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Fiir meinen Onkel

in liebevoller Erinnerung und Dankbarkeit

Ziele nach dem Mond.

Selbst wenn du ihn verfehlst, wirst du zwischen den Sternen landen.

Friedrich Nietzsche
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Einleitung

1. Einleitung

Rund 37 % aller Sportverletzungen betreffen das Kniegelenk, was dessen Vulnerabilitat
deutlich macht. Hierzu fiihrten Majewski et al. eine Studie an circa 17 000 Patienten mit
Sportverletzungen in der Schweiz durch [Majewski, et al. 2006]. Die zweit-hdufigste
Verletzung innerhalb des Kniegelenks war dabei eine Ladsion des medialen
Meniskus (24 %), wovon rund 80 % operativ versorgt werden mussten. So belegten
auch in Deutschland Operationen an den Menisken und den Gelenkknorpeln des
Kniegelenks mit rund 270 000 durchgefiihrten Eingriffen im Jahr 2015 Rang vier der 50
haufigsten Operationen an vollstationaren Patienten in deutschen Krankenhdusern
[Gesundheitsberichterstattung 2015]. Die Therapie besteht in den meisten Fallen aus
einer Resektion des verletzen Meniskusgewebes. Man weif$ jedoch seit einiger Zeit, dass
es nach Meniskektomie auf lange Sicht zur Degeneration des artikuldaren Knorpels
kommen kann. Daher werden Alternativtherapien, welche die biomechanische Funktion

des Meniskus wiederherstellen, dringend bendétigt.

1.1. Anatomie der Menisken
1.1.1. Makroskopische Anatomie des Meniskus

Die zwei halbmondférmigen Menisken des humanen Kniegelenks bestehen aus
Faserknorpel und befinden sich zwischen den artikulierenden Flachen von Femur und
Tibia (Abbildung 1 A, B). Der mediale, sichelformige Meniskus und der eher ovale,
laterale Meniskus sind iiber ihre anterioren und posterioren Verankerungsligamente am
Tibiaplateau, im Bereich der Area intercondylaris befestigt [Aumiiller, et al. 2014]
(Abbildung 1 C). Zusatzlich sind beide Menisken an ihrem peripheren Rand mit der
Gelenkkapsel verbunden. Der mediale Meniskus verfiigt, im Gegensatz zum lateralen
Meniskus, hier auch tiber eine feste Verbindung zum medialen Seitenband (Ligamentum
collaterale tibiale mediale) des Kniegelenks. Dies fiihrt zu einer deutlich geringeren

Beweglichkeit, verglichen mit dem lateralen Meniskus.
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Femur

Meniscus

- Meniscus medialis
lateralis

Ligamentum collaterale
mediale

Patella

Fibula
Fibula

T- ‘. ‘ Tibia
C

Vorderes Kreuzband

Anteriores Verankerungsligament
des lateralen Meniskus

Meniscus medialis Meniscus lateralis

Posteriores Verankerungsligament

Hinteres Kreuzband

Abbildung 1: Anatomie des menschlichen Kniegelenks. (A) Frontalansicht. (B) Ansicht von medial. (C)
Aufsicht aus das Tibiaplateau. Eigene Abbildungen in Anlehnung an Schiinke, et al. 2014.

Im Querschnitt wird die Keilform der Menisken mit einem hohen peripheren Rand
(Meniskusbasis), der nach zentral flach auslauft, deutlich. Sie sind dadurch in der Lage,
die Kongruenz zwischen den konvexen Femurkondylen und dem relativ flachen
Tibiaplateau zu erhohen. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass rund 70% der
Gelenkflache von den Menisken bedeckt ist [Fukubayashi and Kurosawa 1980].

Die Menisken konnen in Vorderhorn, Pars intermedia und Hinterhorn unterteilt werden.
Die Vorderhorner des medialen und lateralen Meniskus sind tliber das intermeniskale
Band (Ligamentum transversum genus) miteinander verbunden. Der laterale Meniskus

verfligt auflerdem in unterschiedlicher Ausprdagung lber ein anteriores (Humphrey-
2
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Ligament) und/oder ein posteriores meniskofemorales Band (Wrisberg-Ligament), die
vom posterioren Horn des lateralen Meniskus an die Innenseite des medialen
Femurkondylus ziehen [Radoievitch 1931]. Diese konnen sowohl gemeinsam, als auch
unabhangig voneinander vorkommen [Gupte, et al. 2002].

Die grundsatzliche Form der Menisken stimmt bei allen Sdugetieren uberein [Parsons
1900]. Jedoch unterscheidet sich die Verankerung der Menisken bei Vierfiifdern von der
beim Menschen beschriebenen Fixierung [Parsons 1900, Gupte, et al. 2007]. Zwar ist bei
vierbeinigen Saugetieren das Hinterhorn des lateralen Meniskus auch tber eine dem
posterioren meniskofemoralen Ligament entsprechende Struktur an der Innenseite der
medialen Femurkondyle fixiert, jedoch ist diese wesentlich starker ausgepragt als beim
Mensch. Die posteriore tibiale Verankerung des lateralen Meniskus fehlt ganzlich oder
besteht nur aus einzelnen Fasern [Parsons 1900, Gupte, et al. 2007]. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass bei Vierfiifdern das Kniegelenk in standiger Flexion belastet wird.
Zusammen mit einer stirkeren Reklination der Tibia fithrt dies zu einer erhoéhten
Rollbewegung der lateralen Femurkondyle nach posterior. Um diese Bewegung
einzugrenzen und der damit verbundenen hohen Belastung standzuhalten, ist das

posteriore meniskofemorale Band hier entsprechend stark ausgebildet.

