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Ftir meine Eltern

Was immer du tun kannst, oder ertrdumst, tun zu kénnen, beginne es.
Kiihnheit besitzt Genie, Macht und magische Kraft.

Beginne es jetzt.

Johann Wolfgang von Goethe
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1. EINLEITUNG

Basierend auf der Annahme von Sutton, die Menisken seien funktionslose
Rudimente eines Muskels, wurde die Bedeutung der Menisken fir die Funktionalitat
des Kniegelenks zunachst stark unterschatzt (1897). So wurde beim Auftreten von
Meniskusverletzungen lange Zeit der gesamte Meniskus entfernt. Erst als Fairbank
1948 als einer der Ersten die negativen Folgen der Meniskektomie beschrieb,
beschaftigte man sich eingehend mit der Anatomie und der sich daraus ergebenden
Funktion der Menisken. Dadurch wurde die funktionelle Bedeutung der Menisken
erkannt und es wurde vermehrt nach therapeutischen Alternativen bei Meniskus-

verletzungen gesucht.

1.1 Makroskopischer und mikroskopischer Aufbau der Menisken

Makroskopischer Aufbau

Die Menisken sind halbmondférmige, knorpelige Strukturen, die im Kniegelenk
zwischen den Gelenkflachen von Femur und Tibia gelagert sind (Abb. 1). Jedes
Kniegelenk enthédlt einen medialen und einen lateralen Meniskus. Aufgrund der
Inkongruenz des Kniegelenks weisen die Menisken einen keilférmigen Querschnitt
mit einer hohen, peripheren Basis und einem dinn auslaufenden, zentralen Bereich
auf (Abb. 2).

Femur

lateraler Meniskus

medialer Meniskus

Tibia

); M Abb. 1: Schema des Kniegelenks; anteriore

I Ansicht; modifiziert nach Schiinke et al.,
- 2005
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Einleitung

Abb. 2: Querschnitt durch einen medialen
Schafmeniskus

Man unterteilt die Menisken makroskopisch in Vorderhorn, Pars intermedia und
Hinterhorn (Abb. 3). An Vorder- und Hinterhorn gehen die Menisken in bandartige
Strukturen Uber. Diese sogenannten Insertionsligamente fixieren die Menisken im
Bereich der Eminentia intercondylaris an der Tibia. Das Ligamentum transversum
genus verbindet die Vorderhérner der Menisken miteinander.

Der laterale Meniskus hat die Form eines unvollstdndigen Kreises mit eng
beieinanderliegenden Ansatzstellen der Insertionsligamente (Abb. 3). Die Basis des
lateralen Meniskus ist durch lockeres Bindegewebe mit Gelenkkapsel und Tibia
verbunden. Im Bereich des Hinterhorns ist der laterale Meniskus zusatzlich zu den
tibialen Insertionsligamenten durch ein meniskofemorales Band an der medialen
Femurkondyle befestigt (Caldwell et al., 1994b).

Ligamentum

vorderes Kreuzband fransversum genus

Abb. 3: Schemazeichnung des

, Tibiaplateaus mit Menisken und
| lateraler

Meniskus deren Insertionsligamenten (%)

modifiziert nach Warren et al.,
1 4\ - 1986; die Menisken gliedern sich
in Vorderhorn (1), Pars inter-

medialer
Meniskus

hinteres Kreuzband media (2) und Hinterhorn (3)
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Einleitung

Der mediale Meniskus ahnelt in seiner Form einem ,C“ Die Insertionsligamente
setzen anterior beziehungsweise posterior der Insertionsligamente des lateralen
Meniskus an der Tibia an und liegen damit weiter voneinander entfernt als die des
lateralen Meniskus. Im Bereich der Basis ist der mediale Meniskus Uber faserreiches
Bindegewebe mit der Gelenkkapsel und dem medialen Seitenband verwachsen
(Caldwell et al., 1994b) und im Vergleich zum lateralen Meniskus ist er peripher
durch das Ligamentum coronarium wesentlich straffer mit der medialen Tibiakondyle
verbunden (Beveridge et al., 2011).

Mikroskopischer Aufbau

Das Meniskusgewebe wird aufgrund seiner strukturellen Zusammensetzung als
Faserknorpel klassifiziert (Fithian et al., 1990; Messner & Gao, 1998; Rattner et al.,
2011). Die Hauptbestandteile von gesundem Meniskusgewebe sind 75 % Wasser,
22 % Kollagen und ca. 1 % Proteoglykan (Kaplan et al., 2009). In diese faserreiche
extrazelluldare Matrix sind nur wenige Zellen eingelagert, welche als Fibro-
chondrozyten bezeichnet werden (Ghadially et al., 1978; Webber et al., 1985;
Mcdevitt & Webber, 1990).

Mit rund 78 % des Trockengewichts besteht der Meniskus zum gréBten Anteil aus
Kollagenfasern (Ingman et al., 1974). Anders als bei Gelenkknorpel handelt es sich
dabei hauptséachlich um Kollagen Typ I. Vor allem in den auBeren zwei Dritteln des
Meniskus kommt fast ausschlieBlich Kollagen Typ | vor, wohingegen im zentralen
Drittel Kollagen Typ II mit einem Anteil von 60 % Uberwiegt (Bullough et al., 1970).
Neben Kollagen Typ | und Il kommen auch Kollagen Typ IIl, V und VI in den
Menisken vor (Rattner et al., 2011). Diese haben allerdings gemeinsam nur einen
Anteil von unter 5 % am Gesamtkollagengehalt der Menisken. Petersen und Tillmann
konnten 1998 anhand rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen zeigen,
dass sich der Meniskus hinsichtlich des Verlaufs der Kollagenfasern deutlich in drei
Schichten einteilen Iasst (Abb. 4). In der nur ca. 10 um dicken oberflachlichen Schicht
sind die feinen Kollagenfibrillen netzartig angeordnet. Sie weisen dabei keine
bevorzugte Verlaufsrichtung auf. Es folgt eine ca. 150-200 um dicke Kollagenschicht,
in der die Kollagenfasern zu durchschnittlich 30 um groBen lamellenartigen Blndeln
zusammengelagert sind. Diese Faserbiindel verlaufen gréBtenteils radial, wobei sie
sich dabei Uberkreuzen und ein rautenférmiges Netzwerk bilden. Der mit Abstand

gréBte Teil des Meniskus wird von der zentralen Schicht gebildet. In dieser Schicht
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Einleitung

sind ca. 120 nm dicke Kollagenfibrilen zu unterschiedlich starken Bindeln
zusammengelagert. Diese Kollagenstrange verlaufen streng zirkumferent und
werden von radial verlaufenden Verankerungsfasern durchwoben. Die radial
verlaufenden Verankerungsfasern strahlen von der Peripherie ausgehend in den
Meniskus ein (Skaggs et al., 1994). Neueste Untersuchungen konnten zeigen, dass
die Verankerungsfasern zu breiten Bahnen zusammengelagert sind, welche sich zum
Zentrum des Meniskus hin verzweigen und zu neuen, schméleren Bahnen verbinden
(Rattner et al., 2011). Dabei bilden sie eine wabenartige Struktur, welche die
kraftigen, zirkumferent verlaufenden Kollagenstrdnge blndelt und far deren
Zusammenhalt sorgt (Abb. 4).

Abb. 4: Schemazeichnung der Kollagenstruktur des Meniskus nach Petersen und Tilllman, 1998;
oberfldchliche, netzartige Schicht (1), mittlere, lamelldre Schicht (2), zentrale Schicht (3) aus
zirkumferent verlaufenden Kollagenstrdngen durchwoben von radialen Verankerungsfasern (4)

Die Proteoglykanmonomere des Meniskus sind wie auch im artikuldren Knorpel an
Hyaluronsaure gebunden. So entstehen polyanionische Proteoglykanaggregate von
ca. 2 um Lange (Abb. 5), welche zwischen die Kollagenfasern eingelagert sind
(Stryer, 1996). Die Proteoglykane sind flr die starke Hydratisierung des
Meniskusgewebes verantwortlich, da sie durch ihre negative Ladung Wasser binden
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Einleitung

kénnen. In gesundem Meniskusgewebe vorhandene Proteoglykane enthalten ca.
40 % Chondroitin-6-sulfat, 10-15 % Chondroitin-4-sulfat, 20-30 % Dermatansulfat und
15 % Keratansulfat (Kaplan et al., 2009).

Abb. 5: Schematische Darstellung

eines Proteoglykanaggregats

Die im Meniskusgewebe vorkommenden Zellen zeigen eine ausgepragte
Heterogenitat (Nakata et al., 2001). In humanen Menisken lassen sich drei
morphologisch unterschiedliche Fibrochondrozyten-Populationen unterscheiden
(Nakata et al., 2001; Hoberg et al., 2006). Die oberflachliche Schicht des Meniskus
enthalt fusiforme Zellen ohne Zellfortsdtze. Diese &ahneln morphologisch den
oberflachlichen Zellen des Gelenkknorpels. Unter dieser oberflachlichen Schicht
kommen im basisnahen Bereich der Menisken fibroblastozytare Zellen vor. Diese
sind zwischen den Kollagenfaserbindeln in Reihen angeordnet und weisen eine
groBe Anzahl an Zellfortsétzen auf (Hellio Le Graverand et al., 2001b). Durch das
Vorkommen von fibroblastozytaren Zellen sowie hauptsédchlich Kollagen Typ |
erinnert das Meniskusgewebe in diesem auBeren Bereich an Faserknorpel. Im
inneren Drittel des Meniskus kommen hingegen runde bzw. polygonale
chondrozytare Zellen vor. Da hier auch Uberwiegend Kollagen Typ Il vorkommt,
ahnelt dieser Bereich des Meniskus dem hyalinen Knorpel.
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Einleitung

Vaskularisation und Innervation

Die Versorgung des Meniskusgewebes durch BlutgefaBe erfolgt hauptsachlich durch
Aste der Aa. inferior medialis et lateralis genus sowie der Aa. superior medialis et
lateralis genus (Arnoczky & Warren, 1982). Diese Aste bilden ein perimeniskales
Kapillarnetz im Gewebe der Gelenkkapsel. Innerhalb dieses Plexus verlaufen die
GefaBe hauptséchlich zirkumferent, es strahlen aber auch einige kleine Aste radial in
das Meniskusgewebe ein (Abb. 6). Diese aus dem Kapselgewebe einstrahlenden
BlutgefadBe dringen bis in die peripheren 10 % bis maximal 30 % des medialen
Meniskus sowie bis in die peripheren 10 % bis maximal 25 % des lateralen Meniskus
ein (Arnoczky & Warren, 1982). Somit sind ca. 80 % des Meniskusgewebes
vollstandig avaskuldr (Danzig et al., 1983). Dieser avaskuldre Bereich wird
ausschlieBlich durch Diffusion aus Synovialflissigkeit mit Nahrstoffen versorgt.
Basierend auf diesen anatomischen Begebenheiten kam es zu der weit verbreiteten
Einteilung des Meniskus in drei Zonen. Der durchblutete auBere Bereich der
Menisken stellt die rot-rote Zone dar, der innere avaskulare Bereich die weiB-weil3e
Zone. Als rot-weiBe Zone wird der dazwischen liegende Ubergangsbereich

bezeichnet.

Abb. 6: 5 mm dicker Schnitt durch den medialen Anteil des Kniegelenks; Spalteholz Technik; radiale
GefédBéste strahlen aus dem perimeniskalen Kapillarplexus (PKP) in den medialen Meniskus ein (zur
Verfligung gestellt von Steven Arnoczky)
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Einleitung

Die Innervation der Menisken erfolgt Gber Gelenkaste des N. femoralis, wobei auch
hier hauptsachlich perimeniskal Nervenbindel, freie Nervenendigungen sowie
spezielle Rezeptoren zu finden sind (Calder & Myers, 1999). Allerdings penetrieren
einzelne Nerven auch in das periphere Meniskusgewebe. Dies ist vor allem im
Bereich der Meniskushoérner zu beobachten (Zimny et al., 1988). Durch freie
Nervenendigungen sowie spezielle Mechanorezeptoren scheinen die Menisken
demnach durchaus Uber eine sensorische sowie im Bereich der H6rner auch Uber

eine propriozeptive Funktion zu verflgen.

1.2 Mechanische Eigenschaften und Funktion der Menisken

Wie alle biologischen Materialien verhalten sich auch die Menisken unter Belastung
viskoelastisch. Das heif3t ihr Verhalten wird sowohl durch viskése als auch durch
elastische Elemente bestimmt. Dieses Verhalten ergibt sich durch den biphasischen
Aufbau der Menisken (Fithian et al., 1990). Die feste Phase wird hauptsachlich von
den Kollagenfasern und den darin verankerten Proteoglykanen gebildet. Diese
Kollagen-Proteoglykan-Matrix weist eine sehr geringe Permeabilitat auf. Die zweite
Phase besteht aus der Gewebefllissigkeit mit den darin gelésten Mineralstoffen. Bei
Belastung der Menisken baut sich wegen der geringen Permeabilitdt vorerst ein
hydrostatischer Druck im Gewebe auf (Setton et al.,, 1999). Die Last wird daher
zunachst fast ausschlieBlich durch die Gewebefllssigkeit getragen. Nach und nach
kommt es dann zu einer Umverteilung der flissigen Phase im Gewebe verbunden
mit einer Matrixverformung. AuBerdem tritt Flissigkeit aus den belasteten Menisken
aus und mit der Zeit Ubernimmt die Matrix einen steigenden Anteil der einwirkenden
Lasten (Abb. 7).

kollagene Flussigkeitsabgabe
Fibrille
Proteoglykan Belastung Belastung

Abb. 7: Kompressionsverhalten
eines biphasischen Gewebes
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Einleitung

Als viskoelastisches Material zeigt das Meniskusgewebe unter Belastung
Relaxations-, Kriech- und Hysterese-Verhalten. Sowohl diese Materialeigenschaften
als auch die Struktur und Form der Menisken sowie die Belastungsverhaltnisse im
Kniegelenk beeinflussen die mechanische Funktion der Menisken.

Die Menisken sind standig erheblichen Druck- und Zugbelastungen sowie
Scherkraften ausgesetzt. Daher wurde in zahlreichen Studien das Verhalten der
Menisken unter Kompression sowie Zugbelastung und unter Einwirkung von
Scherkraften untersucht (Proctor et al., 1989; Anderson et al., 1991; Skaggs et al.,
1994; Joshi et al., 1995; Mastbergen et al., 2006; Chia & Hull, 2008). In diesen
Studien zeigte sich, dass sich das Meniskusgewebe in Abhangigkeit von der
Probenentnahmestelle sowie der Ausrichtung der Probe im Versuchsaufbau
anisotrop und heterogen verhalt (Messner & Gao, 1998). Zum Beispiel konnten
Proctor et al. bereits 1989 nachweisen, dass Meniskusproben aus dem Hinterhorn
unter confined compression Bedingungen eine hdhere Steifigkeit aufweisen als
Meniskusproben aus dem Vorderhorn. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der
Meniskus unter Kompression weniger steif ist sowie eine deutlich geringere
Permeabilitat aufweist als Gelenkknorpel (Fithian et al., 1990). Besonders deutlich
ausgepragt ist die Anisotropie der Menisken unter uniaxialer Zugspannung. Der
Zugmodul des Meniskusgewebes ist bei Prifung der Probe in zirkumferenter
Richtung fast zehnfach héher als bei Prifung in radialer Richtung (Mastbergen et al.,
2006). Dieses Verhalten ist auf die zirkumferente Anordnung der Kollagenfasern im
Inneren des Meniskus zuriickzufiihren. Nur in der ca. 200 um dicken oberflachlichen
Schicht mit netzartig verwobenen Kollagenfasern verhélt sich das Meniskusgewebe
unter Zugspannung isotrop. Die Anordnung der Kollagenfasern wirkt sich auch auf
das Verhalten des Meniskus unter Scherung aus. Wirkt die Scherspannung parallel
zu dem Hauptverlauf der Kollagenblindel zeigt das Gewebe eine 20 % bis 33 %
geringere Steifigkeit als bei Einwirken der Scherspannung senkrecht zum Verlauf der
Kollagenfasern.

Die Keilform der Menisken gleicht die Inkongruenz zwischen Femur und Tibia aus.
Dadurch wird die Kontaktflache zwischen der femoralen und tibialen Gelenkflache
wesentlich vergréBert und die auftretenden Lasten werden innerhalb des Gelenks
gleichmaBiger verteilt. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass im medialen
Anteil des Kniegelenks rund 50 % und im lateralen Anteil bis zu 70 % der Lasten Uber
die Menisken Ubertragen werden (Shrive et al., 1978; Kurosawa et al., 1980; Ahmed
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Einleitung

& Burke, 1983; Chen et al., 1996). Diese Last tragende Funktion der Menisken lasst
sich durch die anatomischen Begebenheiten erklaren. Durch die Inkongruenz der
Gelenkflachen stehen die Druckkrafte an der meniskofemoralen Flache nicht
senkrecht zu den Druckkraften an der meniskotibialen Flache (Abb. 8). Auf diese
Weise entsteht eine radiale Kraftkomponente, welche die Menisken nach AuBen
dricken wirde. Durch die ligamentare Fixation der Menisken an der Tibia wird dies
allerdings verhindert und die radiale Kraftkomponente wird innerhalb des
Meniskusgewebes in eine Ringspannung umgewandelt (Abb. 9). Diese
Ringspannung wird von den zirkumferent verlaufenden Kollagenblindeln aufgefangen
und CUber die Insertionsligamente auBerhalb der Gelenkflache auf die Tibia
Ubertragen. Auf diese Weise werden die im Bereich der Gelenkflachen auftretenden

Krafte weiter reduziert.

Fk

Abb. 9: Schematische Darstellung der im

Abb. 8: Schematische Darstellung der auf den Meniskus wirkenden Kréfte; Fr = radiale
Meniskus einwirkenden Kréfte; Frem = Kraft an Kraftkomponente, Fx = resultierende Kraft in
femoraler Fldche, F7;, = Kraft an tibialer Fldche, den Kollagenbiindeln (Ringspannung),
F+ = radiale Kraftkomponente F. = Ligamenthaltekraft

Lange Zeit wurde auch von einer stoBdampfenden Wirkung der Menisken
ausgegangen (Krause et al., 1976; Kurosawa et al., 1980; Voloshin & Wosk, 1983).
Allerdings werden seit Kurzem die Ergebnisse dieser Arbeiten und damit auch die
stoBdampfenden Fahigkeiten der Menisken in Frage gestellt (Andrews et al., 2011).

Neben einer verbesserten Verteilung und Ubertragung der Lasten innerhalb des
Kniegelenks wird durch die Keilform der Menisken auch die Gelenkstabilitat positiv
beeinflusst. Der Einfluss der Menisken auf die Stabilitdt ist dabei abhangig von
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Einleitung

Flexionswinkel, Belastungszustand und Unversehrtheit der Gelenkkapsel sowie der
Bander des Kniegelenks. Vor allem bei geschadigtem vorderen Kreuzband tragen die
Menisken wesentlich zur Stabilitat im Kniegelenk bei (Levy et al., 1982). Im gesunden
Kniegelenk verhindert das vordere Kreuzband die anteriore Subluxation der Tibia.
Bei Schadigung des vorderen Kreuzbandes kann der mediale Meniskus diese
Funktion zu einem gewissen Grad tibernehmen (Shoemaker & Markolf, 1986).
Zusétzlich scheinen die Menisken auch eine Rolle in der Gleitfilmbildung im
Kniegelenk zu spielen. MacConaill schrieb bereits 1932, dass die Reibung im
femorotibialen Gelenk nach Meniskektomie um ca. 20 % zundhme. Allerdings wurde
der genaue Mechanismus der Reibungsreduktion bisher noch nicht weiter
untersucht.

1.3 Meniskusverletzungen

In den USA erleiden jedes Jahr ca. 61 aus 100 000 Menschen eine
Meniskusverletzung (Baker et al., 1985). Damit sind Meniskusverletzung die am
haufigsten auftretenden Verletzungen des Kniegelenks (Gu & Wang, 2010). Auch in
Deutschland bilden Verletzungen der Menisken die haufigste Ursache fir operative
Eingrife am Kniegelenk (Becker & Fink, 2008). Atiologisch lassen sich dabei
traumatisch und degenerativ bedingte Meniskusverletzungen unterscheiden.

Traumatische Meniskusverletzungen treten hauptsachlich bei jingeren und sportlich
aktiven Personen auf (Arnoczky et al., 1988b). Zu Sportarten mit erhdhter Inzidenz
fir Meniskusverletzungen z&hlen unter anderem Skifahren und viele Ballsportarten
wie FuBball, Basketball, Rugby und Baseball (Baker et al., 1985). Bei diesen
Sportarten tritt in Situationen mit Geschwindigkeitsdnderungen und gleichzeitigem
Richtungswechsel eine Kombination aus Flexion, AuBenrotation und Valgus- oder
Varusstress im Kniegelenk auf. Es entstehen starke Druck- und Scherbelastungen,
die unter anderem zur Ruptur des Meniskusgewebes fiihren kénnen. Méanner
erleiden deutlich haufiger traumatische Meniskuslasionen als Frauen (Ricklin et al.,
1971; Baker et al., 1985; Greis et al., 2002a). Eine mdgliche Erklarung hierflr ist,
dass Manner wesentlich haufiger die sogenannten Risikosportarten betreiben als
Frauen (Ricklin et al., 1971). Oftmals treten traumatische Meniskusverletzungen in
Verbindung mit der Schadigung anderer Strukturen im Kniegelenk auf. Rupturiert

zum Beispiel bei einem Unfall mit belastetem Kniegelenk das vordere Kreuzband, ist
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diese Verletzung in ca. 30 % der Falle mit einem zusatzlichen Meniskusschaden
assoziiert (Poehling et al., 1990). Dabei wird im akuten Fall meist der laterale
Meniskus geschadigt, im chronisch kreuzbanddefizienten Kniegelenk hingegen meist
der mediale Meniskus (Caldwell et al., 1994a). Eine mdgliche Erklarung hierfir ist,
dass der mediale Meniskus bei Ruptur des vorderen Kreuzbandes wie bereits unter
1.2 beschrieben als sekundarer Stabilisator wirkt und dabei sehr hohen Belastungen
ausgesetzt ist (Mdller-Rath & Hoéher, 2007). Traumatisch bedingt entstehen
typischerweise vertikale Langsrisse (Abb. 10 A), wobei insgesamt der mediale
Meniskus deutlich haufiger betroffen ist als der laterale Meniskus (Baker et al., 1985).
Dies ist mdglicherweise durch die wesentlich starrere Verbindung des medialen
Meniskus zu Gelenkkapsel und Tibiakondyle zu erklaren. Kurze (< 5 mm) vertikale
Langsrisse und Risse, die das Meniskusgewebe nicht in der vollen Dicke
durchtrennen, sind in der Regel stabil und asymptomatisch. Diese Risse erfordern oft
keine therapeutische Intervention. Ab einer Lange von ca. 1 cm werden vertikale
Langsrisse instabil und rufen Symptome wie Schmerzen, Gelenkergisse und
Bewegungsblockaden im Gelenk hervor (Arnoczky et al., 1988b). In diesen Fallen ist
eine Therapie erforderlich, um die Entstehung eines Korbhenkelrisses zu verhindern
(Abb. 10 B) und die schmerzfreie Funktion des Gelenks auf Dauer zu gewéahrleisten.
Wesentlich seltener entstehen bei einem Trauma vertikale Radialrisse (Abb. 10 C).
Diese treten meist im Bereich der Pars intermedia des lateralen Meniskus auf und
fihren ab einer Lange von ca. 5 mm zu Instabilitdt und dem Auftreten von
Symptomen. Unterbleibt in diesen Fallen ein therapeutischer Eingriff, ist die Bildung
eines Lappenrisses recht wahrscheinlich (Abb. 10 D). Durch Verhaken des Lappens
im Gelenk wird haufig ein schmerzhafter Zug auf die Gelenkkapsel ausgelbt und das
Meniskusgewebe kann weiter einreiBen. Durchtrennt ein Radialriss den Meniskus
komplett, fihrt dies zu einem sofortigen Verlust der Last aufnehmenden Funktion des
Meniskus.

Degenerative Meniskuslasionen betreffen vor allem Personen ab einem Alter von 40
Jahren (Greis et al., 2002a). Die Lasionen entstehen meist aufgrund einer Uber
langere Zeit fortschreitenden Degeneration des Meniskusgewebes und sind nicht mit
einem akuten Trauma in Verbindung zu bringen. Ein erhéhter Body-Mass-Index,
Instabilitdten im Kniegelenk sowie bestimmte berufliche Tatigkeiten erhéhen das
Risiko von degenerativen Meniskusverletzungen (Baker et al., 2002; Ford et al.,
2005). Typische Symptome degenerativer Meniskuslasionen sind chronische
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Schmerzen und Schwellungen im Bereich des Kniegelenks sowie chronische
Bewegungsblockaden. Meist treten Horizontalrisse sowie komplexe Risse im Bereich
des Hinterhorns auf (Abb. 10 E und F). Sehr héaufig sind diese degenerativen
Meniskuslasionen auch mit arthrotischen Knorpelverdnderungen an Femur- und

Tibiakondylen verbunden.

A

Abb. 10: Schemazeichnungen der verschiedenen Rissformen; A = vertikaler Léngsriss, B =
Korbhenkelriss, C = vertikaler Radialriss, D = Lappenriss, E = Horizontalriss, F = komplexer,
degenerativer Riss

1.4 Behandlungsmethoden

Lange Zeit galt die totale Meniskektomie als Therapie der Wahl fir jede Art von
Meniskuslasionen. Unmittelbar nach einer Meniskektomie ist der Patient symptomfrei
und die Funktion des Kniegelenks ist meist deutlich verbessert. Die Meniskektomie
fOhrt allerdings zur Abnahme der Kontaktflache zwischen Femur und Tibia und
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dadurch zu sehr hohen Druckkraften in bestimmten Arealen des Gelenks (Shiramizu
et al.,, 2009). Die veranderten mechanischen Verhéltnisse flhren zur Entstehung
degenerativer Knorpelverédnderungen, die Fairbank bereits 1948 nach Meniskektomie
beobachtete. Um die negativen Folgen der Meniskektomie zu vermeiden, wurde
zunachst die partielle Meniskektomie als bessere Alternative vorgeschlagen und
routinemaBig durchgefihrt (Oretrop & Gillquist, 1978; Anderson et al.,, 1991;
Andersson-Molina et al., 2002; Mandal et al., 2011). Aber selbst die Meniskus-
teilresektion férdert die Entstehung degenerativer Kniegelenksveréanderungen (Burks
et al., 1997). Daher ist es heutzutage vorderstes Therapieziel, das Meniskusgewebe
nach Meniskusverletzungen maéglichst vollstandig zu erhalten (Miller et al., 2004). Die
je nach Lokalisation stark begrenzte Heilungskapazitat der Menisken erschwert
dieses Vorhaben allerdings oft wesentlich. Nur im durchbluteten duBeren Drittel des
Meniskus kann grundsatzlich eine Heilung durch Hamatombildung wie in anderen
Geweben erfolgen. Im avaskularen Teil der Menisken erfolgt meist keine Heilung.
Damit sind Lokalisation und AusmalB der Lasion maBgebend fir die Wahl der
Behandlungsmethode.

1.4.1 Konservative Therapie

Bei kleinen (vergleiche Kapitel 1.3) oder unvollstdndigen Meniskusrissen, die kaum
Symptome hervorrufen, kann zunachst ein konservativer Therapieversuch
unternommen werden. Die konservative Therapie umfasst die Vermeidung starker
Belastungen, die Gabe von Analgetika und Antiphlogistika und ein geeignetes
Rehabilitationsprogramm. Dadurch kdnnen kleinere Risse moglicherweise spontan
zur Heilung gebracht werden (Henning et al., 1988; Greis et al., 2002a). Bei groBeren
Rissen und bei Meniskusverletzungen, die erhebliche klinische Symptome
hervorrufen, ist jedoch ein chirurgisches Eingreifen indiziert.

1.4.2 Reparatur

Insgesamt wird geschatzt, dass eine Refixation und damit Reparatur bei 10 % aller
Meniskusverletzungen moéglich wéare (Herwig et al., 1984). Tats&chlich werden
allerdings nur ungeféhr 3,2 % aller Meniskusrisse repariert. Bei Verletzungen in der
rot-roten bzw. rot-weiBen Zone sollte eine Refixation durchgefuhrt werden, da hier
die Heilungsaussichten glnstig sind. Voraussetzungen fir eine erfolgreiche
Refixation ist es, dass das zu fixierende Gewebe intakt und der Degenerationsgrad
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des Meniskus gering sind (Muller-Rath & Hoher, 2007). Besonders geeignet flr die
Refixation sind basisnahe, vertikale Langsrisse. Angewendet werden
unterschiedliche Nahttechniken meist im Rahmen einer Arthroskopie. Da diese
Nahttechniken technisch sehr anspruchsvoll und mit einem erheblichen Zeitaufwand
verbunden sind, werden bereits seit den 90er Jahren zahlreiche Implantat-
unterstltzte Techniken entwickelt. Durch diese soll die Operationszeit wesentlich
verkurzt werden (Seil & Kohn, 2001). Resorbierbare und nicht-resorbierbare
Implantate mit Pfeil, Anker- oder Schraubenform, die mit speziellen Setz-
instrumenten angewendet werden, sind auf dem Markt erhaltlich. In in vitro und in
vivo Studien sowie in Folgeuntersuchungen bei klinischer Anwendung zeigte sich
allerdings, dass Implantat-assoziiert haufig Knorpelschaden sowie Fremdkdrper-
reaktionen auftraten (Weiler et al., 2000; Hellio Le Graverand et al., 2001a; Otte et
al., 2002; Miller et al., 2004). Auch das Versagen von Implantaten konnte beobachtet
werden (Arnoczky et al., 1988b; Calder & Myers, 1999). Trotz der teilweise
erheblichen Zeitersparnis sollten daher in der Regel die konventionellen
Nahttechniken flir die Reparatur von Meniskuslasionen favorisiert werden.

Die Heilung nach Meniskusnaht kdénnte vor allem bei Rissen mit Beteiligung der
avaskuldren Zone durch biologische Stimulation positiv beeinflusst werden (Mdller-
Rath & Hoher, 2007; Makris et al., 2011). Ein mdoglicher Ansatz ist es, mit
Nadelstichen oder Bohrkanalen durch die Meniskusbasis bis zum Bereich der Lasion
einen Anschluss der Verletzung an die BlutgefadBversorgung zu erreichen (Arnoczky
& Warren, 1982; Zhang et al., 1995). Andere Ansatze beinhalten das Einbringen
eines exogenen Blutgerinnsels, mesenchymaler Stammzellen oder verschiedener
Wachstumsfaktoren sowie das Abdecken der Lasion mit einem Synoviallappen
(Baker et al., 1985; Arnoczky et al., 1988a; Henning et al., 1990; Cisa et al., 1995;
Kopf et al., 2010). Obwohl in experimentellen und klinischen Studien mit diesen
Methoden zum Teil gute Ergebnisse erzielt wurden, konnte sich bisher keine
Methode in der klinischen Anwendung durchsetzen (Makris et al., 2011).

1.4.3 Totale und partielle Meniskektomie

Indikation flr eine totale Meniskektomie besteht heutzutage nur noch in sehr
seltenen Fallen (Greis et al., 2002b). Eine mdgliche Indikation ware zum Beispiel
eine ausgedehnte Verletzung mit starker Beteiligung der Meniskusbasis. Eine
Reparatur der Lasion ist in diesem Fall haufig nicht mdglich und bei einer partiellen
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Meniskektomie musste der Meniskus bis an die Basis reseziert werden, um ein
erneutes EinreiBen des Gewebes zu verhindern. Da hierbei Teile der Meniskusbasis
entfernt werden mussten, hatte dies einen kompletten Funktionsverlust des Meniskus
zur Folge und somit keine Vorteile gegeniber einer totalen Meniskektomie.

Typische Indikation far die partielle Meniskektomie besteht nach komplexen,
degenerativen Meniskusverletzungen und nach Rissen in der weiB-weien Zone, da
in diesen Féllen eine Reparatur mit groBer Wahrscheinlichkeit keinen Erfolg hatte.
Leider fallt ein GroBteil aller Meniskusverletzungen in diese Kategorie und so ist die
arthroskopische Teilresektion am medialen Meniskus die am haufigsten
durchgefiihrte Operation am Kniegelenk (Miller-Rath & Hoéher, 2007). Bei der
partiellen Meniskektomie werden bewegliche Gewebeteile reseziert und die Kontur
des verbleibenden Meniskusrandes geglattet. Dadurch soll ein erneutes EinreiBen
verhindert werden (Greis et al., 2002b). Da eine Korrelation zwischen dem Anstieg
der Spitzendriicke, die auf die Tibiakondyle wirken, und der Menge des resezierten
Gewebes besteht, sollte bei der partiellen Meniskusresektion grundsatzlich so viel
gesundes Meniskusgewebe wie mdglich erhalten werden (Andersson-Molina et al.,
2002; Lee et al., 2006).

