaren Materialien wie Polylaktid oder
Polyglykolid (Marlovits und Veéscei, 2000a). Alle diese Behandlungsmethoden bieten
mittelfristig Schmerzlinderung und Verbesserung der Beweglichkeit des betroffenen
Gelenkes. Das gebildete Ersatzgewebe ist jedoch oft von minderer Qualitat und kann den im
Gelenk auftretenden Belastungen nur unzureichend standhalten (Buckwalter und Mankin,
1998b; Ulrich-Vinther et al., 2003), so dass Folgeoperationen nach ca. 10 bis 15 Jahren zu
erwarten sind. In der vorliegenden Arbeit sollen zwei ausgewahlte chirurgische
Auffullungsmethoden von osteochondralen Defekten nach unterschiedlichen Standzeiten auf
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wesentliche Kriterien fur einen guten Gelenkknorpelersatz untersucht werden. Dazu gehdren
z.B. die Auffullung des Defektes, die Integration des Implantats im umliegenden Gewebe, die
Wiederherstellung und Aufrechterhaltung der Gelenkoberflache und die Beschaffenheit des
gebildeten Regeneratgewebes sowie die Belastung der operierten GliedmaBe.

Hypothesen der vorliegenden Arbeit sind:

Die Operationstechnik des osteochondralen Transfers fuhrt zur besseren
Transplantatintegration und Wiederherstellung der Gelenkoberflache und damit zur
besseren Belastung der GliedmaBe als die Spongiosacluster-Technik.

Es gibt keinen Unterschied in Hinsicht auf die Regeneration eines unversorgten
Kontrolldefektes zwischen den Gruppen OCT und SC.

Die Heilungergebnisse, sowohl der geflllten als auch der ungefilliten Defekte, sind
nach einer Standzeit von 24 Wochen besser als nach einer Standzeit von zwolf
Wochen.

Ziele der vorliegenden Arbeit sind:

Der exemplarische Vergleich der Regeneration mit unterschiedlichen Fullungen
versorgter osteochondraler Defekte nach unterschiedlichen Standzeiten mittels
Histomorphometrie und deskriptiver Histologie.

Die Bewertung der Transplantateinheilung und Gewebequalitdt in allen
Versuchsgruppen mit einem semiquantitativen Scoresystem zur Beurteilung
osteochondraler Defekte.

Der Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen Defektfullungen auf die Belastung
der GliedmaBen uber die Zeit durch Messung der Bodenreaktionskréfte.



Stand des Wissens

2. Stand des Wissens

2.1 Zusammensetzung artikularen Knorpels

Hyaliner Gelenkknorpel ist ein avaskulares, alymphatisches und nicht innerviertes Gewebe
(Buckwalter, 1983), das auf Erndhrung und Abtransport von Metaboliten durch Diffusion
angewiesen ist. Gelenkknorpel erscheint unter dem Lichtmikroskop klar und durchsichtig
(Buckwalter et al., 1988). Diesem Erscheinungsbild verdankt der hyaline Knorpel seinen
Namen (gr.: hyalos: Glas). Knorpelgewebe besteht aus Zellen, den Chondrozyten, die in eine
extrazellulare Matrix aus Kollagenen, Proteoglykanen, nicht kollagenen Proteinen und
Wasser eingebettet sind (Muir et al., 1970). Die Zelldichte ist im Vergleich zu anderen
Geweben relativ gering, so machen die Chondrozyten nur etwa 2-5% des
Gesamtknorpelvolumens aus (Roughley und Lee, 1994).

Chondrozyten

Im Gelenkknorpel findet sich nur ein Zelltyp, der Chondrozyt (Buckwalter und Mankin, 1998b;
Burkhart und Imhof, 1999). Chondrozyten synthetisieren sowohl neue Matrixkomponenten
(Marlovits und Véscei, 2000a; Roughley und Lee, 1994) als auch Enzyme, die diese
abbauen (Buckwalter und Mankin, 1998b). Die metabolische Rate der Chondrozyten und
ihre Fahigkeit, auf verschiedene Einflisse zu reagieren, sind altersabhangig (Buckwalter und
Mankin, 1998b; Marlovits und Véscei, 2000a). Im juvenilen Organismus proliferieren
Chondrozyten schnell, teilen sich haufig und zeigen eine hohe Matrixsyntheseleistung
(Buckwalter und Mankin, 1998b). Nach Erreichen der Skelettreife nimmt die Anzahl der
Zellteilungen ab, und nach Abschluss des Skelettwachstums teilen sich die meisten
Chondrozyten nicht mehr (Buckwalter et al., 1988). Die metabolische Aktivitat wird verringert,
aber die Chondrozyten sind immer noch in der Lage, Matrixkomponenten zu synthetisieren
bzw. abzubauen (Buckwalter et al., 1988; Buckwalter und Mankin, 1998b; Martin und
Buckwalter, 1996). Die Zellen liegen verteilt im Gewebe (Stockwell, 1967) und bilden keine
direkten Kontakte zueinander (Buckwalter, 1983). Chondrozyten sind in der Lage,
Veranderungen der Zusammensetzung der Makromolektile und der Organisation der Matrix
zu erkennen und als Antwort darauf entsprechende Typen und Mengen an neuen Molekllen
zu synthetisieren (Breinan et al., 2001; Buckwalter und Mankin, 1998b; Hunziker, 2002;
Martin und Buckwalter, 1996; Peterson, 1996). Die geringe Zelldichte und Syntheseleistung
im adulten Gelenkknorpel limitieren vermutlich die Fahigkeit der Chondrozyten, auf
Veranderungen in der Matrix zu reagieren (Buckwalter et al., 1988). Die typischen
Eigenschaften des Knorpelgewebes werden zwar hauptsachlich durch die extrazellulare
Matrix bestimmt, die Produktion und Zusammensetzung der Matrix hangt aber von den
Chondrozyten ab (Buckwalter et al., 1988).

Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix des Knorpelgewebes besteht aus zwei wesentlichen Komponenten,
einem Netzwerk aus kompliziert strukturierten Makromolekilen und Gewebeflussigkeit
(Buckwalter, 1983), deren Zusammenspiel die gewebetypischen mechanischen
Eigenschaften erzeugt (Buckwalter et al., 1988; Ekman und Heinegard, 1992; Martin und
Buckwalter, 1996; Martinek, 2003).

Makromolekiile

Die Makromolekule in der Matrix wie Kollagene, Proteoglykane und Glykoproteine verleihen
dem Knorpel seine einzigartigen Eigenschaften (Buckwalter, 1998; Buckwalter et al., 1988).
Chondrozyten sind in der Lage, jedes dieser Makromolekule aus Zuckern und Aminosauren
zu synthetisieren. Die Makromolekule lassen sich in fibrillare und nicht fibrillare Molekile
unterscheiden. Die fibrillare Komponente wird von den Kollagenen gebildet (Buckwalter,
1983). In den meisten Gelenken machen Kollagene etwa 50%, Proteoglykane 30-35%, nicht
kollagene Proteine und Glykoproteine etwa 15-20% der Trockenmasse des Knorpels aus
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(Marlovits und Véscei, 2000a). Die Kollagene bilden ein fibrillares Maschenwerk, das dem
Knorpel seine Form und Festigkeit verleiht (Buckwalter et al., 1988). Proteoglykane und nicht
kollagene Proteine komplettieren das Netzwerk, indem sie an das Kollagenmaschenwerk
binden oder von ihm mechanisch eingeschlossen werden. Proteoglykane haben ein hohes
Wasserbindungsvermégen. Das Wasser liegt entweder gebunden oder frei in der
extrazellularen Matrix vor und kann geléste Nahrstoffe und Stoffwechselprodukte
transportieren (Buckwalter et al., 1988).

Kollagene

Kollagene bilden den Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix. Sie bilden eine
Rahmenkonstruktion, die dem Knorpel seine Struktur und Festigkeit verleiht (Buckwalter,
1998; Gross, 1961; Harris et al., 1972) und machen dabei etwa 50% des Trockengewichtes
hyalinen Knorpels aus (Buckwalter, 1983).

Kollagen Typ Il ist das vorherrschende Kollagen im hyalinen Knorpel. Es macht etwa 90-95%
des Gesamtkollagens aus (Marlovits und Véscei, 2000a). Kollagen Typ Il bildet ein stark
verzweigtes Netzwerk aus Kollagenfibrillen (Ulrich-Vinther et al.,, 2003), das groBe
Zugfestigkeit gewdahrleistet und Proteoglykane einschlieBt (Aydelotte et al., 1988). Nach
Abschluss des Skelettwachstums sinkt die Syntheserate von Kollagen Il stark ab (Eyre,
2002). Sie kann aber bei Verletzungen des Netzwerks innerhalb von 14 Tagen bis auf das

10 - fache beschleunigt werden (Eyre et al., 1980).

Kollagen Typ VI ist ubiquitéarer Matrixbestandteil in den meisten Geweben. Im Gelenkknorpel
macht es <1% des Gesamtkollagens aus. Es ist vorwiegend in Faserknorpel wie den
Menisken oder Bandscheiben zu finden (Eyre, 2002).

Kollagen Typ IX und XI sind mitverantwortlich fur den Aufbau der Kollagenfibrillen und ihre
Verankerung mit umliegenden Makromolekilen. Diese beiden Kollagentypen sind zu etwa
gleichen Teilen vertreten und machen um 9-10% des Kollagengehalts im Gelenkknorpel aus
(Ulrich-Vinther et al., 2003). Kollagen Typ IX ist ein kurzes fibrillares Kollagen mit
Proteoglykananteil (Ulrich-Vinther et al., 2003) und bildet Querverknipfungen mit Kollagen Il
und Xl. Es kann kovalente Bindungen mit Kollagen II-Fibrillen eingehen und steigert so
vermutlich die Integritdt des Gewebes (Buckwalter et al., 1988; Buckwalter und Mankin,
1998b). AuBerdem verleint es dem Kollagenetzwerk erh6hte mechanische Integritat gegen
den osmotischen Schwellungsdruck der eingeschlossenen Proteoglykane (Eyre, 2002;
Roughley und Lee, 1994). Kollagen Typ IX findet sich auch in der Lamina splendens
zwischen Kollagen Typ II-Bindeln, was der Superfizialschicht erhdéhte Stabilitdt gegentber
Scherkréften verleiht (Alford und Cole, 2005a).

Kollagen Typ X wird neben den Zellen der Zone des mineralisierten Knorpels und in der
Wachstumsfuge gefunden. Diese Lokalisation lasst vermuten, dass dieser Kollagentyp bei
der Mineralisation des Knorpels eine Rolle spielt (Marlovits und Véscei, 2000a).

Obwohl Kollagen Typ Xl ebenfalls Fibrillen bildet, scheint seine Hauptaufgabe darin zu
liegen, den Fibrillendurchmesser von Kollagen Typ Il durch Bildung von Copolymeren zu
regulieren (Eyre, 2002).

Proteoglykane

Proteoglykane bilden das Kolloid, in das die Kollagenfibrillen eingebettet sind (Hedbom und
Heinegard, 1993) und sind aus zahlreichen Proteoglykanuntereinheiten aufgebaut.
Proteoglykanuntereinheiten enthalten einen Proteinkern, von dem unverzweigte sulfatierte
Polysaccharidketten, die Glukosaminoglykane wie Chondroitinsulfat und Keratansulfat,
ausgehen (Buckwalter und Rosenberg, 1982). Proteoglykane bestehen zu 95% aus
Glukosaminoglykanen und zu 5% aus Protein (Buckwalter, 1983; Buckwalter et al., 1988).

Artikulares Knorpelgewebe enthalt zwei Hauptklassen von Proteoglykanen, einerseits gro3e
aggregierende Proteoglykane wie Aggrekan und Hyaluronsdure, andererseits groBe und
kleine nicht aggregierende Proteoglykane (Buckwalter et al., 1988; Roughley und Lee, 1994).
Aggrekan hat einen Anteil von fast 90% an der gesamten Knorpelmatrix und fullt fast den
gesamten interfibrillaren Raum aus (Buckwalter et al., 1988; Martinek, 2003). Es enthalt
einen Proteinkern, dessen N-terminales Ende eine Sequenz mit hoher Affinitdt zu
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Hyaluronsaure und ,link protein®, einem kurzen Verbindungsprotein, enthalt. Mit diesen bildet
Aggrekan groBe Aggregate (Buckwalter und Rosenberg, 1982; Martinek, 2003; Ulrich-
Vinther et al., 2003).

Des Weiteren enthalt der Proteinkern noch eine Keratansulfat-reiche Region und eine
Chondroitinsulfat-reiche Region (Hascall und Sajdera, 1970; Heinegard, 1977; Heinegard
und Axelsson, 1977). Jedes Aggrekanmolekull enthalt Gber hundert Chondroitinsulfat- und
Keratansulfatketten, die jedem Aggrekanmolekul eine starke negative Ladung geben (Ulrich-
Vinther et al., 2003) und damit groBe Mengen an Kationen und Wasser binden kénnen
(Buckwalter et al., 1988; Roughley und Lee, 1994). Es entsteht ein betrachtlicher
Quellungsdruck, der fur die Abfederung der auf den Knorpel einwirkenden Druckkréfte
verantwortlich ist (Marlovits und Véscei, 2000a).

Proteoglykane im hyalinen Knorpelgewebe werden durch das kollagene Netzwerk an der
vollstdndigen Ausbreitung ihres Quellungsvermégens gehindert und sind nur teilweise
hydratiert. Das groBe Wasserbindungsvermdgen verleiht dem Knorpel neben einem hohen
Gewebeinnendruck einen enormen Kompressionswiderstand (Hagg et al., 1998; Marlovits
und Véscei, 2000a; Ulrich-Vinther et al., 2003).

Kleine, nicht aggregierende Proteoglykane gehen Bindungen mit anderen Molekuilen, wie
zum Beispiel Kollagen Typ | und Il, ein und stabilisieren so das Maschenwerk (Hagg et al.,
1998; Hedbom und Heinegard, 1993; Roughley und Lee, 1994).

Experimentelle Studien zeigen, dass eine Immobilisierung bzw. eine abnorme Abnahme der
Gelenkbelastung die Konzentration der Proteoglykane und das AusmaB ihrer Aggregation
verandert und es somit auch zur Veradnderung der mechanischen Eigenschaften des
Knorpelgewebes kommt. Wenn das Kollagennetzwerk beschadigt ist, schwellen die
Proteoglykane und der Wassergehalt steigt (Buckwalter et al., 1988; Mankin und Lippiello,
1971). So gehdren der Verlust der groBeren Aggregate und der Verlust der Integritat der
Kollagenmatrix zu den frihesten Veranderungen im Zusammenhang mit Osteoarthrose und
Immobilisierung eines Gelenkes (Buckwalter et al., 1988; Mankin, 1974b; Ulrich-Vinther et
al., 2003).

Gewebeflussigkeit

Etwa 60-80% des Knorpelvolumens bestehen aus Wasser, das entweder gebunden oder frei
beweglich in der extrazellularen Matrix vorliegt (Linn und Sokoloff, 1965; Mankin, 1974a;
Schachar et al., 1999). Da Knorpelgewebe avaskular und alymphatisch ist, sind die
Chondrozyten auf Ernahrung und Abtransport von Metaboliten durch Diffusion angewiesen.
Die Gewebeflussigkeit hat zum einen eine erndhrende Funktion, zum anderen verleiht die
starke Hydratisierung des Gewebes Widerstandsfahigkeit gegen Druckbelastungen
(Buckwalter et al., 1988).

Da die Gewebeflissigkeit nicht durch Zellmembranen oder extrazellulare Membranen
eingeschlossen wird, hangt ihr Verhalten und Volumen von der Interaktion mit
Matrixmakromolekulen ab. Wenn diese Makromolekule das Wasser nicht im Gewebe halten
kénnten, wirde der Knorpel seine Widerstandskraft gegen Kompression, Reibung und seine
Elastizitat einbaBen (Buckwalter, 1983). Die Gewebefllssigkeit enthalt Gase, kleine Proteine,
Metaboliten und eine hohe Kationenkonzentration, um die starke negative Ladung
auszugleichen (Buckwalter und Mankin, 1998b; Linn und Sokoloff, 1965). Aufgrund der
starken negativen Ladung der Glukosaminoglykane stoBen sich die Seitenketten gegenseitig
ab, und die einzelnen Ketten liegen in einer eher gestreckten Form vor. Bei Druck auf das
Gewebe werden die Ketten zusammengedrickt und zwingen so das interstitielle Wasser,
auszuweichen. Bei Entlastung stromt es wieder zurtick (Buckwalter et al., 1988).

Das Kollagennetzwerk bildet eine solide Phase im Knorpel, welche die interstitielle
Flissigkeit als flissige Phase einschlieBt. Die geringe Permeabilitdt des Knorpelgewebes
verhindert bei Belastung einen raschen FlUssigkeitstransport und ermdéglicht es der flissigen
Phase, die solide Phase vor hoher mechanischer Spitzenbelastung zu schatzen. Wahrend
der ersten Sekunden hydrostatischer Einwirkung werden mehr als 75% des Druckes durch
die flissige Phase aufgenommen (Marlovits und Véscei, 2000a). Nach einer Weile
kontinuierlicher Belastung wird ein Gleichgewicht erreicht, und der Ausstrom der FlUssigkeit
ist beendet. Zu diesem Zeitpunkt wird die gesamte Belastung von der soliden Phase
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getragen. AuBerdem ermdglicht dieser mechanisch induzierte Fluss der Matrixflissigkeit den
Transport von Stoffwechselprodukten und Metaboliten (Marlovits und Véscei, 2000a).

2.2 Struktur artikularen Knorpels

Trotz des einfach erscheinenden Aufbaus stellen synoviale Gelenke auBerst komplexe
Strukturen dar, die oft lebenslang stabile Bewegungen zulassen. Obwohl Knorpelgewebe in
allen Gelenken denselben prinzipiellen Aufbau aufweist und weitgehend die gleiche Funktion
erflllen muss, variiert es in Dicke, Zelldichte und Matrixzusammensetzung oft innerhalb
eines Gelenkes, bei verschiedenen Gelenken einer Spezies und bei differenten Spezies.
Knorpelgewebe wird zunachst von undifferenzierten mesenchymalen Zellen gebildet, die
nach Zusammenlagerung und Differenzierung knorpelspezifische Kollagene, Proteoglykane
und nicht kollagene Proteine synthetisieren. Unter dem Lichtmikroskop wird das
mesenchymale Gewebe als Knorpelgewebe dann erkennbar, wenn die gebildete Matrix die
Zellen separiert und diese ihre typische polygonale Form annehmen (Buckwalter und
Mankin, 1998b).

Betrachtet man einen histologischen Querschnitt durch die Gelenkoberflache, fallt eine
zonale Gliederung des Gewebes auf, die Ubergange sind flieBend. In den verschiedenen
Zonen differieren einerseits die Matrix in ihrer Zusammensetzung und andererseits die
Chondrozyten nicht nur in ihrer Gr6Be, Form und Orientierung zur Gelenkoberflache,
sondern auch in ihrer metabolischen Aktivitat (Franzen et al., 1981; Marlovits und Véscei,
2000a; Poole et al., 1982). Jede Zone hat eine charakteristische Architektur und verleiht dem
Knorpel spezifische Eigenschaften (Alford und Cole, 2005a; Eyre, 2002). Das
Knorpelgewebe ist dadurch in der Lage, im Gelenk auftretende Belastungen zu verteilen und
die Kraftibertragung auf den subchondralen Knochen zu reduzieren. Bei Druck kann Knorpel
sich verformen, nimmt aber bei Entlastung schnell wieder seine urspringliche Form an
(Buckwalter, 1983).

Die Gelenkoberflache wird durch eine dinne Superfizialschicht (~200 um) gebildet. Die
Chondrozyten sind in dieser Schicht spindelférmig, kaum aktiv (Buckwalter et al., 1988) und
zwischen dinnen Kollagenfibrillen tangential zur Oberflache angeordnet (Eyre, 2002). Die
Superfizialschicht bildet eine dinne Gleitoberflache mit hohem Kollagenanteil und relativ
niedrigem Proteoglykangehalt (Marlovits und Véscei, 2000a) und macht etwa 10-20% des
gesamten Knorpels aus.

Direkt auf der Gelenkoberflache bilden feine, parallel zur Gelenkoberflache angeordnete
Kollagenfibrillen und eine dinne Schicht abgeflachter Chondrozyten die sogenannte Lamina
splendens. Sie bildet eine Barriere fir Makromolekile und schiitzt das Knorpelgewebe
effektiv (Alford und Cole, 2005a). Wenn sie zerstort wird, ist die Passage fur Makromolekule
und somit synoviale Immunreaktionen oder Entzindungsreaktionen ermdglicht. Nahe der
Gelenkoberflache ist die Permeabilitdt am geringsten. Das liegt zum einen an einem hoheren
Kollagengehalt in dieser Region, zum anderen an der hoheren Zelldichte (Muir et al., 1970;
Ulrich-Vinther et al., 2003). In der Superfizialschicht ist die Wasserkonzentration am
héchsten (Martinek, 2003), der Fibronektingehalt am niedrigsten und es ist nur wenig
Hyaluronsdure enthalten (Buckwalter et al., 1988; Buckwalter und Mankin, 1998b). An
Kollagen gebundene Proteoglykane zeigen hier mehr Zugfestigkeit als in den tieferen Zonen,
was auf eine starkere Bindung zwischen diesen Komponenten in dieser Zone hinweist
(Buckwalter et al., 1988). Moglicherweise ist diese starke Verbindung eine wichtige
Eigenschaft, da die Superfizialzone direkt den im Gelenk auftretenden Scherkraften
ausgesetzt ist.

Es folgt in Richtung des subchondralen Knochens die transitionale Zone oder
Intermediarzone, die Kollagenfibrillen mit gréBerem Durchmesser und einen hdéheren
Proteoglykangehalt aufweist. Hier wechselt die Ausrichtung der Kollagenfasern bogenférmig
in einen zur Gelenkoberflache senkrechten Verlauf (Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek,
2003). Diese Anordnung verleiht dieser Zone eine besondere Kompressionsstabilitat. So
fungiert die Intermediarzone als Puffer zwischen auf die Oberflache wirkenden Scherkraften
und Kompressionskraften auf die tieferen Zonen (Alford und Cole, 2005a). Die Chondrozyten
nehmen hier eine ovale bis rundliche Struktur an. Die Intermedidrzone macht etwa 40-60%
des Knorpels aus (Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek, 2003). In dieser Zone produzieren
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die Zellen dickere Kollagenfasern als in der Superfizialzone (Buckwalter et al., 1988;
Buckwalter und Mankin, 1998b).

Die darunter liegende basale oder tiefe Zone weist den héchsten Proteoglykangehalt und die
niedrigste Wasserkonzentration auf (Buckwalter et al., 1988; Buckwalter und Mankin,
1998b). Diese Zone enthalt die grdéBten Kollagenfasern, die parallel zueinander und
senkrecht zur Oberflache angeordnet sind (Buckwalter et al., 1988; Marlovits und Véscei,
2000a). Die Chondrozyten sind hier saulenartig zwischen den Kollagenfasern gruppiert.
Diese Anordnung verleiht zusatzliche Kompressionsstabilitat (Alford und Cole, 2005a). Die
senkrecht verlaufenden Kollagenfasern tauchen in die so genannte ,Tidemark® ein
(Buckwalter und Mankin, 1998b; Marlovits und Véscei, 2000a), eine mit der Skelettreife
(Havelka et al., 1984) im Gelenkknorpel auftretende dunne basophile Linie zwischen
kalzifiziertem und nicht kalzifiziertem Knorpelgewebe.

SchlieBlich folgt die Zone des kalzifizierten Knorpels. Er stellt die Verbindung zwischen
hyalinem Gelenkknorpel und dem darunter liegenden subchondralen Knochen dar
(Buckwalter et al., 1988; Redler et al., 1975). Kalzifizierter Knorpel und ,Tidemark® sind
zapfenartig fest verbunden (Alford und Cole, 2005a) und werden von den Kollagenfibrillen
der tiefen Zone penetriert (Buckwalter et al., 1988). Die Integritédt des Gewebes wird dadurch
zusatzlich gesteigert (Martinek, 2003). Die Zone des kalzifizierten Knorpels stellt einen Ort
der aktiven Kalzifizierung dar und ist arm an Chondrozyten. Sie sind durch den kalzifizierten
Knorpel zum Teil komplett von der Umgebung abgeschirmt und metabolisch kaum aktiv
(Buckwalter et al., 1988; Havelka et al., 1984; Martinek, 2003).

Dem Gelenkknorpel unterliegend befindet sich der subchondrale Knochen. Er bildet ein
verstarktes Widerlager, das die auf den Gelenkknorpel einwirkenden Kréafte abfangt (Brown
et al.,, 1984; Imhof et al., 1999b; Li et al., 1999). Der subchondrale Knochen und der
kalzifizierte Knorpel sind durch zapfenartige Verbindungen eng miteinander verzahnt
(Marlovits und Véscei, 2000a). Der subchondrale Knochen ist auBerdem reich an GefaBen
und bietet ein groBes Reservoir an pluripotenten Stammzellen (Imhof et al., 1999b).

Die Chondrozyten unterscheiden sich, je nach Lage, in ihrer metabolischen Aktivitat. So
zeigte Aydelotte (Aydelotte et al., 1988) anhand einer Studie, dass die Chondrozyten der
tiefen Zone am aktivsten Proteoglykane produzieren, die Chondrozyten der Intermediarzone
am wenigsten. Es wird vermutet, dass die unterschiedliche Zusammensetzung der einzelnen
Schichten des Knorpels fur unterschiedliche mechanische Eigenschaften steht. So muss die
Superfizialzone in erster Linie Scherkraften widerstehen, die transitionale Zone erlaubt den
Orientierungswechsel der Kollagenfibrillen zwischen Superfizialzone und tiefer Zone, und die
tiefe Zone fangt hauptséachlich Druckkrafte ab. Die Zone des kalzifizierten Knorpels fungiert
als eine Art Verankerung des Knorpels im subchondralen Knochen sowie als Uberleitung der
mechanischen Eigenschaften von Knorpel und Knochen (Buckwalter et al., 1988).
Zusammen verleinen alle Schichten dem Gelenkknorpel seine charakteristischen
Eigenschaften. Die Verletzung einer oder mehrerer Schichten kann zum Verlust der
knorpeltypischen biomechanischen Eigenschaften und zu fortschreitender Degeneration
fuhren (Alford und Cole, 2005a; Harris et al., 1972).

2.3 Interaktion zwischen Chondrozyten und Matrix

Die Aufrechterhaltung der Komplexitat und Funktion des Knorpels wird durch die Interaktion
zwischen Knorpelzellen und Matrix ermoglicht. Die Matrix stellt einen wesentlichen
mechanischen Schutzfaktor der Chondrozyten dar und hilft, die Zellform aufrechtzuerhalten.
Substrate fur die Erndhrung des Knorpels, neu synthetisierte Molekuile und metabolische
Abfallprodukte werden durch die Matrix transportiert oder dort temporér gelagert (Buckwalter
und Mankin, 1998b). Die Matrix leitet ebenfalls mechanische Signale an die Chondrozyten
weiter, die dann ihrerseits mit Anderung der Matrixzusammensetzung reagieren. Der genaue
Mechanismus dieser Signalubertragung ist noch nicht endgultig geklart. Es wird vermutet,
dass elektrische und physiko-chemische Signale zur Anderung des Transports von
Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten innerhalb des hyalinen Knorpels fuhren (Buckwalter
und Mankin, 1998b; Martinek, 2003). Im Laufe eines Lebens wird die gesamte Matrix
kontinuierlich erneuert und degradierte Matrixbestandteile abgebaut.
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24 Defektheilung

Verletzungen von Gewebe provozieren eine typische Antwort mit drei mehr oder weniger
ausgepragten Phasen: Nekrose, Entzindung und Reparation (Buckwalter und Mankin,
1998b; Mankin, 1982; Newman, 1998). Die Phase der Nekrose setzt direkt nach dem
Trauma ein und ist durch Zelluntergang gekennzeichnet. Der Umfang der Nekrose hangt von
der Schwere des Traumas, der Vaskularisierung des betroffenen Gewebes und der
Empfindlichkeit der betroffenen Zellen gegentber Sauerstoffmangel ab.

Die zweite Phase der Entzindung ist gekennzeichnet durch eine verstarkte Durchblutung
des betroffenen Gewebes sowie Dilatation und Permeabilitadtserhdhung der GefaBe, was zur
lokalen Hyperamie fahrt. Durch Transudation und Exudation kann sich im extrazellularen
Raum des traumatisierten Gewebes proteinhaltige und zellhaltige Masse sammeln. So bildet
sich mit der Zeit ein Fibrinnetzwerk, in das Zellen einwandern und so einen pfropfartigen
Wundverschluss bilden.

