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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Bedeutung chondraler Gelenkdefekte

Knorpeldefekte beim Menschen stellen insbesondere im Hiift- und Kniegelenk ein
grofles Problem dar. Bei jungen Menschen entstehen sie als isolierte, lokalisierte
Knorpeldefekte ohne Stérung des subchondralen Knochens durch Trauma (bei
Sportverletzungen) oder Nekrose (z.B. Osteochondrosis dissecans, Morbus
Ahlbédck) im Sinne einer sekundidren Arthrose, bei dlteren Menschen im Rahmen
der mit steigendem Lebensalter zunehmenden Abniitzung der Gelenke als primére
Arthrose. Diese Knorpelldsionen sind wegen der d@uflerst begrenzten Fihigkeit des
Knorpelgewebes zur spontanen Selbstheilung [20,24,31] gefiirchtete Defekte, die
zu fortschreitender Degeneration der Gelenkoberfliche [40] mit stirksten
Schmerzen und Funktionseinschrinkung fithren. 5 Millionen Menschen in
Deutschland - das sind 6 % der Gesamtbevolkerung und 20% der Bevolkerung nach
dem 40. Lebensjahr - leiden gemd den Angaben des Zentralinstitutes der
Krankenkassen, Miinchen an einer Arthrose, der hdufigsten Gelenkerkrankung
[112]. Da die primédre Arthrose mit dem Alter korreliert, ist bei steigender
Lebenserwartung mit einer starken Zunahme der Fallzahlen zu rechnen: Experten
schitzen, da3 im Jahr 2010 bereits jeder Fiinfte betroffen sein wird [95]. Der
schmerzhafte Verschleil des Gelenkknorpels ist eine der hdufigsten Ursachen fiir
Arbeitsunfihigkeit und Frithberentung. Finanzielle Nachteile fiir den Patienten,
aber auch materielle Einschriankungen fiir die Familie sind die Folge. Vorzeitige
Berentung, Sportunfihigkeit und verminderte Mobilitdt fithren schnell zu einer
Ausgrenzung oder einem Riickzug aus dem gesellschaftlichen Umfeld und kénnen

zur Vereinsamung fiihren.

Die momentan existierenden zahllosen konservativen und operativen Verfahren zur
Behandlung von Knorpeldefekten erreichen in der Regel nur eine voriibergehende

Linderung der Beschwerden und sind in ihrer Gesamtheit unbefriedigend, vor allem
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was die Langzeitprognose betrifft [32]. In letzter Konsequenz miissen die Patienten
endoprothetisch versorgt werden, mit der Problematik der hohen Kosten, der langen
Arbeitsunfihigkeit und den bei Operationen in jungen Jahren hédufig notwendigen
Wechseloperationen, da die Endoprothesen aufgrund von Materialabnutzung und
septischer oder aseptischer Lockerung im Durchschnitt nur ca. 12-15 Jahre halten
[89,90,107]. Demzufolge beobachtet man von Jahr zu Jahr steigende
Implantationszahlen und, aufgrund der steigenden Lebenserwartung, auch
zunehmende Zahlen an Wechseloperationen. Wurden 1989 noch 80.000 Hiift- und
15.000 Knieendoprothesen implantiert, so waren es 1999 in Deutschland bereits
150.000 Hiift- und 60.000 Knieendoprothesen, sowie 30.000
Wechselimplantationen, verbunden mit einem Kostenfaktor von 356 Millionen
Euro/Jahr [112]. Eine suffiziente Verankerung der Prothese wird von Wechsel zu
Wechsel durch das diinner und poroser werdende Knochenlager immer schwieriger.
Hierdurch wird regelméBig als Endpunkt mehrfacher Wechsel eine Arthrodese des
Kniegelenkes oder eine Girdlestone Situation des Hiiftgelenks mit konsekutiv
reduzierter Lebensqualitit und Dauerinvaliditit des Patienten erforderlich. Eng
verbunden mit den fortschreitenden Gelenkerkrankungen ist somit nicht zuletzt das
hohe Risiko der Dauerinvaliditit durch Bewegungseinschrinkungen und
kontrakturbedingte Gelenkfehlstellungen mit Folgeschdden im Achsenskelett des
Patienten. Nach Berechnungen des Zentralinstituts fiir Krankenkassen in Miinchen
kostet die Arthrose die Kranken- und Rentenkassen jihrlich mehr als 8 Milliarden

Euro [112].
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1.2. Allgemeiner Knorpelaufbau

Beim Menschen unterscheidet man drei Grundformen des Knorpelgewebes:

1. Elastischer Knorpel, wie er z.B. im Ohr, der Epiglottis oder den kleinen
Bronchien vorkommt. Dieser Knorpel ist gekennzeichnet durch einen hohen
Gehalt an elastischen Fasern [Abb.1.2.1.].

2. Faserknorpel, welcher morphologisch sowohl Eigenschaften von
kollagenem Bindegewebe wie auch hyalinem Knorpel aufweist und der sich
unter anderem in den Bandscheiben und den Menisken findet [Abb.1.2.1.].

3. Hyaliner Knorpel der Gelenkflidchen (sowie der Rippen und von Teilen des
Kehlkopfes). Insbesondere an den Gelenkflidchen ist dieser Knorpel durch
eine charakteristische Struktur und durch eine charakteristische molekulare

Zusammensatzung der extrazelluldren Matrix gekennzeichnet [Abb.1.2.1.].

Knorpaizalle Kroompelhol  Knorpelesle | Knaorpelnof I-:nnrpnlzclbll' Knampeinot
Eromelkapsel y "|
Imeriarrior alsubatans Kollageniasemn eluslische Fassm  Knorpelkapeel

Abb.1.2.1.: Histologischer Aufbau von hyalinem, Faser- und elastischem Knorpel [98]

Zum besseren Verstindnis soll im Folgenden kurz auf den anatomischen Aufbau
des Knorpels im Allgemeinen und des hyalinen Gelenkknorpels im Besonderen

eingegangen werden [Tab.1].
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Knorpelgewebe nimmt aufgrund seiner chemischen und physikalischen
Eigenschaften eine Mittelstellung zwischen Knochen und Bindegewebe ein [71]. Es
ist fester und kompakter als Bindegewebe, in sehr geringem MafBle mineralisiert und
besitzt eine hohe Druckfestigkeit, sowie eine gewisse Zugelastizitit, so daf} es nach
Deformierung von Auf3en seine urspriingliche Form wieder annimmt [14,15].
Knorpelgewebe besteht zu 2-10 % aus Zellen, den Chondrozyten, die bevorzugt in
kleinen Gruppen, den sogenannten Chondronen, zusammengelagert sind. Beim
Erwachsenen teilen sich die Knorpelzellen in der Regel nicht mehr und nehmen in
ihrer Gesamtzahl mit zunehmendem Alter ab [94]. Die Chondrozyten produzieren
die sogenannte Interzellularsubstanz, die amorphe Grundsubstanz des Knorpels,
welche zu ca. 75% aus Wasser besteht und auBerdem aus einer homogenen Matrix
von Proteinen, Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und kollagenen Fasern. Der
hohe Wassergehalt beeinflusst unter anderem die Gleiteigenschaften im Gelenk,

wihrend die kollagenen Fasern ein Netzwerk mit spezieller Architektur ausbilden,

das dem Knorpel seine Festigkeit und Form gibt [94].
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Abb.1.2.2.: Aufbau der Knorpelsubstanz [101]

Das Grundgeriist der Matrix wird von langen Hyaluronsduremolekiilen aufgebaut,
an die sich die Proteoglykane mittels eigener Bindeproteine anheften. Das
Hauptproteoglykan des menschlichen Knorpels ist das Aggrecan. Die
Glykosaminoglykanketten (Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat, Dermatan-
sulfat, Keratansulfat) wiederum sind radidr nach Art von Flaschenbiirsten um die
Kernproteine der Proteoglykane angeordnet. Aufgrund der hohen negativen

Ladungen stoflen sich die mit dipolaren Wassermolekiilen besetzten Glykosamino-
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glykanseitenketten voneinander ab, woraus sich die prallelastische Druckfestigkeit

des Knorpelgewebes ableitet [5,15,18,21].

Araluronsiure-Kette Achsz Chondroltinsullat

Werbindurgsprotein

Abb. 1.2.3.: Schema eines Matrixmolekiils: Proteoglykane und Glykosaminoglykane binden
sich an eine Hyaluronsiurekette [101]

In die Grundsubstanz sind auflerdem fibrillire FElemente in Form von
Kollagenfasern eingelagert. Im reifen Knorpel finden sich viele dicke,
dichtgepackte Fibrillen mit einem Durchmesser von 5 - 500 nm. Im hyalinen
Knorpel bestehen sie zu 90 % aus Typ II Kollagen. Im Perichondrium und im
Faserknorpel findet sich dagegen Typ I Kollagen [25], zusitzlich enthalten beide
Knorpelarten in geringen Mengen Kollagen V, VI, IX und XI [108]. Um die
einzelnen Knorpelzellen, bzw. —zellgruppen sind sehr diinne Fibrillen locker
konzentrisch angeordnet, zwischen den Zellgruppen lagern sie sich zu Fasern
aneinander und bauen parallel zur Hauptdehnungsrichtung des Knorpels
ausgerichtete Faserbiindel auf. Die kollagenen Fasern wirken in ihrer
dreidimensionalen Ausrichtung dem Quellungsdruck der Proteoglykane entgegen
und geben dem Knorpel somit auch eine gewisse Zugfestigkeit [43]. Im hyalinen
Knorpel sind die Fasern unter dem Lichtmikroskop jedoch nicht sichtbar, sie sind
wegen ihres Brechungsindexes ,,maskiert”, und werden in ihrer Ausrichtung erst im
Polarisationsmikroskop aufgrund der Doppelbrechung der Fasern erkennbar

[20,92].
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Die physikalischen und mechanischen Eigenschaften des Knorpelgewebes beruhen
auf seinem Aufbau aus druckelastischen Proteoglykanen, den zugfesten
Fibrillenkorben, welche die Knorpelzellen unter Spannung halten und den
zugfesten kollagenen Faserbiindeln der Grundsubstanz. Die Proteoglykane bauen

durch ihr Wasserbindungsvermoégen einen Innendruck auf, der von der
dreidimensionalen zugfesten Verspannung der kollagenen Fasern im Gleichgewicht
gehalten wird. Dies ist die Grundlage der hohen Viskoelastizitdt und definiert die
physiologische Aufgabe und Fihigkeit des Knorpels zur Aufnahme und
flachenhaften Verteilung von statischen und dynamischen Druckkréften auf den
angrenzenden Knochen, sowie zur Abddmpfung von Stobelastungen und damit
Verringerung von Belastungsspitzen auf den subchondralen Knochen [21,43].
Zusitzlich minimiert der Gelenkknorpel die Reibung der gegenldufigen
Gelenkfldachen. Aufgrund seiner viskoelastischen Verformungseigenschaften besitzt
der Gelenkknorpel die Fihigkeit nach starker Deformierung durch Druck mit
Gewichten bis zum 6-8-fachen des Korpergewichtes innerhalb kurzer Zeit wieder
zu seiner Ausgangsform zuriickzukehren. Man nennt dies das Prinzip der zugfesten

Verspannung eines prallelastischen Volumens.

Bei Anderung der Beanspruchung iiber lingere Zeit paBt sich das Knorpelgewebe
den neuen Druck- und Zugbedingungen sowohl durch appositionelles Wachstum
als auch durch Anderung der Stoffwechselaktivitit der Chondrozyten an. In der
Druckzone beispielsweise nimmt die Menge der Interzellularsubstanz auf Kosten
der Zelldichte zu. Als Ausdruck eines derartigen Anpassungsprozesses ist auch die
ungleichmiBige Knorpeldicke der Gelenkflichen aufzufassen, wobei sich die
dicksten Stellen im Bereich der grofiten Druckbelastungszonen finden [7,22].
Chondrozyten benétigen stindig den Reiz von intermittierendem Druck, um ihre
Eigenschaften als Knorpelzellen nicht zu verlieren. Bei fehlender intermittierender
Druckbelastung dedifferenzieren die Chondrozyten, wodurch der Grundaufbau und
die Funktion des Gelenkknorpels verloren gehen.

Lokale Druckschwankungen im Knorpelgewebe — eine gewisse Durchwalkung —
fordern die Diffusion v.a. im Gelenkknorpel, wodurch verstindlich wird, daf

Knorpelgewebe intermittierenden Druck bendtigt, um die Erndhrung und den
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Abtransport von schidlichen Stoffwechselabfallprodukten zu gewéhrleisten. Somit
wird intermittierender Druck {iiber lidngere Zeit wesentlich besser toleriert als

statische Belastung [21,54].

Die Unfihigkeit zur selbstindigen Regeneration insbesondere des Gelenkknorpels
ist bereits seit dem 18. Jahrhundert bekannt [31] und ergibt sich aus der
Bradytrophie des Gewebes. Im ausdifferenzierten Zustand besitzt hyaliner Knorpel
keine Gefdle und Nerven [109]. Die Erndhrung erfolgt rein iiber Diffusion.
AuBerdem wird hyaliner Knorpel [6] nicht, wie der restliche Knorpel des Korpers,
von Perichondrium, einer festen, faserigen Bindegewebsschicht mit Gefden und

Nerven, umhiillt. Dadurch ist das Potential fiir eine Regeneration minimalisiert
[13,14,17,42]. Bei einem Knorpeldefekt von elastischem oder Faserknorpel wachst
aus dem Perichondrium [76], welches zeitlebens die Fiahigkeit zur Knorpelbildung
besitzt, ein faserknorpeldhnliches Ersatzgewebe in den Defekt ein, welches dann
weiter ausdifferenziert, um die urspriingliche Funktion wiederherzustellen. Nach
Ausreifung des hyalinen Knorpels jedoch bilden sich die fetalen Blutgefif3e zuriick,
es entsteht kein Perichondrium und die Versorgung des Knorpelgewebes erfolgt
durch Diffusion aus den Kapillarnetzen der angrenzenden Gewebe, v.a. des
subchondralen Knochens, bzw. aus der Synovialfliissigkeit [46,53,54,55]. Da der
hyaline Knorpel kein Perichondrium besitzt, kann eine Regeneration nur vom

subchondralen Knochen aus erfolgen.

1.3. Bisheriger Forschungsstand

In unzihligen Forschungsarbeiten wurde versucht, Defekte des Gelenkknorpels in
einer Weise zu beheben, dafl danach die Funktionsfahigkeit und Belastbarkeit des
urspriinglichen Gelenkknorpels weitgehend wiederhergestellt sind.

Oberfliachliche Knorpeldefekte bewirken eine ineffiziente Steigerung der
Glykosaminoglykan- und Kollagenproduktion, sowie eine mechanisch bedingte
Verschiebung von Chondrozyten vom Defektrand in den Defekt, die jedoch nicht

durch Proliferation der Knorpelzellen hervorgerufen wird [83]. Daher heilen ober-
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flachliche Gelenkknorpeldefekte, auch wegen der fehlenden Vaskularisation, in der
Regel nicht. Als Voraussetzung fiir eine intrinsische Heilung bei Fortschreiten der
Arthrose gilt die Eroffnung des Knochenmarkraumes, damit es zu einem Einbluten
in den Defekt mit Einwanderung verschiedener Zellen aus dem Markraum, dem
Knochen, den GefiBlen, dem perivaskulirem Gewebe und der Synovia kommen
kann [81,105]. Zusitzlich werden groe Mengen von Wachstumsfaktoren
freigesetzt.[74]. Das sich im Defekt festsetzende Blutgerinnsel enthilt die fiir die
Regeneration notwendigen Bestandteile wie mesenchymale Stammzellen,
Glykoproteine und korpuskuldre Blutbestandteile, welche Wachstumsfaktoren
sezernieren. Hierdurch konnen kleinere Defekte mit wenigen mm Durchmesser
ausheilen, groere jedoch nicht.

Gomar-Sancho zeigte bereits 1987 an Leerlochversuchen im lasttragenden Bereich
des Kaninchenkondylus [26] die Wandlungsfihigkeit mesenchymalen Gewebes:
wihrend der ersten 2-3 Wochen nach einer osteochondralen Lédsion kommt es
zunichst zu einem Einwachsen von fibrokartilaginirem Gewebe in die Defektzone.
Nach 8 Wochen ist die Knochen- Knorpelneubildung im Defekt abgeschlossen,
gelenkseitig zeigen sich innerhalb des neuen Knorpelgewebes lichtmikroskopisch
hyaline Anteile, der Hauptanteil des Ersatzgewebes jedoch ist Faserknorpel mit
einem iiberwiegenden Anteil von Kollagen 1. Ab ca. der 12. Woche beginnt dann
wegen der mechanischen Instabilitit unter Belastung eine Degeneration und
Ulzeration der neugebildeten Knorpelschicht, die zur Arthrose fiihrt und in einer
bindegewebigen Narbe endet [26]. Da der neu formierte unreife Knochen in der
Tiefe des Defekts den auftretenden Belastungen nicht ausreichend Widerstand
entgegensetzen konnte, waren die physikalischen Bedingungen fiir die Ausbildung
von normalem Gelenkknorpel nicht gegeben, so dal das bereits entstandene
hyalinartige Ersatzgewebe durch Faserknorpel ersetzt wurde, welcher spiter
ulzerierte. Dennoch bestitigte sich hier, daB8 hyaliner Gelenkknorpel vom
subchondralen Knochenmarkraum aus eine gewisse Regenerationsfiahigkeit besitzt,
was die Basis zur Entwicklung neuer Vorgehensweisen zur Reparation von
Knorpeldefekten darstellt.

Verschiedene Theorien z.B. von Wolff [107] und Pauwels [62,63], sowie

Grundlagenstudien z.B. von Prendergast [72] und neuere tierexperimentelle
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Arbeiten z.B. von Aspenberg und Tégil [3,96] oder Wakitani et al.[99] zeigten, daf}
mesenchymale Stammzellen die Fihigkeit besitzen, sich unter bestimmten
mechanischen EinfluBfaktoren in Chondrozyten zu differenzieren. Aspenberg und
Tagil fanden in einem Experiment mit Ratten heraus, da3 unter bestimmten
Lastzyklen und definiertem Druck eine hyalinartige Knorpelschicht durch
Umdifferenzierung mesenchymaler Stammzellen entsteht [3].