1.4.4  Meniskusersatz

Die negativen Folgen der totalen und partiellen Meniskektomie flihrten zu dem
Bestreben einen geeigneten Ersatz flr geschadigtes Meniskusgewebe zu finden. So
wurden mit unterschiedlichem Erfolg bereits Transplantate und verschiedene
Biomaterialien als Meniskusersatz getestet.

Allografts

Milachowski berichtete 1989 von der ersten allogenen Meniskustransplantation.
Seitdem wurden sowohl frische als auch durch Kaltekonservierung haltbar gemachte
allogene Menisken transplantiert (Muller-Rath & Hoéher, 2007). In in vivo sowie in
klinischen Studien konnten teilweise vielversprechende Ergebnisse nach Allograft-
transplantation erzielt werden, wobei Langzeitergebnisse noch ausstehen (Gu &
Wang, 2010). Andererseits bestehen auch zahlreiche Limitationen wie zum Beispiel
die hohen Kosten des Verfahrens, die schwierige Auswahl eines in GréBe und Form
passenden Transplantats und die Anwendung einer geeigneten Sterilisations-
methode, welche die Ubertragung von Krankheitserregern zuverlassig verhindert.
AuBerdem wurde in verschiedenen Studien ein Schrumpfen des Transplantats
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beschrieben (Canham & Stanish, 1986; Stollsteimer et al., 2000; Ryu et al., 2002).
Dadurch kann das Transplantat die lasttragende Funktion des Meniskus auf Dauer
nur bedingt erflllen. Es ist auch noch nicht gesichert, ob die Allografttransplantation
hinsichtlich der Auswirkungen auf den Gelenkknorpel einen Vorteil gegentber der
Meniskektomie hat (Wirth et al., 2002). Dennoch wird die Meniskustransplantation in
einigen Therapiezentren, vor allem in den USA, regelméaBig durchgefiihrt. Nach Gu
und Wang besteht gegenwartig eine Indikation zur Meniskustransplantation bei
jungen Patienten (<45 Jahre), die nach Meniskektomie weiterhin Schmerzen im
entsprechenden Gelenk haben (2010). Fir eine erfolgreiche Meniskustransplantation
sollten diese Patienten keine oder nur geringe Degenerationserscheinungen im
entsprechenden Kompartiment, eine normale GliedmaBenachse sowie ein stabiles

Kniegelenk aufweisen.

Autografts

Neben Allografts wurden auch unterschiedliche Autografts z. B. aus Fett-, Sehnen-
oder Perichondriumgewebe getestet (Kohn et al., 1992; Kohn et al., 1997; Bruns et
al.,, 1998). Alle Autografts zeigten sich dem Meniskusgewebe hinsichtlich der
mechanischen Eigenschaften deutlich unterlegen. Auch konnte keine schitzende
Wirkung vor degenerativen Knorpelveranderungen nachgewiesen werden (Rijk,
2004). Daher konnte sich der Einsatz von Autografts fur den Meniskusersatz nicht

durchsetzen.

Prothesen

Ein anderer Ansatz den Meniskus nach Meniskektomie zu ersetzen, ist die
Implantation einer Prothese aus synthetischem Material. Es wurden Prothesen aus
Dacron, Teflon, Polyurethan, Kohlefasern und anderen Materialien entwickelt und
unter anderem experimentell in vivo getestet (Toyonaga et al., 1983; Wood et al.,
1990; Sommerlath & Gillquist, 1992; Klompmaker et al., 1996). Hierbei zeigten sich in
vielen Fallen starke inflammatorische Reaktionen, starke Abnutzungserscheinungen
oder negative Auswirkungen auf die benachbarten Gelenkknorpelflachen. Auch die
Materialeigenschaften unterschieden sich meist gravierend von den Eigenschaften
nativen Meniskusgewebes und die sichere Fixation im Gelenk war oft problematisch
(Messner, 1994). Mit den bisher entwickelten synthetischen Prothesen scheint ein

zufriedenstellender Meniskusersatz nicht méglich zu sein.
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Tissue Engineering

In den letzten Jahren wurde vor allem im Bereich des Tissue Engineerings nach
neuen Strategien flr den Meniskusersatz geforscht. Durch die Kombination von
Zellen, Scaffolds und spezifischen Reizen, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren
oder mechanischer Stimulation, soll hierbei ein méglichst biomimetisches Gewebe
erzeugt werden. Beim Tissue Engineering im engeren Sinn erfolgt die
Gewebeerzeugung in vitro mit anschlieBender Implantation des entstandenen
Regenerats. Dies soll die mechanischen Eigenschaften und die Regenerations-
fahigkeit der Scaffolds verbessern (Martinek et al., 2006). Eine andere Strategie ist
die Implantation azellularer Scaffolds, die dann in vivo von lokal vorhandenen Zellen
besiedelt werden. Beim Tissue Engineering von Meniskusgewebe wird bisher
hauptsachlich die Methode der azellularen Implantation angewendet. Es wird davon
ausgegangen, dass vor allem Fibroblasten aus der Synovialmembran die
implantierten Scaffolds besiedeln und unter dem Einfluss der mechanischen
Belastung ein dem Faserknorpel dhnliches Gewebe entsteht kann (Buma et al.,
2004).

Scaffolds fir das Tissue Engineering von Meniskusgewebe missen sowohl
biokompatibel als auch biodegradierbar sein (Arnoczky, 1999; Buma et al., 2004).
Eine ausreichende mechanische Stabilitdt der Scaffolds ist vor allem in der
Anfangsphase sehr wichtig, da in dieser Phase noch keine bindegewebige
Verankerung stattgefunden hat und noch keine Stabilisierung durch eingewachsenes
Gewebe besteht. Bisher wurden fir das Tissue Engineering von Meniskusgewebe
sowohl Scaffolds aus natiirlichen Materialien als auch aus synthetischen Materialien
verwendet. Scaffolds aus natlrlichen Materialien bestehen entweder aus ganzen
Geweben wie zum Beispiel der Dinndarmsubmukosa des Schweines oder aus
einzelnen Gewebebestandteilen wie Kollagenen, Proteoglykanen etc. (Cook et al.,
1999; Welch et al., 2002; Bradley et al., 2007). Die verwendeten Gewebe sind dabei
meist tierischen Ursprungs. Ein wesentlicher Vorteil der Scaffolds aus natlrlichen
Materialien ist, dass sie den Zellen eine nattrliche Matrix fir die Ansiedelung und
Proliferation bieten kdnnen. lhre Bioaktivitat ist daher vergleichsweise hoch (Makris
et al.,, 2011). Ein groBer Nachteil von Scaffolds aus natlrlichem Gewebe ist die
unzureichende mechanische Stabilitat zum Zeitpunkt der Implantation (Buma et al.,
2004; Makris et al.,, 2011). Ein weiterer Nachteil ist, dass PorengréBe und

Scaffoldgeometrie nicht variiert werden kénnen. Durch Zusammensetzung isolierter
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Gewebebestandteile zu Scaffolds kdnnen die dreidimensionale Struktur und die
mechanischen Eigenschaften allerdings angepasst und verbessert werden (Buma et
al., 2004). Ein sehr bekanntes Scaffold aus dieser Kategorie ist das CMI (Collagen
Meniscus Implant; friher: Menaflex™, Ivy Sports Medicine), das aus Kollagen Typ |
und Glykosaminoglykanen aus bovinen Achillessehnen hergestellt wird. Nach in vitro
und in vivo Untersuchungen befand es sich als Meniskusteilersatz mehrere Jahre im
klinischen Einsatz. Die im Jahr 2008 erteilte FDA-Zulassung flr das CMI-Scaffold
wurde allerdings 2010 zurlickgezogen. Inzwischen ist das Scaffold nicht mehr auf
dem Markt erhéltlich. Die mit dem CMI-Scaffold durchgefihrten klinischen Studien
zeigten héaufig positive Ergebnisse hinsichtlich Geweberegeneration und Schmerz-
entwicklung (Rodkey et al., 2008; Zaffagnini et al., 2011). Allerdings traten sowohl in
praklinischen als auch in klinischen Studien ein Schrumpfen der Scaffolds, Probleme
bei der Befestigung sowie eine unvollstdndige Integration der Scaffolds auf
(Steadman & Rodkey, 2005; Martinek et al., 2006). Die mechanische Belastbarkeit
der Kollagenscaffolds wurde bisher noch nicht ausreichend untersucht.

Synthetische Scaffolds fiir den Meniskusersatz wurden bislang aus nicht
degradierbaren Polymeren wie z. B. Polyurethan oder aus biodegradierbaren
Polymeren wie z. B. Polycaprolacton, Polymilchsaure und Polyglykolsdure
hergestellt. Auch Kombinationen dieser Polymere kamen bereits zum Einsatz.
Theoretisch  kénnen PorengréBe, Fasergeometrie sowie die mechanischen
Eigenschaften der  synthetischen  Scaffolds durch  Veradnderungen im
Produktionsprozess an unterschiedliche Bedlrfnisse angepasst werden (Gu & Wang,
2010; Makris et al., 2011). Auch die Degradationsgeschwindigkeit der resorbierbaren
Scaffolds kann grundsatzlich variiert werden. Praktisch erwies es sich allerdings als
auBerst schwierig, die Degradationsgeschwindigkeit so zu verandern, dass in vivo
eine stabile Gewebematrix entstehen konnte, bevor Degradationsprozesse die
mechanische Funktionalitdt der Scaffolds bereits stark vermindert hatten. Die
Degradation der resorbierbaren Polymere erfolgt hauptsachlich Gber Hydrolyse sowie
Uber enzymatischen Abbau wobei meist ausschlieBlich nicht-toxische Abbauprodukte
entstehen (Buma et al.,, 2004; Mduller-Rath et al.,, 2004). Nur selten wurde von
EntzGndungsreaktionen durch saure oder toxische Abbauprodukte berichtet (Ignatius
& Claes, 1996; De Groot et al.,, 1997). Die Bioaktivitat der Polymerscaffolds ist
wesentlich geringer als die Bioaktivitat der Scaffolds aus natlrlichen Materialien
(Makris et al., 2011). Oft weisen synthetische Scaffolds eine vergleichsweise raue
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Oberflache auf, wodurch der benachbarte Gelenkknorpel geschadigt werden kénnte.
In verschiedenen Tiermodellen wurden bisher vor allem Scaffolds auf
Polyurethanbasis eingesetzt und auch eine klinische Studie wurde bereits mit einem
Polycaprolacton-Polyurethan-Scaffold (Actifit®, Orteq Ltd.) durchgefiihrt (Hannink et
al.,, 2010; Maher et al., 2010; Verdonk et al., 2011). Meist konnte eine gute
Integration sowie Besiedelung der Scaffolds gezeigt werden. In einer Studie wurde
aber auch von einer unzureichenden Integration der Scaffolds berichtet (Klompmaker
et al., 1991). Der Einsatz als Meniskustotalersatz flihrte zu einer starken Schadigung
des Gelenkknorpels und scheint daher nicht empfehlenswert zu sein (Hannink et al.,
2010). Beim in vivo Einsatz als Teilersatz entsprach das Ausmaf der entstandenen
degenerativen Knorpelschaden dem AusmafB nach Teilresektion (Maher et al., 2010).
Ein Vorteil gegentber der Teilresektion bleibt somit fraglich. Verschiedene Anséatze
wie die Beschichtung der Scaffoldoberflache oder die Beschichtung der Scaffolds mit
Komponenten der natirlichen extrazellularen Matrix kbénnten in Zukunft die Eignung
synthetischer Scaffolds als Meniskusersatz verbessern (Buma et al., 2004).

15 Ziel der Studie

Durch den Ersatz von Meniskusgewebe nach Meniskusverletzungen sollen die
negativen Auswirkungen der totalen oder partiellen Meniskektomie vermieden
werden. Daher wurden wie zuvor beschrieben bereits unterschiedlichste naturliche
und synthetische Materialien als Meniskusersatz getestet. Keines dieser Materialien
konnte bisher das Meniskusgewebe zufriedenstellend ersetzen. Die verschiedenen
Strategien des Tissue Engineerings erzielten bisher die vielversprechendsten
Ergebnisse. Dennoch war meist die mechanische Belastbarkeit der eingesetzten
Materialien noch nicht ausreichen oder es erfolgte eine zu rasche Degradation der
Materialien in vivo. Haufig konnte auch kein Vorteil gegenltber der partiellen oder
totalen Meniskektomie hinsichtlich der Auswirkung auf den Gelenkknorpel gezeigt
werden.

In der vorliegenden Studie wurde ein neuartiges Scaffold aus Seidenfibroin fiir den
Meniskusteilersatz getestet und dessen Nutzeffekt mit dem der partiellen
Meniskektomie verglichen. Materialien aus Seidenfibroin, die schon seit langerem in
anderen Bereichen als Biomaterialien eingesetzt werden, zeichnen sich besonders

durch ihre hohe mechanische Belastbarkeit sowie eine langsame Degradation aus. In
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dieser Studie sollte nun untersucht werden, ob sich die Seidenscaffolds als
Meniskusersatz nach  partieller  Meniskektomie  eignen. Ein  wichtiges
Beurteilungskriterium war dabei die F&higkeit der Seidenscaffolds, das Auftreten
degenerativer Knorpelveranderungen verhindern bzw. vermindern zu kdnnen.
AuBerdem fand eine mechanische Untersuchung der Scaffolds vor der Implantation
und nach Versuchsende statt. Des Weiteren wurde der Biokompatibilitdt des
Materials beim Einsatz im Kniegelenk untersucht sowie die Integration der Scaffolds
in das Meniskusgewebe histologisch beurteilt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Seidenfibroin-Scaffold fiir den Meniskusteilersatz

Die verwendeten Seidenfibroin-Scaffolds wurden von einem Industriepartner (Orthox
Ltd., Abingdon, GroBbritannien) des Instituts flr Unfallchirurgische Forschung und
Biomechanik der Universitat Ulm entwickelt und dem Institut flr in vitro sowie in vivo
Untersuchungen zur Verfligung gestellt.

Die Scaffolds wurden aus Rohseide der Seidenspinnerraupe (Bombyx mori)
hergestellt. Hauptbestandteile dieser Seide sind die Proteine Fibroin und Sericin.
Jeweils zwei Fibroinketten bilden zusammen eine Seidenfaser, die von dem
kleberartigen Glykoprotein Sericin  umgeben wird. Da Sericin nachweislich
immunogene Reaktionen hervorruft (Panilaitis et al., 2003), wurde dieses vor dem
eigentlichen Produktionsprozess durch ein spezielles Verfahren sorgféltig von den
Seidenfasern entfernt. Die zurlickbleibenden Fibroinfasern wurden in L&sung
gebracht und die Fibroin-Lésung hartete dann in Gussformen aus, die in Anlehnung
an die Anatomie des medialen Schafsmeniskus erstellt worden waren. Die so
erzeugten Seidenfibroin-Scaffolds waren im Querschnitt keilférmig, besaBen eine
glatte Oberflache und eine porése Struktur im Inneren (Abb. 11). Die Scaffolds waren
einzeln in Réhrchen verpackt, die mit isotonischer Natriumchlorid-Lésung gefillten
waren. Zum Zeitpunkt der Lieferung waren die Scaffolds bereits durch
Gammastrahlung (Bestrahlungsdosis 25 KGy) sterilisiert.

Abb. 11: Seidenfibroin-Scaffold mit
glatter Oberfldche und keilférmigem
Querschnitt; angepasst an die

Anatomie des ovinen medialen

Meniskus

Vor dem Beginn der Tierstudie wurden die Fibroin-Scaffolds am Institut fir
Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik durch in vitro Versuche n&her
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charakterisiert. Eine strukturelle Analyse der Scaffolds erfolgte mittels
Rasterelektronenmikroskop (REM), Mikro-Computertomographie (u-CT) und
unterschiedlicher Farbemethoden. REM- und p-CT-Analysen zeigten, dass Uber
90 % der Poren einen Durchmesser von > 100 um aufwiesen (Abb. 12 und Abb. 13).

Mit Hilfe eines speziellen 3D-Software Paketes wurde ein Anteil der offenen Porositat

an der Gesamtporositat von 85 % ermittelt.

1 mm
Abb. 12: REM-Aufnahme eines Seidenfibroin- Abb. 13: u-CT-Scan einer Scaffold-
Scaffolds Stanze (& 3 mm) in der Probenhalterung
(Pfeil)

Farbeversuche an Scaffoldproben mit verschiedenen Methoden und Farbstoffen
ergaben allerdings, dass die Farbstofflésungen nicht vollstandig in das Probeninnere
eindringen konnten (Abb. 14). Mdglicherweise liegt der tatsachliche Anteil der
offenen Porositéat daher unter dem Wert, der zuvor mit Hilfe der u-CT-Messungen

ermittelt wurde.
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Abb. 14: Scaffoldprobe nach Farbung mit Giemsa (10 %); aus der Probe wurde nach der Farbung ein

Mittelstlick herausgeschnitten (links); die Farblésung haftete an der Oberfliche des Scaffolds (1),
konnte aber nicht in das Innere der Probe eindringen (2)

Die mechanischen Eigenschaften der Scaffolds wurden mit einem Kompressionstest
in einer Materialprifmaschine ermittelt. Der Elastizitdtsmodul der Scaffolds lag bei ca.
1 MPa bei einer Dehnung von < 10 %.

Fir die Prifung der Biokompatibilitat wurden Scaffoldstanzen in vitro mit humanen
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark kultiviert. Nach 29 Tagen
konnte eine Zellschicht auf der Oberflaiche der Scaffoldstanzen nachgewiesen
werden (Kolbe, 2013). Histologische und immunhistologische Farbungen sowie
Genexpressionsanalysen lieBen auf eine chondrogene Differenzierung dieser Zellen
schlieBen. Im Inneren der Proben fand kein Zellwachstum statt, vermutlich aufgrund
der oben beschriebenen mangelnden Interkonnektivitat der Poren. Zytotoxische
Eigenschaften des Materials konnten durch diesen Zellversuch ausgeschlossen

werden.

2.2 Tierversuch

Die Durchfiihrung des Tierversuchs zur Untersuchung der Seidenfibroin-Scaffolds
wurde am 17.09.2010 durch das Regierungsprasidium Tubingen genehmigt
(Versuchsnummer 1020).

In der Studie wurden weibliche Merinoschafe verwendet. Mit einem Alter von
durchschnittlich 4 Jahren (2,5-6 Jahre) und einem mittleren Kérpergewicht von 88 kg
(69-111 kg) besaBen alle Tiere skelettale Reife.

Die Einstallung der Tiere in das Tierforschungszentrum der Universitat Um am
Oberberghof erfolgte zwei Wochen prae operationem. Die Tiere wurden zun&chst in
Gruppen a 8-10 Tieren in eingestreuten Gruppenboxen gehalten. Jeweils 48 Stunden
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vor der Operation wurden die Tiere in Einzelboxen mit Spaltenboden umgestellt. Post
operationem kamen die Tiere fiir eine Woche in eingestreute Einzelboxen. Uber den
restlichen Versuchszeitraum erfolgte die Haltung der Schafe in einem
Einraumlaufstall mit Stroheinstreu.

Die Tiere erhielten Wasser und Heu ad libitum sowie einmal taglich Graspellets.
Durch klnstliches Licht wurde UOber den gesamten Versuchszeitraum ein
gleichmaBiger Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12 Stunden aufrecht erhalten. Eine
Behandlung der Schafe gegen Endo- und Ektoparasiten erfolgte mit 0,2 mg/kg KG
Doramectin (Dectomax® 1%ige Injektionsldsung fir Rinder und Schafe, Elanco
Animal Health) subkutan durch die Tierarzte des Tierforschungszentrums im Abstand
von drei Monaten.

Die Durchfihrung des Versuchs erfolgte streng nach den Vorgaben des
Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 18.5.2006 und den Richtlinien der FELASA

(Federation of European Labratory Animal Science Associations).

2.3 Versuchsdesign und Gruppeneinteilung

Folgendes Versuchsdesign wurde gewahlt:

Tab. 1: Einteilung der Versuchstiere in Gruppen in Abhdngigkeit der durchgefiihrten Behandlung
sowie der Standzeit

Behandlung Standzeit in Monaten Tierzahl
Gruppe 1 (Sc3) Scaffold 3 9
Gruppe 2 (Sh) Sham 6 9
Gruppe 3 (Tr) Teilresektion 6 9
Gruppe 4 (Sc6) Scaffold 6 10

Jeweils acht Schafe wurden randomisiert in eine der Gruppen aus Tab. 1 eingeteilt.
Zusétzlich standen funf Tiere als Reservetiere zur Verfligung, um mdgliche
versuchsunabhangige Tierverluste ausgleichen zu kénnen. Diese Tiere wurden

ebenfalls randomisiert einer der vier Gruppen zugeordnet und entsprechend operiert.
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So ergab sich eine Gesamttierzahl von 37 Tieren.

Den Tieren der Gruppe 1 (Sc3) wurde nach Teilresektion am medialen Meniskus ein
Seidenfibroin-Scaffold implantiert. Die Standzeit nach der Operation betrug drei
Monate. Bei den Tieren der Gruppe 2 (Sh) erfolgte ebenfalls eine Arthrotomie des
Kniegelenks aber kein Eingriff am Meniskus. Mit dieser Gruppe sollte Uberprift
werden, ob die Arthrotomie die mechanischen Verhéltnisse im Kniegelenk verandern
und dadurch bereits degenerative Veranderungen des Gelenkknorpels hervorrufen
kann. Den Tieren aus Gruppe 3 (Tr) wurde ein Teil des Meniskus reseziert. Der
entstandene Defekt blieb bei diesen Tieren leer. Den Tieren der Gruppe 4 (Sc6)
wurde nach Teilresektion ein Scaffold implantiert. Die Standzeit in den Gruppen 2
(Sh), 3 (Tr) und 4 (Sc6) betrug sechs Monate. Die Sham- und die Teilresektion-

Gruppe dienten als orientierende Vergleichsgruppen.

2.3.1 Implantationsmodell

FOr den Eingriff am medialen Meniskus musste zunachst eine Arthrotomie am
rechten Kniegelenk durchgefiihrt werden. Die Arthrotomie wurde in allen Gruppen
identisch durchgefthrt. In den Gruppen 1 (Sc3), 3 (Tr) und 4 (Sc6) wurde im
Anschluss an die Arthrotomie ein mdglichst standardisiertes Meniskusstick von ca. 9
mm Lange und ca. 7 (kranial) bzw. 5 mm (kaudal) Breite im Bereich des Vorderhorns
und des kranialen Anteils der Pars intermedia reseziert. Dabei blieben ca. 2 mm der
Meniskusbasis flr die Fixation des Scaffolds erhalten (Abb. 15). In manchen Faéllen
mussten die MaBe geringfligig an die anatomischen Besonderheiten des jeweiligen
Tieres angepasst werden. Das resezierte Meniskusstick diente bei den Tieren der
Gruppen 1 (Sc3) und 4 (Sc6) als Schablone, um das Scaffold in die jeweils
erforderliche Form und GréBe zu schneiden (Abb. 16). Das zugeschnittene Implantat
wurde durch zwei Horizontalnahte im Defekt fixiert. Bei dieser Nahttechnik wurde die
glatte Oberflache des Scaffolds nicht penetriert. Eine negative Beeinflussung des

tibialen oder femoralen Knorpels durch den Faden sollte so vermieden werden.
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Abb. 15: Schema des medialen Abb. 16: Zugeschnittenes Scaffold
Meniskus; Schnittfihrung fir die
Resektion eingezeichnet

2.3.2 Operation

Vorbereitung

Praoperativ fasteten die Schafe fur 48 Stunden. Durch diese MaBnahme wurde das
Risiko des Regurgitierens vor der Intubation minimiert. Die Wasseraufnahme war
weiterhin ad libitum Uber Selbsttranken mdglich.

Am Tag der Operation erhielten die Tiere noch im Stall 0,3 mg/kg KG
Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Injektionsldsung fiir Tiere: Rinder, Pferde, Hunde,
Katzen; Bayer AG) als Pramedikation intramuskular. AuBerdem erfolgte hier bereits
die antibiotische Versorgung der Tiere mit 7 mg/kg KG Amoxicillin-Trihydrat (Veyxyl®
LA 20 %, Veyx-Pharma GmbH) sowie die Analgesie mit 2 mg/kg KG Carprofen
(Rimadyl® 50 mg/ml, Pfizer Deutschland GmbH). Beide Praparate wurden subkutan
verabreicht. Nach Wirkungseintritt der Sedation mit Xylazinhydrochlorid wurden die
Tiere in den Operationsvorbereitungsraum transportiert. Hier wurde nach Schur,
Reinigung und Desinfektion des linken Ohres ein Venenverweilkatheter (Vasofix®
Braunlle 20 G, BBraun Melsungen AG) in die Vena auricularis lateralis gelegt und
mit Klebeband fixiert. Uber den Venenverweilkatheter erfolgte nach Spilung mit
steriler Natriumchlorid-Lésung die Narkoseeinleitung mit bis zu 10 mg/kg KG
Thiopental-Natrium (Thiopental Inresa 0,5 g, Inresa Arzneimittel GmbH) je nach
Wirkung. Sofort nach Ausbleiben des Schluckreflexes erfolgte die orotracheale
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Intubation und die Schafe wurden auf den Vorbereitungstisch in Rickenlage
verbracht. Der Tubus wurde an ein Inhalationsnarkosegerat angeschlossen und die
Narkose Uber die Dauer der Operation mit ca. 1-2 % Isofluran (Forene®, Abbott
GmbH & Co. KG) in der Atemluft bei Spontanatmung aufrecht erhalten.

Die rechte HintergliedmaBe wurde geschoren und mit jodhaltiger FlUssigseife
(Jodosept®, Vétoquinol GmbH) gereinigt. AnschlieBend wurde das Tier in den
Operationsraum verbracht und dort auf dem Operationstisch in Rickenlage fixiert.
Um ein Aufgasen des Pansens wéahrend der Operation zu verhindern, erhielten die
Schafe eine Pansensonde. Ein Gel (Vidisic® Augengel, Bausch & Lomb) wurde in die
Augen gegeben, um ein Austrocknen der Cornea zu verhindern. Zur
Kreislaufstabilisation erhielten die Schafe eine Elektrolyt-Infusionsldsung (Jonosteril®
Infusionslésung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH) als Dauerinfusion Uber die
Vena auricularis lateralis. Das gereinigte rechte Hinterbein wurde zun&chst mit
Ethanol (70 %) und anschlieBend zusatzlich mit einem alkoholischen Hautdesin-
fektionsmittel (Freka-Derm® Hautdesinfektion, Fresenius Kabi Deutschland GmbH)
desinfiziert. Dann wurden Uber die rechte Klaue bis Uber das Sprunggelenk zwei
sterile Handschuhe gezogen und das Schaf wurde unter Aussparung der zu

operierenden GliedmaBe mit sterilen Tlchern abgedeckt.

Zugang und Arthrotomie

Nach Palpation von Patella, Patellarsehne, Tuberositas tibiae und medialem
Seitenband erfolgte eine ca. 6 cm lange Hautinzision parallel zum kranialen Rand
des medialen Seitenbandes. Das darunterliegende Unterhautgewebe, die Fascia
femoralis superficialis und Fascia genus, sowie die darin einstrahlende
Endaponeurose des M. quadriceps femoris wurden auf gleicher Lange durchtrennt.
Nach Mobilisierung der Kniefaszie wurde ein Ast der Arteria genus descendens
sichtbar. Dieser wurde isoliert, mit dem Elektrokauter koaguliert und anschlieBend
durchtrennt. So wurde der Zugang zum femoralen Ansatz des medialen
Seitenbandes mdglich. Die rigiden Seitenbadnder des Schafes verhindern das
Aufklappen des Kniegelenks effektiv. Es ist allerdings nicht mdglich eine Resektion
von Meniskusgewebe durchzufihren, ohne das Gelenk aufzuklappen. Daher wurde
der Bandansatz des medialen Seitenbandes inklusive des Epicondylus medialis mit
einem MeiBel kndéchern vom Femur gelést (Abb. 17). Die bindegewebigen
Verwachsungen des Seitenbandes mit der Gelenkkapsel wurden vorsichtig mit einer
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Schere durchtrennt. Dadurch konnte das Seitenband nach distal geklappt werden
(Abb. 18). Da der mediale Teil des infrapatellaren Fettk6rpers das Vorderhorn des
Meniskus verdeckte, wurde er von der Kapsel geldst und mit einem
elektrochirurgischen Messer reseziert. Als nachstes erfolgte die Inzision der
Gelenkkapsel knapp oberhalb der Anheftung an den Meniskus. Kranial wurde der
Schnitt im rechten Winkel ca. 1 cm nach proximal fortgeflhrt. Durch Ansetzen eines
Hohmann Knochenhebels zwischen den Femurkondylen wurde unter starker
Beugung sowie AuBenrotation im Kniegelenk das Vorderhorn und Teile der Pars
intermedia des Meniskus zuganglich. Der chirurgische Zugang sowie die Arthrotomie

wurden in allen Gruppen identisch durchgefihrt.

Abb. 17: Lésen des medialen Seitenbandes am Abb. 18: Geldster Epicondylus medialis mit frei

femoralen Ursprung prépariertem medialen Seitenband

Meniskusteilresektion und Scaffoldimplantation

Bei den Tieren der Gruppen 1 (Sc3), 3 (Tr) und 4 (Sc6) wurde im Anschluss an die
Arthrotomie vorsichtig ein Meniskusstlick mit einem spitzen Skalpell (Skalpellklinge
Nr. 11, Aesculap AG) reseziert (Abb. 19). An Hand dieses resezierten
Meniskusstlcks wurde ein passendes Implantat gefertigt. Zwei doppelt armierte,
nicht resorbierbare Faden (Mopylen® 3-0, Resorba Wundversorgung GmbH & Co.
KG) wurden, die Oberflache des Implantats nicht penetrierend, in das Implantat
vorgelegt und die Nadeln nacheinander von innen so durch das Meniskusgewebe
gestochen, dass sie an der Meniskusbasis austraten. Durch vorsichtigen und
gleichmaBigen Zug an allen vier Fadenenden konnte das Implantat in den
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Meniskusdefekt verbracht werden (Abb. 20). Der Sitz des Implantats im Defekt wurde
nach zwei Extensions- und Flexionszyklen Uberprift und anschlieBend das Implantat
durch Verknoten der Faden an der Meniskusbasis fixiert. Den Tieren der
Teilresektion-Gruppe wurde kein Scaffold implantiert und der Defekt blieb leer.

Abb. 19: Medialer Meniskus nach Teilresektion Abb. 20: Einndhen des Scaffolds

Wundverschluss

Die Reposition und Fixation des Epicondylus medialis erfolgte unter Extension und
Innenrotation des Kniegelenks. Zunachst wurde der Epicondylus mit Hilfe eines
Pfriems positioniert (Abb. 21). Dann wurde ein Krallenplattchen so angelegt, dass
sich das Loch des Plattchens mittig auf der medialen Flache des Femurs und die
Krallen auf dem Epicondylus befanden. Unter Spllung mit isotonischer NaCl-Lésung
wurde mit einem Bohrer (Durchmesser 2,7 mm) ein Schraubenloch durch die mediale
und laterale Kortikalis gebohrt. Mit einem Gewindeschneider (AuBendurchmesser 3,5
mm) wurde in dieses Schraubenloch ein Gewinde eingebracht, anschlieBend die
Lochtiefe mit einem Tiefenmessgerat bestimmt und das Krallenplattchen mit einer
entsprechend langen Kortikalisschraube (AuBendurchmesser 3,5 mm) fixiert (Abb.
22).
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Abb. 21: Positionierung des Knochenblocks Abb. 22: Mit Krallenpléttchen fixierter Knochen-
block

Nach sorgféltiger Spulung des Gelenks sowie des gesamten Wundgebietes mit
isotonischer NaCl-Lésung erfolgte der Verschluss der Gelenkkapsel durch
Einzelknopfnahte mit einem resorbierbaren Faden (VicryI® 2-0, Ethicon, Johnson &
Johnson Medical GmbH). Ebenso wurden Faszien und Unterhaut vernaht. Die
Hautnaht erfolgte ebenfalls mit Einzelknopfnéahten, allerdings wurde hierfir ein nicht-
resorbierbarer Faden verwendet (Resolon® 2-0, Resorba Wundversorgung GmbH &
Co. KG).