Die dritte Phase beginnt, wenn der Fibrinpfropf von neu gebildeten BlutgefaBen durchbaut
wird. Die eingewanderten Zellen wandeln sich in Fibroblasten um und bilden zunachst
Granulationsgewebe, spater eine fibrose Reparaturmatrix die schlieBlich eine Narbe bildet. In
manchen Geweben wird in dieser Phase Originalgewebe repliziert (Mankin, 1982).
Knorpelgewebe nekrotisiert nach Traumata wie jedes andere Gewebe auch, aber aufgrund
seiner Avaskularitat fehlt die folgende inflammatorische Reaktion vollig (Mankin, 1974a;
Marlovits und Véscei, 2000b) und es entsteht kein Fibrinpfropf, der als Gerist fir
einwandernde GefaBe und Zellen dienen kénnte. Dem entsprechend limitiert ist die Zahl der
einwandernden Zellen, und die Reparatur ist vor allem Aufgabe der Chondrozyten im
benachbarten intakten Gewebe. Die Chondrozyten sind zudem nur bedingt migrationsfahig,
da sie im Kollagennetzwerk quasi gefangen sind (Alford und Cole, 2005a; Buckwalter, 1983;
Mankin, 1982). Die Reaktion des Gelenkknorpels auf Verletzungen hangt entscheidend von
der Tiefe und Ausdehnung der Verletzung ab (Alford und Cole, 2005a), aber auch die
Lokalisation der Verletzung und andere Faktoren sind wesentlich (Newman, 1998). Je nach
GroBe und Ausdehnung werden Knorpeldefekte unterschiedlich klassifiziert. Eine
Klassifikation von Knorpeldefekten sollte eine Beurteilung der GréBe, der Tiefe, der
Lokalisation und des Zustandes der korrespondierenden Gelenkoberflache einschlieBen.
AuBerdem ist es wichtig, andere Verletzungen wie z.B. der Menisken und Bander und axiale
Fehlstellungen zu beschreiben.

Mikroverletzungen mit Schadigung der Matrix und der Zellen stellen Schadigungen von
Knorpelzellen und Matrix ohne makroskopisch erkennbare Veradnderungen der
Knorpeloberflache dar. Sie kdnnen durch wiederholte stumpfe Traumata oder durch einzelne
Spitzenbelastungen hervorgerufen werden oder aber im Rahmen degenerativer Prozesse,
wie zum Beispiel der Osteoarthrose, auftreten (Buckwalter, 1983; Buckwalter, 1998;
Buckwalter und Brown, 2004; Buckwalter und Mankin, 1998a; Dekel und Weissman, 1978;
Mankin, 1974a; Mankin, 1974b; Martin und Buckwalter, 1996; Martinek, 2003). Die
morphologischen Charakteristika umfassen eine Abnahme der Chondrozytenanzahl in der
betroffenen Region (Ulrich-Vinther et al., 2003), die Auflésung der Kollagenultrastruktur mit
Verlust von Proteoglykanen (Buckwalter, 1983; Buckwalter, 1998; Buckwalter und Mankin,
1998a; Mankin, 1974a; Mankin, 1974b), Verdickung des subchondralen Knochens (Day et
al., 2004; Oddis, 1996; Radin und Rose, 1986), Fissurbildung im Knorpel, Ulzerationen,
Erweichung des oberflachlichen Gelenkknorpels und Verlust der spezifischen
biomechanischen Eigenschaften (Bailey et al., 2004; Buckwalter, 1998; Imhof et al., 1999b).
Knorpelzellen sind in der Lage, Veranderungen in der Matrixzusammensetzung zu erkennen
und Makromolekuile des zerstorten Maschenwerks neu zu synthetisieren (Buckwalter et al.,
1994; Green, 1977; Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek und Imhof, 2003). Diese
Steigerung der Syntheserate halt nur kurze Zeit an und stagniert dann (Buckwalter, 1983;
Buckwalter, 1998; Eyre et al., 1980; Roughley und Lee, 1994). Die Zellen sind in der Lage,
einen gewissen Teil an Matrixkomponenten, v.a. Proteoglykane, wiederherzustellen, und der
Knorpel kann seine normale Struktur und Funktion wiedererlangen. Wenn die Schadigung
allerdings andauert, kommt es zu irreversiblen Knorpelschaden (Buckwalter, 1983).
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Partielle Gelenkknorpeldefekte mit Schadigung der Gelenkknorpelflache ohne Einbeziehung
der subchondralen Knochenplatte betreffen nur den Knorpel und haben keine Verbindung
zum Knochenmarkraum. Es entsteht kein Fibringerinnsel und es finden sich praktisch keine
Zellen im Defekt. Der initialen Nekrose der Chondrozyten nach 48 bis 72 Stunden folgt eine
vermehrte mitotische und metabolische Aktivitdt der Uberlebenden Knorpelzellen an der
Grenze des Defektes (Mankin, 1982). Fur eine limitierte Zeitspanne kann die Ausbildung von
Zellclustern und die vermehrte Synthese von Kollagen Typ Il sowie diverser Makromolekile
beobachtet werden (Buckwalter, 1998; Chen et al., 1999; Cheung et al., 1978; DePalma et
al., 1966; Eyre et al., 1980; Mankin, 1982). Eine oberflachliche Knorpellasion heilt nicht oder
nur schlecht und zeigt auch mehrere Monate spéater eine unveranderte Reaktionslage
(Buckwalter, 1983; Mankin, 1974a; Mankin, 1974b; Mankin, 1982).

Tiefe oder subchondrale Gelenkknorpeldefekte betreffen die gesamte Gelenkknorpeldicke,
die ,Tidemark® und den subchondralen Knochen. Shapiro (Shapiro et al., 1993) konnte
anhand von Studien an Kaninchen nachweisen, dass genau reproduzierbare physiologische
Reparaturreaktionen auftreten. Nach Setzen des Defektes tritt Blut aus dem
Knochenmarksraum in die Lasion ein und flllt diese mit einem Fibrinpfropf auf (Buckwalter,
2002; Dorotka et al., 2005). Zwei Tage spater zeigt dieses Fibringerinnsel eine recht innige
Verbindung zu den Wundrandern im Bereich des Knochenkompartiments, weist aber
keinerlei Verbindung zu den Knorpelflachen auf. Im Verlauf von zwei bis funf Tagen wandern
pluripotente mesenchymale Stammzellen vom Knochenmark her in den Defekt ein,
durchsetzen den Fibrinpfropf und flllen diesen aus (DePalma et al., 1966; Furukawa et al.,
1980; Mankin, 1982). Bereits nach einer Woche ist dieser Fibrinpfropf resorbiert und durch
die mesenchymalen Zellen ersetzt. Zwischen dem 10. und 14. Tag differenzieren die
mesenchymalen Zellen in Chondrozyten und produzieren Proteoglykane. Die Knorpel-
Knochen- Lasion wird nach und nach mit Reparationsgewebe aufgeflllt und weist nach acht
Wochen eine gewisse Ahnlichkeit mit dem normalen hyalinen Knorpel auf (DePalma et al.,
1966; Furukawa et al., 1980). Nach 24 Wochen ist der Defekt vollstandig ausgeflllt. Basal
des Defektes, in der Region des knéchernen Gewebes, kommt es zur regen Neubildung von
Knochengewebe, das auf die Gelenkoberflache zuwéachst. Dieser neue Knochen wéachst
maximal bis an die urspringliche Grenze zwischen kalzifiziertem Knorpel und subchondraler
Knochenplatte (Mankin, 1982). Das knorpelige Regeneratgewebe zeigt allerdings bereits
nach drei Monaten erste Degenerationszeichen und nach sechs bis zwdlf Monaten sinkt die
Oberflache ein und fasert auf (Furukawa et al., 1980). Im Defektbereich kommt es zur
Bildung von Faserknorpel anstelle des normalen hyalinen Knorpels (Buckwalter, 1983).
Faserknorpel hat nicht die gleichen biomechanischen Eigenschaften wie hyaliner Knorpel
und kann so den Anforderungen, eine leichte Artikulation zu ermoéglichen und verschiedene
zyklische Langzeitbelastungen und Scherkrafte auszuhalten, nur unzureichend gerecht
werden (Buckwalter, 1998; Furukawa et al., 1980; Shapiro et al., 1993). Es wird also weder
histologisch noch funktionell eine Regeneration des Defektes erreicht (Buckwalter, 1998;
Bruns und Steinhagen, 1999; Frenkel und Di Cesare, 1999; Marlovits und Véscei, 2000a).
Kleine Defekte kdnnen sich mit Faserknorpel aufflllen und dem Patienten Schmerzfreiheit
ermdglichen. Bei groBeren Defekten jedoch ist dieses Heilungspotential nicht ausreichend
und die Gelenkfunktion bleibt eingeschrankt und schmerzhaft (Alford und Cole, 2005a;
Convery et al., 1972; Rudert und Wirth, 1998).

Convery (Convery et al., 1972) beschrieb, wie wichtig die Ausdehnung des Defektes ist. Er
setzte Defekte unterschiedlicher GréBe in Kniegelenken bei Pferden. Defekte die kleiner als
drei Millimeter im Durchmesser waren, zeigten eine komplette Wiederherstellung der
Gelenkoberflache und waren nach neun Monaten nicht mehr auszumachen. Bei einer
DefektgréBe von neun Millimetern im Durchmesser oder gréBer zeigte keiner der Defekte
eine komplette Wiederherstellung. Das Reparaturgewebe bestand aus Faserknorpel,
fibor6sem Gewebe und hyperzellularem hyalinartigem Knorpel.

Anhand zahlreicher Studien lassen sich gewisse Voraussetzungen flir eine gute
Knorpelheilung ableiten (Marlovits und Véscei, 2000a). Zum einen spielt die Integration mit
dem umliegenden Knorpel eine wesentliche Rolle. Permanente Spaltbildungen zwischen
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dem neuen und alten Gewebe sind die Regel und kénnen zur vorzeitigen Degeneration des
neuen Gewebes sowie zur Irritation und Schadigung des umliegenden Knorpels beitragen.
Zum anderen ist die Steifigkeit des Flllgewebes entscheidend. Die wichtigsten Funktionen
des Knorpels sind Lastenverteilung und Verringerung der Gelenkfriktion bei Bewegung. Dies
setzt eine gewisse Steifigkeit des Gewebes voraus. Im |dealfall sollte das Regeneratgewebe
dieselbe Steifigkeit wie das umliegende Knorpelgewebe erreichen. Bleibt es weicher als das
umliegende Knorpelgewebe, fuhrt dies zu einer vermehrten Belastung des gesunden
benachbarten Knorpels, mit der Méglichkeit der vorzeitigen Degeneration.

Die Bildung einer intakten und regelmaBigen Oberflache ist das nachste entscheidende
Kriterium. Sie tragt zur Verminderung der Friktion bei Bewegungen bei. Weiterhin scheint
eine intakte Oberflache fur die Verhinderung des Verlustes der Proteoglykane und der
Degeneration der Kollagenfibrillen von Bedeutung zu sein.

Als letztes sollte die Knorpelheilung Dauerhaftigkeit gewahrleisten. Leider zeigt Flllgewebe
in osteochondralen Defekten nur eine sehr begrenzte Uberlebensdauer (Marlovits und
Véscei, 2000a; Messner, 1999). Ein weiteres Problem der Therapie von Knorpelschaden ist
die wenig vorhersagbare Erfolgsaussicht. In vielen Experimenten zur Knorpelreparatur zeigte
sich nach operativen Eingriffen eine groBe Variation der Ergebnisse, die Falle mit
ausgezeichneter Knorpelregeneration und Félle mit vollstdndigem Misserfolg beinhalteten
(Marlovits und Véscei, 2000a; Siebert et al., 2003b).

Wakitani entwickelte ein Scoresystem, mit dem er die Heilung von experimentell erzeugten
Knorpeldefekten beurteilte und besser vergleichbar machen wollte. Spater wurde dieses
Scoresystem von verschiedenen Autoren modifiziert (O'Driscoll et al., 1988; Wakitani et al.,
1994).

2.5 Versorgung osteochondraler Defekte

Knorpelschaden werden klinisch je nach GréBe und Lokalisation verschieden behandelt.
Neben konservativen Therapien (Martinek und Imhof, 2003; Stove, 2005) werden auch
verschiedene chirurgische Verfahren angewendet. Bei der Wahl der Behandlungsmethode
sind immer die individuellen Bedingungen des Patienten wie eventuelle Komorbiditaten von
Bandern und Menisken, vorangegangene Operationen, Achsenasymmetrien oder
Fehlstellungen der GliedmaBen, zu berucksichtigen (Alford und Cole, 2005a).

Es bestehen verschiedene chirurgische Therapieprinzipien. Techniken wie Lavage, Shaving
und Débridement zielen auf Entfernung von Zelltrimmern und Entziindungsmediatoren im
Gelenk ab. Sie ermdglichen jedoch nur eine kurzfristige symptomatische Verbesserung der
Symptome und werden lediglich als Zeitgewinn vor gréBeren operativen Eingriffen
angesehen (Baumgaertner et al., 1990; Burkart et al., 2001; Kruger et al., 2000; Marlovits
und Véscei, 2000b; Martinek und Imhof, 2003; Sprague, 1981).

Beim Dirilling oder der Pridiebohrung, der Abrasionsarthroplastik und der Mikrofrakturierung
wird der subchondrale Knochen durchbrochen und der Knochenmarkraum erdffnet. Es
kommt zum Einbluten in den Defekt, Bildung eines Firbrinpfropfes, Rekrutierung von
Knochenmarkszellen und zur voribergehenden Bildung von hyalinartigem Knorpel der sich
nach einiger Zeit in Faserknorpel umwandelt (Alford und Cole, 2005a; Alford und Cole,
2005b; Breinan et al., 1997; Burkart et al., 2001; DePalma et al., 1966; Friedman et al., 1984;
Furukawa et al., 1980; Mankin, 1982; Minas und Nehrer, 1997; Nehrer und Minas, 2000;
Steadman et al., 1997; Steadman et al., 2002).

Diese knochenmarksstimulierenden Techniken haben den Vorteil, dass sie relativ
kostengunstig sind und keine Schadigung in gesunden Knorpelarealen verursachen. Bei bis
zu 90% der Patienten sind die Ergebnisse als gut zu bezeichnen, vor allem im Bereich der
Schmerzlinderung (Steadman et al., 1997). Das Regeneratgewebe hat aber nur eine
Lebenserwartung von rund zehn bis funfzehn Jahren (Bert und Maschka, 1989; Easley und
Scranton, 2003). Die klinische Wertigkeit fur jungere Patienten ist deshalb kontrovers zu
diskutieren (Martinek und Imhof, 2003).

Je nach Tiefe und Ausdehnung des Defektes kdénnen auch Transplantate zur
Wiederherstellung der Gelenkoberflache eingesetzt werden. Zum Einsatz kommen zum
Beispiel autologe oder heterologe osteochondrale Transplantate (Bentley et al., 2003; Berlet
et al.,, 1999; Bugbee und Convery, 1999; Convery et al., 1994; Delcogliano et al., 2002;

16



Stand des Wissens

Ghazavi et al.,, 1997; Goldberg und Stevenson, 1987; Horas et al.,, 2003; Horas und
Schnettler, 2002; Outerbridge et al., 1995). Dazu wird ein osteochondraler Zylinder aus
einem relativ gering lasttragenden Bereich entnommen. Dieses Verfahren bietet auch nach
10 und mehr Jahren bei 65-85% der Patienten eine Verbesserung der Gelenkfunktion (Chu
et al.,, 1999; Gross et al., 2002; Gross et al., 2005; Laprell und Petersen, 2001) und eine
deutliche Schmerzlinderung. Dabei ist zu beachten, dass mit steigender Menge an
Spendergewebe die Morbiditat der Entnahmestelle entsprechend ansteigt und diese anfallig
fur arthritische Veranderungen wird (Newman, 1998). Mit dem gewonnenen Transplantat
wird die zerstorte Gelenkoberflache des Defektes ersetzt. In der Regel werden 10-15 mm
hohe Spenderzylinder aus weniger belasteten Gelenkbereichen entnommen und in im
Durchmesser etwas kleinere Empfangerlécher eingebracht. Durch diesen minimalen
GréBenunterschied kann der Spenderzylinder ohne weitere Fixierung in das Empféangerloch
eingebracht werden. Dieses Verfahren wird ,Press-fit“-Technik genannt (Alford und Cole,
2005b; Burkart et al., 2001; Martinek und Imhof, 2003) und wurde von Wagner erstmals 1964
angewendet (Wagner, 1972). Diese Behandlungstechnik wird abhangig von der Gr6Be des
Defektes am offenen Knie oder arthroskopisch durchgefiihrt (Bobic, 1996; Imhof et al.,
1999a; Martinek und Imhof, 2003; Yamashita et al., 1985). Es wird bevorzugt bei Patienten
uber 40 Jahren eingesetzt, der Einsatz ist abhangig von der Ausdehnung des Defektes und
eventuellen vorausgegangenen Operationen sowie den individuellen Voraussetzungen des
Patienten (Bodo et al., 2001; Curl et al., 1997). Der osteochondrale Transfer kann bei lokalen
Knorpeldefekten (Schéttle et al., 2001) einzeln oder multipel als Mosaikplastik angewendet
werden (Bodo et al.,, 2000; Brucker et al., 2002; Hangody et al., 2001a; Hangody et al.,
2001b; Hangody, 2003; Hangody et al., 2004; Marlovits und Véscei, 2000b). Diese Technik
ist besonders geeignet bei Defekten, die kleiner als drei Zentimeter im Durchmesser sind
und héchstens einen Zentimeter in die Tiefe gehen (Hangody et al., 1997).

Subchondrale Spongiosaplastiken werden in der Klinik vor allem zur Unterfltterung nach
dem Ausrdumen von Knochentumoren eingesetzt (Leniz et al., 2004; Siebert et al., 2003a).
Die Nachteile dieser Methode sind die verlangerte Narkose- und Operationsdauer durch
Entnahme der Spongiosa, zusatzlich entstehende Operationswunden und eine
unzureichende Menge an gewinnbarer Spongiosa, insbesondere bei Kindern und Greisen
sowie polytraumatisierten Patienten (Mommsen et al.,, 1984). Zur Behandlung
osteochondraler Defekte liegen nur wenige Studien vor, so beschrieb Navarro (Navarro et
al., 2002) bei einer Patientengruppe von elf jungen Patienten (hdéchstens zwanzig Jahre alt)
mit Osteochondrosis dissecans gute bis exzellente Ergebnisse in 90,9% der Falle nach
durchschnittlich vier Jahren.

Als ein alternatives Verfahren wurde die autologe Chondrozyten Implantation von Brittberg
aus Schweden entwickelt, bei der mittels Knorpelbiopsie gewonnene Knorpelzellen kinstlich
vermehrt und in einen differenzierungsfahigen Zustand gebracht (Martinek und Imhof, 20083;
Messner, 1999) um sie spater in einen Defekt zu implantieren (Alford und Cole, 2005b).
Dieses Verfahren erzielt gute Ergebnisse fur etwa 3-5 Jahre (Brittberg et al., 1994; Minas,
2001; Morelli et al., 2002; Yamashita et al., 1985).

Verschiedene biodegradierbare Scaffolds werden chirurgisch eingesetzt (Gogolewski, 2000).
Diese werden nach Einbluten in den Defekt mit Zellen und GefaBen durchbaut und langsam
resorbiert (Pistner et al., 1993).

Totalendoprothesen werden bevorzugt bei alteren Patienten angewendet sowie bei
Patienten, bei denen andere Verfahren nicht anwendbar oder bereits gescheitert sind
(Amstutz et al., 1986; Brittberg et al., 1994; Landon et al., 1985; Martinek und Imhof, 2003).
Der kunstliche Gelenkersatz schafft eine gute Wiederherstellung der Gelenkfunktion und hat
eine Lebensdauer von Jahrzehnten. Eine mogliche Komplikation dieses Verfahrens stellt die
Lockerung der Prothese dar (Chandler et al., 1981; Siebert et al., 2001).
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2.6 Messung der Bodenreaktionskrafte

Zur Evaluierung der Belastungsfahigkeit der Dbetroffenen GliedmaBe stehen
Computermessverfahren zur Verfugung, die mittels Druckmessplatte die Lastenverteilung
der GliedmaBe messen kénnen (Drerup et al., 2003; Firth et al., 2007; Kanatli et al., 2003;
Mittimeier et al., 1999). So ist es mdglich, die Lastenverteilung der gemessenen Gliedmasse
im Bewegungsablauf genau aufzuzeichnen und zu analysieren. Der Erfolg einer Behandlung
kann so z.B. durch Messungen vor bzw. nach einer Operation, neben der Befragung des
Patienten, direkt durch Kraftmessungen untersucht werden. Computermessverfahren bieten
die Moglichkeit einer objektiven Beurteilung des Bewegungsablaufs, neben der subjektiven
Wahrnehmung des betroffenen Patienten und des untersuchenden Arztes.

2.7 Tiermodell

In dieser Studie wurden adulte, weibliche Merino-Mix Schafe als Versuchstiere verwendet.
Das Schafsknie ist in seinen knéchernen Dimensionen und den Belastungsverhéltnissen im
Gelenk dem des Menschen vergleichbar (Russlies et al., 2003), und das Schaf wird, neben
anderen Versuchstieren, oft fir chirurgische Studien eingesetzt (Allen et al., 1998; Akens et
al., 2001; Appleyard et al., 2003; Homminga et al., 1991; Leniz et al., 2004; Rothwell, 1990;
Russlies et al., 2003; Siebert et al., 2001; Siebert et al., 2003a; Siebert et al., 2003b; Uhl et
al., 2005; von Rechenberg et al., 2003; Weiler et al., 1996). Schafe belasten in der Regel
bald nach der Operation die betroffene GliedmaBe wieder (Nunamaker, 1998) und bewegen
sich frei im Herdenverband. Somit konnte, im Gegensatz zu in Kéfigen gehaltenen Tieren,
die fur die Heilungsphase notwendige physiologische Be- und Entlastung der operierten
GliedmaBe (Buckwalter, 1995; Salter et al., 1980; Shimizu et al., 1987) vorausgesetzt
werden.
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3. Material und Methoden

Im Rahmen einer tierexperimentellen Untersuchung wurden osteochondrale Defekte mit
zehn Millimetern Tiefe und einem Durchmesser von 7,3 mm und 8,3 mm Durchmesser in die
medialen bzw. lateralen Femurkondylen des linken Knies von Merino-Mix Schafen gesetzt.
Der kleinere Defekt wurde entweder mit einem autologen Knorpel-Knochen Zylinder oder mit
einer Defektaufflllung aus Spongiosaclustern aufgeflllt, der gréBere Defekt blieb
unbehandelt und diente als Kontrolle. Nach einer Standzeit von zwélf bzw. 24 Wochen wurde
der Heilungsverlauf verglichen. Anhand der ausgewahlten Therapieansatze sollte
exemplarisch der Zusammenhang zwischen mechanischen Bedingungen und biologischen
Konsequenzen in der chirurgischen Behandlung osteochondraler Defekte aufgezeigt werden.

3.1 Tiere und Tierhaltung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 24 weibliche Merino-Mix-Schafe (Abb. 1) mit
einem Mindestalter von 24 Monaten und einem Durchschnittsgewicht von 77,4 kg (62,5-92,5
kg) zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn
Gesundheits-, Gewichts- und Trachtigkeitskontrollen unterzogen und befanden sich in einem
guten allgemeinen Gesundheitszustand.

Abbildung 1: Merino-Mix Schafe

Die Schafe wurden in vier Versuchsgruppen mit jeweils sechs Tieren eingeteilt. Fir zwolf
Tiere war eine Standzeit von zwdlf Wochen, fir die anderen zwodlf Tiere eine Standzeit von
24 Wochen vorgesehen. Der Versuch fand mit Genehmigung der zustandigen Behorde'
statt.

! Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi) Berlin,
Genehmigungsnummer G 037/04
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Es gab folgende Versuchsgruppen:

Gruppe OCT3 12 Wochen Standzeit, (n=6), Transfer eines autologen Knorpel-
Knochen- Zylinders

Gruppe OCT6 24 Wochen Standzeit, (n=6), Transfer eines autologen Knorpel-
Knochen- Zylinders

Gruppe SC3 12 Wochen Standzeit, (n=6), subchondrale Spongiosacluster mit
Fibrinkleber® und Kollagenmembran®

Gruppe SC6 24 Wochen Standzeit, (n=6), subchondrale Spongiosacluster mit
Fibrinkleber und Kollagenmembran

Die Gruppen OCT3 und SC3 wurden in Offenstall- und Weidehaltung gehalten. Die Gruppen
OCT6 und SC6 waren in 14-50 m? groBen Gehegen auf Betonboden mit Stroheinstreu
untergebracht. Die Gehege wurden zweimal wdchentlich gereinigt. Wasser wurde je nach
GehegegréBe Uber 1-4 Selbsttranken ad libitum angeboten. Wahrend der Messungen der
Bodenreaktionskrafte erhielten die Tiere der Gruppen OCT6 und SC6 ein kommerziell
erhaltliches Erganzungsfuttermittel fir Zuchtschafe in Pelletform®. Sonst wurden die Tiere
nur mit Heu gefuttert. Es wurde ein natirlicher Tag-Nacht-Rhythmus eingehalten, die
Raumtemperatur betrug 18°C, die Luftfeuchtigkeit 70%.

3.2  Operationsvorbereitungen

Vor der Operation fasteten die Tiere zwllf Stunden lang. Wasser wurde ad libitum zur
Verflgung gestellt. Uber einen Venenverweilkatheter in der Vena cephalica antebrachii
wurde die Narkose durch intravendse Gabe von Thiopental® nach Wirkung eingeleitet. Das
Tier wurde mit Hilfe eines Laryngoskops mit einem 9 mm Durchmesser Tubus intubiert und
an die Beatmungsmaschine® angeschlossen. Beatmet wurde mit einem Isofluran- Lachgas-
Sauerstoffgemisch (Isofluran: 1,5-2,0 Vol%, Sauerstoff: 40 Vol%, Lachgas: ca. 60 Vol%) bei
einer Atemfrequenz von 12-14 Atemzigen/min und einem Atemminutenvolumen von ca. 8 |
sowie einem respiratorischen CO,-Wert von 39-40 mm Hg. Um ein Aufgasen zu verhindern,
wurde eine Nasen-Schlund-Sonde in den Pansen geschoben. Die Cornea wurden mittels
Augensalbe’ vor Austrocknung geschiitzt.

Dann wurde das Tier in Ruckenlage gebracht, und die linke HintergliedmaBe im
Operationsbereich geschoren, mit Enthaarungscreme® enthaart und anschlieBend mit
Waschlotion und Wasser gewaschen. Alle Klauen wurden mit Mullbinden eingewickelt, um
eine Verschmutzung des Operationsumfeldes zu vermeiden. An den nicht zu operierenden
GliedmaBen wurden EKG-Klebeelektroden angebracht.

Danach wurde das Tier im OP-Saal an das Narkosegerat® angeschlossen. Die
Konzentrationen von Lachgas, Sauerstoff und Isofluran wurden auch hier, wie oben
beschrieben, eingehalten. Die linke HintergliedmaBe wurde im Operationsbereich mit einer
Jodldsung'® desinfiziert und die Klaue steril eingewickelt. AnschlieBend wurde das Tier mit
sterilen TUchern, mit Ausnahme des Operationsfeldes, komplett abgedeckt.

Wiéhrend der Operation erhielt jedes Tier 500 ml Elektrolytlésung'’ als Dauertropfinfusion
sowie eine einmalige Antibiose'?.

2 Tissucol Duo S 0,5 ml Immuno, Baxter AG, 1221 Wien, Osterreich

3 Chondrogide®, Geistlich Biomaterials, 6110 Wolhusen, Schweiz

* Holstenstolz, Stréh Hobbersdorf, 23685 Pansdorf

> Trapanal®, ALTANA Pharma Deutschland GmbH

% Sulla 800V, Capnolog, Ventilog, Isofluran Vapor 19.3, Drigerwerk AG

7 Panthenol-Augensalbe, Jena-Pharm®, Deutschland

8 Veet®, Reckitt Benckiser, 68004 Mannheim, Deutschland

? Isofluran Vaporizer 711, Servo Ventilator, Siemens AG, 80333 Miinchen, Deutschland
19 Braunol®, B. Braun, Melsungen, Deutschland

' Elektrolyt-Infusionslosung 153, Berlin Chemie AG, 12474 Berlin, Deutschland
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3.3 Operation

Das Tier wurde wahrend der Operation in Ruckenlage gelagert. Der Zugang zum Kniegelenk
erfolgte von medial, die Schnittlange betrug etwa sechs Zentimeter. Die Patella wurde nach
lateral luxiert, der Fettkérper mittels Kauter entfernt und das Kniegelenk vorsichtig eréffnet,
bis die Femurkondylen unter Beugung des Kniegelenkes zuganglich waren. Nun wurden auf
jeder der beiden Femurkondylen mittels Hohlfrase'® im lasttragenden Bereich je ein Defekt
von 10 mm Tiefe gesetzt. Die Hohlfrdsen hatten einen AuBendurchmesser von 7,3 mm
(Innendurchmesser 6,4 mm) bzw. einen AuBendurchmesser von 8,3 mm (Innendurchmesser
7,45 mm) (Abb. 2).

So konnte aus dem groBeren Defekt ein Zylinder (Abb. 6) entnommen werden, dessen
Durchmesser genau 0,15 mm groBer war als der des kleineren Defektes auf der anderen
Kondyle. Der groBere Defekt wurde als Leerdefekt belassen, der kleinere Defekt wurde je
nach Versuchsgruppe mit dem entnommenen autologen Knochen-Knorpel-Transplantat oder
mit Spongiosaclustern aufgefllt (Abb. 3-5, 7, 8).

In jeder Versuchsgruppe wurde bei drei Tieren der Leerdefekt auf der lateralen, bei den
anderen drei Tieren auf der medialen Femurkondyle gesetzt. AbschlieBend erfolgte die
Kapselnaht und schichtweise der Verschluss der Wunde. Zum Schluss wurde die Naht mit
einem Wundpflaster abgedeckt.