1.1.2. Mikroskopischer Aufbau

Mit rund 72 % ist Wasser der Hauptbestandteil des gesunden humanen Meniskus
[Herwig, et al. 1984]. Von seinem Trockengewicht entfallen 75 % auf Kollagen, 8-13 %
auf Nicht-Kollagen-Proteine und 1 % auf Hexosamin [Peters and Smillie 1972, Ingman,
et al. 1974]. Bezeichnend fiir das histologisch als Faserknorpel Kklassifizierte
Meniskusgewebe ist dessen spezifischer Aufbau aus einem fibrosen Netzwerk aus
Kollagenfasern. In dieses Geflecht sind spezielle Zellen eingelagert, welche die
extrazellullare Matrix produzieren und aufrechterhalten. Hier konnen verschiedene
Arten von Zellen unterschieden werden [Ghadially, et al. 1983, Mcdevitt and Webber
1990, Le Graverand, et al. 2001, Nakata, et al. 2001]: Spindelférmige Zellen ohne
Fortsitze an der Oberflaiche des Meniskus, langliche fibroblastenartige Zellen mit
Zytoplasma-Auslaufern in peripheren Bereichen des Meniskus und schliefilich ovale
Zellen ohne Fortsatze, die eher im zentralen Bereich gefunden werden. Diese Zellen
dhneln sowohl Fibroblasten, also auch Chondrozyten, weswegen Webber et al. [Webber,

et al. 1985] die Bezeichnung ,Fibrochondrozyten“ einfiihrte.
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Im Meniskus sind vier verschiedene Kollagentypen in unterschiedlicher Menge und
Lokalisation zu finden. Kollagen I macht dabei mit 90 % den grofdten Anteil aus und
tragt hauptsachlich zum Aufbau des Fasernetzwerkes bei. Daneben finden sich auch
Kollagen II und geringe Mengen an Kollagen III, V und VI [Eyre and Wu 1983]. Der
basisnahe Bereich des Meniskus besteht fast ausschliefdlich aus Kollagen I. Kollagen II
iiberwiegt  hingegen im  zentralen  Bereich  [Cheung  1987].  Durch
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen des Meniskus wiesen Petersen und
Tillmann nach, dass die Kollagenfasern in drei Schichten verlaufen. An der femoralen
und tibialen Oberfliche befindet sich eine circa 10 um dicke Schicht, bestehend aus
einem sehr feinen fibrillaren Netzwerk ohne spezifische Orientierung. Darunter liegt
femur- und tibiaseitig eine 150-200 um dicke lamelldre Schicht aus sich kreuzenden
Kollagenfaserbiindeln. Und schliefdlich befindet sich im Inneren eine zentrale
Hauptportion aus zirkumferent verlaufenden Faserbiindeln, in die radidr verlaufende

Verankerungsfasern eingewoben sind [Petersen and Tillmann 1998] (Abbildung 2).

Abbildung 2: Mikroskopischer Aufbau des Meniskus in drei Schichten. (1) Oberfldchliche Schicht aus einem
sehr feinen fibrilldren Netzwerk ohne spezifische Orientierung der Fasern. (2) Lamelldre Schicht aus sich
kreuzenden Kollagenfasern. (3) Zentrale Hauptportion aus zirkumferent verlaufenden Faserbiindeln. Eigene
Abbildung in Anlehnung an Petersen and Tillmann 1998.

Einen weiteren Bestandteil der extrazellularen Matrix stellen die Proteoglykane dar.

Dies sind grof3e, negativ geladene, hydrophile Molekiile, bestehend aus einem zentralen

Proteinfilament mit kovalent gebundenen polyanionischen Glykosaminoglykanen

(GAG). Sie liegen haufig als Komplex mit Hyaluronsdure vor. Die Proteoglykane im

Meniskus enthalten ungefahr 40 % Chondroitin-6-Sulfat, 10-20 % Chondroitin-4-Sulfat,

20-30 % Dermatan-Sulfat, und 15 % Keratan-Sulfat [Herwig, et al. 1984, Verbruggen, et
4



Einleitung

al. 1996]. Durch ihre negativen Ladungen sind sie in der Lage grofe Mengen an Wasser
im Meniskus zu binden. Durch die gegenseitige Abstofdung der negativen Ladungen
tragen sie aufderdem erheblich zur Druckresistenz des Meniskus bei. Dies ist vor allem
im zentralen und mittleren Bereich des Meniskus von Bedeutung. Der Gehalt an
Proteoglykanen ist hier entsprechend hoher [Sanchez-Adams, et al. 2011].

Zusammenfassend kann man sagen, dass der basisnahe Bereich des Meniskus aufgrund
der vorrangig fibroblastenartigen Zellen und der extrazelluldren Matrix aus Kollagen I
eher faserknorpeligem Gewebe gleicht. Der innere Bereich, mit den
chondrozytenartigen Zellen und dem hohen Gehalt an Kollagen II und Proteoglykanen,
gleicht hyalinem Knorpel [Makris, et al. 2011]. So wird eine optimale Anpassung an die

lokalen mechanischen Belastungen erreicht.