Auf der Grundlage der Versuche von Gomar-Sancho verdffentlichten Lohnert und
Raunest verschiedene neuere Methoden zur Behandlung von osteochondralen
Defekten: die Pridie-Bohrung [39,73] folgt dem Konzept der Anlage von
Bohrkanilen in sklerosierten Gelenkfldchen zur Induktion und Proliferation von
reparativem Granulationsgewebe aus dem subchondralen Bereich. Dieses
Verfahren wurde in leicht abgewandelter Form von Mitchell und Shepard bereits
1976 praktiziert [50]. Der zunichst mit Blutkoagel gefiillte Bohrkanal dient hierbei
als Schiene fiir eine Fibroplastenproliferation nach der Theorie der
Umdifferenzierungsfihigkeit mesenchymaler Stammzellen unter dem Einflufl
bestimmter chronischer Scher- und Kompressionskréfte. Somit werden, ausgehend
von den Miindungen der Bohrkanile, Knorpelinseln gebildet, die sich zu flichigen
Regeneraten der Gelenkoberfliche konsolidieren sollen. Schmerzverringerung und
Verbesserung der Gelenkbeweglichkeit bis zu einem gewissen Grad konnten in
Studien gezeigt werden [80], jedoch sind die Effekte meist nicht lange anhaltend
[78]. Im Tierexperiment mit Ratten fiillten sich die Korpeldefekte bei der Pridie-
Bohrung gar nur mit aus biomechanischer Sicht minderwertigem, schnell wieder
degenerierendem Faserknorpel. Ein weiteres heute angewandtes Verfahren,
welches dem gleichen Prinzip folgt, ist die von Pissler 2000 [61] publizierte und
zuletzt 2001 von Steadman mit Langzeitergebnissen [93] verifizierte Technik der
Mikrofrakturierung, bei der mit einer Ahle arthroskopisch im Abstand von 3-4 mm
Perforationen in die subchondrale Knochenschicht eingebracht werden, bis es zur
Blutung aus dem Markraum kommt. Es entsteht ein Blutkoagel mit mesenchymalen
Stammzellen aus dem Markraum, welche sich an der Gelenkoberfliche zu
Chondrozyten umdifferenzieren und einen festen, belastbaren Ersatzfaserknorpel
bilden. Der Vorteil der Mikrofrakturierung gegeniiber der Pridie-Bohrung liegt in

der fehlenden thermischen Schiadigung durch den Bohrvorgang und einer rauheren
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Oberflache, welche ein besseres Anhaften des Blutkoagels bewirken soll [61,92].
Die kurz- bis mittelfristigen Ergebnisse zeigen auch hier eine Verbesserung der
Schmerzsituation und der Beweglichkeit. Dennoch bildet sich auch bei diesem
Verfahren in der Regel nur minderwertiger Faserknorpel aus [87]. Auch die
Langzeitergebnisse sind noch abzuwarten. All diese Verfahren verfolgen das
Prinzip, eine Umdifferenzierung von Fibroblasten und mesenchymalen
Stammzellen zu induzieren.

Das von Lohnert und Raunest entwickelte Verfahren der Abrasionschondroplastik
[37], auch 1996 bereits von Johnson praktiziert [34] umfallt eine arthroskopisch
durchgefiihrte, ausgedehnte Abtragung des degenerativen Knorpels ohne Er6ffnung
spongioser Knochenrdume, verbunden mit Resektion von Osteophyten und einer
ausgiebigen Gelenklavage. Zwar bewirkte das Verfahren bei einem Teil der
Patienten eine symptomatische Besserung, jedoch wurde bei Untersuchungen auch
festgestellt, dal die Degeneration des Knorpels nach einer solchen
Abrasionschondroplastik ~ weiter  fortschreitet [44]. Tierexperimentelle
Untersuchungen zeigten, daf3 auch mit dieser Methode nur Faserknorpel induziert
werden kann [23].

Ebenfalls zur Erprobung kam das Prinzip der arthroskopischen Knorpelglittung
[38] mit limitierter Resektion degenerativ verdnderten Knorpelgewebes bei
maximaler Strukturerhaltung im Bereich des Kniegelenks.

Im Gegensatz zu den oben genannten Verfahren baut die Priostlappenplastik auf die
chondrogene Potenz von Periostgewebe. Diese Fiéhigkeit wurde erstmals von
Haebler 1925 beschrieben [28]. Immerhin konnten Salter et al., sowie Rubak et al.
[35,52,58,59,75,76, 77] zeigen, daB3 Periostlappen bzw. Periosttransplantate, zur
Uberbriickung von Knorpeldefekten eingeniht, sich ohne zusitzliche Beimpfung
mit Chondrozyten in hyalinartige Knorpelschichten differenzieren. Hierbei wird ein
autologes Periosttransplantat iiber der Defektstelle fixiert, wobei die Resultate
jedoch von GréBe und Lokalisation des Defekts abhingig sind. GroBere Defekte,
aber besonders auch tibiale und retropatellare Defekte, zeigen schlechte Ergebnisse.
Oft wird nur eine partielle Deckung, meist nur mit minderwertigem Faserknorpel
erreicht [90]. Auch wurde gezeigt, dal das Annihen des Periostlappens negative

Auswirkung auf den defektumgebenden gesunden Knorpel hat. Im Gegensatz zum
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Tierversuch  ergab die  klinische = Anwendung keine  befriedigenden
Langzeitergebnisse. Zwar zeigten sich bei 50-80% der Patienten kurzfristig eine
gute Beschwerdebesserung [2,7,8], die Bildung von hyalinem Knorpel oder eines
auch langfristig biomechanisch stabilen Regeneratknorpels konnte jedoch nicht
erreicht werden.

Attmannspacher et al.[4] testeten die autologe Knorpel-Knochen-Transplantation
mittels OATS® (osteochondral autograft transfer system). Dabei werden die
Knorpeldefekte bis in den spongidsen Raum vertieft und danach Knorpel-Knochen-
Zylinder aus unbelasteten, gesunden Anteilen des Kniegelenks in belastete und
geschidigte Zonen transplantiert, wobei fraglich ist, ob im Kniegelenk solche
unbelasteten Stellen iiberhaupt existieren. Somit wird das Problem vermutlich nur
von den belasteten in die weniger belasteten Bereiche verlagert, wobei ungeklért
ist, ob der Knorpel aus wenig belasteten Arealen der vermehrten Beanspruchung in
mehr belasteten Bereichen iiberhaupt standhalten kann. Die Anwendungs-
moglichkeit des Verfahrens wird auBBerdem durch die DefektgroBe limitiert, da nur
ein begrenztes Areal zur Entnahme der Zylinder zur Verfiigung steht.
UnregelméaBigkeiten im Gelenkniveau nach der Transplantation fiihren bereits nach
kurzer Zeit zu einer Degeneration des Transplantats, weshalb die Daten einen
positiven Verlauf nur in Kurzzeitstudien zeigen, mit guten Ergebnissen beziiglich
der Schmerzlinderung und der Verbesserung der Gelenkbeweglichkeit in 60-90%
der Fille [4,48]. Eine tierexperimentelle Langzeitstudie zeigte jedoch, daB} die
Knorpelschicht des Zylinders nur ca. 6 Monate intakt bleibt, wihrend der
Knochenanteil des Zylinders gut integriert wird [104]. Gute Langzeitergebnisse,
welche den Begleitschaden durch die Entnahme rechtfertigen wiirden, miissen in
gesicherten Studien am Menschen erst noch vorgelegt werden.

Brittberg und Peterson [10-12] praktizierten 1994 die Deckung kleinerer
Knorpeldefekte durch autologe Knorpelzellen, die nach Entnahme aus weniger
belasteten Gelenkanteilen des Patienten in vitro kultiviert, vermehrt und in einer
2.0Operation unter einem Periostlappenpatch in die Defektzone eingebracht werden.
Danach diirfen die Gelenke fiir 6 Wochen nur teilbelastet werden. Die Ergebnisse
werden sehr unterschiedlich bewertet, da die Chondrozyten wihrend ihrer in vitro

Kultivierung voriibergehend ihre Knorpelzelleigenschaften verlieren und zu Fibro-
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blasten dedifferenzieren [46,113] und somit nicht klar ist, ob die chondrogene
Potenz des Implantates den kultivieren Chondrozyten oder allein dem Periost
zugesprochen werden muf} [47]. Hierauf weisen diverse Studien hin, die zeigen,
daB Periostlappen zur Uberbriickung von Knorpeldefekten eingeniht, auch ohne
vorherige Beimpfung mit Chondrozyten in hyalinartigen Knorpel differenzieren
[35,52,58,59,75]. GroBere oder dreidimensionale komplexere Defekte lassen sich
jedoch auch mit diesem Verfahren nicht behandeln. Weitere Nachteile sind die
hohen Kosten des Verfahrens, sowie die zweizeitige Operation und die lange
Entlastungsphase, die eine hohe Belastung fiir den Patienten darstellt. Jedoch
konnten verschiedene Studien gute Ergebnisse beziiglich der Schmerzreduktion und
mehrheitlich auch der Histologien mit einem hyalindhnlichem Knorpelregenerat
demonstrieren [11,65,66].

All diese Techniken bieten in ihrer Gesamtheit trotz zum Teil positiver
Kurzzeitergebnisse beziiglich Schmerzsymptomatik und Gelenkbeweglichkeit nur
unbefriedigende Ergebnisse, da das gebildete Ersatzgewebe in den meisten Fillen
biochemisch minderwertigem Faserknorpel entspricht und positive Langzeit-
ergebnisse damit kaum zu erwarten sind. Die Verfahren stellen somit keine
befriedigende Problemlosung fiir das breite Spektrum der Gelenkerkrankungen

durch Knorpelldsionen dar.

Im Rahmen des Tissue Engineering wurden zur Verbesserung der Reimplantation
von in vitro geziichteten Knorpelzellen auch Versuche unternommen,
Chondrozyten in dreidimensionalen Trigerkonstruktionen aus bioresorbierbaren
Materialien zu kultivieren [1,84,99,100], um fiir den operativen Einsatz geeignete
Konstrukte zu erhalten. Tridgermaterialien sind hierbei Vliese aus verwobenen
Féaden, vornehmlich aus Polyglactin / Polydioxanon [64] oder Hyaluronsdure. Auch
Konstrukte aus Kollagen II oder die Anziichtung von Chondrozyten in
Agarosemedien werden untersucht, mit dem Ziel, hyalinartige Knorpelschichten zu
erhalten. Bei all diesen Methoden ergeben sich zwei Hauptprobleme: zum einen die
zweizeitige Operation, die fiir sich bereits eine Belastung des Patienten darstellt, bei
der zuerst Knorpelzellen aus Bereichen entnommen werden miissen, an denen die

Entnahme keine negativen Konsequenzen hat, wobei die Frage unbeantwortet
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bleibt, ob es solche Bereiche in einem Gelenk iiberhaupt gibt. Zum zweiten die
Tatsache, dal die Chondrozyten bei der in vitro Kultivierung wegen fehlender
mechanischer Stimuli ihre hyalinen Knorpelzelleigenschaften weitgehend verlieren
[46,113]. Es ist fraglich, ob derartige Knorpelkonstrukte nach der Retransplantation
in den Knorpeldefekt eine mechanisch tragfihige Funktion iibernehmen konnen

[47].

Gomar-Sancho et al. zeigten 1987 [26] die Wandlungsfihigkeit mesenchymalen
Gewebes [19] durch Induktion von Einwanderung und Einwuchs von
fibrokartilagindgrem Gewebe in die Defektzone von Knorpelldsionen. In
Zusammenschau mit der Literatur wurde aus den Ergebnissen gefolgert, dall die
Eroffnung der subchondralen Knochenschicht fiir die Reparatur von
Knorpeldefekten durch mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark
erforderlich ist. Durch den beschriebenen Versuch wurde bestitigt, dal auch
hyaliner Gelenkknorpel eine gewisse Regenerationsfihigkeit besitzt.

Wie bei Salter bereits 1975 und O Driscoll et al. 1986 und 1988 [58,59,76,77]
gezeigt, bedarf es zur Ausbildung eines hyalinartigen Gelenkknorpelersatzes
zusitzlich einer stetigen zyklischen Gelenkbewegung und Druckbelastung, um die
Versorgung mit Néihrstoffen und den Abtransport von schidlichen

Stoffwechselabfallprodukten zu gewihrleisten.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse entwickelte unsere Forschungsgruppe einen
Versuchsansatz zur Neugenerierung von hyalinem Knorpelgewebe durch
Umdifferenzierung mesenchymaler Stammzellen in osteochondralen Defekten mit
Hilfe einer geeigneten dreidimensionalen Trigerkonstruktion aus resorbierbaren
Materialien ohne vorherige Beimpfung mit kultivierten Zellen.

In eigenen Studien am Kaninchen [33] wurden osteochondrale Defekte untersucht,
bei der Trigerkonstruktion handelte es sich um ,,Bioimplantate”, fiir die ein
resorbierbares Polyglaktin / Polydioxanon-Vlies auf einen im subchondralen
Knochen verankerten, offenporigen Poly-D,L-Laktid (PLA)-Zylinder aufgebracht
wurde. Diese Vliese werden in kurzer Zeit komplett resorbiert. PLA wurde erstmals

bereits 1991 von v. Schroeder et al. als Tridgermaterial bei der Deckung chondraler
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Defekte verwendet [102] und erwies sich als biologisch gut vertridglich und potent
in der Induktion der Chondrozyteneinwanderung und —differenzierung [69], auch
wenn die Abbauzeit mit ca. 1 Jahr relativ lang ist. Es wurde ein Defekt mit einem
Durchmesser von 4 mm und einer Tiefe von 6 mm in den lasttragenden Bereich des
Femurkondylus gebohrt und mit dem Implantat gefiillt, so da mesenchymale
Stammzellen aus dem Markraum in den Defekt einwandern und sich differenzieren
konnten. Bei der Auswertung sah man bei den Implantaten sowohl makroskopisch
als auch histologisch im Vergleich zu den Leerlochern einen deutlichen
Unterschied im Ergebnis — in den Implantatdefekten war bei den meisten
Versuchstieren eine hyalindhnliche Knorpelmasse entstanden, wogegen die Defekte

in den Leerlochern sich kaum regeneriert oder gefiillt hatten.

Da jedoch das Kaninchen im Gegensatz zum Menschen ein Schnellknorpelbildner
ist und auBerdem dem Menschen in Bezug auf die GroBe der betroffenen
Gelenkflichen kaum #hnelt, wurde ein dhnlicher Versuch am Schaf, einem dem
Menschen in Knorpeldicke und -regenerationseigenschaften #hnlicherem
Individuum, durchgefiihrt. Die groBeren Gelenkdimensionen ermdéglichten hier eine
bessere Anpassung der Implantate und damit das Vermeiden von Druckspitzen,
bzw. das Fehlen von Belastung bei unter dem Niveau liegenden Implantaten.
Anders als bei den Kaninchenversuchen wurden in diesen Folgeversuchen
ausserdem rein chrondrale Gelenkknorpeldefekte untersucht, da lokalisierte
traumatische Defekte bei jungen Menschen héufig, die Arthrose des ilteren
Menschen immer ihren Ausgang am Knorpel ohne Beteiligung des subchondralen
Knochens nehmen. Dieser wird erst spiter in die Umbauprozesse mit einbezogen.
Wie in der Arbeit von Gomar-Sancho [26] gezeigt, sollte ein wichtiges Kriterium
eines hierbei verwendeten ,,Bioimplantates* sein, daB das in den Knorpeldefekt
einsprossende mesenchymale Gewebe sofort nach Implantation mechanisch
belastet wird. Denn nur durch sofortige, intermittierende Druckbelastung auf das
Gelenk konnen sich die mesenchymalen Stammzellen in Chondrozyten umwandeln
und somit hyalinartiges Knorpelgewebe mit den mechanischen Eigenschaften des
urspriinglichen Knorpels bilden. Aus dieser Erkenntnis entstand die Uberlegung

eines zweischichtig aufgebauten Tragerkonstruktes: die im Knochen liegende
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Schicht miiite eine dem Knochen angepalite ,harte“  Struktur
(;,Knochenersatzschicht*), die im Knorpelniveau liegende Schicht eine ,,weiche*
Struktur (,,Knorpelersatzschicht®) besitzen. Beide Schichten miiiten dabei
offenporig gestaltet sein, um Stammzellen aus dem Marklager die Einwanderung
und Ansiedelung in das Konstrukt und an die Defektoberfliche zu ermoéglichen.
Nur so konnte auf eine vorherige in vitro Kultivierung der Bioimplantate mit z.B.
Chondrozyten verzichtet werden. Die weiche Knorpelersatzschicht des
Bioimplantates sollte aus einem schnell resorbierbaren Vlies hergestellt sein, um
die sich bildende dreidimensionale Kollagenstruktur nicht zu behindern. Auflerdem
bietet sich ein faseriges Material an, in dem sich die einwandernden Stammzellen
gut festsetzen und umwandeln konnen. In der aktuellen Studie wurde ein
Polygalaktin / Polydioxanon-Vlies verwendet, welches innerhalb eines Zeitraumes
von 6 — 12 Wochen vollstindig resorbiert wird und dessen Abbauprodukte
intraartikuldr gut vertrdglich sind. Diese Knorpelersatzschicht wurde auf
Knochenverankerungsstifte aus Polylactid, sogenannte ,,Darts* aufgebracht und
damit im subchondralen Knochen befestigt, wodurch ein Zugang zum
subchondralen Knochen und somit zum Markraum des Knochens geschaffen

wurde.

Die vorliegende Arbeit soll die Tauglichkeit oben beschriebener Implantate in
abgewandelter Form — namlich als einschichtiges Bioimplantat am Schafsmodel in
rein chondralen Defekten zeigen, indem ein bereits vorbestehender Knorpeldefekt
als Implantatlager fiir das Vlies ausgefrist und durch die Verankerungsstifte ein
Zugang zum Markraum geschaffen wird. Durch Einblutung aus dem subchondralen
Knochengewebe wird ein Zugang und Weg fiir die mesenchymalen Stammzellen
aus dem Knochenmark geschaffen, die sich auf dem Vlies absiedeln und zu
Knorpelzellen umdifferenzieren sollen ohne groere Traumatisierung und

Penetration des subchondralen Knochens oder des umliegenden Gewebes.
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2. Versuchsziele

Aufgrund der bisherigen unbefriedigenden Ergebnisse bei der Heilung von
Knorpeldefekten ist das Ziel der vorliegenden Studie, folgende Fragestellungen
beziiglich eines neuartigen Behandlungsverfahrens bei Gelenkknorpeldefekten zu

klaren:

Sind resorbierbare Bioimplantate geeignet, ohne vorherige Beimpfung mit
kultivierten Chondrozyten die Differenzierung korpereigener mesenchymaler
Stammzellen unter mechanischer Belastung zu induzieren und damit die Bildung

von hyalinem Knorpel und die Heilung chondraler Gelenkdefekte zu bewirken?
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3. Material und Methoden

3.1. Implantate - Material und Bearbeitung

Fiir die vorliegende Studie wurde ein resorbierbares Bioimplantat entwickelt, bei
dem ein rundgeschnittenes Ethisorb®-Vlies aus verwobenen Faden aus
Polyglaktin / Polydioxanon (Ethisorb 210®, Ethicon GmbH & Co. KG, Norderstedt,
Deutschland) mit einem Durchmesser von 8 mm auf 6 schmale Stifte, sogenannte
»Meniscal Darts* (Fa. Arthrex, Karlsfeld, Deutschland) aus Poly-D,L-Laktid mit

einer Liange von 8 mm zur Verankerung im subchondralen Knochen aufgebracht

wurde.

Abb. 3.1.1.: Resorbierbares Bioimplantat zur Behandlung chondraler Defekte.

Die runden Vliese mit einem Durchmesser von 8§ mm wurden von Hand aus einem
grofen Stiick Polyglaktin / Polydioxanon-Vlies herausgeschnitten. Der
Faserabstand betridgt 40 — 150 pm bei einem Faserdurchmesser von 10 pum. Die
Darts sollten die Verankerung im Knochen mit dem Zugang zum Knochenmark
darstellen und bestanden aus Poly-D,L-Laktid mit einer Linge von ca. 8 mm und
einem Durchmesser von jeweils 400 um. Die industriell vorgefertigten Darts

wurden in 6 kreisformig angebrachte Locher in einer eigens angefertigten Stahl-
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form gesteckt, das Vlies anschlieBend mittels eines Aceton-Poly-D,L-Laktid
Gemischklebers, welcher in der Basis ebenfalls aus Poly-D,L-Laktid, dem Material

der Verankerungsstifte, besteht, auf diese Darts fixiert.