7,3 mm 38,3 mm
36,4 mm
Kleine Hohlfrdse GroBe Hohlfrdse
o Bohren des Empfangerloches o Bohren des Leerdefektes
o Entstandenes Loch (@ 7,3 mm, 10 mm o Gewinnung eines Zylinders mit 10 mm
Tiefe) wird mit entsprechender Lénge und Durchmesser von 7,45 mm
Defektflllung aufgefullt o Zylinder ist 0,15 mm gréBer im

Durchmesser als Empfangerloch
o Entstandenes Loch (J 8,3 mm) verbleibt
als Leerdefekt

Abbildung 2: Schematische Zeichnung der Hohlfrasen (Aufsicht)

Bei den Tieren der Gruppen, die mit autologem Knorpel-Knochen Zylinder versorgt wurden,
wurde der gewonnene Zylinder aus dem Leerdefekt auf der anderen Kondyle mittels ,Press-
fit“-Technik eingebracht.

Bei den Tieren, die mit Spongiosaclustern versorgt wurden, wurde der spongiése Knochen
des entnommenen Zylinders mit einer Zange nach Luer in etwa 3-5 mm groBe Stlcke
zerkleinert, in den zu fullenden Defekt eingebracht und schichtweise verdichtet (Abb. 9). Der
Defekt wurde bis zur subchondralen Knochenplatte aufgeflillt (Abb. 10). AnschlieBend wurde
der Defekt mit einer Kollagenmembran Uberndht (Abb. 11) und diese mit Fibrinkleber
unterspritzt (Abb. 12), um ein Herausspulen der Knochenfragmente zu verhindern.

"2 Augmentan 2,2 g, SmithKline Beecham, Glaxo Wellcome, Deutschland
13 Einwegfrise 6,4 mm und 7,45 mm, Zimmer GmbH, 8404 Winterthur, Schweiz
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Abbildung 3: Operationsbesteck; die beiden
unterschiedlich groBen Hohlfrésen (1), rechts
daneben die Entnahmehilfen (2) zur Entnahme
der Knorpel-Knochen Zylinder mit dazugehdérigen
Stabilisierungsmanschetten (3) und Drehhilfe (4).

Abbildung 5: Entnahme des Knorpel-Knochen
Zylinders mittels Entnahmehilfe.
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Abbildung 4: Bohren der Defekte; nach
Eréffnung des Gelenkes wird der Bohrer
rechtwinklig zur Gelenkoberflache angesetzt und
die 10 mm tiefen Defekte gebohrt.

Abbildung 6: Entnommener Knorpel-Knochen-
zylinder mit einer Lange von 10mm. Deutlich zu
erkennen ist der weil erscheinende Gelenk-
knorpel (1) auf der Gelenkoberflache mit
darunter liegender subchondraler Knochenplatte
(2) und anschlieBendem spongiésem Knochen

(3).
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Abbildung 7: Femurkondylen nach Setzen
beider Defekte. Auf der medialen Kondyle
(links) wurde der Leerdefekt (@ 8,3mm),
auf der lateralen (rechts) der zu flllende
Defekt (@ 7,3mm) gesetzt.

Abbildung 9: Beim Auffillen des Defektes
wurden die  Spongiosacluster durch
dezenten Druck verdichtet.

Abbildung 8: Femurkondylen nach
Auffillen des rechten Defektes mit einem
autologen Knorpel-Knochen Zylinder.

Abbildung 10: Bis zur subchondralen
Lamelle  aufgefullter  Defekt  (Pfeil;
Defektfillung: Spongiosacluster).
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Abbildung 11: Die Kollagenmembran wurde Abbildung 12: Mit Fibrinkleber wurde die
auf DefekigroBe zugeschnitten und mit Kollagenmembran unterspritzt und so die
Einzelheften vernaht. Spongiosacluster fixiert.

Jedes Tier erhielt ein Fentanyl-Pflaster™, welches auf die unbehaarte Innenseite des linken
Oberschenkels geklebt wurde. Dieses Pflaster gab transdermal 75 ug Fentanyl pro Stunde
ab. Die Wunde wurde mit einem Wundpflaster abgedeckt und die operierte GliedmaBe zur
Uberpriifung des Sitzes und der Lage der Defektfiillung in zwei Ebenen geréntgt'®.

3.4 Postoperative Versorgung

Die Tiere wurden nach der Operation wieder in ihre Herde gebracht. Taglich erfolgte eine
Kontrolle des Allgemeinbefindens. Am dritten Tag nach der Operation wurden das Fentanyl-
Pflaster und das Wundpflaster entfernt und am zehnten Tag post operationem die Faden
gezogen. Die Tiere der Gruppen OCT3 und SC3 wurden gleich nach dem Entfernen der
Faden in die Freilandhaltung verbracht. Die Gruppen OCT6 und SC6 wurden vor jeder
Messung der Bodenreaktionskrafte, die Gruppen OCT3 und SC3 alle vier Wochen gewogen.

3.5 Messung der Bodenreaktionskrafte

Alle Tiere der Gruppen OCT6 und SC6 wurden regelmaBigen Messungen der
Bodenreaktionskréafte unterzogen. Dabei liefen die Tiere freiwillig neben der Fuhrperson, die
Futter in der Hand hielt, (iber eine drucksensitive Messplattform' (Abb. 13, 14). Die
Messungen fanden einmalig praoperativ sowie am dritten Tag nach der Operation, eine
Woche, sowie zwei, drei, vier, acht, zwolf, 16, 20 und 24 Wochen nach der Operation statt.
Ein Messzyklus wurde mit BerUhren der Plattform gestartet und dauerte drei Sekunden. In
dieser Zeit konnten in der Regel ein Vorderbein mit dazugehérigem Hinterbein gemessen
werden. Von jedem FuB wurden acht Abdriicke aufgezeichnet.

Die aufgenommenen Rohdaten der Messungen der Bodenreaktionskrafte wurden mit Hilfe
der zugehérigen Software'” ausgewertet. Zur weiteren Auswertung kamen die MessgroBen
Kontaktflache, Maximalkraft und Kontaktzeit. Alle Messergebnisse wurden in prozentualen
Bezug zur préoperativen Messung gesetzt.

' Durogesic 75 ug/h, JANSSEN-CILAG GmbH, 41457 Neuss, Deutschland
15 Mobilett Plus, Siemens AG, 80333 Miinchen, Deutschland

16 emed ST, novel GmbH, Miinchen, Deutschland

7 novel-win 7.9, novel GmbH, Miinchen, Deutschland
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Abbildung 13: Messung der Bodenreaktionskrafte. Das Schaf folgte der
Fihrperson freiwillig und konnte sein Tempo selbst bestimmen. Die
Laufflache sowie die darin eingelassene Messplatte wurden mit einer 3mm
starken Gummimatte abgedeckt.

Abbildung 14: Ein Messzyklus wurde mit Berthren der Messplatte ausgelost
und dauerte drei Sekunden. In dieser Zeit konnte in der Regel ein Vorderbein
mit dazugehdrigem Hinterbein gemessen werden. Von jedem FuB wurden
mindestens acht Messungen aufgezeichnet.

Die aufgenommenen Rohdaten der Messungen der Bodenreaktionskrafte wurden mit Hilfe
der zugehérigen Software'® ausgewertet. Zur weiteren Auswertung kamen die MessgréBen
Kontaktflache, Maximalkraft und Kontakizeit. Alle Messergebnisse wurden in prozentualen
Bezug zur praoperativen Messung gesetzt.

3.6  Tétung und Sektion

Die Tétung der Tiere erfolgte, abhangig von der vorgesehenen Standzeit, zwolf bzw. 24
Wochen nach der Operation. Den Tieren wurde intravends 2,5 g Thiopental verabreicht.
Nach Aussetzen der Reflexe erhielten die Tiere intravends 50 ml 14,9%iges Kaliumchlorid®.
Der Tod wurde durch Auskultation des Herzens festgestellt. An jeder HintergliedmaBe
wurden Femur und Tibia unter Schonung des Kniegelenks frei prapariert und zunachst
makroskopisch untersucht. Nach Eréffnen des Kniegelenks wurde der Femur herausgeldst,
die Gelenkflachen der Femurkondylen fotografiert und sofort mit 0,9%iger NaCl-Lésung®
bedeckt.

18 novel-win 7.9, novel GmbH, Miinchen, Deutschland
' 1 M Kaliumchlorid-Losung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
" NaCl 0,9% Spiillosung, Delta Select, 72793 Pfullingen, Deutschland
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3.7 Sagen und Fixierung

Die Praparate wurden auf einem Trennschleifsystem®' mit einem 1 mm starken Ségeblatt
gesagt. Zunachst wurde der linke Oberschenkelknochen in das Haltesystem eingespannt
und so ausgerichtet, dass der mediale Rollkamm senkrecht zum S&geblatt lag. Lateral und
medial beider Defekte wurden nun senkrechte Schnitte in ca. 15 mm Abstand zur
Defektmitte angefertigt. Nun wurde der Oberschenkelknochen um 90° gedreht und wieder
ca. 15 mm proximal und 15 mm distal der Defekte gesagt.

Zum Schluss wurden die wurfelférmigen Préaparate noch durch einen Transversalschnitt in
ca. 2 cm Tiefe, gemessen von der Knorpeloberflache, vom Oberschenkelknochen getrennt
(Abb. 15).

Abbildung 15: Rechte Femurkondylen nach dem Sagen. Die laterale (1) und mediale
(2) Kondyle wurden nach dem gleichen Prinzip wie die linken Kondylen ausgesagt und
durch einen Transversalschnitt vom Os femoris getrennt.

Auf die gleiche Weise wurde das kontralaterale Gegenstliick zu dem gefllliten Defekt aus
dem rechten Oberschenkelknochen ausgesagt. AnschlieBend wurden alle Knochenpraparate
in eine laterale und mediale Halfte zersagt. So entstanden etwa 15 mm starke Scheiben
(Abb. 16, 17), in denen sich beim linken Bein je eine Halfte der durchgesagten Defekte und
beim rechten Bein nativer Knochen und Knorpel befanden. Alle Praparate wurden fur flnf
Tage in eine neutrale isotone Fixierldsung® eingelegt. Diese verhinderte die Autolyse und
beugte Schimmel und Faulnisbakterien vor. AuBerdem bewirkte die Fixierung eine héhere
Strukturfestigkeit, die das Gewebe vor den mechanischen Einflissen bei der weiteren
Bearbeitung schutzte.

*! Makro-Trennschleifsystem, Exakt Apparatebau GmbH, 22851 Norderstedt, Deutschland
2324 ml Formaldehyd 36%, 540 ml Ethanol 100%, 130 ml Barbital-Natrium-Puffer pH 7,4/0,1 molar, 6 g
Glucose
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Abbildung 16: Schnittflache eines Praparates = Abbildung 17: Aufsicht auf die Gelenk-
nach dem Sagen. Der gesetzte Defekt istin der  flache. Die Schnittflache ist rechts.
Mitte des Praparates zu erkennen (Pfeile).

3.8 Dehydrierung

Nach dem Fixierbad folgte zur Entwasserung fur sieben Tage die Lagerung in 70%igem
Alkohol?®, sowie die jeweils zwei Mal durchgefiihrte, siebentégige Lagerung in 80%igem und
96%igem Alkohol. Dann wurden die Praparate drei Mal fur jeweils sieben Tage in 100%igem
Alkohol eingelegt. AbschlieBend folgte zum Entfetten der Préparate die Einbettung in
100%igem Xylol** fir 4 h, sowie die Uberfihrung in Prainfiltrationslésung® und
Infiltrationslésung fur jeweils sieben Tage.

Um eine komplette Infiltration der Praparate zu gewéahrleisten und die Bildung von Luftblasen
zu verhindern, wurden die Praparatglaser die ganze Zeit Gber auf einem Schiuttler bewegt.

3.9 Einbetten

Die Praparate wurden fur die weitere Bearbeitung in einen Kunststoff auf Methylmetacrylat-
Basis® eingebettet. Die Kunststoffmischung polymerisiert bei 0°C unter Luftausschluss aus.
Laut Hersteller erlaubt dieser Kunststoff eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Der
Kunststoff wurde direkt vor Gebrauch nach Herstellerempfehlung angesetzt.

3.10 Anfertigung von Schnitten

Aus einem kaltpolymerisierenden Kunststoff®’ wurde ein Sockel auf die Unterseite der
Praparate gegossen. Nach Ausharten des Kunststoffes wurde auf einer
Tischschleifmaschine®® das (iberschiissige Einbettmaterial abgeschliffen und die Rénder
begradigt, um eine optimale Fixierung im Mikrotom zu gewahrleisten. Auf dem Hartschnitt-
Mikrotom®® wurden 6 um dicke Serienschnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und
mit 70%igem Alkohol feucht gehalten. Die Schnitte wurden zur Pravention von Faltenbildung
mit Streckfliissigkeit®*® bedeckt. Nach Auflegen einer Plastikfolie und Filterpapier wurden die
Praparate gestapelt und in einer Presse zur schnelleren Trocknung und besseren Haftung
zwischen Praparat und Objekttrager fiir zwei Tage im Brutschrank®' bei 60° C aufbewahrt.

2 Herba-Arzneimittel, 12099 Berlin, Deutschland

24 Baker, 7400 AA Deventer, Holland

% Technovit 9100®, Haraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland

26 Technovit 9100®, Haraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland

" Technovit 3040®, Haraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland

2 Phoenix 3000, Jean Wirtz GmbH & Co. KG, Diisseldorf, Deutschland

* Polycut S Heavy-Duty-Mikrotom, Reichert-Jung Cambridge Instr. GmbH, Nussloch, Deutschland
% 30 ml Butoxyethyl-Acetat, 70 ml 70% Alkohol

3! Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products, 63450 Hanau, Deutschland
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3.11 Farben der Schnitte

Vor dem Férben wurden die Schnitte dreimal 30 Minuten in MEA* entplastet.
Folgende Farbungen wurden verwendet:

1. Safranin-Orange/von Kossa

Abbildung 18: Safranin-Orange/von Kossa-Farbung; Mineralisierter Knochen ist schwarz,

Knorpel und Osteoid rot, Mineralisationsfronten sind schwarz granuliert dargestellt.

Farbereihe Safranin-Orange/von Kossa: (s. Anhang, Tab. 3)

2. Safranin-Orange/Lichtgrun

Abbildung 19: Safranin-Orange/Lichtgrin-Farbung; Bindegewebe und Knochen sind grin,
Knorpel und Osteoidsdume sowie Zellkerne sind rot dargestellt.

Farbereihe Safranin-Orange/Lichtgran: (s. Anhang, Tab. 4)

32 2-Methoxyethylacetat, Merck, Darmstadt, Deutschland
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3. Masson-Goldner-Trichrom

Abbildung 20: Masson-Goldner-Trichrom-Farbung; Zellkerne sind braun-schwarz,
Zytoplasma und Osteoid rot, Erythrozyten orangegelb und Bindegewebe sowie mineralisiertes

und verkalktes Knochgewebe grun dargestellt.

Farbereihe Masson-Goldner-Trichrom: (s. Anhang, Tab. 5)

3.12 Fotografieren der Schnitte

Alle Fotografien®® wurden an einem Tag von einer Person angefertigt, um gleiche
Praparatausrichtung, Kameraeinstellung und Ausleuchtungsverhéltnisse zu gewahrleisten.
Zusatzlich wurde ein Lineal mit abfotografiert.

3.13 Bildanalyse

In allen Gruppen kamen je Tier sechs Praparate zur Auswertung. Bei diesen handelte es
sich um je ein Safranin-Orange/von Kossa- und ein Safranin-Orange/Lichtgrin-gefarbtes
Praparat beider Defekte sowie der gesunden rechten Femurkondyle.

Vom rechten Bein wurde immer der dem geflllten Defekt der linken Seite entsprechende
Kondylus verwendet. Die Schnitte stammten aus der Mitte des Defektes +0,5mm. Die
histomorphometrische Auswertung erfolgte am Computer. Mit einer Bildanalyse-Software®
wurden die Fotos der Préparate analysiert. Zuséatzlich erfolgte eine gleichzeitige visuelle
Kontrolle des zu analysierenden Schnittes tiber ein Lichtmikroskop®.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einer eigens fur dieses Projekt entwickelten
Makro.

Die Messung wurde wie folgt durchgeftihrt:

e Definieren der GréBe von 3mm anhand des fotografierten Lineals im Safranin-
Orange/von Kossa gefarbten Schnittpraparat. Durch diese Kalibrierung wurden alle
Flachen vom Programm in mm? berechnet.

e Auswahl der Region of Interest (Gille et al.) (Abb. 21, 22) durch den Untersucher am
nach Safranin-Orange/von Kossa gefarbten Schnittpraparat. Ein Rechteck mit einer
Kantenlange von 16,3mm x14mm (Leerdefekt) bzw. 15,3mm x14mm (Fillung und
Nativ) wurden auf den Defekt gelegt. Die obere Kante des Rechtecks wurde bis auf
das Niveau der Gelenkknorpeloberflache gezogen.

3 Nikon D70, Tokyo, 100-8331 Japan
** KS 400, Kontron Elektronik GmbH, 85385 Eching
¥ Leica DMRB, Leica, Bensheim
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C

Abbildung 21: Region of Interest,
Abbildung 22: Positionieren der ROI auf

dem fotografierten Schnitt (Pfeile).

schematisch

e Der gesamte Hintergrund sowie Artefakte wurden markiert und von der Analyse
ausgeschlossen (Abb. 23). Wenn diese Bereiche in der Region of Interest lagen,
wurde dadurch die Flache der Region of Interest entsprechend verkleinert (Abb. 24).

Abbildung 23: Der Hintergrund wurde durch Abbildung 24: Wenn die ROl mit Hinter-
Markierung (gelb) von der Analyse grund Uberlappte, wurde der entsprechende
ausgeschlossen. Teil der ROI ebenfalls von der Analyse

ausgeschlossen.

o Markieren des Knochens und Bindegewebes (Abb. 25,26)

Abbildung 25: Die gesamte Flache des Abbildung 26: Die Gesamtflache von
mineralisierten Knochens wurde markiert Knorpel und Bindegewebe wurden markiert
(gran). (gran).
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e Definieren der GréBe von 3 mm anhand des fotografierten Lineals im Safranin-
Orange/Lichtgriin gefarbten Schnittpraparats.

e Positionieren der Region of Interest durch den Untersucher am nach Safranin-
Orange/Lichtgrin gefarbten Schnittpraparat. Es wurde genauso vorgegangen wie am
Safranin-Orange/von Kossa gefarbten Schnittpraparat (s.Abb. 22).

e Ausschluss von Artefakten von der Analyse (s. Abb. 23).

Markieren des hyalinen Knorpels. Hierbei wurde einerseits die Farberkennung des
Programms genutzt, jedoch zusatzlich manuell unter Kontrolle des Schnittes unter
dem Lichtmikroskop® korrigiert, um eventuelle Fehler durch Entfarbungen oder
Fehlanfarbungen auszuschlieBen.

Folgende Parameter wurden bestimmt:

Gesamtflache der ROl (mm?)

Knochengesamtflache (mineralisierter Knochen+Lakunen) in der ROI (mm?)
Mineralisierte Knochenflache in der ROl (mm?)

Knochendichte (mineralisierte Knochenflache/Gesamtknochenflache) in der ROI (%)
Gesamtbindegewebe in der ROI (Bindegewebe+hyaliner Knorpel) (mm?)

Hyaliner Knorpel an der ROl (mm?)

Anteil hyaliner Knorpel in der ROI (%)

Errechnung des eigentlichen Bindegewebsanteils durch Subtraktion der
Knorpelflache von der Gesamtbindegewebsflache

¢ Nicht-Auffullung des Defektes

Far die Berechnung der Nicht-Aufflllung des Defektes wurde ein eigenes Makro verwendet.
Die Daten wurden mit einer Statistiksoftware®” analysiert.

3.14 Scoren der Defekte

Anhand eines Scores nach dem Vorbild Wakitanis, modifiziert von Pineda (Wakitani et al.,
1994) und nach O’Discroll (O'Driscoll et al., 1988) wurden die nach Safranin-Orange/von
Kossa gefarbten Praparate von zwei unabhangigen Untersuchern klassifiziert. Deren
Ergebnis wurde pro Praparat und Scorekriterium gemittelt und ausgewertet.

Im ersten Teil des Scores (Score A, Punkte 1-7) wurde die Qualitdt des neu gebildeten
Gewebes im Defektbereich bewertet, im zweiten Teil (Score B, Punkte 8-12) die Integration
des Transplantats im umliegenden Gewebe.

Die maximal erreichbare Gesamtpunktzahl betrug 27 Punkte bei Score A und 12 Punkte bei
Score B.

Die nativen Praparate erhielten fir das gesunde, unveradnderte Gewebe jeweils die
Hochstpunktzahl.

1 eica DMRB; Leica, Bensheim
*7 SPSS 12.0 for Windows, Microsoft
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Score A

Kategorie

Punkte

1.

Prozentualer Anteil des
hyalinen Knorpels

80%-100%

60%-80%

40%-60%

20%-40%

0%-20%

A. Oberflachenbeschaffenheit

Glatt und intakt

Fissuren

Risse, Fibrillation

B. Strukturelle Integritat

Normal

Leichte Risse, Zysten

kaum integriert

C. Knorpeldicke

100% des umliegenden Knorpels

50%-100% des umliegenden
Knorpels oder dicker als normal

= INO|=INO|= IO~ 0

0%-50% normalen Knorpels

D. Verbindung zum
umliegenden Knorpel

Verbunden auf beiden Seiten

N |O

Verbunden auf einer Seite,
teilweise verbunden auf beiden
Seiten

—_

unverbunden

Degenerative zellulare
Veranderungen

Normale Zellularitat, keine
Cluster

N|O

Leichte Hypozellularitat,<25%
Chondrozytencluster

Moderate Hypozellularitat,
Hyperzellularitat,>25% Cluster

Degenerative Veranderungen
im umliegenden Knorpel

Normale Zellularitat, keine
Cluster, normale Anféarbung

Normale Zellularitat, wenig
Cluster, moderate Anfarbung

Milde oder moderate
Hypozellularitat, leichte
Anfarbung

Schwere Hypozellularitat, viel
Cluster, kaum Anférbung

Rekonstruktion des
subchondralen Knochens

Vollstdndige Rekonstruktion

Mehr als 50% Rekonstruktion

<50% Rekonstruktion

Verbindung zwischen
regeneriertem Knorpel und
neuem subchondralen Knochen

Vollstandig und ununterbrochen

<100% aber >50%

<50%

Safranin-Orange Farbung

Mehr als 80% homogene
positive Anfarbung

NIO=|NO[—=|N

40%-80% homogene positive
Anfarbung

—

<40% homogene positive
Anfarbung

0

2z 27 (max.)

Tabelle 1: Semiquantitativer Score zur Auswertung der gefarbten Praparate
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Score B

8. | Auffullung im Defektbereich 91%-110%
76%-90%
51%-75%
26%-50%
<26%

9. |Laterale kndcherne Integration |Verbunden auf beiden Seiten
Verbunden auf einer Seite,
teilweise auf beiden Seiten
unverbunden

=INO|=|INW|H

10. | Basale Integration 91%-100%
70%-90%
50%-69%
<50%

11. | Entzindungsreaktionen Keine
Gering
Stark

12. | Fremdkdrperreaktion Nein
Ja

O=|O|= MO~ IMWw|O

2 B 12 (max.)
2 A+B 39 (max.)

Tabelle 2: Semiquantitativer Score zur Auswertung der gefarbten Praparate

3.15 Datenauswertung/ Statistische Methoden

Messung der Bodenreaktionskrafte

Wahrend der Messung der Bodenreaktionskrafte wurden von jedem Fuf3 mindestens acht
Abdrucke aufgezeichnet. Die aufgenommenen Rohdaten der Messungen der
Bodenreaktionskrafte wurden mit Hilfe der zugehérigen Software® ausgewertet.
AnschlieBend wurden alle Messergebnisse in prozentualen Bezug zur praoperativen
Messung gesetzt.

Histologie
Die wie unter Punkt 3.8-3.11 behandelten Praparate wurden lichtmikroskopisch untersucht

und deskriptiv ausgewertet.

Histomorphometrie

In der Histomorphometrie wurden die Gewebeanteile am Computer markiert und erfasst und
mit Hilfe eines eigens fur dieses Projekt entwickelten Makros errechnetet. Die mit Hilfe der
Bildanalyse-Software® ermittelten Ergebnisse wurden die Fotos der Préparate analysiert.
AnschlieBend wurden die Daten mit einer Statistiksoftware®® analysiert. Da bei der
Auswertung der Gewebeanteile nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden kann,
wurde der Mann-Whitney-U Test angewendet. Die Ergebnisse sind in Balkendiagrammen
Mittelwertdarstellung) dargestellt (Abb.: 38-41).

Scores

Die nach Safranin-Orange/von Kossa gefarbten Praparate wurden von zwei unabhangigen
Untersuchern anhand des fir dieses Projekt entwickelten Scores klassifiziert. Die Ergebnisse
wurde pro Praparat und Scorekriterium gemittelt und wurden mit einer Statistiksoftware
ausgewertet.

¥ novel-win 7.9, novel GmbH, Miinchen, Deutschland
* KS 400, Kontron Elektronik GmbH, 85385 Eching
4 SPSS 12.0 for Windows, Microsoft
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4. Ergebnisse

4.1 Messung der Bodenreaktionskrafte

Die aufgenommenen Rohdaten der Messungen der Bodenreaktionskrafte wurden mit Hilfe
der zugehdrigen Software ausgewertet. Zur weiteren Auswertung kamen die MessgréBen
Kontaktflache, Maximalkraft und Kontakizeit. Alle Messergebnisse wurden in prozentualen
Bezug zur praoperativen Messung gesetzt und mit einer Statistiksoftware analysiert.

Ein Tier der Gruppe SC6 musste von der Auswertung ausgeschlossen werden. Aufgrund der
geringen GruppengroBe und der starken Streuung innerhalb der Gruppen wurde auf
statistische Tests verzichtet. Diese wéaren nicht aussagekraftig gewesen und so beschrankt
sich die Autorin auf eine rein deskriptive Auswertung der Ergebnisse.

Beide Gruppen zeigten initial einen deutlichen Abfall der Maximalkraft der operierten
GliedmaBe, nach drei Monaten erreichten die meisten Tiere jedoch wieder die
Ausgangswerte. Die rechte hintere GliedmaBe wurde postoperativ starker belastet als vor
der Operation, diese Mehrbelastung wurde wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums
gemessen.

In beiden Gruppen nahm die Kontakiflache der operierten GliedmaBe postoperativ ab, die
der rechten GliedmaBe vergroBerte sich, ab dem Zeitpunkt von zwei Monaten wurden in
beiden Gruppen wieder Normalwerte erreicht. Auch die Kontaktzeit beider HintergliedmaBen
verkiurzte sich in beiden Gruppen postoperativ und blieb bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums unterhalb des Ausgangswertes (Abb. 27-30).

Eine Auflistung der Mittelwerte, Maximal- und Minimalwerte der einzelnen Parameter in den
Gruppen befindet sich im Anhang (Tab. 6).

Es folgt die Darstellung der Ergebnisse in Fehlerbalkendiagrammen. Dargestellt sind
Mittelwerte mit einfacher Standardabweichung.

Zusammenfassend lieB sich folgendes feststellen:

e In beiden Gruppen wird die operierte GliedmaBe nach anfanglicher Entlastung ab der
zwolften Woche post operationem wieder mit der ursprunglichen Kraft belastet.

e Es gibt keinen Unterschied zwischen den Behandlungsmethoden hinsichtlich der
Entwicklung der Maximalkraft der operierten GliedmaBe.

e In beiden Gruppen wird die rechte GliedmaBe wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums mehr belastet.

e Die Kontaktflache der operierten GliedmaBen verringert sich in beiden Gruppen
postoperativ, nach zwei Monaten zeigen jedoch beide Gruppen wieder normale
Belastung.

e In beiden Gruppen konnte eine Verkurzung der Kontaktzeit beider HintergliedmaBen
festgestellt werden. Diese hielt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums an.
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Gruppe
I oct
Spongiosacluster
—OCT
110 i
Spongiosacluster
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Maximalkraft (%)

707

60
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3 7 14 21 28 56 84 112 140 168

Standzeit (d)
Abbildung 27: Maximalkraft der linken operierten HintergliedmaBe im Gruppenvergleich. Zu erkennen ist

eine Entlastung innerhalb der ersten zwei Monate, danach wird die operierte GliedmaBe zunehmend

starker belastet, bis sie nach 12 Wochen wieder die Ausgangswerte erlangt. (Mittelwerte/ einfache
Standardabweichung).

Gruppe
I oct
Spongiosacluster
—OCT
Spongiosacluster

1407

120

Maximalkraft (%)

Y JabY ]

100

T T T T T T T T T T
3 7 14 21 28 56 84 112 140 168

Standzeit (d)
Abbildung 28: Maximalkraft der rechten HintergliedmaBe im Gruppenvergleich. Die gesunde

GliedmaBe wird direkt nach der Operation und dann wéhrend des gesamten

Beobachtungszeitraums mehr belastet. (Mittelwerte/ einfache Standardabweichung).
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Fuss
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Abbildung 29: Direkter Vergleich der Belastung von operierter (schwarz) und gesunder
HintergliedmaBe in der Gruppe B (OCT). (Mittelwerte/ einfache Standardabweichung).