1.1.3. Blutversorgung und Innervation

Die Blutversorgung der Menisken erfolgt liber die Arteria superior genus (lateralis und
medialis), sowie uiber die Arteria inferior genus (lateralis und medialis) [Arnoczky and
Warren 1982, Day, et al. 1985]. Diese formen ein die Menisken umgebendes
Kappillarnetz in der synovialen Umgebung der Meniskusbasis [Policard 1936]. Von hier
ziehen dann in kurzen Abstanden radiar verlaufende Gefafde in den Meniskus, mit einer
umfangreicheren Versorgung von Vorder- und Hinterhorn [Day, et al. 1985].

Zum Zeitpunkt der Geburt ist der komplette Meniskus von Gefdfien durchzogen
[Petersen and Tillmann 1995]. Mit fortschreitender Entwicklung ziehen sich jedoch die
Gefafle aus dem zentralen Bereich zuriick, sodass sie im Erwachsenenalter nur noch im
dufleren Drittel des Meniskus nachzuweisen sind. Dies ist vermutlich auf die
zunehmende Gewichtsbelastung und Kniebewegung zurtickzufiihren. Arnoczky et al.
konnten zeigen, dass maximal die dufderen 10-30 % des medialen Meniskus und 10-
25 % des lateralen Meniskus von Gefdfen durchzogen sind [Arnoczky and Warren
1982]. Das genannte Ausmafd der Gefafdversorgung hat vor allem Einfluss auf die
Heilungseigenschaften im Falle eines Risses. Eine Wundheilung ist folglich nur im
dufleren vaskularisierten Abschnitt moglich. Aufgrund der unterschiedlichen
Heilungskapazitat in den verschiedenen Bereichen, wird der Meniskus vor allem im
klinischen Gebrauch in drei Abschnitte eingeteilt: Die dufdere rot-rote Zone, die rot-

weifle Ubergangszone, und die innere, gefifllose weif3-weifle Zone (Abbildung 3).
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rot-rote Zone rot-weille : weill-weille Zone
(1) i Zone (3)
@)

Abbildung 3: GefdfSversorgung des Meniskus und Einteilung in 3 Zonen. (A) Querschnitt. (B) Aufsicht. 1 = rot-
rote Zone; 2 = rot-weifle Ubergangszone; 3 = weif3-weifle Zone.

Gemeinsam mit den Gefafden ziehen Nervenfasern vom perimeniskalen Gewebe in die
Meniskusbasis. Dabei bleibt auch die Innervation auf das dufdere Drittel des Meniskus
beschrankt [Day, et al. 1985, Zimny, et al. 1988]. Der Nachweis von Mechanorezeptoren
(Vater-Pacini-Lamellenkorperchen, Ruffini-Kérperchen, Golgi-Sehnenorgane, freie
Nervenendigungen) ldsst auflerdem auf eine Bedeutung der Menisken in der
Tiefensensibilitat des Kniegelenks schlieféen [Zimny, et al. 1988]. In der Tat konnte
gezeigt werden, dass durch eine isolierte Meniskusverletzung die Propriozeption

erheblich gestort ist [Jerosch, et al. 1996].

1.2. Biomechanik der Menisken
1.2.1. Materialeigenschaften des Meniskus

Die mikrostrukturelle Anatomie des Meniskus bestimmt dessen Materialeigenschaften
und folglich auch sein Verhalten unter Belastung [Beaupre, et al. 1986, Bullough, et al.
1970, Fithian, et al. 1990, Petersen and Tillmann 1998].

Charakteristisch hierbei ist vor allem sein Aufbau in zwei Phasen. Das Netzwerk aus
Kollagen I (15-25 %) und Proteoglykanen (1-2 %) bildet die feste Phase, interstitielle
Fliissigkeit (60-70 %) bildet die fliissige Phase [Mow and Huiskes 2005]. Nach der
,Biphasischen Theorie“ tragen die Eigenschaften der elastischen Kollagen-Proteoglykan-
Matrix und der interstitielle Fliissigkeitsstrom durch diese pordse und permeable Matrix
in gleichem Mafde zum Verhalten des Meniskus unter Belastung bei [Mow and Huiskes
2005, Fithian, et al. 1990]. Das sich daraus ergebende viskoelastische Verhalten unter

6
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Belastung ist zeitabhdngig und kann in Hysterese-, Kriech- (Aufbringen einer konstanten
Kraft) und Relaxations-Versuchen (Aufbringen einer konstanten Verformung) nédher
untersucht werden. In diesen Versuchen konnen unter anderem die Permeabilitat des
Meniskus und die Steifigkeit unter Druck in Form des Elastizititsmoduls im
Gleichgewicht (Aggregate Modulus, Ha) bestimmt werden. Fiir die Permeabilitat, als
Maf3 fiir die ,Leichtigkeit” mit der eine Fliissigkeit durch die pordse Matrix stromen
kann, finden sich in der Literatur Werte von circa 1,9 x 1015 m*/Ns und fiir den
Aggregate Modulus von circa 0,15 - 0,2 MPa [Joshi, et al. 1995, Sweigart, et al. 2004].