Dann wurde die Haut mit isotonischer NaCl-Lésung und einem milden
Hautantiseptikum (Octenisept®, Schiilke & Mayr GmbH) gereinigt, ein Spriihverband
(Opsite* Spray, Smith & Nephew GmbH) aufgetragen und die Wunde mit einem
sterilen Pflaster (Cutiplast® Steril, Smith & Nephew GmbH) abgedeckt. Der
Wundverschluss wurde in allen vier Gruppen identisch durchgefihrt.

Intraoperative Probengewinnung und Arthrosebeurteilung

Gleich nach Gelenkerdffnung wurde mit einer sterilen 2 ml Spritze Synovialflissigkeit
aus dem Kniegelenk gewonnen und far spatere immunchemische Untersuchungen
umgehend bei -80° C eingefroren.

Aus dem resezierten Meniskusstick wurde intraoperativ. mit einer sterilen
Biopsiestanze (Stiefel® Biopsy Punch, GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG) ein
Zylinder (Durchmesser 3 mm) gewonnen und fir die nachfolgende biomechanische
Untersuchung in steriler isotonischer NaCl-Lésung kihl gelagert. Auf gleiche Weise
wurde ein Zylinder aus den Resten des verwendeten Scaffolds gestanzt und
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gelagert.

Die im einsehbaren Bereich des Gelenks befindlichen degenerativen Veranderungen
sowie andere Auffalligkeiten wurden im Operationsprotokoll vermerkt. Die
intraoperative Arthrosebeurteilung sollte die Beurteilung degenerativer Verande-
rungen nach Ablauf des Versuchszeitraumes erleichtern (Tab. 2).

Tab. 2: Schema zur intraoperativen Arthrosebeurteilung

Beschreibung Grad Beschreibung Grad

Degeneration an Femur Degeneration an Meniskus

keine keine 0
Erweichung/Aufquellung gelbliche Verfarbung 1
Risse/Fissuren lokal Auffaserung zentral im
begrenzt Bereich Pars intermedia 2
Risse/Fissuren gener- Auffaserung zentral von
alisiert Vorder- bis Hinterhorn 3
Auffaserung bis zur
Abtragung bis auf Knochen Meniskusbasis 4
Degeneration an Tibia Sonstiges
keine keine 0
Erweichung/Aufquellung Zottenbildung/
Risse/Fissuren lokal vermehrt
begrenzt GelenkflUssigkeit 1
Risse/Fissuren gener-
alisiert
Abtragung bis auf Knochen 4
Gesamtgrad 0-13

2.3.3 Versorgung post operationem

Monitoring post operationem

In der Aufwachphase nach der Operation wurden die Tiere beaufsichtigt bis sie ihr
volles Standvermégen wiedererlangt hatten.

In den darauf folgenden Tagen erfolgte eine tagliche Kontrolle des

Allgemeinbefindens sowie der Kérpertemperatur der Schafe durch einen Tierarzt. An
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den ersten drei postoperativen Tagen erhielten die Schafe subkutan 7 mg/kg KG
Amoxicillin-Trihydrat (Veyxyl® LA 20 %, Veyx-Pharma GmbH) als Infektions-
prophylaxe sowie 2 mg/kg KG Carprofen (Rimadyl® 50 mg/ml, Pfizer Deutschland
GmbH) als Analgetikum. Zudem wurde taglich eine Wundkontrolle durchgefihrt.
Nach erfolgter Wundheilung wurden die Faden der Hautnaht entfernt. AnschlieBend
erfolgte die tierarztliche Kontrolle zweimal wéchentlich. Soweit bei einzelnen Tieren
erforderlich wurden die Kontrollen auch h&aufiger durchgefihrt.

Versuchsende

Nach Ablauf der Standzeit (drei bzw. sechs Monate) wurden die Tiere mittels
Bolzenschuss betaubt und durch sofortigen Blutentzug getdtet. Beides erfolgte durch
befugte Tierpfleger des Tierforschungszentrums der Universitat Ulm.

2.4 Aufarbeitung der Proben

2.4.1 Praparation

Rechte und linke HintergliedmaBen wurden unverzlglich nach der Tétung im
Huftgelenk exartikuliert. Haut, Unterhautgewebe sowie die gesamte Muskulatur
wurden entfernt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Gelenkkapsel des
Kniegelenks intakt blieb. Der Metatarsus wurde fur eine bessere Handhabung der
Proben im Sprunggelenk abgesetzt. Die Eréffnung der Gelenkkapsel erfolgte
proximal der Trochlea ossis femoris. An der rechten HintergliedmaBe wurde die
Synovialflissigkeit mit einer 2 ml Spritze mdglichst vollstandig aspiriert, auf
EppendorfgefaBe aufgeteilt und sofort bei —80° C eingefroren. Als ndchstes wurde an
beiden GliedmaBen die Gelenkkapsel vollstandig eréffnet und im kaudomedialen
Bereich eine ca. 0,5 x 0,5 cm groBe Gewebeprobe der Gelenkkapsel fir
histologische Untersuchung gewonnen und umgehend in Formaldehyd (4 %) fixiert.
Nach vorsichtiger Durchtrennung der Kreuzb&nder, des medialen sowie lateralen
Seitenbandes und des gemeinsamen sehnigen Ursprungs des M. fibularis tertius und
des M. extensor digitalis longus konnte das Femur vollstédndig von der Tibia getrennt
werden. Dabei wurden auch die femoralen Insertionsbander der Menisken
durchtrennt. Die Verwachsungen der Menisken mit der Tibia wurden gel6st. Bei
einem Tier jeder Gruppe wurden die Menisken unverziglich in Formaldehyd (4 %)
fixiert. Bei allen anderen Tieren wurden vor der Fixierung jeweils eine Stanze

(Durchmesser 3 mm) aus dem medialen Meniskus bzw. dem Scaffold gewonnen

41



Material und Methoden

(Abb. 23). Die Stanzen wurden dann mit einem Skalpell koplanar zur tibialen
Meniskusflache zugeschnitten. So entstanden Zylinder mit einem Durchmesser von

3 mm und einer H6he von ca. 1 mm (Abb. 24).

tibial l K

Abb. 23: Schematische Abb. 24:  Prdparation  der
Darstellung der Entnahme- Meniskus- bzw. Scaffoldzylinder
stelle der Meniskus- bzw. fir biomechanische Unter-
Scaffoldstanzen suchungen

Diese Zylinder wurden fir mechanische Tests zunachst bei —80° C eingefroren und
aufbewahrt.

Es folgte das Absetzen des Tibiaplateaus ca. 1 cm distal der Gelenkflache mit einer
Diamant-Bandsage (Exakt 30/384, PSI| Grinewald GmbH & Co. KG) sowie die
Teilung in der Area intercondylaris centralis in den Condylus lateralis und Condylus
medialis (Abb. 25). Der Condylus medialis wurde fir biomechanische
Untersuchungen in isotonische NaCl-Lésung verbracht, der Condylus lateralis

umgehend in Formaldehyd (4 %) fixiert.
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Abb. 25: Teilung des Tibiaplateaus in Condylus
medialis (links) und Condylus lateralis (rechts) im

Bereich der Area intercondylaris  centralis

(gestrichelte Linie)

Ebenso wurden die Femurkondylen vom Femurschaft abgesetzt, in Condylus
lateralis und Condylus medialis geteilt und in Formaldehyd (4 %) fixiert.
Die Praparationsschritte wurden fotografisch dokumentiert.

24.2 Makroskopische Beurteilung

Allgemeine Beurteilung der operierten Gliedmafe

Wahrend der Praparation der GliedmaBen wurde auf makroskopische Entziindungs-
anzeichen wie Roétungen, Verfarbungen, Schwellungen oder Abszessbildung
geachtet. Hierbei wurde insbesondere festgestellt, ob die Heilung der OP-Wunde
vollstdndig abgeschlossen war. Mit groBer Sorgfalt wurde die Synovialmembran des
Kniegelenks untersucht. Mégliche Anzeichen fur lokale Entziindungsreaktionen der
Gelenkkapsel wurden im Praparationsprotokoll vermerkt. Ebenso fand eine

Beurteilung der Farbe und Konsistenz der Synovialfliissigkeit statt.

Menisken

Beurteilt wurde die Position des Scaffolds im Defekt, die Verbindung des Scaffolds
zum Meniskusgewebe sowie der Zustand des Scaffolds. Des Weiteren wurden
mogliche degenerative Verdnderungen an den Menisken beurteilt und im
Praparationsprotokoll vermerkt. Bei den Tieren der Teilresektion-Gruppe wurde
darauf geachtet, ob sich ein Regenerationsgewebe innerhalb des Defekts gebildet
hatte.

Tibialer und femoraler Knorpel
Das AusmaB der degenerativen Gelenkknorpelverdnderungen wurde modifiziert
nach Outerbridge erfasst (1961). Hierbei wurden mediale und laterale

43



Material und Methoden

Femurkondylen sowie mediale und laterale Tibiakondylen jeweils einzeln beurteilt
(Tab. 3).

Grad Beschreibung
0 Keine sichtbaren Veranderungen
1 Erweichung und Aufquellung des Knorpels
2 Aufbrechen und Fissurbildung in Gebiet <1 cm
3 Aufbrechen und Fissurbildung in Gebiet > 1 cm Tab. 3: Beurteilung  der
) Knorpelverdnderungen mo-
4 Abtragung des Knorpels bis auf Knochen

difiziert nach Outerbridge

24.3 Biomechanische Untersuchungen

Alle biomechanischen Untersuchungen wurden mit Hilfe einer Materialprifmaschine
(Z10, Zwick GmbH & Co. KG) durchgefiihrt und die Messdaten mit der
dazugehdrenden Mess- und Priifsoftware (testXpert® Version 12.2, Zwick GmbH &
Co. KG) aufgezeichnet. Auftretende Krafte wurden durch einen Kraftaufnehmer (Typ
KAP-Z, A.S.T. GmbH) mit einem Messbereich von < 50 N bei einer Messgenauigkeit
von £ 0,3 % erfasst. Als Wegeaufnehmer wurde ein Triangulationssensor
(IL-D220-20, Micro-Epsilon Messtechnik) mit einer Genauigkeit von < 0,2 % in einem

Messbereich von 20 mm verwendet.

2.4.3.1 Indentationstest des tibialen Knorpels

Mit dem Indentationstest konnten die biomechanischen Eigenschaften des tibialen
Knorpels bestimmt werden. Getestet wurden die medialen Tibiakondylen. Die
Kondylen wurden auf einen Aluminiumtrager aufgeschraubt (Abb. 26) und mit diesem
in eine spezielle Vorrichtung (Eigenbau des Instituts fur Unfallchirurgische Forschung
und Biomechanik Ulm) eingespannt (Abb. 27). Diese Vorrichtung lieB ein Schwenken
des zu prifenden Praparats um 90° in der Sagittalebene und um 40° in der
Frontalebene zu. Die Einspannvorrichtung befand sich in einer mit isotonischer NaCl-
Lésung gefllliten Plexiglaskammer. Durch diese Form der Einspannung war die
Ausrichtung des Druckstempels senkrecht zur Knorpeloberfliche an jeder
gewinschten Position mdglich. Gleichzeitig wurde das Austrocknen der Proben

wahrend der Priufdauer verhindert.

44



Material und Methoden

Kraftmessdose

Reflexplatte

Plexiglaskammer

Einspann-
vorrichtung

Triangulations-
sensor
(Wegeaufnehmer)

Abb. 26: Mediale Tibiakondyle auf Abb. 27: Prifaufbau fiir den Indentationstest der medialen
Aluminiumtrdger Tibiakondylen

Die mechanischen Eigenschaften des Knorpels wurden an drei Messpunkten je
medialer Tibiakondyle bestimmt (Abb. 28). Messpunkt 1 befand sich bei den Tieren
der Gruppen 1 (Sc3) und 4 (Sc6) in dem Bereich der Tibiakondyle, der zuvor von
dem Scaffold bedeckt wurde. In den Gruppen 2 (Sh) und 3 (Tr) befand sich
Messpunkt 1 an entsprechender Stelle der Tibiakondyle. Messpunkt 2 lag zentral in
dem Abschnitt der Tibiakondyle, der in direktem Kontakt zur medialen Femurkondyle
stand. Messpunkt 3 lag posterior von Messpunkt 1 und wurde in vivo bei allen Tieren
von der Pars intermedia des Meniskus bedeckt. Die Messpunkte wurden mit einem
speziellen Gewebestift (Devon™ Skin Marker, Tyco Healthcare Group LP) auf dem
Knorpel markiert. Die Messpunkte auf der medialen Tibiakondyle der nicht operierten
linken HintergliedmaBe wurden entsprechend gewahlt.
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Abb. 28: Schematische Darstellung der Messpunkte auf den medialen Tibiakondylen der nicht
operierten (links) und der operierten Gliedmafe (rechts)

Vor der eigentlichen biomechanischen Prifung wurde die Dicke der Knorpelschicht
an der jeweiligen Messposition bestimmt. Hierzu wurde eine Insulinkanlle
(@ 0,30 mm; Omnican® 50, B. Braun Meslungen AG) an den Kraftaufnehmer
angebracht (Abb. 29). Die Traverse der Materialprifmaschine bewegte die
Insulinkantile mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1 mm/min gegen die Probe.
Das Eindringen der Kandle in den Knorpel flihrte zu einem messbaren Kraftanstieg.
Wahrend dem Durchdringen der Knorpelschicht stieg die gemessene Kraft
kontinuierlich an. Das Auftreffen der Nadel auf den subchondralen Knorpel flhrte zu
einem plétzlichen, starken Kraftanstieg. Der Kraftverlauf wurde von der Messsoftware
in einer Kraft-Weg-Kurve aufgezeichnet (Abb. 30). Aus dieser konnte die

Knorpeldicke (d) abgeleitet werden.
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Abb. 29: Insulinkanile zur Be- Abb. 30: Typische Kraft-Weg-Kurve bei der Dickenmessung
stimmung der Knorpeldicke des Knorpels; Pfeile markieren Beginn (1) und Ende (2) der
Knorpelschicht

Nach Bestimmung der Knorpeldicke wurde die Insulinkanlile gegen einen
zylindrischen Druckstempel (& 1,5 mm; Eigenbau des Instituts flir Unfallchirurgische
Forschung und Biomechanik) ausgetauscht und der Indentationstest durchgefihrt.
Der Druckstempel wurde mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1 mm/min
senkrecht auf die Knorpel-Knochen-Probe gedrickt bis eine Vorkraft von 0,2 N
erreicht war. Ab Erreichen der Vorkraft wurde der Stempel mit der konstanten
Geschwindigkeit von 100 % der Knorpeldicke pro Minute gegen die Probe gedriickt
bis die maximale Kraft von 4,8 N aufgebracht war. Es wurden 4,8 N als maximale
Kraft gewahlt, da sich damit bei der Stempelflache von 1,77 mm? eine physiologische
Flachenpressung von 2,7 N/mm? ergab (Mutschler & Claes, 1985). Die Eindriicktiefe
Al des Druckstempels als MaB fir die Knorpeldeformation wurde mit dem
Triangulationssensor erfasst. Aus Al und d konnte auf die Dehnung € der Probe in %
geschlossen werden. Die bei Belastung der Probe mit der maximalen Kraft erreichte
Dehnung wurde Uber einen Zeitraum von 20 min konstant gehalten. Wahrend diesem
Zeitraum kam es zur Relaxation der Probe und einem damit verbunden Abfall der
gemessenen Kraft. Die durch die Messsoftware erzeugte Kraft-Zeit-Kurve stellte den
Krafteverlauf in Abhangigkeit der Zeit t dar (Abb. 31).

Aus der Kraft-Zeit-Kurve konnten der Gleichgewichtsmodul E., sowie der
Kriechmodul E; der Knorpelprobe ermittelt werden. Der Gleichgewichtsmodul
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beschreibt die elastischen Eigenschaften des Knorpelgewebes und die Berechnung

des Moduls erfolgte mit der Formel nach dem Hookeschen Gesetz:

g - 4
“ A Al
mit
Fr = Restkraft nach 20 min
A = Flache des Druckstempels
d = Knorpeldicke
Al = Eindricktiefe des Druckstempels.

Der Kriechmodul beschreibt die viskésen Eigenschaften und wurde mit der

modifizierten Formel nach Kempson et al. berechnet (1971):

E. — 3XFmax . Cb(t/R)
¢ 8XR Al
mit

F max = maximale Kraft

R = Radius des Druckstempels

@ (t/R) = eine empirisch ermittelte Kriechfunktion die den Einfluss der
Geometrie und der Zeit beriicksichtigt; modifiziert nach
Waters et al. (1965)

Al = Eindrlcktiefe des Druckstempels.

Nachdem der Indentationstest an allen drei Messpunkten abgeschlossen war,

wurden die medialen Tibiakondylen in Formaldehyd (4 %) fixiert.

48



Material und Methoden

Projekt-mr. : P 578 ' '
Proben-Nr. : 3 Schaf 4 |-1------------- s
Seite : rechts H ,

Abb. 31: Typische Kraft-Zeit-Kurve
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" eines Indentationstests; die Probe
; . . ; , _ wurde bis zu einer max. Kraft von
"""""" """"""" """" 2 """ 4,8 N belastet (1) und relaxierte bei

gleichbleibender Dehnung bis sich

0 | — l ] | F— | = | ein Gleichgewichtszustand (2) ein-
0 200 400 600 a00 1000 1200
Prifzeitin s stellte

2.4.3.2 Stress-Relaxations-Test von Meniskus und Scaffold

Um die mechanischen Eigenschaften von Meniskus und Scaffold vergleichen zu
kénnen, wurde ein Stress-Relaxations-Test durchgeflihrt. Es wurden jeweils eine
Meniskusstanze (Probengewinnung vgl. Kapitel 2.1.3 und 2.2.1) und zwei
unterschiedliche Scaffoldstanzen getestet. Bei den Scaffoldproben handelte es sich
um eine Stanze aus dem nicht implantierten Scaffoldanteil sowie um eine Stanze aus
dem implantierten Scaffold nach Ablauf der Versuchszeit (Probengewinnung vgl.
Kapitel 2.1.3 und 2.2.1). Auf diese Weise wurde die Anderung der
Scaffoldeigenschaften Gber den Implantationszeitraum erfasst.

Die Prifung der Stanzen fand in einer mit isotonischer NaCl-Lésung gefllten
Prifkammer mit einer 3-mm-Bohrung statt (Abb. 32). Durch diesen Prifaufbau war
die Testung der Proben unter confined compression Bedingungen mdglich. Dies
bedeutet, dass sich die Probe bei axialer Belastung nicht seitlich ausdehnen konnte,
da sie von der Wand der Prifkammer begrenzt wurde. Die Kraft wurde Gber einen
porésen Keramikzylinder eingeleitet. Dieser ermoglichte den Wasseraustritt aus den
Proben. Die Meniskusproben wurden mit der tibialen Kontaktflache nach oben und
die Scaffoldproben mit der porésen Flache nach oben in die Prifkammer
eingebracht.

Zunachst wurde die Probenhdhe exakt ermittelt. Hierzu wurde nur der pordse
Keramikzylinder in die Prifkammer eingebracht und die Traverse der

Materialprifmaschine mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/min nach unten gefahren,
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bis der Druckstempel den Keramikzylinder gerade berihrte. Dort stoppte die
Traverse automatisch und ihre Position wurde als Nullposition (LE-Referenz) definiert
(Abb. 32). Nach Einbringen der Probe wurde der Vorgang wiederholt. Auch hier
wurde die Stopp-Position der Traverse bestimmt und durch Abzug der aktuellen
Position von der LE-Referenz konnte die Probenhdhe in mm ermittelt werden.

Anfahren der LE-Referenz Messen der Probenhdhe

[ * F ] Kraftaufnehmer . l
\ /l/ Druckstempel l |
Prafkammer mit

R
Flissigkeit

_/_\_ - - _7//_ _

LE-Referenz Keramikzylinder

0 mm Meniskus-/Scaffoldprobe

\ /

Kunststoffzylinder

Z 7

Abb. 32: Schematische Darstellung des Priifaufbaus fiir den Stress-Relaxations-Test von Meniskus-
und Scaffoldproben

Die Geschwindigkeit mit der die Probe im Stress-Relaxations-Test belastet wurde
ergab sich aus der ermittelten Probenhéhe flir jede Probe individuell
(30 % der Probenhéhe pro Minute). Dadurch war die relative Belastungs-
geschwindigkeit fur alle Proben konstant. Dies war wichtig, da die Steifigkeit
viskoelastischer Materialien von der Belastungsgeschwindigkeit abhangig ist. Zu
Beginn des Stress-Relaxation-Tests wurden die Proben belastet, bis eine Vorkraft
von 0,5 N aufgebracht war. Nach Erreichen der Vorkraft erfolgte die Kompression der
Proben zunéachst auf 10 %, dann auf 15 % und zuletzt auf 20 % der urspringlichen

Probenhéhe. Auf jeder Kompressionsstufe relaxierten die Proben fir 1200
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(Meniskus) bzw. 900 Sekunden (Scaffold). Die auftretenden Krafte wurde von dem
Kraftaufnehmer erfasst und die Messsoftware zeichnete die Kraft in Abhangigkeit von
der Zeit auf (Abb. 33).

Finn

Projektnummer ;. P 575
Probennr . =i

=]

Abb. 33: Exemplarische Kraft-

| |

Zeit-Kurve des Stress-Relax-

L k ations-Tests bei Kompression
: : : der Scaffoldprobe auf 10 %,
0 " ——————+——+——+———+————+—1— 15 9 und 20 % der urspriing-
0 1000 2000 3000
Prifzeit in s lichen Dicke

Um den Einfluss von Messfehlern zu minimieren, wurde mit einem Statistik-
programm (Jmp™ 5.0.1.2., SAS Institute Inc.) fir die gemessenen Werte eine
Kurvenanpassung mit dem Maxwell Gleichungsmodell fiir viskoelastische Materialien
durchgefuihrt und anschlieBend der Gleichgewichtsmodul E¢q der Meniskus- und

Scaffoldproben ermittelt.

2.4.4 India Ink Farbung

Mit der India Ink Farbung wurden degenerierte Knorpelareale makroskopisch deutlich
sichtbar gemacht. Fir die Farbung wurden die bereits fixierten Femur- und
Tibiakondylen aus der Formaldehydlésung genommen und fir ca. 60 Minuten unter
flieBendem Leitungswasser gewassert. AnschlieBend wurde pro Kondyle ein Tropfen
Tusche (Tusche A Drawing Ink, Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH & Co. KG.) auf die
Knorpelflache aufgetragen und eingerieben. Die Kohlepartikel der Tusche konnten
nur an degeneriertem Knorpel, aber nicht an der intakten, glatten Knorpeloberflache
binden (Abb. 34 A). Die nicht gebundene Tusche wurde kurz unter Leitungswasser
abgespult. Das Aufbringen und Absptlen der Tusche wurde ein Mal wiederholt. Die

gefarbten Proben wurden unter konstanten Lichtbedingungen fotografiert und die
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entstandenen Fotos mit Hilfe einer Bildanalysesoftware (Metamorph®, Leica GmbH)
ausgewertet. Zundchst wurde der Umriss der degenerierten und somit schwarz
gefarbten Bereiche mit der Computermaus markiert (Abb. 34 B) und die Software
berechnete die von Degeneration betroffene Knorpelfliche in mm?. AnschlieBend
wurde die Gesamtknorpelflache markiert (Abb. 34 C) und auch hier die Flache in
mm? berechnet. Aus diesen Werten wurde der relative Anteil der degenerierten

Knorpelflache an der Gesamtknorpelflache in % bestimmt.

Abb. 34: Mediale Tibiakondyle nach Farbung mit India Ink (A), nach Markierung der degenerierten
Knorpelfidche in Metamorph® (B) und nach Markierung der Gesamtknorpelfldche (C)

2.4.5 Histologische Auswertung

2.4.5.1 Anfertigung von histologischen Schnitten

Gelenkkapsel

Die Proben der Gelenkkapsel wurden zunachst aus dem Formaldehyd genommen
und zur Entfernung der Formaldehydrickstande fur ca. 60 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser gewassert. AnschlieBend durchliefen die Proben zur Entwésserung
eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol: 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 100 %, 100 %)
und wurden dann in Xylol entfettet. Nach der Entfettung wurden die Proben in 60° C
heiBes Paraffin verbracht. Im Paraffinbad wurden die Proben von dem flissigen
Paraffin infiltriert und harteten anschlieBend bei Raumtemperatur aus. Die
Anfertigung der ca. 4 um dicken Schnitte erfolgte mit einem Rotationsmikrotom
(DDM-0036, Medim GmbH). Zuletzt wurden die Schnitte auf Objekttrager
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aufgezogen.

Meniskus- und Scaffoldproben

Bei jeweils einem Tier pro Gruppe wurden die Meniskus- und Scaffoldproben nach
der Fixation in Formaldehyd horizontal in zwei Stlicke geteilt (Abb. 35 A). Der obere
Anteil wurde wie die Proben der Gelenkkapsel aufbereitet und in Paraffin eingebettet.
Aus diesem Anteil wurden mit dem Rotationsmikrotom ca. 4 um dicke, vertikale
Schnitte angefertigt (Abb. 35 B). Der untere Anteil wurde nach Dehydrierung und
Entfettung in ein Einbettmedium (Methylmethacrylat-Monomer, Polysciences Europe
GmbH) zur Infiltration und Aushéartung Gberfihrt. Unter Zugabe eines
Reaktionsbeschleunigers (Benzoylperoxid, Merck KGaA) héartete der Kunststoff unter
Sauerstoffabschluss durch Polymerisation zu einem kompakten Block aus. Dieser
Prozess dauerte ca. drei Wochen. AnschlieBend wurden mit einem Schlittenmikrotom
(Polycut E SM 2500 E, Leica GmbH) ca. 5 um dicke Horizontalschnitte angefertigt
und auf Objekttrager aufgezogen (Abb. 35 C).

A
Abb. 35: Schematische Darstellung
B der  Meniskusproben  fir  die
i > Histologie; horizontale Teilung des
: Meniskus (A) in einen oberen Anteil
C : (B) fir die Anfertigung vertikaler
NS y — Schnitte und in einen unteren Anteil

- - S -

(C) fir die Anfertigung horizontaler
Schnitte

Die Meniskus- und Scaffoldproben der Ubrigen Tiere wurden ungeteilt wie oben
beschrieben in Paraffin eingebettet und es wurden ausschlieBlich vertikale Schnitte
angefertigt.

Tibiakondylen
Nach der Wasserung zur Entfernung der Formaldehydriickstdnde wurden aus den
medialen Tibiakondylen je drei ca. 2 mm dicke Scheiben geséagt (Abb. 36).
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> Abb. 36: Schemazeichnung fiir die
Probengewinnung aus der medialen
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defekts ist angedeutet

Dadurch wurde die ProbengréBe reduziert und die folgende Aufbereitung wesentlich
beschleunigt. Flr die Anfertigung von Paraffinschnitten war es notwendig die
Knorpel-Knochen-Proben zu entkalken. Dies erfolgte mit Ameisensaure (10 %) fir
ca. zwei bis drei Monate. AnschlieBend durchliefen die Proben den zuvor
beschriebenen Prozess der Entwésserung, Entfettung und Einbettung in Paraffin. Die

angefertigten Schnitte wurden ebenfalls auf Objekttrager aufgezogen.

2.4.5.2 Farbung der histologischen Schnitte

Hématoxylin-Eosin-Fadrbung

Eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurde als Ubersichtsfarbung von
Schnitten aller Proben angefertigt. Nach dem Entparaffinieren der Schnitte in Xylol
erfolgte die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol: 100 %,
100 %, 96 %, 96 %, 70 %). Die Schnitte wurden dann mit destilliertem Wasser
gespult und mit Hamatoxylin (Mayers Hamalaun, Merck KGaA) gefarbt. Das Blauen
der Schnitte unter flieBendem Leitungswasser far zehn Minuten hob den pH der
Schnitte an, verstarkte dadurch die Blaufarbung und fixierte gleichzeitig die Farbung.
Als Gegenfarbung wurde Eosin (0,5 %; Eosin gelblich, Merck KGaA) in alkoholischer
Lésung verwendet.

Durch Hamatoxylin wurden hauptséchlich die negativ geladenen Zellbestandteile wie
DNA/RNA und extrazellulédre Proteoglykane angefarbt. Vor allem die Zellkerne und
der proteoglykanreiche Knorpel erschienen somit blau-violett gefarbt. Eosin farbte die
azidophilen Zytoplasmabestandteile rot an und somit erhielt das Zytoplasma eine
rote bis pinke Farbung.
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Die gefarbten Schnitte wurden dehydriert und mit Deckglaschen eingedeckt. Das

Eindecken diente der Haltbarmachung der Schnitte.

Safranin-O-Echtgrin-Férbung

Die histologischen Schnitte der Tibiakondylen wurden zuséatzlich zu der HE-Farbung
mit Safranin-O-Echtgriin (Saf-O) gefarbt. Die Vorbereitung der Schnitte erfolgte wie
bereits bei der HE-Farbung beschrieben. Dann wurden die Schnitte vier Minuten mit
Weigerts Eisenhamatoxylin (Eisenhamatoxylin Weigert A, Waldeck GmbH & Co
Division Chroma) gefarbt. Nach kurzem Abspulen mit angesauertem Ethanol erfolgte
funf mindtiges Blauen unter flieBendem Leitungswasser. AnschlieBend wurden die
Schnitte mit Echtgriin (Echtgriin FCF rein, Waldeck GmbH & Co Division Chroma) fir
drei Minuten geférbt, kurz mit Essigsdure (1 %) gespult und dann mit Safranin O
(Safranin O, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) finf Minuten lang gefarbt. AbschlieBend
wurden die Schnitte dehydriert und durch Deckglaschen geschiitzt.

Safranin O band an die polyanionischen Glykosaminoglykane des Knorpels und
farbte den Knorpel rot, wobei die Intensitdt der Rotfarbung direkt vom
Glykosaminoglykangehalt des Knorpels abh&ngig war. Das Zytoplasma wurde durch
das Echtgrin grau-grin gefarbt. Das Eisenhamatoxylin farbte die Zellkerne schwarz.

2.4.5.3 Auswertung der histologischen Schnitte

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte mit einem Lichtmikroskop
(DMI6000B, Leica GmbH). Die Schnitte der Synovialmembran wurden qualitativ
ausgewertet, wobei das Hauptaugenmerk auf dem Vorhandensein von
Entziindungszellen wie z.B. mehrkernigen Riesenzellen lag. Uberdies wurde die
Dicke der Membran beurteilt. Auch die histologischen Schnitte der Menisken und
Scaffolds wurden qualitativ beurteilt. Hier interessierte ebenfalls das Vorhandensein
von Entziindungszellen. Zusatzlich wurden vorhandene Zellen, Gewebe und anderes
Material innerhalb der Scaffoldporen charakterisiert und der Zustand der

Scaffoldporenwéande beschrieben.

2.4.5.3.1 Bestimmung des Fibrillationsindexes des Knorpels

Die mit HE geféarbten Schnitte der medialen Tibiakondylen wurden mit einer
Mikroskopkamera (DFC420C, Leica GmbH) bei 1,25-facher VergréBerung
eingescannt. Mit einer Bildanalysesoftware (Metamorph® Leica GmbH) wurde

anschlieBend der Fibrillationsindex des Knorpels nach der modifizierten Methode von
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Pastoureau & Chomel bestimmt (2004). Dazu wurde die Oberflache des Knorpels
exakt mit der Computermaus markiert und die Bildanalysesoftware berechnete
daraus die Lange der Knorpeloberflache in um (Abb. 37). Ebenso wurde die Knorpel-
Knochen-Grenze markiert und deren Lange ermittelt (Abb. 37).

markierte
— Knorpeloberflache
e
a0
Knorpel

markierte Knorpel-
Knochen-Grenze

Abb. 37: HE-gefarbter Schnitt
durch die mediale Tibia-

Knochen

kondyle; 1,25-fache Vergré-

Berung

Die Division der Lange der Knorpeloberflache durch die Lange der Knorpel-Knochen-
Grenze ergab den Fibrillationsindex (Fl) der Knorpel-Knochen-Probe. Bei intakter
Knorpeloberflache gilt: Fl=1. Mit zunehmender Auffaserung der Knorpeloberflache
steigt der Fibrillationsindex an und ermdglicht dadurch eine Aussage Uber den
Zustand des Knorpels.