Fuss
I Hinten links
Hinten rechts
— Hinten links
Hinten rechts
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3 7 14 21 28 56 84 112 140 168
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Abbildung 30: Im Vergleich dazu die Entwicklung der Maximalkraft beider HintergliedmaBen in der
Gruppe SC6 . Diese Gruppe zeigt zu Beginn des Beobachtungszeitraums verglichen mit Gruppe OCT6

eine etwas starkere Entlastung der operierten GliedmaBe (schwarz), erreicht jedoch nach zwei Monaten
wieder Normalwerte. (Mittelwerte/ einfache Standardabweichung).
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4.2 Histologie und Histomorphometrie

Die wie unter Punkt 3.8-3.11 behandelten Praparate wurden lichtmikroskopisch untersucht
und die gefullten Defekte aller vier Gruppen mit den Leerdefekten verglichen. Die Histologie
wurde deskriptiv ausgewertet. In der Histomorphometrie wurden die Gewebeanteile wie
unter Punkt 3.13 beschrieben am Computer markiert und erfasst. Die mit Hilfe des Makros
errechneten Ergebnisse wurden anschlieBend statistisch ausgewertet.
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Histologie

Abbildung 31: Gefiillter Defekt. Von links nach rechts: Osteochondraler Transfer, Spongiosacluster.

Oben: nach drei Monaten, Unten: nach sechs Monaten (Safranin-Orange/von Kossa).

Abbildung 32: Leerdefekt. Von links nach rechts: OCT-Gruppe, SC-Gruppe. Oben: nach drei

Monaten, Unten: nach sechs Monaten (Safranin-Orange/von Kossa).
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Geflllte Defekte nach drei Monaten:

In der Gruppe OCT3 war bei allen sechs Praparaten noch der urspringliche Defektbereich
zu erkennen. Bei funf Praparaten war das Niveau der Gelenkoberflache wiederhergestellt,
ein Zylinder war im Bohrkanal unter Gelenkniveau eingesunken (Abb. 33 A). In diesem
Praparat hatte sich Bindegewebe auf dem eingesunkenen Zylinder gebildet. Bei funf der
sechs Praparate wies die Gelenkoberfliche UnregelmaBigkeiten auf. Der transplantierte
Knorpel zeigte in keinem einzigen Praparat Integration in das umliegende gesunden
Knorpelgewebe (Abb. 34 C). Eine beginnende basale kndcherne Integration des
Transplantates war in funf Praparaten zu beobachten, deutliche laterale knocherne
Integration in vieren (Abb. 33 B). In einem Praparat war der Defektrand an einer Seite
unterhéhlt (Abb. 33 C). Bei den anderen funf Prdparaten schien es, als wirde der
angrenzende Knorpel in den Defektibereich flieBen. Der subchondrale Knochen des
transplantierten Zylinders war in allen Praparaten deutlich zu erkennen und vollstandig. Bei
allen Praparaten waren im Gesamterscheinungsbild vergroBerte Knochenlakunen erkennbar.
Diese waren vor allem in der Tiefe der Defekte angesiedelt und teilweise innerhalb
transplantierter Zylinder. Die Knochentrabekel im angrenzenden gesunden Gewebe und
teilweise auch innerhalb der Implantate erschienen verdickt und ungeordnet im Vergleich
zum nativen Gewebe (Abb. 33).

Auch in der Gruppe SC3 war bei allen sechs Praparaten noch der urspringliche
Defektbereich zu erkennen. Kein einziger Defekt war auf Gelenkflachenniveau aufgefullt und
bei allen wies die Gelenkoberflache UnregelmaBigkeiten auf. In drei Praparaten war eine
deutliche basale und laterale Verbindung zwischen Knochen im Defektbereich und
umliegendem gesunden Gewebe erkennbar. In funf von sechs Praparaten war ein
aufeinander Zuwachsen der Defektrander zu beobachten (Abb. 31), in einem Praparat war
der kndcherne Defektrand an beiden Seiten unterhéhlt und die Defektrander eingebrochen
(Abb. 34 A). Bei allen Praparaten schien es, als wirde der angrenzende Knorpel in den
Defektbereich flieBen. In allen Defekten war auf einer kndchernen Grundlage
bindegewebiges Material zu sehen. In drei Praparaten war der Bereich unterhalb der
knochernen Fullung resorbiert und mit Bindegewebe aufgefullt. Die Knochenlakunen im
Defektbereich erschienen in vier Praparaten kleiner als im benachbarten Gewebe. Der
subchondrale Knochen an den Defektrandern erschien in allen Praparaten verdickt. In einem
Praparat waren auch noch Fadenfragmente und Reste der Kollagenmembran auszumachen
(Abb. 36 C, D). Diese befanden sich am Rand und in der Tiefe des Defektes, umgeben von
neu gebildetem Gewebe.
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Abbildung 33: A: Eingesunkener Zylinder nach 12 Wochen. Links der eingesunkener Zylinder
unterhalb des Gelenkniveaus (rechts). Oberhalb des Zylinders fillt Bindegewebe und Knorpel die
Licke bis zur Gelenkflache aus. (Masson-Goldner, 64x); B: Laterale kn6cherne Verbindung des
transplantierten Zylinders nach 12 Wochen (Pfeil). Der subchondrale Knochen des Zylinders
erscheint verdickt. (Masson-Goldner, 64x); C: Bindegewebig geflllter Hohlraum zwischen
transplantiertem Zylinder und umliegenden Gewebe (lateral). OCT, 12 Wochen, Masson-Goldner,
64x); D: VergréBerte Lakunen im Zylinder (links) im Vergleich zum umliegenden Gewebe (rechts).
(OCT, 12 Wochen, Masson-Goldner, 64x); E: Verdickte Trabekel im transplantierten Zylinder. (OCT,
12 Wochen, Masson-Goldner, 64x); F: Normale Trabekel im gesunden Gewebe. (OCT, 12 Wochen,
Masson-Goldner, 64x)
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C
E F
G H I

Abbildung 34: A: Unterhohlter, umliegender Knochen (links) und eingebrochener Defektrand.
(OCT, 12 Wochen, Masson-Goldner, 64x); B: Der transplantierte Zylinder (rechts) ragt etwas tber
das Gelenkknorpelniveau hinaus. (OCT, 24 Wochen, Safranin-Orange/von Kossa, 64x); C: Der
knorpelige Anteil des Zylinders zeigt keine Integration im gesunden Knorpel (Pfeil). (OCT, 12
Wochen, Masson-Goldner, 64x); D: Der Knorpel (rot) des Defekirandes (rechts) ,flieBt“ in den
Defektbereich. (OCT, 24 Wochen, Safranin-Orange/von Kossa, 400x); E: Mit Bindgewebe geflllter
Hohlraum unter dem lateral gut integrierten Zylinder. (OCT, 24 Wochen, Masson-Goldner, 64x);

F: Hauptséachlich bindegewebig aufgefllliter Defekt (Fullung) nach 6 Monaten. Deutlich zu erkennen
ist das aufeinander Zuwachsen der Defektrédnder. (SC, Masson-Goldner, 64x); G: Verdickter
subchondraler Knochen am Defektrand (rechts). (SC, Fullung, 6 Monate, Masson-Goldner, 64x);
H: Hohlraumbildung in der Defekttiefe. (SC, Fullung, 6 Monate, Masson-Goldner, 64x);

I: Verdickte Trabekel im Defektbereich. (SC, Fullung, 6 Monate, Masson-Goldner, 100x)
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Gefullte Defekte nach sechs Monaten:

In der Gruppe OCT6 war nur noch bei drei Praparaten der urspriingliche Defektbereich
deutlich zu erkennen. Bei vier Praparaten war das Niveau der Gelenkoberflache
wiederhergestellt, bei zwei Praparaten ragte die Fullung leicht Uber das Niveau hinaus (Abb.
34 B). Bei vier von sechs Praparaten wies die Gelenkoberflache UnregelmaBigkeiten auf. In
keinem einzigen Praparat zeigte der transplantierte Knorpel Integration im umliegenden
Knorpel. Der basale Teil aller Transplantate war komplett knéchern im umliegenden Gewebe
integriert und auch die laterale kndcherne Integration war in allen Praparaten weitgehend
abgeschlossen. Bei vier Praparaten schien es, als wirde der angrenzende Knorpel in den
Defektbereich flieBen (Abb. 34 D). Ein Praparat enthielt in der Tiefe des Defektes einen mit
Bindegewebe gefullten Hohlraum (Abb. 34 E). Der subchondrale Knochen des
transplantierten Zylinders war in zwei Praparaten nicht mehr erkennbar, in drei Praparaten
erschien er deutlich dicker als der subchondrale Knochen des angrenzenden Gewebes.
Auch nach sechs Monaten erschienen die Trabekel im Transplantat im Vergleich zum
umliegenden Gewebe ungeordnet. Die Safranin-Orange-Anfarbung war an den
Defektrandern und im transplantierten Knorpel etwas schwécher als nach drei Monaten.

In der Gruppe SC6 war bei allen sechs Praparaten noch der urspringliche Defektbereich zu
erkennen. Bei allen Préaparaten wies die Gelenkoberflache UnregelmaBigkeiten auf, bei zwei
Praparaten war das Niveau der Gelenkflache wieder hergestellt. Eine fortschreitende
kndcherne basale Auffillung des Defektes war in funf Praparaten zu beobachten, deutliche
laterale knocherne Integration in allen sechsen. In allen Préparaten wuchsen die
Defektrander deutlich aufeinander zu. In allen Defekten war auf einer knéchernen Grundlage
bindegewebiges Material zu sehen, jedoch weniger groBflachig als nach drei Monaten. In
drei Praparaten waren recht groBe, bindegewebig geflllite Hohlrdume in der Tiefe des
Defektes zu erkennen (Abb. 34 H). Die Trabekel im Defektbereich aller Praparate waren
ungeordnet und im Vergleich zum umliegenden Gewebe verdickt (Abb. 34 1).

Leerdefekte nach drei Monaten:

In der Gruppe OCT3 war bei allen sechs Praparaten noch der urspringliche Defektbereich
zu erkennen. Zwei Praparate (Abb. 35 A, B) waren auf das Niveau der Gelenkoberflache
aufgeflllt, eines dieser Praparate zeigte sowohl basale als auch laterale kndcherne
Zubildungen im Defekt. Bei den anderen vier Praparaten waren nur laterale kndcherne
Zubildungen im oberen Bereich des Defektes zu erkennen (Abb. 35 C). Hier war der Defekt
hauptsachlich bindegewebig aufgefullt. Die neu gebildete Gelenkoberflache wies bei allen
Praparaten UnregelmaBigkeiten auf. In allen Praparaten war ein deutliches aufeinander
Zuwachsen der Defektrander zu beobachten. Bei allen Praparaten schien es, als wirde der
angrenzende gesunde Knorpel in den Defektbereich flieBen (Abb. 35 D). Bei einem Praparat
kam es in der Tiefe des Defektes zur Bildung eines mit Bindegewebe gefullten Hohlraums
(Abb. 35 E). Die Trabekel im neu gebildeten Knochen schienen ungeordnet, die
Zwischenrdaume verhaltnismaBig klein. Unmittelbar an den Defektrandern war der
subchondrale Knochen bei allen Préparaten verdickt.

Auch in der Gruppe SC3 war bei allen sechs Leerdefekten noch der urspringliche
Defektbereich zu erkennen. Bei einem Praparat war das Niveau der Gelenkoberflache durch
bindegewebige Auffullung wiederhergestellt. Bei den anderen Praparaten waren nur laterale
kndcherne Zubildungen im oberen Bereich des Defektes zu erkennen. In vier Praparaten war
der Defekt hauptséachlich bindegewebig aufgefillt. Die neu gebildete Gelenkoberflache wies
bei allen Praparaten UnregelmaBigkeiten auf. In allen Pr&paraten war ein deutliches
aufeinander Zuwachsen der Defektrander zu beobachten (Abb. 31, 32). Bei allen Praparaten
schien es, als wirde der angrenzende gesunde Knorpel in den Defektbereich flieBen. Bei
einem Praparat kam es in der Tiefe des Defektes zur Bildung eines mit Bindegewebe
gefulliten Hohlraums (Abb. 35 F). Die Trabekel im neu gebildeten Knochen schienen
ungeordnet, die Zwischenrdume erschienen verhaltnismaBig klein. Unmittelbar an den
Defektrandern war der subchondrale Knochen bei allen Praparaten verdickt.
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Abbildung 35: A: Bindegewebig und knorpelig aufgefullter Leerdefekt nach 12 Wochen. (OCT, Masson-
Goldner, 64x); B: Aufgeflllter Leerdefekt nach 12 Wochen. Deutlich zu erkennen sind die lateralen knéchernen
Zubildungen (schwarz). (OCT, Safranin-Orange/von Kossa, 64x); C: Leerdefekt nach 12 Wochen: knécherne,
laterale Zubildung am Defektrand (links). (OCT, Masson-Goldner, 64x); D: Links der Randbereich des
gesunden Gewebes, rechts ein Leerdefekt nach 12 Wochen. Der Gelenkknorpel (links) scheint in den
Defektbereich zu flieBen. Deutlich zu erkennen sind zahlreiche Chondrozytencluster (Pfeil). (OCT, Safranin-
Orange/Lichtgriin, 400x)

Hohlraumbildung in der Tiefe:

E: Leerdefekt, OCT, 12 Wochen, Safranin-Orange/von Kossa, 64x
F: Leerdefekt, SC, 12 Wochen, Safranin-Orange/von Kossa, 64x
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Abbildung 36: A: Auf Gelenkniveau aufgefiillter Leerdefekt nach sechs Monaten. Deutlich zu erkennen
sind die lateralen kn6chernen Zubildungen und die bindegewebige Auffillung (rot). (SC, Safranin-
Orange/Lichtgriin, 64x); B: Fast geschlossener Leerdefekt nach sechs Monaten. An der Oberflache
kndcherne Brickenbildung (schwarz), in der Tiefe Hohlraumbildung. (OCT, Safranin-Orange/von Kossa,
64x); C: Fadenreste am Rand des gefullten Defektes nach 12 Wochen, umgeben von neu gebildetem
Gewebe. (SC, Masson-Goldner, 400x); D: Rot angefarbte Reste (Pfeil) der aufgenéhten
Kollagenmembran zwischen neu gebildetem Gewebe in der Tiefe des geflillten Defektes nach 12 Wochen.
(SC, Masson-Goldner, 800x)
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Leerdefekte nach sechs Monaten:

Nach sechs Monaten war in der Gruppe OCT6 bei allen unversorgten Defekten der
ursprungliche Defektbereich noch zu erkennen. Drei Praparate waren auf das Niveau der
Gelenkoberflache aufgefullt. Zwei Praparate zeigten basale kndécherne Auffullung im Defekt,
bei allen waren laterale kndcherne Zubildungen erkennbar. In vier Fallen kam es zur
knochernen Bruckenbildung (Abb. 37) im oberen Defektbereich mit Hohlraumbildung in der
Tiefe. Die neu gebildete Gelenkoberflache war bei allen Praparaten unregelmaBig. In zwei
Praparaten war der Defekt hauptsachlich bindegewebig aufgeflllt. In allen Préparaten war
ein deutliches aufeinander Zuwachsen der Defekirander zu beobachten. Auch hier schien
der angrenzende gesunde Knorpel bei allen Praparaten in den Defektbereich zu flieBen. Die
Trabekel im neu gebildeten Knochen schienen ungeordnet, teilweise verdickt und die
Knochenlakunen kleinlumiger als im gesunden Gewebe. Unmittelbar an den Defektrandern
war auch hier der subchondrale Knochen bei allen Praparaten verdickt.

In der Gruppe SC6 war ebenfalls in allen Fallen noch der urspringliche Defektbereich zu
erkennen. Hier zeigten drei Praparate Defektauffullung auf das urspringliche Gelenkniveau
(Abb. 36 A). Die Gelenkoberflache wies bei allen Praparaten UnregelmaBigkeiten auf. In
keinem Praparat zeigte sich basale kndcherne Auffillung, deutliche laterale kndcherne
Zubildungen waren jedoch in allen Praparaten zu erkennen. Alle Praparate zeigten ein
aufeinander Zuwachsen der Defekirander, in zwei Fallen kam es in der Nahe der
Gelenkflache zu einer knbéchernen Brickenbildung. In funf Defekten war hauptséachlich
bindegewebiges Material zu sehen. In einem Fall kam es zu einer abgeschlossenen
Hohlraumbildung in der Defekttiefe. Auch in dieser Gruppe schien der angrenzende gesunde
Knorpel in allen Féllen in den Defektbereich zu flieBen. Die Trabekel des neu gebildeten
Knochens waren auch hier eher unorganisiert, verdickt und im Vergleich zum umliegenden
Gewebe sehr dicht angeordnet. Im Bereich der Defektrander fiel bei allen Praparaten eine
Verdickung des subchondralen Knochens auf.
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Abbildung 37: A: Briickenbildung (schwarz) im proximalen Defektbereich eines Leerdefektes nach 12
Wochen. (SC, Safranin-Orange/von Kossa, 64x); B: Defekitiefe eines gefillien Defektes nach 12
Wochen: totes Knochengewebe (links) und Neubildung (rechts). (SC, Masson-Goldner, 64x); C: Links:
Knorpel des gesunden Defektrandes mit deutlicher Clusterbildung; Rechts: neu gebildetes, teils
bindegewebiges, teils knorpeliges Gewebe. (Leerdefekt, SC, 3 Monate, Masson-Goldner, 800x);

D: Hohe Zellaktivitét in der Defekttiefe. (Fullung, SC, 3 Monate, Masson-Goldner, 400x); E: Basale,
knécherne Aufflillung (Pfeil) des Leerdefektes nach sechs Monaten. (OCT, Masson-Goldner, 64x);

F: Enchondrale Ossifikation in der Tiefe eines Leerdefektes nach sechs Monaten. (OCT, Masson-
Goldner, 800x)

Zusammenfassung

Generell zeigten alle Leerdefekte laterale Zubildungen, die vorzugsweise proximal im Defekt
zu finden waren (Abb. 37 A). Basale Zubildungen waren ebenfalls zu erkennen, nach sechs
Monaten deutlicher ausgepragt als nach drei Monaten. Die Leerdefekte waren hauptsachlich
mit Bindegewebe aufgefllt. In keinem einzigen Leerdefekt kam es zur Wiederherstellung
einer physiologischen Gelenkoberflache. Die Fullungen zeigten im Gegensatz dazu einige
Unterschiede. Die transplantierten Zylinder waren in den Gruppen OCT nach sechs Monaten
starker in das umliegende Gewebe integriert als nach drei Monaten, wenn auch der
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transplantierte Knorpel keine Integration zeigte. Sowohl der transplantierte Knorpel, als auch
der gesunde Knorpel des Defektrandes zeigten in allen Praparaten Clusterbildung und
Verlust der gewebetypischen Struktur. In den Gruppen Spongiosacluster waren die
Fallungen nach sechs Monaten starker umgebaut als nach drei Monaten, in vielen Bereichen
zeigte sich massive Ossifikationsaktivitdt und die Grenze zwischen umliegendem Gewebe
und Fullung war schwieriger auszumachen (Abb. 37). Die Technik der OCT flihrte zu einer
nahezu vollstandigen Wiederherstellung der Gelenkflache, in den Gruppen SC war im
Bereich des geflllten Defektes in den meisten Fallen keine Auffillung auf
Gelenkflachenniveau zu erkennen. Die Knochentrabekel waren bei allen Praparaten im
Defektbereich ungeordneter und dicker als im gesunden Gewebe, auBerdem war der
subchondrale Knochen dieser Region verdickt.

Histomorphometrie

Anhand der Ergebnisse der Bildanalyse wurden fir jede Gruppe die Mediane der
prozentualen Gewebeanteile in jedem Bereich der Region of interest berechnet (s. Anhang,
Tab. 7). Die unter Punkt 3.13 beschriecbene ROl wurde in zwei Teilbereiche
zusammengefasst: ROl AB beschrieb den Defektbereich, ROl CD das basal und lateral
angrenzende Gewebe. Gemessen wurden der Anteil mineralisierten Knochens, des
Knorpelgewebes, des Bindegewebes sowie der Leerflache, die den nicht aufgefllliten Anteil
des Defektes beschreibt und einem Restanteil, der die Flache der Knochenlakunen
beinhaltet. Die vorhandenen Daten wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
(nichtparametrischer Test fur unabhangige Stichproben) unter folgenden Gesichtspunkten
analysiert:

Einfluss der Therapie (s. Anhang, Tab. 8):

Drei Monate, Fullung:

Nach drei Monaten wurde in der Gruppe OCT3 im Defektbereich ein signifikant héherer
Knochenanteil als in der anderen Gruppe gemessen (p= 0,004). Ebenfalls signifikant héher
waren der Anteil an hyalinem Knorpel (p= 0,01) und der unter ,Rest“ beschriebener Raum
der Knochenlakunen (p= 0,006).

In der Gruppe SC3 hingegen waren der Bindegewebsanteil (p= 0,016; CD, p= 0,025) und der
Anteil der nicht aufgefulite Flache (p=0,004) im Defektbereich signifikant hoher.

Sechs Monate, Fullung:

Auch nach sechs Monaten war der Knochenanteil in der Gruppe OCT6 im Defektbereich
signifikant héherer als in der anderen Gruppe (p= 0,006). Der Anteil der unter ,Rest*
beschriebenen Knochenlakunen war in dieser Gruppe ebenfalls signifikant héher als in der
Gruppe SC6 (p= 0,025).

In der Gruppe SC6 hingegen war der Bindegewebsanteil (p= 0,016) und die nicht aufgeflillte
Flache (p=0,004; CD, p= 0,034) signifikant héher.

Es wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Anteils hyalinen Knorpels zwischen
den beiden Therapieformen festgestellt.

Drei Monate, Leerdefekt:
Weder im Defektbereich noch im umliegenden Gewebe wurde ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen bezlglich der Gewebeanteile festgestellt.

Sechs Monate, Leerdefekt:
Auch nach sechs Monaten war kein signifikanter Unterschied der Gewebeanteile zwischen
den Gruppen feststellbar.

Einfluss der Standzeit (s. Anhang, Tab. 9)

Gruppe OCT, Fullung:

Nach drei Monaten Standzeit wiesen die Tiere im umliegenden Gewebe einen signifikant
héheren Anteil an Bindegewebe auf als die Tiere mit sechs Monaten Standzeit (p= 0,025).
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Bei allen anderen Gewebekomponenten war kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Standzeiten feststellbar.

Gruppe OCT, Leerdefekt:

Nach drei Monaten enthielten die Defektbereiche signifikant mehr Bindegewebe als nach
sechs Monaten (p= 0,037). Bei allen anderen Gewebekomponenten war kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Standzeiten feststellbar.

Gruppe SC, Fllung:

In der Gruppe SC wurde bei den Tieren mit sechs Monaten Standzeit ein signifikant héherer
Knorpelanteil im Defektbereich gemessen als nach drei Monaten (p= 0,01). Bei allen
anderen Gewebekomponenten war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Standzeiten feststellbar.

Gruppe SC, Leerdefekt:

In den Leerdefekten der Gruppe SC war nach sechs Monaten Standzeit signifikant mehr
Knorpelgewebe (p= 0,037) sowie ein héherer Auffullungsgrad (p= 0,025) im Defektbereich
als nach drei Monaten messbar. Bei allen anderen Gewebekomponenten war auch hier kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Standzeiten feststellbar.

Im Folgenden sind die Mediane der einzelnen Gewebekomponenten als Balkendiagramme
dargestellt, (Abb. 38- 41).

Zusammenfassend lasst sich folgendes feststellen:

e Esgab, v.a. bei den Gewebeanteilen der Leerdefekte, erhebliche Streuung innerhalb
einer Gruppe.

e Sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten enthielten die gefillten Defekte der
Gruppe OCT einen signifikant héheren Knochenanteil als die der Gruppe SC.

e Die Gruppe SC hatte nach drei und sechs Monaten einen signifikant héheren
Bindegewebsanteil und geringeren Auffullungsgrad als die Gruppe OCT.

e Inder Gruppe OCT war nach drei Monaten ein signifikant hdherer Bindegewebsanteil
im umliegenden Gewebe als nach sechs Monaten feststellbar. Dieser hdhere
Bindegewebsanteil war auch in den Leerdefekten nachweisbar.

e Nach sechs Monaten gab es keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen dem
Anteil hyalinen Knorpels im Defektbereich zwischen den beiden Therapieformen,
jedoch war bei den Tieren der Gruppe SC nach sechs Monaten signifikant mehr
Knorpelgewebe messbar als nach drei Monaten.

e Es bestanden weder nach drei noch nach sechs Monaten signifikante Unterschiede
zwischen den Leerdefekten bezlglich der Gewebekomponenten in beiden Gruppen.
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Abbildung 38: Anteile der einzelnen Gewebekomponenten im Defektbereich (Mediane) nach

drei Monaten Standzeit. Vergleich zwischen den beiden Implantaten.
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Abbildung 39: Anteile der einzelnen Gewebekomponenten im umliegenden Gewebe (Mediane)

nach drei Monaten Standzeit.
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Abbildung 40: Anteile der einzelnen Gewebekomponenten im Defektbereich (Mediane) nach

sechs Monaten Standzeit.
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Abbildung 41: Anteile der einzelnen Gewebekomponenten im umliegenden Gewebe (Mediane)

nach sechs Monaten Standzeit.

4.3 Scoren der Defekte

Die Praparate wurden mit Hilfe des in Punkt 3.14 beschriebenen Scores von zwei
voneinander unabhangigen Untersuchern bewertet und deren Ergebnisse gemittelt. Im
ersten Teil des Scores (Score A) wurde die Qualitat des Gewebes im Defektbereich
bewertet. Die Kriterien umfassten hier den prozentualen Anteil hyalinen Knorpels an der
Gelenkflache, die Oberflachenbeschaffenheit, strukturelle Integritédt, Knorpeldicke und die
Verbindung zum umliegenden gesunden Knorpel sowie degenerative Verdnderungen im
Transplantat, degenerative Verdnderungen im umliegenden gesunden Knorpel, die
Rekonstruktion des subchondralen Knochens im Defektbereich, die Verbindung zwischen
regeneriertem Knorpel und Knochen, sowie die Safranin-Orange-Anfarbung als Indikator fr
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den Proteoglykangehalt wurden bestimmt und mit Punkten bewertet. Die insgesamt
erreichbare HOchstpunktzahl lag bei 27 Punkten.

Im zweiten Teil (Score B) erfolgte die Bewertung der Integration des Transplantats im
umliegenden Gewebe. Die zu bewertenden Kriterien umfassten die Auffallung im
Defektbereich, die laterale und basale Integration sowie Entzindungs- und
Fremdkorperreaktionen und wurden mit Punkten bewertet. Die insgesamt erreichbare
Hochstpunktzahl betrug 12.

Die anhand des Scores ermittelten Punktwerte der einzelnen Kriterien mit Minimal- und
Maximalwerten sowie der Mediane der Gruppen OCT und SC zu den Standzeiten drei und
sechs Monate sind in einer Tabelle im Anhang dargestellt (Tab. 10, 11).

AnschlieBend wurden die ermittelten Daten mit einer Statistiksoftware analysiert (s. Anhang,
Tab. 12 und 13)

Score A

Prozentualer Anteil hyalinen Knorpels

Geflllte Defekte:

In diesem Punkt wurde nur hyaliner Knorpel bewertet, der sich auf Gelenkflachenniveau
befand und funktionellen Anteil an der Gelenkflache bildete. Die geflliten Defekte der
Gruppe OCT erreichten nach drei Monaten 5 Punkte (Median), ein Tier erreichte in diesem
Kriterium sogar die Hochstpunktzahl von 8 Punkten. In der Gruppe SC hingegen erreichte
kein Tier mehr als 0 Punkte. Nach sechs Monaten lag der Median der Gruppe OCT bei 4
Punkten, jedoch erreichten in dieser Gruppe sogar zwei Tiere die erreichbare
Hochstpunktzahl von 8 Punkten. Die Gruppe SC erreichte wie bereits nach drei Monaten 0
Punkte (vier Tiere) wobei das beste Ergebnis in dieser Gruppe (ein Tier) bei 4 Punkten lag.

Leerdefekte:

Die Leerdefekte beider Gruppen waren teilweise bis an die urspringliche Gelenkoberflache
mit Bindegewebe aufgeflllt, vereinzelt war hyaliner Knorpel erkennbar. In beiden Gruppen
lag der Median bei 0 Punkten, wobei in der Gruppe OCT zwei Tiere und in der Gruppe SC
ein Tier 2 Punkte erreichten. Nach sechs Monaten lag der Median der Leerdefekte der
Gruppe OCT etwas héher bei 2 Punkten, wobei ein Tier sogar 6 Punkte erreichte, drei Tiere
jedoch nur 0 Punkte. Der Median der Gruppe SC lag unverandert bei 0 Punkten. Zwei Tiere
erreichten 2 Punkte, die restlichen vier konnten nur mit 0 Punkten bewertet werden.

Struktur des neu gebildeten bzw. transplantierten Knorpels
Als zweites Kriterium wurden die Oberflachenbeschaffenheit (A), die strukturelle Integritat
(B), die Knorpeldicke (C) und die Verbindung zum umliegenden Knorpel (D) bewertet.