Die unterschiedliche Organisation der Kollagenfasern in verschiedenen Schichten, flihrt
zur Inhomogenitdt des Meniskusgewebes und macht fiir die genaue Charakterisierung
eine biomechanische Testung in verschiedenen Schichten und Regionen des Meniskus
notig. So konnen sich die Materialeigenschaften in Vorderhorn, Pars intermedia und
Hinterhorn deutlich unterscheiden [Sweigart, et al. 2004].

Da der Grofdteil der Kollagenfasern im Meniskus in zirkumferenter Richtung verlauft,
sind die Materialeigenschaften auch abhangig von der Belastungsrichtung. Diese
Anisotropie impliziert eine Testung parallel zu den zirkumferent verlaufenden
Kollagenfasern, sowie eine Testung senkrecht dazu. In verschiedenen Zugversuchen
wurde fiir den Meniskus, ein mittleres Elastizititsmodul von 110 MPa in zirkumferenter
Belastungsrichtung und von 10 MPa in radidarer Richtung ermittelt [Fithian, et al. 1990,
Lechner, et al. 2000, Tissakht and Ahmed 1995].

Der Meniskus ist unter Druckbelastung weniger steif als unter Zugbelastung. Dies ist
insofern von Bedeutung, als dass er sich unter Belastung verformen kann und sich so
wahrend des gesamten Bewegungszyklus an die sich verdndernden artikuldren

Oberflachen anpassen kann.

1.2.2. Funktion der Menisken

Die Menisken sind essentiell flir eine physiologische Lastverteilung und
Lastlibertragung im Kniegelenk. Dies wird durch ein Zusammenspiel ihrer
anatomischen Form, ihrer anterioren und posterioren Verankerungsligamente und ihrer
speziellen Materialeigenschaften erreicht [Masouros, et al. 2010, Bullough, et al. 1970,
Fukubayashi and Kurosawa 1980, Seedhom 1976, Walker and Erkman 1975]. Durch
ihre Form verbessern die Menisken die Kongruenz zwischen dem relativ flachen
Tibiaplateau und den konvexen Femurkondylen und vergrofiern so die Kontaktflache im

Kniegelenk. Unter normaler Belastung kommt es zu einer axialen Kompression des

7
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Kniegelenks. Die einwirkende Kraft wird dabei gleichmafdig liber die artikuldre
Kontaktflache zwischen Femur und Tibia verteilt. Je grofder diese Kontakflache ist, umso
geringer ist der auf die Knorpeloberflachen einwirkende Kontaktdruck [Masouros, et al.
2010]. So konnte gezeigt werden, dass nach einer operativen Entfernung der Menisken
(Meniskektomie), die Kontaktfliche im Kniegelenk deutlich verringert ist und so der
Kontaktdruck um bis zu 235 % erhoht wird [Baratz, et al. 1986, Seedhom and
Hargreaves 1979]. Man weifd heute, dass es nach Meniskektomie zur Degeneration des
artikuldren Knorpels kommen kann [Hede, et al. 1992, Roos, et al. 1998, Englund and
Lohmander 2004]. Bedingt durch ihre Keilform tendieren die Menisken dazu, bei axialer
Belastung aus dem Gelenkspalt gedriickt zu werden. Dies wird durch die anterioren und
posterioren Verankerungsligamente effektiv verhindert. Dabei bauen sich in den
Menisken zirkumferente Zugspannungen auf, die auf die Verankerungsligamente
libertragen werden [Masouros, et al. 2008]. Die Fahigkeit zur Lastiibertragung ist also
darauf zuriickzufiihren, dass axial einwirkende Krafte im Meniskusgewebe in
zirkumferente Spannungen umgewandelt werden (Abbildung 4). Die hierfiir notwendige
hohe Zugsteifigkeit und -festigkeit des Meniskusgewebes wird durch den
tiberwiegenden Anteil an zirkumferent verlaufenden Kollagenfasern erreicht [Masouros,

etal. 2010].

Abbildung 4: Beteiligung des Meniskus an der Lastiibertragung im Kniegelenk. Axial einwirkende Krdfte
werden innerhalb des Meniskusgewebes in zirkumferente Zugspannungen umgewandelt und liber die
Verankerungsligamente auf das Tibiaplateau tibertragen. Eigene Abbildung in Anlehnung an Diirselen and
Freutel 2015.
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Durch eine hohe Mobilitat der Verankerungsligamente konnen die Menisken wahrend
des gesamten Bewegungsumfangs den Roll-Gleitbewegungen der Femurkondylen folgen
und sich so an der Lastiibertragung beteiligen [Thompson, et al. 1991]. Aufgrund seiner
zusatzlichen Verbindung zum medialen Seitenband, ist der mediale Meniskus im
Vergleich zum lateralen jedoch in seiner Bewegung einschrankt. Dies wird vor allem bei
starker Beugung des Kniegelenks (> 90°) deutlich. Der laterale Meniskus kann aufgrund
der anatomischen Gegebenheiten dem lateralen Femurkondylus in seiner Bewegung
besser folgen und verlagert sich weiter nach posterior. Das Vorderhorn des lateralen
Meniskus bewegt sich dabei um bis zu 10 mm nach posterior. Der laterale Meniskus geht
y,downhill® [Thompson, et al. 1991, Vedi, et al. 1999]. Diese geringere Mobilitat des
medialen Meniskus ist eine mogliche Erklarung dafiir, dass mediale
Meniskusverletzungen hadufiger auftreten als laterale und zudem meistens im
Hinterhorn des medialen Meniskus lokalisiert sind [Metcalf and Barrett 2004].