2.4.5.3.2 Knorpelbeurteilung nach Mankin

Durch die Farbung mit Safranin-O-Echtgriin war es méglich, den Zustand des tibialen
Knorpels semiquantitativ zu erfassen. Dies erfolgte nach einem von Mankin
etablierten Beurteilungssystem (1971). Neben der Beurteilung der Knorpelstruktur
fand auch eine Beurteilung der Zellverteilung und -zahl, der Anfarbbarkeit durch
Safranin O sowie der Knorpel-Knochen-Grenze statt (Tab. 4). Je Beurteilungs-
kriterium wurden Punkte vergeben, welche addiert einen Degenerationsgesamtgrad

von 0 bis 14 ergaben.
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Tab. 4: Histologische und histochemische Bestimmung des Degenerationsgrades nach Mankin (1971)

Beurteilungskriterium

Grad

I. Knorpelstruktur

a. Normal
b. UnregelmaBigkeiten der Oberflache
c. Pannus, UnregelmaBigkeiten der Oberflache
d. Risse bis in die Ubergangszone
e. Risse bis in die radiale Zone
f. Risse bis in die kalzifizierte Zone
g. Vollstandige Desorganisation
Il. Zellen
a. Normal
b. Diffuse Hyperzellularitat
c. Vorkommen von Zellklonen
d. Hypozellularitat
[ll. Safranin O Intensitat
a. Normal
b. Leichte Reduktion
c. MaBige Reduktion
d. Schwere Reduktion
e. Keine Farbung
IV. Knorpel-Knochen-Grenze
a. Intakt

b. Ubertritt von BlutgeféBen

Gesamt

0-14
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2.4.6 Immunchemische Analyse der Synovia

FOr die immunchemische Analyse der Synovia wurden die Synoviaproben bei
Raumtemperatur aufgetaut (Probengewinnung vgl. Kapitel 2.2.3 und 2.3.1). Bestimmt
wurden die Entzindungsmarker Prostaglandin E; (PGEy), Interleukin (IL) 18 und IL 6.
Diese Parameter wurden vor dem operativen Eingriff und direkt nach der Tétung der
Tiere bestimmt. So konnte ein mdglicher Anstieg der Entziindungsmarker nach der
Operation detektiert werden.

PGE»-Bestimmung

Fir die PGEz-Bestimmung aus den Synoviaproben wurde ein kompetitives
Enzymimmunoassay Kit (EIA Kit) verwendet (Prostaglandin E,, Biotrend Chemikalien
GmbH). Der EIA wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die
photometrische Bestimmung der PGEx-Konzentrationen erfolgte mit einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat (Infinity M200, Tecan Group Ltd.) bei einer Wellenlange
von 450 nm und die Bearbeitung der Daten mit der dazugehdérigen Software
(Megallan 6.6, Tecan Group Ltd.). Mit dem verwendeten EIA Kit war es mdglich,

PGE.-Konzentrationen zwischen 31,25 pg/ml und 1000 pg/ml zu bestimmen.

IL-1B- und IL-6-Bestimmung

Sowohl die IL-1B- als auch die IL-6-Konzentrationen der Synovia wurden mit einem
Enzyme Linked Immunosorbent Assay Kit (ELISA Kit) bestimmt (Sheep Interleukin
18 ELISA Kit und Sheep Interleukin 6 ELISA Kit, Cusabio Biotech Co., Ltd.). Die
ELISAs wurden gemaB den Herstellerangaben durchgefihrt und die photometrische
Bestimmung der IL-Konzentrationen erfolgte wie bereits bei der PGE,-Bestimmung
beschrieben. Mit den ELISA Kits konnten IL-1B-Konzentrationen zwischen
46,87 pg/ml und 3000 pg/ml und IL-6-Konzentrationen zwischen 3,2 pg/ml und 80
pg/ml detektiert werden.
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2.4.7  Statistische Auswertung

Die statistischen Signifikanzen wurden bei allen quantitativen Auswerteverfahren
(Biomechanik, India Ink Farbung, histologisches Grading-System nach Mankin,
Bestimmung des FI, Entziindungsmarker-Bestimmung) mit einem Statistikprogramm
(PASWStatistics 18.0.3, IBM Deutschland GmbH) berechnet. Zur Berechnung
statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den Gruppen wurde der Mann-
Whitney-U-Test angewendet. Fir den Vergleich von Werten innerhalb einer Gruppe
wurde der Wilcoxon-Test zur Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede
herangezogen. Diese statistischen Tests wurden verwendet, da aufgrund der
geringen Probenzahl innerhalb der einzelnen Gruppen (n=3-8) keine
Normalverteilung der ermittelten Werte vorlag.

Punktediagramme dienten der graphischen Darstellung der Ergebnisse. Abgebildet

wurden jeweils die Einzelwerte sowie der Median.
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3.1 Intraoperative Arthrosebeurteilung

Mit der intraoperativen Arthrosebeurteilung wurde der Zustand des Knorpels vor
Versuchsbeginn ermittelt. Dadurch konnte beurteilt werden, ob degenerative
Veranderungen in den Kniegelenken der Schafe durch den operativen Eingriff
hervorgerufen worden sind oder bereits vor Versuchsbeginn bestanden hatten.

Einige Tiere wiesen bei dieser Untersuchung keine oder nur geringgradige
Veranderungen im einsehbaren Bereich des Gelenks auf. Andere Tiere hingegen
zeigten bereits zu Versuchsbeginn deutliche Veranderungen. Haufig war bei diesen
Tieren neben dem tibialen und femoralen Gelenkknorpel auch der Meniskus
hochgradig degenerativ veréandert (Abb. 38).

/

4

Abb. 38: Wéahrend der Operation reseziertes Meniskusstiick;
starke Auffaserung des Gewebes im zentralen Bereich

Die starken interindividuellen Unterschiede fielen in allen vier Gruppen auf (Abb. 39).
Zwischen den einzelnen Gruppen bestanden allerdings keine signifikanten
Unterschiede im Degenerationsgrad. Jedoch traten in den beiden Scaffold-Gruppen
tendenziell starkere degenerative Verdnderungen auf als in der Sham- und der
Teilresektion-Gruppe.

60



Ergebnisse

Intraoperativer
Degenerationsgrad
52 o o
(e}
0 0 o

[\%]
} o
@]

Abb. 39:  Intraoperativ  ermittelter

Degenerationsgrad  im  einsehbaren
Sc3 Sh Tr Scb Gelenkbereich (vgl. Kap. 2.3.2, Tab. 2)

3.2 Klinischer Verlauf

Die Operation verlief bei allen Tieren ohne Komplikationen. Lediglich ein Schaf der
Sham-Gruppe starb nach Narkoseeinleitung aus unbekannter Ursache. Die
Operationsdauer betrug durchschnittich 80 Minuten und die postoperative
Aufwachphase dauerte ca. 60 Minuten. AnschlieBend hatten alle Tiere ihr
Stehvermdgen wiedererlangt und belasteten die operierte GliedmaBe bereits
geringgradig. Die Schafe aller Gruppen waren zwei bis vier Tage nach der Operation
lahmheitsfrei und ihr Allgemeinbefinden war ungestért. In keiner Gruppe traten
Wundheilungsstérungen auf.

Ein Schaf aus Gruppe 1 (Sc3) entwickelte postoperativ trotz der routinemaBigen
Amoxicillin-Gabe eine Aspirationspneumonie. Daher wurde dieses Tier auf ein
Enrofloxacin-haltiges Antibiotikum (Enro-Sleecol® 50 mg/ml, Albrecht GmbH)
umgestellt. Das Antibiotikum wurde Gber funf Tage subkutan verabreicht. Im Laufe der
antibiotischen Behandlung verschwanden die Symptome der Pneumonie und das Tier
zeigte Uber den restlichen Versuchszeitraum ein ungestortes Allgemeinbefinden.

Bei einem Tier der Teilresektion-Gruppe und einem Tier der Scaffold-Gruppe (Sc6)
verschlechterte sich das Allgemeinbefinden einige Wochen nach der Operation rapide
und beide Tiere mussten vor dem geplanten Versuchsende euthanasiert werden. Die
Euthanasie erfolgte durch die intravendse Gabe eines Barbiturats (Narcoren® 160
mg/ml, Merial GmbH). Es bestand kein offensichtlicher Zusammenhang zwischen dem
schlechten Allgemeinbefinden der Tiere und der zuvor durchgefihrten Operation.

Durch die Tierverluste reduzierten sich die auswertbaren Tiere auf 34.
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3.3 Makroskopische Befunde

Nach der Tétung der Tiere erfolgte zunachst eine makroskopische Beurteilung der
Gelenkkapsel und der Menisken bzw. Scaffolds. Zusatzlich wurden auch die
Gelenkknorpelflachen der operierten und der nicht operierten kontralateralen Gelenke
makroskopisch bewertet.

3.3.1 Gelenkkapsel und Gelenkfliissigkeit

Die makroskopische Untersuchung der operierten Kniegelenke erbrachte keine
Hinweise auf das Vorliegen einer Entziindungsreaktion. Bei fast allen Tieren trat
allerdings eine mittelgradige, fibrotische Verdickung der Membrana fibrosa der
Gelenkkapsel im medialen Bereich des Gelenks auf. Weitere Veranderungen der
Gelenkkapsel waren makroskopisch nicht sichtbar.

Aus den operierten Kniegelenken wurde durchschnittlich ca. 1 ml Synovialflissigkeit
gewonnen. Diese wies eine typische fadenziehende Konsistenz auf, war klar und von

hellgelber Farbe bzw. bei einigen Tieren leicht rétlich verfarbt.

3.3.2 Meniskus und Scaffold

Makroskopisch erkennbare, degenerative Meniskusveranderungen traten in allen vier
Gruppen bei einzelnen Tieren auf. Die Verdnderungen waren meist an der tibialen
Flache der Pars intermedia des Meniskus lokalisiert. Leichte Veranderungen gingen
mit einer gelblichen Verfarbung des Gewebes sowie einer geringgradigen Rauigkeit
der Gewebeoberflache einher. In ausgepragteren Féllen wirkte das Meniskusgewebe
aufgefasert.

Dreimonatsgruppe (Scaffold-3-Monatsgruppe)

Bei sechs Tieren der Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger Standzeit war das Scaffold
zum Zeitpunkt der Sektion im Meniskusdefekt vorhanden. Das Scaffold flllte den
Defekt bei vier dieser Tiere vollstandig aus (Abb. 40 A). Bei einem Tier war ein
ca. 1 mm breiter Spalt zwischen dem posterioren Rand des Scaffolds und der Pars
intermedia des Meniskus sichtbar (Abb. 40 B). Bei einem anderen Tier war der
Meniskus so stark degeneriert, dass die Fixation des Scaffolds im posterioren Bereich
nicht beurteilt werden konnte (Abb. 40 D). Bei drei Tieren war das Scaffold nicht mehr
bzw. nur noch zum Teil im Defekt vorhanden (Abb. 40 C). Die Faden, mit denen das
Scaffold urspriinglich im Defekt fixiert war, befanden sich bei diesen Tieren noch im
Meniskusgewebe. Das Scaffold bzw. Teile des Scaffolds wurden in weniger stark
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beanspruchten Bereichen des Gelenks gefunden. Die dislozierten Scaffolds schienen
von einer diinnen Gewebsschicht umgeben und waren teilweise mit der Membrana

synovialis der Gelenkkapsel verwachsen (Abb. 41).

Abb. 40: Mediale Menisken von Tieren der Gruppe 1 (Sc3); Scaffold im Defekt (A), Scaffold mit ca.
1 mm breitem Spalt (B), Defekt ohne Scaffold (C), Meniskus mit starker Degeneration (D)

Auf der tibialen Flache war bei drei Tieren eine ca. 0,5 mm hohe Stufe zwischen
Meniskusgewebe und Scaffold sichtbar (Abb. 42). Die Scaffolds waren makroskopisch
intakt, wiesen allerdings unterschiedlich starke Faltungen auf der tibialen und
femoralen Oberflache auf (Abb. 43). Eine bindegewebige Verwachsung zwischen
Meniskus und Scaffold schien nicht stattgefunden zu haben. Nach Durchtrennung der
Nahte, welche die Scaffolds im Defekt fixierten, 16sten sich diese aus dem Defekt.

Abb. 41: Scaffold (*) mit der Abb. 42: Tibiale Meniskus- Abb.  43:  Scaffold  mit
Membrana  synovialis  der fliche mit Stufe zwischen Faltungen auf der femoralen

Gelenkkapsel verwachsen Meniskus und Scaffold Oberfldche
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Sham-Gruppe
Bei den Tieren, die lediglich der Sham-Operation unterzogen worden waren, traten
neben den oben erwahnten vereinzelten degenerativen Veranderungen keine

weiteren Auffalligkeiten am medialen Meniskus auf.

Teilresektion-Gruppe

Der Meniskusdefekt war bei allen Tieren der Teilresektion-Gruppe gut sichtbar. Es
hatte sich kein Regenerationsgewebe im Meniskusdefekt gebildet. Die Kanten der
Geweberesektion waren bei allen Tieren deutlich erkennbar (Abb. 44 A), nur bei

wenigen Tieren fiel auf, dass das Meniskusgewebe in den Ecken des Defekts an der

tibialen Meniskusflache intraoperativ nicht vollstandig reseziert worden war (Abb. 44
B).

Abb. 44: Mediale Menisken aus Gruppe 3 (Tr);
deutlich erkennbare Meniskusdefekte mit glatten
Resektionskanten (A) und Gewebsresten in den
Defektecken (B; Pfeile)

Scaffold-6-Monatsgruppe

In der Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit befand sich das Scaffold zum
Zeitpunkt der Sektion bei sechs Tieren im Meniskusdefekt (Abb. 45 A). Bei einem
Scaffold fehlte ein ca. 1 x 1 mm groBes Stlck im zentralen Bereich (Abb. 45 B). Alle
anderen Scaffolds waren makroskopisch intakt. Ein ca. 1-2 mm breiter Spalt zwischen
Scaffold und Pars intermedia des Meniskus war bei vier der sechs Tiere sichtbar (Abb.
45 C). Bei drei Tieren war das Scaffold nicht mehr im Defekt vorhanden (Abb. 45 D).
Auch bei diesen Tieren konnte das Scaffold im Gelenk wiedergefunden werden.
Ahnlich wie bei den Scaffolds nach dreimonatiger Implantation traten auch nach sechs
Monaten Implantationszeit Faltungen auf der Oberflache der Scaffolds auf und bei
manchen Tieren war ebenfalls eine Stufenbildung auf der tibialen Flache zwischen
Meniskus und Scaffold erkennbar. Makroskopisch unterschieden sich die Scaffolds
der beiden Scaffold-Gruppen nicht voneinander. Auch nach sechsmonatiger
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Implantationszeit hatte keine bindegewebige Verwachsung der Scaffolds mit dem
Meniskusgewebe stattgefunden. Die Scaffolds waren ausschlieBlich durch die Nahte

im Defekt fixiert.

4
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Abb. 45: Menisken von Tieren der Gruppe 4 (Sc6); Scaffold im Defekt (A), Scaffold im Defekt mit
fehlendem Stickchen (B), Scaffold mit ca. 2 mm breitem Spalt (C), Defekt ohne Scaffold (D)

Biomechanische Untersuchungen der Scaffolds sowie des tibialen Knorpels und
histologische Untersuchungen des Knorpels wurden nur bei den Tieren durchgefiihrt,
bei denen sich das Scaffold zum Zeitpunkt der Tétung im Defekt befand. Die anderen
Tiere wurden von diesen Untersuchungen ausgeschlossen, da durch den
Scaffoldverlust keine klare Abgrenzung zur Teilresektion-Gruppe mdéglich war.

3.3.3 Tibialer und femoraler Gelenkknorpel

Die Auspragung der makroskopisch sichtbaren Knorpelschaden an Tibia- und
Femurkondylen war individuell sehr unterschiedlich. Leichte Verdnderungen wie
Erweichung und Aufquellung des Knorpels kamen bei fast allen Tieren vor (Abb. 46).
Diese Veranderungen traten meist nur im zentralen Bereich auf. Bei Tieren mit starker
ausgepragten Veranderungen traten neben einer Auffaserung der Knorpeloberflache
auch tiefe Knorpelrisse und zum Teil auch Knorpelabtragungen auf. Die deutlichsten
Verdnderungen waren wiederum im zentralen Bereich der Kondylen lokalisiert.
Zusétzlich traten bei diesen Tieren aber auch Knorpelschaden in den peripheren
Bereichen der Kondylen auf (Abb. 47). In allen Gruppen wies das mediale
Gelenkkompartiment einen hdéheren Degenerationsgrad auf als das laterale
Gelenkkompartiment (Abb. 46 und 47). Unterschiede zwischen den einzelnen

Gruppen waren makroskopisch nicht zu erkennen.
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Abb. 46: Tibiaplateau mit Knorpelerweichung im
zentralen Bereich der medialen Tibiakondyle
(schwarzer Pfeil); die laterale Tibiakondyle
scheint makroskopisch unverdndert

Abb. 47: Mediale Tibiakondyle mit starken
Verédnderungen sowohl im zentralen als auch im
peripheren Bereich (schwarze Pfeile);
geringgradige Knorpelerweichung im zentralen

Bereich der lateralen Tibiakondyle

Diese ersten makroskopischen Beobachtungen wurden durch die Beurteilung der
Knorpelflachen nach Outerbridge (1961) bekraftigt (vergleiche Tab 3; Abb. 48). Die
Beurteilung nach Outerbridge ergab, dass die medialen Gelenkkompartimente deutlich
ausgepragtere Knorpelveranderungen aufwiesen, als die lateralen Gelenkkompar-
timente. In den Gruppen 1 (Sc3) und 2 (Sh) war dies besonders auffallig. Hier waren
die medialen Kompartimente doppelt so stark von degenerativen Veréanderungen
betroffen wie die lateralen Kompartimente. In der Teilresektion-Gruppe war der
Degenerationsgrad nach Outerbridge in den medialen Kompartimenten der operierten
Seite signifikant héher als auf der kontralateralen nicht operierten Seite. In den
anderen Gruppen (Sc3, Sh und Sc6) bestand kein signifikanter Unterschied im
Degenerationsgrad der operierten und nicht operierten Kniegelenke.
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Abb. 48: Beurteilung der Knorpelflichen nach Outerbridge (1961); in jeder Gruppe links sind die
Knorpelverdnderungen in den medialen Gelenkkompartimenten dargestellt, rechts die Verdnderungen
in den lateralen Kompartimenten; Sc3: Scaffold 3 Monate, Sh: Sham, Tr: Teilresektion, Sc6: Scaffold 6
Monate;

* signifikanter Unterschied zw. den medialen nicht operierten und den medialen operierten
Gelenkkompartimenten in Gruppe 3 (Tr), p<0,05

34 Biomechanische Untersuchungen

3.4.1 Biomechanik des tibialen Knorpels

Mit zunehmender Degeneration nimmt der Gehalt an Kollagenen und
Glykosaminoglykanen im artikularen Knorpel ab. Diese Veranderung der
Knorpelstruktur  bedingt eine messbare Verdnderung der viskoelastischen
Eigenschaften des Knorpels. Deshalb wurden in dieser Studie die elastischen (Eeg)
und viskdésen (E;) Eigenschaften des tibialen Gelenkknorpels durch einen
Indentationstest ermittelt. Zuséatzlich wurde im Zuge des Indentationstests auch die
Knorpeldicke bestimmt (vgl. Kapitel 2.4.3.1). Um den Einfluss der Scaffoldimplantation
auf die Knorpelgesundheit abschatzen zu kénnen, wurden nach drei bzw. sechs
Monaten die Eigenschaften des tibialen Knorpels der operierten Gelenke mit
gesundem Knorpel verglichen. Hierfir wurden die biomechanischen Eigenschaften
des Gelenkknorpels der nicht operierten GliedmaBen ermittelt. Zusatzlich wurden die
Eigenschaften des Knorpels sechs Monate nach Sham-Operation bzw. nach
Meniskusteilresektion bestimmt. Die ermittelten Werte konnten dann mit den Werten

nach sechsmonatiger Scaffoldimplantation verglichen werden.
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Dreimonatsgruppe (Scaffold-3-Monatsgruppe)

Die tibiale Knorpelschicht war sowohl in den operierten als auch in den nicht
operierten Gelenken an Messpunkt 2 am dicksten (Abb. 49 A). An Messpunkt 1 war
der Knorpel beidseits geringfligig und an Messpunkt 3 deutlich dinner als an
Messpunkt 2 (Abb. 49 A). An keinem der drei Messpunkte bestand ein Unterschied
zwischen den Knorpeldicken der operierten und der kontralateralen Gelenke.

Die medianen Gleichgewichtsmoduln des Knorpels waren beidseits an Messpunkt 2
nur halb so hoch wie an Messpunkt 1 und auch deutlich niedriger als an Messpunkt 3
(Abb. 49 B). Aufféllig war, dass der tibiale Knorpel des operierten Gelenks an
Messpunkt 1 deutlich weniger elastisch als auf der kontralateralen, nicht operierten
Seite war. Dieser Unterschied war allerdings statistisch nicht signifikant. Auch an
Messpunkt 2 war der mediane Gleichgewichtsmodul des Knorpels der operierten
GliedmaBe niedriger als der Gleichgewichtsmodul der nicht operierten GliedmaBe.
Aber auch hier war der Unterschied nicht signifikant. An Messpunkt 3 unterschieden
sich die Gleichgewichtsmoduln der beiden Seiten kaum.

Wie die Gleichgewichtsmoduln waren auch die Kriechmoduln an Messpunkt 2 auf
beiden Seiten deutlich niedriger als an den Messpunkten 1 und 2 (Abb. 49 C). Anders
als bei den Gleichgewichtsmoduln gab es aber unter anderem an Messpunkt 1
wesentlich geringere Unterschiede zwischen dem Knorpel der nicht operierten und der
operierten Seite. Die medianen Kriechmoduln waren auBerdem insgesamt deutlich

héher als die medianen Gleichgewichtsmoduln.
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Abb. 49: Dicke und biomechanische Eigenschaften des tibialen Knorpels in der Scaffold-Gruppe mit
dreimonatiger Standzeit in den operierten Gelenken verglichen mit den kontralateralen nicht operierten

Gelenken

Sechsmonatsgruppen (Sham-, Teilresektion- und Scaffold-6-Monatsgruppe)

In den Gruppen mit sechsmonatiger Standzeit zeigte sich bei der Ermittlung der
Knorpeldicken ein ahnliches Bild wie in Gruppe 1 (Sc3). Auch hier war der Knorpel an
Messpunkt 2 in allen Gruppen am dicksten und an Messpunkt 3 am diinnsten (Abb. 50
A). Die gréBten interindividuellen Differenzen traten an Messpunkt 2 auf. Zwischen
den einzelnen Gruppen gab es aber an keinem der drei Messpunkte signifikante
Unterschiede.

Anders stellte es sich bei Erhebung der viskoelastischen Knorpeleigenschaften,
ausgedrickt durch den Gleichgewichtsmodul und den Kriechmodul, dar. Der mediane
Gleichgewichtsmodul war an Messpunkt 1 in der Teilresektion-Gruppe 60 % niedriger
als der Gleichgewichtsmodul in der Sham-Gruppe und 53 % niedriger als der
Gleichgewichtsmodul in der Scaffold-Gruppe (Abb. 50 B). Der Unterschied zwischen

der Sham- und der Teilresektion-Gruppe war statistisch signifikant. Die
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Gleichgewichtsmoduln der Sham- und der Scaffold-Gruppe unterschieden sich an
diesem Messpunkt hingegen nicht. An Messpunkt 2 waren die Gleichgewichtsmoduln
in der Sham- und der Scaffold-Gruppe deutlich niedriger als an Messpunkt 1 und 3. Im
Gegensatz dazu gab es in der Teilresektion-Gruppe keine deutlichen Unterschiede
zwischen Messpunkt 1, 2 und 3. Dadurch war der Gleichgewichtsmodul des Knorpels
an Messpunkt 2 in der Teilresektion-Gruppe signifikant héher als in der Sham-Gruppe.
Zwischen der Sham- und der Scaffold-Gruppe gab es hingegen auch an diesem
Messpunkt keinen Unterschied. An Messpunkt 3 gab es keine deutlichen
Unterschiede zwischen den medianen Gleichgewichtsmoduln der drei Gruppen.
Ahnlich wie die Gleichgewichtsmoduln unterschieden sich auch die Kriechmoduln der
Sham- und der Teilresektions-Gruppe an Messpunkt 1 signifikant (Abb. 50 C). Der
mediane Modul war in der Teilresektion-Gruppe um rund ein Viertel niedriger als in der
Sham-Gruppe. Zwischen der Scaffold-Gruppe und der Sham-Gruppe gab es keinen
Unterschied an diesem Messpunkt. An Messpunkt 2 war der mediane Kriechmodul in
der Scaffold-Gruppe um ca. ein Finftel niedriger als in der Teilresektion-Gruppe und
damit bestand ein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen.
Zwischen den Kriechmoduln der Scaffold- und der Sham-Gruppe bestand allerdings
kein Unterschied. An Messpunkt 3 unterschieden sich die medianen Kriechmoduln der
drei Gruppen kaum.

Auch in den Gruppen mit sechsmonatiger Standzeit waren die Kriechmoduln des

tibialen Knorpels insgesamt deutlich héher als die Gleichgewichtsmoduln.

70



Ergebnisse

A B
o sh & °© * o sh
2,01 o Tr X 25001 — eTr
£ ) O Scé c ® O Scé
€ = X,
15 o o ° 3 2000
® o o g S o © °
X
§./c88 882 g™ g ° 8 .
oW 840 T3 ° o 8 S -g- ® — °
g © 3 e o 8 2 1000 o o g —
Q o © 5} 3 (o) o
o 5 + < S ° g~ o 8
c o)
< oo © s ¥g 4
3 0
0
0 MP 1 MP 2 MP 3 o MP 1 MP 2 MP 3
C
°) O Sh
* oTr
80001 — 0 Scé
o o 8
< * )
{ ot | |
5 6000) o o 8
o o 8 o
€ 4000 _i_ 0 ° '§'
— o 2
T o g @ 3
o g - e o °
2 8 4
& 2000 © o
)
0
MP 1 MP 2 MP 3

Abb. 50: Tibiale Knorpeldicke (A), Gleichgewichtsmodul (B) und Kriechmodul (C) des Knorpels in den
Gruppen 2 (Sh), 3 (Tr) und 4 (Sc6) in den operierten Gelenken;

* signifikanter Unterschied der Gleichgewichtsmoduln zw. Gruppe 2 (Sh) und 3 (Tr) an MP 1 und MP 2,
p<0,05

signifikanter Unterschied der Kriechmoduin zw. Gruppe 2 (Sh) und 3 (Tr) an MP 1 sowie zw. Gruppe 3
(Tr) und 4 (Sc6) an MP 2, p<0,05

Neben den operierten Kniegelenken wurden auch in diesen drei Gruppen die nicht
operierten, kontralateralen Gelenke untersucht. Dadurch konnten die Auswirkungen
des jeweiligen operativen Eingriffs auf die biomechanischen Eigenschaften des
Knorpels innerhalb der einzelnen Gruppen beurteilt werden.

An Messpunkt 1 wichen in allen drei Gruppen die tibialen Knorpeldicken der beiden
Seiten kaum voneinander ab (Abb. 51). Auch an Messpunkt 2 gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen der nicht operierten und der operierten Seite,
wenngleich der Knorpel der operierten Seiten in der Scaffold-Gruppe tendenziell
dinner war als der Knorpel der nicht operierten Seite (Abb. 51 C). Dieser Unterschied
war allerdings nicht signifikant. An Messpunkt 3 war der tibiale Knorpel der operierten

Gelenke in der Sham- sowie der Scaffold-Gruppe signifikant dicker als der Knorpel der
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nicht operierten Kniegelenke. In der Teilresektion-Gruppe unterschieden sich die

Knorpeldicken auch an diesem Messpunkt nicht voneinander.
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Abb. 51: Vergleich der tibialen Knorpeldicken der kontralateralen nicht operierten Kniegelenke mit den
operierten Gelenken in den Gruppe 2 (Sh; A), 3 (Tr; B) und 4 (Scé6; C);

* signifikanter Unterschied der Knorpeldicken der kontralateralen und der operierten Gelenke an MP 3
in den Gruppe 2 (Sh) und 4 (Sc6), p<0,05

Die Gleichgewichtsmoduln des Knorpels waren in allen drei Gruppen auf beiden
Seiten gréBtenteils auf einem vergleichbaren Niveau. Es gab an keinem Messpunkt
signifikante Unterschiede zwischen den operierten und den nicht operierten Gelenken.
In der Teilresektion-Gruppe war der Gleichgewichtsmodul in den operierten Gelenken
allerdings nur halb so hoch wie der Gleichgewichtsmodul in den nicht operierten
Gelenken (Abb. 52 B). In der Sham-Gruppe gab es an diesem Messpunkt einen
wesentlich geringeren Unterschied zwischen den Moduln der beiden Seiten und in der
Scaffold-Gruppe bestand kaum ein Unterschied (< 3 %) zwischen der operierten und
der kontralateralen Seite (Abb. 52 A und C). An Messpunkt 2 gab es in allen drei
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Gruppen keine groBen Unterschieden zwischen den Gleichgewichtsmoduln der
beiden Seiten. Auch an Messpunkt 3 unterschieden sich die medianen
Gleichgewichtsmoduln in den Gruppen 2 (Sh) und 3 (Tr) kaum. In der Scaffold-Gruppe
war der mediane Gleichgewichtsmodul des Knorpel der operierten Gelenke héher als
der Gleichgewichtsmodul der nicht operierten Gelenke (Abb. 52 C). Der Unterschied
war allerdings nicht signifikant.
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Abb. 52: Gleichgewichtsmoduln des tibialen Knorpels der kontralateralen nicht operierten Gelenke mit
den Moduln der operierten Gelenke in Gruppe 2 (Sh; A), 3 (Tr; B) und 4 (Sc6; C)

Der Kriechmodul an Messpunkt 1 war in allen drei Gruppen auf der operierten Seite
héher als auf der nicht operierten Seite (Abb. 53 A, B und C). In der Scaffold-Gruppe
unterschieden sich die Kriechmoduln an diesem Messpunkt sogar signifikant um 40 %
(Abb. 53 C). An Messpunkt 2 bestand nur in der Teilresektion-Gruppe ein etwas
deutlicherer Unterschied zwischen dem Kriechmodul des Knorpels der kontralateralen
und der operierten Gelenke. Dieser war allerdings nicht signifikant. In den beiden

anderen Gruppen (Sh und Sc6) unterschieden sich die Kriechmoduln an Messpunkt 2
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kaum. Die Kriechmoduln an Messpunkt 3 waren in der Sham-Gruppe beidseits
beinahe identisch (Abb. 53 A) und auch in der Scaffold-Gruppe war der Unterschied
sehr gering (Abb. 53.) In der Teilresektion-Gruppe war der mediane Kriechmodul der
operierten Seite an diesem Messpunkt etwas hdher als auf der nicht operierten Seite.
Es bestand allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den operierten und den

nicht operierten Gelenken.
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Abb. 53: Vergleichende Darstellung der Kriechmoduln des tibialen Knorpels der kontralateralen nicht
operierten Gelenke mit den Moduln der operierten Gelenke in den Gruppen 2 (Sh; A), 3 (Tr; B) und 4
(Scé; C);

*signifikanter Unterschied an MP 1 zwischen den Kriechmoduln auf der nicht operierten Seite und der

operierten Seite in Gruppe 4 (Sc6), p<0,05
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Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der Biomechanik des tibialen Knorpels
In allen Gruppen traten deutliche interindividuelle Unterschiede der biomechanischen
Eigenschaften des tibialen Knorpels auf. Dennoch zeigte sich, dass die
Scaffoldimplantation weder nach drei noch nach sechs Monaten Auswirkungen auf die
biomechanischen Eigenschaften des Knorpels hatte.

An dem Messpunkt, der direkt unterhalb des Scaffolds lag (MP 1), traten in der
Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger Implantationszeit nur sehr geringe Unterschiede
zwischen dem Gleichgewichtsmodul bzw. dem Kriechmodul der operierten und der
nicht operierten kontralateralen Kniegelenke auf. In der Scaffold-6-Monatsgruppe
unterschieden sich die Gleichgewichtsmoduln an Messpunkt 1 kaum und der
Kriechmodul war an diesem Messpunkt auf der operierten Seite sogar héher als auf
der kontralateralen Seite. In der Teilresektion-Gruppe war der Gleichgewichtsmodul
der operierten Gelenke hingegen nur halb so hoch wie der Gleichgewichtsmodul der
kontralateralen nicht operierten Gelenke.