Gefullte Defekte:

A. Oberflachenbeschaffenheit

Nach drei und nach sechs Monaten erreichte die Gruppe OCT hier 1 Punkt (Median), zwei
Tiere erreichten sogar die Hochstpunktzahl von 2 Punkten. In der Gruppe SC erreichte kein
Tier mehr als 0 Punkte. Nach sechs Monaten jedoch erreichten in der Gruppe SC zwei Tiere
die Héchstpunktzahl von 2 Punkten (glatte und intakte Oberflache).

B. strukturelle Integritat

Nach drei Monaten erreichten in der Gruppe OCT drei Tiere die Hochstpunktzahl von 2
Punkten. In der Gruppe SC erreichte kein Tier mehr als 0 Punkte. Nach sechs Monaten
erreichten funf Tiere der Gruppe OCT und drei Tiere der Gruppe SC 1 Punkt.

C. Knorpeldicke

Nach drei Monaten erreichten in der Gruppe OCT drei Tiere die Héchstpunktzahl (2 Punkte).
In der Gruppe SC erhielt kein Tier mehr als 0 Punkte. Nach sechs Monaten erhielten vier
Tiere der Gruppe OCT 1 Punkt und lag damit unter den Ergebnissen der Tiere mit drei
Monaten Standzeit. In der Gruppe SC erhielt nach sechs Monaten ein Tier 1 Punkt.
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D. Verbindung zum umliegenden Knorpel

Nach drei Monaten erreichten 5 Tiere der Gruppe OCT 0 Punkte und schnitten damit
schlechter ab als die Gruppe SC. In dieser Gruppe erreichten funf Tiere 1 Punkt. Nach sechs
Monaten erhielten zwei Tiere der Gruppe OCT 1 Punkt, die anderen vier Tiere erhielten
keine Punkte. drei Tiere der Gruppe SC erhielten 2 Punkte (verbunden auf beiden Seiten).

Leerdefekte:

A. Oberflachenbeschaffenheit

Nach drei Monaten erreichten die Tiere der Gruppe SC etwas bessere Werte als die Tiere
der Gruppe OCT (Median SC 0,5; OCT 0). In der Gruppe OCT erreichten zwei Tiere, in der
Gruppe SC drei Tiere maximal 1 Punkt. Die Ergebnisse der Tiere der Gruppe OCT (0,5
Punkte) waren nach sechs Monaten etwas besser als in der Gruppe SC zur gleichen
Standzeit (0 Punkte). In der Gruppe OCT erreichten drei Tiere, in der Gruppe SC ein Tier
maximal 1 Punkt.

B. strukturelle Integritat

Nach drei und sechs Monaten Standzeit lagen die Tiere der Gruppe OCT mit 0,5 Punkten
(Median) leicht Uber den Ergebnissen der Gruppe SC (0). Nach sechs Monaten erreichten
zwei Tiere der Gruppe OCT die Hdéchstpunktzahl von 2 Punkten, allerdings erhielten in
dieser Gruppe auch drei Tiere keine Punkte. In der Gruppe SC wurde maximal ein Punkt
erreicht (zwei Tiere).

C. Knorpeldicke

In diesem Punkt schnitten die Gruppen SC und OCT nach drei Monaten mit einem Median
von 0 Punkten gleich schlecht ab. Allerdings erreichten in der Gruppe SC zwei Tiere, in der
Gruppe OCT nur ein Tier 1 Punkt. Nach sechs Monaten erreichten vier Tiere sowohl aus der
Gruppe OCT als auch der Gruppe SC maximal 1 Punkt.

D. Verbindung zum umliegenden Knorpel

Nach drei Monaten erreichten die Tiere der Gruppe OCT 1,5 Punkte (Median) und lagen
damit etwas unter den Ergebnissen der Tiere mit sechs Monaten Standzeit (2 Punkte). Nach
sechs Monaten erreichten vier Tiere die Héchstpunkizahl von zwei Punkten. In der Gruppe
SC erreichten nach drei Monaten zwei Tiere die Hochstpunktzahl von 2 Punkten (Median: 1
Punkt). Nach sechs Monaten erreichten vier Tiere der Gruppe SC die Hochstpunktzahl von 2
Punkten.

Degenerative Veranderungen des Knorpels im Implantat

Gefullte Defekte:

Kein einziges Tier der Gruppe SC erhielt nach drei Monaten Punkte, in der Gruppe OCT
hingegen erreichten sogar zwei Tiere die Hoéchstpunktzahl von 2 Punkten. Nach sechs
Monaten erzielten die Tiere der Gruppe OCT etwas schlechtere Werte als nach drei Monaten
(Median: 1; nach drei Monaten: 2). Jedes Tier erhielt einen Punkt, wahrend in der Gruppe
SC manche Préparate gar keinen Knorpel enthielten und auch nach sechs Monaten flnf von
sechs Tieren mit 0 Punkten bewertet werden mussten.

Leerdefekte:

Nach drei Monaten erhielten alle Praparate, mit Ausnahme eines aus der Gruppe OCT, 0
Punkte. Nach sechs Monaten erreichten zwei Tiere aus der Gruppe OCT 1 Punkt, alle
anderen zehn Praparate erhielten keine Punkte.

Degenerative zellulare Veranderungen im angrenzenden Knorpel

Geflllte Defekte:

Der Median fur den geflllten Defekt lag nach drei Monaten bei den Tieren der Gruppe OCT
(2) uber dem der Gruppe SC (1). In der Gruppe OCT wurden maximal 2 Punkte (vier Tiere)
und mindestens 1 Punkt (zwei Tiere) erreicht. In der Gruppe SC wurde maximal 1 Punkt (vier
Tiere) erreicht. Zwei Tiere dieser Gruppe erhielten keine Punkte. Der Median der gefullten
Defekte lag nach sechs Monaten bei 2 (OCT) und 1 (SC). In der Gruppe OCT wurden
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maximal 2 Punkte (vier Tiere) und mindestens 1 Punkt (zwei Tiere) erreicht. Diese Gruppe
erhielt somit die gleiche Punkteverteilung wie die Gruppe OCT (drei Monate). In der Gruppe
SC wurden maximal 2 Punkte (ein Tier) erreicht. Zwei Tiere erhielten keine Punkte. Kein
Praparat erhielt in diesem Kriterium die volle Punktzahl.

Leerdefekte:

Der Median fur den Leerdefekt nach drei Monaten war in beiden Gruppen gleich (1), maximal
wurden 2 Punkte erreicht (OCT, zwei Tiere; SC, ein Tier). Nach sechs Monaten lag der
Median fur den Leerdefekt bei der Gruppe OCT (2) Uber dem der Gruppe SC (1). Die
maximal erreichte Punktzahl betrug bei der Gruppe OCT 2 Punkte (funf Tiere) und
mindestens 1 Punkt (ein Tier), in der Gruppe SC wurden maximal 2 Punkte erreicht (zwei
Tiere), ein Tier erhielt keine Punkte.

Rekonstruktion des subchondralen Knochens

Geflllte Defekte:

Nach drei Monaten erreichten funf Tiere der Gruppe OCT 1 Punkt. Ein Tier erhielt keinen
Punkt, da der subchondrale Knochen des Transplantates unterhalb der Ebene des
umliegende subchondrale Knochens lag. In der Gruppe SC fielen die Ergebnisse deutlich
schlechter aus, hier erhielten funf Tiere keine Punkte. Nach sechs Monaten wurde in der
Gruppe OCT die Héchstpunktzahl von 2 Punkten von vier Tieren erreicht. Zwei Tiere
erhielten keine Punkte, da der subchondrale Knochen des Transplantates auch hier
unterhalb der Ebene des umliegende subchondrale Knochens lag. In der Gruppe SC
erhielten bis auf ein Tier (1 Punkt) alle Tiere 0 Punkte.

Leerdefekte:

Nach drei Monaten wurde in der Gruppe OCT maximal 1 Punkt erreicht (zwei Tiere). Kein
Tier der Gruppe SC konnte mit mehr als 0 Punkten bewertet werden. Nach sechs Monaten
Standzeit erhielten vier Tiere der Gruppe OCT 1 Punkt. Zwei Tiere erhielten keine Punkte.
Das Ergebnis dieser Gruppe war so nur wenig besser als in der Gruppe mit drei Monaten
Standzeit. In der Gruppe SC erhielten auch nach sechs Monaten alle Tiere 0 Punkte.

Verbindung zwischen regeneriertem/ transferiertem Knorpel und neu gebildetem
subchondralen Knochen

Gefullte Defekte:

Der Median fur die gefullten Defekte lag nach drei Monaten bei den Tiere der Gruppe OCT
(1,5) Uber dem der Gruppe SC (0). In der Gruppe OCT wurde bei drei Tieren die
Hochstpunktzahl (2 Punkte) vergeben. In der Gruppe SC erhielten zwei Tiere 1 Punkt und
vier Tiere gar keine Punkte. Nach sechs Monaten lagen die Mediane der gefullten Defekte
bei 1 (OCT) bzw. 2 (SC). In der Gruppe OCT erreichte ein Tier die H6chstpunktzahl (2
Punkte). FUnf Tiere erhielten nur 1 Punkt, da der Knorpel des Transplantates sich vom
unterliegenden Knochen l6ste. In der Gruppe SC erreichten vier Tiere die Héchstpunktzahl
von 2 Punkten. Bei diesen Tieren war die Verbindung zwischen neu gebildetem Knorpel und
Knochen vollstandig und ununterbrochen. Ein Tier erhielt keine Punkte.

Leerdefekte:

Nach drei Monaten erzielten die Tiere der Gruppe OCT (Median: 0,5) etwas schlechtere
Ergebnisse als die Tiere der Gruppe SC (Median: 1). Drei Tiere der Gruppe OCT erhielten
keine Punkte, in der Gruppe SC nur zwei Tiere. Ein Tier dieser Gruppe erhielt die
Hoéchstpunktzahl von 2 Punkten. Nach sechs Monaten erhielten drei Tiere der Gruppe OCT
die Héchstpunktzahl (2 Punkte), der Median lag mit 1,5 Punkten unter dem der Gruppe SC
(2). In der Gruppe SC erhielten funf Tiere die Héchstpunktzahl.
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Safranin-Orange-Anfarbung
In diesem Punkt wurde die Anfarbung des Knorpels mit Safranin-Orange beurteilt.

Gefullte Defekte:

Bei den geflliten Defekten lag der Median nach drei Monaten bei den Tieren der Gruppe
OCT (2) deutlich tber dem der Gruppe SC (0). Die Héchstpunktzahl von 2 Punkten wurde in
der Gruppe OCT von vier Tieren erreicht. Der transplantierte Knorpel zeigte hier eine
durchgehende kréftige Anfarbung. In der Gruppe SC erreichte kein Tier mehr als 0 Punkte.
Der Median der gefllten Defekte lag nach sechs Monaten bei 1 (OCT) und 0 (SC). In der
Gruppe OCT wurden maximal 2 Punkte (ein Tier), funf Tiere erhielten 1 Punkt. In der Gruppe
SC erhielten bis auf ein Tier (1 Punkt) alle Tiere 0 Punkte. In der Gruppe OCT war die
Anfarbbarkeit nach sechs Monaten damit deutlich schlechter als nach drei Monaten. Der
transplantierte Knorpel wies vermehrt schwacher gefarbte Inseln auf.

Leerdefekte:

In beiden Gruppen lag der Median fur die Leerdefekte nach drei Monaten bei 0 Punkten,
maximal wurde 1 Punkt erreicht (OCT und SC je ein Tier). Nach sechs Monaten lag der
Median fir den Leerdefekt bei der Gruppe OCT mit 0,5 Gber dem der Gruppe SC (0) und
damit etwas hoéher als der Median der Tiere mit drei Monaten Standzeit. Die maximal
erreichte Punktzahl betrug bei beiden Gruppen 1 Punkt (OCT, drei Tiere/ SC, ein Tier).

Score B

Auffullungsgrad der Defekte

Gefllite Defekte:

In diesem Punkt wurde der Auffillungsgrad des Defektes bewertet, unabhéngig davon, um
welches Gewebe es sich handelte. Die Tiere der Gruppe OCT erhielten sowohl nach drei als
auch nach sechs Monaten deutlich héhere Punktzahlen als die Tiere der Gruppe SC. Drei
Tiere der Gruppe OCT erhielten die H6chstpunktzahl von 4 Punkten. In der Gruppe SC
erreichte ein Tier maximal 3 Punkte. Nach sechs Monaten erreichten funf Tiere der Gruppe
OCT die Hochstpunktzahl (4 Punkte), ein Tier erhielt 3 Punkte. In der Gruppe SC erhielten
drei Tiere 3 Punkte, zwei Tiere erhielten 1 Punkt. In beiden Gruppen lag der Median nach
sechs Monaten héher als in den Gruppen mit drei Monaten Standzeit.

Leerdefekte:

In der Gruppe OCT wurden nach drei Monaten maximal 4 Punkte erreicht (ein Tier), in der
Gruppe SC hochstens 2 Punkte (zwei Tiere). Nach sechs Monaten waren die Mediane flr
den Leerdefekt bei beiden Gruppen gleich (1,5) und lagen damit in der Gruppe OCT unter
und in der Gruppe SC Uber dem Wert der Gruppen mit drei Monaten Standzeit. Die maximal
erreichte Punktzahl betrug in der Gruppe OCT 4 Punkte (ein Tier), in der Gruppe SC 3
Punkte (ein Tier).

Laterale knocherne Integration

Geflllte Defekte:

Die laterale Integration war in der Gruppe OCT nach drei Monaten etwas besser als in der
Gruppe SC. In der Gruppe OCT wurde die Hochstpunktzahl (2 Punkte) von zwei Tieren
erreicht, die anderen vier Tiere erhielten 1 Punkt. Die Gruppe SC erreichte maximal 1 Punkt
(drei Tiere). Nach sechs Monaten erreichten vier Tiere der Gruppe OCT die Héchstpunktzahl
(2 Punkte), zwei Tiere erhielten 1 Punkt. In der Gruppe SC erhielten drei Tiere 2 Punkte, ein
Tier erhielt keine Punkte. In beiden Gruppen lag der Median héher als in den Gruppen mit
drei Monaten Standzeit.

Leerdefekte:

Nach drei Monaten unterschieden sich die Ergebnisse der beiden Gruppen kaum
voneinander. In beiden Gruppen erhielten drei Tiere keine Punkte. Nach sechs Monaten
schnitten die Tiere der Gruppe OCT etwas besser ab als die Tiere der Gruppe SC, alle Tiere
erhielten 1 Punkt, in der Gruppe SC hingegen wurden vier Tiere mit 0 Punkten bewertet.
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Basale knécherne Integration

Gefullte Defekte:

Die Tiere der Gruppen OCT zeigten sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten
Standzeit deutlich bessere basale Integration des Transplantats als die der Gruppe SC. In
der Gruppe OCT wurde die Hochstpunktzahl (3 Punkte) von zwei Tieren erreicht, die Gruppe
SC erreichte maximal 1 Punkt (zwei Tiere), vier Tiere erhielten keine Punkte. Nach sechs
Monaten erreichten vier Tiere der Gruppe OCT die Héchstpunkizahl (3 Punkte), in der
Gruppe SC wurden funf von sechs Tieren mit 0 Punkten bewertet und lagen so sogar unter
den Ergebnissen nach drei Monaten.

Leerdefekte:

Der Median fur die Leerdefekte nach drei und sechs Monaten war in beiden Gruppen gleich
(0). In der Gruppe OCT wurde jeweils von einem Tier die Héchstpunktzahl von 3 Punkten
erreicht, in der Gruppe SC wurde nach drei Monaten héchstens 1 Punkt erreicht (ein Tier),
nach sechs Monaten erhielt kein Tier mehr als 0 Punkte.

Entzindungsreaktionen im Defektbereich

Gefullte Defekte:

In der Gruppe OCT zeigten drei Tiere nach drei Monaten Standzeit leichte
Entzindungsreaktionen. In der Gruppe SC zeigten drei Tiere starke Entzindungsreaktionen
(0 Punkte). Nach sechs Monaten wurde in der Gruppe OCT die Hochstpunktzahl (2 Punkte)
von drei Tieren erreicht, in der Gruppe SC erhielten drei Tiere keine Punkte.

Leerdefekte:

In der Gruppe OCT zeigten nach drei Monaten funf Tiere geringe Entziindungsreaktionen, in
der Gruppe SC gab es vier Tiere mit starken Entzindungsreaktionen (0 Punkte). Nach sechs
Monaten Standzeit wurden drei Tiere der Gruppe OCT mit der Héchstpunktzahl (2 Punkte)
bewertet, in der Gruppe SC waren zwei Tiere entzindungsfrei (2 Punkte), ein Tier zeigte
starke Entziindungsreaktionen (0 Punkte).

Fremdkérperreaktionen
Kein einziges Praparat wies Fremdkdrperreaktionen auf.

Gesamtwertung
Im Score A waren maximal 27 Punkte erreichbar. Je hoher die erreichte Punktzahl eines
Praparates war, desto ahnlicher war es dem nativen Gewebe.

Gefullte Defekte:

Nach drei Monaten erreichte die Gruppe OCT durchschnittlich 18,5 Punkte (Median), ein Tier
erhielt sogar 21 Punkte. In der Gruppe SC lag die durchschnittliche Punktzahl bei 2,5, ein
Tier erhielt gar keine Punkte im gesamten Score A. Damit waren die Ergebnisse der Gruppe
SC nach drei Monaten Standzeit signifikant schlechter als die der Gruppe OCT (p= 0,004).
Nach sechs Monaten lag der Median in der Gruppe OCT bei 12 (p= 0,132) und damit etwas
schlechter als nach drei Monaten Standzeit, auch in dieser Gruppe erreichte ein Tier 21
Punkte. In der Gruppe SC wurden durchschnittlich 6 Punkte erreicht und somit signifikant
bessere Ergebnisse als nach drei Monaten (p= 0,029) Standzeit. Die erreichte
Hochstpunktzahl in dieser Gruppe (ein Tier) lag bei 13 Punkten. Die Gruppe OCT erhielt
nach sechs Monaten im Score A signifikant bessere Ergebnisse als die Gruppe SC (p=
0,029).

Leerdefekte:

Nach drei Monaten lag der Median fur die Leerdefekte in der Gruppe OCT bei 4,5 Punkten,
in der Gruppe SC bei 4 Punkten. Nach einer Standzeit von sechs Monaten lag der Median in
der Gruppe OCT bei 9,5 Punkten und in der Gruppe SC bei 6 Punkten.
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Im Score B waren maximal 12 Punkte erreichbar.

Gefullte Defekte:

Im Score B erreichte die Gruppe OCT durchschnittlich 9,5 Punkte, ein Tier erhielt die
Hochstpunktzahl. In der Gruppe SC wurden durchschnittlich 4 Punkte erreicht, die
Ergebnisse waren somit signifikant schlechter als in der Gruppe OCT (p= 0,004). Nach sechs
Monaten lag der Median in der Gruppe OCT bei 11 Punkten, in der Gruppe SC bei 4,5
Punkten. Auch hier erzielte die Gruppe OCT signifikant bessere Ergebnisse als die Gruppe
SC (p= 0,006).

Leerdefekte:

In der Gruppe OCT erhielten die Leerdefekte nach drei Monaten durchschnittlich 5 Punkte,
ein Tier erhielt die Hochstpunktzahl. In der Gruppe SC waren die Ergebnisse &hnlich, hier
wurden 3,5 Punkte erzielt. Nach sechs Monaten lag der Median in der Gruppe OCT
unverandert bei 5 Punkten, in der Gruppe SC bei 4,5 Punkten und damit etwas besser als
nach drei Monaten Standzeit. Weder nach drei noch nach sechs Monaten konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Operationstechniken gefunden werden. Auch
beim Vergleich innerhalb der Gruppen zwischen den beiden Standzeiten wurde kein
signifikanter Unterschied festgestellt.

Es folgt die Darstellung der Mediane der Summen beider einzelner Scores als
Balkendiagramme (Abb. 42, 43).

Zusammenfassend lieB sich folgendes feststellen:

e Die Gruppe OCT erzielte im Score A (Qualitdt des Gewebes) nach sechs Monaten
schlechtere Scoreergebnisse als nach drei Monaten, in der Gruppe SC wurden nach
sechs Monaten Standzeit héhere Scoreergebnisse erzielt als nach drei Monaten.

e Die Gruppe OCT erzielte sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten signifikant
héhere Punktzahlen im Score A als die Gruppe SC (geflllte Defekte).

o Beide Gruppen erzielten nach sechs Monaten bei den gefullten Defekien hohere
Ergebnisse im Scores B (Integration des Transplantats) als nach drei Monaten.

e Bei der Gruppe OCT war zu jeder Standzeit ein hdherer Anteil hyalinen Knorpels im
Gelenkflachenbereich nachweisbar als bei der Gruppe SC.

e In der Gruppe OCT war die Anfarbbarkeit mit Safranin-Orange nach sechs Monaten
damit deutlich geringer als nach drei Monaten. Der transplantierte Knorpel wies
vermehrt schwacher gefarbte Inseln auf.

e In der Gruppe SC war die Verbindung der Defektfullung zum umliegenden, gesunden
Knorpel generell besser als in der Gruppe OCT.

¢ In beiden Scores und zu beiden Standzeiten erzielten die Defektfullungen der Gruppe
SC signifikant schlechtere Ergebnisse als in der Gruppe OCT.
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Score A

Abbildung 42: Vergleich der Scoreergebnisse (Score A, Qualitédt des Gewebes) zwischen
Leerdefekt und gefiilltem Defekt nach drei und sechs Monaten.
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Abbildung 43: Vergleich der Scoreergebnisse (Score B, Integration) zwischen Leerdefekt und
gefilltem Defekt nach drei und sechs Monaten.
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5. Diskussion

Der komplexe Aufbau synovialer Gelenke ermdglicht eine lebenslange reibungsarme
Beweglichkeit der Gelenkpartner (Rudert und Wirth, 1998). Die Gewahrleistung der
Kongruenz, die Ubertragung von Druck und Scherkraften auf die subchondrale
Knochenlamelle, die Minimierung des Reibungskoeffizienten sowie der Erhalt von Elastizitat,
Steifigkeit und Viskositat wird vom hyalinen Knorpel in einzigartiger Weise vereinigt (Burkhart
und Imhof, 1999; Mankin, 1974a; Marlovits und Véscei, 2000a; Marlovits und Véscei, 2000b;
Steinwachs et al., 1999). Oftmals ist Arthrose eine altersbedingte Erkrankung (Buckwalter
und Mankin, 1998a; Ulrich-Vinther et al., 2003), aber auch mangelnde Bewegung,
Ubergewicht oder Fehl- und Uberbelastung der Gelenke sowie genetisch bedingte oder
entzundliche Ursachen (Lyyra et al.,, 1999) fuhren dazu, dass immer haufiger junge
Menschen von Gelenkschmerzen betroffen sind. Der VerschleiB von Gelenken hat sich zu
einer Volkskrankheit entwickelt und Arthroseerkrankungen, aber auch sportbedingte
Verletzungen am Gelenkknorpel, fuhren jahrlich zu erheblichen volkswirtschaftlichen
EinbuBen. Verletzungen des hyalinen Gelenkknorpels, v.a. im Kniegelenk, stellen schwer zu
behandelnde Praarthrosen dar und erfordern gerade bei jingeren Patienten eine gezielte
Therapie, um einen langlebigen, moglichst physiologischen Knorpelersatz zu gewahrleisten.
Aufgrund seiner Avaskularitat und mangelnder Migrationsfahigkeit der Chondrozyten ist das
Selbstheilungspotential von Knorpelgewebe begrenzt (Alford und Cole, 2005a; Buckwalter,
1983; Mankin, 1982). Bei oberflachlichen Verletzungen, die den Gelenkknorpel nicht
penetrieren, fehlt eine uUblicherweise folgende inflammatorische Reaktion vollig (Mankin,
1974a; Marlovits und Véscei, 2000b). Um eine schmerzfreie Funktion des Gelenkes
wiederherzustellen, bleiben chirurgische MaBnahmen oft unumganglich. Verschiedene
Operationstechniken zielen auf Eréffnung des vaskularisierten Knochenmarksraumes ab, um
ein Einbluten in den Defekt zu provozieren und den Zugang zu pluripotenten
mesenchymalen Stammzellen herzustellen. Durch den zusétzlichen Einsatz verschiedener
autologer oder allogener Transplantate kann das Gelenkflachenniveau wiederhergestellt
werden. Das gebildete Ersatzgewebe ist jedoch h&ufig von minderer Qualitat und zeigt oft
bereits nach drei Monaten erste Degenerationszeichen (Furukawa et al., 1980). Haufig wird
statt hyalinem Knorpel Faserknorpel gebildet (Buckwalter, 1983). Faserknorpel hat jedoch
nicht die gleichen biomechanischen Eigenschaften wie hyaliner Knorpel und kann so den
Anforderungen, v.a. der Langzeitbelastung im Gelenk, nur unzureichend gerecht werden
(Buckwalter, 1998; Buckwalter und Mankin, 1998b; Furukawa et al., 1980; Shapiro et al.,
1993; Ulrich-Vinther et al., 2003), so dass Folgeoperationen nach ca. 10 bis 15 Jahren zu
erwarten sind. Bei chirurgischen Techniken ist neben die Wiederherstellung der
Gelenkoberflache, Linderung der Schmerzhaftigkeit und der Verbesserung der Beweglichkeit
auBBerdem entscheidend, ob und wie lange transplantierter hyaliner Knorpel seine typische
Struktur und Eigenschaften aufrechterhalt (Marlovits und Véscei, 2000a). Ziel dieses
Projektes war, zwei verschiedene Therapieverfahren mit autologen Implantaten hinsichtlich
ihres Einheilungsverhaltens, der Gewebequalitat des Regenerats und der Wiederherstellung
der GliedmaBenbelastung zu vergleichen. Die geflliten Defekte wurden mit unbehandelten
Kontrolldefekten verglichen. Die ausgewahlten Untersuchungszeitpunkte waren nach drei
und sechs Monaten Standzeit festgelegt.

5.1 Diskussion der Methoden

In diesem Projekt wurden bei Schafen standardisierte Knorpelknochendefekte im linken
Kniegelenk gesetzt und mit zwei ausgewahlten chirurgische Aufflllungsmethoden von
osteochondralen Defekten therapiert. Im selben Knie wurde zusatzlich auf der
kontralateralen Femurkondyle ein unbehandelter Kontrolldefekt gesetzt. Nach drei bzw.
sechs Monaten wurden die Defekte histologisch und histomorphometrisch auf wesentliche
Kriterien fur einen guten Gelenkknorpelersatz untersucht. AuBerdem wurde die
Transplantateinheilung und Gewebequalitdt in allen Versuchsgruppen mit einem
semiquantitativen Scoresystem zur Beurteilung osteochondraler Defekte bewertet und die
Belastung aller GliedmaBen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum mittels Messung der
Bodenreaktionskrafte ermittelt.
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5.1.1 Tiermodell

Die Studie war Teil eines Tierversuchsprojektes am Schaf, in dem das Einheilungsverhalten
verschiedener autologer Fullungen in osteochondralen Defekten untersucht wurde. In
Projekten zum Heilungsverhalten von osteochondralen Defekten werden oft Tiermodelle
verwendet. Der Vorteil an Tiermodellen ist, dass sie die Mdglichkeit geben, standardisierte
Rahmenbedingungen zu schaffen sowie standardisierte Defekie zu setzen. Haufig
eingesetzte Tiermodelle sind z.B. Ratten und Kaninchen (Caplan et al., 1997; Kettunen und
Rokkanen, 1973; Nam et al., 2004; Shapiro et al., 1993; Wakitani et al., 1994), Hunde
(Calandruccio und Gilmer, 1962; DePalma et al., 1966; van Dyk et al., 1998), Ziegen
(Butnariu-Ephrat et al., 1996; Jackson et al., 2001a; Niederauer et al., 2000) oder Schafe
(Allen et al., 1998; Akens et al., 2001; Appleyard et al., 2003; Homminga et al., 1991; Leniz
et al., 2004; Rothwell, 1990; Russlies et al., 2003; Siebert et al., 2001; Siebert et al., 2003a;
Siebert et al., 2003b; Uhl et al., 2005; von Rechenberg et al., 2003; Weiler et al., 1996). Das
Schaf wurde flir dieses Projekt ausgewahlt, da das Schafsknie in seinen kndchernen
Dimensionen und den Belastungsverhaltnissen im Gelenk dem des Menschen vergleichbar
ist (Russlies et al., 2003). Das Schafsknie stellt ein ideales Model fur verschiedene
orthopadische Behandlungsmethoden dar und ist chirurgisch gut zuganglich (Allen et al.,
1998; Nunamaker, 1998; Russlies et al., 2003), allerdings setzt die Haltung von Schafen als
Versuchstiere gewisse Rahmenbedingungen voraus, wie z.B. genugend Platz zur
Unterbringung ausreichend groBer Gruppen. Fur dieses Projekt wurden ausschlieBlich
ausgewachsene Tiere mit geschlossenen Epiphysenfugen ausgewahlt. Der
Epiphysenfugenschluss wurde durch postoperative Roéntgenaufnahmen bestétigt. Die
Beurteilung der Heilung von Knorpeldefekten ist nur dann sinnvoll, wenn der Defekt wahrend
des Heilungsverlaufes einer physiologischen Be- und Entlastung unterliegt (Buckwalter,
1995; Salter et al., 1980; Shimizu et al., 1987). Deshalb ist es auch nur im Tierversuch
moglich, das Einheilen von Knorpeldefektimplantaten oder -transplantaten zu beurteilen.
Schafe belasten fur gewdhnlich die operierte GliedmaBe post operationem sofort wieder
(Nunamaker, 1998). Innerhalb der Herde kann es allerdings zu einer unkontrollierten und zu
starken Belastung kommen, was sich nachteilig auf die Defektheilung auswirken kdnnte.
AuBerdem ist zu berucksichtigen, dass bei Versuchstieren Umbauprozesse teilweise
schneller ablaufen als beim Menschen (Coulson, 1983; Frankenburg et al., 1998) und daher
die Ergebnisse nicht ohne Einschrankung auf den Menschen ubertragen werden kdnnen
(Binnet et al., 2001; Breinan et al., 2001; Reinholz et al., 2004; Roach et al., 1989). Die
Mdoglichkeit der Untersuchung groBer Tiergruppen unter Einsatz invasiver Methoden ist
jedoch im Vergleich zu den Untersuchungen am Menschen ein groBer Vorteil.