Fiir die Stabilitit des Kniegelenks sind primar die beiden Kreuzbander (Ligamentum
cruciatum anterior und Ligamentum cruciatum posterior) verantwortlich. So kommt es
im Falle einer Verletzung des vorderen Kreuzbandes zu einer signifikant erh6éhten
antero-posterioren Translationsbewegung im Kniegelenk (18,8 +5,7 mm). Diese
Beweglichkeit wird bei zusatzlicher Meniskektomie nochmals um bis zu 5,8 mm erhoht
[Allen, et al. 2000]. Die Menisken agieren also als sekundare Stabilisatoren im
Kniegelenk. Auch die Rotationsstabilitat wird durch die Menisken beeinflusst. Wang und
Walker konnten zeigen, dass eine Meniskektomie das Rotationsausmafd um 5° erhoht
[Wang and Walker 1974]. Diese Instabilitit wurde durch sukzessive Entfernung der
Ligamente des Kniegelenks (Kreuzbander und Seitenbander) auf bis zu 49° erhoht. In
der Literatur wird dem Meniskus auch eine stofddampfende Funktion im Kniegelenk
zugesprochen [Krause, et al. 1976, Kurosawa, et al. 1980, Voloshin and Wosk 1983].
Jedoch werden diese Studien und folglich auch die Rolle des Meniskus als Stofédadmpfer
durch neuere Literatur in Frage gestellt [Andrews, et al. 2011]. Zusatzlich sind die
Menisken an der Schmierung des Kniegelenks und der Verteilung von Nahrstoffen
beteiligt [Renstrom and Johnson 1990]. Sie erfiillen eine sensorische Funktion und sind

deshalb wichtig fiir die Propriozeption [Messner and Gao 1998].
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1.3.Verletzungen des Meniskus

Nach einer Ruptur des Kreuzbandes, stellen Meniskusverletzungen die zweit haufigste
Verletzung im Kniegelenk dar [Majewski, et al. 2006]. Metcalf und Kollegen konnten in
einer Untersuchung von 1370 Patienten mit Meniskusriss zeigen, dass sich fast drei
Viertel dieser Patienten (73 %) eine isolierte Verletzung des medialen Meniskus
zuzogen und nur 19 % eine isolierte Verletzung des lateralen Meniskus [Metcalf and
Barrett 2004]. Als Grund dafiir ist die bereits genannte geringere Beweglichkeit des
medialen Meniskus anzusehen. Im medialen Meniskus waren fast alle Verletzungen
(98 %) im posterioren Abschnitt oder an dessen Ubergang zur Pars intermedia
lokalisiert. Wahrend der normalen Bewegung des Kniegelenks sind die Menisken
sowohl Druck-, Scher- sowie radidren Zugkraften ausgesetzt [Abraham, et al. 2011, Guo,
et al. 2013, Nishimuta and Levenston 2012]. Dies hat nicht nur Konsequenzen fiir
Verletzungen des Meniskus selbst, sondern auch fiir das gesamte Gelenk nach
Meniskusverletzung [Fayard, et al. 2010].

Meniskusrisse konnen sowohl traumatisch, wie auch degenerativ bedingt sein. Eine
sekundare Instabilitit des Kniegelenks aufgrund vorheriger Verletzungen des
Bandapparates (Kreuz- oder Seitenband) pradisponiert fiir eine Verletzung des
Meniskus [Baker, et al. 1985]. Zu einer traumatischen Verletzung des gesunden
Meniskus kommt es haufig bei einer Rotationsbewegung der Tibia in Kombination mit
axialer Belastung und gebeugtem Kniegelenk. In den meisten Fallen tritt dies in
Zusammenhang mit sportlichen Aktivititen auf [Nielsen and Yde 1991]. Zu den
Risikosportarten zdhlen vor allem Fufdball, Skifahren, American Football, Basketball und
Wrestling. Diese sogenannten Kontaktsportarten machen rund ein Drittel aller Falle aus
[Makris, et al. 2011]. Dabei kommt es haufig zur Verletzung mehrerer
Weichteilstrukturen im Gelenk. So sind bei der ,,unhappy Triad“ neben dem medialen
Meniskus auch das vordere Kreuzband und das mediale Seitenband rupturiert
[O'Donoghue 1964]. Manner sind deutlich haufiger betroffen als Frauen (3:1), was darin
begriindet sein konnte, dass diese Sportarten hauptsiachlich von Madnnern ausgefiihrt
werden [Baker, et al. 1985]. Obwohl Meniskusverletzungen in jeder Altersgruppe
auftreten konnen, hat das Alter des Patienten einen signifikanten Einfluss auf
atiologische und pathophysiologische Faktoren [Noble and Hamblen 1975, Salata, et al.
2010]. So treten traumatische Verletzungen des Meniskus gehauft bei den 20-29-
Jahrigen auf [Garrett, et al. 2006, Makris, et al. 2011, Baker, et al. 1985]. Davon
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abzugrenzen sind degenerativ bedingte Meniskusverletzungen. Sie treten vor allem bei
Patienten mittleren Alters sowie bei dlteren Patienten auf und kénnen spontane Risse
sowie Risse durch geringe Krafteinwirkung sein [Englund, et al. 2008]. Diese Art von
Meniskusverletzungen sind die Folge chronischer, das heifst iiber Jahre andauernder
degenerativer Verdanderungen des Meniskusgewebes im Rahmen des natiirlichen
Alterungsprozesses (Mukoide Degeneration) [Kumm, et al. 2016, Ferrer-Roca and
Vilalta 1980, Hodler, et al. 1992, Noble 1977, Noble and Hamblen 1975]. Sie
unterscheiden sich von den traumatischen Verletzungen unter anderem darin, dass sie
oft ohne Symptome bleiben [Englund, et al. 2008, Noble and Hamblen 1975].
Degenerative Meniskusrisse treten mit einer Pravalenz von 16 % bei 50-59-]Jahrigen
Frauen und bis iiber 50 % bei 70-90-Jahrigen Mannern auf [Englund, et al. 2008].
Morphologisch stellen sich degenerative Risse als Horizontal- und/oder Lappenriss des
mittleren und posterioren Abschnitts des medialen Meniskus dar [Englund, et al. 2008,
Poehling, et al. 1990].