Besonders aussagekraftig beim Vergleich der biomechanischen Ergebnisse der
verschiedenen Gruppen ist der Bereich des Knorpels, der unterhalb des
Meniskusdefekts bzw. des Scaffolds lokalisiert war (Messpunkt 1). In diesem Bereich
traten in den operierten Gelenken signifikante Unterschiede zwischen dem
Gleichgewichtsmodul sowie dem Kriechmodul der Sham- und der Teilresektion-
Gruppe auf. Der Gleichgewichtsmodul in der Teilresektion-Gruppe war an diesem
Messpunkt um 60 % und der Kriechmodul um 26 % niedriger als in der Sham-Gruppe.
Im Gegensatz dazu unterschieden sich die Moduln in der Sham- und der Scaffold-
Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit kaum und es bestanden keine signifikanten
Unterschiede an Messpunkt 1 zwischen diesen beiden Gruppen.

3.4.2 Biomechanik der Menisken und Scaffolds

Der Erfolg eines Implantats fir den Meniskusersatz hangt unter anderem
entscheidend von der mechanischen Belastbarkeit des eingesetzten Materials ab.
Daher wurden in dieser Studie die mechanischen Eigenschaften der Seidenfibroin-
Scaffolds mit den Eigenschaften des nativen Meniskus verglichen. Im Stress-
Relaxations-Test der Meniskusstanzen ergab sich bei 20 % Dehnung ein medianer
Gleichgewichtsmodul von 95 kPa fir das Meniskusgewebe (Abb. 54). Das zuvor nicht
implantierte Scaffoldmaterial erreichte im Stress-Relaxations-Test einen medianen
Gleichgewichtsmodul von 44 kPa und wies daher eine signifikant niedrigere Steifigkeit
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auf als das Meniskusgewebe. Bereits nach dreimonatiger Implantation war das
Scaffoldmaterial mit einem medianen Gleichgewichtsmodul von 64 kPa deutlich steifer
als vor der Implantation. Die Steifigkeit der Scaffolds nach dreimonatiger Implantation
war allerdings immer noch signifikant niedriger als die Steifigkeit des Meniskus. Mit
langerer Implantationszeit schien die Steifigkeit des Scaffoldmaterials weiter
zuzunehmen, wodurch nach sechsmonatiger Implantation ein Gleichgewichtsmodul
von 76 kPa erreicht wurde. Damit unterschied sich der Gleichgewichtsmodul des
Scaffoldmaterials nach sechs Monaten nicht mehr signifikant von dem
Gleichgewichtsmodul des Meniskusgewebes. Bei 10 % und 15 % Dehnung verhielten

sich die Gleichgewichtsmoduln von Meniskus und Scaffold entsprechend.
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3.5 India Ink Farbung

Die India Ink Farbung der Femur- und Tibiakondylen ergéanzte die makroskopische
Beurteilung der Knorpelflachen, da durch die Tinte die degenerierten Knorpelareale
deutlich sichtbar dargestellt werden konnten.

Wie bereits die makroskopische Beurteilung der Gelenkflachen zeigte auch die India
Ink Farbung, dass grundsatzlich die medialen Gelenkkompartimente starker
degenerativ verandert waren als die lateralen Kompartimente (Abb. 55, 56, 57 und
58). AuBerdem bestétigte sich, dass vor allem der zentrale Bereich der Femur- und
Tibiakondylen Veranderungen aufwies. Auffallig waren auch hier die starken

interindividuellen Unterschiede. Diese traten unabhangig von der Gruppen-
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zugehdrigkeit der Tiere auf. AuBerdem zeigte die Auswertung mit der Bildanalyse-

software Metamorph®, dass die degenerativen Veranderungen an den Tibiakondylen

grundsatzlich ausgepragter waren als an den Femurkondylen (Abb. 60, 61, 62 und

63).

Abb.
Femurkondyle sowie mediale (C) und laterale (D)

55: Mediale und laterale

(A) (B)
Tibiakondyle der nicht operierten Hinterglied-
mafBe eines Tieres aus Gruppe 4 (Sc6); v. a. die
mediale Femurkondyle weist sehr ausgeprédgte

degenerative Verdnderungen auf

Abb. 56: Laterale (A) und mediale (B)
Femurkondyle sowie laterale (C) und mediale (D)
Tibiakondyle der operierten HintergliedmaBe eines
Tieres aus Gruppe 4 (Sc6); der Knorpel ist
deutlich schwécher degenerativ verdndert als der
Knorpel der nicht operierten HintergliedmaBe (vgl.

Abb. 55)
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Abb. 57: Mediale (A)
Femurkondyle sowie mediale (C) und laterale (D)

und laterale (B)

Tibiakondyle der nicht operierten Hintergliedmaf3e
Gruppe 4 (Sc6); die
degenerativen Verdnderungen sind fast aus-

eines Tieres aus

schlieBlich auf die zentralen Bereiche der
Kondylen begrenzt

Abb. 58: Laterale (A) und mediale (B)
Femurkondyle sowie laterale (C) und mediale (D)
Tibiakondyle der operierten HintergliedmaBe
eines Tieres aus Gruppe 4 (Sc6); das AusmafB
der Knorpeldegeneration ist mit dem AusmafB an
der nicht operierten HintergliedmaBe vergleichbar
(vgl. Abb. 57)

Dreimonatsgruppe (Scaffold-3-Monatsgruppe)
Abbildung 59 zeigt, dass die Tibiakondylen der operierten und der nicht operierten
Kniegelenke deutlich ausgepragtere degenerative Veranderungen aufweisen als die
Femurkondylen. Betrachtet man die medialen Femurkondylen, so waren diese auf der
operierten Seite stérker von Degeneration betroffen als auf der nicht operierten Seite
(Abb. 59 A). Dieser Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant. Bei den
lateralen Femurkondylen gab es keinen Unterschied zwischen den beiden Seiten.

Insgesamt deutlich starker ausgepragte Veranderungen traten an den Knorpelflachen
der medialen Tibiakondylen auf (Abb. 59 B).

kontralateralen und den operierten Gelenken bestand hier jedoch nicht. Lateral traten

Ein Unterschied zwischen den

auf der nicht operierten Seite ca. 30 % ausgedehntere degenerative Veranderungen
auf als auf der operierten Seite (Abb. 59 B). Auch dieser Unterschied war nicht
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signifikant.
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Abb. 59: Prozentualer Anteil der degenerierten Knorpelfldche an der Gesamtknorpelfldche von Femur-
(A) bzw. Tibiakondylen (B) in Gruppe 1 (Sc3)

Sechsmonatsgruppen (Sham-, Teilresektion- und Scaffold-6-Monatsgruppe)

Die Tiere mit sechsmonatiger Standzeit wiesen wesentlich ausgepragtere Knorpelde-
generationen auf als die Tiere der Scaffold-3-Monatsgruppe (vgl. Abb. 59 und Abb.
60).

Verglichen mit den anderen beiden Gruppen traten an den medialen Femurkondylen
in der Teilresektion-Gruppe besonders groBflachige degenerative Veranderungen auf
(Abb. 60 A). Es war ein fast doppelt so groBer Anteil der Knorpelflache von
Degeneration betroffen als in der Sham- und der Scaffold-Gruppe. Damit war die
degenerierte Knorpelflache in der Teilresektion-Gruppe signifikant gréBer als die
degenerierte Knorpelflache in der Sham-Gruppe. Die lateralen Femurkondylen in der
Teilresektion- und der Scaffold-Gruppe waren starker degeneriert als in der Sham-
Gruppe. Dieser Unterschied war allerdings nur gering und statistisch nicht signifikant.
In der Teilresektion-Gruppe waren 26 % der Knorpelflache der medialen
Tibiakondylen degenerativ verdndert. In der Sham- bzw. der Scaffold-Gruppe
hingegen nur 18 % bzw. 20 %. Es bestand allerdings kein signifikanter Unterschied
(Abb. 60 B). Die lateralen Tibiakondylen der Tiere aus der Sham-Gruppe waren zu
einem geringeren Anteil degenerativ verandert als die lateralen Tibiakondylen der
Tiere aus der Teilresektion- und der Scaffold-Gruppe. Auch diese Unterschiede waren
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statistisch nicht signifikant.
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Abb. 60: Prozentualer Anteil der degenerierten Knorpelfldche an der Gesamtknorpelfldche von Femur-
(A) bzw. Tibiakondylen (B) in Gruppe 2 (Sh), 3 (Tr) und 4 (Sc6);

* signifikanter Unterschied im Degenerationsgrad zwischen Gruppe 2 (Sh) und 3 (Tr) an den medialen
Femurkondylen, p<0,05

Der Vergleich der Knorpelflachen der operierten Gelenke mit den Knorpelflachen der
nicht operierten kontralateralen Gelenke zeigte, dass die medialen Femurkondylen der
operierten Gelenke in der Sham-Gruppe signifikant weniger Degeneration aufwiesen
als die Kondylen der nicht operierten Gelenke (Abb. 61 A). Genau umgekehrt war das
Verhaltnis bei den medialen Tibiakondylen. Hier war auf der operierten Seite ein
signifikant groBerer Anteil der Knorpelflache degenerativ verandert als auf der
kontralateralen Seite (Abb. 61 A).

In der Teilresektion-Gruppe war die degenerierte Flache an den medialen
Femurkondylen der operierten Gelenke fast doppelt so groB wie in den nicht
operierten Gelenken (Abb. 61 B). Die Unterschiede zwischen den beiden Gelenken
waren allerdings nicht signifikant. Bei den medialen Tibiakondylen waren ebenfalls die
operierten Gelenke starker degenerativ verédndert als die nicht operierten Gelenke.
Der Unterschied zwischen den beiden Seiten war aber niedriger als an den
Femurkondylen und es bestand auch hier keine Signifikanz.

In der Scaffold-Gruppe entsprach das AusmaB der Degeneration an den medialen
Femurkondylen der operierten Gelenke dem AusmaB an den Femurkondylen der
kontralateralen Kniegelenke (Abb. 61 C). Auch an den medialen Tibiakondylen gab es
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kaum einen Unterschied zwischen den operierten und den nicht operierten Gelenken.
In den lateralen Gelenkkompartimenten traten in keiner Gruppe signifikante Unter-
schiede zwischen den operierten und den nicht operierten Gelenken auf (Ergebnisse
nicht dargestellt).
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Abb. 61: Vergleich des Anteils degenerierter Knorpelfldche an der Gesamtknorpelfldche in den
operierten Gelenken mit dem Anteil in den nicht operierten Gelenken in den Gruppen 2 (Sh; A), 3 (Tr;
B) und 4 (Scé6; C); dargestellt sind jeweils die medialen Kondylen;

*signifikante Unterschiede zwischen den nicht operierten und den operierten Gelenken im
Degenerationsgrad der medialen Femur- und Tibiakondylen in Gruppe 2 (Sh), p<0,05
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3.6 Histologische Auswertung

3.6.1 Gelenkkapsel

Der innere Anteil der Membrana synovialis der Gelenkkapsel besteht aus den
sogenannten Synovialdeckzellen. Im gesunden Gelenk setzt sich diese
Synovialdeckzellschicht aus bis zu vier Zellreihen zusammen. Irritation im Gelenk
fihren rasch zu einer Hyertrophie sowie Hyperplasie dieser Zellen. Die
Synovialdeckzellschicht besteht in diesen Fallen aus Uber vier Zellreihen. Die
Hypertrophie und -plasie der Synovialzellen ist haufig mit einer villésen Proliferation
sowie mit einer Hyperamie der Membrana synovialis verbunden. Allerdings wird vor
allem die villése Proliferation der Gelenkkapsel auch in ansonsten unverénderten
Gelenken beobachtet. Je nach Ursache der Irritation kann es zusétzlich zur Infiltration
der Membrana synovialis mit Fremdkdrperriesenzellen, Lymphozyten, Plasmazellen,
und anderen Immunzellen kommen. Zwischen der Membrana synovialis und der
Membrana fibrosa der Gelenkkapsel sind auch in gesunden Gelenken haufig
Fettzellen eingelagert.

Um die Auswirkungen der Arthrotomie im Allgemeinen sowie der Scaffoldimplantation
im Besonderen auf die Gelenkgesundheit genauer beurteilen zu kénnen, wurden die
mit HE gefarbten histologischen Schnitte der Gelenkkapseln auf Veranderungen
untersucht. Nicht bei allen Tieren wurde die richtige Ebene bei der Anfertigung der
histologischen Schnitte getroffen und daher standen pro Gruppe nur flnf bzw. sechs
Schnitte zur Auswertung zur Verfigung. Das Augenmerk der Untersuchung lag neben
der Beurteilung struktureller Veranderungen auch auf dem Vorkommen von
EntzGndungszellen.

In der Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger Standzeit trat vor allem in den operierten
Gelenken eine Hyperplasie der Synovialdeckzellen auf (Tab. 5). Ein vereinzeltes
Vorkommen von Entziindungszellen war hauptsachlich in den Gelenkkapseln der
operierten GliedmaBen zu beobachten (Tab. 5; Abb. 62).

In der Sham-Gruppe trat eine Hyperplasie der Synovialzellen hingegen deutlich
seltener auf (Tab. 5). Abgesehen von der villésen Proliferation bei fast allen Tieren
waren auf beiden Seiten kaum Veranderungen der Gelenkkapsel zu sehen (Tab. 5;
Abb. 63 und 64).

In der Teilresektion-Gruppe war die Gelenkkapsel bei allen Tieren beidseits villds
proliferiert (Tab. 5; Abb. 65). Eine Hyperplasie der Synovialzellen trat wesentlich
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seltener auf. Bei einigen Tiere waren die BlutgefaBe dilatiert (Tab. 5; Abb. 66). In
dieser Gruppe wurden keine Entziindungszellen in den histologischen Schnitten
gefunden (Tab. 5).

In der Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit trat bei einzelnen Tieren zumeist
beidseits eine Synovialdeckzellhyperplasie auf (Tab. 5; Abb. 67). Eine Vvillése
Proliferation war hauptsachlich in den nicht operierten kontralateralen Gelenken zu
beobachten (Tab. 5). Bei den Tieren, bei denen zum Zeitpunkt der Tétung das
Scaffold im Meniskusdefekt fixiert war, wurden keine Entziindungszellen in den
Gewebeproben der Gelenkkapseln der operierten Seite gefunden (Tab. 5). Es wurden
allerdings auch histologische Schnitte von Gewebeproben der Gelenkkapsel von
Tieren angefertigt, bei denen die Scaffolds disloziert waren. In diesen Féllen war die
Gelenkkapsel lokal mit Entziindungszellen infiltriert (Abb. 68).
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Tab. 5: Befunde der histologischen Untersuchung der Gelenkkapsel (ausgenommen sind die Tiere mit
disloziertem Scaffold)

Kontralaterale Gelenke Operierte Gelenke
Hyper- Villése Hyper- Entzin- Hyper- Villése Hyper- Entzin-
plasie  Proliferation = @mie  dungszellen plasie  Proliferation amie  dungszellen

Sc3

1 X X X

2 X X X X X

3 X X X X

4 kein Schnitt X X

5 X X X
Gesamt 1 3 0 1 4 4 1 3
Sh

1 X

2 X X X X

3 X X

4 X X

5
Gesamt 1 3 0 0 1 4 1 0
Tr

1 X X X X

2 X X X X

3 X X X

4 X X X

5 X X X

6 X X X
Gesamt 2 6 1 0 3 6 2 0
Sc6

1 X X X X

2 X

3 X X

4 X X X X

5 X X X
Gesamt 3 5 1 1 2 2 0 0

84



Ergebnisse

Abb. 62: Histologischer Schnitt durch die Kniegelenkkapsel eines Tieres aus Gruppe 1 (Sc3; operierte
Seite); Hypertrophie der Synovialzotten (schwarze Pfeile); vereinzelte Entziindungszellen in der

Membrana synovialis (blaue Pfeile); A: 50-fache VergréBerung; B: Ausschnitt aus A (Kasten), 400-fache
VergréBerung
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Abb. 63: Histologischer Schnitt durch die
Gelenkkapsel eines nicht operierten Kniegelenks
der Sham-Gruppe; Fettzelleinlagerung zwischen
der Membrana synovialis und der Membrana
fibrosa (A; Pfeil); Synovialzellschicht mit 2-3
Zellreihen (B); A: 50-fache VergréBerung; B: Aus-
schnitt aus A (Kasten), 400-fache VergréBerung

Abb. 64: Histologischer Schnitt durch die
Gelenkkapsel eines operierten Gelenks der

Sham-Gruppe (gleiches Tier wie in Abb. 63);

Fettzelleinlagerung zwischen Membrana
synovialis und Membrana fibrosa (schwarzer
Pfeil); Membrana synovialis bildet eine lange
Synovialzotte aus (blauer Pfeil); Synovialzell-
schicht mit 2-4 Zellreihen (B); A: 50-fache
VergréBerung; B: Ausschnitt aus A (Kasten), 400-

fache VergréBerung
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Abb. 65: Histologischer Schnitt durch die
Kniegelenkkapsel eines Tieres der Teilresektion-

Gruppe (nicht operierte Seite); Membrana
synovialis mit zahlreichen Synovialzotten (A;
Pfeile); die Synovialzellschicht umfasst 2-4
Zellreihen (B); A: 50-fache VergréBerung; B:
VergréBerung aus A (Kasten), 200-fache Ver-

gréBerung

Abb. 66: Histologischer Schnitt durch die
Kniegelenkkapsel eines Tieres der Teilresektion-
Gruppe (operierte Seite; gleiches Tier wie in Abb.
65); Hyperdmie in der Membrana synovialis (B;
Pfeile); Synovialzellschicht mit 2-4 Zellreihen (B);
A: 50-fache VergréBerung; B: Ausschitt aus A
(Kasten), 400-fache VergréBerung
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Abb. 67: Histologische Schnitte durch die Gelenkkapseln eines Tieres aus Gruppe 4 (Sc6); Membrana
synovialis und membrana fibrosa der nicht operierten Seite (A) sind unaufféllig, auf der operierten Seite
(B) geringgradige Hyperplasie der Synoviadeckzellschicht; A und B: 200-fache VergréBerung

Abb. 68: Histologischer Schnitt durch die Gelenkkapsel eines Tieres der Scaffold-Gruppe (Sc6);

Gelenkkapsel umgibt Scaffoldstiick (schwarze Pfeile); vereinzelte Entziindungszellen (u.a. mehrkernige
Riesenzellen) im Bereich des Scaffolds (blauer Pfeil); A: 100-fache VergréBerung; B: Ausschnitt aus A
(Kasten), 400-fache VergréBerung
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3.6.2 Meniskus und Scaffold

Histologische Schnitte von Meniskus und Scaffold wurden angefertigt, um einschatzen
zu kbénnen, ob die Implantation eine lokale Entzlindungsreaktion hervorgerufen hatte.
AuBerdem konnten in den histologischen Schnitten der Scaffolds eingewachsene
Zellen sowie neu gebildete Matrix identifiziert und charakterisiert werden.

Bei der Vorbereitung der Meniskus-Scaffold-Proben I6sten sich in fast allen Fallen die
Scaffolds aus dem Defekt. Aufgrund dieser Artefakte war es nur bei wenigen Proben
mdglich, den Ubergang von Meniskusgewebe zu Scaffold im histologischen Schnitt
darzustellen. Hatte sich das Scaffold bei der Probenbearbeitung aus dem Defekt

gelést, wurden von Meniskus und Scaffold jeweils separate Schnitte angefertigt.

Meniskus

Der Meniskus besteht zum gréBten Teil aus Kollagenen mit azidophilem Charakter.
Dadurch sind histologische Praparate von Meniskusgewebe nach HE-Farbung
gleichmaBig rot bis pink gefarbt (Abb. 69). Im Bereich der Resektionskanten war das
Meniskusgewebe allerdings sowohl in beiden Scaffold-Gruppen als auch in der
Teilresektion-Gruppe haufig schwacher mit Eosin angefarbt und erschien in den
vertikalen Schnitten daher leicht blaulich. Der Bereich, in dem das Farbeverhalten des
Gewebes verandert war, umfasste in allen drei Gruppen wenige Mikrometer (Abb. 71,
78 und 79). In diesem Bereich schienen die Kollagenblindel auBerdem ihren
Zusammenhalt verloren zu haben. Sie wirkten daher aufgefasert (Abb. 70 und 71).

In den beiden Scaffold-Gruppen war entlang der Resektionskanten stellenweise eine
Zellclusterbildung zu sehen (Abb. 73 C). Die Cluster bestanden aus Fibrochondro-
zyten. In der Teilresektion-Gruppe wurden keine Zellcluster gefunden. Abgesehen von
dieser Clusterbildung sahen die Fibrochondrozyten im resektionsnahen Gebiet
unverandert aus.

An einem Meniskuspraparat der Teilresektion-Gruppe Uberzog stellenweise eine
dinne, zellreiche Gewebsschicht die Schnittkante. Diese Schicht hatte sich
offensichtlich nach der Resektion gebildet (Abb. 72). Auch in einem Schnitt durch den
Meniskus eines Tieres der Gruppe 4 (Sc6) hatte sich im Bereich der Schnittkante lokal
neues Gewebe gebildet. Das neugebildete Gewebe schien chondrozytare Zellen zu
enthalten (Abb. 70).
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Abb. 69: Horizontaler Schnitt durch einen
medialen Meniskus der nicht operierten Seite; die
Farbung mit HE ist gleichmaBig; Ubergang des
Meniskus in Kapselgewebe am unteren Bildrand
(Pfeile); Schneideartefakte auf der linken Seite
(Sternchen); 12,5-fache VergréBerung

Abb. 70: Horizontaler Schnitt durch einen medialen Meniskus (operierte Seite) aus Gruppe 4 (Sc6);

aufgefaserte Schnittkante (A, schwarze Pfeile); neu gebildetes Gewebe u. a. mit chondrozytédren Zellen
(B; blaue Pfeile); A: 12,5-fache VergréBerung; B: Ausschnitt aus A (Kasten), 200-fache VergréBerung
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Abb. 71: Vertikaler Schnitt durch einen Meniskus  Abb. 72: Vertikaler Schnitt durch einen
der Gruppe 4 (Sc); aufgefaserte Schnittkante mit ~ Meniskus der Gruppe 3 (Tr); eine dinne,
reduzierter Rotfarbung (Pfeile); 100-fache Ver-  zellreiche Schicht (berzieht die Schnittkante
gréBerung (Pfeile); 100-fache VergréBerung

Scaffolds

Die vertikalen Schnitte durch die Scaffolds zeigten, dass sowohl in der Scaffold-3-
Monats- als auch in der Scaffold-6-Monatsgruppe die Beschaffenheit der einzelnen
Scaffolds sehr uneinheitlich war (Tab. 6). Die femoralen und tibialen Oberflachen
erschienen in den Ubersichtsaufnahmen einiger Scaffolds mehr oder weniger glatt
(Tab. 6; Abb. 74 und 80 C). Meist waren allerdings in den Ubersichtsaufnahmen
sowohl auf der femoralen als auch auf der tibialen Oberflache bis zu 1 mm tiefe
Faltungen zu sehen (Tab. 6; Abb. 75, 80 A und 80 B). Zudem traten deutliche
Unterschiede in der PorengréBe und der Beschaffenheit der Porenwande sowohl
innerhalb der einzelnen Scaffolds als auch zwischen den verschiedenen Scaffolds auf
(Tab. 6). Stellenweise waren die Porenwé&nde > 10 um dick und gut mit Eosin
angefarbt (Abb. 77 und 79). Die Hohlrdume der Scaffolds waren nicht mehr rund
sondern unterschiedlich stark komprimiert. Viele dieser Hohlraume waren in den
histologischen Schnitten leer, einige enthielten allerdings auch amorphes Material,
fibroblastozytare und seltener fibrochondrozytéare Zellen sowie fibréses Gewebe (Tab.
6; Abb. 73 A, 73 B und 81). Vereinzelt waren auch Immunzellen zu finden. Daneben
gab es auch Bereiche, in denen hauptsachlich Mikroporen vorkamen (Abb. 80 B und
82). Die Porenwande der Mikroporen waren nur wenige Mikrometer dick und schwach
gefarbt. Diese Mikroporen waren meist stark komprimiert und enthielten weder
Gewebe noch Zellen (Abb. 76 und 82). In beiden Scaffold-Gruppen gab es Scaffolds,
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die fast ausschlieBlich aus komprimierten Mikroporen bestanden (Abb. 75 A und 82).
Diese Scaffolds enthielten weder Zellen noch Gewebe und durch die Kompression der
Mikroporen war die Héhe der Scaffolds in diesen Fallen sehr gering (Abb. 75 A).
Neben vertikalen Schnitten durch die Scaffolds wurde in beiden Scaffold-Gruppen
auch jeweils ein horizontaler Schnitt von einer zusammenhangenden Meniskus-
Scaffold-Probe angefertigt (Abb. 73 und 78). Diese Horizontalschnitte standen flr die
Beurteilung des Ubergangs von Scaffold zu Meniskus zur Verfliigung. In beiden
Schnitten war fast Uber den gesamten Kontaktbereich von Meniskus und Scaffold ein
80-320 um breiter Spalt zu sehen. Dieser wurde an keiner Stelle von Bindegewebe
Uberbrickt. Es gab auch keine Hinweise, dass in vivo eine bindegewebige
Verankerung des Scaffolds bestanden hatte. Die Vermutung der makroskopischen
Untersuchung, dass wahrend der Implantationszeit keine Integration der Scaffolds in
das Meniskusgewebe stattgefunden hatte, wurde durch die histologische
Untersuchung bestétigt.

In dem horizontalen Schnitt der Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit fiel
auBerdem auf, dass anstelle der porésen Scaffoldschnittkante dem Meniskus Uber
einen groBen Bereich die glatte Scaffoldoberflache direkt an lag (Abb. 78). Dies lasst
darauf schlieBen, dass sich die tibiale Flache des Scaffolds im Bereich des Meniskus
nach oben und damit zwischen Meniskus und den porésen Anteil des Scaffolds
geschoben hatte. Auch bei einigen vertikalen Schnitten war die tibiale glatte
Oberflache des Scaffolds an der Kontaktstelle zum Meniskus Uber mehrere
Mikrometer nach proximal eingefaltet und die Meniskusschnittflache hatte in diesem
Bereich Kontakt zur glatten Oberflache des Scaffolds (Abb. 79 und 80 A).
Grundsatzlich war kein Unterschied in der Beschaffenheit der Scaffolds zwischen den
beiden Gruppen zu erkennen (Tab. 6). AuBerdem schienen die Zellen und das
Gewebe in den Hohlrdumen die gleiche Qualitat und Quantitat aufzuweisen. In beiden
Gruppen fiel auf, dass hauptsachlich Poren nahe der Meniskusschnittflache oder im
Bereich des Nahtkanals mit Gewebe und Zellen gefillt waren (Abb. 73, 74, 78 und
79). Zentral bzw. in der Spitze der Scaffolds traten nur vereinzelte Zellen sowie

teilweise amorphes Gewebe auf.
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Tab. 6: Befunde der histologischen Untersuchung der Scaffolds nach drei- und sechsmonatiger

Implantation

Integration Faltungen Makroporen Mikroporen = Amorphes Material Zellen/Gewebe

Sc3
1 X X X X
2 X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
Gesamt 0 4 6 3 6 4
Sc6
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X
4 X X X X X
5 X X X X
6 X X X
Gesamt 0 5 5 5 5 4
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Abb. 73: HE-geférbter Horizontalschnitt durch Meniskus und Scaffold eines Tieres der Gruppe 1 (Sc3);
keine gewebige Verbindung zwischen Meniskus und Scaffold (ber den gesamten Kontaktbereich,
daher ist ein 80-320 um breiter Spalt zwischen Scaffold und Meniskus zu sehen (A); auch im
meniskusnahen Scaffoldbereich ist ausschlieBlich amorphes, zellfreies Material in den Poren (A, B;
schwarze Pfeile); Chondrozyten-Cluster im Meniskus nahe dem Resektionsbereich (C); zentral
Schneideartefakt (Sternchen); A: Ubersichtsaufnahme; B und C: Ausschnitte aus A (Kasten), 200-fache
VergréBerung

Abb. 74: Vertikaler Schnitt durch
das Scaffold aus Abbildung 73;
die Poren sind gréBtenteils leer;

s 5 2ias satia A die Scaffoldoberfidche ist glatt:
1mm

100-fache VergréBerung
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Abb. 75: Ubersichtsaufnahmen vertikaler Schnitte durch verschiedene Scaffolds aus Gruppe 1 (Sc3);
z. T. bis zu 1 mm tiefe Faltungen in den Oberfldchen der Scaffolds (C; Pfeile); Schneideartefakt

(Sternchen)

Abb. 76: Vertikaler Schnitt durch ein Scaffold
aus Gruppe 1 (Sc3); ca. 100 um dicke, glatte
AuBenschicht; groBlumige Poren im Rand-
bereich, z. T. gefillt mit amorphem Material
(schwarze Pfeile) und fibroblastozytdren Zellen
(blauer Pfeil); leere Mirkroporen mit dinnen
Porenwénden im zentralen Bereich; 100-fache
VergréBerung

Abb. 77: VergréBerter Ausschnitt aus Abb. 75 C;
deutlich schmélere AuBenschicht des Scaffolds

verglichen mit dem Scaffold aus Abb. 76
(schwarze Pfeile); groBlumige, komprimierte
Poren; z. T. mit zellreichem, z. T. mit amorphem
Material gefillt; die Zellen haben fibroblasto-
zytdren Charakter (blauer Pfeil); 200-fache
VergréBerung
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Abb. 78: Horizontaler Schnitt durch ein Scaffold der Gruppe 4 (Sc6); groBe Teile der
ScaffoldauBenwand sind eingeschlagen und liegen dem Meniskusgewebe direkt an (A; schwarze
Pfeile); Scaffold mit tiefen Faltungen (blaue Pfeile) und gréBtenteils kollabierten Mikroporen (B); nur im
Bereich des Nahtkanals sind einzelne Poren mit Bindegewebe gefillt (A; roter Kasten); in einem
Bereich liegt das Scaffold dem Meniskus direkt an, dennoch tritt kein Gewebe aus dem Meniskus in das
Scaffold iiber (B); A: Ubersichtsaufnahme, B: Ausschnitt aus A (schwarzer Kasten), 100-fache
VergréBerung

Abb. 79: Vertikaler Schnitt durch ein Scaffolds aus Gruppe 4 (Sc6); die Scaffoldhéhe ist geringer als die
Meniskushéhe (A); die ScaffoldauBenfldche hat sich auf der femoralen Seite eingefaltet (Pfeil); es
besteht keine Gewebsverbindung zwischen Scaffold und Meniskus (B); meniskusnah sind die
groBlumigen Poren des Scaffolds mit amorphen Material, fibroblastozytdren Zellen und Bindegewebe
gefullt; das Bindegewebe im Scaffold &hnelt dem Meniskusgewebe deutlich (blauer Pfeil);
Schneideartefakt (Sternchen); A: Ubersichtsaufnahme; B: Ausschnitt aus A, 100-fache VergréBerung
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1 mm

Abb. 80: Ubersichtsaufnahmen vertikaler Schnitte durch verschiedene Scaffolds aus Gruppe 4 (Scé6);

zum Teil bis zu 500 um tiefe Faltungen in den Oberfldchen der Scaffolds (A, B; Pfeile); ein Scaffold mit

glatten Oberfldachen (C)

v
— f ¥ »
—
= £ e
° /'
[ 5
100 ym C—— Voo

Abb. 81: VergréBerung des Scaffolds aus Abb.
80 A; z. T. sehr groBlumigen Poren; v. a. mit
amorphem Material (blaue Pfeile) aber auch mit
fibrochondrozytdren Zellen (schwarzer Pfeil)
gefllt; 200-fache VergréBerung

Dislozierte Scaffolds

Abb. 82: VergréBerung des Scaffolds aus Abb.
80 B; hauptsdchlich Mikroporen mit stark

komprimierten Lumina; alle Poren sind leer;

400-fache VergréBerung

Auch die Scaffolds, die zum Zeitpunkt der Sektion nicht mehr am Meniskus fixiert

waren, wurden histologisch aufbereitet. Hier gab es ebenfalls deutliche Unterschiede

zwischen den einzelnen Scaffolds.

Ein Scaffold war vollstdndig von einer Gewebskapsel umgeben (Abb. 83 A). Das

Scaffold war von fibrozytdren Zellen umgeben und im Bereich der porésen
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Schnittflache wuchs Gewebe in das Scaffoldinnere ein (Abb. 83 A). Das Gewebe im
Scaffoldinneren enthielt zahlreiche Fibrozyten, BlutgefaBe und vereinzelte Fremd-
kérperriesenzellen sowie andere Immunzellen (Abb. 83 B wund C). Die
Scaffoldoberflachen sowie die Porenwénde im Randbereich waren noch gut erhalten,
aber teilweise vom eingewachsenen Gewebe verdrangt.