5.1.2 Operation und postoperativer Beobachtungszeitraum

In diesem Tierversuchsprojekt sollte gezeigt werden, dass fur eine schnelle und
komplikationsarme Heilung eines Knorpeldefektes die Rekonstruktion des subchondralen
Knochens und dessen mechanischer Funktion wesentlich sind. Vor allem wurde erwartet,
dass der Heilerfolg gréBer ist, je ahnlicher das Implantat zum nativen Gewebe ist.

Es wurden osteochondrale Defekte im lasttragenden Bereich beider Femurkondylen des
linken Knies gesetzt. Die DefektgroBe 7,3 mm und 8,3 mm orientierte sich an der etablierten
Technik der Mosaikplastik und der GréBe der erhaltlichen Werkzeuge sowie an der kritischen
GroBe osteochondraler Defekte. Fruheren zahlreichen Studien zufolge heilen Knorpel-
Knochen-Defekte ab einer GroB8e von 6-7 mm Durchmesser im Tierversuch nicht spontan
aus (Bruns et al.,, 1997; Convery et al., 1972; Shahgaldi et al., 1991). Um die Implantate
miteinander zu vergleichen, musste eine Spontanheilung ausgeschlossen werden. Die Tiefe
wurde mit 10 mm bemessen, um zu gewahrleisten, dass die Implantate mittels press-fit
Technik im Defekt fest verankert waren, zudem musste die Eréffnung des
Knochenmarkraums sichergestellt werden. Durch individuelle Unterschiede der Kniegelenke
war der chirurgische Zugang nicht immer gleich einfach. Dies hatte teilweise gering
unterschiedliche Positionierung der Defekte zur Folge. Bei der Entnahme der Knorpel-
Knochen-2Zylinder bestand immer die Gefahr des Abbrechens in der Tiefe. Manche Zylinder
wiesen eine schrage Basis auf. Dieser Umstand und die teilweise unterschiedliche Kurvatur
der Empfangerseite hatten zur Folge, dass manche Zylinder nicht kongruent zum
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umliegenden Gewebe eingesetzt werden konnten. Erhebungen oder Vertiefungen stellten
eine Irritation des Gelenkes dar und hatten méglicherweise Einfluss auf den Heilungsverlauf.
Bei der Operationstechnik der autologen Spongiosacluster bestand die Gefahr, dass sich
Spongiosafragmente aus dem Defekt in den Gelenkspalt bewegen. Dieser Gefahr wurde
mittels aufgenahter Kollagenmembran und Fibrinkleber entgegengewirkt, auszuschlieBen ist
eine Reizung durch Knochenfragmente nicht. Fibrinkleber und Kollagenmembran stellten
auBerdem in das Gelenk eingebrachte Fremdkérper dar und erhdhten die Gefahr der
Fremdkérperreaktion, Gelenkirritation und Entzindung.

In dieser Studie wurden nur zwei ausgewahlte Zeitpunkte in der Knorpeldefektheilung
beschrieben. Andere Studien bieten gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse, doch ist zu
beachten, dass in Hinsicht auf den Einsatz der Operationstechniken am Menschen vor allem
der Langzeiterfolg einer Therapie von Interesse ist. Studien Uber einen Zeitraum von
mehreren Jahren oder Jahrzehnten waren sinnvoll (Gross et al., 2005; Rittmeister et al.,
2005). Shapiro (Shapiro et al., 1993) beschreibt bei einer ahnlichen Studie an Kaninchen
auftretende Komplikationen von unbehandelten Defekten nach einer Standzeit von sechs bis
zwolIf Monaten. Uber etwaige spatere Komplikationsgefahr oder Langzeiterfolge der in dieser
Studie angewendeten Verfahren lasst sich in dieser Arbeit keine Aussage treffen.

5.1.3 Aufarbeitung der Proben

Bei der Aufarbeitung vieler Préparate war es schwierig, den Verlauf des urspringlichen
Bohrkanals von auBen zu erkennen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass manche Praparate
nicht exakt in der Mitte des Defektes gesagt wurden und dadurch mdglicherweise leichte
Abweichungen des Praparatdurchmessers verursacht wurden. Manche Praparate verbanden
sich nicht richtig mit dem Einbettmaterial und konnten erst nach wiederholtem Auflésen und
nochmaligem Einbetten geschnitten werden. Diese zusatzliche Bearbeitung konnte zu
Veranderungen in den Gewebeanteilen der Praparate geflhrt haben. Bei der weiteren
Bearbeitung kann ein leichtes Verschieben oder Verzerren, zum Beispiel bei Aufziehen auf
die Objekttrager, nicht ausgeschlossen werden.

5.1.4 Messung der Bodenreaktionskrafte

Far die Messung der Bodenreaktionskrafte wurden ausschlieBlich Schafe ausgewahlt, die
gut trainierbar waren. Die Untersucher mussten sicherstellen, dass die Tiere trotz
postoperativer Schmerzen weiterhin freiwillig die Messlaufe mitmachen wirden. Scheue
Tiere wurden von Anfang an von den Messungen ausgeschlossen.

Literaturangaben Uber Messungen von Bodenreaktionskraften beim Schaf waren nicht
recherchierbar, am hiesigen Institut wurden jedoch ahnliche Untersuchungen an Schafen
und Yucatan Minischweinen mit osteochondralen Lasionen im Kniegelenk durchgefuhrt
(http://www.diss.fu-berlin.de/2002/301). Ein Tier der Gruppe SC musste von der Auswertung
ausgeschlossen werden. Vor diesem Hintergrund sowie angesichts der geringen
verfugbaren Literatur sollten die Ergebnisse dieser Untersuchung kritisch beurteilt werden.
Zu beachten bleibt, dass auf statistische Tests verzichtet wurde. Die Ergebnisse wurden nur
deskriptiv ausgewertet, eine gewisse Subjektivitat kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Untersuchung ergab eine deutliche Entlastung der operierten HintergliedmaBe sowie
eine Mehrbelastung der gesunden HintergliedmaBe, wobei die Maximalkraft der operierten
GliedmaBe nach drei Monaten wieder Ausgangswerte erreichte. Die Mehrbelastung der
kontralateralen GliedmaBe nahm zwar ab, blieb jedoch Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum Uber den Ausgangswerten. Der anfangliche Anstieg der Maximalkraft
dieses Beines lasst sich durch kompensatorisches Verhalten erklaren. Die Tiere entlasteten
die operierte GliedmaBe und verlagerten zunehmend Gewicht auf das gesunde Bein. Da
allerdings auch nach Wiedererlangen der ursprunglichen Kraft das rechte Bein weiterhin
mehr belastet wurde, lasst sich ein gewisser Lern- oder Trainingseffekt nicht ausschlieBen.
Die Kontaktflache der operierten GliedmaBe nahm postoperativ ebenfalls ab, viele Tiere
belasteten beim Laufen nur noch die Klauenspitze, die Kontaktflache der rechten GliedmaBe
vergrdBerte sich zeitgleich. Auch die Kontaktzeit beider HintergliedmaBen verkurzte sich in
beiden Gruppen postoperativ und blieb bis zum Ende des Beobachtungszeitraums unterhalb
des Ausgangswertes. Bei der operierten GliedmaBe Iasst sich die Abnahme der Kontaktzeit
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durch Schmerzen und eingeschrankte Funktion des Beines erklaren, doch auch das andere,
gesunde Bein zeigte einen &hnlichen Verlauf. Auch hier kann ein Trainingseffekt nicht
ausgeschlossen werden. Es konnte kein Unterschied zwischen den beiden
Behandlungsmethoden hinsichtlich der Belastungsfahigkeit der operierten GliedmaBe
festgestellt werden. Die meisten Parameter erreichten nach acht Wochen wieder
Ausgangswerte und alle Tiere zeigten einen komplikationslosen Heilungsverlauf. Es lieB sich
nicht nachvollziehen, ob der Wundschmerz oder der Schmerz durch die gesetzten
Knorpellasionen hauptsachlich fur die Entlastung der operierten GliedmaBe verantwortlich
ist. Da sowohl der gefullte Defekt als auch der Kontrolldefekt im selben Knie gesetzt wurden,
lieB sich nicht nachvollziehen, welcher Defekt welchen Einfluss auf die Belastung nimmt.
Schmerzen oder Lahmheit lassen sich nicht kausal nachvollziehen. Beim Einsatz am
Menschen kénnten aber mehr Parameter erfragt werden, wie z.B. Schmerzen oder eine
genauere Beschreibung der Funktionseinschrankungen.

5.1.5 Histologie und Histomorphometrie

Histologie
Die Praparate wurden mit den Farbungen Safranin-Orange/von Kossa, Safranin-

Orange/Lichtgrin-Farbung und Masson-Goldner-Trichrom gefarbt. So lieBen sich einzelne
Gewebetypen in verschiedenen Farbungen besser voneinander abgrenzen. Safranin-
Orange/von Kossa farbt Knochen und Mineralisationsfronten schwarz, Knorpel und Osteoid
rot, die Safranin-Orange/Lichtgrin- Farbung hingegen Bindegewebe und Knochen grin
sowie Knorpel, Osteoid und Zellkerne rot und Masson-Goldner schlieBlich Bindegewebe und
mineralisiertes Knochgewebe griin, Zytoplasma und Osteoid rot und Zellkerne braun-
schwarz. Safranin-Orange wird haufig in der Knorpelhistologie angewendet (Naumann et al.,
2002; Niederauer et al., 2000; O'Driscoll und Salter, 1986; Shapiro et al., 1993). Mit Hilfe
dieser Farbung lieB sich der Proteoglykangehalt anhand der Intensitat der Anfarbung in den
verschiedenen Praparaten vergleichen. Die Farbungen wurden ausschlieBlich von der
Autorin durchgefuhrt, jedoch waren in manchen Préparaten teilweise entfarbte Stellen, vor
allem an den Schnittkanten des Praparates, zu erkennen. Dabei handelte es sich vermutlich
um Artefakte, die wahrend der Bearbeitung entstanden sind.

Fir die deskriptive Histologie wurden die geflliten Defekte aller vier Gruppen mit den
Leerdefekten sowie untereinander verglichen. Da es sich um einen hauptsachlich auf
optischen Merkmalen beruhenden Vergleich handelte, ist hier eine mégliche Subjektivitat der
Bewertung nicht ausgeschlossen.

Histomorphometrie

In der Histomorphometrie wurden die Gewebeanteile am Computer markiert und erfasst und
mit Hilfe eines eigens fur dieses Projekt entwickelten Makros errechnetet.

Sowohl die Eichung der GrdBenverhélinisse am Rechner sowie das Platzieren der ROI
mussten durch den Untersucher vorgenommen werden. Mdglicherweise wurde die ROI hier
nicht in jedem Praparat exakt an der gleichen Stelle platziert. Dies kénnte zu Abweichungen
der gemessenen Gewebeanteile gefuhrt haben. Zudem war die ROI rechteckig angelegt, die
Gelenkflache der Praparate jedoch konvex. Je nach Kurvatur musste mehr oder weniger
Anteil der Uberstehenden ROI von der Analyse ausgeschlossen werden. Die ROI wurde so
bei jedem Préparat unterschiedlich verkleinert. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten, wurden die Messergebnisse in relativen Bezug zur GesamtgréBe der ROI
gesetzt. In der Histomorphometrie wurden nur je ein Safranin-Orange/von Kossa und
Safranin-Orange/Lichtgrin  gefarbtes Praparat analysiert. Die Berechnung des
mineralisierten Knochens (schwarz) und des Gesamtbindegewebes fand in der Safranin-
Orange/von Kossa-Farbung durch Farberkennung des Programms statt. Der genaue Anteil
hyalinen Knorpels wurde erst in der Safranin-Orange/Lichtgrin Farbung vom restlichen
Bindegewebe abgegrenzt. Teilweise entfarbte Stellen im hyalinen Knorpel, die von der
Farberkennung nicht markiet wurden, mussten per Computermaus unter
lichtmikroskopischer Kontrolle nachmarkiert werden. In manchen Praparaten wurde der
Gelenkknorpel durch die Bearbeitung und Farbung von der unterliegenden Flache abgeldst.
In diesen Fallen wurde die ROI zunachst normal platziert und anschlieBend die Stellen
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markiert, an denen sich das Knorpelgewebe normalerweise befindet. Abgeléste oder
verrutschte Fragmente wurden so an der urspringlichen Stelle gemessen und an der
tatsachlichen Lokalisation von der Analyse ausgeschlossen. Trotz sorgfaltigen Markierens
sind leichte Ungenauigkeiten hier nicht auszuschlieBen. Die Summe der gemessenen
einzelnen Gewebe war in vielen Fallen etwas gr6Ber als die vom Programm gemessene
Gesamtdefektflache. Dies erklarten sich die Untersucher mit einer Uberlappung der in beiden
Farbungen jeweils aufgelegten ROI. Es ist moglich dass dadurch, vor allem an den
Ubergéngen und Grenzen einzelner Gewebeanteile, Flachen doppelt markiert und erfasst
wurden.

5.1.6 Scoren der Defekte

Die Ergebnisse basieren auf einem semiquantitativen Score, der urspriinglich von Wakitani
erarbeitet und von Pineda (Wakitani et al., 1994) und O Driscoll (O'Driscoll et al., 1988)
modifiziert wurde. Zusatzlich wurde der Score fur diese Arbeit noch weiter angepasst und
erweitert, da nicht alle fur diese Studie relevanten Kriterien in den vorhandenen Scores
berlcksichtigt wurden. Zusatzlich zur Scorevorlage von Wakitani wurde der prozentuale
Anteil des hyalinen Knorpels, die Rekonstruktion des subchondralen Knochens und die
Verbindung zwischen dem subchondralen Knochen und neu gebildete Knorpel im
Defektbereich erfasst.

Der gesamte Score B wurde hinzugefugt. Hier wurde die allgemeine Auffillung des
Defektbereiches, die laterale und basale Integration der Defektfullung, Entzindungs- und
Fremdkdrperreaktion mit Punkten bewertet. Es war wichtig, beide Scores zu verwenden, um
moglichst viele Kriterien der Knorpel-Knochenheilung zu erfassen. Alle Préparate wurden
von zwei Untersuchern unabhangig voneinander bewertet. Zu beachten ist, dass jeder
Untersucher bei der Beurteilung subjektive Entscheidungen treffen musste. Besonders die
Einschatzung von Auffillungsgrad und Gewebeanteilen stellen mégliche Fehlerquellen dar.
Bei Kriterien wie z.B. dem prozentualen Anteil hyalinen Knorpels erhielten viele Praparate
eine schlechte Bewertung, da nur Knorpel auf Gelenkflachenniveau beurteilt wurde.
Praparate, die moglicherweise im Defekt hyalinen Knorpel enthielten, wurden trotzdem mit O
Punkten bewertet, da dieser Knorpel keinen Teil der Gelenkflache bildete und daher nicht zur
Gelenkfunktion beitrug. Im Punkt Knorpeldicke erhielt die Gruppe SC weniger Punkte, da
sich im Defektbereich auf Gelenkflachenniveau noch kein neuer Knorpel gebildet hatte. Die
Tiere der Gruppe OCT hingegen erhielten meistens durch das Knorpeltransplantat die volle
Punktzahl. Bei der Beurteilung der Verbindung zum umliegenden Knorpel erzielten die Tiere
der Gruppen SC vergleichsweise gute Ergebnisse. Hier muss jedoch bertcksichtigt werden,
dass zwar die Verbindung des Fulllgewebes zum Gelenkknorpel im Randbereich
vergleichsweise besser war, sich dieses Gewebe allerdings seltener auf
Gelenkflachenniveau befand als bei den transplantierten Zylindern. Auch bei der Beurteilung
der Rekonstruktion des subchondralen Knochens ist zu beachten, dass in der Gruppe OCT
ein kompletter Knorpel-Knochenzylinder transplantiert wurde, wodurch unversehrter hyaliner
Gelenkknorpel mit subchondraler Knochenplatte und darunter liegendem intakten Knochen
direkt in den Defekt eingebracht wurden. Daraus resultierend erreichten diese Tiere auch
bessere Ergebnisse bei der Beurteilung der Verbindung zwischen subchondralem Knochen
und Knorpel im Defektbereich und der Aufflillung des Defektes. Die Safranin-Orange
Anfarbung wurde an den Safranin-Orange/ von Kossa gefarbten Préaparaten beurteilt. Auch
hier wurde der Knorpel auf Gelenkflachenniveau beurteilt. Da in den Gruppen SC dort wenig
neuer hyaliner Knorpel entstanden war, erhielten diese Gruppen vergleichsweise schlechte
Werte. Bemerkenswert war, dass in der Gruppe OCT die Anfarbbarkeit nach sechs Monaten
schlechter war als nach drei Monaten. Eine geringere Anfarbbarkeit durch Safranin-Orange
weist auf einen gesunkenen Proteoglykangehalt im Knorpel hin. Das bedeutet, dass bereits
nach sechs Monaten Degenerationserscheinungen im transplantierten Knorpel auftraten. Der
Verlust von Proteoglykanen flihrt auch zum Verlust der knorpelspezifischen Eigenschaften.
Die Beurteilung der Defektaufflllung bezog sich allein auf die Menge neu gebildeten
Gewebes. So erhielten manche Tiere der Gruppe SC eine recht hohe Bewertung, obwohl der
Defekt nur bindegewebig geflllt war. Die reinen Scoreergebnisse sollten mit
Berucksichtigung der Ergebnisse der Histomorphometrie und der Histologie beurteilt werden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Osteochondraler Transfer

Die Implantation eines kompletten Knorpel-Knochen-Zylinders mittels der ,press-fit* Technik
gewahrleistete eine sichere Fixierung im Defekt (Alford und Cole, 2005b; Burkart et al., 2001;
Martinek und Imhof, 2003; Wagner, 1972). Diese Operationstechnik wird sowohl
experimentell als auch Kklinisch vielfach eingesetzt und stellt heute eine etablierte
chirurgische Behandlungsoption osteochondraler Defekte dar (Bentley et al., 2003; Berlet et
al., 1999; Bugbee und Convery, 1999; Convery et al., 1994; Delcogliano et al., 2002;
Ghazavi et al.,, 1997; Goldberg und Stevenson, 1987; Horas et al.,, 2003; Horas und
Schnettler, 2002; Outerbridge et al., 1995). Diese Studie bestatigt vorangegangene
Ergebnisse anderer Studien, dass der transplantierte Zylinder auf der Knochenseite gut im
umliegenden Gewebe integriert wird (Gotterbarm et al., 2003; Hangody, 1997; Laprell und
Petersen, 2001; Siebert et al., 2001; Siebert et al., 2003b). Die Implantatintegration spielt
eine wesentliche Rolle fur eine gute Defektheilung. So war bereits nach drei Monaten in den
meisten Praparaten der ehemalige Bohrkanal nicht mehr zu erkennen. Der eingesetzte
Zylinder fullte den Defekt komplett aus und sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten
konnte im Defektbereich ein signifikant héherer Knochenanteil als in der anderen Gruppe
gemessen werden. Dieser Umstand ist dadurch erklarbar, dass hier ein kompletter Knorpel-
Knochen-Zylinder transplantiert wurde. Die Entnahme im lasttragenden Bereich der
kontralateralen Kondyle ermdéglichte es, einen Spenderzylinder mit einer anndhernd gleichen
Krimmung und Beschaffenheit zu entnehmen und den Defekt optimal zu fallen. In der
Humanmedizin ist dies nicht immer mdglich. Hier wird meist Spendergewebe im nicht
lasttragenden Bereich aus dem erkrankten oder anderen, gesunden Gelenken entnommen
(Bobic, 1996; Imhof et al., 1999a; Bodo et al., 2000; Brucker et al., 2002; Hangody et al.,
2001a; Hangody et al., 2001b; Hangody, 2003; Hangody et al., 2004; Marlovits und Véscei,
2000b; Martinek und Imhof, 2003; Schéttle et al., 2001; Yamashita et al., 1985).
Unterschiedliche anatomische Vorraussetzungen, wie z.B. die Krummung der
Gelenkoberflache zwischen Spender und Empfangergewebe, machen eine exakte
Anpassung des Zylinders schwierig. Auch ist eine erhdhte Morbiditat der Entnahmestelle zu
beachten (Newman, 1998). Der Knochen im ehemaligen Defektbereich zeigte nach drei und
sechs Monaten eine im Vergleich zum umliegenden Gewebe eher ungeordnete und
verdickte Trabekelstruktur. Der subchondrale Knochen des Transplantats war ebenfalls
verdickt. Dieses Phanomen wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Day et
al., 2004; Dew und Martin, 1992; Li et al., 1999; Radin und Rose, 1986; von Rechenberg et
al., 2003; Siebert et al., 2001; Siebert et al., 2003b). Laut Schenk (Schenk, 1991) bildet der
transplantierte Zylinder mit seiner erhaltenen, urspringlichen Trabekelstruktur eine Art
Leitschiene fur einwandernde, pluripotente Stammzellen aus dem Knochenmarkraum, die
sich je nach Umgebung und Art des verletzten Gewebes in Fibroblasten, Osteoblasten oder
Chondrozyten differenzieren (Ashton et al., 1980; Caplan, 1990; Sato und Urist, 1984;
Shapiro et al., 1993). Einsprossende GefaBe, mesenchymale Stammzellen und tUberlebende,
transferierte Osteoblasten siedeln sich in den Knochenlakunen an (Burchardt, 1983) und
ermoglichen eine Knochenneubildung ohne vorangegangene Resorption (Kubler, 1997).
Jede Traumatisierung von Knochengewebe I0st eine lokale Aktivierung der Knochenbildung
aus, die bereits nach Stunden beginnt und wahrend der ersten zwei Monate nach
Traumatisierung ihre hdchste Aktivitdt aufweist (Schenk, 1991). Es entsteht ein
ungeordnetes Gerust aus Geflechtknochen zwischen den Trabekeln des Transplantats und
das neue Knochengerust wird zu einer dem umgebenden Knochen angepassten Architektur
umgebaut (Schweiberer, 1971; Schweiberer et al., 1986), wahrend das umliegenden
Gewebe durch Umbauvorgénge mit dem Transplantat verbunden wird (Schweiberer et al.,
1986). Durch die ,press-fit* Technik lag das Implantat fest im Empfangergewebe. Durch die
mechanische Stabilitdt kdnnen sich mesenchymale Stammzellen direkt zu Knochenzellen
differenzieren (Caplan, 1990). Wenn Bewegung zwischen den Geweben herrscht, findet
sekundare Knochenheilung (enchondrale Ossifikation) statt. In der Tiefe der geflllten
Praparate konnte kein Knorpelgewebe nachgewiesen werden, das als Anzeichen einer
enchondralen Ossifikation héatte gewertet werden koénnen. Die Umbauvorgédnge im
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transplantierten Knochen waren auch nach sechs Monaten noch nicht abgeschlossen,
jedoch waren die Grenzen zwischen Transplantat und umliegendem Knochengewebe
schwerer auszumachen (Siebert et al., 2001; Siebert et al., 2003b). Das Transplantat flgte
sich im umliegenden Gewebe zu beiden Standzeiten gut ein.

Eine regelmaBige Oberflache ist essentiell flr einen guten Gelenkknorpelersatz (Marlovits
und Véscei, 2000a), und der autologe Zylinder bildete in den meisten Préparaten einen
nahezu nahtlosen Ubergang mit dem umliegenden Knorpel. Allerdings wiesen viele
Praparate leichte UnregelmaBigkeiten der Gelenkoberflache auf, Spaltbildungen zwischen
neuem und altem Knorpelgewebe waren die Regel. Ein Zylinder war unter das
Gelenkflachenniveau eingesunken. Diese Stufenbildung kann zur vorzeitigen Degeneration
des transplantierten Gewebes sowie zur lIrritation und Schadigung des umliegenden
Knorpels beitragen (Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek und Imhof, 2003). In anderen
Studien wurde ebenfalls fehlende Randintegration des transplantierten Knorpels bzw. ein
Absinken der Zylinder unter Gelenkflachenniveau beobachtet (Lane et al., 2004; Siebert et
al., 2001; von Rechenberg et al., 2003). Die fehlende Randintegration hat zur Folge, dass
das kompliziert aufgebaute Maschenwerk der Knorpelmatrix nicht durchgehend
wiederhergestellt wurde bzw. nicht zusammengewachsen ist. Der Spalt wird vermutlich
immer eine Schwachstelle bleiben, da an dieser Stelle die knorpeltypische Struktur, die
essentiell fir optimale Druckverteilung ist, zerstoért ist.