Die Symptome einer Meniskusverletzung variieren in Abhdngigkeit der Chronizitit der
Verletzung und werden vor allem durch die Instabilitit des rupturierten Fragments
verursacht, das zwischen Femur und Tibia bei Bewegung eingeklemmt wird. Bei einer
akuten Verletzung des Meniskus kommt es haufig zu Schwellung und Schmerzen. Bei
der klinischen Untersuchung zeigt sich unter anderem eine eingeschrankte
Bewegungsfreiheit und ein Gelenkerguss. Patienten mit chronischer Verletzung leiden
haufig unter intermittierenden Schmerzen sowie Gelenkblockade. Bei der klinischen
Untersuchung zeigt sich auch hier Gelenkerguss, Schmerz bei forcierter Hyperflexion
und eine Atrophie des Musculus quadriceps femoris [Verdonk and Vererfve 2010].

Es gibt verschiedene Maoglichkeiten Meniskusverletzungen zu Kklassifizieren. Die
»International Society of Arthroscopy, Knee Surgery and Orthopaedic Sports Medicine“
(ISAKOS) veroffentlichte 2006 ein Dokumentationsschema um eine international
standardisierte Erfassung von Meniskusverletzungen bei Arthroskopie zu erméglichen.
[Jakobson 2007]. Die Klassifizierung erfolgt anhand morphologischer Eigenschaften der
Meniskusverletzung. Beurteilt werden Lange des Risses, Tiefe und Lokalisation. Die
Lokalisation innerhalb einer der drei Zonen des Meniskus ist wichtig bei der Beurteilung
der Heilungstendenz (siehe 1.1.3. Blutversorgung und Innervation). In der Literatur
werden verschiedene Verletzungsmuster beschrieben [Bernstein 2010]. Sie kénnen
jeweils stabil oder instabil und komplett oder unvollstandig sein [Pellacci, et al. 1997]

(Tabelle 1).
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Tabelle 1: Verschiedene Verletzungsmuster des Meniskus [Pellacci, et al. 1997, Pereira, et al. 2016].

Verletzungsmuster Beschreibung Morphologie
Haufigstes
Verletzungsmuster. Stellt
Vertikaler
29% aller medialen und 33%
Longitudinalriss
aller lateralen
Meniskusverletzungen dar.
Entsteht aus einem Longitudinalriss, wenn das abgerissene
Korbhenkelriss Fragment nach zentral disloziert. Kommt vor allem im medialen
Kompartiment vor.
Meistens am Ubergang der /
Lappenriss Pars intermedia zum

Hinterhorn.

Komplexer Riss

Haufig durch wiederholtes

Knietrauma.

Radiarer Riss

Verlauft meist vom zentralen
freien Rand bis zur Peripherie

(Meniskusbasis).

Horizontalriss

Haufig degenerativ bedingt.
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1.4. Therapie von Meniskusverletzungen

Sobald Meniskusgewebe geschadigt ist, konnen dessen biomechanische Funktionen
nicht mehr optimal erfiillt werden und die Entstehung degenerativer Verdnderungen im
Kniegelenk wird beglinstigt. Der Funktionsverlust des Meniskus, der nach einer
Verletzung eintritt, ist jedoch abhdngig von der Morphologie des Risses. So kommt es bei
einem vertikalen Longitudinalriss zu keinem Kontinuitatsverlust der fiir die
Lastlibertragung wichtigen zirkumferenten Fasern, sondern zu einer Ruptur der
schwacheren radial verlaufenden Verankerungsfasern. Im Gegensatz dazu ist bei einem
kompletten radidaren Riss des Meniskus oder einem Abriss der Meniskuswurzel dessen
lastiibertragende Funktion vollkommen aufgehoben, was biomechanisch einer
kompletten Entfernung des Meniskus gleichzusetzen ist [Allaire, et al. 2008]. Diese
Verletzungen fiihren zu einer beschleunigten Entwicklung von Gelenkdegeneration
[Choi, et al. 2012, Han, et al. 2010, Costa, et al. 2004, Lerer, et al. 2004, Pagnani, et al.
1991]. Fir die Behandlung von Meniskusverletzungen stehen verschiedene Verfahren

zu Verfligung.