Ein weiteres disloziertes Scaffold sah im histologischen Schnitt den Scaffolds sehr
ahnlich, die sich zum Zeitpunkt der Sektion noch im Meniskusdefekt befunden hatten
(Abb. 84 A). Viele der Poren waren leer. Nur in dem Bereich, in dem die Porenstruktur
zerstort war, trat ein zellreiches Gewebe auf (Abb. 84 B).

Bei einem anderen dislozierten Scaffold war die Struktur deutlich starker veréndert.
Die Scaffoldoberflache war stellenweise aufgeraut und die Porenwande wirkten
brichig (Abb. 85 B und C). Die urspriingliche Form des Scaffolds war nicht mehr zu
erkennen (Abb. 85 A). Im Inneren des Scaffolds kamen vergleichsweise viele

Fremdkdrperriesenzellen sowie andere phagozytierende Immunzellen vor.
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Abb. 83: Histologischer Schnitt durch ein disloziertes Scaffold; eine Gewebskapsel umgibt das Scaffold
vollstdndig (A); im Bereich der Schnittkante des Scaffolds wéachst Gewebe in das Scaffoldinnere ein;
dieses enthdlt v. a. Fibrozyten, stellenweise auch BlutgefdBe (B; schwarzer Pfeil) und vereinzelte
Fremdkdrperriesenzellen (C; blaue Pfeile); A: Ubersichtsaufnahme; B: 200-fache VergréBerung; C: 400-
fache VergréBerung

Abb. 84: Histologischer Schnitt durch ein disloziertes Scaffold; die Form des Scaffolds ist noch
weitestgehend erhalten (A); stellenweise ist die Porenstruktur zerstért (Pfeile), in diesem Bereich sind
fibrozytédre Zellen und Bindegewebe in die Poren eingelagert (B); A: Ubersichtsaufnahme; B: Ausschnitt
aus A (Kasten), 100-fache VergréBerung
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Abb. 85: Histologischer Schnitt durch ein disloziertes Scaffold; die Oberfldche der Scaffoldwédnde wirkt
angeraut und stellenweise briichig (schwarze Pfeile); neben Fibrozyten befinden sich auch

Fremdkdrperriesenzellen im Scaffoldinneren (blaue Pfeile); A: Ubersichtsaufnahme; B: 200-fache
VergréBerung; C: 400-fache VergréBerung

3.6.3  Gelenkknorpel der medialen Tibiakondylen

Neben der makroskopischen und biomechanischen Untersuchung des tibialen
Knorpels fand auch eine histologische Beurteilung des Gelenkknorpels statt.
Histologische Schnitte der medialen Tibiakondylen wurden hierfir mit HE und Saf-O
gefarbt. Um die Auswirkungen der Scaffoldimplantation auf die Knorpelgesundheit
einschatzen zu kénnen, wurden jeweils die medialen Tibiakondylen der operierten
GliedmaBen mit den Tibiakondylen der nicht operierten GliedmaBen verglichen.
Zusatzlich fand ein Vergleich zwischen den drei Gruppen mit sechsmonatiger
Standzeit statt.

Die entkalkten Knorpel-Knochen-Proben lieBen sich nur schwer verarbeiten. Einige
Proben brachen bei der Anfertigung der histologischen Schnitte oder die
Knorpelschicht 16ste sich stellenweise vom Knochen. Aus diesem Grund gab es nicht
von allen Proben auswertbare Schnitte. Zum Teil standen daher nur sehr wenige

Schnitte pro Gruppe und Schnittebene zur Auswertung zur Verfligung. Von jeder
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medialen Tibiakondyle wurden histologische Schnitte aus drei Regionen untersucht
(vgl. Kapitel 2.4.5.1). Schnitt 1 lag im anterioren Bereich der Tibiakondyle, Schnitt 2 im
zentralen Bereich. Dieser war in vivo unterhalb des Scaffolds bzw. unterhalb des
Meniskusdefekts lokalisiert. Schnitt 3 befand sich im posterioren Bereich der
Tibiakondyle. Insgesamt zeigte Schnitt 2 die starksten degenerativen Verédnderungen
und Schnitt 1 war in allen Gruppen am wenigsten verandert. Auffallig war auch, dass
in allen Schnitten sowie in allen Gruppen im zentralen Anteil der Tibiakondylen die
starksten degenerativen Veranderungen auftraten. Der periphere Anteil wies teilweise
keine oder nur leichte Anzeichen von Degeneration auf.

Abb. 86: Schnitt 2 der medialen
Tibiakondylen aus Gruppe 1 (Sc3);
A: nicht operierte Seite, B: operierte
Seite; die Knorpeloberfldche ist auf
beiden Seiten gréBtenteils intakt, es
treten nur geringgradige Unregel-
méBigkeiten auf; das Sternchen
markiert den zentralen Bereich der

Tibiakondylen;

Ubersichtsaufnahmen, HE-Farbung
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Abb. 87: Mediale Tibiakondylen der
operierten Seite aus der Teilresektion-

Gruppe (Schnitt 2); die Knorpel-

oberfldche ist im zentralen Bereich
(Stern) stark aufgefasert; die Risse
reichen bis in die radiale Zone des
Knorpels; der Knorpel ist nur schwach
mit Safranin O angefarbt (B); A: HE-
Farbung; B: Saf-O-Farbung; Uber-
sichtsaufnahmen

Abb. 88: Mediale Tibiakondylen
(Schnitt 2) der operierten GliedmaBe
aus Gruppe 4 (Sc6); in dem HE-
geféarbten Schnitt (A) sind einzelne
Risse in der Knorpeloberfliche zu
erkennen (Pfeile); im Bereich der
Risse ist die Saf-O-Féarbung deutlich

schwécher als im restlichen Knorpel

; AL (B); das Sternchen markiert den
_05mm_

zentralen Bereich der Kondylen

Bei intakter Knorpeloberflache war meist auch die Knorpel-Knochen-Grenze intakt und
die Saf-O-Intensitat nur leicht reduziert (Abb. 89 und 90). Knorpelbereiche, die tiefere
Risse aufwiesen, waren hingegen meist nur sehr schwach mit Saf-O angefarbt (Abb.
88 und 91). Sobald der Knorpel stark aufgefasert war, traten auch haufig
Zellveranderungen auf. Die Chondrozyten bildeten in diesen Bereichen Cluster oder
es lag eine Hypozellularitat vor (Abb. 92). Im peripheren Anteil der Tibiakondylen kam
hingegen héaufiger eine diffuse Hyperzellularitdt vor (Abb. 90). Vor allem peripher
traten teilweise auch BlutgefdBe Uber die Knorpel-Knochen-Grenze, obwohl die
Knorpeloberflache intakt war (Abb. 93). In allen vier Gruppen gab es Knorpelproben,
die kaum Verédnderungen aufwiesen, aber auch Proben, die deutlich verandert waren.
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Abb. 89: Mit HE- und Saf-O-geférbte histo-
logische Schnitte durch die Tibiakondyle eines
Tieres der Gruppe 2 (Sh); zentraler Bereich;
Knorpeloberfldche mit leichten UnregelméBig-
keiten sowie stellenweise Pannusbildung (A, B),
unverdnderte Zellzahl (A-C), intakte Knorpel-
Knochen-Grenze (C), leichte Reduktion der
Safranin O Intensitdt (B); A und B: 50-fache
VergréBerung, C: 100-fache VergréBerung

Abb. 90: HE-gefarbter Schnitt durch die mediale
Tibiakondyle eines Tieres aus Gruppe 4 (Sc6);

UnregelméBigkeiten der Knorpeloberfldche mit
Pannusbildung, diffuse Hyperzellularitdt und
intakte Knorpel-Knochen-Grenze; 50-fache Ver-

gréBerung

Abb. 91: Saf-O-gefdrbter Schnitt durch die
mediale Tibiakondyle eines Tieres der Gruppe 4
(Sc6); Risse bis in die radiale Zone; in diesem
Bereich keine Saf-O Féarbung und Zellcluster-
intakte

bildung; Knorpel-Knochen-Grenze;

50-fache VergréBerung

103



Ergebnisse

Abb. 92: HE-geférbter (A) und Saf-O-gefarbter (B) Schnitt durch die mediale Tibiakondyle eines Tieres
der Gruppe 2 (Sh); multiple Risse bis in die radiale Zone; neben Zellclusterbildung (schwarze Pfeile)
auch lokale Hypozellularitidt (blaue Pfeile);, keine Fdrbung mit Saf-O (B); intakte Knorpel-Knochen-
Grenze; 100-fache VergréBerung

Abb. 93: Schnitte durch die mediale Tibiakondyle eines Tieres aus Gruppe 1 (Sc3); BlutgefdBe aus dem
subchondralen Knochen durchbrechen die kalzifizierte Zone sowie die Knorpel-Knochen-Grenze
(Pfeile); die Knorpel-Knochen-Grenze ist daher deutlich wellenférmig; A: 50-fache VergréBerung, B:
100-fache VergréBerung

3.6.3.1 Fibrillationsindex

Der Fibrillationsindex gibt Auskunft Uber die Oberflachenbeschaffenheit des tibialen
Knorpels. Zur Berechnung der Indices wurde neben der La&nge der direkten
Knorpeloberflache auch die Lange der Knorpel-Knochen-Grenze bestimmt (vgl.
Kapitel 2.4.5.3.1). Je aufgefaserter die Knorpeloberflache, desto langer wurde sie. Da
aber die Lange der Knorpel-Knochen-Grenze unverandert blieb, stieg der
Fibrillationsindex. Geschéadigter Knorpel hat somit einen héheren Fibrillationsindex als
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gesunder Knorpel.

In allen vier Gruppen war der durchschnittliche Fibrillationsindex im anterioren Schnitt
(Schnitt 1) am niedrigsten, gefolgt von dem Fibrillationsindex im posterioren Schnitt
(Schnitt 3). Im mittleren Schnitt (Schnitt 2) war der Fibrillationsindex durchschnittlich in

allen 4 Gruppen héher als in den anterioren und posterioren Schnitten.

Dreimonatsgruppe (Scaffold-3-Monatsgruppe)

In der Gruppe mit dreimonatiger Scaffoldimplantation unterschieden sich die
medianen Fibrillationsindices in den operierten Gelenken in keinem Schnitt signifikant
von den Fibrillationsindices in den nicht operierten Gelenken (Abb. 94). In den
Schnitten 1 und 2 waren die Fibrillationsindices der operierten Seite tendenziell etwas
niedriger als die Indices der kontralateralen Seite. In Schnitt 3 hingegen war der
Fibrillationsindex der operierten Seite tendenziell héher als der Index der nicht

operierten Seite.
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Abb. 94: Fibrillationsindices des tibialen Knorpels in Gruppe 1 (Sc3)

Sechsmonatsgruppen (Sham-, Teilresektion- und Scaffold-6-Monatsgruppe)

Der Vergleich der Fibrillationsindices der operierten Gelenke in den drei Gruppen mit
sechsmonatiger Standzeit zeigte ebenfalls keine deutlichen Unterschiede zwischen
den Gruppen (Abb. 95). In Schnitt 1 lagen die medianen Fibrillationsindices der
Teilresektion-Gruppe und der Scaffold-Gruppe bei 1,6 und damit leicht Gber dem Wert
in der Sham-Gruppe (FI = 1,3). In Schnitt 2 lag der mediane Fibrillationsindex in der
Teilresektion-Gruppe geringfligig tGber dem Fibrillationsindex der Sham-Gruppe. Der
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Fibrillationsindex in der Scaffold-Gruppe (Sc6) hingegen lag geringfligig unter dem
Fibrillationsindex der Sham-Gruppe. Die medianen Fibrillationsindices in Schnitt 3

lagen in allen drei Gruppen sehr nah beieinander.
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Abb. 95: Vergleich der Fibrillationsindices des tibialen Knorpels der operierten Seite (Gruppen 2 (Sh), 3
(Tr) und 4 (Sc6))

In den Gruppen mit sechsmonatiger Standzeit gab es ebenfalls keine groBen
Unterschiede zwischen den operierten und den nicht operierten Gelenken (Abb. 96).
In der Sham-Gruppe entsprachen die medianen Fibrillationsindices der operierten
Seite in den Schnitten 1 und 2 den medianen Fibrillationsindices der nicht operierten
Seite (Abb. 96 A). In Schnitt 3 unterschieden sich die Fibrillationsindices nur um eine
Stelle hinter dem Komma.

In der Teilresektion-Gruppe unterschieden sich vor allem die Fibrillationsindices in
Schnitt 2 recht deutlicher voneinander (Abb. 96 B). Der mediane Fibrillationsindex der
operierten Seite war in diesem Schnitt doppelt so groBB wie der Fibrillationsindex der
nicht operierten Seite, der Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant. In
den anderen beiden Schnitten gab es nur geringfligige Unterschiede zwischen den
beiden Seiten.

In der Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit bestand in allen Schnitten kaum
ein Unterschied zwischen den Fibrillationsindices der operierten Gelenke und den
Fibrillationsindices der nicht operierten Gelenke. Vor allem in Schnitt 2 unterschieden
sich die Werte in dieser Gruppe nur um 4 % (Abb. 96 C).
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Abb. 96: Vergleich der Fibrillationsindices des tibialen Knorpels der operierten Seite mit denen der nicht
operierten Seite in den Gruppen 2 (Sh; A), 3 (Tr; B) und 4 (Sc6; C)

3.6.3.2 Degenerationsgrad nach Mankin

In die Beurteilung des Knorpels nach Mankin flossen neben der Oberflachen-
beschaffenheit auch die Zellzahl, die Anfarbbarkeit mit Safranin O sowie der Zustand
der Knorpel-Knochen-Grenze ein. Dadurch wurde es mdoglich, degenerative
Knorpelveréanderungen differenzierter und gleichzeitig semiquantitativ zu erfassen. In
den vier Kategorien wurden jeweils Punkte vergeben, die addiert den Gesamtgrad
nach Mankin ergaben (vgl. Kapitel 2.4.5.3.2). Gesunder, unveranderter Knorpel wirde
den Degenerationsgrad 0 erhalten. Sehr stark degenerierter Knorpel kénnte maximal
Grad 14 erreichen.

In den vier Versuchsgruppen lag der Gesamtgrad nach Mankin zwischen 5 und 9.
Diese Werte liegen im mittleren Bereich der Grading-Skala nach Mankin. Kein Tier

erhielt den Grad 0. Das heiBt, bei keinem Tier war der Knorpel véllig unveréndert.
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Allerdings erreichte auch kein Tier einen Grad dber 11. Die Héhe des
durchschnittlichen Gesamtgrades nach Mankin korrelierte in den einzelnen Gruppen
und Schnitten deutlich mit der H6he des Fibrillationsindex.

Dreimonatsgruppe (Scaffold-3-Monatsgruppe)

In der Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger Standzeit war in Schnitt 1 nur ein Grad
Unterschied zwischen der nicht operierten und der operierten Seite (Abb. 97). In
Schnitt 2 gab es keine Unterschiede zwischen den beiden Seiten und auch in Schnitt
3 war nur ein Grad Unterschied zwischen der operierten und der nicht operierten,
kontralateralen GliedmaBe.
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Abb. 97: Ergebnisse der Beurteilung der medialen Tibiakondylen nach Mankin in Gruppe 1 (Sc3)

Sechsmonatsgruppen (Sham-, Teilresektion- und Scaffold-6-Monatsgruppe)

Der Vergleich des Degenerationsgrades nach Mankin der operierten Seite der drei
Gruppen mit sechsmonatiger Standzeit zeigte ein &hnliches Bild wie schon der
Vergleich der Fibrillationsindices (Abb. 95 und 98). Die Gesamtgrade in Schnitt 1
waren niedriger als die Grade in Schnitt 2 und 3 (Abb. 98). In Schnitt 1 gab es keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Der Gesamtgrad nach Mankin lag in allen
Gruppen bei 6. In Schnitt 2 lagen die Gesamtgrade zwischen 9 in der Sham-Gruppe
und 7 in der Scaffold-Gruppe. In Schnitt 3 wiesen die drei Gruppen mit Grad 8 in der
Sham-Gruppe bzw. Grad 7 in den anderen beiden Gruppen ebenfalls sehr dhnliche
Werte auf.
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Abb. 98: Ergebnisse der Beurteilung nach Mankin in den Gruppen mit sechsmonatiger Standzeit;

dargestellt sind die Ergebnisse der medialen Tibiakondylen der operierten Gelenke

Auch der Vergleich der operierten Gelenke mit den Gelenken der kontralateralen Seite

zeigte in den einzelnen Gruppen keine groBen Unterschiede (Abb. 99). In der Regel

unterschieden sich die beiden Seiten lediglich um einen Grad, mit Ausnahme von

Schnitt 2 in der Sham-Gruppe. Hier lag der mediane Degenerationsgrad auf der

operierten Seite um drei Grad héher als auf der nicht operierten Seite.
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Abb. 99: Beurteilung des tibialen Knorpels nach Mankin in den Gruppen 2 (Sh; A), 3 (Tr; B) und 4 (Scé6;

C)
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3.7 Immunchemie

Der Entzindungsmediator Prostaglandin E; und die Zytokine Interleukin 13 und 6 sind
inflammatorische Parameter, deren Konzentrationen bei entzindlichen Prozessen
sowie bei Arthrose in der Synovialflissigkeit erhéht sind. In dieser Studie wurde daher
der PGE,-, der IL-1B- und der IL-6-Gehalt in der Synovialflissigkeit der Kniegelenke
pré- und postoperativ ermittelt. So konnten die Auswirkungen der Operation im
Allgemeinen sowie der Scaffoldimplantation im Besonderen beurteilt werden.

Da bei einigen Tieren keine bzw. nur sehr wenig Synovialflissigkeit wahrend der
Operation oder zum Zeitpunkt der Tétung gewonnen werden konnte, war es nicht in
allen Fallen mdglich die PGE,-, IL-1B- und IL-6-Konzentrationen in der
Synovialflissigkeit zu bestimmen. AuBerdem wurden einige Proben bei der Enthahme
durch Einblutungen verunreinigt und mussten von den Auswertungen ausgeschlossen

werden. Dadurch ergaben sich z. T. sehr kleine GruppengréBen.

3.7.1 PGE,-Bestimmung

Die untere Nachweisgrenze des PGE, EIA-Kits betrug laut Hersteller 9,86 pg/ml. Die
Standardkurve des Kits erfasste allerdings nur PGE,-Konzentrationen zwischen 31,25
und 1000 pg/ml. Traten PGE,-Konzentrationen unterhalb des Standardkurvenbereichs
auf, wurde nicht der ermittelte Wert sondern der niedrigste Wert der Standardkurve
(31,25 pg/ml) far die Auswertung verwendet.

In den beiden Scaffold-Gruppen wurde ein Anstieg der PGEz-Konzentration von den
praoperativen Werten bis zum Zeitpunkt der Tétung beobachtet (Abb. 100). In allen
vier Gruppen waren die PGEx-Konzentrationen der einzelnen Tiere sowohl pra- als
auch postoperativ individuell sehr unterschiedlich. Alle Tiere der Gruppe 1 (Sc3) und
ein GroBteil der Tiere der Teilresektion-Gruppe wiesen praoperativ Konzentrationen
< 31,25 pg/ml auf. In der Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit lagen die
praoperativen PGEj-Konzentrationen zwischen 31 und 298 pg/ml. Damit lagen in
dieser Gruppe die hdchsten praoperativen Werte vor. Zum Zeitpunkt der Tdétung
wurden v. a. in Gruppe 1 (Sc3) im Vergleich zu dem praoperativen PGE>-Gehalt
erhéhte Werte gemessen. Aber auch in der Teilresektion-Gruppe waren die Werte bei
einzelnen Tieren postoperativ deutlich erhéht. In der Scaffold-Gruppe mit
sechsmonatiger Standzeit war der mediane Gehalt an PGE; in der Synovialflissigkeit
postoperativ ebenfalls hdéher als praoperativ. Der insgesamt hdchste gemessene
PGE.-Wert war 625 pg/ml bei einem Tier der Gruppe 4 (Sc6).
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3.7.2 IL-1B8-Bestimmung

Die Standards des IL-1B-ELISA-Kits ergaben eine Standardkurve mit IL-1pB-
Konzentrationen zwischen 46,87 und 3000 pg/ml. Bei vielen Tieren konnte IL 13 nicht
in der Synovialflissigkeit nachgewiesen werden. Bei den anderen Tieren lagen die
gemessenen |L-1B-Konzentrationen unterhalb der Standardkurve. Daher waren keine
verlasslichen Aussagen Uber die Veranderung des IL-1B-Gehalts nach der Operation

moglich.

3.7.3 IL-6-Bestimmung

Mit dem IL-6-ELISA-Kit konnten IL-6-Konzentrationen zwischen 3,2 pg/ml und 80
pg/ml zuverlassig detektiert werden. Die IL-6-Konzentrationen in den Proben lagen
alle innerhalb dieses Bereichs. In allen vier Versuchsgruppen bewegte sich der
mediane IL-6-Gehalt in der Synovialfllissigkeit sowohl pra- als auch postoperativ in
einem sehr engen Rahmen (8,4 pg/ml bis 11,4 pg/ml). Ein geringflgiger Anstieg der
IL-6-Konzentration war bei den Tieren der beiden Scaffold-Gruppen zu beobachten
(Abb. 101). Bei einzelnen Tieren der Sham-Gruppe kam es postoperativ zu einem
sehr starken Anstieg des IL-6-Gehalts. Das erklart den recht hohe Gesamtanstieg des
IL-6-Gehalts in dieser Gruppe (Abb. 101). In der Teilresektion-Gruppe kam es

insgesamt sogar zu einer geringfigigen Abnahme der IL-6-Konzentration.
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4. DISKUSSION

4.1 Eignung des Modells

411 Tiermodell

In der orthopadischen Forschung ist das Schaf ein weit verbreitetes GroBtiermodell.
Zum Beispiel wurden am Schafmodell im Bereich des Kniegelenks neben Studien zur
Reparatur von Knorpelverletzungen und Rupturen der Kreuzbander bereits zahlreiche
Studien zur Behandlung von Meniskuslasionen durchgefihrt (Burger et al., 2006; Kon
et al., 2010; Zur et al., 2010; Galley et al., 2011; Kondo et al., 2012; Milano et al.,
2012; Tovar et al., 2012).

Fragestellungen in der orthopadischen Forschung kbénnen am Schafmodell
angemessen beantwortet werden, da sowohl das Kérpergewicht als auch die
anatomischen Dimensionen von Schafen in der GréBenordnung des Kdérpergewichts
und der Dimensionen des Menschen liegen (Martini et al., 2001). Obwohl das
Kniegelenk von Schafen nicht wie beim Menschen vollstandig gestreckt werden kann,
sondern maximal eine Streckung von ca. 140 Grad erreicht wird (Govoni et al., 2012),
ist das ovine Kniegelenk ein geeignetes Modell fir das humane Kniegelenk (Ghadially
et al., 1986; Armstrong et al., 1995; Dye, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die
mechanischen Belastungsverhaltnisse im ovinen Kniegelenk den Verhéltnissen im
humanen Kniegelenk gleichkommen. Bei beiden Spezies ist die Kontakiflache
zwischen Femur und Tibia im medialen Gelenkkompartiment gréBer als im lateralen
Kompartiment und der gréBere Anteil der Lasten wird im medialen Kompartiment
Ubertragen (Lee-Shee et al., 2007; Winby et al., 2009; Hosseini et al., 2010; Taylor et
al., 2011). Die auftretenden maximalen Kontaktkrafte sind im ovinen Kniegelenk trotz
vergleichbarem Koérpergewicht unter anderem deswegen kleiner als beim Menschen,
da sich das Korpergewicht beim Schaf auf vier GliedmaBen verteilt (Heller et al.,
2005). Gleichzeitig ist allerdings auch die Kontaktflache von Femur und Tibia im
ovinen Kniegelenk kleiner. Es wird daher davon ausgegangen, dass die einzelnen
Strukturen einer &hnlichen relativen Belastung ausgesetzt sind wie die
entsprechenden Strukturen beim Menschen (Taylor et al., 2006).

Daruber hinaus eignet sich das Schafmodell fiir Untersuchungen am Meniskus, da die
ovinen und die humanen Menisken deutliche Ahnlichkeiten bezlglich ihrer
strukturellen und mechanischen Eigenschaften aufweisen (JOSHI et al.,, 1995,
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CHEVRIER et al., 2009). Chevrier et al. konnten zeigen, dass unter anderem die
Verteilung der BlutgefaBe, die Zelldichte sowie die Kollagenstruktur in ovinen und
humanen Menisken sehr ahnlich sind (2009). Da gerade diese Eigenschaften die
Regenerationsféhigkeit eines Gewebes entscheidend beeinflussen, empfehlen die
Autoren Untersuchungen zum Heilungsverhalten der Menisken am Schafmodell
durchzufihren. Die mechanischen Eigenschaften der Menisken verschiedener
Spezies (Schwein, Hund, Rind, Affe, Schaf, Mensch) wurden von Joshi et al.
untersucht (1995). Dabei zeigte sich, dass die Permeabilitat sowie die Kompressions-
moduln von ovinen und humanen Menisken weitestgehend Ubereinstimmen.

Ein weiterer Vorteil des Schafmodells ist, dass Schafe nach totaler sowie partieller
Meniskektomie rasch arthrotische Veranderungen im Kniegelenk ausbilden. Burger et
al. beschrieben 2007, dass bereits sechs Monate nach chirurgischer Simulation eines
Radialrisses, der die gesamte Meniskusbreite umfasste, deutliche degenerative
Veranderungen im Gelenk zu sehen waren. Die beobachteten Veranderungen waren
dabei den Veranderungen bei der Arthrose des Menschen sehr ahnlich. Der Vergleich
einer Meniskektomie mit einer neuen Therapiestrategie lasst daher am Schafmodell
schon nach einer vergleichsweise kurzen Zeitspanne eine Aussage Uber einen
moglichen Therapieerfolg zu (Little et al., 1997; Aagaard et al., 1999; Chiari et al.,
2006; Kelly et al., 2006; Maher et al., 2010; Zur et al., 2010).

Zusatzlich sind Schafe sehr genlgsame und gelassene Tiere. |hre Haltung ist
verhédltnismaBig unproblematisch und dadurch preiswert. Das Schafmodell ist daher
im Vergleich zu anderen Tiermodellen ein recht unkompliziertes GroBtiermodell
(Martini et al., 2001).

Aus den aufgeflhrten Grinden schien das Schaf zur Beantwortung der Frage-
stellungen dieser Studie als Modelltier am besten geeignet zu sein.

Schafe scheinen allerdings natirlicherweise schon in relativ jungen Jahren
Degenerationen im Kniegelenk zu entwickeln (Zur et al., 2010). Aufgrund des recht
hohen durchschnittlichen Alters der Tiere (vergleiche Kap. 2.2) traten in dieser Studie
bereits zu Versuchsbeginn Knorpeldegenerationen in unterschiedlichem AusmafB auf.
Dies erschwerte die Beurteilung der Auswirkungen von Scaffoldimplantation und
Meniskusteilresektion auf den Gelenkknorpel am Versuchsende.

Zudem konnte nicht verhindert werden, dass die Schafe die operierte GliedmaBe
unmittelbar postoperativ belasteten. Somit fand anders als beim Menschen keine
Schonung des operierten Gelenks statt.
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41.2 Versuchsdesign

Kontrollgruppen

Der Zugang zum Kniegelenk erforderte das kndcherne Ablésen des medialen
Seitenbandes (vgl. Kapitel 2.3.2). Nach der Teilresektion in der Teilresektion-Gruppe
bzw. Implantation des Scaffolds in den beiden Scaffold-Gruppen wurde der kndécherne
Ursprung des Seitenbandes durch ein Krallenplattchen und eine bikortikale Schraube
wieder am Femur fixiert. Das mediale Seitenband tragt allerdings einen wesentlichen
Anteil zur Stabilitat des Kniegelenks bei (Grood et al., 1981; Matsumoto et al., 2001)
und eine Laxizitat dieses Bandes verursacht eine Kniegelenksinstabilitat und in Folge
dieser Instabilitdt entstehen arthrotische Veranderungen (Pape et al., 2006). Trotz
Refixation des Bandes konnte eine Veranderung der Gelenkstabilitdt durch den
erfolgten Eingriff nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Daher wurde eine Sham-
Gruppe operiert. In dieser Gruppe erfolgte eine Arthrotomie mit Ablésen des medialen
Seitenbandes, aber kein Eingriff am Meniskus. Die anschlieBende Refixation des
Seitenbandes wurde wie in den anderen drei Versuchsgruppen durchgefihrt. Zum
Zeitpunkt der Tétung gab es keinen Unterschied im Degenerationsgrad zwischen den
operierten und den nicht operierten Kniegelenken in dieser Gruppe. Das kndcherne
Ablésen des Seitenbandes und die Refixation mittels Krallenplattchen und
Kortikalisschraube hatten offensichtlich keinen negativen Einfluss auf die Stabilitat des
Kniegelenks. In &hnlichen Studien wurde fir den Eingriff am Meniskus das Seitenband
ebenfalls knéchern vom Femur gelést oder eine vergleichbare Technik angewandt
(Jackson et al., 1992; Chiari et al., 2006; Kelly et al., 2006; Martinek et al., 2006).
Auch in diesen Studien hatte dieses Vorgehen keinen Einfluss auf die Gelenkstabilitat
oder -gesundheit. Auswirkungen der Operationstechnik auf die Ergebnisse in der
Teilresektion-Gruppe oder den Scaffold-Gruppen konnten also mit groBer
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Die Resektion von Meniskusgewebe induziert nachweislich progressive degenerative
Veranderungen im Kniegelenk (Burks et al., 1997; Mcnicholas et al., 2000; Roos et al.,
2001). Durch den Ersatz von geschadigtem Meniskusgewebe soll ein Fortschreiten
der Degeneration aufgehalten werden. Auch in dieser Studie wurden Seidenfibroin-
Scaffolds nach partieller Meniskektomie implantiert, um die Entstehung von Arthrose
moglichst vollstdndig zu verhindern. Daher wurde in der Teilresektion-Gruppe sowie
den beiden Scaffold-Gruppen ein in Lokalisation und GrdBe vergleichbares
Meniskusstlick reseziert. So sollte im direkten Vergleich der Scaffold- mit der
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Teilresektion-Gruppe beurteilt werden, ob die Implantation der Seidenfibroin-Scaffolds

tatsachlich die Entstehung von Degenerationen im Kniegelenk verhindern konnte.

Lokalisation und GréBe des Meniskusdefekts

Da beim Menschen Meniskusverletzungen deutlich haufiger am medialen als am
lateralen Meniskus auftreten (Baker et al., 1985), wurde in der vorliegenden Studie die
Meniskektomie bzw. die Scaffoldimplantation ebenfalls am medialen Meniskus
durchgeflihrt. Die Verletzungen des medialen Meniskus sind beim Menschen dabei in
den meisten Fallen im posterioren Bereich lokalisiert (Greis et al., 2002a). Operativ ist
dieser Bereich des Meniskus sehr schwer zugénglich und eine Behandlung von
Lasionen des Hinterhorns erfolgt daher fast ausschlieBlich arthroskopisch. Wegen der
kleineren Dimensionen sowie der ausgesprochen rigiden Bandstrukturen des ovinen
Kniegelenks war es in dieser Studie nicht mdglich, die Eingriffe arthroskopisch
durchzufthren. Aus diesem Grund wurde eine mediale Arthrotomie vorgenommen. Im
Zuge der Arthrotomie wurde das mediale Seitenband knéchern vom Femur gelést.
Diese Technik ermdglichte einen Zugang zu Vorderhorn und Teilen der Pars
intermedia des medialen Meniskus. Ohne die Zerstérung weiterer Haltestrukturen
konnte der Eingriff daher nur im anterioren Bereich des Meniskus durchgefihrt
werden. Obwohl die Belastungsverhéltnisse am Vorderhorn mdéglicherweise von den
Belastungsverhaltnissen am Hinterhorn abweichen, war mit diesem Modell eine
Beurteilung der Belastbarkeit der Scaffolds generell méglich. Zudem wird beim
Menschen nach einem vergleichbaren Eingriff eine postoperative Ruhigstellung und
Entlastung der GliedmaBe flir mehrere Wochen verordnet (Rodkey et al., 2008), in der
vorliegenden Studie belasteten die Tiere die operierte GliedmaBe hingegen
unmittelbar postoperativ und bereits nach wenigen Tagen war kein Schonverhalten
mehr sichtbar. Daher waren die unmittelbar postoperativ auftretenden Belastungen im
Tiermodell sicherlich héher, als sie es beim Menschen gewesen waren.