Nach sechs Monaten war die Safranin-Orange Anfarbung des Knorpels, vor allem in den
Randbereichen des transplantierten Zylinders, deutlich schwéacher als nach drei Monaten.
Dieses Phanomen zeigte sich auch im benachbarten, gesunden Gelenkknorpel. Schwéachere
Anfarbbarkeit mit Safranin-Orange gilt als Hinweis auf einen gesunkenen Proteoglykangehalt
(O'Driscoll und Salter, 1986), und sowohl der transplantierte Knorpel, als auch der gesunde
Knorpel des Defektrandes zeigten in allen Praparaten Clusterbildung und Verlust der
gewebetypischen Struktur. Der Verlust von Proteoglykanen bedeutet eine Abnahme der
Kompressionskraft (Buckwalter et al., 1988; DiSilvestro und Suh, 2002; Martinek, 2003), und
der Knorpel kann seine Aufgaben im Gelenk nur noch unzureichend erfillen. Da der
Beobachtungszeitraum dieser Studie nur sechs Monate betrug, waren Studien Uber einen
langeren Zeitraum sinnvoll (Alparslan et al., 2001; Uhl et al., 2005). AuBerdem ist zu
beachten, dass Gelenkknorpel im menschlichen Kniegelenk eine Dicke von ca. 2-4 mm
besitzt (Binnet et al., 2001) und damit mehr als doppelt so dick wie der Knorpel im
Schafsknie. Die gréBere Diffusionsstrecke kdnnte die Heilung verzégern. Bei den Tieren, die
mit dem osteochondralen Zylinder versorgt wurden, war ein signifikant héherer Anteil an
hyalinem Knorpel messbar. Dies ist dadurch erklarbar, dass hier gesunder, vitaler Knorpel
verpflanzt wurde. In dieser Gruppe war so nicht nur deutlich mehr Knorpelgewebe
vorhanden, die Gruppe erhielt auch bei der Scorebewertung bei den Kriterien
Oberflachenbeschaffenheit und Auffullungsgrad deutlich mehr Punkte als die Tiere der
Vergleichsgruppe. Es war nach drei Monaten nur in einigen Praparaten Entzindungszellen
zu finden, nach sechs Monaten gar nicht. Eventuelle postoperative Entziindungsvorgange
kénnten aber zum Zeitpunkt von drei Monaten bereits wieder abgeklungen sein. Nach drei
Monaten Standzeit wiesen die Tiere im umliegenden Gewebe einen signifikant héheren
Anteil an Bindegewebe auf als die Tiere mit sechs Monaten Standzeit. Die Umbauvorgange
schienen also nach sechs Monaten weitgehend abgeschlossen zu sein. In allen Praparaten
schien der angrenzende, gesunde Knorpel in den Defektbereich zu flieBen. Dieses
,cartilage-flow* Phanomen wurde auch in anderen Studien beobachtet und kénnte Ergebnis
einer vermehrten Belastung und vorzeitigen Degeneration des Knorpels im Bereich der
Defektrander sein (Marlovits und Véscei, 2000a; Martinek und Imhof, 2003; Siebert et al.,
2001). Ein Knorpelersatz sollte Dauerhaftigkeit gewahrleisten. Leider zeigte der
transplantierte Knorpel bereits nach sechs Monaten Degenerationserscheinungen in Form
von Proteoglykanverlust (Messner, 1999). In dieser Studie zeigte sich eine relativ groBe
Variation der Heilungsergebnisse, so scheint die Heilung von osteochondralen Defekten
neben der Therapie auch von individuellen Faktoren abzuhangen (Marlovits und Véscei,
2000a; Siebert et al., 2003b).
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5.2.2 Autologe Spongiosacluster

Die Tiere, die mit den autologen Spongiosaclustern behandelt wurden, zeigten sowohl nach
drei als auch nach sechs Monaten einen schlechteren Heilungserfolg als die Tiere der
Vergleichsgruppe, die mittels OCT therapiert wurden. Nach beiden Standzeiten war der
ursprungliche Defektbereich noch zu erkennen. Drei Praparate (drei Monate Standzeit)
zeigten eine Defektauffullung auf das urspringliche Gelenkniveau, der Auffillungsgrad blieb
jedoch auch nach sechs Monaten signifikant schlechter als in der Vergleichsgruppe.
Entsprechend schlechte Punktzahlen wurden in dieser Gruppe bei den Scores fur Kriterien
wie Auffillung des Defektes oder Oberflachenbeschaffenheit vergeben. Zwar war der Anteil
an hyalinem Knorpel in den gefllliten Defekten nach sechs Monaten nicht mehr signifikant
unterschiedlich zu der Gruppe OCT, jedoch befand sich dieser neu gebildete Knorpel meist
in der Tiefe des Defektes und hatte keinen Anteil an der Gelenkflache. Van Dyk (van Dyk et
al., 1998) fuhrte ahnliche Studien an Hunden durch. Hier wurden ebenfalls mit Spongiosa
aufgeflillte Defekte mit Leerdefekten verglichen. In dieser Studie wurden die Defekte mit
einem Durchmesser von 10 mm allerdings nicht im lasttragenden Bereich gesetzt und
wurden nicht mit einer Kollagenmembran abgedeckt. Van Dyk berichtet, dass sich nach acht
Wochen eine faserknorpelige Gelenkoberflache gebildet hatte. In dieser Studie wurde dies
jedoch nicht beobachtet, was vermutlich auf die unterschiedlichen Lokalisation der Defekte
oder die differenten Spezies zurtckzufuhren ist. Die von van Dyk beschriebene komplette
Erneuerung des Knochens im Defekt nach zwdlf Wochen konnte in dieser Studie ebenfalls
nicht beobachtet werden. Im Defektbereich war signifikant weniger mineralisierter Kochen
messbar als in der Gruppe OCT, was dadurch erklart werden kann, dass in der anderen
Gruppe ein vollstadndiger Knochenzylinder mit seiner urspringlichen Struktur transplantiert
und erhalten wurde. Die Spongiosacluster hingegen wurden intra operationem verdichtet. Es
kam also zum vollstandigen Verlust der urspringlichen Knochenstruktur. Nach drei Monaten
zeigten alle Praparate knocherne laterale Zubildungen und ein mehr oder weniger
ausgepragtes aufeinander Zuwachsen der Defektrander, in zwei Fallen kam es in der Nahe
der Gelenkflache zu einer knbéchernen Brickenbildung. Bei den meisten Defekten war
hauptsachlich bindegewebiges Material im Defektbereich und zum Teil, wie auch von van
Dyk und Leniz beobachtet, Faserknorpel zu sehen (Leniz et al., 2004; van Dyk et al., 1998).
Das bindegewebige Material befand sich immer auf einer knéchernen Unterlage, bei einigen
Praparaten war der Bereich unterhalb der knéchernen Fullung resorbiert und mit
Bindegewebe aufgefillt. Nach sechs Monaten waren die Defekte etwas weiter knéchern
aufgefullt als nach drei Monaten, wenn der Unterschied auch nicht signifikant war. Die
Fallung war nach sechs Monaten starker umgebaut als nach drei Monaten, in vielen
Bereichen zeigte sich massive Ossifikationsaktivitat und die Grenzen zwischen umliegendem
Gewebe und Fullung war schwieriger auszumachen. Es waren viele Osteoklasten im
Defektbereich zu sehen, vor allem in der Peripherie (Leniz et al., 2004). Osteoklasten
werden durch ausgesendete Signale von aktiven Osteoblasten in die beschadigten Regionen
gerufen (Bonewald, 2002). Osteoblasten produzieren auch den Macrophage Colony-
Stimulating Factor (M-CSF), der bewirkt, dass Osteoklastogenese aus mesenchymalen
Stammzellen induziert wird (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006). Die
Knochentrabekel in der Tiefe des Defektes wirkten unorganisiert und verdickt im Vergleich
zum umliegenden Gewebe. Auch bei den Spongiosaclustern schien in allen Praparaten der
angrenzende, gesunde Knorpel in den Defektbereich zu flieBen. Im Bereich der Defektrander
fiel bei allen Praparaten eine Verdickung des subchondralen Knochens auf (Day et al., 2004;
Li et al., 1999; Miclau et al., 1996). Der Anteil an hyalinem Knorpel war nach sechs Monaten
signifikant hdéher als nach drei Monaten. Dieses Knorpelgewebe befand sich je nach
Auffullungsgrad eher in der Tiefe, mittig oder im proximalen Bereich des Defektes, jedoch
selten direkt an der Gelenkflache. Alle Préaparate zeigten eine unregelmaBige Oberflache,
was zu lrritationen im Gelenk und zur friihzeitigen Degeneration des gesunden Knorpels
fahren kénnte (Martinek und Imhof, 2003).

Gerade in den Punkten Oberflachenbeschaffenheit und Wiederherstellung der Gelenkflache
erreichte die Technik der Spongiosacluster zu beiden Standzeiten deutlich schlechtere
Ergebnisse als die Vergleichsgruppe, was sich vor allem in den Scoreergebnissen
widerspiegelt. Die verwendete Kollagenmembran und das Fadenmaterial stellen in das
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Gelenk eingebrachte Fremdkdrper dar und kdénnten ebenfalls zu Irritationen im Gelenk und
zu moglichen Komplikationen fuhren. In vielen Praparaten waren Entzindungszellen zu
sehen, vor allem nach einer Standzeit von drei Monaten. Ferner konnte die in den Defekt
eingebrachte Spongiosa in das Gelenk ausgeschwemmt werden und das Gelenk reizen. In
dieser Studie waren neben vereinzelten Entzindungszellen jedoch keine
Fremdkorperreaktionen  festzustellen. Es ist jedoch  moglich, dass etwaige
Entzindungsvorgénge nach drei Monaten bereits wieder abgeklungen waren. Neben der
vergleichsweise schlechteren Auffullung der Defekte war bei den Tieren der Gruppen SC
auch signifikant mehr Bindegewebe in den Defekten nachzuweisen. Aufgrund der kleinen
GruppengréBen und der erheblichen Variation der Gewebeanteile innerhalb einer Gruppe,
vor allem in den Gruppen SC, sollten diese Ergebnisse kritisch beurteilt werden. Ein Vorteil
der Auffullung mit spongiésem Knochen ist sicherlich die beinahe unbegrenzte Verfligbarkeit
(Leniz et al., 2004; Mommsen et al., 1984; Navarro et al., 2002; Siebert et al., 2003a).
Zudem enthalt der eingebrachte Knochen Progenitorzellen (van Dyk et al., 1998) und hat
eine hohe osteogenetische Potenz (Mommsen et al.,, 1984). Bei der Verwendung von
autologer Spongiosa besteht nicht die Gefahr einer Stufenbildung, die Uber das
Gelenkniveau hinausragt, wie dies z.B. bei fehlerhaft platzierten Knorpel-Knochenzylindern
moglich ist. Andererseits birgt Spongiosa die Gefahr der Ablésung einzelner Fragmente, die
dann wiederum zur Irritation im Gelenk und zu weiterer Knorpeldegeneration fuhren kénnen
(Marlovits und Véscei, 2000b). Auch der Verlust der urspriinglichen Trabekelstruktur ist ein
Nachteil gegenluber der Technik des osteochondralen Transfers. Wie erwartet, zeigt die
Technik der Spongiosacluster schlechtere Ergebnisse in Hinsicht auf einen guten
Gelenkknorpelersatz als die Technik des osteochondralen Transfers. Die erforderliche
mechanische Stabilitdt fir einen guten Gelenkknorpelersatz konnte durch die
Spongiosacluster anscheinend nicht erreicht werden. Die Ergebnisse bleiben aber vor dem
Hintergrund der kleinen Gruppen sowie der starken individuellen Unterschiede im
Heilungsverlauf kritisch zu hinterfragen.

Die Hypothese, dass die Operationstechnik des osteochondralen Transfers hinsichtlich der
Belastungsfahigkeit der GliedmaBe zu besseren Ergebnissen flhrt als die der
Spongiosacluster, konnte nicht bestatigt werden. Allerdings zeigten die Tiere, die mit einem
autologen Knorpel-Knochenzylinder behandelt wurden, wie erwartet bessere Ergebnisse
hinsichtlich der Transplantatintegration und der Wiederherstellung der Gelenkoberflache als
die Vergleichsgruppen. Die Hypothese, dass die Heilungsergebnisse nach einer Standzeit
von sechs Monaten besser sind als nach drei Monaten, konnte bestéatigt werden. Die Heilung
des Kontrolldefektes verlief erwartungsgemas in allen Gruppen weitgehend ahnlich.

5.2.3 Leerdefekte

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigten die Annahme, dass sich die Heilung des
Kontrolldefektes zwischen den Gruppen nicht unterscheidet. AuBerdem konnte bestéatigt
werden, dass osteochondrale Defekte Uber einer kritischen DefektgroBe nur begrenztes
Heilungspotential aufweisen und eine restitutio ad integrum durch Spontanheilung nicht
erreicht wird (Convery et al., 1972; Convery et al., 1994; DePalma et al., 1966; Jackson et
al., 2001b; Shahgaldi et al., 1991). Van Dyk (van Dyk et al., 1998) beschreibt in seiner Studie
an Hunden, dass nach zwolf Wochen kein Unterschied zwischen einem mit Spongiosa
geflllten Defekt und einem unversorgten Kontrolldefekt zu erkennen war. Nach sechs
Monaten waren gefullte Defekte und Leerdefekte komplett kndchern aufgefullt. Shapiro
(Shapiro et al., 1993) machte bei einer Studie mit Kaninchen ahnliche Beobachtungen. In
dieser Studie konnte diese Beobachtung allerdings nicht bestatigt werden. Zwar waren
manche Leerdefekte gut aufgeflllt, jedoch waren die individuellen Unterschiede zwischen
den einzelnen Tieren so groB, dass keine pauschale Aussage uber die Spontanheilung der
Leerdefekte getroffen werden kann. Insgesamt war zu keiner Zeit ein Unterschied im
Zusammenhang mit der verwendeten Therapiemethode bezuglich der Spontanheilung
festzustellen. In allen Préaparaten war der ursprungliche Defektbereich noch deutlich zu
erkennen. Alle Leerdefekte zeigten laterale, vorzugsweise proximal im Defektbereich
gelegene sowie basale kndcherne Zubildungen im Defektbereich auf, die nach sechs
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Monaten zwar nur in der Gruppe SC signifikant aber auch in der Gruppe OCT starker
ausgepragt waren. Diese von basal beginnende Heilung eines unversorgten tiefen
osteochondralen Defekies wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
(Calandruccio und Gilmer, 1962; DePalma et al., 1966; Mankin, 1982; Messner, 1999;
Nakajima et al., 1998; Wakitani et al., 1994). Stammzellen aus dem Knochenmark wandern
in den Defekt ein und differenzieren sich in der Tiefe zu Osteoblasten (Nakajima et al., 1998;
Shapiro et al.,, 1993), im proximalen Bereich des Defektes differenzieren sie sich zu
Chondroblasten (Messner, 1999). In allen Praparaten war ein deutliches aufeinander
Zuwachsen der Defekirander zu beobachten, doch in keinem Praparat ragte der neu
gebildete Knochen Uber das Niveau des umgebenden Knochens hinaus. Diese
Beobachtungen decken sich mit anderen Studienergebnissen (Jackson et al., 2001a;
Mankin, 1982). Die Trabekel im neu gebildeten Knochen schienen ungeordnet, die
Zwischenraume erschienen verhaltnismaBig klein. Unmittelbar an den Defektrandern war der
subchondrale Knochen bei allen Praparaten verdickt. Der Anteil an Bindegewebe war in der
Gruppe OCT nach drei Monaten signifikant héher als nach sechs Monaten. Bei allen
Praparaten schien es, als wirde der angrenzende gesunde Knorpel in den Defektbereich
flieBen (Ghadially et al., 1977), und der gesunde Knorpel zeigte vor allem im Randbereich
den Verlust seiner typischen Struktur und eine verstarkte Bildung von Chondrozytenclustern
(Fuller und Ghadially, 1972; Shapiro et al., 1993). Fur dieses ,cartilage-flow* Phanomen sind
vermutlich eine Kombination aus proliferierenden Zellen an der Gelenkoberflache und im
Kniegelenk auftretender Druck- und Scherkréfte bei Belastung verantwortlich (Calandruccio
und Gilmer, 1962; Fuller und Ghadially, 1972; Ghadially und Ghadially, 1975). In keinem
einzigen Leerdefekt kam es zur Wiederherstellung einer physiologischen Gelenkoberflache,
wenn auch vereinzelt eine bindegewebige Auffullung auf Gelenkniveau festgestellt wurde.
Die Oberflache war jedoch in allen Préparaten unregelmaBig. Eine Heilung solch
ausgedehnter Defekte scheint nur durch Implantation von geeigneten Materialien erreichbar
zu sein (Kubler, 2002).

5.2.4 Vergleich der Operationstechniken und der Leerdefekte in dieser Studie

In dieser Studie wurden zwei ausgewahlte Therapieverfahren zur Behandlung
osteochondraler Defekte mit der Heilung eines unbehandelten Defektes verglichen. Um
einen guten Gelenkknorpelersatz zu bilden, muss das Regenerat verschiedenen Ansprichen
gerecht werden. Die Integration im umliegende Gewebe ist wesentlich fir eine
Wiederherstellung einer schmerzfreien Gelenkfunktion (Marlovits und Véscei, 2000a).
Fehlende Integration stellt eine Schwachstelle im Gelenk dar, Scherkrafte kdnnen schlechter
abgefangen werden und neues sowie natives Gewebe vorzeitig degenerieren. Nach zwolf
Wochen war in allen Préparaten, geflllten und unbehandelten Defekten, noch der
urspringliche Bohrkanal zu erkennen. Keines der Préparate zeigte eine so innige
Verbindung zum umliegenden Gewebe, dass man die Grenzen nicht mehr hatte erkennen
kénnen. Auch die transplantieren Knorpel-Knochen-Zylinder der Gruppe OCT waren noch
deutlich vom umliegenden Gewebe abgrenzbar. Nach sechs Monaten zeigten nur drei der
sechs transplantierten Zylinder eine so gute, vorwiegend laterale Integration im umliegenden
Gewebe, dass der ursprungliche Defekt nicht mehr zu erkennen war. Die Spongiosacluster
und die unbehandelten Defekte waren auch nach sechs Monaten deutlich makroskopisch
vom nativen Gewebe abgrenzbar. Im Gegensatz dazu lagen die osteochondralen Zylinder
fest verankert im Implantatbett und bildeten einen engen Kontakt zum umliegenden Gewebe.
Dadurch erzielte die Gruppe OCT im Scorekriterium ,strukturelle Integritat® bessere
Ergebnisse als die Vergleichsgruppe. Auch die basale kndcherne Integration war in der
Gruppe OCT besser als in der Gruppe SC. Nach sechs Monaten erreichten vier von sechs
Tieren der Gruppe OCT die erreichbare HOchstpunktzahl fir basale Integration. Die guten
Ergebnisse der Gruppen OCT verschleiern jedoch die Tatsache, dass der transplantierte
Knorpel neben beginnenden Degenerationserscheinungen auch nach sechs Monaten keine
Verbindung zum umliegenden Gewebe zeigte. Auch eine minimale Spaltbildung zwischen
transplantietem Geweben und umliegendem Knorpel wird immer zu Irritationen im Gelenk
und zwangslaufig zu Veranderungen an den Knorpelrdndern, sowohl im Zylinder als auch im
angrenzenden gesunden Gewebe flhren. Laut Lewandowska (Lewandowska et al., 1987)

67



Diskussion

erschweren negativ geladene Proteoglykane des Gelenkknorpels eine Anheftung von Zellen.
Dies kénnte die fehlende Integration des transplantierten Knorpels erklaren. Der Bereich
dieser Kontakistelle zum nativen Knorpel fullt sich mit Bindegewebe, das die Wundrander
locker miteinander verbindet und in enger Verbindung mit dem unterliegenden Gewebe steht
(Calandruccio und Gilmer, 1962; Convery et al., 1972; DePalma et al., 1966). Bei dem
Praparat der Gruppe OCT, bei dem der Zylinder unter Gelenkflachenniveau gerutscht war,
wurde der Zylinder komplett mit Bindegewebe bedeckt. In der Gruppe SC war nach drei
Monaten in drei von sechs Praparaten eine deutliche basale und laterale kndcherne
Verbindung zwischen Defektfillung und umliegendem gesunden Gewebe erkennbar. Es ist
allerdings unklar, ob die Spongiosacluster im Gewebe integriert wurden oder aber abgebaut
und durch neues Knochengewebe vollstandig ersetzt wurden. Nach sechs Monaten war in
den meisten Praparaten eine fortschreitende kndcherne basale Auffullung des Defektes zu
beobachten. Viele Defekte waren noch nicht bis auf Gelenkflachenniveau aufgefillt und
konnten so nur die Integration entsprechend ihres Aufflllungsgrades zeigen. Die Heilung der
Kontrolldefekte wies erwartungsgemaB keinen Unterschied zwischen den beiden
Therapiemethoden auf. Einige Leerdefekte waren hauptsdchlich bindegewebig auf das
Niveau der Gelenkoberflache aufgeflllt und zeigten sowohl basale, vorzugsweise jedoch
laterale knbcherne Zubildungen im Defekt. Die lateralen Zubildungen befanden sich
vorwiegend proximal im Defekt, nahe der Gelenkflache. Bei einigen Praparaten kam es hier
zu einer knochernen Briuckenbildung, teilweise bedeckt von bindegewebigem Material. In
vielen Fallen, vor allem nach sechs Monaten, waren die Defekte bis auf Gelenkflachenniveau
aufgeflllt. Die Oberflaiche war jedoch in allen Fallen unregelmaBig. Auch bei der
Operationstechnik des osteochondralen Transfers waren trotz des beinahe nahtlosen
Ubergangs zwischen Transplantat und umliegendem Gewebe UnregelmaBigkeiten der
Oberflache zu erkennen. Bei der Gruppe SC war nach drei Monaten kein einziger Defekt auf
Gelenkflachenniveau aufgefullt, nach sechs Monaten nur zwei. Die Auffillung war
hauptséachlich bindegewebig und in keinem einzigen Praparat wurde eine glatte, regelmaBige
Oberflache gebildet. Zwar war nach sechs Monaten zwischen den beiden Therapieformen
kein signifikanter Unterschied bezlglich des Anteils an hyalinem Knorpel im Defektbereich
feststellbar, jedoch befand sich dieser in der Gruppe SC meist in der Tiefe des Defektes und
trug nicht zur Gelenkflachenbildung bei. Damit bestétigt sich die Hypothese, dass die
Operationstechnik der OCT zu einer besseren Transplatatintegration und einer besseren
Wiederherstellung der Gelenkflache flihrt als die Technik der Spongiosacluster. Zu
berlcksichtigen bleibt, dass auch die Technik der OCT nicht zu einer restitutio ad integrum
fuhrte. Trotz der guten Fixierung und Positionierung der Zylinder konnte eine vollstandig
glatte und regelméaBige Gelenkflache nicht wiederhergestellt werden. UnregelméaBigkeiten
und Rauhigkeiten auf der Gelenkflache kénnen Praarthrosen darstellen (Martinek und Imhof,
2003). Die ungefllliten Defekte zeigten noch schlechtere Heilungsergebnisse. Nach drei
Monaten waren die Defekte hauptsachlich bindegewebig aufgeflllt. Nur ein Praparat zeigte
eine Auffullung bis auf das Niveau der Gelenkoberflache. Nach einer Standzeit von sechs
Monaten war der Auffullungsgrad deutlich besser, wenn auch in keinem Praparat, weder
nach drei noch nach sechs Monaten, eine glatte und regelmaBige Oberflache gebildet
wurde. Durch laterale knOcherne Zubildungen kam es in vielen Praparaten zu einer
Bruckenbildung an der Gelenkflache. Unterhalb dieser Brucke bildeten sich allerdings
teilweise Hohlrdume, und so ist fraglich, ob die rekonstruierte Gelenkflache die notwendige
Steifigkeit aufweist, um den Anforderungen im Gelenk gerecht zu werden. Die wichtigsten
Funktionen des Gelenkknorpels sind Lastenverteilung und Verringerung der Gelenkfriktion
bei Bewegung. Dies setzt eine gewisse Steifigkeit des Regenerats voraus, welches im
Idealfall dieselbe Steifigkeit wie das umliegende Knorpelgewebe erreicht (Marlovits und
Véscei, 2000a). Bleibt es weicher als das umliegende Knorpelgewebe, fihrt dies zu einer
vermehrten Belastung des gesunden benachbarten Knorpels mit der Méoglichkeit der
vorzeitigen Degeneration. Fur die besonderen Eigenschaften hyalinen Knorpels sind zum
einen seine Struktur und zum anderen der unterliegende subchondrale Knochen
entscheidend (Marlovits und Véscei, 2000a). Bei der Technik der OCT war es mdglich,
nativen Knorpel und Knochen in der urspringlichen Struktur zu transplantieren. Bei der
Technik der SC hingegen wurde die urspringliche Trabekelstruktur des Knochens durch
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Zerkleinern und Verdichten zerstért. Zwar wurde der Defekt bis zur Knorpel-Knochen Grenze
aufgeflllt, das mechanische Gerlst sowie der hyaline Knorpel wurden jedoch nicht ersetzt.
In der Gruppe OCT war nach drei und sechs Monaten der transplantierte subchondrale
Knochen noch erhalten, was sich in dem signifikant h6heren Anteil an Knochengewebe zeigt.
Ferner enthielten die Flllungen der Gruppe OCT zu beiden Standzeiten signifikant weniger
Bindegewebe und einen besseren Aufflllungsgrad. Nach sechs Monaten war die
transplantierte subchondrale Knochenplatte in zwei Praparaten nicht mehr zu erkennen. In
allen Praparaten war eine Verdickung des subchondralen Knochens im Zylinder zu
erkennen, bei manchen auch im umliegenden Gewebe. Die Knochentrabekel im
angrenzenden gesunden Gewebe und teilweise auch innerhalb der Implantate erschienen
ebenfalls verdickt und ungeordnet im Vergleich zum nativen Gewebe. Nach drei Monaten
hatte sich in einem Praparat eine Hohle am Defekirand gebildet, wovon sowohl der
transplantierte Zylinder als auch das benachbarte Gewebe betroffen waren. Ein
bindegewebig gefllliter Hohlraum war auch in einem Praparat nach sechs Monaten zu
sehen. Der gesunde hyaline Knorpel schien bei fast allen Praparaten in den Defektbereich
zu flieBen. Mdglicherweise ist dies eine Folge von im Gelenk auftretenden Scherkréften,
denen der gesunde Knorpel in den Defektbereich ausweicht. Bemerkenswert ist die
Tatsache, dass der Knorpel in der Safranin-Orange Farbung an den Defektrandern und im
transplantierten Knorpel etwas schwacher gefarbte Inseln aufwies, was auf einen
gesunkenen Proteoglykangehalt hinweist (O'Driscoll und Salter, 1986). An diese Stellen
kénnte die Versorgung des Knorpels durch den operativen Eingriff so beeinflusst worden
sein, dass sich die Zusammensetzung im Gewebe nachhaltig anderte. Proteoglykanverlust
fuhrt zwangslaufig auch zu Veranderungen der knorpelspezifischen Eigenschaften. Bei der
Technik der Spongiosacluster war nach drei und sechs Monaten in allen Defekten
bindegewebiges Material auf einer kndchernen Grundlage zu sehen, wobei nach sechs
Monaten der Anteil an Knochen héher und der Anteil an Bindegewebe niedriger war als nach
drei Monaten. Die kndchernen Zubildungen ragten jedoch nie Uber das Gelenkniveau.
Vereinzelt waren auch noch Fadenfragmente am Rand des Defektes zu finden. Nach drei
Monaten war in drei von sechs Praparaten der Bereich unterhalb der knéchernen Fullung
resorbiert und mit Bindegewebe aufgeflillt, in einem Praparat war der knécherne Defektrand
an beiden Seiten unterh6hlt und die Defektrander eingebrochen. Méglicherweise ist dies bei
Belastung des Gelenkes geschehen und Folge mangelnder Stabilitdt des umgebauten
Gewebes (Marlovits und Véscei, 2000b). Auch nach sechs Monaten waren in drei von sechs
Praparaten recht groBe, bindegewebig geflllte Hohlrdume in der Tiefe des Defektes zu
erkennen. Wie auch in der Gruppe OCT schien der angrenzende Knorpel in den
Defektbereich zu flieBen. Das knécherne Gewebe in der Tiefe des Defektes wirkte verdickt
im Vergleich zu den Trabekeln des gesunden Gewebes und die Knochenlakunen waren
deutlich kleiner. Im angrenzenden gesunden Gewebe fiel zu beiden Standzeiten eine
Verdickung des subchondralen Knochens auf (Duda et al., 2005). Die Leerdefekte der
Gruppen unterschieden sich erwartungsgemaB nicht voneinander. Sie waren nach sechs
Monaten mehr aufgefillt als nach drei Monaten, eine Wiederherstellung der
Gelenkoberflache fand jedoch in keinem der Praparate statt. Wie in der Literatur
beschrieben, fand hier eine Defektheilung durch das Eréffnen des Knochenmarkraums statt.
Nach dem Einbluten in den Defekt bildet sich zunachst ein Fibrinpfropf und spater dann aus
rekrutierten Knochenmarkszellen Faserknorpel (Alford und Cole, 2005b; Burkart et al., 2001;
DePalma et al., 1966; Duda et al., 2005; Friedman et al., 1984; Furukawa et al., 1980;
Mankin, 1982; Minas und Nehrer, 1997; Steadman et al., 1997; Steadman et al., 2002), der
in vielen Praparaten messbar war. Dieser Faserknorpel wurde stellenweise auch zu
hyalinem Knorpel umgewandelt (Alford und Cole, 2005b; Burkart et al., 2001; DePalma et al.,
1966; Furukawa et al., 1980), bildete aber keinen Teil der Gelenkflache, sondern wird durch
enchondrale Ossifikation zu Knochengewebe umgewandelt. W&hrend sich bei OCT und SC
das Knorpelgewebe eher proximal im Defektbereich bildete, fand sich dieses Gewebe in den
Leerdefekten eher im unteren Bereich. Knorpel in tieferen Bereichen ist ein Zeichen fur
mechanische Unruhe im Defektbereich. Durch die fehlende Stabilitat differenzieren sich die
Stammzellen erst zu Chondrozyten und dann zu Knochenzellen (Caplan, 1990).
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Bei allen Leerdefekten war das ,cartilage-flow Phanomen® zu beobachten. Der defektnahe
Knorpel schien in den Defektbereich zu flieBen, zu erkennen waren deutliche degenerative
Veranderungen wie schwindende Chondrozytenzahl, Proteoglykanverlust, Verlust der
gewebetypischen Struktur und Bildung von Chondrozytenclustern. Diese Schaden kdnnten
beim Setzen des Defektes entstanden sein, moglicherweise sind aber auch hemmende
Faktoren durch die Synovia verantwortlich (Calandruccio und Gilmer, 1962). Ein
Knorpelersatz sollte neben Funktionalitdt auch Dauerhaftigkeit gewahrleisten. Da
zunehmend jungere Patienten unter Knorpelverschlei3 leiden, stellt der Knorpelersatz
besondere Anspriche an die Langlebigkeit des Regeneratgewebes. Leider zeigt Flullgewebe
in osteochondralen Defekten nur eine sehr begrenzte Uberlebensdauer (Marlovits und
Veéscei, 2000a; Messner, 1999). In dieser Studie lassen sich nur Aussagen Uber die
Heilungsergebnisse der verschiedenen Therapieverfahren nach drei bzw. sechs Monaten
treffen. Es ware sinnvoll, ahnliche Projekte Uber einen Zeitraum von flnf, zehn oder mehr
Jahren zu beobachten.