Abb. 3.1.2.: Form zur Fertigung der Bioimplantate.

Nach Verbindung der beiden Komponenten durch Trocknung und Verdunsten des
Acetons konnten die fertigen Implantate entnommen und zur Sterilisation gegeben

werden. Diese erfolgte im Plasmasterilisationsverfahren bei 45°C.

3.2. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten fiir sdmtliche Versuche insgesamt 6 ausgewachsene,
weibliche Merinoschafe ab dem 1. Lebensjahr mit einem Korpergewicht von ca. 50
kg. Die Tiere wurden zunichst in einem Tierstall mit 16 m” Auslauf und 4 m*
Innenbox in Strohhaltung gehalten. Sie erhielten die Moglichkeit, frei zwischen
Innenbox und Auslauf zu wihlen. Die Erndhrung erfolgte mit Standard Schafsfutter
tiber Pellets bei freiem Zugang zu Futter und Wasser ad libitum. Ab dem 5.
postoperativen Tag wurden die Tiere dann in artgerechte Offenstallhaltung

verbracht.
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Die Schafe wurden 36 Stunden vor Narkoseeinleitung niichtern gehalten, jedoch
war ihnen freier Zugang zum Wasser ad libitum gestattet. Es wurden nur Tiere in
den Versuch aufgenommen, die keine Anzeichen von Krankheit aufwiesen und

normales Fre3- und Artverhalten zeigten.

3.3. Protokolle

3.3.1. Operationsverfahren und —technik

Zur Anisthesie wurden die Tiere zunidchst mit 6 ml ( 30 mg ) Diazepam i.m.
(Valium® Roche, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen, Deutschland) unter
O,-Insufflation sediert, die Einleitung erfolgte anfangs iiber einen venosen Zugang
mit Ketaminhydrochlorid (Ketavet® 10 %; Pharmacia&Upjohn GmbH, Erlangen,
Deutschland) in einer Dosierung von 8 mg / kg KG, gefolgt von einer intravendsen
Gabe von 2-3 ml Propofol (Disoprivan 2 %; AstraZeneca GmbH, Wedel,
Deutschland) nach Wirkungseintritt. Danach wurde mit Ketamin i.v. nachdosiert
(maximal 8 mg / kg KG) bis zum Erreichen einer Intubationstoleranz. Unmittelbar
nach der Narkoseeinleitung wurden die Tiere mit einem 1ler Tubus intubiert und
der Tubus geblockt um eine Aspiration von Speichel oder regurtiertem
Pansensekret zu verhindern. AnschlieBend wurde eine MagenschluBBsonde zur
Vermeidung einer Pansentympanie und zum Kkontrollierten Abflu3 des
Pansensekretes gelegt.

Zur Narkoseerhaltung wurde bei assistierter Beatmung ein Inhalationsgemisch aus
Lachgas (N,O) und Sauerstoff (O,) im Verhiltnis 2:1 sowie Enfluran (Ethrane®:
Abbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland) in einer Konzentration von 0,8 Vol %
nach Wirkung verabreicht. Parallel zur Inhalationsanisthesie lief ein 2 %iger
Propofolperfusor (~ 12 ml) (Disoprivan 2 %; AstraZeneca GmbH, Wedel,
Deutschland) zur Unterstiitzung der Anisthesiewirkung, sowie zur perioperativen
Antibiose eine Augmentan-Infusionslosung (2,2 g / 55 ml NaCl: SmithKline
Beecham Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland), die bei Eingriffen iiber 45 min.

Dauer auf 2 Dosen erhoht wurde.
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Die perioperative Uberwachung der Kreislaufsituation erfolgte wihrend der
Narkose durch Beurteilung von Pulsfrequenz, Pulsqualitit, sowie der
Sauerstoffsittigung mittels eines Pulsoxymeters.

Nachdem die Tiere in Narkose auf dem Operationstisch in Riickenlage gelagert
wurden, erfolgte die Rasur des jeweils linken Hinterbeins und die Desinfektion
mittels Polyvidon-Jod (Braunol®-Losung: B.Braun Medical AG, Melsungen,
Deutschland). Ein steril gekleideter Operateur und ein Assistent deckten das
Operationsgebiet mit sterilen Einmalabdecktiichern ab. Nun erfolgte eine gerade,
ca. 10 cm lange Inzision iiber dem medialseitigen Kniegelenk. Nach Eroffnen des
Kniegelenkes wurde die Patella nach lateral verdriangt, so da} sich der mediale
Femurkondylus darstellte. Bei jedem der 6 Tiere wurden nun in maximaler
Beugestellung des Knies in der Belastungszone jeweils 2 Defekte gesetzt, welche
entweder beide mit den Implantaten gefiillt oder beide als Leerlocher belassen
wurden. Insgesamt entstanden so 6 Defekte mit Bioimplantatfiillung und 6
Leerlocher, welche miteinander verglichen werden konnten. Bei den Defekten fiir
die Bioimplantate wurden mit einem Konkavfriser mit 8 mm Durchmesser und
zentralem Fithrungsdorn Defekte von 8 mm Durchmesser und einer Tiefe bis zum
subchondralen Knochen in den Gelenkknorpel gefrist. Der Fridser besall eine
konkave Oberflichengeometrie, so dal der Gelenkoberfliche angepalite Defekte
geschaffen werden konnten. Bei den Leerlochern wurde der gleiche Friser ohne

zentralen Dorn verwendet.

Schaftfriserachse zur Vorderansicht
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Abb. 3.3.1.1.: Instrument zum Frisen der chondralen Defekte. Fiir die Implantatgruppe
wurde zentral ein Fiihrungsdorn eingesetzt, bei der Kontrollgruppe wurde ohne
Fiithrungsdorn gefriist.
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Nach  Spiillung wurden bei den  Implntatdefekten  mittels eines
Schlagdorninstrumentes mit 6 Dornen die Verankerungslocher angelegt. Die Dorne
hatten distal einen Durchmesser von 1,6 mm und proximal von 1,8 mm. Hierdurch
sollten sich die Verankerungsdarts im distalen Anteil des Loches ,,press-fit*
verankern, proximal verblieb um die Darts eine Liicke, um das Einwandern von
Zellen aus dem Markraum zu erméglichen. Die Anordnung der Dorne entsprach

hierbei den Darts auf dem Bioimplantat.
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Abb. 3.3.1.2.: Schlagdorninstrument zur Anlage der Verankerungslocher.

SchlieBlich wurde das Knorpelersatztransplantat mit den 6 Polylaktid-Stiften
mittels eines eigens konstruierten Aufnahmegerits, sowie eines Stoflels zur ,,press-
fit“-Arretierung, in den vorgestanzten Lochern im subchondralen Knochen
verankert, wobei die Oberfliche der Gelenkgeometrie angepasst wurde, so daf aus

der Markhohle heraus bereits intraoperativ eine Einblutung in den Defekt erfolgen

konnte.

Abb. 3.3.1.3.: a) Fassinstrument b) Stof3el zum ,,press-fit‘‘-Arretieren der Bioimplantate.
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Abb. 3.3.1.4.: Intraoperativer Situs: a) 8 mm groBler ausgefrister Knorpeldefekt im
lasttragenden Bereich der medialen Femurkondyle. b) Verankerungslocher mit
intraoperativer Einblutung aus dem Markraum. c) Pressfit eingebrachtes Bioimplantat.

Bei dieser Verankerung trat ein Problem beim Einpassen der Verankerungsstifte
auf, wobei einige der Stifte vom Vlies abbrachen, andere sich verbogen oder
querlegten. Insgesamt erwies sich das Einbringen der Darts in die vorgestanzten
Locher als unerwartet schwierig. Bei den Leerlochern wurde in gleicher Weise
verfahren, nur dafl hier der Knorpeldefekt im Femur nicht mit einem Implantat
gefiillt wurde. Im Anschlu3 wurden die Gelenkkapsel und Haut mit 2-0-Vicryl®-
Einzelknopfnidhten verschlossen und ein Sprithpflaster (Nobecutan Spray: Astra
Zeneca GmbH, Wedel, Deutschland) sowie ein steriler Verband angelegt. Die
Operationsdauer betrug ca. 40-50 Minuten.

5-10 Minuten vor dem Operationsende wurde die Enfluran- und Propofolzufuhr
abgestellt und kurz vor Beendigung des Wundverschlusses auch die Lachgaszufuhr
gestoppt. Es folgte eine ca. 10 miniitige Beatmung mit 100 % Sauerstoff, um einer
alveoldren Lachgasdiffusion vorzubeugen. Bis zum Einsetzen der Spontanatmung,
welche bei allen Versuchstieren praktisch sofort und ohne Komplikationen
einsetzte, wurde mit Raumluft beatmet.

Bereits noch auf dem OP-Tisch erhielten die Tiere 1 ml Buprenorphin (Temgesic®:
Essex Pharma, Miinchen, Deutschland) zur Schmerzstillung und wurden
anschlieBend zum Aufwachen in einen Einzelinnenstall mit Stroheinlage verbracht.
Das Erwachen aus der Narkose erfolgte bei allen Schafen problemlos und prompt
nach Absetzen der Narkotika, bereits eine Stunde nach OP-Ende konnten die Tiere
sicher stehend und laufend zu ihren Artgenossen ins Freigehege entlassen werden.
Die Studie wurde gemil den Richtlinien des National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals durchgefithrt und durch die
Tierschutzbehorde genehmigt (Versuchsnummer 211-2531-15/97/99).
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3.3.2. Postoperatives Vorgehen

Die Schafe wurden an den ersten beiden postoperativen Tagen 3x téglich im
Abstand von 8 Stunden mit jeweils einer Ampulle (1 ml) Buprenorphin
(Temgesic®) subcutan zur Schmerzstillung versorgt. Bei Schmerzanzeichen, wie
Zihneknirschen, Umherlaufen, Lautduerungen, Pressen gegen die Stallwand oder
Futterverweigerung erfolgte eine weitere Buprenorphingabe bei Bedarf. Die Tiere
konnten und sollten sich im Gehege frei bewegen und erhielten Futter und Wasser
ad libitum. Am 5. postoperativen Tag erfolgte der Transport in die artgerechte

Offenstallhaltung in 4er Gruppen.

3.3.3. Postoperative Befunde

Wihrend der 12wochigen Beobachtungszeit wurden keine weiteren Eingriffe an
den Tieren mehr vorgenommen, die Schafe belasteten bereits ab dem 2.
postoperativen Tag die operierten Gelenke ohne Anzeichen von Schmerzen voll.
Die Wunden verheilten gut und ohne Infektionen, es traten keine Fille von

Nahtinsuffizienz auf, es gab keine relevanten Schwellungen oder Ergiisse.

3.3.4. Materialentnahme

Am Ende des Versuchszeitraums wurden die Tiere durch Gabe von 20 ml
Pentobarbital (Narcoren® 16 g / 100 ml: Merial GmbH, Halbergmoos,
Deutschland) i.v. sowie 20 ml KCI (IM Kaliumchlorid-Lésung: Pfimmer, Baxter
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) i.v. eingeschlifert. Die
Femurkondylen ebenso wie die Tibiagelenkfliche wurden nach Darstellung des
kompletten Kniegelenkes unter Durchtrennung sdamtlicher anatomischer Strukturen
ca. 3 cm von der Gelenkfliche entfernt abgesdgt und mit NaCl gereinigt. Nach
Fotografie der Préiparate erfolgte schlieBlich die Einlagerung und Fixierung in

100 %igem Methanol bei 4°C, bevor die weitere Bearbeitung erfolgte.
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3.4. Methoden zur Weiterverarbeitung

3.4.1. Makroskopie

Die makroskopische Begutachtung erfolgte direkt nach Entnahme am frischen
Priparat, wobei zur spiteren Nachvollziehbarkeit der Befunde Fotografien
angefertigt wurden. Die Kriterien zur Beurteilung waren allgemein Aussehen,
Farbe, Glitte, Glanz, Anbindung an den Defektrand und Oberflichenkongruenz des

neugebildeten Gewebes.

3.4.2. Mikroskopie

Nach der makroskopischen Betrachtung erfolgte die histologische Bewertung der
Préparate. Beurteilt wurden Oberflichengewebe, Anbindung an den Defektrand,
Struktur und Oberflachenkongruenz. Eine Knorpelinduktion galt als erreicht, wenn
im Bereich des Knorpeldefektes Knorpelgewebe lichtmikroskopisch darstellbar
war. Zusitzlich wurde der Nachweis von Kollagen II zur Beurteilung
herangezogen. Die Spontanregeneration von Knorpel wurde anhand der Leerlocher

tiberpriift.

3.4.2.1. Herstellung histologischer Schnitte

Zur Gewinnung histologischer Schnitte aus den entnommenen Gelenkflichen
wurden aus diesen zunéchst die Defektstellen mit dem anliegenden Gelenkknorpel
als quadratische Blocke ausgesidgt und anschlieBend zur Entkalkung in 5 %ige
EDTA-Losung (25 g Ethylendiamin-Tetraessigsdure Dinatriumsalz Purum (> 97
%) auf 500 ml Aqua Dest.) eingelegt. Diese Losung wurde jeden zweiten Tag
erneuert und nach ca. 12-18 Wechseln konnten die Blocke im Kryomikrotom
(Microm HM 500 OM-Kryomikrotom) geschnitten werden. Dazu wurden die
Préiparate zur Vorbereitung iiber Nacht in 5 %ige Saccharose ( D(+)- Sucrose

(Firma Fluka Chemika AG, Neu Ulm, Deutschland) in Mischung 5 g/ 100 ml
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PBS') eingelegt und am nichsten Morgen mittels Kryoschnittechnik
weiterverarbeitet: die Blocke wurden bei —27°C auf die dafiir vorgesehenen Triger
aufgefroren, anschlieend erfolgte die Anfertigung der Schnitte mit einer Dicke von
12 — 14 pym und die Aufbringung auf spezielle histologische Objekttriger
(Superfrost-Plus Objekttrager, Menzel, Miinchen). Von jedem Priparat wurden
mindestens 30 Schnitte angefertigt und anschlieBend bei -20°C fiir mindestens 2
Wochen fixiert. Danach wurden die Schnitte entweder mit verschiedenen
Farbstoffen  angefarbt (HE, Safranin-O, Toluidinblau), oder mittels

Immunhistologie weiterbearbeitet.

3.4.2.2. Firbungen mit HE, Safranin-O, Toluidinblau

Zur besseren morphologischen Beurteilung der verschiedenen Gewebearten,
insbesondere von hyalinem und Faserknorpel, sowie Knochen, wurden entkalkte
sowie im Kryomikrotom geschnittene Prédparate verschiedenen Farbungen
zugefiihrt [App.1]. Es wurden die konventionelle HE Férbung zur besseren
Beurteilung der Knorpel-, Knochen- und Bindegewebsstrukturen, die Safranin-O
Farbung (Gegenfarbung mit Echtgriin und Weigertschem Eisenhdmatoxylin) fiir die
Unterscheidung Knorpel / Knochen sowie die Toluidinblau Farbung durchgefiihrt.
Deren Verhalten ist, wie bei der Firbung mit Safranin-O, abhéngig von der Menge
saurer Glykosaminoglykane im gefiarbten Gewebe, jedoch findet bei der Farbung
mit Toluidinblau der Farbumschlag wesentlich abrupter statt, wodurch die
Trennung zwischen glykosaminoglykanreichem und —drmerem Gewebe schirfer

wird.
3.4.2.3. Immunlabelling Kollagen-I, Kollagen-II und Aggrecan
Mit dem Ziel, verschiedene Komponenten des Geriistes des neu gebildeten

Knorpels nachzuweisen und die Qualitidt des Ersatzgewebes zu beurteilen, wurden

mehrere Immunlabelling-Prozesse [App.2+3] durchgefiihrt. Zum einen sollte eine

' PBS: 9 g /1 Natriumchlorid (Fa. Merck KG, Darmstadt, Deutschland) + 0.32 g / 1 Natriumdihydrogenphosphat (Fa. Baker
Chemicals, Deventer, Holland) + 1,42 g/ 1 Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Fa. Merck) pro 1000 ml Aqua Dest.)
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Markierung des Kollagen I bzw. Kollagen II erfolgen, zum anderen das
Hauptproteoglykan des menschlichen Gelenkknorpels, Aggrecan, sichtbar gemacht
werden. Dazu erfolgte zunichst eine Rehydrierung der Schnitte mit PBS und
Tween 20 fiir 5 Minuten, sowie eine Inaktivierung der endogenen Peroxidase sowie
Fixation mit einem Methanol-H,O2-Gemisch. Hierauf wurde 3x5 Minuten mit
PBS-Tween gewaschen. Es folgte die enzymatische Andauung mit Hyaluronidase
(1,5 TU/ml) und Chondroitinase (0,25 IU/ml) fiir 30 Minuten bei 37°C zur
Freilegung der Epitope. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation
mit Pferdeserum (1:20 in PBS, Vector Lab, Burlingame, USA) fiir 60 Minuten
abgesittigt. Zum Kollagen I Nachweis wurde der monoklonale Antikorper Col 1
(Sigma) verwandt. Der Kollagen II Nachweis erfolgte mit dem CII-CI-Antikorper,
der fiir Aggrecan mit dem 1C6-Antikorper. Die Negativkontrollen erfolgten durch
Inkubation der Schnitte mit PBS oder mit einem Antikorper gegen ein im Priparat
nicht vorkommendes Antigen. Nach erneutem Waschvorgang erfolgte eine
Inkubation mit einem Sekundirantikorper (Vectastainin ABC-Kit Elite Anti-Maus,
Vector Laboratories, Burlingame, USA) fiir 30 Minuten, gefolgt von einem
erneuten Waschvorgang. Die Inkubation mit dem ABC-Komplex (Avidin-Biotin-
Enzym-Komplex) erfolgte bei Raumtemperatur iiber 30 Minuten. Nach einem
weiteren Waschvorgang erfolgte die Inkubation unter Lichtabschluss mit DAB
(Diaminobenzidin, Vector Lab, Burlingame, USA). Die Pridparate wurden
anschlieBend noch mit Mayer’s Hamalaun gefirbt und mit DePeX (Fluka)
eingedeckt.

Die Aggrecan-Nachweisreaktionen wurden durch einen Reduktions- und einen
Alkylierungsschritt vorbereitet. Zur Reduktion wurde Dithiotreitol (DTT) in Tris
Puffer (pH 7,35) verwendet. Die Alkylierung erfolgte mit Iodacetamid in PBS
(Sigma, Miinchen, Deutschland) zur Stabilisierung der zuvor unterbrochenen

Disulfidbriicken.
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3.4.3. Auswertung mittels O ‘Driscoll Score

Um fiir die Auswertung der Histologien und Immunmarkierungen ein einheitliches
und unabhédngiges Schema zu haben, wurde das histologisch-histochemische
Knorpel-Scoring-System nach ODriscoll [51,57,58,59,60] verwendet. Der Score
bewertet verschiedene Komponenten des neu gebildeten Knorpels wie z.B.
Zellmorphologie, Oberfliachenregularitit und strukturelle Integration des neuen
Gewebes und verteilt je nach Ausprigung bzw. Giite Punkte fiir die einzelnen
Charakteristika, so da3 am Ende eine Gesamtpunktzahl zwischen 0 und 24 Punkten
errechnet werden kann [App.l1]. Zur besseren Beurteilung des entstandenen
Knorpelgewebes, wurde der O Driscoll Score um einige, in unseren Augen fiir die
korrekte Beurteilung wichtige Bewertungscharakteristika erweitert, wie z.B. die
Anwesenheit von Kollagen I, II, Aggrecan und Blutgefilen im Regenerat [Tab.2],
so dal die hochst mogliche Punktzahl nun 34 betrug. Die Auswertung erfolgte
nach diesem erweiterten Score verblindet durch zwei Histologen, die die Priparate
unabhingig voneinander bewerteten, ohne zu wissen, ob sie ein Leerloch- oder ein
Implantatpriparat vor sich hatten. Da in keiner der Arbeiten, die den Score
benutzten, festgelegt ist, an welcher Stelle im Regenerat die Beurteilung
vorgenommen werden soll, wurden in der hier durchgefiihrten Auswertung in
Anbetracht der Inhomogenitit des entstandenen Gewebes zur besseren
Objektivierbarkeit immer das minderwertigste Gewebe eines zentralen Schnittes
durch die Mitte des Defektes bewertet, um eine subjektive Beeinflussung des

Ergebnisses zu vermeiden.