Insgesamt wirkten in dem verwendeten Modell durchaus relevante Krafte auf die
Seidenfibroin-Scaffolds ein und eine Beurteilung der Belastbarkeit der Scaffolds war
somit méglich.

Wie bereits beschrieben, ermdglichte die Arthrotomie die Resektion eines
Meniskusstlcks im Bereich des Vorderhorns des medialen Meniskus. Die Lange der
Meniskektomie betrug durchschnittlich 9 mm und bei einer Gesamtldnge des ovinen
Meniskus von ca. 45 mm entsprach dies etwa 20 % der gesamten Meniskuslange. Der
mediale Meniskus des Menschen ist durchschnittlich ca. 100 mm lang (Murlimanju et
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al., 2012). Lee et al. fihrten in einer in vitro Studie eine partielle Meniskektomie mit
20 mm anterior-posteriorer und 50 bzw. 75 % radialer Ausdehnung im humanen
Kniegelenk durch (2006). Sie konnten zeigen, dass durch einen Defekt dieser GrdBe
die Kontaktflache zwischen Femur und Tibia signifikant reduziert wurde und
gleichzeitig die Druckbelastung des tibialen Knorpels signifikant anstieg. Ein
Meniskusdefekt, der 20 % der Meniskuslange umfasst, scheint demnach die
Belastungsverhaltnisse im medialen Gelenkkompartiment entscheidend zu verandern.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass durch einen Defekt dieser GroBe
auf lange Sicht degenerative Knorpelveranderungen hervorgerufen werden. Beim
Schaf treten wie bereits erwahnt nach partieller Meniskektomie sehr rasch arthrotische
Veranderungen im Kniegelenk auf und dementsprechend war bei einem Defekt von
9 mm Lange mit deutlichen Knorpeldegenerationen in der Teilresektion-Gruppe zu

rechnen.

Fixationstechnik

In der Klinik erfolgt die Meniskusreparatur und die Implantation bisher verwendeter
Ersatzmaterialien vorwiegend durch vertikale oder horizontale Einzelndhte (Abb. 102).
Diese treten auf der femoralen und bzw. oder der tibialen Oberflache des Meniskus
bzw. des Ersatzmaterials aus dem Gewebe aus und stehen postoperativ im direkten
Kontakt zum Gelenkknorpel (Muller-Rath & Héher, 2007).

A B
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Abb. 102: Schemazeichnungen einer vertikalen (A) und einer horizontalen (B) Meniskusnaht; die

jeweils linken Abbildungen zeigen einen Querschnitt durch den Meniskus, die rechten Abbildungen
eine Aufsicht auf die femorale Meniskusfldche

Es ist nicht auszuschlieBen, dass diese Nahte den Knorpel vor allem in der frihen
Phase nach der Operation schadigen kénnen. Spater werden die Nahte in der Regel
durch eine diinne Gewebsschicht abgedeckt, die den artikuldren Knorpel vor Schaden
schitzt. Um nach der Operation entstandene Knorpelschaden direkt dem Einfluss der
Scaffolds zuordnen zu kénnen, wurden in der vorliegenden Tierstudie Horizontalnahte
verwendet, welche die Oberflache der Scaffolds nicht penetrieren (Abb. 103). Bei
dieser Nahttechnik verlief der Faden ausschlieBlich durch den pordsen Anteil der
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Scaffolds, die stabile AuBenflache der Scaffolds wurde nicht durchstochen. Durch die
relativ geringe Lange des Defekts von 9 mm war die Fixation des Scaffolds dabei nur

mit zwei Horizontalndhten méglich.

A B

e N

Abb. 103: Schemazeichnungen der nicht penetrierenden Horizontalndhte; Querschnitt durch Meniskus

und Scaffold (A) sowie Aufsicht auf die femorale Fldche des Meniskus (B)

In den beiden Scaffold-Gruppen kam es insgesamt bei sechs Tieren zu Scaffold-
dislokationen. Dies ist mdglicherweise darauf zurlckzuflhren, dass die stellenweise
recht diinnen Porenwande den auftretenden Belastungen nicht standhalten konnten
und der Faden die Porenwéande zerrissen hatte. Mit einer Nahttechnik, welche die
stabile ScaffoldauBenflache penetriert, hatte das Scaffold eventuell bei allen Tieren
zuverlassig im Meniskusdefekt fixiert werden kénnen. Daneben ist sicherlich auch die
Anzahl der Fixationspunkte ausschlaggebend fir eine erfolgreiche Scaffoldfixation.
Martinek et al. fixierten zellbesiedelte und unbesiedelte Kollagenscaffolds (CMI) mit
vier Einzelndhten an der Meniskusbasis (2006). Obwohl die Autoren das verwendete
Scaffold als biomechanisch instabil beschrieben, gelang es ihnen mit dieser Technik
das Scaffold in sieben von acht (besiedelte Scaffolds) bzw. in finf von acht Fallen
(unbesiedelte Scaffolds) stabil am Meniskus zu fixieren. Auch Maher et al. befestigten
ein Polycaprolacton-Polyurethan-Scaffold (Actifit®) als Meniskusteilersatz mit drei
Horizontalnahten am Meniskus und erreichten dadurch eine stabile Fixierung der
Scaffolds (2010). Eine Fixation mit mehr als zwei Einzelndhten ware vermutlich auch
in der vorliegenden Studie wesentlich stabiler gewesen, da sich die Lasten auf
mehrere Fixationspunkte aufgeteilt hatten.

Versuchsdauer
Wie bereits unter 4.1.1 beschreiben, treten beim Schaf nach Meniskusteilresektion

innerhalb kirzester Zeit degenerative Knorpelveranderungen auf. Daher war damit zu
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rechnen, dass der Gelenkknorpel in der Teilresektion-Gruppe nach sechs Monaten
deutliche degenerative Veranderungen aufweisen wirde und bei einem Vergleich der
Scaffold- mit der Teilresektion-Gruppe ein Nachweis chondroprotektiver Eigen-
schaften der Seidenfibroin-Scaffolds mdglich ware.

In vergleichbaren Studien mit anderen Meniskusersatzmaterialien konnte auBerdem
gezeigt werden, dass schon nach sechs Monaten eine Integration und beginnende
Resorption der implantierten Materialien stattgefunden hatte (Chiari et al., 2006;
Tienen et al., 2006a; Maher et al., 2010). Nach sechsmonatiger Implantationsdauer
konnte somit ebenso eine Aussage zur biologischen Aktivitat der Scaffolds getroffen
werden.

Zusétzlich zu den drei Gruppen mit sechsmonatiger Standzeit gab es eine Scaffold-
Gruppe mit dreimonatiger Implantationszeit. Mit dieser Gruppe sollte eine potenzielle
Immunogenitat der Seidenfibroin-Scaffolds méglichst friihzeitig erkannt werden.

4.2 Eignung der Scaffolds fiir den Meniskusteilersatz

4.2.1 Biologische Wechselwirkungen

4.2.1.1 Biokompatibilitat der Seidenfibroin-Scaffolds

Biokompatibilitdt ist eine Grundvoraussetzung fir den Erfolg eines Materials im
medizinischen Einsatzbereich. Ein Material, das direkt nach Implantation oder auch
erst nach einer gewissen Zeitspanne eine starke Entzindungsreaktion im
Empfangergewebe hervorruft, wirde trotz mdglicher anderer Vorteile nie zur
klinischen Anwendung kommen.

In der vorliegenden Studie wurde ein Scaffold aus Seidenfibroin als Meniskusteilersatz
verwendet. Das Seidenfibroin fir die Produktion der Scaffolds wurde aus Rohseide
von Seidenspinnerraupen gewonnen. Seide ist neben Catgut eines der altesten
Nahtmaterialien in der Chirurgie (Halsted, 1913). Sowohl Seide als auch Catgut
wurden allerdings nach Einfihrung des ersten synthetischen Nahtmaterials 1931 nach
und nach von synthetisch hergestellten Nahtmaterialien verdrangt. Dies lag unter
anderem sicherlich auch an dem immunogenen Potential der Seide (Macintosh et al.,
2008). Panilaitis et al. konnten jedoch 2003 zeigen, dass die immunogene Wirkung
der Seide durch die Sericin-Ummantelung der Fibroinfasern hervorgerufen wird und
Fibroin alleine keine Aktivierung des Immunsystems bewirkt. Seide wird daher
heutzutage vor ihrer Verwendung als Medizinprodukt einem Prozess unterzogen, der
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das Sericin von den Fibroinfasern entfernt. Auch bei der Produktion der in dieser
Studie verwendeten Scaffolds wurde zundchst das Sericin sorgfaltig von den
Seidenfasern gelést. Erst dann wurden die Fibroinfasern zu den Scaffolds
weiterverarbeitet. Die Biokompatibilitdt verschiedener Materialien aus isoliertem
Seidenfibroin konnte in vitro sowie in vivo bereits in zahlreichen Studien gezeigt
werden (Santin et al., 1999; Dal Pra et al., 2005; Meinel et al., 2005; Cassinelli et al.,
2006; Seo et al., 2009).

Da die Herstellung und die Implantationsstelle dieser Materialien mit den in dieser
Studie verwendeten Scaffolds nicht identisch waren, konnten die Ergebnisse dieser
Studien nicht auf die verwendeten Scaffolds Ubertragen werden. Ein mdgliches
immunogenes Potential der Seidenfibroin-Scaffolds sollte in dieser Studie durch
makroskopische, histologische sowie immunchemische Methoden aufgedeckt werden.
Makroskopisch waren weder nach dreimonatiger noch nach sechsmonatiger
Implantationszeit Anzeichen einer Entzindungsreaktion an der Membrana synovialis
der Gelenkkapsel oder am Meniskus zu erkennen. Auch die histologische
Untersuchung zeigte, dass sowohl in den Scaffolds und dem umliegenden
Meniskusgewebe als auch in der Membrana synovialis der Gelenkkapsel nur
sporadische inflammatorische Zellen auftraten. Lediglich in der Scaffold-Gruppe mit
dreimonatiger  Standzeit wurden bei einzelnen Tieren lokal mehrere
Entzindungszellen gefunden. In der Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger
Implantationszeit bestand hingegen kein Unterschied zu der Sham- oder der
Teilresektion-Gruppe. Das vermehrte Auftreten von Entziindungszellen in der Gruppe
1 (Sc3) ist daher mdglicherweise Nachwirkung des zuvor erfolgten operativen
Eingriffs. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass das Scaffold in der friihen
Phase der Implantation eine geringgradige Entziindung hervorrief.

Die Bestimmung inflammatorischer Zytokine und Entzindungsmediatoren ist eine weit
verbreitete Methode zur Untersuchung von EntzGndungsreaktionen nach
Erkrankungen oder Verletzungen sowie nach operativen Eingriffen (Chen et al., 1999;
Vila et al., 2000; Grellner, 2002; Riera et al., 2011). Neben anderen Markern werden
haufig die Konzentration des Entzlindungsmediators PGE. und der proinflam-
matorischen Zytokine IL 1B und IL 6 bestimmt. Liegt eine Entzindung des
untersuchten Gewebes vor sind die Konzentrationen dieser Faktoren erhdht. Auch in
der vorliegenden Studie wurden diese drei Entzindungsmarker untersucht. Der
durchschnittliche PGE,-Gehalt war zum Zeitpunkt der Sektion im Vergleich zum
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praoperativen PGE,-Gehalt in den beiden Scaffold-Gruppen erhdéht und in allen
Gruppen traten starke interindividuelle Unterschiede auf. Der starkste Anstieg wurde
in der Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger Standzeit beobachtet. Der Anstieg in der
Scaffold-Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit war hingegen deutlich niedriger.
Obwohl in beiden Scaffold-Gruppen ein postoperativer Anstieg der PGE;-
Konzenterationen zu beobachten war, lagen die medianen PGE»>-Konzentrationen in
der Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger Standzeit zum Zeitpunkt der Sektion lediglich
bei 123 pg/ml und in der Gruppe mit sechsmonatiger Standzeit bei 322 pg/ml. Das
proinflammatorische Zytokin IL 18 kam in allen vier Versuchsgruppen wenn Uberhaupt
nur in sehr geringen Konzentrationen in der Synovialflissigkeit der operierten Gelenke
vor. Auch die Konzentrationen des Zytokins IL 6 waren insgesamt sehr gering. Zudem
stiegen die Konzentrationen in den beiden Scaffold-Gruppen postoperativ kaum an.
FOr die Konzentrationen dieser Entzindungsmarker in der Gelenkflissigkeit von
Schafen konnten in der Literatur keine Vergleichswerte gefunden werden. Daher
konnten die ermittelten Konzentrationen nur mit den Konzentrationen bei Hund und
Mensch verglichen werden. In einer in vivo Studie wurde der PGEx-Gehalt in der
Synovialflissigkeit von Hunden ermittelt (Mastbergen et al., 2006). Hier lagen die
PGE2-Konzentrationen in der Kontrollgruppe zu Beginn der Studie bei ca. 300 pg/ml
(£ 200 pg/ml SEM). In einer klinischen Studie wurden die PGE,-Konzentration in der
Synovialflissigkeit von gesunden Probanden ermittelt und diese lag bei 620 pg/ml
(£ 230 pg/ml SD) (Shao et al., 2009). Damit waren die in der vorliegenden Studie
ermittelten PGE»>-Konzentrationen unter bzw. im Bereich der Konzentrationen in
gesunder, caniner sowie humaner Synovialflissigkeit. In einer anderen klinischen
Studie wurden als Referenz fir gesunde Probanden IL-6-Konzentrationen von 2 pg/ml
in der humanen Synovialfllissigkeit angegeben (Hayward et al., 2011). Sechs Stunden
nach Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes stiegen die Werte auf Uber 4000
pg/ml an. Obwohl sicherlich von gewissen speziesspezifischen Unterschieden
auszugehen ist, dienen diese Werte als Hinweis, dass die PGE,-Konzentrationen
nach Scaffoldimplantation nicht pathologisch erhdéht waren und dass bei einer
anhaltenden Entzindungsreaktion auf die Scaffolds wahrscheinlich mit weitaus
hdheren postoperativen IL-6-Konzentrationen zu rechnen gewesen ware.

Vergleichbare in vivo Studien, die unterschiedliche Scaffoldmaterialien auf ihre
Eignung als Meniskusersatz testeten, flhrten meist keine Untersuchungen zur
Biokompatibilitdt der eingesetzten Materialien durch (Stone et al., 1992; Kelly et al.,
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2007; Hannink et al., 2010). In anderen Studien wurden die Gelenke makroskopisch
und histologisch auf Entzindungsanzeichen untersucht (Martinek et al., 2006; Tienen
et al., 2006b; Maher et al., 2010; Zur et al., 2010). Die Ergebnisse waren in fast allen
Studien unauffallig. Nur nach Implantation eines Polyesterurethan-Scaffolds (Estane)
wurde nach histologischer Untersuchung der Synovialmembran eine etwas starkere
Entziindung (Grad 3 von 4) beschrieben (Tienen et al., 2006b). Die Arbeitsgruppe um
Tienen et al. wies nach Implantation der Estane-Polymer-Scaffolds in einer anderen
Arbeit auch eine deutliche Fremdkérperreaktion an der Oberflache der Scaffolds nach
(2006a). Chiari et al. untersuchten in einer Studie ein Polycaprolacton-Scaffold mit
HYAFF®-Faserverstarkung auf dessen Eignung als Meniskusersatz (2006). In dieser
Studie wurden Abstriche der Synovialflissigkeit angeférbt und Biopsien der
Gelenkkapseln genommen. Die Abstriche enthielten Lymphozyten aber keine weiteren
Hinweise auf das Vorliegen einer akuten Inflammation. Auch in den Biopsien der
Gelenkkapsel gab es keine Hinweise auf einen akuten inflammatorischen Prozess. In
den Scaffolds wurden histologisch zahlreiche Riesenzellen nachgewiesen. Diese
wurden dem Resorptionsprozess des Scaffoldmaterials zugeordnet. Maher et al.
beschrieben nach Implantation eines Scaffolds auf Polyurethanbasis eine
makroskopisch erkennbare Synovitis, die vor allem nach dreimonatiger
Implantationszeit bei den meisten Tieren auftrat (2010). Die Synovialfliissigkeit war bei
allen Tieren makroskopisch unverandert.

Das Entziindungspotential der Seidenfibroin-Scaffolds wurde in der vorliegenden
Studie wesentlich eingehender untersucht als in vielen vergleichbaren Studien. Die
durchgefuhrten Untersuchungen gaben weder nach drei noch nach sechs Monaten
Hinweise auf das Vorliegen eines akuten Entzindungsgeschehens. Die
Biokompatibilitdt der Seidenfibroin-Scaffolds flr den Meniskusersatz konnte somit
bestatigt werden.

4.2.1.2 Bioaktivitat und Einwachsverhalten der Seidenfibroin-Scaffolds

Bioaktivitat ist die Fahigkeit eines Materials eine Verbindung mit einem lebenden
Gewebe eingehen zu kénnen (Hench, 1988). Diese allgemeine Definition wurde 2011
von Makris et al. konkretisiert. Die Autoren beschrieben die Bioaktivitat eines Materials
fir den Meniskusersatz als Fahigkeit die Bildung des gewlinschten Zellphanotyps zu
unterstitzen, die Bildung extrazelluldrer Matrix zu induzieren sowie sich in das

Empfangergewebe zu integrieren. Gerade die Integration in das Empféangergewebe ist
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auBerst wichtig, da das implantierte Material seine Funktion langfristig nur erfillen
kann, wenn es mit dem umliegenden Gewebe stabil verbunden ist. Ohne Integration
kommt es friiher oder spater zur Implantatdislokation.

In der vorliegenden Studie wurde makroskopisch und histologisch untersucht, ob die
Seidenfibroin-Scaffolds eine Verbindung mit dem Meniskusgewebe eingegangen
waren. Makroskopisch schien keine Integration der Scaffolds in das Meniskusgewebe
stattgefunden zu haben und auch die histologischen Untersuchungen ergaben keine
Hinweise auf eine bindegewebige Verankerung der Scaffolds. Die meisten Scaffolds
I6sten sich bereits wahrend der Vorbereitung der Gewebeproben fir die histologische
Aufarbeitung vom Meniskus. Histologische Schnitte, die den Ubergang von
Meniskusgewebe zum Scaffold darstellten, konnten daher nur von einzelnen Proben
angefertigt werden. In diesen Schnitten zeigte sich, dass der Spalt zwischen Meniskus
und Scaffold nicht von Gewebe Uberbriickt wurde. AuBerdem waren nur wenige Poren
der Scaffolds mit Gewebe oder Zellen gefiillt und dies hauptsachlich im Bereich der
Kontaktflache zum Meniskus bzw. in der Nahe der Nahtkanéle (Abb. 104).
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Abb. 104: Horizontale Schnitte durch ein Scaffold der Gruppe 1 (Sc3; A) und 4 (Sc6; B); die gestrichelte
Linie markiert den Verlauf des Fadens zur Fixation der Scaffolds; an einer Stelle ist der Faden
angeschnitten (A; blauer Pfeil); amorphes Material, Bindegewebe und Zellen treten hauptséchlich
meniskusnah sowie in der Ndhe der Nahtkanéle auf (schwarze Pfeile)

Diese Beobachtung ist moglicherweise auf eine geringe Interkonnektivitat der Poren
zuriickzufiihren. Bereits die Farbeversuche an nicht implantierten Scaffoldproben (vgl.
Kapitel 2.1) lieBen vermuten, dass die Interkonnektivitat der Poren der Seidenfibroin-
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Scaffolds gering ist. Die durch p-CT-Analysen ermittelte offene Porositat wurde
moglicherweise aufgrund von Artefaktbildung wéahrend der CT-Scans zu hoch
eingeschatzt und liegt tatsachlich unterhalb der ermittelten 85 %. Geht man davon
aus, dass die Interkonnektivitat der Seidenfibroin-Scaffolds in Wirklichkeit sehr gering
ist, konnten die Zellen aus dem Meniskusgewebe ausschlielich in die Poren
emigrieren, die durch das Zuschneiden der Scaffolds vor der Implantation oder durch
die Fixation mittels Nahten er6ffnet worden waren. Ein Einwachsen von Gewebe ware
in diesem Fall nur in einem Bereich von wenigen hundert Mikrometern mdglich und
wirde nicht zu einer strapazierféhigen Verbindung zwischen Meniskus und Scaffold
fOhren. In Kultivierungsversuchen dieser Seidenfibroin-Scaffolds mit mesenchymalen
Stammzellen und einer préosteoblastaren Mauszelllinie (MC3T3-E1) konnte ein gutes
Zellwachstum auf der Oberflache der Scaffolds nachgewiesen werden (Merkel, 2012;
Kolbe, 2013). Merkel verwendete unter anderem auch Seidenfibroin-Scaffolds, die mit
Hilfe eines Lasers kanalisiert worden waren. Sie konnte zeigen, dass die Zellen in die
Mikrokanale einwuchsen und auch angrenzende offene Poren im Inneren der
Scaffolds mit Zellen besiedelt wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein
Zellwachstum auf den Seidenfibroin-Scaffolds durchaus mdglich ist. Sie unterstiitzen
auBerdem die Vermutung, dass die Poren der Seidenfibroin-Scaffolds nicht
interkonnektierend sind, weswegen Zellen und Gewebe nicht in das Innere der
Scaffolds einwachsen kdnnen. Neben der Interkonnektivitat der Poren ist aber auch
die Porengrd6Be entscheidend fur das Einwachsen von Zellen sowie die Bildung
extrazellularer Matrix. Die erforderliche Porengr6Be fur das Einwachsen von
Meniskuszellen in ein Scaffold liegt laut Klompmaker et al. zwischen 150 und 500 um
(1993). Die meisten Seidenfibroin-Scaffolds dieser Studie bestanden zu Utber 90 %
aus Poren mit einem Durchmesser von > 100 um wobei viele der Poren auch Uber
200 um groB waren. Einige Scaffolds wiesen in den histologischen Untersuchungen
allerdings auch einen groBen Anteil an Mikroporen mit wesentlich kleinerem
Durchmesser auf. Diese Poren waren durchwegs leer. Da aber auch viele Poren mit
ausreichender GrdBe nicht mit Zellen oder Gewebe geflllt waren, kann die
PorengréBe der Scaffolds nicht ausschlieBlich fir die ausgebliebene Besiedelung mit
Zellen verantwortlich sein.

Eine andere mogliche Erklarung flr die ausgebliebene Scaffoldintegration ware, dass
die Zellen zwar in die Scaffolds eindringen konnten, das Seidenfibroin den Zellen
allerdings kein geeignetes Milieu zur Adhéasion und Proliferation bot. Gegen diese
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Uberlegung spricht jedoch, dass in zahlreichen in vitro und in vivo Studien eine gute
und vollstandige Besiedelung von Seidenfibroin-Scaffolds nachgewiesen werden
konnte. Zum Beispiel wurden Strange aus Seidenfibroin als Kreuzbandersatz getestet
und es konnte sowohl in vitro als auch in vivo eine durchgangige Besiedelung der
Scaffolds erreicht werden (Altman et al., 2002; Fan et al., 2009). In einer anderen
Studie wurden mehrschichtige Seidenfibroin-Scaffolds fiir den Meniskusersatz mit
Firbroblasten und Chondrozyten kultiviert (Mandal et al., 2011). Die Scaffolds
bestanden aus drei Schichten mit jeweils unterschiedlicher Porengr6Be und
Porenmorphologie. Nach achtundzwanzigtagiger Kultivierung waren die Poren aller
Schichten mit Zellen geflllt. Die Proliferationsrate der Zellen unterschied sich
allerdings in den einzelnen Schichten. Wang et al. beschéaftigten sich mit der in vivo
Degradation von dreidimensionalen Seidenfibroin-Scaffolds (2008). In ihrer Studie
wurden Scaffolds verwendet, die mit einem Lésungsmittel auf Wasserbasis hergestellt
wurden, und Scaffolds, fir deren Produktion ein organisches Lésungsmittel verwendet
wurde. Von diesen beiden Scaffold-Typen wurden jeweils Scaffolds mit drei
unterschiedlichen PorengréBen (ca. 150 um, ca. 550 um und ca. 900 um) angefertigt.
Die Scaffolds wurden subkutan implantiert und nach zwei- bzw. achtwdchiger sowie
nach sechs- bzw. zwélfmonatiger Implantationszeit untersucht. Die Autoren konnten in
allen Scaffold-Typen eingewachsenes Gewebe nachweisen, wobei in den kleinporigen
Scaffolds, die mit organischem L&sungsmittel hergestellt wurden, auch nach 12
Monaten nicht alle Poren der Scaffolds mit Gewebe geflllt waren. Das Einwachsen
von Gewebe sowie die Degradation der Seidenfibroin-Scaffolds scheinen daher
maBgeblich von dem angewendeten Produktionsprozess sowie der PorengroBe der
Scaffolds beeinflusst zu werden. Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass ein
Einwachsen von Gewebe in Scaffolds aus Seidenfibroin durchaus méglich ist. Eine
Verbesserung der Interkonnektivitdt der Poren und der GleichmaBigkeit der
PorengréBe kbénnen in Zukunft die Bioaktivitit der verwendeten Seidenfibroin-
Scaffolds verbessern und somit eine Integration in das Meniskusgewebe gewahr-
leisten.

Fir eine erfolgreiche Integration ist neben der Bioaktivitat des implantierten Materials
auch die Regenerationsfahigkeit des Gewebes ausschlaggebend. Diese ist im
Meniskus grundsatzlich gering, da das Gewebe nur partiell mit BlutgefaBen versorgt
wird. Martinek et al. fihrten eine subtotale Meniskektomie am medialen Meniskus von
Schafen durch und implantierten besiedelte sowie unbesiedelte Scaffolds auf
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Kollagenbasis (CMI) an die verbliebene Meniskusbasis (2006). Nach drei Wochen
konnten die Autoren in den histologischen Schnitten bereits Zellen und extrazellulare
Matrix innerhalb der Scaffolds nachweisen. Nach drei Monaten waren unterschiedlich
weit fortgeschrittene Umbauprozesse zu erkennen. Die Umbauprozesse in den
besiedelten Scaffolds waren dabei meist starker ausgepragt als in den unbesiedelten
Scaffolds. In dieser Studie wurde eine Lastaufnahme der operierten GliedmaBen
durch die Durchtrennung der Achillessehne flr mindestens vier Wochen unterbunden.
Uber einen weitaus langeren Zeitraum belasteten die Tiere die entsprechende
GliedmaBe nur teilweise. Die Scaffoldintegration wurde durch diese MaBnahme
mdglicherweise erleichtert. Eine andere Arbeitsgruppe flhrte einen Total- sowie einen
Teilersatz des medialen Meniskus am Schafmodell durch (Chiari et al., 2006). In
dieser Studie wurde ein Polycaprolacton-Scaffold mit HYAFF®-Faserverstarkung
verwendet. Nach sechs Wochen konnte histologisch eine Integration der Scaffolds in
das Kapselgewebe (Totalersatz) bzw. in das angrenzende Meniskusgewebe
(Teilersatz) nachgewiesen werden. Im gesamten Scaffold hatte sich Bindegewebe
gebildet. Maher et al. implantierten ein Polycaprolacton-Polyurethan-Scaffold (Actifit®)
in einen Meniskusdefekt im Bereich der Pars intermedia des lateralen Meniskus
(2010). Bereits zwei Wochen nach Implantation waren eine Infiltration mit Zellen sowie
die Bildung von extrazellularer Matrix histologisch nachweisbar. Eine Integration in das
Meniskusgewebe hatte hingegen noch nicht stattgefunden. Nach dreimonatiger
Implantation waren die Poren mit fibrovaskularem Gewebe geflllt und nach zwdélf
Monaten waren groBe Mengen Kollagen sowie Proteoglykan im gesamten Scaffold
nachweisbar. Dieses Actifit®-Scaffold wurde bereits in einigen klinischen Studien
eingesetzt und ist auf dem europaischen Markt nach CE-Zertifizierung als
Meniskusteilersatz verflgbar (Efe et al., 2011; Verdonk et al., 2011; Verdonk et al.,
2012). In einer dieser klinischen Studien wurden Patienten Uber einen Zeitraum von
12 Monaten nach Scaffoldimplantation beobachtet. In MRI-Aufnahmen zeigte sich
dabei bei vier von zehn Patienten ein Spalt zwischen Meniskusgewebe und Scaffold
(Efe et al., 2011). Ob eine Integration der Scaffolds in das Meniskusgewebe, wie in
der in vivo Studie beobachtet, tatséchlich zuverlassig stattfindet, bleibt daher fraglich.

In den aufgefiihrten in vivo Studien wurde auBerdem die Bildung eines Regene-
rationsgewebes in den Meniskektomie-Kontrollgruppen beschrieben. In der vor-
liegenden Studie hingegen blieb die Bildung eines Regenerationsgewebes in der
Teilresektion-Gruppe aus. Dies ist ein Hinweis darauf, dass sich der Defekt nicht bis in
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den durchbluteten Bereich des Meniskus erstreckte. Da sich der Defekt in den
Scaffold-Gruppen an der gleichen Lokalisation befand wie in der Teilresektion-Gruppe,
ware somit auch die Integration der Scaffolds beeintrachtigt gewesen. Beim Schaf
dringen die BlutgefaBe aus dem perimeniskalen Gewebe nur bis ca. 11 % der
Meniskusbreite in das Meniskusgewebe ein (Chevrier et al., 2009). Der mediale
Meniskus war bei den Merinoschafen dieser Studie im Bereich des Vorderhorns
ca. 9 mm breit. Damit war wahrscheinlich nur ca. 1 mm des Meniskus vaskularisiert.
Intraoperativ wurde soweit wie mdglich an die Meniskusbasis reseziert (Abb. 105).
Dabei sollte allerdings eine versehentliche Durchtrennung der Meniskusbasis
vermieden werden.

Abb. 105: Medialer Meniskus nach Teilresektion (A) bzw. nach Scaffoldimplantation (B); die Pfeile mar-
kieren die verbliebene Meniskusbasis im Bereich der Resektion; intraoperativ entstandene Aufnahmen

Bei der Sektion stellte sich heraus, dass die Meniskusdicke intraoperativ unterschatzt
worden war und tatsadchlich eine Uber 3 mm breite Meniskusbasis bestehen blieb
(Abb. 106).
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Abb. 106: Mediale Menisken von Tieren der Gruppen 1 (Sc3), 3 (Tr) und 4 (Sc6); die gestrichelten
Linien markieren die MeniskusauBenkante sowie die Resektionskante; A: der Abstand zwischen
AuBenkante und Resektionskante betrdgt ca. 3,5 mm (gleiches Tier wie in Abb. 105 A); B: der Abstand
betrdgt ca. 2 mm in der oberen Ecke und ca. 4 mm in der unteren Ecke (gleiches Tier wie in Abb. 105
B); C: Abstand ca. 2,5 mm; D: Abstand ca. 3 mm

Diese Fehleinschatzung ist einerseits durch den schragen Blickwinkel wahrend der
Operation und andererseits auch durch die dber den Meniskus quellende
Gelenkkapsel zu erklaren. Es ist daher davon auszugehen, dass die Implantation der
Scaffolds nicht im vaskularisierten Bereich des Meniskus durchgefihrt wurde. Dies
erschwerte eine Integration der Scaffolds in das Meniskusgewebe zusatzlich.

Weder nach drei- noch nach sechsmonatiger Implantation waren histologisch
Resorptions- bzw. Umbauprozesse an den Seidenfibroin-Scaffolds zu erkennen. Dies
ist ein Hinweis, dass die Scaffolds wenn Uberhaupt sehr langsam abgebaut werden
und somit einen dauerhaften Meniskusersatz darstellen. Je nach angewandtem
Verfahren bei der Herstellung von Materialien aus Seidenfibroin ist mit einer sehr
langen Degradationszeit zu rechnen (Altman et al., 2003).