1.4.1. Konservative Behandlung

Nicht alle Meniskusverletzungen fiihren zu klinischen Symptomen [Casscells 1980]. So
kann zum Beispiel bei stabilen longitudinal oder radiar verlaufenden Meniskusrissen,
die kiirzer als 5 mm sind, ein konservativer Therapieversuch unternommen werden
[Verdonk and Almqvist 2005]. Dies stellt vor allem bei Patienten mit geringer
korperlicher Aktivitdt eine Behandlungsoption dar. Ein Meniskusriss wird als stabil
bezeichnet, wenn der Spalt durch Manipulation wdahrend eines arthroskopischen
Eingriffs um weniger als 3 mm bewegt werden kann [Weiss, et al. 1989]. Es konnte
gezeigt werden, dass vor allem bei degenerativ bedingten Meniskusrissen durch gezielte
Ubungen Schmerzen gelindert und die Kniefunktion verbessert werden kann
[Borjesson, et al. 1996, Matthews and StPierre 1996]. Somit konnte kontrolliertes
Training die primare Behandlungsoption bei degenerativen Meniskusldasionen
darstellen [Herrlin, et al. 2007]. Es gibt keine Studien iiber den Erfolg einer

konservativen Behandlung bei akuten Meniskusverletzungen junger Patienten.
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1.4.2. Resektion des Meniskus

Bei der Meniskektomie wird der verletzte und eventuell dislozierte Teil des Meniskus
arthroskopisch entfernt. Je nach Resektionsausmafd unterscheidet man eine partielle
Meniskektomie von einer subtotalen oder sogar totalen Meniskektomie. Indiziert ist
eine Resektion des Meniskus bei ausgedehnten Verletzungen in der weif3-weifden Zone,
wo aufgrund der fehlenden Blutversorgung keine Heilung zu erwarten ist [Arnoczky and
Warren 1982].

Bereits durch die partielle Resektion des Meniskus kommt es zu einer verringerten
Kontaktflache im Kniegelenk und somit zu einem erhohten Kontaktdruck zwischen den
artikulierenden Knorpeloberflichen von Femur und Tibia [Fukubayashi and Kurosawa
1980]. Dabei bestimmt das Resektionsausmafi inwieweit sich der Druck erh6ht. Je mehr
Gewebe entfernt wird, umso hoher steigt der Druck [Lee, et al. 2006, Seitz, et al. 2012].
So kann der Kontaktdruck auf den Gelenkflichen im Kniegelenk auf bis zu 235 %
ansteigen [Baratz, et al. 1986]. Seit einiger Zeit weifd man, dass eine Meniskektomie in
direktem Zusammenhang mit der Entwicklung von Arthrose steht [Fairbank 1948, Hede,
et al. 1992, Roos, et al. 1998, Englund and Lohmander 2004]. Eine Entfernung von
Meniskusgewebe erhoht aber nicht nur die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung
degenerativer Verdanderungen im Kniegelenk, es kommt auch zur Beschleunigung
degenerativer Veranderungen bei bereits bestehender Arthrose [Andriacchi, et al. 2004,
Hunter, et al. 2006, McDermott and Amis 2006, Roos 2005]. Aufgrund dieser
Erkenntnisse stand in den letzten Jahren mehr und mehr der Erhalt oder der Ersatz des
Meniskus im Zentrum der Therapie.

Dennoch wird immer noch bei den meisten Patienten mit Meniskusriss eine partielle-
und bei sehr umfangreichen Verletzungen auch eine totale Meniskektomie durchgefiihrt
[Garrett, et al. 2006]. Grund dafiir konnte das schnelle Abklingen der Symptome nach
Resektion des verletzen Teils des Meniskus und die rasche Wiederherstellung der
Funktion sein [Hede, et al. 1992, Schimmer, et al. 1998]. Betroffene Patienten profitieren
so zundchst von einer schnellen Riickkehr zum Sport und einer raschen
Wiederherstellung der Arbeitsfahigkeit. Langfristig kann jedoch aufgrund der genannten

degenerativen Gelenkverdanderungen ein totaler Gelenkersatz nétig werden.
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1.4.3. Reparatur des Meniskus

Um die so wichtige biomechanische Funktion des Meniskus zu erhalten, gewann in den
letzten Jahren die Refixation von verletztem Gewebe zunehmend an Bedeutung bei der
Therapie von (akuten) Meniskusrissen [Sanchez-Soler, et al. 2016]. So kam es zwischen
2005 und 2011 zu einem signifikanten Anstieg der durchgefiihrten
Meniskusreparaturen in den USA [Abrams, et al. 2013]. Dies ist wohl vor allem darauf
zuriickzufiihren, dass in den letzten Jahren grofier Wert auf die Schulung der Chirurgen
beziiglich der knorpelschiitzenden Eigenschaften des Meniskus gelegt wurde. Weiterhin
kam es zu grofden Fortschritten auf dem Gebiet der arthroskopischen Technik und des
Instrumentariums [Abrams, et al. 2013].