3.4.4. Prozentuale Defektdeckung

Zur weiteren Objektivierung der Knorpelregeneration wurde in einer gesonderten
Analyse der Unterschied zwischen Implantaten und Leerlochpriparaten durch
Vergleich der prozentualen flaichenhaften Defektdeckung mit Knorpel beurteilt, d.h.
wieviel Prozent des Defektes iiberhaupt mit einem knorpeldhnlichen Material
gedeckt wurden. Zu diesem Zweck wurde anhand von Digitalaufnahmen mit einem
entsprechenden Programm (KS400) zuerst der Gesamtdurchmesser des

urspriinglichen Defektes und anschlieend die Defektdeckung mit Ersatzgewebe
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ausgemessen und bestimmt. Aus den so erhaltenen Daten wurde die prozentuale

Defektdeckung fiir die Implantate und Leerldcher errechnet

3.4.5. Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Da wir
Vergleichsgruppen mit sehr kleiner Gruppenzahl — jeweils 6 Objekte / Gruppe -
haben, wurde zur statistischen Auswertung ein verteilungsfreier Tests benotigt. Wir
verwendeten zur Bestimmung signifikanter Unterschiede den U-Tests nach Mann
und Whitney. Dieser schien am besten zur statistischen Auswertung geeignet, da es
sich bei den zu vergleichenden Ergebnissen zum einen um Rangwerte handelt, wie
sie bei der Verwendung von festen Bewertungsschemata entstehen, zum anderen
waren die Verteilungen der Ergebnisse asymetrisch. Die Verwendung des U-Tests

sowie das Vorgehen wihrend der Auswertung wurden mit einem Diplom-

Statistiker abgesprochen. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorzeitiger Abbruch

Fiir die Versuche wurden nur Tiere verwendet, die keine Anzeichen fiir
Krankheiten oder Verhaltensauffilligkeiten zeigten. Kriterien fiir einen vorzeitigen
Abbruch waren starke Infektion oder Entziindung der operierten Knie bzw.
Wunden, starke Schmerzen der Tiere trotz Buprenorphingaben in den ersten 3
Tagen postoperativ. oder Zusammenbruch des Gelenks aufgrund der
biomechanischen Schwichung der Femurkondylen durch das Aufbohren und
Einbringen der Ersatzmaterialien mit Verformung und Instabilitit. Es trat kein
einziger Fall von Entziindung oder ErguB oder sonstiger offensichtlicher
Gelenkschiddigung auf. Die Tiere zeigten bereits 3 Tage postoperativ keine
Anzeichen von Schmerzen mehr und belasteten die operierten Knie voll, so daf}
kein einziges Tier vorzeitig aus der Studie genommen und eingeschlifert werden

mubfte.

4.2. Leerlocher

4.2.1. Makroskopische Betrachtung

Direkt nach der Entnahme der Kniegelenke wurden die Priparate makroskopisch
betrachtet, fotografiert und beurteilt. Bei den Leerlochern fielen die Defekte sofort
ins Auge. Der umgebende Gelenkknorpel war glatt und unauffillig, die Defekte
dagegen waren kaum mit Gewebe gedeckt oder gefiillt. Die in den Knorpel
gefristen Defekte waren bis auf den Wundgrund noch sichtbar, es hatten
anscheinend keine nennenswerten Reparaturvorginge stattgefunden, der Ubergang
vom Defektrand in den gesunden Knorpel wies UnregelméBigkeiten und Risse in

verschiedenem Schweregrad auf.
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10 mim
I

Abb.4.2.1.1.: Linker Femur mit 2 Knorpelleerlochern im medialen Kondylus (Pfeile). Man
sieht die vollige Desintegritit und UnregelmiBigkeit des Defektes, an dem praktisch kein
Regenerationsvorgang stattgefunden hat. Er ist deutlich vom umgebenden, gesunden Knorpel
abgrenzbar.

Auf den gegeniiberliegenden Tibiaplateaus waren an den medialen Kondylen

deutliche Schleifspuren im Kontaktbereich mit den Femurdefekten zu sehen.

Abb.4.2.1.2.: Linkes Tibiaplateau mit deutlichen Schleifspuren am medialen Kondylus (Pfeil)
im Kontaktbereich mit den Leerloch-Femurdefekten — im Gegensatz zur vollig glatten
Oberfliche des lateralen Kondylus.
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4.2.2. Histologie

Zur besseren Identifizierung und Auswertung der knorpeligen und kochernen
Strukturen wurden entkalkte und geschnittene Prédparate verschiedenen Firbungen
zugefiihrt. Wir verwendeten die konventionelle HE Farbung, die Safranin-O
Féarbung und die Toluidinblau Féarbung.

In sdmtlichen Féarbungen kann man sehen, da bei der Operation nur die
Gelenkknorpelschicht abgetragen wurde, wobei am Defektgrund ein schmaler
Saum von Knorpelgewebe erhalten blieb. Der unterliegende subchondrale Knochen
wurde nicht beschidigt.

In den Firbung der Leerlochpriparate sieht man am Boden sdmtlicher Defekte die
erhaltene schmale Schicht des urspriinglichen Knorpelgewebes, wobei es sich bei
diesem Gewebe der Anféarbbarkeit nach, wie erwartet, um hyalinen Gelenkknorpel
handelt. Der subchondrale Knochen der Defektzone zeigt sich in sdmtlichen
Préaparaten unversehrt, der die Defektzone umgebende Gelenkknorpel prisentiert

sich ebenfalls intakt und wird kriftig angefarbt.

A g

Abb 4.2.2.1.: Knorpelleerlochpriparat. Toluidinblau.

Ubersichtsaufnahme einer Femurkondyle mit mittig angeordneter oberflichlicher
Knorpellision. Es ist deutlich erkennbar, dass nur die Gelenkknorpelschicht abgetragen
wurde, der unterliegende subchondrale Knochen ist unversehrt. Man sieht die verbliebenen
Restknorpelschicht am Grund des Defektes. Referenzstrecke 1,3 mm.

Das Regeneratgewebe im Ubergangsbereich von intaktem Knorpel zum Defekt
unterscheidet sich hinsichtlich seiner morphologischen Erscheinung deutlich vom

normalen Gelenkknorpel und scheint eher bindegewebigen Charakter zu haben.
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Abb. 4.2.2.2.: Knorpelleerlochpriparat. Firbung mit Hamatoxylin / Eosin (HE).
Hochauflosende Rekonstruktion der Randzone eines oberflichlichen Knorpeldefektes. Der
Ubergang vom normalen Gelenkknorpel (linker Bildrand) zum Restknorpel der Defektzone
(rechter Bildrand) ist klar erkennbar. Im Ubergangsbereich von intaktem Knorpel zum
Defekt ist ein Regeneratgewebeareal zu sehen (*) welches sich deutlich vom normalen
Gelenkknorpel unterscheidet. Referenzstrecke 180 pm

In den Detailaufnahmen sieht man im Randbereich des urspriinglichen
Knorpeldefektes einsprossende Blutgefil3e, welche wohl als Degenerationszeichen
des Knorpelgewebes gewertet werden miissen, da sie in diesen Priparaten kaum fiir
frisch gebildetes und nicht ausgereiftes Knorpel- oder Bindegewebe sprechen. Die
Blutgefifie sind z.T. von rot dargestellten Knochenmanschetten umgeben, welche
die noch teilweise bestehende sogenannte , Tidemark® (Grenze zwischen

mineralisiertem und nicht mineralisiertem Knorpel,) durchbrechen.

Abb. 4.2.2.3.: Knorpelleerlochpriparat. HE-Farbung.

Detailaufnahme aus 4.2.2.2. Randbereich des fritheren Knorpeldefektes mit einsprossendem
Blutgefal (*) welches von einer rot dargestellten Knochenmanschette umgeben ist. Deutlich
erkennbar ist, dass die noch teilweise bestehende Tidemark (Grenze zwischen mineralisiertem
und nicht mineralisiertem Knorpel, Pfeil) von dieser Knocheneinsprossung durchbrochen
wird. Referenzstrecke 45 pm.
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Weiterhin ist im Randbereich der Knorpeldefekte eine deutliche Fissurbildung im
ehemals intakten Gelenknorpelgewebe zu erkennen mit beginnendem

Proteoglykanverlust im Bereich der oberen Gelenkknorpelschichten, der sich in
einem Verlust der Anfarbbarkeit mit Toluidinblau und Safranin-O &duBert. Dies
spricht dafiir, dass das dortige, einst gesunde Knorpelgewebe bereits in

Bindegewebe degeneriert.

Abb. 4.2.2.4.: Knorpelleerlochpriparat. Toluidinblau.

Detailaufnahme aus 4.2.2.1. Randbereich des Knorpeldefektes mit deutlich erkennbarer
Fissur und beginnendem Proteoglycanverlust im Bereich der oberen Gelenkknorpelschichten
(Verlust der Anfirbbarkeit mit Toluidinblau). Referenzstrecke 360 pm.

Abb. 4.2.2.5.: Knorpelleerlochpriparat. Toluidinblau.
Bindegewebige Oberfliche des Knorpeldefektes. Auf dem Knochen befindet sich eine diinne
Schicht von undifferenziert erscheinenden Bindegewebszellen. Referenzstrecke 90 um.
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4.2.3. Immunhistochemische Markierung

Ziel der Immunhistochemie war es, durch Markierung bestimmter Strukturen wie
Kollagen I bzw. II sowie Aggrecan mittels Antikorpern, die Qualitit des neu
gebildeten Gewebes in Bezug auf dessen Ahnlichkeit mit hyalinem Knorpel zu
beurteilen. Hierbei indizierte die Anwesenheit von Kollagen II die Bildung eines
hyalinartigen Knorpels, die von Kollagen I die Bildung von unphysiologischem
Faserknorpel. Aggrecan ermoglicht als Hauptproteoglykan und Bindemolekiil des
menschlichen Knorpels die allgemeine Unterscheidung zwischen knorpeligem
Gewebe und gewohnlichem Bindegewebe.

Bei den Leerlochern sah man auch in den Immunmarkierungen am Boden
samtlicher Priparate die Restschicht des urspriinglichen Knorpelgewebes. Dieses
Gewebe besteht eindeutig aus hyaliner Knorpelmasse und gleicht von Aussehen,
Organisation und Anfédrbbarkeit her dem umgebenden, gesunden Gelenkknorpel.
Ausserdem sieht man in sdmtlichen immunhistochemischen Aufnahmen
Randfissuren am Ubergang vom gesunden Gelenkknorpel zum Defektbereich,
sowie sehr unregelmiflige Defektoberflichen ohne adidquate Verbindung zum
angrenzenden gesunden Gelenkknorpel.

In den Markierungen fiir Kollagen I zeigt sich der subchondrale Knochen braunlich
markiert und wichst in die am Defektgrund verbliebene Restschicht des Knorpels
ein. Diese bleibt in den Kollagen I Farbungen unmarkiert, da es sich hierbei um den
urspriinglichen hyalinen Gelenkknorpel handelt, welcher kein Kollagen I enthilt. In
den Randbereichen der Knorpeldefekte dagegen sieht man in den meisten
Priparaten eine beginnende Kollagen 1 Expression der oberflichlichen
Gelenkknorpelzellen in der unmittelbaren Nachbarschaft der Randfissuren der

Knorpeldefekte.
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Abb. 4.2.3.1.: Knorpelleerlochpriiparat. Inmunmarkierung fiir Kollagen I, Kerngegenfirbung
mit Mayer’s Hamatoxylin

Oberflichliche Knorpelliision. Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit oberfl:ichlicher
Knorpellidsion in den rechten 2/3 des Bildes. Der subchondrale Knochen ist bréaunlich
markiert, die Reste des Gelenkknorpels sind nicht markiert. Referenzstrecke 560 pm.

Abb. 4.2.3.2.: Knorpelleerlochpriparat. Imnmunmarkierung fiir Kollagen I, Kerngegenfirbung
mit Mayer’s Hamatoxylin

Detailaufnahme aus 4.2.3.1.: Zentralbereich des Knorpeldefektes mit beginnender Invasion
des subchondralen Knochens (briunlich markiert) in die am Defektgrund verbliebenen Reste
des Knorpels. Referenzstrecke 180 pm.
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4
X

180 pmm

Abb. 4.2.3.3.: Knorpelleerlochpriiparat. Inmunmarkierung fiir Kollagen I, Kerngegenfirbung
mit Mayer’s Hamatoxylin

Detailaufnahme aus 4.2.3.1.: Randbereich des Knorpeldefektes. In unmittelbarer
Nachbarschaft der Randfissuren (*) des Knorpeldefektes beginnende Kollagen I Expression
der oberflichlichen Gelenkknorpelzellen (Pfeile). Referenzstrecke 180 pm

In der Kollagen II Féarbung ist das Ergebnis noch eindriicklicher. Aufler in den
urspriinglichen Restknorpelschichten am Defektgrund ist in keinem der 6
Leerlochdefekte Kollagen II nachweisbar. Diese mineralisierte Restknorpelschicht
zeigt sich durch die Kollagen II Markierung braunlich gefédrbt, was den hyalinen
Charakter dieses Gewebes bestitigt. Der darunter liegende subchondrale Knochen
ist unmarkiert, da er kein Kollagen II enthilt und reicht an einzelnen Stellen bereits
beinahe bis an die Neogelenkfldche heran, ist also vom Wundgrund aus bereits in
den Defekt eingewachsen. In den Randbereichen der Knorpeldefekte sieht man die
Bildung von Fissuren, sowie Degenerationszeichen im angrenzenden
Gelenkknorpel. Es zeigt sich eine deutliche Niveauabnahme im Verhiltnis zum
braunlich  markierten = umgebenden  Gelenkknorpel = mit  beginnender
Chondrozytenclusterbildung zum Defekt hin. AuBerdem entsteht durch die
Niveauabsenkung des Ersatzgewebes eine Stufenbildung und Inkongruenz in der

Gelenkoberfliche.
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Abb. 4.2.3.4.:. Knorpelleerlochpriparat. = Immunmarkierung fiir Kollagen I,
Kerngegenfirbung mit Mayer’s Himatoxylin

Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit oberflichlicher Knorpelliision in den rechten 2/3
des Bildes. Die Reste des Knorpels sind briunlich markiert, der subchondrale Knochen ist
nicht markiert. Referenzstrecke 560 pm

Abb. 4.2.3.5.: Knorpelleerlochpriaparat. Immunmarkierung fiir Kollagen 1I,
Kerngegenfirbung mit Mayer’s Himatoxylin

Detailaufnahme aus 4.2.3.4.: Zentralbereich des Knorpeldefektes mit Resten des
mineralisiertem Gelenkknorpels (briunlich markiert) der darunter liegende subchondrale
Knochen ist unmarkiert und erreicht an einzelnen Stellen bereits beinahe die Neogelenkfliche
(*). Referenzstrecke 180 pm.
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Abb. 4.2.3.6.: Knorpelleerlochpriparat. Inmunmarkierung fiir Kollagen II,
Kerngegenfirbung mit Mayer’s Hiimatoxylin

Detailaufnahme aus 4.2.3.4.: Randbereich des Knorpeldefektes mit Fissurenbildung (Pfeile)
und deutlicher Niveauabnahme des briunlich markierten Gelenkknorpels und beginnender
Clusterbildung (*) zum Defekt hin. Referenzstrecke 180 pm.

In der Immunmarkierung mit Aggrecan zeigt sich die mineralisierte
Restknorpelschicht am Defektgrund unterschiedlich stark, z.T. fleckig angefirbt.
Man sieht, dal auch der mineralisierte, angrenzende Knorpel an einzelnen Stellen
bereits Aggrecan zu verlieren scheint, was sich in einem beginnenden Verlust des
Farbstoffniederschlages der Aggrecanfirbung widerspiegelt. Dies bedeutet, dafl das
Restknorpelgewebe sowie der umgebende Knorpel bereits langsam in gewohnliches
Bindegewebe degeneriert mit Verlust der groen knorpeltypischen Proteoglykane.
AuBerdem sind auch in dieser Markierung in den Randbereichen der Defekte
zahlreiche Fissuren zu sehen. Der subchondrale Knochen bleibt in den
Aggrecanfirbungen unmarkiert, da Aggrecan nur kennzeichnend fiir Knorpel- und

Bindegewebe ist.
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Abb. 4.2.3.7.: Knorpelleerlochpriparat. Imnmunmarkierung fiir Aggrecan, Kerngegenfirbung
mit Mayer’s Hamatoxylin

Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit oberfliichlicher Knorpelliision in den rechten 2/3
des Bildes. Die Reste des Knorpels sind unterschiedlich stark markiert, der subchondrale
Knochen ist nicht markiert. Referenzstrecke 560 pm.

Abb. 4.2.3.8.: Knorpelleerlochpriparat. Inmunmarkierung fiir Aggrecan, Kerngegenfirbung
mit Mayer’s Hamatoxylin

Detailaufnahme aus 4.2.3.7.: Zentralbereich des Knorpeldefektes mit Resten des
mineralisiertem Gelenkknorpels (fleckig markiert). Der mineralisierte Knorpel beginnt an
einzelnen Stellen bereits Aggrecan zu verlieren was sich in einem Verlust des
Farbstoffniederschlages wiederspiegelt. Der darunter liegende subchondrale Knochen ist
unmarkiert. Referenzstrecke 180 pm.
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Abb. 4.2.3.9.: Knorpelleerlochpriiparat. Inmunmarkierung fiir Aggrecan, Kerngegenfirbung
mit Mayer’s Hamatoxylin

Detailaufnahme aus 4.2.3.7.: Randbereich des Knorpeldefektes mit deutlicher Fissurenbildung
und fleckiger Aggrecanmarkierung. Dieses Markierungsmuster unterscheidet sich bereits
deutlich von dem eines normalen Knorpels und deutet auch im Randbereich auf den Verlust
der groBen knorpeltypischen Proteoglykane hin. Referenzstrecke 180 pm.

In keinem der Leerlochpriparate war nach 12 Wochen hyalinidhnliche
Knorpelmasse nachweisbar. Man findet destruierte, tiefe Defektzonen mit

ausgefransten Oberfldchen ohne eine Spur von hyalinartigem Ersatzknorpel.