Auch ist die Erfolgsaussicht des Heilungserfolges nach solchen Operationen wenig
vorhersagbar. Allein in dieser Studie zeigte die Heilung vor allem der Leerdefekte, aber auch
der Spongiosacluster, erhebliche individuelle Unterschiede (Marlovits und Véscei, 2000a;
Siebert et al., 2003b). Bei den Leerdefekten kam es lediglich zu einer Vernarbung, und das
Regeneratgewebe hat eine nur mittelfristige Lebenserwartung (Bert und Maschka, 1989;
Buckwalter und Mankin, 1998b; Easley und Scranton, 2003; Ulrich-Vinther et al., 2003). Die
vernarbte Stelle auf dem Gelenkknorpel stellt auBerdem eine mdégliche Praarthrose dar
(Martinek und Imhof, 2003). Weder bei den Spongiosaclustern noch bei den unbehandelten
Defekten wurde ein dem nativen Gewebe ahnliches, hyalines Knorpelregenerat gebildet.
Dies bestatigt die Hypothese, dass die Technik der OCT die besten Heilungsergebnisse
zeigt. Der Zylinder gewahrleistete einen geeigneten Ersatz flr das fehlende Gewebe im
Defekt, wobei er die native Knochenstruktur und nativen, hyalinen Knorpel bereitstellte.
Ebenfalls bestéatigt wurde die Hypothese, dass die Heilungsergebnisse nach sechs Monaten
besser sind als nach drei Monaten, so fand sich in der Gruppe OCT und in den Leerdefekten
nach sechs Monaten signifikant weniger Bindegewebe im umliegenden Gewebe als nach
drei Monaten. Der Verlust der Proteoglykane im transplantierten Knorpel und im
Transplantatbett ist jedoch ein Faktor, der bei der Beurteilung bertcksichtigt werden muss.
Eine Heilung solch ausgedehnter Defekte ist nur durch Implantation von geeigneten
Materialien erreichbar (Kubler, 2002; Naumann et al., 2002), da in diesem Fall das
Selbstheilungspotential des Gewebes nicht ausreicht. Unklar bleibt allerdings, welche
Therapie bezlglich der Schmerzhaftigkeit und Wiederherstellung der Gelenkfunktion die
gréBte Linderung verspricht. Bei der Messung der Bodenreaktionskrafte wurde kein
Unterschied zwischen beiden Therapieverfahren festgestellt. Nach anfanglicher Entlastung
wurde die operierte GliedmaBe ab der zwdlften Woche wieder mit der urspringlichen Kraft
belastet. Mit Hilfe des Scores sollten einzelne Kriterien, die einen guten Knorpelersatz
ausmachen, beurteilt werden. Im ersten Teil des Scores, bei der Beurteilung der
Gewebequalitat im Defektbereich, erzielten die Gruppe OCT zu jeder Standzeit signifikant
bessere Werte als die Gruppe SC. Auffallend war, dass nach drei Monaten (OCT) bessere
Werte erzielt wurden als nach sechs Monaten, wahrend die Gruppe SC nach sechs Monaten
signifikant bessere Ergebnisse zeigte als nach drei Monaten Standzeit. In der Gruppe OCT
verschlechterte sich vor allem die Qualitat des transplantierten Knorpels wahrend sich in der
Gruppe SC der Auffillungsgrad und die Integration verbesserte. An der erreichten Punktzahl
lasst sich nur schwer nachvollziehen, wie das entsprechende Tier in den Einzelkriterien
bewertet wurde. Viele Defekte, vor allem Leerdefekte, waren zum Zeitpunkt der
Untersuchung noch nicht ausreichend aufgefullt, um eine gute Bewertung beim
Auffullungsgrad und bei der Beurteilung der Gewebequalitdt an der Gelenkflache zu
erreichen. Viele schlecht aufgefullte Defekte waren bindegewebig mit den R&ndern
verbunden und erhielten recht hohe Werte, obwohl die Gelenkflache nicht wiederhergestellt
war. Der zweite Teil des Scores sollte die Integration des Transplantats bewerten. Auch hier
erzielten die Gruppen OCT bessere Werte als die Vergleichsgruppen, doch ist hierbei zu
bedenken, dass bei erstgenannten Tieren ein kompletter Zylinder verpflanzt wurde, der von
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Beginn an vollstdndigen Kontakt zum umliegenden Gewebe hatte. Die guten Ergebnisse der
Gruppen OCT verschleiern die Tatsache, dass der transplantierte Knorpel neben
Degenerationserscheinung auch nach sechs Monaten keine Verbindung zum umliegenden
Gewebe zeigte.

Zusammenfassend last sich feststellen, dass die Technik des osteochondralen Transfers
sowohl bei der Gewebequalitdt im Defektbereich als auch bei der Integration des
Transplantates bessere Ergebnisse zeigt als die Vergleichsgruppe. Nach langerer Standzeit
zeigt der transplantierte Knorpel allerdings erste Degenerationserscheinungen.
Folgeprojekte, die die Entwicklung Uber einen langeren Zeitraum untersuchen, waren
sinnvoll. Auch ist zu bedenken, dass die GruppengréBe mit sechs Tieren pro Gruppe relativ
klein gewahlt war. Innerhalb der Gruppen traten z.T. erhebliche Unterschiede auf die eine
pauschale Aussage Uber den genauen Heilungserfolg erschweren.

5.3  Schlussfolgerung

Diese Untersuchung hat ergeben, dass osteochondrale Defekte dieser GrdBe ohne
chirurgische Intervention innerhalb von sechs Monaten nicht vollstandig ausheilen. Die
unversorgten Defekte zeigten in beiden Therapiegruppen einen &ahnlichen Heilungsverlauf
und  bestatigen viele vorangegangene  Studien zur  Knorpelheilung.  Eine
Knorpelersatztherapie ist bei Knorpeldefekten dieser GréBe also unumganglich. AuBerdem
konnte festgestellt werden, dass die Implantate, die der nativen Struktur des Gewebes am
ahnlichsten waren, die besten Heilungsergebnisse zeigten. Die mechanische Stabilitat des
transplantierten subchondralen Knochens bei der Technik der OCT erlaubte eine funktionelle
Belastung des Knorpels und konnte die normale Erndhrung des transplantierten Knorpels
durch Synovia und transplantierte GefaBe, zumindest am Anfang, gewahrleisten. Das
wichtigste Ziel nach einer Verletzung des Gelenkknorpels ist die mdglichst schnelle
Wiederherstellung der Gelenkflache. Dieses Ziel wurde in dieser Studie von den autologen
osteochondralen Transplantaten am besten erreicht. Die Tiere, die mit den
Spongiosaclustern versorgt wurden, zeigten nach sechs Monaten einen besseren
Auffullungsgrad als nach drei Monaten und der Knorpelanteil unterschied sich nach sechs
Monaten nicht mehr von dem der Gruppe OCT, in einigen Fallen konnte sogar die
Gelenkflache wiederhergestellt werden. Hinsichtlich der speziellen Anforderungen im
Kniegelenk schien aber die Technik der OCT besser geeignet zu sein. Die Umbauprozesse
bei den osteochondralen Zylindern schienen nach drei Monaten weitgehend abgeschlossen
zu sein, doch auch die mit Spongiosaclustern gefilliten Defekte enthielten nach sechs
Monaten deutlich mehr Knochen und Knorpelgewebe als nach drei Monaten. Moglicherweise
waren die Spongiosacluster nach einer langeren Standzeit noch besser im umliegenden
Gewebe integriert und wurden eine gleichmaBigere Gelenkoberflache bilden, wahrend der
transplantierte Knorpel der OCT weitere Degenerationserscheinungen zeigen wurde. Eine
sofortige Wiederherstellung der Gelenkflache wurde von den autologen Zylindern erreicht,
jedoch Dbereits nach sechs Monaten zeigten sich Degenerationserscheinung im
transplantierten Knorpel. Das gebildete Regeneratgewebe der Gruppe SC und der
Leerdefekte bestand hauptsachlich aus Bindegewebe und Faserknorpel. Klar wurde in dieser
Studie, dass eine Auffillung auf jeden Fall bessere Ergebnisse zeigt als keine Behandlung.
Trotz verschiedener klinischer Verfahren stellt die operative Behandlung von
Knorpeldefekten nach wie vor eine Herausforderung dar. Die individuellen Faktoren eines
jeden Patienten mussen berlcksichtigt werden und das fur ihn geeignete Verfahren
sorgfaltig ausgewahlt werden. Inwiefern Schmerzhaftigkeit, eingeschrankte Funktion und die
Lebensqualitédt von den jeweiligen Therapieverfahren beeinflusst werden, konnte in dieser
Studie nicht evaluiert werden.
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6. Zusammenfassung

Histologische und histomorphometrische Untersuchung zur Regeneration osteochondraler
Defekte im Kniegelenk zu ausgewdhlten Zeitpunkten: Vergleich zwischen autologem
osteochondralen Transfer, autologer Spongiosa und unbehandelten Defekten. Eine Studie
im Schafmodell.

Gelenkknorpel verflgt Uber ein sehr begrenztes Selbstheilungspotential. Viele Studien
zeigen, dass eine Defektheilung nur durch Er6ffnen des Knochenmarkraumes und Anschluss
an das GefaBsystem induziert werden kann. Entscheidend sind auBerdem die Ausdehnung
und Tiefe des Defektes. Zahlreiche Behandlungsmethoden werden klinisch eingesetzt, doch
meist wird nur ein Ersatz durch Faserknorpel erreicht, der hinsichtlich seiner
biomechanischen Eigenschaften dem hyalinen Knorpel unterlegen ist. Ziel dieser Studie war,
die klinisch etablierte Methode des osteochondralen Transfers mit einer Defektfullung aus
autologer Spongiosa zu vergleichen. Die Knorpelregeneration der beiden
Behandlungsmethoden wurde histologisch und histomorphometrisch mit unbehandelten
Defekten verglichen. Bei 24 ausgewachsenen Merino-Mix Schafen wurden im linken Knie in
beiden Femurkondylen osteochondrale Defekte gesetzt. Die Defekte wurden randomisiert
medial oder lateral entweder mit einem autologen Knorpel-Knochen Zylinder oder autologer
Spongiosa aufgefullt. Der Entnahmedefekt verblieb unbehandelt und diente als Kontrolle. Die
ausgewahlten Beobachtungszeitpunkte dieser Studie betrugen drei und sechs Monate. Zur
histologischen und histomorphometrischen Auswertung wurden Safranin-Orange/von Kossa
und Safranin-Orange/Lichtgrin gefarbte Praparate verwendet. Zusétzlich wurde die
Belastung der GliedmaBen durch Messung der Bodenreaktionskréfte Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum gemessen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Behandlungsmethode der autologen
Spongiosacluster der des autologen osteochondralen Transfers unterlegen war. Das
Implantat konnte die nétige mechanische Stabilitdt nicht gewahrleisten und histologisch
sowie histomorphometrisch eine geringere knécherne Aufflllung sowie das Fehlen hyalinen
Knorpels an der Gelenkflache gemessen werden.

Der positive Einfluss einer erhaltenen Knochenstruktur und die gute knécherne Integration
des Implantats spiegelt sich vor allem in den Scoreergebnissen der OCT Gruppe wider.

Fazit dieser Studie ist, dass trotz beginnender degenerativer Veranderungen im
transplantierten Knorpel die Technik des autologen osteochondralen Transfers der der
Spongiosacluster und der unbehandelten Defekte Uiberlegen war.
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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 autologeous osteochondral transfer, crushed cancellous bone and
untreated defects.

Articular cartilage lacks an intrinsic ability to heal completely. Many studies have shown that
the repair process can be initiated by the creation of a penetrating defect into the marrow
cavity. The amount and quality of healing is dependent on the lesion size and depth. There
are numerous treatment options for focal cartilage defects but most techniques only induce a
fibrocartilage healing response which is biomechanically inferior to true hyaline cartilage.

The objective of this study was to compare the clinically established method of osteochondral
autografts with crushed autologeous cancellous bone as a cartilage defect filling. The aim of
the study was to histologically and histomorphometrically examine the cartilage regeneration
in the group of the osteochondral transfer, the crushed cancellous bone and untreated
defects. Two osteochondral defects were created in both condyles of the left stifle joint in 24
adult Merino-Mix sheep. The defects were randomised filled either on the lateral or medial
side with an osteochondral autograft or autologous crushed cancellous bone. The harvesting
defect remained untreated and served as a naturally healing control defect. Postoperative
observation periods of three and six months were chosen. The histological and
histomorphometrical evaluation of the specimen has been carried out after Safranin-
Orange/von Kossa and Safranin-Orange/lightgreen staining. Additionally, the load of the
operated an healthy limbs have been measured during the whole observation period.

The results of the study showed that the treatment of crushed cancellous bone was inferior to
the treatment of the osteochondral autograft. The implant was not able to provide the
necessary mechanical support. Histologically and histomorphometrically, there was a
suboptimal osseous support of the defect as well as a lack of hyaline cartilage at the articular
surface.

A positive influence of good osseous support, provided by the native structure of the
autografts was demonstrated in the OCT group after three and six months. A good bony
ingrowth correlated with good results in the scoring system.

The conclusion is that despite of beginning degenerative evidence in the transplanted
cartilage, the autologeous osteochondral transfer was superior to the defect filling with
cancellous bone and no treatment at all.
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8. Anhang

Farbereihe Safranin-Orange/von Kossa:

1. | kurzes eintauchen der Schnitte in 100%igen, 96%igen, 80%igen
und 70%igen Alkohol,

kurzes eintauchen in Aqua dest.

5 min farben in 3%iger Silbernitratldsung’

3-mal spulen in Aqua dest.

2 min reduzieren in Natrium-Formaldehydldésung*

10 min wassern mit Leitungswasser

5 min einlegen in 5%igem Natriumthiosulfat*

10 min wassern mit Leitungswasser

kurzes spulen in Aqua dest.

8 min farben mit Safranin-Orange™

g P Bl B B A A Pl Bl

|0

kurzes spulen in Aqua dest.

zweimaliges entwassern fur je 2 min in 96%igem und 100%igem
Alkohol

—
A

13. |2 mal 5 min einlegen in Xylol

Tabelle 3: Farbereihe Safranin-Orange/ von Kossa

Farbereihe Safranin-Orange/Lichtgrin:

1. | kurzes eintauchen der Schnitte in 100%igen, 96%igen, 80%igen
und 70%igen Alkohol;

kurzes eintauchen in Aqua dest.

8 min farben in Safranin-Orange

kurzes spulen in Aqua dest.

15 min farben in Pikrinsaure®

kurzes spiilen in 1%iger Essigsaure®

8 min farben mit Lichtgrin®’

2
3
4
5.
6. | kurzes spulen in Aqua dest.
7
8
9

kurzes spulen in 1%iger Essigsaure

10. | kurzes spulen in 100%igem Alkohol

11. |2 mal 5 min einlegen in Xylol

12. | eindecken der gefarbten Praparate mit Vitro-Clud®

Tabelle 4: Farbereihe Safranin-Orange/ Lichtgrin

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

%2 59 Na-karbonat, Fa. Merck 6392 (wasserfrei), in 25ml 35-40% Formaldehyd und 75ml Aqua dest.
 50g Na-thiosulfat, Fa. Merck 6516, auf 1000ml Aqua dest.

*10g Safranin-Orange, Fa. Merck 1382, auf 1000ml Aqua dest.

* Pikrinsiure, Fa. Riedel-de-Haén®

“10ml Eisessig auf 1000ml Aqua dest.

*71-2g Lichtgriin, Fa. Chroma 1B-211, in 1000ml Aqua dest. + 2ml Eisessig

74



Anhang

Farbereihe Masson-Goldner-Trichrom:

1. | Kurzes eintauchen der Schnitte in 100%igen, 96%igen, 80%igen
und 70%igen Alkohol;

kurzes eintauchen in Aqua dest.

4 min Kernfarbung mit Weigerts Eisenhamatoxylin*®

10 min wassern mit Leitungswasser

5 min farben in Saurefuchsin-Ponceau®®

20 min differenzieren in Phosphormolybdanséaure-Orange G*

kurzes spulen in 1%iger Essigsaure

2
3
4
5.
6. | kurzes spulen in 1%iger Essigsaure
7
8
9

10 min gegenfarben mit Lichtgrin

10. | kurzes spulen in 1%iger Essigsaure

11. | kurzes entwassern in 3 Portionen 100%igen Alkohols

12. |2 mal 5 min einlegen in Xylol

13. | eindecken der gefarbten Praparate mit Vitro-Clud®

Tabelle 5: Farbereine Masson-Goldner-Trichrom

Implantat Kontaktflache (%) | Maximalkraft (%) Kontaktzeit (%)

OCT Minimum 57.52 59.27 53.14
Maximu 116.76 137.96 121.90

m
Median 97.43 99.75 90.98
sC Minimum 62.32 51.09 62.10
Maximu 123.93 146.63 141.37
Median 97.63 100.61 92.11

Tabelle 6:

Messung der Bodenreaktionskréafte: Median, Minimal- und

Maximalwerte der Gruppen SC und OCT der gemessenen

Kontaktflache, Maximalkraft und Kontaktzeit

* Waldeck GmbH&Co. KG, 48161 Miinster, Deutschland
* Siurefuchsin=Ponceau Fuchsin, Fa. Chroma 2 C 149
%0 3.5g Phosphormolybdinsiure, Fa. Merck 100532, + 2g OrangeG, Fa. Merck 15925 in 100ml Aqua dest.
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Standzeit | Implantat | Praparat Knorpel | Knochen Binde- | Leerflache Rest
gewebe

3 Monate OCT Fallung Minimum 4 28 9 0 11
Maximum 10 51 47 6 46

Median 8,04 39,99 14,04 2,28 30,96

LD Minimum 1 2 9 3 2

Maximum 8 38 71 40 44

Median 5,3 15,23 48,13 12,7 21,72

Nativ Minimum 3 31 0 0 40

Maximum 12 52 3 0 60

Median 5,18 37,38 1,38 0 55,19

6 Monate OoCT Fulllung Minimum 4 39 0 0 25
Maximum 10 67 16 3 47

Median 5,03 46,33 5,75 1,4 34,11

LD Minimum 2 13 1 1 20

Maximum 11 50 45 9 60

Median 5,54 37,67 24,85 3,7 29,58

Nativ Minimum 3 33 0 0 35

Maximum 12 54 1 0 63

Median 3,41 38,75 0,15 0 56,8

3 Monate SC Fallung Minimum 1 11 28 6 8
Maximum 7 27 56 25 35

Median 2,42 24,71 44,75 14,54 15,78

LD Minimum 1 7 34 3 13

Maximum 5 40 79 11 41

Median 1,65 18,7 49,14 10,39 28,01

Nativ Minimum 3 31 0 0 38

Maximum 10 53 1 0 66

Median 6,59 48,07 0 0 44,63

6 Monate SC Fallung Minimum 4 11 6 4 9
Maximum 11 41 54 14 44

Median 5,74 29,7 36,26 5,55 24,94

LD Minimum 2 14 4 2 10

Maximum 10 43 59 49 45

Median 5,79 26,72 38,15 7 19,34

Nativ Minimum 5 44 0 0 34

Maximum 16 55 3 0 47

Median 8,77 50,07 0,24 0 41,46

Tabelle 7: Ergebnisse der Bildanalyse: Median, Minimal- und Maximalwerte der Gruppen SC und

OCT (Gewebeanteil an Gesamtgewebe (%))

76




Anhang

Gewebe
Knorpel Knochen Binde- Leerflache Rest
gewebe
Standzeit | Praparat ROl | ROl | ROI'| ROl |ROI| ROI | ROI | ROI | ROI | ROI
AB |CD|AB| CD |AB| CD AB CD AB CD
3 Monate | Fillung Mann- 7,0(17,0|14,0f 11,0/16,0 9,0 14,0 155| 150| 17,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 28,0/38,0/350| 320|370 30,0| 350| 365| 36,0 38,0
Asymptotische | ,078|,873|,522| ,262|,749| ,150| ,522| ,688| ,631| ,873
Signifikanz (2-
seitig)
Leer- Mann- 2,0(10,0| ,00f 10,0, 3,0 4,0 ,00| 13,5 7,0 1,0
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W | 23,0131,0/21,0] 31,0[24,0] 250| 21,0] 34,5| 28,0] 22,0
Asymptotische| ,010| ,20|,004 ,20|,016| ,025| ,004| ,463| ,078| ,006
Signifikanz (2-
seitig)
Nativ Mann-| 17,0/14,0|11,0| 12,0| 7,0 90| 180| 18,0 13,0| 13,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 38,0/35,0/32,0] 33,0/28,0] 30,0/ 39,0] 39,0 34,0 34,0
Asymptotische | ,873|,522|,262| ,337|,050| ,135 1,0 1,0 ,423| ,423
Signifikanz (2-
seitig)
6 Monate | Fullung Mann-| 16,0|13,0| 11,0 9,0(12,0| 17,0 90| 115 9,0/ 10,0
Whitney-U
Wilcoxon-W| 37,0/34,0/32,0] 30,0/33,0] 380| 30,0| 325| 30,0] 31,0
Asymptotische | ,749|,423|,262| ,150|,337| ,872| ,150| ,297| ,150| ,200
Signifikanz (2-
seitig)
Leer- Mann-| 16,0{14,0| 1,0 7,0 3,0 9,0 ,00 5,0 7,0 4,0
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W | 37,0135,0/22,0] 28,0|24,0] 30,0/ 21,0] 26,0 28,0] 25,0
Asymptotische | ,749|,522|,006| ,078|,016| ,150| ,004| ,034| ,078| ,025
Signifikanz (2-
seitig)
Nativ Mann- 9,0/10,0| 5,0 8,0(150| 14,55| 18,0 18,0 5,0 5,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 30,0/31,0/26,0] 29,0/36,0] 355| 39,0| 39,0| 26,0] 26,0
Asymptotische | ,150],200|,037| ,109|,625| ,550 1,0 1,0f ,087| ,037
Signifikanz (2-
seitig)

Tabelle 8: Ergebnisse der Bildanalyse: Statistischer Vergleich des Einflusses der Therapie auf die

Gewebeanteile im Defektbereich zu drei bzw. sechs Monaten Standzeit. (Vergleich

zwischen OCT und SC nach drei und sechs Monaten. Gruppenvariable: Implantat)
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Gewebe
Knorpel Knochen Binde- Leerflache Rest
gewebe
Implantat | Praparat ROl | ROl | ROI'| ROI |ROI'| ROI | ROI | ROI | ROI | ROI
AB |CD|AB |CD|AB | CD AB CD AB CD
OCT| Fdllung Mann-| 18,0/13,0| 7,0/16,0| 9,0 4,0 80| 155| 11,0] 13,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 39,0|34,0/28,0/37,0/30,0] 250| 29,0] 36,5| 32,0] 34,0
Asymptotische| 1,00|,423|,078|,749|,150| ,025| ,109| ,688| ,262| ,423
Signifikanz (2-
seitig)
Leer- Mann-| 11,0{17,0|10,0|16,0| 5,0/ 10,0 15,0| 13,0| 17,0| 18,0
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W | 32,0/38,0/31,0/37,0/26,0] 31,0] 36,0] 34,0| 38,0] 39,0
Asymptotische | ,262|,873| ,20|,749|,037 20| ,631| ,372| ,873 1,0
Signifikanz (2-
seitig)
Nativ Mann-| 13,0|/13,0|15,0|17,0|/10,0| 10,0 18,0f 18,0| 16,0| 16,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 34,0|34,0/36,0/38,0/31,0] 31,0/ 39,0/ 39,0] 37,0 37,0
Asymptotische | ,423|,423|,631|,873|,192| ,184 1,0 1,0| ,749| ,749
Signifikanz (2-
seitig)
SC| Fullung Mann- 2,0(14,0/11,0/12,0|11,0f 11,0| 15,0 10,5| 15,0| 13,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 23,0|35,0/32,0/33,0/32,0] 32,0/ 36,0/ 31,5| 36,0 34,0
Asymptotische| ,010|,522|,262|,337|,262| ,261| ,631| ,229| ,631| ,423
Signifikanz (2-
seitig)
Leer- Mann- 5,0(14,0| 6,0/10,0|13,0 9,0 40| 18,0 11,0/ 16,0
defekt Whitney-U
Wilcoxon-W | 26,0|35,0/27,0/31,0/34,0] 30,0] 25,0] 39,0 32,0 37,0
Asymptotische | ,037|,522|,055|,200|,423| ,150| ,025 1,0 ,262| ,749
Signifikanz (2-
seitig)
Nativ Mann-| 10,0/10,0|13,0|15,0| 9,0| 155| 18,0f 18,0| 11,0| 12,0
Whitney-U
Wilcoxon-W | 31,0/31,0/34,0/36,0/30,0] 365| 390 39,0 32,0 33,0
Asymptotische ,20| ,20|,423|,631|,108| ,669 1,0 1,0] ,262| ,337
Signifikanz (2-
seitig)

Tabelle 9: Ergebnisse der Bildanalyse: Statistischer Vergleich des Einflusses der Standzeit auf die

Gewebeanteile im Defektbereich innerhalb der Gruppen. (Gruppenvariable: Zeit)
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SCORE A

OCT Spongiosacluster
3 Monate 6 Monate 3 Monate 6 Monate
Kriterium oot | Fullung | S | Fillung | S | Fillung | SS9 | Fillung
Prozentualer Anteil Minimum 0 0 0 2 0 0 0 0
hyalinen Knorpels Maximum 2 8 6 8 2 0 2 4
Median 0 5 2 4 0 0 0 0
Oberflachen- Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0
beschaffenheit Maximum 1 2 1 2 1 0 1 2
Median 0 1 0,5 1 0,5 0 0 0
Strukturelle Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0
Integritat Maximum 1 2 2 1 1 0 1 1
Median 0,5 1,5 0,5 1 0 0 0 0,5
Knorpeldicke Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximum 1 2 1 1 1 0 1 1
Median 0 1 1 1 0 0 1 0
Verbindung zum Minimum 1 0 1 0 1 0 0 1
umliegenden Maximum 2 1 2 1 2 1 2 2
Knorpel Median 1,5 0 2 0 1 1 2 1,5
Degenerative Minimum 0 1 0 1 0 0 0 0
zellulare Maximum 1 2 1 1 0 0 0 1
Veranderungen Median 0 2 0 1 0 0 0 0
Degenerative Minimum 1 1 0 1 1 0 0 0
Veranderungen im Maximum 2 2 2 2 2 1 2 2
umliegenden Median 1 2 2 2 1 1 1 1
Knorpel
Rekonstruktion Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0
des subchondralen Maximum 1 1 1 2 0 1 0 1
Knochens Median 0 1 1 2 0 0 0 0
Verbindung Minimum 0 1 1 1 0 0 1 1
zwischen Maximum 1 2 2 2 2 1 2 2
regeneriertem Median 0,5 1,5 1,5 1 1 0 2 2
Knorpel und
neuem
subchondralen
Knochen
Safranin-Orange Minimum 0 1 0 1 0 0 0 0
Maximum 1 2 1 2 1 0 1 1
Median 0 2 0,5 1 0 0 0 0

Tabelle 10: Minimal- und Maximalwerte sowie Mediane der Scoreergebnisse. (Score A)

SCORE B OCT Spongiosacluster
3 Monate 6 Monate 3 Monate 6 Monate
Kriterium Leer- Fillung Leer- Fuallung Leer- Fillung Leer- Fillung
defekt defekt defekt defekt
Auffullung im Minimum 1 3 1 3 1 1 0 1
Defektbereich Maximum 4 4 4 4 3 3 3 3
Median 2 3,5 1,5 4 1 2 1,5 2,5
Laterale knécherne Minimum 0 1 1 1 0 0 0 0
Integration Maximum 2 2 1 2 1 1 1 2
Median 0,5 1 1 2 0,5 0,5 0 1,5
Basale knécherne Minimum 0 1 0 1 0 0 0 0
Integration Maximum 3 3 3 3 1 1 0 1
Median 0 2 0 3 0 0 0 0
Entziindungs- Minimum 1 1 1 1 0 0 0 0
reaktion Maximum 2 2 2 2 1 1 2 2
Median 1 1,5 1,5 2 0 0,5 1 0,5
Fremdkérper- Minimum 1 1 1 1 1 1 1 1
reaktion Maximum 1 1 1 1 1 1 1 1
Median 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabelle 11: Minimal- und Maximalwerte sowie Mediane der Scoreergebnisse. (Score B)
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Standzeit Defekt Score A Score B ScoreGes
3 Monate Leer Mann-Whitney-U 16,500 9,500 13,000
Wilcoxon-W 37,500 30,500 34,000
Z -,250 -1,386 -,808
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp 9 (2-seitig) 802 166 419
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [ 9 Sig] ,818(a) ,180(a) ,485(a)
Fallung Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Wilcoxon-W 21,000 21,000 21,000
z -2,908 -2,918 -2,892
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
yme 9 ( 9 ,004 ,004 ,004
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [ 9 Sig} ,002(a) ,002(a) ,002(a)
6 Monate Leer Mann-Whitney-U 10,000 10,000 9,000
Wilcoxon-W 31,000 31,000 30,000
z -1,288 -1,341 -1,446
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp 9 (2-seitig) 198 180 148
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
9 [ 95ig.)] ,240(a) ,240(a) ,180(a)
Fallung Mann-Whitney-U 4,500 1,000 3,000
Wilcoxon-W 25,500 22,000 24,000
Z -2,181 -2,771 -2,406
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp 9 ( 9 ,029 ,006 ,016
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [ 9 Sig} ,026(a) ,004(a) ,015(a)

a Nicht far Bindungen korrigiert.
b Gruppenvariable: Implantat

Tabelle 12: Statistischer Vergleich der Scoreergebnisse (Vergleich zwischen OCT und SC nach drei
und sechs Monaten, Gruppenvariable: Implantat).
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Implantat Defekt Score A Score B | ScoreGes
OoCT Leer Mann-Whitney-U 8,000 16,000 9,500
Wilcoxon-W 29,000 37,000 30,500
Z 1,618 -,327 -1,366
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp g (2-seitig) 106 744 172
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [ 95i9.)] ,132(a) ,818(a) ,180(a)
Fulllung Mann-Whitney-U 13,500 10,000 15,500
Wilcoxon-W 34,500 31,000 36,500
Z -, 728 -1,306 -,403
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp g (2-seitig) 466 191 687
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [ 9 Sig)] ,485(a) ,240(a) ,699(a)
SC Leer Mann-Whitney-U 10,000 12,000 11,500
Wilcoxon-W 31,000 33,000 32,500
Z -1,316 -,994 -1,065
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp g ( 9 ,188 ,320 ,287
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [2(1-seitig Sig] 240@) | 394(a) 310(a)
Fulllung Mann-Whitney-U 4,500 11,500 5,000
Wilcoxon-W 25,500 32,500 26,000
z -2,181 -1,120 2,111
Asymptotische Signifikanz (2-seiti
ymp g ( 9 ,029 ,263 ,035
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.
g [2(1-seitig Sig.)] 026@) | 310@) 041(a)

a Nicht far Bindungen korrigiert.

b Gruppenvariable: Zeit

Tabelle 13: Statistischer Vergleich der Scoreergebnisse (Gruppenvariable: Zeit).
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