4.2.2 Mechanische Stabilitat

Schon bei alltdglichen Aktivitaten treten sehr hohe Krafte im Kniegelenk auf. Beim
Treppensteigen beispielsweise steigt die Belastung im Kniegelenk auf das 3,2- bis
3,5-fache des Kdrpergewichts an (Kutzner et al., 2010). Es ist gut vorstellbar, dass die
einwirkenden Krafte bei unkontrollierten Bewegungen jedoch weitaus héher sind. Ein
wesentlicher Anteil der auftretenden Lasten wird dabei nachweislich Uber die
Menisken Ubertragen (Shrive et al., 1978; Kurosawa et al., 1980; Ahmed & Burke,
1983; Chen et al., 1996). Neben dieser erheblichen Druckbelastung sind die Menisken
zusatzlich auch starken Zugbelastungen sowie Scherkraften ausgesetzt. Wird
geschadigtes Meniskusgewebe durch ein Implantat ersetzt, wirken diese hohen Krafte
zunachst auch auf das implantierte Material ein. Jedes Meniskusersatzmaterial muss
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daher eine ausreichende mechanische Anfangsstabilitat aufweisen. Soll das Material,
wie es bei dem Seidenfibroin-Scaffold der Fall ist, den Meniskus dauerhaft ersetzen,
muss es den mechanischen Belastungen allerdings auch langfristig standhalten
kénnen. Nur dann kann der Knorpel vor degenerativen Verdanderungen geschuitzt
werden. Dazu muissen die mechanischen Eigenschaften des Materials den
Eigenschaften von nativem Meniskusgewebe weitestgehend entsprechen.

Seide weist eine hohe Festigkeit und eine ausgezeichnete Elastizitat auf (Altman et
al., 2003; Macintosh et al., 2008; Yan et al., 2012). Daher eignet sich Seide besonders
gut als Ersatzmaterial fir mechanisch stark beanspruchtes Gewebe. Die
mechanischen Eigenschaften von Scaffolds aus Seidenfibroin variieren dabei je nach
Behandlung der Seide wahrend der Scaffoldproduktion (Leal-Egana & Scheibel,
2010). Um zu Gberprifen, ob die mechanischen Eigenschaften der in dieser Studie
verwendeten Seidenfibroin-Scaffolds flr den Ersatz von Meniskusgewebe geeignet
sind, wurden die Gleichgewichtsmoduln der Scaffolds vor und nach Implantation mit
den Gleichgewichtsmoduln des Meniskusgewebes verglichen. Bei 20 % Dehnung
wurde ein medianer Gleichgewichtsmodul von 95 kPa fir das Meniskusgewebe
ermittelt. Scaffolds vor der Implantation wiesen einen signifikant niedrigeren
Gleichgewichtsmodul auf. Der Gleichgewichtsmodul der Scaffolds stieg Uber die
Implantationsdauer allerdings stetig an. Nach sechsmonatiger Implantation erreichten
die Scaffolds einen medianen Gleichgewichtsmodul von 76 kPa. Die Steifigkeiten von
Meniskus und Scaffolds nach sechsmonatiger Implantation unterschieden sich nicht
mehr signifikant.

Dieser Anstieg der Steifigkeit kann nicht auf die stabilisierende Wirkung von
eingewachsenem Gewebe zurlckgefihrt werden, da histologisch nur wenig Gewebe
in den Scaffolds nachgewiesen werden konnte. Die Seidenfibroin-Scaffolds scheinen
also im Laufe der Implantationsdauer steifer geworden zu sein. Dies kdnnte einerseits
an einer Veranderung der Materialeigenschaften der Seidenfibroin-Scaffolds liegen.
Andererseits kbénnte der Anstieg der Steifigkeit aber auch auf eine geringfligige
Kompression der Scaffolds als Folge der anhaltenden Belastungen wahrend der
Implantation zurtckzufihren sein. Durch eine Kompression steigt die Dichte des
porésen Materials an und die Steifigkeit der Seidenfibroin-Scaffolds wiirde demzufolge
zunehmen. Die histologischen Schnitte der Scaffolds deuten darauf hin, dass
tatsachlich eine Kompression der Scaffolds lber die Implantationszeit stattfand (vgl.
Kapitel 3.6.2).
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Die mechanischen Eigenschaften anderer bereits verwendeter Scaffoldmaterialien
wurden bisher nur in wenigen Studien vor und nach Implantation untersucht (Maher et
al., 2011). Auch ein direkter Vergleich der mechanischen Eigenschaften von Meniskus
und Scaffold wurde nur selten angestellt. In zwei Studien wurden Scaffolds aus
Polycaprolacton-Polyurethan und Estane mechanisch getestet und das Verhalten der
Scaffolds mit nativem Meniskusgewebe verglichen (Tienen et al., 2006a; Tienen et al.,
2006b). Dabei gab es vor allem zwischen den nicht implantierten Scaffolds und dem
Meniskusgewebe groBe Unterschiede. Die Autoren beschrieben ebenfalls eine
Verbesserung der mechanischen Eigenschaften nach Implantation. Dennoch wichen
die Eigenschaften der Scaffolds auch nach Implantation immer noch deutlich von den
Meniskuseigenschaften ab. Ein Vergleich der mechanischen Eigenschaften dieser
beiden Materialien mit den Eigenschaften der Seidenfibroin-Scaffolds ist aufgrund der
voneinander abweichenden Priifoedingungen nicht méglich. Actifit® ein Scaffold, dass
sich bereits im klinischen Einsatz befindet, wird ausdricklich als Material beschrieben,
das im Kniegelenk keine mechanische Funktion Gbernehmen soll. Es soll lediglich als
Leitschiene fir neu gebildetes Gewebe dienen und innerhalb von ca. funf Jahren
vollstandig abgebaut werden (Verdonk et al., 2011; Verdonk et al., 2012). Mit
zunehmender Resorption des Scaffoldmaterials soll ein meniskusahnliches Gewebe
den ehemaligen Defekt ausfiillen. Es gab keine praklinischen Studien, welche die
mechanischen Eigenschaften dieser Scaffolds untersucht haben. In einer in vitro
Studie von 2011 konnte allerdings gezeigt werden, dass nach Actifit®-Implantation
eine gleichmaBigere Druckbelastung des Tibiaplateaus erfolgte als nach Meniskusteil-
resektion (Maher et al.). Weitere Untersuchungen der mechanischen Eigenschaften
des Materials wurden allerdings auch in dieser Studie nicht durchgefiihrt und es bleibt
weiterhin fraglich, ob Scaffold bzw. Regenerat eine ausreichende mechanische
Stabilitdt aufweisen. Fir das CMI, das bereits im klinischen Einsatz war und von 2008
bis 2010 eine FDA-Zulassung besaB, gibt es ebenfalls keine Studien, welche die
mechanische Funktionalitdt der Scaffolds bestatigten konnten (Mdaller-Rath et al.,
2004; Martinek et al., 2006; Maher et al., 2011). Das Material an sich besitzt
insuffiziente mechanische Eigenschaften und es muss daher davon ausgegangen
werden, dass die Scaffolds nach Implantation, wenn Gberhaupt, nur geringfligig zur
Lastibertragung im Kniegelenk beitragen kénnen (Buma et al., 2007). Martinek et al.
beschreiben das CMI sogar als biomechanisch instabil, wobei diese Aussage nicht
durch mechanische Daten begriindet wurde (2006). Auch das Regenerationsgewebe,
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das nach CMI-Implantation in verschiedenen klinischen Studien beschrieben wurde,
wurde bisher noch nicht biomechanisch untersucht (Buma et al., 2007).

Wahrend der Implantationszeit trat in der vorliegenden Studie weder eine Rissbildung
noch eine GréBenabnahme an den Seidenfibroin-Scaffolds auf. Diese Beobachtung
unterstitzt ebenfalls die Annahme, dass die Seidenfibroin-Scaffolds den
mechanischen Belastungen im Kniegelenk Uber einen langeren Zeitraum standhalten
kénnen. In einigen anderen Studien wurden hingegen durchaus strukturelle
Veranderungen der eingesetzten Scaffolds beschreiben (Kelly et al., 2007; Welsing et
al., 2008; Hannink et al., 2010; Kon et al., 2012). Das Actifit®-Scaffold fiillte nach
sechs- sowie zwdlfmonatiger Implantationszeit den Meniskusdefekt sogar nur noch zu
rund 50 % aus (Maher et al., 2010). Die Autoren fihren als mdgliche Erklarung auf,
dass der dinne, innere Bereich der Scaffolds den Belastungen im Gelenk nicht
standhalten konnte und die Scaffolds daher abgenutzt wurden bevor einwachsendes
Gewebe diesen Bereich der Scaffolds stabilisieren konnte. Mdglicherweise ist der
Materialverlust aber auch Folge bereits stattfindender Degradationsprozesse des
Actifit®-Scaffolds.

Die mechanische Belastbarkeit der Seidenfibroin-Scaffolds ist nach den in dieser
Studie durchgefiihrten Untersuchungen durchaus vielversprechend und scheint vielen
anderen Materialien Uberlegen zu sein. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fur ein
Material, dass das Meniskusgewebe dauerhaft ersetzen soll. Dennoch kam es bei
einigen Tieren zur Implantatdislokation. Dies liegt mdglicherweise an der besonderen
Fixationstechnik, die in der vorliegenden Studie angewandt wurde (vgl. Kapitel 4.1.2).
Neben einer Veranderung der Fixationstechnik kdnnte durch das Einbringen von
Fasern in das pordse Scaffold zuséatzlich eine stabilere Fixation der Scaffolds erreicht
und somit eine Dislokation der Scaffolds verhindert werden.

4.2.3 Chondroprotektion

Die Resektion von geschadigtem Meniskusgewebe nach Meniskuslasionen fahrt
langfristig zu degenerativen Erkrankungen des artikularen Knorpels (Cox et al., 1975;
Jaureguito et al., 1995; Maletius & Messner, 1996; Beveridge et al., 2011). Durch den
Einsatz von Meniskusersatzmaterialien soll der artikulare Knorpel vor Degeneration
geschitzt werden. Es ist allerdings auch mdglich, dass Materialien aufgrund ihrer
Oberflacheneigenschaften oder unzuldnglichen mechanischen Eigenschaften

zuséatzlich zu Knorpeldegeneration fiihren. Dies wurde bereits in einigen in vivo
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Studien beschrieben (Toyonaga et al., 1983; Messner, 1994; Hannink et al., 2010).
Bei der Untersuchung eines neuen Materials auf seine Eignung als Meniskusersatz
sollte daher ein besonderes Augenmerk auf deren Fahigkeit zur Chondroprotektion
gerichtet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Knorpel makroskopisch,
biomechanisch und histologisch auf degenerative Veranderungen untersucht.
Zunachst wurde der Zustand des Knorpels wahrend der Operation beurteilt und schon
hier fielen starke interindividuelle Unterschiede auf, wobei bei fast allen Tieren
mindestens geringgradige Veranderungen zu sehen waren. Einige Tiere wiesen
bereits intraoperativ deutliche Degenerationen im einsehbaren Bereich des Gelenks
auf. Diese stark divergierenden Ausgangsbedingungen erschwerten die Beurteilung
der Auswirkungen von Meniskusteilresektion und Scaffoldimplantation.

Zum Zeitpunkt der Sektion war der Knorpel in allen Gruppen im zentralen Bereich der
Kondylen starker von Degeneration betroffen als der periphere Bereich der Kondylen.
Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien Uberein und ist
vermutlich Ausdruck einer generell héheren Belastung des Knorpels im zentralen
Bereich der Kondylen (Kelly et al., 2006; Maher et al., 2010).

Weder die makroskopische noch die biomechanische oder die histologische
Untersuchung des Gelenkknorpels der Tiere aus Gruppe 2 (Sh) zeigte Unterschiede
hinsichtlich des Degenerationsgrades zwischen den operierten und den nicht
operierten Gelenken auf. Daher kann trotz der groBen Abweichungen innerhalb der
Gruppe davon ausgegangen werden, dass die Sham-Operation keinen Einfluss auf
den Gelenkknorpel hatte. Bei den Tieren der Scaffold-Gruppe mit dreimonatiger
Standzeit gab keine der durchgefiihrten Untersuchungen Hinweise, dass die
Scaffoldimplantation zu degenerativen Verdnderungen des Gelenkknorpels gefihrt
hatte. Auch nach sechsmonatiger Scaffoldimplantation war das AusmaB der
degenerativen Veranderungen in den operierten Gelenken mit dem Ausmalf in den
nicht operierten Gelenken vergleichbar. Der Knorpel, der direkten Kontakt zu den
Scaffolds hatte, war nicht starker degeneriert als in anderen Bereichen des Gelenks.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Seidenfibroin-Scaffolds an sich
nicht zu Knorpelschaden fihren. In der Teilresektion-Gruppe zeigten die makros-
kopische Beurteilung des Knorpels nach Outerbridge, die Farbung mit India Ink, die
mechanische sowie die histologische Untersuchung der Knorpelflachen der operierten
Gelenke zumindest tendenziell ausgepragtere degenerative Veranderungen als in den
nicht operierten Gelenken. Bei einigen dieser Untersuchungen war die Degeneration
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in den operierten Gelenken sogar statistisch signifikant stérker als in den nicht
operierten Gelenken. Vor allem im Bereich der Resektion wies der Knorpel in allen
Untersuchungen deutlichere Veranderungen auf, als im entsprechenden Bereich der
nicht operierten Gelenke. Die Ergebnisse aller Untersuchungen deuten darauf hin,
dass durch die Teilresektion eine progressive Knorpeldegeneration ausgeldst wurde.
Eindeutigere Unterschiede zwischen der operierten und der nicht operierten Seite
waren wahrscheinlich nicht zu sehen, da bereits préoperativ eine unterschiedlich
starke Knorpeldegeneration vorgelegen hatte. Méglicherweise war auch die GrdBe
des Defekts von 20 % der Meniskuslange nicht ausreichend, um innerhalb des recht
kurzen Versuchszeitraums von sechs Monaten zu deutlicheren arthrotischen
Veranderungen in den operierten Gelenken zu fihren. Im Vergleich der drei Gruppen
mit sechsmonatiger Standzeit wiesen die Tiere der Teilresektion-Gruppe ebenfalls
tendenziell ausgepragtere Knorpeldegenerationen auf als die Tiere der Sham- und der
Scaffold-Gruppe. Die biomechanischen Untersuchungen der medialen Tibiakondylen
weisen darauf hin, dass zumindest im Bereich des Meniskusdefekis strukturelle
Knorpelveranderungen in der Teilresektion-Gruppe aufgetreten waren. Sowohl die
elastischen, als auch die viskdsen Eigenschaften des Knorpels waren in dieser
Gruppe signifikant schlechter als in der Sham-Gruppe und deutlich schlechter als in
der Scaffold-Gruppe. Zwischen der Sham- und der Scaffold-Gruppe hingegen
bestanden keine Unterschiede in den mechanischen Eigenschaften des tibialen
Knorpels. Ebenso waren die durch die India Ink Farbung deutlich dargestellten
Strukturveranderungen des Knorpels in der Teilresektion-Gruppe wesentlich
ausgedehnter als in der Sham-Gruppe. Auch bei dieser Untersuchung gab es keine
Unterschiede zwischen der Scaffold-Gruppe und der Sham-Gruppe. Bei der
Beurteilung des Knorpels nach Mankin sowie bei der Berechnung des
Fibrillationsindexes traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen auf. In der Teilresektion-Gruppe war der Fibrillationsindex im Bereich des
Meniskusdefekts (Schnitt 2) in den operierten Gelenken allerdings sichtbar héher als
in den nicht operierten Gelenken und auch der Degenerationsgrad nach Mankin war
hier geringfigig héher. Die groBen interindividuellen Unterschiede verbunden mit dem
teilweise sehr geringen Probenumfang je Gruppe (vgl. Kap. 3.6.3) waren vermutlich
verantwortlich fir das Ausbleiben von signifikanten Unterschieden bei beiden
histologischen Untersuchungsmethoden. Insgesamt weisen aber sowohl die
makroskopischen, als auch die biomechanischen und histologischen
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Untersuchungsergebnisse darauf hin, dass in der Teilresektion-Gruppe tendenziell
starkere degenerative Veranderungen auftraten als in der Sham-Gruppe. Zugleich
scheint die Scaffoldimplantation das Auftreten von Knorpeldegeneration nach
Meniskusteilresektion verzdégern zu kénnen.

Die Auswirkungen der Scaffoldimplantation auf die Knorpelgesundheit konnten auch
fir viele andere Materialien bisher nicht eindeutig geklart werden. Chiari et al.
untersuchten die chondroprotektive Wirkung von Polycaprolacton-Scaffolds mit
HYAFF®-Faserverstirkung als Total- und Teilersatz nach sechswdchiger
Implantationszeit (2006). Als Kontrollgruppen dienten in dieser Arbeit die nicht
operierten kontralateralen Kniegelenke sowie eine Meniskektomie-Gruppe. Sowohl die
Meniskektomie als auch der Teil- und Totalersatz mit dem Polycaprolacton-Scaffold
fOhrten bereits nach sechs Wochen zu einer wesentlich starkeren Knorpel-
degeneration an Femur und Tibia als in den nicht operierten Kontrollen. In der
Meniskektomie-Gruppe traten tendenziell stérkere Veranderungen auf als in den
Scaffold-Gruppen. Vor allem in den posterioren Gelenkbereichen traten nach dem
Teilersatz mit den Polycaprolacton-Scaffolds weniger Degenerationen auf als nach
Totalersatz. Die Autoren vermuten, dass die chondroprotektive Wirkung der
getesteten Scaffolds mdglicherweise erst nach einer langeren Implantationsdauer
eindeutig nachweisbar sei. AuBerdem nehmen sie an, dass bereits der operative
Zugang zu degenerativen Veranderungen gefihrt haben kénnte. In Folgestudien
dieser Arbeitsgruppe wurde das Polycaprolacton-Scaffold als Meniskustotalersatz mit
und ohne vorhergehender Kultivierung mit autologen Chondrozyten getestet (Kon et
al.,, 2008; Kon et al.,, 2012). In diesen Studien wurden die Gelenke der Scaffold-
Gruppen mit den Gelenken der Meniskektomie-Gruppe sowie mit nicht operierten und
shamoperierten Gelenken verglichen. Nach zwdlf Monaten waren in den nicht
operierten und den shamoperierten Gelenken makroskopisch und histologisch so gut
wie keine degenerativen Verdnderungen zu sehen. In den Scaffold-Gruppen und der
Meniskektomie-Gruppe hingegen traten deutliche Degenerationen in den operierten
Gelenken auf. Makroskopisch waren diese in den Scaffold-Gruppen zwar signifikant
niedriger als in der Meniskektomie-Gruppe aber immer noch signifikant héher als in
den nicht operierten bzw. shamoperierten Gelenken. Tendenziell schienen die
Polycaprolacton-Scaffolds den Knorpel vor Degenerationen schitzen zu kdénnen,
einen eindeutigen Beweis erbrachten allerdings auch die zwdlfmonatigen Studien

nicht. Das CMI wurde vor seiner klinischen Einflihrung in vivo am Hundemodell
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untersucht (Stone et al., 1992). Hierbei lag das Augenmerk allerdings eindeutig auf
dem Regenerationspotential der Scaffolds. Die Auswirkungen der Scaffoldimplantation
auf den artikularen Knorpel wurden nicht Uberpruft. In einer weiteren in vivo Studie
wurde das CMI als Teilersatz im Schafmodell verwendet (Martinek et al., 2006).
Hauptaugenmerk lag auch in dieser Studie auf dem Regenerationspotential der
Scaffolds, die Auswirkungen auf die Gelenkgesundheit wurden lediglich
makroskopisch untersucht. Auf die Ergebnisse dieser Untersuchung gingen die
Autoren in der Diskussion nicht ndher ein. In klinischen Studien verbesserte die CMI-
Implantation die subjektive Schmerzempfindung und es konnte eine Aktivitats-
steigerung der Patienten nach Scaffoldimplantation gezeigt werden. Ob durch die
Implantation der Scaffolds allerdings tatséchlich eine fortschreitende Knorpel-
degeneration verhindert werden kann, wurde auch in diesen Studien nicht eindeutig
geklart (Rodkey et al., 2008; Monllau et al., 2011; Zaffagnini et al., 2011; Spencer et
al., 2012). In der Studie von Maher et al., in der das Actifit®-Scaffold (iber einen
Zeitraum von zwolf Monaten im ovinen Kniegelenk getestet wurde, konnten weder
durch makroskopische noch durch histologische oder MRT-Untersuchungen des
tibialen Knorpels Unterschiede zwischen der Scaffold- und der Teilresektion-Gruppe
gefunden werden. Da es in dieser Studie keine Kontrollgruppe mit intaktem Meniskus
gab, fallt eine Beurteilung dieser Ergebnisse schwer. Einerseits koénnte die
durchgefihrte Teilresektion keine Scha&den am Knorpel hervorgerufen haben,
andererseits kdénnte es aber auch sein, dass die Scaffoldimplantation die durch die
Teilresektion induzierte Knorpeldegeneration nicht verhindern konnte. Allerdings
zeigte diese Studie, dass das Actifit®-Scaffold zumindest als Teilersatz keine starken
Knorpelschdden hervorruft, wie sie nach Meniskustotalersatz beobachtet wurden
(Tienen et al., 2006b; Hannink et al., 2010). Die Ergebnisse der klinischen Studien
lassen auf mégliche chondroprotektive Eigenschaften der Scaffolds schlieBen, diese
muassen allerdings in weiteren Langzeitstudien mit einem gréBeren Patientenkollektiv
bestatigt werden (Efe et al., 2011; Verdonk et al., 2011; Verdonk et al., 2012).
Aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns und Auswertemethoden der
aufgefiihrten in vivo Studien ist ein direkter Vergleich der chondroprotektiven
Eigenschaften der unterschiedlichen Scaffoldmaterialien schwierig. Meist konnte
allerdings kein Vorteil der Scaffoldimplantation gegentber der Meniskusresektion
gezeigt werden oder die Ergebnisse der Studien waren widersprtchlich.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen hingegen alle darauf hin, dass die
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Seidenfibroin-Scaffolds den Knorpel vor Degenerationen schitzen kénnen. Weitere
Untersuchungen vor allem Uber einen langeren Zeitraum sind notwendig, um diesen

Eindruck durch eindeutige Ergebnisse belegen zu kénnen.

4.3 Ausblick

Der Einsatz von Allografts sowie von Scaffolds nach totaler Meniskektomie erwies sich
meist als unbefriedigend. Als Teilersatz konnten einige Materialien bereits gute
Ergebnisse erzielen. Allerdings konnte keines der bisher eingesetzten Materialien alle
Anforderungen erflillen und trotz zahlreicher Studien blieben einige Fragen bisher
ungeklart. Das in dieser Studie untersuchte Seidenfibroin-Scaffold ist ein neuartiges
Material fir den dauerhaften Meniskusteilersatz. Es erwies sich in diesem
Einsatzbereich als biokompatibel und seine mechanischen Eigenschaften erscheinen
vielversprechend. Zusatzlich gab es Hinweise, dass das Scaffold den Knorpel
mdglicherweise vor Degeneration schitzen kann. Flr einen langfristigen erfolgreichen
Einsatz der Scaffolds ist allerdings eine bessere Integration in das Meniskusgewebe
unabdingbar. Daher sollte die Interkonnektivitat der Poren verbessert und die GroBe
der Poren angepasst werden. Durch das Einbringen eines Fasernetzwerks kann die
Fixierung der Scaffolds optimiert werden. AuBerdem sollten verschiedene
Fixationstechniken in vitro getestet werden, bevor eine weitere in vivo Studie mit den
verbesserten Scaffolds durchgefiihrt wird. Zuséatzlich muss in zukinftigen Versuchen
zur Unterstlitzung der Scaffoldintegration die Resektion von Meniskusgewebe
tatsachlich bis in den vaskularisierten Bereich des Meniskus erfolgen. Um
eindeutigere Ergebnisse beziglich der chondroprotektiven Eigenschaften der
Scaffolds zu erhalten, kénnte ein gréBerer Anteil des Meniskus reseziert werden und
der Versuchszeitraum auf zwdlf Monate ausgedehnt werden. Dadurch waren die
degenerativen Veranderungen in der Teilresektion-Gruppe deutlicher ausgepragt und
die Vorteile einer Scaffoldimplantation kénnten besser detektiert werden. Zudem ware
die Verwendung jungerer Tiere mit einer engeren Altersspanne von Vorteil. Die
Wahrscheinlichkeit praoperativer Knorpeldegenerationen sowie starker interindi-
vidueller Unterschiede ware dadurch wesentlich geringer und postoperative

Veranderungen kdnnten besser beurteilt werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Da man sich den negativen Auswirkungen der totalen sowie partiellen Meniskektomie
bewusst ist, wird seit mehreren Jahren nach einem geeigneten Ersatzmaterial far
geschadigtes Meniskusgewebe gesucht. Bisher konnte allerdings keines der
getesteten Materialien das Meniskusgewebe zufriedenstellend ersetzen. Daher war es
Ziel der vorliegenden Studie, ein neuartiges Scaffold auf seine Fahigkeit geschadigtes
Meniskusgewebe zu ersetzen zu untersuchen. Das getestete Scaffold wurde aus
Seidenfibroin, einem Hauptbestandteil der Seide der Seidenspinnerraupe Bombyx
mori, hergestellt. Viele Materialien aus Seide konnten bereits in anderen
Einsatzgebieten durch ihre gute Biokompatibilitdt sowie durch hervorragende
mechanische Eigenschaften (berzeugen. Voruntersuchungen der neuartigen
Seidenfibroin-Scaffolds zeigten eine durchschnittliche Porengr6Be von > 100 um.
Zusatzlich konnten in vitro geeignete mechanische Eigenschaften fir den
Meniskusersatz sowie eine gute Biokompatibilitdt der Scaffolds nachgewiesen
werden. Daher sollte in der vorliegenden Studie in vivo am Schafmodell getestet
werden, ob die Seidenfibroin-Scaffolds auch im Kniegelenk biokompatibel sind, ob sie
eine ausreichende mechanische Stabilitdt aufweisen und ob sie die Entstehung
degenerativer Knorpelveranderungen verzégern kdénnen. Am medialen Meniskus
wurde eine partielle Meniskektomie durchgefihrt und die Seidenfibroin-Scaffolds in
den Meniskusdefekt implantiert. Es gab zwei Scaffold-Gruppen mit unterschiedlichen
Untersuchungszeitraumen. In einer Gruppe betrug die Implantationszeit drei Monate.
Das Hauptaugenmerk lag in dieser Gruppe auf méglichen Immunreaktionen gegen
das Scaffold. In der anderen Scaffold-Gruppe betrug die Implantationszeit sechs
Monate. Als orientierende Vergleichsgruppen wurde eine Tiergruppe shamoperiert, bei
einer anderen wurde eine Teilresektion durchgefihrt. Der Untersuchungszeitraum
dieser beiden Gruppen betrug ebenfalls sechs Monate. Im Vergleich der drei
Sechsmonatsgruppen war es mdglich die Auswirkungen der Scaffoldimplantation auf
die Gelenkgesundheit zu beurteilen. Je Versuchsgruppe wurden 9-10 Tiere operiert.

Durch makroskopische, histologische und immunchemische Untersuchungen von
Gelenkkapsel, Meniskus und Scaffold sowie Gelenkflissigkeit wurde die
Biokompatibilitdt der Scaffolds im Kniegelenk Uberprift. Die histologischen
Untersuchungen der Scaffolds lieBen Aussagen Uber die Bioaktivitat und das
Einwachsverhalten der Scaffolds zu. Mit makroskopischen, biomechanischen und
histologischen Untersuchungsmethoden wurde der Degenerationsgrad des artikularen
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Zusammenfassung

Knorpels bestimmt, um mdgliche chondroprotektive Eigenschaften der Scaffolds zu
ermitteln. Zusatzlich wurden Scaffold- und Meniskusproben biomechanisch
untersucht. So konnte Uberprift werden, ob die Scaffolds vor sowie nach Implantation
aus mechanischer Sicht geeignet sind, verletztes Meniskusgewebe adaquat zu
ersetzen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Seidenfibroin-Scaffolds durchaus
Potential fir die Anwendung als Meniskusteilersatz haben. Die Biokompatibilitdt der
Scaffolds konnte bestatigt und eine Schadigung des Gelenkknorpels durch die
Scaffoldimplantation ausgeschlossen werden. AuBerdem scheinen die Scaffolds das
Auftreten degenerativer Knorpelveranderungen, wie sie nach partieller Meniskektomie
zu beobachten sind, verzégern zu kdnnen. Vor Implantation wiesen die Scaffolds eine
geringere Steifigkeit auf als das native Meniskusgewebe. Im Laufe der Implantation
nahm die Steifigkeit der Scaffolds allerdings zu und unterschied sich nach sechs
Monaten nicht mehr signifikant von der Steifigkeit des Meniskus. Auf lange Sicht
scheinen die Scaffolds demnach das Meniskusgewebe mechanisch ersetzen zu
kdénnen. Dies ist besonders wichtig, da die Seidenfibroin-Scaffolds einen dauerhaften
Meniskusersatz darstellen und nicht wie andere Materialien einer raschen Resorption
und Substitution durch Regenerationsgewebe unterliegen. Allerdings zeigte sich in
dieser Studie auch, dass die Fixation der Scaffolds nicht in allen Féllen erfolgreich
war. Zudem fand wahrend der Implantationszeit keine Integration der Scaffolds in das
Meniskusgewebe statt. Meniskusnah waren zwar einige Scaffoldporen mit Zellen und
Bindegewebe geflllt, eine bindegewebige Verwachsung zwischen Scaffold und
Meniskus war hingegen weder nach drei- noch nach sechsmonatiger Implantation zu
sehen.

Veranderungen der Poreninterkonnektivitat, der PorengréBe sowie der Fixierbarkeit
sind daher vor einem weiteren Einsatz der Scaffolds notwendig. Zudem sollten in einer
weiteren in vivo Studie die chondroprotektiven Eigenschaften der Seidenfibroin-
Scaffolds Uber einen langeren Zeitraum untersucht werden.
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6. SUMMARY

The negative effects of partial and total meniscectomy are widely known. Therefore,
many scientists are searching for an adequate material to replace damaged meniscal
tissue. However, no tested material was able to replace the meniscus sufficiently.
Thus, it was the objective of this study to investigate the ability of an innovative
scaffold to replace damaged meniscal tissue. The tested scaffolds were manufactured
from silk fibroin. Silk fibroin is one of the main components of the silkworm (Bombyx
mori) silk and many materials manufactured from this silk already demonstrated a
good biocompatibility and excellent mechanical properties in other fields of biomedical
applications. In vitro investigations of the silk fibroin scaffolds used in this study
showed an average pore size of > 100 um. In addition, the in vitro investigations
confirmed a good biocompatibility and suitable mechanical properties to replace
meniscal tissue. In the present study, the silk fibroin scaffolds were tested in an in vivo
sheep model to prove their biocompatibility, their mechanical stability and their ability
to delay cartilage degeneration. A partial meniscectomy was carried out at the medial
meniscus and the silk fibroin scaffold was implanted into the meniscal defect. There
were two scaffold groups with differing observation periods. In one group the
implantation period was three months with the primary focus on potential
immunological responses to scaffold implantation. The implantation period in the other
scaffold group was six months. A sham and a partial meniscectomy group were
operated as references and the observation period in these groups was six months as
well. This helped to assess the effects of scaffold implantation on joint health. Per
group 9-10 animals were operated.

The biocompatibility of the scaffolds inside the knee joint was verified with
macroscopic, histological and immunochemical analyses of joint capsule, meniscus
and scaffold as well as synovial fluid. Furthermore, the histological examination of the
fibroin scaffolds aimed to assess the bioactivity and the ingrowth behaviour of the
scaffolds. Macroscopic, biomechanical and histological investigations helped to
analyse the degree of cartilage degeneration in order to determine possible
chondroprotective properties of the silk fibroin scaffolds. Moreover, specimens of
scaffolds and menisci were investigated biomechanically. The aim of this investigation
was to verify that the mechanical properties of the scaffolds are suitable to adequately
replace meniscal tissue.

The results of this study show that the silk fibroin scaffolds have the potential to be
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Summary

used as a meniscal replacement. The biocompatibility of the scaffolds was confirmed
in this study and the scaffolds did not damage the surrounding articular cartilage. The
scaffolds were able to delay the onset of cartilage degeneration in a time frame of six
months. Prior to implantation the scaffolds showed a lower stiffness than did the
meniscal tissue but over implantation time the stiffness of the scaffolds increased.
After six months there was no longer a significant difference between the stiffness of
the scaffolds and the meniscal tissue. Therefore, the scaffolds might be able to
mechanically replace the meniscus in the long term. This is particularly important since
the silk fibroin scaffolds will be used as a permanent meniscal substitute rather than
being rapidly degraded and replaced by regeneration tissue like other scaffold
materials. However, the fixation of the scaffolds has proved difficult in some cases and
no integration of the scaffolds into the meniscus occurred during the implantation
period.

Changes of the pore interconnectivity and pore size as well as the feasibility of fixation
are necessary prior to further use as a replacement of meniscal tissue. Besides, the
chondroprotective properties of the silk fibroin scaffolds should be investigated in vivo
over an extended period of time.
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