4.2.4. Erweiterter O Driscoll Score

Die Auswertung der inhomogenen Defekte erfolgte aus Griinden der
Objektivierung nicht an den reprédsentativen, sondern immer an den schlechtesten
Stellen in einem zentralen Schnitt aus der Mitte des Regenerats, um eine
Verfilschung der Ergebnisse zum Positiven zu vermeiden. Nach Analyse und
Auswertung der Leerlocher mit dem urspriinglichen O“Driscoll Score ohne
Erweiterung ergab sich fiir die Leerlochpréparate ein arithmetischer Mittelwert von
5,17 Punkten von 24 moglichen Punkten. Die Auswertung mit dem modifizierten,
erweiterten Score ergab einen arithmetischen Mittelwert von 6,17 Punkten von 34
moglichen Punkten [Tab.2]. Dies verdeutlicht das schlechte Ergebnis und die
schlechte Heilungstendenz bei den Leerlochern. Bei der Auswertung nach dem
Original ODriscoll Score lagen die Punktzahlen fiir fast alle Kriterien, von

Zellmorphologie iiber Oberflachenregularitit, strukturelle Integration oder Dicke
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des Regenerates in untersten Punktebereichen. Auch in der Score-Erweiterung

konnten fiir simtliche Kriterien praktisch keine Punkte vergeben werden.

4.3. Knorpelimplantate

4.3.1. Makroskopische Betrachtung

Auch die Knorpelimplantate wurden direkt nach der Entnahme einer genauen
makroskopischen Betrachtung unterzogen. Im Gegensatz zu den Leerlochern hatten
hier sichtbare Verdnderungen stattgefunden: die Defekte waren zum Teil durch
eingewachsenes Gewebe deutlich kleiner geworden, zum Teil waren sie erst bei
genauerem Hinsehen iiberhaupt im umliegenden Gelenkknorpel auszumachen.
Offensichtlich war knorpeldhnliches, oder zumindest bindegewebiges Gewebe von
den Defektrindern und dem Defektgrund her eingewachsen und hatte begonnen,
die Locher bis zu einer Defektdeckung von anndhernd 100 % zu fiillen. Das neu
gebildete Gewebe an den Defektrindern erschien in Aussehen und Farbe dhnlich
dem gesunden umgebenden Gelenkknorpel, es war glatt und schimmerte leicht
blaulich. Die am Wundgrund sichtbare Substanz dagegen war weil3lich, faserig und
bei Beriihrung nachgiebig und dhnelte somit eher Faserknorpel oder Bindegewebe,
schloB jedoch zur Gelenkoberfldche hin im Oberflichenniveau des umliegenden
Knorpels ab. Das Regeneratgewebe schien eine gute Anbindung an den gesunden
umgebenden Knorpel zu haben. Makroskopisch waren keine Spalten erkennbar.
Die Oberflichenstruktur dagegen war eher unregelmifig mit Einziehungen der

Regeneratoberfliche, welche stets im Zentrum der Defekte und nie am Rand lagen.
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Abb.4.3.1.1.: Linker Femur mit 2 Knorpelimpantaten im medialen Kondylus. Vor allem beim
hinteren der beiden Locher (Pfeil) sieht man, dass das Regenerat dem umliegenden, gesunden
Knorpel dhnelt und relativ gut im Oberflichenniveau liegt.

Auch die gegeniiberliegenden Tibiaplateaus waren weit weniger in Mitleidenschaft
gezogen als bei den Leerlochern, es zeigten sich allenfalls geringe Schleifspuren bei
wenigen Priparaten, bei denen Verankerungsdarts iiber die Regeneratoberflidche
herausragten oder sich quergelegt hatten, was mit den vorbeschriebenen

intraopertiven Implantationsproblemen korrelierte.

Abb.4.3.1.2.: Linkes Tibiaplateau mit allenfalls geringfiigigen Schleifspuren am medialen
Kondylus (Pfeil) im Kontaktbereich mit den Implantaten am Femur.
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4.3.2. Histologie

Auch bei den Knorpelimplantaten wurden Priparateschnitte mit den verschiedenen
Farbungen zur besseren Auswertbarkeit und Identifizierung verschiedener Knorpel-
und Knochenstrukturen versehen.

In den Farbungen zeigt sich der an den Defekt angrenzende, gesunde Gelenk-
knorpel intakt, an den Defektrindern sind keine tiefen Fissuren erkennbar, die
Oberflaiche der Defekte erscheint glatt, allerdings sind die Knorpel-
Knochengrenzen meist stark unregelmiflig und liegen teilweise tiefer als das
urspriingliche Niveau. Der Ubergang vom angrenzenden, gesunden Gelenkknorpel
zum Ersatzknorpelgewebe ist iiberall kontinuierlich. Die Safranin-O Firbungen
zeigen die Gelenkflichen der meisten Pridparate weitgehend von proteoglykan-
reichem, rot gefirbtem Gewebe bedeckt, was fiir den Knorpel-, nicht

Bindegewebscharakter der neu gebildeten Deckschicht spricht.

Abb. 4.3.2.1.: Knorpelimplantat. Firbung mit Safranin-O / Lichtgriin / Eisenhimatoxylin
nach Weigert.

Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit mittig angeordneter oberflichlicher
Knorpellision und anschlieBender Einbringung eines Bioimplantates fiir Knorpeldefekte. Die
Gelenkfliche ist von proteoglykanreichem, rot gefirbtem Gewebe bedeckt. Man sieht keine
tiefen Fissuren, allerdings ist die Knorpel-Knochengrenze stark unregelmifig und liegt
teilweise tiefer als es dem ehemaligen Niveau entspricht. Referenzstrecke 1,0 cm.

In den zentralen Regeneratbereichen sdmtlicher Priparate sieht man neu gebildetes
Knorpelgewebe aus longitudinal ausgerichteten Zellclustern, welches die blaBrosa

Anfiarbung des umgebenden gesunden Gelenkknorpels aufweist und somit hyalines
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Knorpelgewebe zu sein scheint. Im Ubergang zum rot markierten Knochen erkennt
man unregelmiBig angeordnete Knorpelzellcluster und hypozelluldre Regionen,
sowohl im urspriinglichen, wie auch im neu gebildeten Knorpel, welche die hier
stattfindenden massiven Umbauvorginge und Reaktionen des noch unreifen

Neogewebes anzeigen.
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Abb. 4.3.2.2.: Knorpelimplantat. HE Farbung.
Zentraler Regeneratbereich mit neu gebildeten Knorpelgewebe welches aus longitudinal
ausgerichteten Zellclustern besteht. Referenzstrecke 45 pm.
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Abb. 4.3.2.3.: Knorpelimplantat. HE Firbung.

Tiefer Regeneratbereich mit Ubergang zum rot markiertem Knochen, gekennzeichnet
unregelméfBig angeordnete Knorpelzellcluster und hypozelluléire Regionen. Referenzstrecke

45 pm.
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Das Regeneratgewebe in samtlichen Prédparaten unterscheidet sich vom normalen
Knorpel durch eine hohere Zellzahl im zentralen Bereich und weist vereinzelt bis
unter die Oberfliche reichende Blutgefile auf, welche dafiir sprechen, daf} es sich

um unreifen Knorpel handelt.

Abb. 4.3.2.4.: Knorpelimplantat. Firbung mit Safranin-O / Lichtgriin / Eisenhdmatoxylin
nach Weigert.

Hochauflosende Rekonstruktion des ehemaligen Knorpeldefektes. Der linke Bildrand stellt
den Ubergang vom normalen Gelenkknorpel zum Regeneratgewebe dar. Hier sieht man die
im Gegensatz zum normalen Knorpel erhohte Zellzahl und vereinzelte (rechter Bildrand) bis
unter die Oberfliiche reichende BlutgefiiBe (Pfeil). Der Ubergang vom gesunden normalen
Knorpel zum Regenerat ist kontinuierlich, jedoch zeigt sich eine hypozellulire Zone mit
Clusterbildung im unmittelbaren Ubergangsbereich (*). Referenzstrecke 290 pm.

Auch die Knochen-Knorpelgrenzen in den Randbereichen der Regeneratgewebe
lassen hypozelluldre Anteile und in einigen der Pridparate Bioimplantatreste in der

Knorpelzone erkennen.

Abb. 4.3.2.5.: Knorpelimplantat. Firbung mit Safranin-O / Lichtgriin / Eisenhidmatoxylin
nach Weigert.

Detailaufnahme aus 4.3.2.4.: Knochen-Knorpel-Grenze im Randbereich des
Regeneratgewebes mit hypozelluléiren Anteilen und Bioimplantatrest in der Knorpelzone (*).
Referenzstrecke 90 pm.
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In der Touidinblau Farbung sieht man eine homogen mit Toluidinblau markierte
Gelenkknorpelschicht, welche als Ausdruck einer erfolgreichen Regeneration mit
Knorpelgewebe und nicht Bindegewebe angesehen werden kann. Diese
Defektoberfliche prisentiert sich glatt und zeigt keinen Proteoglykanverlust wie die

Leerlochpriparate.

Abb. 4.3.2.6.: Knorpelimplantat. Firbung mit Toluidinblau.

Randzone des Knorpeldefektes mit Resten des Knorpelimplantates, welche im subchondralen
Knochen eingemauert erscheinen (*). Dariiber befindet sich eine homogen Toluidinblau
markierte neu gebildete Gelenkknorpelschicht. Referenzstrecke 180 um.

4.3.3. Immunhistochemische Markierung

Die qualitative Analyse der Immunhistochemie der Knorpelimplantate brachte als
Ergebnis, dal in sdmtlichen Implantatpraparaten sowohl Kollagen I als auch
Kollagen II neu gebildet worden war.

In den Immunmarkierungen fiir Kollagen I sieht man bei sdmtlichen Prédparaten
eine glatte Defektoberflidche ohne Ausfransungen oder Fissuren. Die
Knorpeldefekte sind fast vollstindig mit einem Kollagen I negativen Ersatzgewebe
verschlossen worden, welches z.T. von einer mehr oder weniger gro3en Kollagen I
positiven Zone unterbrochen wird. Es zeigt sich eine geschlossene Deckung aus
intaktem, weitgehend hyalindhnlichem Gelenkknorpel, welcher fast iiberall negativ
fiir Kollagen I ist. An der Oberfliche des Knorpelersatzgewebes erkennt man in den

Detailaufnahmen jedoch in vielen Fillen Inseln aus Kollagen I positivem Faser-
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knorpelgewebe, als Ausdruck einer unvollstindigen, nicht iiberall adiquaten
Bildung von hyalinartigem Ersatzknorpel. Der subchondrale Knochen im
Regeneratbereich ist teilweise eingeschmolzen, so dal das Regeneratgewebe

deutlich unter das Niveau der fritheren Knochen-Knorpelgrenze reicht.

Abb. 4.3.3.1.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Kollagen I, Kerngegenfiarbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit oberfléichlicher Knorpellision nach Versorgung
mit einem Bioimplantat fiir Knorpeldefekte. Vollstiindiger Verschluff des Knorpeldefektes
durch ein Kollagen I negatives Ersatzgewebe, welches nur durch eine kleine Kollagen I
positive Zone unterbrochen ist (Pfeil). Der subchondrale Knochen im Regeneratbereich ist
teilweise eingeschmolzen, so daBl das Regeneratgewebe deutlich unter das Niveau der friiheren
Knochen-Knorpelgrenze reicht. In der Mitte des Regenerates findet sich ein Hohlraum,
vermutlich hervorgerufen durch einen ehemaligen Dart. Referenzstrecke 900 pm.

In Detailaufnahmen der Randbereiche der Knorpeldefekte zeigt sich der
subchondrale Knochen positiv markiert und hyperreaktiv, da sich hier eine Umbau-
bzw. Wachstumszone befindet, die den Knochen einschmilzt und die Knorpel-

Knochengrenze weiter nach unten verschiebt.
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Abb. 4.3.3.2.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Kollagen I, Kerngegenfiarbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Detailaufnahme aus 4.3.3.1.: Oberfliche des Regeneratgewebes mit einer Insel aus Kollagen I
positivem Faserknorpelgewebe (*). Referenzstrecke 180 pm.
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Abb. 4.3.3.3.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Kollagen I, Kerngegenfiarbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Randbereich des Knorpeldefektes. Nur der subchondrale Knochen ist positiv markiert.
Dariiber findet sich eine geschlossene Deckung aus hyalinem Gelenkknorpel (Gk), welcher
negativ fiir Kollagen I ist. Referenzstrecke 180 pm.
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In den Kollagen II Firbungen lassen die Ubersichtsaufnahmen erkennen, dass eine
Anfiillung des Knorpeldefektes mit Kollagen II positivem Gewebe stattgefunden
hat, welches indiziert, da es sich hierbei um hyalindhnlichen Knorpelersatz
handelt. Nur im Zentralbereich des Regeneratgewebes erkennt man eine Zone aus

Kollagen II negativem Faserknorpel, welches die Kontinuitidt der Gelenkoberfldche

jedoch nicht unterbricht.
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Abb. 4.3.3.4.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Kollagen II, Kerngegenfirbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit oberfliichlicher Knorpelliision. Bedeckung des
Knorpeldefektes mit Kollagen II positivem Gewebe. Nur in der Mitte findet sich eine Kollagen
IT negative Zone, welche ein bindegewebiges Regeneratgewebe kennzeichnet. Referenzstrecke
900 pm.

Abb. 4.3.3.5.: Knorpelimplantat. Inmunmarkierung fiir Kollagen II, Kerngegenfirbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Detailaufnahme aus 4.3.3.4.: Zentralbereich des Regeneratgewebes mit Ubergang von
Kollagen II positivem Knorpel zum Kollagen II negativem Bindegewebe (*). Es zeigt sich, dass
die Kontinuitit der Gelenkoberfliche durch dieses Bindegewebe nicht unterbrochen wird.
Referenzstrecke 180 pm.
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In den Randbereichen der urspriinglichen Knorpeldefekte findet sich eine
homogene Kollagen II Anfidrbung des alten und neuen Gelenkknorpels, welche die
Ahnlichkeit des neu gebildeten Ersatzknorpels mit dem gesunden Gelenkknorpel

verdeutlicht. Eine Randspaltbildung oder Fissuren an der Oberflidche sind nicht

feststellbar.

Abb. 4.3.3.6.: Knorpelimplantat. Inmunmarkierung fiir Kollagen II, Kerngegenfirbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Detailaufnahme aus 4.3.3.4.: Randbereich des ehemaligen Knorpeldefektes. Homogene
Markierung des alten und neuen Gelenkknorpels fiir Kollagen II. Eine Randspaltbildung ist
nicht zu erkennen. Referenzstrecke 180 um.

Bei der Anfiarbung mit Aggrecan zeigt sich das Fiillgewebe der Defekte markiert,
was das Ersatzgewebe als Knorpelgewebe und nicht als gewdhnliches
Bindegewebe identifiziert, der subchondrale Knochen bleibt ungefirbt, da er kein

Aggrecan enthilt.
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Abb. 4.3.3.7.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Aggrecan, Kerngegenfirbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Ubersichtaufnahme einer Femurkondyle mit oberfl:ichlicher Knorpellision und Markierung
des Fiillgewebes mit Antikorper gegen Aggrecan, der Knochen ist nicht markiert. Im
zentralen Regeneratbereich wird eine tiefe Einsenkung erkennbar unter der sich ein zystischer
Hohlraum befindet, dessen Wiinde positiv fiir Aggrecan reagieren (Pfeil). Referenzstrecke

900 pm.

In den Randzonen sidmtlicher Defekte findet man eine homogene Aggrecan
Markierung des in diesen Randbereichen neu gebildeten Gelenkknorpels mit
Clusterbildung, was das Gewebe eindeutig Knorpel und nicht gewohnlichem
Bindegewebe zurechnet, auch wenn dieser sich in Reaktions- und Umbauvorgingen

zu befinden scheint.

Abb. 4.3.3.8.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Aggrecan, Kerngegenfirbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Detailaufnahme aus 4.3.3.7.: Rand der Einsenkung. Mit Aggrecan positiven Gewebsarealen (*)
welche der Kontur des in die Tiefe zuriickweichenden Knochens (#) folgen. Referenzstrecke
180 pm.
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Abb. 4.3.3.9.: Knorpelimplantat. Immunmarkierung fiir Aggrecan, Kerngegenfirbung mit
Mayer’s Hamatoxylin.

Detailaufnahme aus 4.3.3.7.: Randzone des Defektes. Homogene Markierung des
Randbereichs gebildeten Gelenkknorpels fiir Aggrecan mit Clusterbildung Referenzstrecke
180 pm.

Insgesamt scheint in den Implantatpriparaten eine wesentlich bessere und
umfangreichere Regeneration der Knorpeldefekte mit teilweise hyalinartigem

Ersatzgewebe stattgefunden zu haben, als in den Leerlochpriparaten.

4.3.4. Erweiterter O Driscoll Score

Auch bei den Implantaten erfolgte die Auswertung der inhomogenen Defekte nicht
an den reprisentativen, sondern immer an den schlechtesten Stellen aus einem
zentralen Schnitt. Nach den vielversprechenden makroskopischen und
mikroskopischen Auswertungen zeigte sich iiberraschenderweise im O Driscoll
Score keine signifikante Uberlegenheit der Implantate gegeniiber den Leerlochern.
Der arithmetische Mittelwert des Originalscores lag fiir die Bioimplantate bei 6 von
24 moglichen Punkten, der erweiterte Score ergab 9,17 von 34 méglichen Punkten

[Tab.2].
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Die Implantate bekamen im Original O’Driscoll Score v.a. in den Bereichen
Zellmorphologie, Safranin-O Anfdrbung der Matrix, Abwesenheit von
degenerativen Verdnderungen im angrenzenden Knorpel und Bindung an den

benachbarten gesunden Knorpel geringfiigig bessere Punktzahlen als die

Kontrollgruppe.

Kriterium Punkte |Implantate | Leerl6cher
Zellmorphologie

Hyaliner Gelenkknorpel 4 0x 0x
Inkomplett differenziertes Mesenchym 2 4x 2x
Bindegewebe oder Knochen 2x 4x
Safranin-O-Anfirbung der Matrix

Normal oder fast normal 3 0x 0x
MiBig 2 3x 2x
Schwach 1 2x 2x
Keine 0 1x 2x
Abwesenheit von degenerativen Verdnderungen im

angrenzenden Knorpel

Normale Zellzahl, keine Cluster, normale Anfiarbbarkeit 3 0x 0x
Normale Zellzahl, leichte Clusterbildung, méaBige Anfarbung 2 X 3
Leichte od. miBige Hypozellularitit, schwache Anfiarbung ! Ox 3
Schwere Hypozellularitit, schlechte oder keine Anfirbung 0 Ix Ox
Bindung an den angrenzenden Gelenkknorpel

An beiden Enden des Implantats verbunden 2 3x Ix
An einem Ende oder an beiden Enden teilweise verbunden Ix 2x
Nicht verbunden 0 2x 3x

Tabelle 4.3.4.1.: Vergleich der Ergebnisse der Gewebe- und Strukturauswertung im Original
ODriscoll Score; die angegebenen Zahlen entsprechen der Hiufigkeit des Auftretens eines
Kriteriums in der jeweiligen Gruppe. Zu sehen ist, daB die Implantate in den aufgefiihrten
Kriterien tendenziell bessere Ergebnisse vorweisen als die Leerlochkontrollgruppe.

53




Ergebnisse

In der Score-Erweiterung gab es fiir die Implantate mehr Punkte bei den Kriterien
Anwesenheit von Kollagen II und Aggrecan sowie Metachromasie bei Farbung mit

Toluidin blau.

Kriterium Punkte |Implantate | Leerl6cher
Anwesenheit von Kollagen II

Kollagen II im ganzen Regenerat 2 0x 0x
Kollagen II in Teilen des Regenerats 1 Sx Ix
Kein Nachweis von Kollagen II oder Kochen 0 Ix Sx
Anwesenheit von Aggrecan

Aggrecan im ganzen Regenerat 2 0x 0x
Aggrecan in Teilen des Regenerats 1 Sx Ix
Kein Nachweis von Aggrecan oder Kochen 0 Ix Sx
Metachromasie bei Toluidin-blau-Firbung

Vorhanden 2 0x 0x
Teilweise vorhanden 1 Sx Ix
Nicht vorhanden 0 0x Sx

Tabelle 4.3.4.2.: Vergleich der Ergebnisse der Gewebe- und Strukturauswertung in der Score-
Erweiterung; die angegebenen Zahlen entsprechen der Hiufigkeit des Auftretens eines
Kriteriums in der jeweiligen Gruppe. Auch bei diesen Kriterien erhielten die Implantate
hohere Punktzahlen als die Leerlocher.

Bei anderen Kriterien wie Anwesenheit von Kollagen I in der Score-Erweiterung
mullte das entstandene Knorpelgewebes jedoch negativ bewertet werden, ebenso
wie bei den Kriterien GleichmiBigkeit der Oberflidche, strukturelle Integritit,

Dicke, Bildung von Chondrozytenclustern und Zellularitit im urspriinglichen

Score.
Kriterium Punkte |Implantate | Leerl6cher
Anwesenheit von Kollagen I

. . . 2 0x 0x
Kein Nachweis von Kollagen I im Regenerat 1 1x Ix
Kollagen I in Teilen des Regenerats 0 5x 5x

Kollagen I im ganzen Regenerat oder Knochen

Tabelle4.3.4.4.: Vergleich der Ergebnisse der Gewebe- und Strukturauswertung der Score-
Erweiterung; die angegebenen Zahlen entsprechen der Hiufigkeit des Auftretens eines
Kriteriums in der jeweiligen Gruppe und zeigen, dafl es bei diesem Kriterium keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen gab.
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Kriterium Punkte |Implantate | Leerl6cher
Zellularitét

Normale Zellzahl 3 0x 2x
Leichte Hypozellularitiit 2 0x 1x
MiBige Hypozellularitiit 1 0x 1x
Schwere Hypozellularitéit 0 6x 2x
GleichméiBigkeit der Oberfliche

Glatt und intakt 3 0x 0x
Oberflédchliche horizontale Schichtung 2 0x 0x
Risse (25-100% der Dicke) 1 Ix 1x
Schwere Storung, einschlieBlich Fibrillation 0 5x 5x
Strukturelle Integritét

Normal 2 0x 0x
Leichte Storungen, Zysten 1 0x 1x
Schwere Zerstorungen / Desintegritét 0 6x 5x
Dicke des Regenerats

100 % des angrenzenden normalen Knorpels 2 0x 0x
50 —100 % des normalen Knorpels 1 0x Ix
0 - 50 % des normalen Knorpels 0 6x 5x
Bildung von Chondrozytenclustern

Keine Cluster 2 0x 0x
< 25 % der Zellen bilden Cluster 1 2x 0x
> 25 % der Zellen bilden Cluster 0 4x 6x

Tabelle4.3.4.3.: Vergleich der Ergebnisse der Gewebe- und Strukturauswertung des Original
O Driscoll Scores; die angegebenen Zahlen entsprechen der Hiufigkeit des Auftretens eines
Kriteriums in der jeweiligen Gruppe. In den hier gezeigten Kriterien mufiten die Implantate
durchwegs schlechter beurteilt werden als die Kontrollgruppe.

4.4. Prozentuale Defektdeckung

Zur weiteren Beurteilung fiihrten wir zusitzlich eine prozentuale Analyse der

entstandenen Flichendeckung der Defekte mit knorpeligem Gewebe sowohl bei

den 6 Lerrlochern, als auch bei den 6 Implantaten durch. Hierzu wurde anhand von

Digitalaufnahmen der Gesamtdurchmesser des urspriinglichen Defektes sowie die
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Defektdeckung mit Knorpelgewebe ausgemessen und aus den erhaltenen Daten die
prozentuale Defektdeckung errechnet. Der Vergleich der Bioimplantate mit den
Leerlochpriparaten zeigt hier mit 60,5% Deckung bei den Implantaten gegeniiber

2,2% bei den Leerlochern eine signifikante Verbesserung [Tab.3].

4.5. Statistische Auswertung

Die statistische Uberpriifung des vollstindigen Scores - also der Kombination des
original O'Driscoll-Scores in Kombination mit der Erweiterung — bei der Leerloch-
im Vergleich zur Implantatgruppe zeigt im Mann-Whitney-U-Test mit einem p-
Wert von 0,8102 keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der
Implantat- und der Leerlochgruppe beziiglich der im Score angewandten Kriterien.
Im Gegenteil — das Ergebnis liegt sehr nahe am Wert 1, der absolute Gleichheit
bedeutet, wohingegen ein Wert von 0,000 den groBtmoglichen Unterschied
kennzeichnen wiirde. Betrachtet man die Bestandteile des Scores einzeln, so ergibt
sich im original Score nach ODriscoll fiir die Leerlochgruppe ein mittlerer
Punktwert von 5,17 von 24 moglichen Punkten und fiir die Versuchsgruppe von 6
Punkten. Im Mann-Whitney-U-Test ergibt sich auch hier mit einem p-Wert von
0,8102 kein statistisch signifikanter Unterschied der beiden Gruppen. Auch die
alleinige Testung der Score-Erweiterung liefert mit einem p-Wert von 0,6889
keinen Anhalt auf eine statistisch signifikante Verbesserung der Regeneration durch
die Verwendung der Bioimplantate. Die Untersuchung der prozentualen
Defektdeckung jedoch zeigt in der Leerlochgruppe eine mittlere Deckung von 2,2%
im Unterschied zur der Versuchsgruppe, die eine durchschnittliche Defektdeckung
von 60,5% aufweist. Nach der Auswertung ergibt sich hier ein p-Wert von 0,0039,
der eine signifikante Verbesserung der Defektdeckung mit knorpeldhnlichem

Gewebe bei Verwendung der Bioimplantate gegeniiber den Leerlochern aufzeigt.
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5. Diskussion

5.1. Probleme der Arthrose und Endoprothetik

Knorpeldefekte beim Menschen, insbesondere im Knie- und Hiiftgelenk, stellen
wegen der duBerst begrenzten Fahigkeit des Gelenkknorpels zur Selbstheilung ein
grofles Problem dar. Hohe Kosten der oft jahrelangen konservativen und operativen
Behandlungen, entstehende Arbeitsunfihigkeit und Frithberentung sowie in letzter
Konsequenz oft unvermeidbare endoprothetische Versorgung der Patienten mit
Arthrose, sei sie primér durch jahrelange Abnutzung oder sekundir als Folge z.B.
einer Sportverletzung entstanden, bedingen einen hohen Leidensdruck der
Patienten. Aufgrund oft stindiger Schmerzen und zunehmender Bewegungs-
einschriankung der betroffenen Gelenke besteht die Gefahr des sozialen Riickzugs
mit fehlender Teilnahme am umgebenden Gesellschaftsleben und Isoliertheit. Bei
jlingeren Patienten werden wegen der auf 12-15 Jahre beschrinkten Haltbarkeit der
Endoprothesen hiufige Wechseloperationen mit erneuten Rehabilitationen notig,
welche jedesmal einen langen Krankenstand bedingen, wobei aufgrund der bei
jedem Wechsel abnehmenden Knochenmasse die Verankerung der Implantate
zunehmend schwieriger wird. Im Interesse der Patienten ist es daher
wiinschenswert, ein wirkungvolles Verfahren zur Wiederherstellung oder
zumindest Verbesserung der schmerzfreien Gelenkfunktion zu entwickeln, um die
Arbeits- und Gesellschaftsfihigkeit zur erhalten und Schmerz- und Leidensdruck zu

vermindern.

5.2. Aktuelle Operationsverfahren und Behandlungstechniken

Hyaliner Gelenkknorpel besitzt so gut wie kein Selbstheilungspotenzial [13,14,
17,42], was zum einen an der fehlenden Blutversorgung liegt [46,53,54,55,109],
zum anderen scheint die Anzahl der Vorlduferzellen zu gering zu sein [109], da

Chondrozyten am Rand von artifiziellen Defekten zwar im Sinne eines moglichen 5
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Heilungsversuches Zellcluster bilden, eine erfolgreiche Reparatur jedoch ausbleibt
[44].

Eine Reparatur von Knorpeldefekten durch verschiedenste Techniken z.B.
Mikrofrakturierung, Oats Plastik oder Knorpelzelltransplantation ist bis heute nicht
mit zufriedenstellenden Ergebnissen moglich. Vor allem die Langzeit-Follow-Up-
Studien zeigen, dal} es iiber kurz oder lang entweder durch die Operationstechnik
selbst (Entnahme von Knorpelzellen aus gesunden Teilen des Gelenkknorpels bei
OATS-Plastik [4]) oder durch die Minderwertigkeit des neuen Reparaturgewebes
zu degenerativen Verdnderungen kommt, bzw. daB3 sich der zuerst gebildete
hyalinartige Ersatzknorpel wieder zuriickbildet und eine physiologisch
minderwertige bindegewebige Narbe hinterlalt [26,34,46,47,91].

Neueste Forschungen beschiftigen sich mit dem ,Tissue Engineering” zur
Entwicklung wirkungsvoller Ansdtze zur Arthrosetherapie. Beim Tissue
Engineering handelt es sich im weitesten Sinne um die Entwicklung und
Bearbeitung von in vitro geziichteten Molekiilen, Zellen, Geweben, oder Organen
zum Ersatz oder zur Unterstiitzung von geschidigten bzw. verletzten Korperteilen
[70]. Zu den neuesten Errungenschaften auf diesem Gebiet gehort die Moglichkeit,
komplexe, dreidimensionale Gewebe zu erschaffen, die Eigenschaften und
Funktion des urspriinglichen Gewebes praktisch vollstindig iibernehmen konnen.
Uberall in der Welt wird daran gearbeitet buchstiblich jedes Gewebe des
menschlichen Korpers — Leber, Knochen, Muskel, Knorpel, Blutgefille,
Herzmuskelzellen, Nerven, pankreatische Inselzellen, Haut, etc. — zu ziichten mit
dem Ziel der schonenden und vollstindigen Kopie von Aussehen und
Funktionalitét des urspriinglichen Gewebes und vor allem bedeutender finanzieller
Einsparungen durch die kostengiinstige Prozedur selbst, sowie bei der postoperative
Betreuung. Im Bereich der Knorpelforschung entwickelten Brittberg und Peterson
ein Verfahren [11,12] mit Entnahme von Chondrozyten aus dem Gelenkknorpel des
Patienten, anschlieender in vitro Kultivierung und Reimplantation, welches nach
den Angaben der Autoren gute Resultate zu erzielen scheint. Problematisch dabei
ist jedoch, daBl die Chondrozyten wihrend ihrer in vitro Kultivierung
voriibergehend zu Fibroblasten dedifferenzieren und ihre Knorpelzelleigenschaften

verlieren [46,113]. Dadurch kann nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob die
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chondrogene Potenz des Implantates den kultivierten Chondrozyten oder allein dem
abdeckenden Periostlappen zugesprochen werden muf3 [47], dessen Potenz zur
Heilung von Korpeldefekten auch ohne vorherige Beimpfung mit Chondrozyten
bereits 1986 durch O Drisoll und Salter et al. gezeigt wurde [35,52,58,59,75]. Die
Ergebnisse der Arbeit werden deshalb durchaus kontrovers diskutiert [46].

Vom Grundsatz her erfolgversprechend scheinen auch Verfahren zu sein, bei denen
autologe Chondrozyten in vitro in dreidimensionalen Trigerkonstrukten geziichtet
werden [1,84,99,100]. Durch geeignete Wahl des Mediums, Zugabe von
Wachstumsfaktoren und Beeinflussung des Sauerstoffmilieus 146t sich die
Dedifferenzierung der Chondrozyten in Fibroblasten teilweise verhindern [99,100].
Auf diese Weise konnen auch groBBere Knorpelstiicke in vitro geziichtet werden, die
dann in chondrale Gelenkdefekte retransplantiert werden konnten. Dabei ist das
biochemische Kollagenmuster derartiger Knorpeltransplantate dem des hyalinen
Knorpels durchaus sehr @hnlich [100,102]. Die Kollagenarchitektur und damit die
mechanischen Eigenschaften solcher in vitro geziichteter Knorpelstiicke allerdings
ist weit von der des hyalinen Knorpels entfernt. Ob aus derartigen Transplantaten je
tragfahige Knorpelschichten in einem Gelenk entstehen konnen, bleibt abzuwarten

[46].

5.3. Bioimplantate zur Deckung rein chondraler Defekte

5.3.1. Prinzip

In eigenen Studien am Kaninchen [34] wurde ein grundsitzlich neuer Weg
beschritten: ausgehend von der Uberlegung, daB mesenchymale Stammzellen ohne
vorherige Kultivierung, unter mechanischer Belastung zur Differenzierung in
Chondrozyten befdhigt sind [26], wurden sogenannte ,Bioimplantate® als
dreidimensionale Tréagerkonstrukte aus resorbierbaren Materialien entwickelt,

welche einen Zugang zum subchondralen Markraum schaffen und somit das
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Einsprossen von mesenchymalen Stammzellen in osteochondrale Defekte der
Gelenkoberfliche induzieren sollten. Bei diesen Versuchen wurden resorbierbare
Vliese auf Polylactid-Zylinder aufgeklebt, im subchondralen Knochen verankert
und somit die Induktion von Knorpel- und Knochenwachstum bewirkt.

Die modifizierte Form der Implantate fiir die in der hier vorliegenden Studie
untersuchten rein chondralen Defekte bestand aus einem einschichtigen Aufbau mit
einem schnell resorbierbaren, offenporigen Vlies als ,,Knorpelersatzschicht®,
welches zur Verankerung im subchondralen Knochen auf Polylactid-
Verankerungsstifte aufgebracht wurde. Dadurch sollte das Einwandern von Zellen
aus dem Knochenmark des Wirtslagers in die Vliesstrukturen ermoglicht und dann
unter mechanischem Druck die Umwandlung dieser Zellen in Knochen- und
Knorpelzellen induziert werden. Dazu ist eine sofortige, intermittierende
Druckbelastung auf das Gelenk notig, denn nur dadurch konnen sich die
mesenchymalen Stammzellen in Chondrozyten umwandeln und somit hyalinartiges
Knorpelgewebe mit den mechanischen Eigenschaften des urspriinglichen Knorpels
bilden [26]. Fiir die Vliese ist hier die Platzhalterfunktion bei weicher
Strukturfestigkeit und schneller — moglichst reaktionsarmer — Resorption von
Bedeutung. Dabei ist die schnelle und vollstindige Resorption ausgesprochen
wichtig: jede Faser der Knorpelersatzschicht, die letztendlich in der
Gelenkknorpelschicht verbliebe, wiirde moglicherweise deren natiirliches Gefiige
storen. Ein Kollagenvlies zum Beispiel, welches auf den ersten Blick als mogliche
logische Losung erscheint, erweist sich als ungeeignet, da im Gelenkknorpel aus
offensichtlichen Griinden keine Enzyme zum Abbau von Kollagen vorhanden sind,
welche im gesunden Knorpel korpereigenes Gewebe abbauen wiirden. Somit
konnte ein Vlies aus Kollagen auf Dauer als storender Fremdkorper in der
Gelenkknorpelschicht verbleiben und die Bildung, Struktur und Verankerung des
sich neu bildenden Ersatzknorpelgewebes storen. Dadurch wiirde die
Funktionstiichtigkeit des Regenerats eingeschrinkt [110], obwohl das Kollagen ein
biochemisch natiirlicher Bestandteil des hyalinen Knorpels ist.

Fiir die Knorpelersatzschicht bietet sich weiterhin ein faseriges Material an, in dem

sich die einwandernden Stammzellen gut festsetzen und umwandeln konnen. Die
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Verankerungsstifte aus Polylactid dienen zur Befestigung des Vlieses im
subchondralen Knochen, und haben somit neben der Verankerungsfunktion die
Aufgabe, einen Zugang zum subchondralen Knochen und somit zum Markraum des

Knochens zu schaffen.

5.3.2. Implantataufbau

Fir die Implantate war somit ein weicher resorbierbarer Werkstoff als
Knorpelersatzschicht erforderlich, welcher im subchondralen Knochen stabil
verankert werden muflte. Aus diesen Griinden wurde fiir den Bereich des
Gelenkknorpels ein Vlies aus verwobenen Polyglactin / Polydioxanon-Fasern
gewihlt, dessen schnelle und unproblematische Resorption aus einer Reihe von
Arbeiten bekannt ist [64,97,98]. Der Faserabstand betrigt 40 — 150 um bei einem
Faserdurchmesser von 10 um, was gemif in vitro Studien im giinstigen Bereich
liegt [85,86]. Die Vliesstruktur sollte es einwandernden Zellen ermdglichen, sich
schnell im Defektareal zu verankern und dabei die fiir die Differenzierung so
wichtige sofortige intermittierende Druckbelastung zulassen (Theorie der kausalen
Histogenese), ohne zu einer Dislokalisation der zunichst noch ungeschiitzten
Stammzellen zu fithren [1,33,64].

Zur Verankerung in der Knochenschicht und als Zugang zum Markraum wurden
industriell gefertigte Stifte aus Polylactid, sog. ,,Darts*“ verwendet. Hierbei handelt
es sich um langkettige Polymere aus einzelnen Milchsduremolekiilen, die
hydrolytisch abgebaut werden. Poly-D,L-Laktid ist eine rein amorphe Substanz,
welche iiber einen Zeitraum von 40-50 Wochen resorbiert wird und deren
Resorptionsverhalten in Bezug auf die Ausbildung von aseptischen Fisteln als
unkritisch anzusehen ist [68,69]. Auflerdem wird dem Material eine gewisse
osteogene Potenz zugesprochen [30]. Somit kénnen die Darts ihrer Aufgabe als
Verankerungsmaterial nachkommen, ohne durch ihren Abbau die Neubildung oder

Struktur des Neogewebes zu beeinflussen oder zu schidigen.
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5.3.3. Versuchstiere

Bei der Wahl des geeigneten Versuchstieres wurden verschiedene Gesichtspunkte
in die Uberlegungen einbezogen. Die Knorpeldefekte wurden im lasttragenden
Bereich der hinteren Femurkondyle weiblicher Merinoschafe mit einem Alter von
mindestens einem Jahr angelegt. Dieser Schafstamm hat sich als besonders robust
erwiesen und #hnelt dem Menschen in Bezug auf Gewicht, Knochen-/
Knorpelwachstumsverhalten - beide sind langsame Knochen-/Knorpelbildner,
Gelenkgrofle und Knorpeldicke[53] wesentlich mehr als das Kaninchenmodell, so
daf} Vergleiche mit dem menschlichen Kniegelenk realisiert werden konnen.

Die Epiphysenfugen der Tiere sind in diesem Alter bereits geschlossen, da die Tiere
vollig ausgewachsen sind. Dies ist sehr wichtig, da bei im Wachstum befindlichen
Individuen noch eine Regenerationsfihigkeit des hyalinen Gelenkknorpels und
somit die Moglichkeit zur Selbstheilung bei Knorpeldefekten gegeben ist, welche
nach dem Auswachsen nicht mehr vorhanden sind [29]. Somit wiirde das Resultat
der Studie in Frage gestellt, da nicht genau feststellbar wire, wieviel Prozent eines
neu gebildeten Knorpelregenerats durch besagten Selbstheilungsmechanismus oder
die verwendeten Implantate induziert wurde. Andererseits sind durch das relativ
junge Alter der Tiere degenerative Gelenkschidden, wie sie im Alter beim Schaf
relativ frithzeitig auftreten, ausgeschlossen.

Im Vergleich mit dem hiufig verwendeten Kaninchenmodell weist das Schaf eine
Reihe von Vorteilen auf, durch die es sich als Modell fiir die Regeneration von
Knochen und Knorpel beim Menschen als iiberlegen erweist: Zum einen besteht ein
grofer Unterschied in der Dicke des gesunden Gelenkknorpels. Das Kaninchen
verfiigt im Kniegelenk lediglich iiber eine durchschnittliche Knorpeldicke von ca.
50 um. Somit ist eine Ubertragung auf menschliche Verhiltnisse schwierig, da der
Mensch im lasttragenden Bereich des Kniegelenks eine Knorpeldicke von ca. 3
Millimeter aufweist. Das Schaf mit einer Dicke um einen Millimeter zeigt sich hier
dem Menschen deutlich dhnlicher, auch wenn die Knorpelstirken bei weitem nicht
identisch sind. Somit sind die zur Implantation bestimmten Vliese der Dicke im
Schafskondylus auch wesentlich besser anzupassen als den Dimensionen beim

Kaninchen. Die GroBe des Schafskniegelenkes ermoglicht das Anfertigen und
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Einbringen von oberflichenpalgenauen Bioimplantaten. Ein weiterer Punkt, der
das Kaninchen als Modell fiir die Gelenkknorpelregeneration beim Menschen
unbefriedigend macht, besteht in der stark abweichenden Reaktion auf
Verletzungen der Gelenkoberfliche. So ist das Kaninchen zum einen ein
Schnellknorpelbildner, d.h. der Heilungsprozess geht sehr viel schneller von statten.
Zum anderen ist das Knorpelgewebe des Kaninchens sehr gut in der Lage, isolierte
Knorpeldefekte ohne Beteiligung des subchondralen Knochens selbst zu schlieB3en,
wihrend menschlicher Knorpel solche Schidden nur schlecht toleriert und das
Selbstheilungspotential sehr gering ist [44]. Umgekehrt verbessert sich die
Reparaturleistung des menschlichen Knorpels durch die Eroffnung des Markraums
ganz erheblich, wohingegen dieses Vorgehen beim Kaninchen zu einer deutlichen
Verschlechterung der Regenerationsleistung fiihrt [44]. Aussagekriftige
SchluBfolgerungen vom Kaninchen- zum Menschenmodell sind somit schwierig.
Andere Studiengruppen arbeiteten mit so unterschiedlichen Tieren wie Ratten,
Kaninchen, Hunden, Pferden, Schweinen oder Ziegen [12,16,20,23,30,36,49,50,52,
53,59,76,82,96,102,104], was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der einzelnen
Gruppen leider beeintrachtigt. Wihrend Ziegen ebenso wie Schafe ein dem
Menschen durchaus dhnliches Knorpelregenerationsverhalten an den Tag legen, ist
dies bei den anderen genannten Modellen schlecht untersucht.

Gegen die Verwendung von Pferden spricht der ungleich hohere Aufwand fiir die
Operation eines Pferdes schon rein aus Groflen- und Gewichtsgriinden auch wenn
die Knorpeldicke hier sicherlich der des Menschen dhneln wiirde.

Ein versuchstechnischer Einwand gegen das Hundemodell liegt im Verhalten des
Tieres auf Schmerz. Wihrend Schafe unter adiquater Analgesie das operierte Bein
sofort voll belasten, schonen und entlasten Hunde eine verletzte Extremitit
instinktiv, wodurch eine sofortige postoperative Belastung des Gelenks, welche in
unserem Versuchsmodell nicht nur erlaubt, sondern sogar notwendig war, nicht
zustande kommt. Zusitzlich steht oder lduft das Schaf, im Gegensatz zum Hund,
die meiste Zeit, wodurch die fiir die Knorpelregeneration notwendige

Druckbelastung der Bioimplantate gewihrleistet ist.
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Der in der Arbeit von Morris als ideales Modell fiir tierexperimentelle Studien zur
Gelenkknorpelreparation benannte nichtmenschliche Primat [53] fand bislang keine

Verwendung im Bereich der Arthroseforschung.

5.3.4. Auswertung mittels Score

Bei der Auswertung der vorliegenden Studie ergibt sich das Problem der
Quantifizierung und Objektivierung der Ergebnisse hinsichtlich des
Knorpelwachstums in den Defekten. Die Auswertungsergebnisse sollten
reproduzierbar sein und fiir eine gewisse interpersonelle Konstanz der Ergebnisse
sorgen. Zu diesem Zweck bietet sich daher die Verwendung von Auswertungs-
schemata - sogenannten "Scores" - an, die fiir definierte Kriterien eine bestimmte
Punktzahl vergeben und somit einen unmittelbaren Vergleich verschiedener
untersuchter Schnitte ermoglichen. AuB3erdem erfiillen sie im Idealfall die Kriterien
der Reproduzierbarkeit, Konstanz und Unabhidngigkeit vom Untersucher
weitgehend. Ein Nachteil dieser Scores ist jedoch die Ungenauigkeit, die durch das
Einordnen biologischer Zustinde in ein starres Zahlensystem mit einer meist eng
begrenzten Auswahl an Merkmalsausprigungen verbunden ist. So werden Fille, die
gerade noch ein bestimmtes Kriterium erreicht haben mit Befunden gleichgestellt,
die die nichstbessere Bewertung nur knapp verfehlt haben. Trotz dieses
Kritikpunktes hat sich die Verwendung solch definierter Punktesysteme zur
Beurteilung verschiedener biologischer Sachverhalte in Medizin und Forschung
durchgesetzt. Man findet in der aktuellen Literatur zahlreiche, meist einander
dhnelnde Auswertungsschemata zur Beurteilung der Regeneration von
Knorpelgewebe im Tierversuch wie auch beim Menschen. Wihrend sich die
Beurteilung der Ergebnisse beim Menschen jedoch weitgehend auf makroskopische
Betrachtungen und ungenaue mechanische Untersuchungen stiitzen muf3 und nur
selten Fillen histologische Ergebnisse mit einbezieht, basieren Auswertungen von
Tierversuchen liberwiegend auf mikroskopischen Untersuchungen am explantierten
Gelenk. Dazu existiert beispielsweise ein Beurteilungsschema von Pineda [51,67],
welches in der Auswertung neben einer iiberschieBenden Gewebsreaktion im

Defekt auch die Wiederherstellung der osteochondralen Grenzschicht beriicksich-
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tigt. Von diesem Score leitet sich das Schema nach Wakitani [103] ab, der an Stelle
der osteochondralen Grenze den Grad der Integration des Regenerats in das
umgebende Knorpelgewebe bewertet und so zu etwas abweichenden Ergebnissen
kommt. Umfassender als diese beiden ist der auch in unserer Arbeit verwendete
Score nach O'Driscoll [51,57,58,59,60] [App.4], der ein breiteres Spektrum
verschiedener Kiriterien iiberpriift und so eine differenziertere Bewertung des
Neogewebes ermoglicht. Neben den rein morphologischen Kriterien des Regenerats
werden auch Zeichen der Degeneration im defektfiillenden Gewebe und im
defektangrenzenden, primir nicht geschiddigten Knorpel bewertet. Eine neuere
Erweiterung dieses Scores ist die von Niederauer zur Beurteilung der
Knorpelreparatur benutzte [56], in der zusétzlich auch Gewebserscheinungen wie
Hyperzellularitit gewertet werden, die im urspriinglichen Score nicht beriicksichtigt
sind. Obwohl der Score nach O'Driscoll eine umfangreiche Beurteilung des
Regenerats erlaubt, benutzen wir in unserer Arbeit eine Erweiterung, die weiteren
wichtigen Kriterien zur Knorpelneubildung Rechnung tragen soll wie z.B. den
wesentlichen strukturellen Bestandteilen des Knorpels Kollagen I, Kollagen II und
Aggrecan. Da Kollagen I ein wesentlicher Bestandteil von Faserknorpel, aber auch
von degenerierendem hyalinem Knorpel ist, ist seine Anwesenheit im Regenerat als
ungiinstig zu bewerten, wohingegen Kollagen II nahezu ausschlieBlich in hyalinem
Knorpel zu finden ist, seine Anwesenheit also fiir ein normalem Gelenkknorpel sehr
dhnliches Gewebe spricht. Aggrecan ermoglicht als generell in Knorpel
vorkommendes Bindemolekiil die Unterscheidung zwischen knorpeligem Gewebe
und Bindegewebe so dal man neu gebildetes Gewebe als physiologisch
minderwertiges  Bindegewebe  oder  funktionstiichtiges = Knorpelgewebe
identifizieren kann. Ein weiteres Zusatzkriterium unseres erweiterten Scores stellt
die Anwesenheit von Blutgefidlen in der neugebildeten Knorpelgewebsschicht dar.
Gesunder Gelenkknorpel enthilt in keinem Fall Gefille, so dal ihre Anwesenheit
als Zeichen fiir pathologische, in der Regel resorptive Vorgidnge oder die Bildung
von Granulationsgewebe mit Bindegewebsproliferation gelten muf}. Als letztes
Kriterium wurde das metachromatische Verhalten des Neoknorpels bei Farbung mit
Toluidinblau eingefiihrt. Dieses Verhalten ist, wie bei der Firbung mit Safranin-O,

abhingig von der Menge saurer Glykosaminoglykane im gefidrbten Gewebe, jedoch
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findet bei der Farbung mit Toluidinblau der Farbumschlag wesentlich abrupter statt,
wodurch die Trennung zwischen glykosaminoglykanreichem und —drmerem

Gewebe schirfer wird.

5.4. Diskussion der Ergebnisse

5.4.1. Problematik des Scores

In der endgiiltigen Auswertung der histologischen Préparate mit dem Scoresystem
ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Versuchsgruppe
und der Kontrollgruppe im Bezug auf die Neubildung von hyalinem Knorpel-
gewebe. Die Histologie der Implantate sah zwar auf den ersten Blick deutlich
besser aus, als die der Kontrollgruppe. Auch kam es zu einer zumindest partiellen,
wenn auch nicht vollstdndigen Deckung der Defekte mit hyalindhnlichem Knorpel-
gewebe, dennoch zeigte sich nach Auswertung mit dem Score iiberraschenderweise
praktisch kein Unterschied in der Endpunktezahl zwischen den beiden Versuchs-
gruppen [Tab.2]. Hierfiir kommen mehrere mogliche Ursachen in Frage.

Ein Kritikpunkt der oben genannten Auswertungshilfen ist, da in keiner der
Quellen, die diese Scores benutzten, festgelegt ist, an welcher Stelle im Regenerat
die Beurteilung vorgenommen werden soll [12,58,105,109]. Somit ergeben sich
vollig unterschiedliche Ergebnisse abhéingig davon, welches Gewebe beurteilt wird.
In den meisten Studien wird das reprisentative Gewebe beurteilt, wobei nicht
angegeben wird wie viel Prozent des Regenerates mit diesem Gewebe bedeckt sind
und wo dieses Gewebe liegt. Am Defektrand findet sich in der Regel ein deutlich
besseres Resultat als in den zentralen Defektbereichen, wo eine vollstindige
Deckung meist nicht zustandekommt. In der hier durchgefiihrten Auswertung
wurden in Anbetracht der Inhomogenitit des entstandenen Gewebes immer die
schlechtesten Stellen eines zentralen Schnittes durch die Mitte des Defektareals
bewertet, um eine positive Verfilschung des Ergebnisses zu vermeiden und die
grofftmogliche Objektivitit zu gewihrleisten. Da somit durch den Score immer das

minderwertigste Gewebe in einem Defekt beurteilt wurde, nicht das fiir die Studie
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repriasentative, kommt es zu grolen Differenzen zwischen den Ergebnissen der
Score-Auswertung und der Beschreibung der Histologien, sowie der Auswertung
der prozentualen Defektdeckung, die jeweils den gesamten Defekt betrachten und
bewerten.

Die Probleme der Score-Erweiterung liegen darin, daf3 die Kriterien allesamt sehr
spezifisch fiir hyalinen Knorpel sind und im Grunde nur hyalinen Knorpel positiv
bewerten. Die Kriterien von Faserknorpel, wie Kollagen I werden negativ bewertet,
ebenso Anzeichen fiir sonstiges Bindegewebe so da3 gerade bei der von uns
verwendeten Auswertung der schlechtesten Stelle im Regenerat das Ergebnis sehr
negativ ausfillt, da an diesen Stellen meist kein oder nur bindegewebiges
Ersatzmaterial entstanden ist. Offensichtlich unterscheidet die in dieser Arbeit
vorgeschlagene Score-Erweiterung sehr streng zwischen einem guten und einem
schlechten Regenerat, so dal nur hochentwickelter hyaliner Ersatzknorpel, wie er
nur in wenigen Bereichen im Pridparat vorkommt, positiv bewertet wird, nicht
jedoch faserknorpeliges oder hyalinartiges Ersatzgewebe. Es ist moglich, dal ein
differenzierteres Bewertungsschema mit mehreren Abstufungen innerhalb der
einzelnen Kriterien, also beispielsweise "Anwesenheit von Kollagen II in mehr als
25% des Regenerats" usw. die Aussagekraft der vorgeschlagenen Erweiterung
beziiglich verschiedener Qualititen des Regeneratgewebes verbessern wiirde. Somit
werden die mikroskopisch guten Ergebnisse durch die Auswertung des
schlechtesten anstatt des repridsentatitven Gewebes im Regenerat verfilscht und
vom Score aus oben genannten Griinden nicht erfa3t, sondern zu negativ bewertet.
Andere Arbeitsgruppen haben ebenfalls ein inhomogenes Ersatzgewebe, beurteilen
aber in lhren Auswertungen mit den Scores das beste Gewebe, oder das
,reprasentative®, oder beschreiben in ihren Arbeiten iiberhaupt nicht, wo im neu
gebildeten Gewebe sie die Auswertung vornahmen [12,58,105,109].

Zwar zeigt sich im Score kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Versuchsgruppen in Bezug auf Aufbau und Eigenschaften hyalinen Korpels,
betrachtet man jedoch isoliert die flaichenhafte Defektdeckung in einer separaten
Auswertung [ Tab.3], so féllt auf, da} sich die Gruppen zumindest im Ausmalf} der
Defektdeckung mit knorpeligem Gewebe stark und signifikant unterscheiden

[Tab.2]. Die mit Implantaten versorgten Defekte weisen hier eine durchschnittliche
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Defektdeckung von 60,5 % im Gegensatz zu 2,2 % bei der Kontrollgruppe auf. Der
Score ist somit nicht in der Lage, einige wichtige Kriterien wie die prozentuale
Flachendeckung der Knorpeldefekte, welche in der vorliegenden Arbeit sehr gut
war, zu erfassen. Er bewertet nur den histologischen Aufbau des Ersatzgewebes
nicht jedoch seine Ausdehnung im Defektareal und die verschiedenen Qualitdten an
verschiedenen Regeneratstellen.

In zukiinftigen Studien sollte somit eine Einteilung der Regenerate in Zonen und
somit einzelne Auswertungen auch der guten Reparationsstellen vorgenommen

werden, um eine Aussage fiir den gesamten Defekt treffen zu konnen.

5.4.2. Probleme bei den Implantaten

Als weitere Ursache fiir das nicht zufriedenstellende Abschneiden der
Versuchsgruppe ist zu sehen, daBl die Implantate von Hand in die Defekte
eingebracht wurden, wodurch gewisse Inhomogenititen beim Frisen der
Implantatlager nicht zu vermeiden waren. Insbesondere das Einbringen der Darts in
die vorgestanzten Verankerungslocher erwies sich als unerwartet schwierig, wobei
einige Darts verloren gingen, andere sich querlegten oder am Ende iiber das Vlies
iberstanden. Dadurch ist eine unzureichende Fixierung des Vlieses in den Defekten
moglich, ebenso wie das Entstehen von Druckspitzen und somit eine Storung der
biomechanischen Rahmenbedingungen fiir die Knorpelneubildung. Kleinste
Inkongruenzen der artifiziellen Gelenkschicht und Abweichungen vom
angestrebten Gelenkniveau von wenigen zehntel Millimetern reichen aus, um
unphysiologische Druckverhiltnisse in der Knorpelersatzschicht zu induzieren, so
daf} eine Umdifferenzierung mesenchymalen Gewebes in Chondrozyten nicht mehr
moglich ist [26,50]. Es ist auBerdem denkbar, dal3 die Darts die vorgebohrten
Locher, die einen Zugang zum subchondralen Markraum eroffnen sollten, zu stark
wieder abdichteten, so dall die Eroffnung des subchondralen Raumes nicht
suffizient war und somit zu wenig Zellen aus dem Markraum in das Implantat bzw.
den Defekt einwandern konnten, was eine gute Knorpelneubildung verhindert
haben konnte [26,50]. Bei Durchmusterung der Leerlochpriparate in der

histologischen Auswertung zeigte sich zwar, daf in allen Defekten an mehreren
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Stellen Offnungen zum Subchondralraum vorhanden waren und daher sowohl in
der Leerlochgruppe, als auch in der Implantatgruppe ein Einwandern von
mesenchymalen Zellen in das Implantat moglich war. Auch intraoperativ konnte
man sehen, daBl eine Benetzung der Implantate und der Leerlocher mit

Knochenmarksblut stattfand, jedoch war die Einblutung in der Stirke eher gering.

5.5. Vergleich mit anderen Forschungsgruppen

Im Vergleich mit der Forschungsgruppe von Niederauer et al. wird deutlich, dafl im
Verhiltnis die bei uns gesetzten Knorpeldefekte wesentlich groer waren. Diese
Gruppe untersuchte die Wirkung von vier verschiedenen dreischichtigen
Bioimplantaten auf die Regeneration osteochondraler Defekte im medialen
Femurkondylus bei Ziegen [56]. Ein Teil der Implantate wurde mit autologen
Chondrozyten beimpft, die Ergebnisse nach 16 Wochen Vollbelastung mittels
histologischer Farbungen durch den O Driscoll Score ausgewertet. Die qualitative
und histologische Auswertung des Reparaturgewebes ergab einen hohen
Prozentsatz von neu gebildetem hyalinartigem Knorpel und guter Knochen-
regeneration in allen Versuchsgruppen. Der Neoknorpel war dabei gut in den
umgebenden Knorpel integriert worden. Aus diesen Versuchen wurde auf das gute
Potential von multiphasischen Bioimplantaten zur Heilung von fokalen,
osteochondralen Defekten in Gelenken geschlossen. Die Defektgrofle bei diesen
Versuchen betrug jedoch lediglich 3 mm im Durchmesser und 4 mm in der Tiefe,
also nicht einmal die Hilfte der bei unseren Versuchen gesetzten Defekte, obwohl
die verwendeten Ziegen in Groe und Gewicht in etwa Merinoschafen entsprechen.
Zusitzlich wurde mit einer Defekttiefe von 4 mm im Gegensatz zur hier
vorgelegten Arbeit, der subchondrale Raum direkt er6ffnet, um die Einwanderung
mesenchymaler Stammzellen zu sichern, jedoch um den Preis einer weitaus
groBeren Traumatisierung der Gelenkfldche. Somit findet bei Niederauer et al. auf
den ersten Blick eine bessere Reparatur der Defekte als in der hier vorgelegten
Studie statt, allerdings waren die Defekte deutlich kleiner. Beachtet man das auch

in unserer Arbeit gebildete hyaline Ersatzknorpelmaterial, welches die groflen
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Defekte mit 8 mm Durchmesser zwar nicht vollstdandig, aber doch zu einem gro3en
Teil decken konnte, erkennt man, daf} sich das Ergebnis von Niederauer et al. durch
die geringe GroBe der osteochondralen Defekte relativiert.

Brittberg et al. [11,12] z.B. zeigten am Kaninchenmodell den Einflul der
Chondrozytentransplantation auf die Knorpelregeneration in chondralen Defekten
der Kniescheibe mit 3 mm Durchmesser. Nach 12 Wochen Beobachtungszeitraum
zeigte sich eine Fiillung von nur 29% der Fliche der Leerlochkontrollgruppe,

wobei das Fiillgewebe hauptsdchlich aus Bindegewebe bestand. Die
Versuchsgruppen mit 1. Chondrozyten und Periostversiegelung, 2. mit
Chondrozyten besiedelte Carbonfibergeriiste 3. Carbonfibergeriiste allein ohne
Zellbesiedlung erreichten Deckungen zwischen 20 und 90%. Im Score nach
O’Driscoll erreichten die Leerlocher einen Punktewert von 2,7, die
Chondrozytentransplantation 15,3, die Carbonfibergeriiste ohne Zellbesiedlung 5,4
und mit Zellbesiedlung 18,1 Punkte. Auch in dieser Verdffentlichung wird nicht
angegeben, wo im Priparat die Auswertung vorgenommen wurde, wobei die
Regenerate gemill Beschreibung im Randbereich besser waren als im zentralen
Defekt. AuBlerdem handelte es sich bei den Versuchstieren um 4 Monate alte
Kaninchen, die noch nicht ausgewachsen waren und daher von Haus aus ein
hoheres Knorpelregenerationspotential besal3en.

Shortkroff et al.untersuchten ebenfalls die Wirkung der Chondrozyten-
transplantation auf 3 mm groB3e chondrale Defekte, allerdings am Hundemodell und
mit einem Nachbeobachtungszeitraum von 4 Wochen [82]. Die chondralen
Leerlochdefekte wurden hier nicht mit Regeneratgewebe gefiillt, wihrend die
Defekte nach Chondrozytentransplantation einen Fiillungsgrad zwischen 50 und
90% aufwiesen, wobei es sich bei dem Fiillungsgewebe iiberwiegend um
minderwertiges Bindegewebe ohne Knorpelanteile handelte. Eine Auswertung
anhand eines Scores zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde leider
nicht durchgefiihrt, so dal die Ergebnisse kaum objektivierbar sind.

Wei et al. untersuchten osteochondrale Defekte im Vergleich zu Leerlochern am
ausgewachsenen Kaninchen nach 24 Wochen [105]. Hier erreichten die Regenerate
im Score nach O’Driscoll 10 Punkte, wobei eine prozentuale Defektdeckung von

75,5% erreicht wurde. Diese sehr guten Ergebnisse hingen moglicherweise mit der
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langeren Nachbeobachtungszeit und dem hoheren Regenerationspotential von
Kaninchen gegeniiber Schafen zusammen, ebenso wie in den Studien von Gomar-

Sancho [26], Moran und Salter [52] und O Driscoll et al [58,59].

5.6. Zusammenfassung

Im Vergleich zu den oben genannten Studien scheinen die hier prisentierten
Ergebnisse anhand des Scores schlechter auszufallen, jedoch muf3 man das neue,
bisher nicht erprobte Verfahren mit nicht perfekten Materialien und Techniken, das
Ausmall der Gelenkknorpeldefekte, die in unserem Versuch im Verhiltnis
wesentlich grofer waren, als in anderen Studien, das unterschiedliche Potential der
verschiedenen Versuchstiere zur Knorpelregeneration, welches beim hiufig
verwendeten Kaninchen im Gegensatz zu Schafen erhalten ist, und den groBen
Unterschied der beurteilten Regeneratstellen in der Score-Auswertung
beriicksichtigen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal die Bioimplantate bei reinen
chondralen Defekten zu einer besseren Deckung mit neugebildeten Knorpel fiihr-
ten, auch wenn das Regenerat stark inhomogen war und qualitativ von faser-
knorpeldhnlichen bis zu hyalinartigen Knorpelanteilen reichte. Die Eroffnung

des subchondralen Raumes scheint aber tatsdchlich, wie bereits die eigenen
Vorversuche am Kaninchenmodell zeigten, entscheidend fiir das Regenerations-

potential zu sein.

Der von uns durchgefilhrte Ansatz erscheint vielversprechend, aber
verbesserungsbediirftig. Weitere Versuche mit verbesserter Operationstechnik zur
Vermeidung von Inhomogenititen und Ungenauigkeiten, die dann die Bildung des
Ersatzknorpels behindern, miissen zeigen, ob eine komplette Uberdeckung der
Knorpeldefekte erzielt werden kann und somit durch Perfektionierung von Material
und Technik eventuell doch das Wachstum von eindeutig hyalinartigem Knorpel
induziert werden kann. Langzeitversuche miissen dann zeigen ob dieser

Regeneratknorpel den Belastungen lidngerfristig stand hilt.
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Interessant diirfte dahingehend auch die Untersuchung der Wirkung von speziellen
Wachstumsfaktoren auf die Bildung des Neoknorpels sein, wie sie im Rahmen der
Knochenregeneration bereits fiir das "Bone Morphogenic Protein 2" (BMP2)
angestellt und dessen Freisetzungsmuster in vitro untersucht wurde [27,110]. So
existieren verschiedene Beschreibungen iiber die medikamentose Beeinflussung
von Zellen in vitro, sich in Richtung Chondrozyten zu differenzieren [106,111]. Ein
wesentliches Problem dieser Verfahren ist jedoch die gezielte Zufiihrung dieser
Substanzen zu den differenzierenden Zellen, die in vivo noch nicht im
erforderlichen Mal3 durchgefiihrt werden kann. Ob die Einbettung solcher
Substanzen in eine resorbierbare Implantatmatrix hier hilfreich sein kann, wére
interessanter Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Es bedarf noch viel weiterer Forschungsarbeit und Weiterentwicklung, bevor man
ernsthaft daran denken kann, dieses Verfahren am Menschen anzuwenden, um
endlich ein wirkungsvolles Verfahren zur Heilung von Knorpeldefekten bei
Patienten mit Arthrose, Sportverletzungen, Flake Fractures u.d. zur Verfiigung zu

haben.
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Score nach O Driscoll
(nach:Durability of regenerated articular cartilage produced by free autogenous periostal
grafts in major full-thickness defects in joint surfaces under the influence of continous
passive motion. A follow-up report at one year.
ODiriscoll, S.W.; Keeley F.W.; Salter R.B.
J. Bone Joint Surg AM 1988 Apr; 70(4):595-606)

Natur des vorherrschenden Gewebes

Zellmorphologie
Hyaliner Gelenkknorpel 4 Punkte
Unvollstindig differenziertes Mesenchym 2 Punkte
Bindegewebe oder Knochen 0 Punkte
Safranin-O Anfdrbbarkeit der Matrix
Normal fast normal 3 Punkte
MiBig 2 Punkte
Schwach 1 Punkt
Keine 0 Punkte

Strukturelle Charakteristik
Gleichmdfigkeit der Oberfliche

Glatt und intakt 3 Punkte
Oberflichliche horizontale Schichtungen 2 Punkte
Risse (25 to 100% der Dicke) 1 Punkt
Schwere Storung einschlieBlich Fibrillation 0 Punkte
Strukturelle Integritdit
Normal 2 Punkte
Leichte Stérungen einschlieflich Zysten 1 Punkt
Schwere Zerstérung / Desintegritit 0 Punkte
Dicke
100% des normalen angrenzenden Knorpels 2 Punkte
50-100% des normalen Knorpels 1 Punkt
<50% des normalen Knorpels 0 Punkte
Bindung an den angrenzenden Knorpel
an beiden Enden verbunden 2 Punkte
an einem Ende oder teilweise an beiden verbunden 1 Punkt
Nicht verbunden 0 Punkte

Abwesenheit von degenerativen Zellverinderungen

Zellularitdt
Normale Zellzahl 3 Punkte
Leichte Hypozellularitit 2 Punkte
MiBige Hypozellularitit 1 Punkt
Schwere Hypozellularitat 0 Punkte
Bildung von Chondrozytenclustern
Keine Cluster 2 Punkte
<25% der Zellen bilden Cluster 1 Punkt
25-100% der Zellen bilden Cluster 0 Punkte

Abwesenheit degenerativer Verinderungen am angrenzenden Knorpel

Normale Zellzahl, keine Cluster, normale Anfiarbbarkeit 3 Punkte
Normale Zellzahl, leichte Cluster, midBige Anfirbung 2 Punkte
Leichte od. médBige Hypozellularitit, schwache Anfirbung 1 Punkt

Schwere Hypozellularitit, schlechte od. keine Anfirbung 0 Punkte

Appendix 1: Score nach O Driscoll
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Vergleich Hyaliner Knorpel / Faserknorpel

Hyaliner Knorpel

Faserknorpel

Vorkommen

Gelenkoberfldche, sternaler
Rippenanteil, Nasenskelett, mittlere
+ tiefe Luftwege

Bandscheiben, Disci, Menisci,
Symphysis Pubica, Gleitsehnen,
Gelenkkapsel, Kiefer- u.
Sternoclaviculargelenk

Aussehen makroskopisch

weillich-bldulich, glasartig

Faserig, weifllich

Zusammensetzung Interzelluldrmatrix (75% Wasser, Proteoglykane, Glykoproteine, KollageneiweiRe >
40% d. Trockenmasse), relativ wenige Zellen (Chondrozyten);
Kollagen Typ I
nur Kollagen II, kein Typ I Kollagen Typ I >> Typ II
Aufbau mikroskopisch Zellen: Zellen:

¢ Chondrozyten in isogenen
Gruppen = Chondrone,
zwiebelschalenférmig umgeben v.
Kollagenfasern Typ 6, 9, 12 =
Territorien, dazw.
Interterritorialsubstanz;

¢ i.Tiefe kugelig, in Reihen,
senkrecht zur Gelenkoberfldche;
i.Peripherie spindelférmig,
parallel zur Gelenkoberflédche;
Oberfldche zellreicher als Tiefe

Matrix:

® 90-95 % Kollagen Typ II, lockeres
Netzwerk, Fibrillendurchm.:10-20
nm,

¢ arkadenformige
Ausrichtung

¢ zonale Gliederung d.
Knorpels, geordnet

e Oberfldchlich einzelne Zellen,
i.d. Tiefe kleine isogene Gruppen
kugeliger Chondrozyten in von
Interterritorialsubst. Umgebenen
Lakunen,
niedrige Zelldichte, Zellen liegen
in Reihen hintereinander

Matrix:

¢ v.a. dicht gepackte Faserbiindel,
Kollagen Typ I u. II
Fibrillendurchm.: 20-100 nm,

¢ Verlauf abhéngig v.
Beanspruchungsrichtung

¢ keine Gliederung, relative
Unordnung

Chem. Verhalten

amorphe Interzellularsubstanz = basophil, perizellulédr viele Proteoglykane
(Knorpelkapsel) = schmale Hofe um Chondrone; kationische

Kollagenfasern = azidophil

Erndhrung keine eigene Vaskularisierung
Erndhrung aus Synovia u. Versorgung in Disci und Menisci
subchondralem Knochen von der Kapsel aus,
keine LymphgefiBe, keine Nerven - bradytrophes Gewebe
Funktion v.a. Druckelastizitiit, v.a. Zugfestigkeit, geringe
b. Druck: ,,Sprungfedereffekt* Elastizitét
durch Wasser + Proteoglykane
e b. T physiolog. Belastung >
TTT Dicke (nur Matrix!)
e b. zu hoher ,,“ 2>
degenerative Zerstorung
Sonstiges Mechanische Eigenschaften: wie hyaliner K., nur steifer

Extrazellularmatrix
Viskositét: Proteoglykane
(Hyaluronsre.+Chondroitinsulfat)
Elastizitit: Kollagenfibrillen

Tabelle 1: Vergleich von Aufbau und Eigenschaften von hyalinem Knorpel und Faserknorpel

[5,24,79,85,94].
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Auswertung mittels erweitertem O Driscoll Score

Knorpelimplantat Knorpelleerlocher
e
ol 2| vl g
Q = Q = [9) = [5) = = k3) 13}
E|E|E|B|E|E ElE|E|2|5|2
S|E|c|E|¢|E S|E|S|E|7|E
=R R E-ERaR= Tl E | == |lala
o | v || v | o | [ |||
a) a) O O — — <t < =) (= = [*N
=) o [\ [\ (e (e o (s N N N N
S I S N B S Yo B I Vo vl = = ==
Zellmorphologie 01]2]2]2]2]0 0/]0]0]2]0]2
Hyaliner Gelenkknorpel 4 Pkte
Unvollstiandig differenziertes Mesenchym 2 Pkte
Bindegewebe oder Knochen 0 Pkte
Safranin-O Anfirbbarkeit der Matrix O|2|2]1]2]1 O|1]0]2]1]2
Normal oder fast normal 3 Pkte
Schwach 2 Pkte
MiBig 1 Pkt
Keine 0 Pkte
Gleichmdfigkeit der Oberfliche 0]1]0]0]0]0 0|00 |1]0]|O0
Glatt und intakt 3 Pkte
Oberflidchliche horizontale Schichtungen 2 Pkte
Risse (25 bis 100% der Dicke) 1 Pkt
schwere Storung einschlieBlich Fibrillation OPkte
Strukturelle Integritiit 0[1]0]0]0]O0 0]{0]0O]0O]J0O]O0
Normal 2 Pkte
Leichte Storungen, einschl. Zysten 1 Pkt
Schwere Zerstérungen / Desintegritit 0 Pkte
Dicke 0j[0]0O]JO]1]0 0][0]0O]0O]J0]O0
100% des angrenzende normalen Korpels 2 Pkte
50-100 % d. normalen Knorpels 1 Pkt
0-50 % d. normalen Knorpels 0 Pkte
Bindung an den angrenzenden Knorpel 11212101210 0Oj0jO0|1]2]1
An beiden Enden verbunden 2 Pkte
An einem oder an beiden Enden teilweise verbunden 1 Pkt
Nicht verbunden 0 Pkte
Zellularitit 0j{0]0O]0O]0O]O0 31]0(0(1]3]2
Normale Zellzahl 3 Pkte
Leichte Hypozellularitit 2 Pkte
MiBige Hypozellularitit 1 Pkt
Schwere Hypozellularitit 0 Pkte
Bildung von Chondrozytenclustern 0[{0]0]0O]0O]O0 0O|1]0]1]0]0
Keine Cluster 2 Pkte
<25 % der Zellen bilden Cluster 1 Pkt
>25 % der Zellen bilden Cluster 0 Pkte
Abwesenheit degenerativer 012122122 2121 ]1]2]1
Verinderungen am angrenzenden Knorpel
normale Zellzahl, keine Cluster, normale Anfirbbarkeit 3 Pkte
normale Zellzahl, leichte Clusterbildung, mafige Anfarbung 2 Pkte
leichte od.mittlere Hypozellularitit, schwache Anfirbung 1 Pkt
Schwere Hypozellularitit, schlechte od. keine Anfirbung 0 Pkte
Gesamtscore O Driscoll (max. 24, min. 0) 1 108 |5]9]3 S|4 1|7 |86

A e O°D 0
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Anwesenheit von Kollagen [ 010]0|10]1]0 0j0|O0]0O]O]1
kein Nachweis von Kollagen I 2 Pkte

Kollagen I in Teilen des Regenerats 1 Pkt

Kollagen I im ganzen Regenerat oder Knochen 0 Pkte

Anwesenheit von Kollagen IT 1jo|1]1]1]1 0Ojl0]O0O]O]O]1
Kollagen II im ganzen Regenerat 2 Pkte

Kollagen II in Teilen des Regenerats 1 Pkt

Kein Nachweis von Kollagen II oder Knochen 0 Pkte

Anwesenheit von Aggrecan 1|1 |1]0]1]1 0]l0]0]O0 1
Kollagen II im ganzen Regenerat 2 Pkte

Kollagen II in Teilen des Regenerats 1 Pkt

Kein Nachweis von Kollagen II oder Knochen 0 Pkte

Blutgefifie im Regenerat 110[1]1]0]0]0 0]0[]0|2]0]0
keine Gefile sichtbar 2 Pkte

GefiBe ohne Kontakt zur Gelenkfliche 1 Pkt

GefiBe mit Kontakt zur Gelenkfliche 0 Pkte

Metachromasie bei Toluidin blau — Fiirbun, 1|1 |1 |1]1]1 0]0]0]0]|0]|1
Vorhanden 2 Pkte

Teilweise vorhanden 1 Pkt

Nicht vorhanden 0 Pkte

Gesamtscore Erweiterung 412141243 0]0]0]2]|0]4

Arithmetischer Mittelwert beider Scores

Tabelle 2: Auswertung des modifizierten O Driscoll Scores mit der Erweiterung
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Prozentuale Defektdeckung von Implantaten vs.

Leerlocher im Vergleich

Dist.ges = Durchmesser des urspriinglichen Defekts
Deck.li = Breite des Regenerates auf der linken Seite des Defekts
Deck.re = Breite des Regenerates auf der rechten Seite des Defekts

Proz = errechnete prozentuale Deckung im Defekt

Knorpelimplantate
4266 vorne 4266 hinten 5016 vorne
3 & g 8 = e 8 & =
o4 X s |2 o2 2 8 |2 £ X s
Z 8 s e 2 s 8 e Z 8 s e
(@) (@) a A @) @) A =W A A @) A
371 66 59 33,7 |362 131 141 75,1 |440 132 175 69,8
5016 hinten 7056 vorne 7056 hinten
3 g e ] g e ) g 2]
o0 i A N oh A 24 N ob 24 A N
2 o s = 2 s 5 £ 2 8 s g
=) A A A~ A A A A~ A A A A~
433 166 167 76,9 |552 152 52 37,0 | 540 294 87 70,6

Knorpelleerlocher
1294-1 vorne 1294-1 hinten 1294-2 vorne
5 g e ] = e ) = 2]
o A N o M e N B d N
2 8 s = 2 8 8 g Z 8 s =
a a a [-W a a a [-W a a a [-W
479 1 2 0,6 411 11 9 49 |452 14 5 4,2
1294-2 hinten 5346 vorne 5346 hinten
3 g e ] = e ) g 2]
21) ~ ~< N E.Q A =4 N ib A A N
Z 8 s = 2 s 8 g Z 8 s =
a a a [-W a a a [-W a a a [-W
471 3 1 0,8 [486 1 3 0,8 |376 4 4 2,1

Tabelle 3: Prozentuale Deckung in den einzelnen Defekten
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