Ob die Refixation eines Meniskusrisses moglich ist, wird von Faktoren wie Alter und
Aktivitdt der Patienten, Verletzungsmuster, Chronizitit der Verletzung, eventuelle
Begleitverletzungen und Gefif3versorgung des geschadigten Bereichs bestimmt
[Bernstein 2010]. Letztere ist entscheidend fiir eine nattirliche Wundheilung und kann
nur in der rot-roten, sowie in der rot-weifden Zone erwartet werden [Rubman, et al.
1998, Ahn, et al. 2010].

Priméres Ziel bei der Refixation von Meniskusgewebe ist das Erreichen einer stabilen
Adaptation, da nur so eine Chance auf Heilung besteht [Matsubara, et al. 2012]. Hierfir
standen zunidchst verschiedene primdre Nahttechniken zur Verfiigung. Da die
arthroskopische Durchfiihrung dieser Nahttechniken jedoch sehr anspruchsvoll ist,
wurden in den letzten Jahren viele verschiedene chirurgische Techniken und
Medizinprodukte, wie resorbierbare Klammern, Stifte, Anker und Schrauben entwickelt.
Die Refixation kann auf diese Weise minimal-invasiv ohne zusatzliche Hautinzision (all-
inside) durchgefiihrt werden und so das Risiko von Gefaf3- oder Nervenverletzungen
minimiert werden [Barber and Herbert 2000]. Die neueste Generation, sogenannte
Meniskus-Refixationssysteme, vereinen den Vorteil der Festigkeit einer primaren Naht
mit der Sicherheit einer minimal-invasiven all-inside Technik.

Im Vergleich zur Meniskektomie werden bei der Reparatur von Meniskusgewebe
sowohl bessere biomechanische als auch klinische Ergebnisse erzielt [Huber, et al. 2013,
Paxton, et al. 2011]. Obwohl dieses Prozedere mit einer hoheren Re-Operationsrate
verbunden ist, kann auf lange Sicht der Knorpel vor Degeneration geschiitzt werden
[Paxton, et al. 2011]. Wenn eine Refixation aufgrund der richtigen Indikationsstellung

erfolgt, werden mittel- bis langfristig 70-80 % der Falle erfolgreich therapiert [Seil and
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Pape 2010].

Es gibt drei Hauptindikationen fiir die Refixation von geschiadigtem Meniskusgewebe
[Seil and Pape 2010]. Am haufigsten erfolgt diese aufgrund eines vertikalen Langsrisses
im mittleren oder hinteren Bereich des Meniskus oder aufgrund eines Korbhenkelrisses
im mittleren Bereich des Meniskus. Horizontal- oder radiar verlaufende Risse werden
dagegen selten refixiert. Schwieriger zu diagnostizieren und weitaus seltener ist die
Indikation des basisnahen Risses im Bereich der meniskosynovialen Verbindung. Als
dritte Indikation ist schlief}lich der Riss der meniskotibialen Ligamente
(Meniskuswurzelriss) zu nennen. Der Meniskus verliert dabei seine Funktion eine axiale
Last in zirkumferente Zugspannungen umzuwandeln. Dies resultiert in einem Zustand,

der mit der Entfernung des Meniskus vergleichbar ist [Allaire, et al. 2008].

1.4.4. Ersatz des geschadigten Meniskus

Ziel eines (partiellen) Meniskusersatzes soll sowohl die Linderung von Symptomen nach
(partieller) Meniskusresektion, als auch die Wiederherstellung der Funktion und
schliellich die Pravention degenerativer Gelenkerkrankungen sein. Hierfiir stehen

derzeit verschiedene Verfahren zur Verfiigung.

Spender-Meniskus

Fir den Totalersatz des Meniskus steht klinisch derzeit nur die Transplantation eines
Spendermeniskus (Allograft) zur Verfiigung. Indikation hierfiir besteht bei jlingeren
Patienten unter 50 Jahren, die unter den Symptomen einer Meniskektomie leiden.
Entscheidend fiir den Erfolg des Eingriffs ist ein stabiles Kniegelenk ohne
Achsenfehlstellung sowie ein begrenztes Ausmafd an bestehenden degenerativen
Knorpelveranderungen [Lubowitz, et al. 2007, Verdonk, et al. 2007]. Obwohl diese
Technik bereits im Jahr 1989 von Milachowski beschrieben wurde [Milachowski, et al.
1989], ist bis heute unklar, ob auf lange Sicht die Entstehung sowie Progression
bestehender degenerativer Gelenkverdnderungen effektiv verhindert werden kann
[Wirth, et al. 2002]. Kurz- und mittelfristig fiihrt die Meniskustransplantation zur
Schmerzlinderung und Verbesserung der Kniegelenkfunktion bei alltdaglichen
Aktivitaten [Crook, et al. 2009]. In den meisten Fillen werden fiir die Transplantation
gefrorene oder kryokonservierte Spendermenisken verwendet, da bei frischen
Menisken unter anderem das Problem der begrenzten Haltbarkeit besteht und selten in

so kurzer Zeit ein passender Empfanger gefunden werden kann [Cole, et al. 2003, Crook,
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et al. 2009]. Zu nennende Nachteile dieses Verfahrens sind die begrenzte Verfiigbarkeit
passender Spendermenisken, mogliche mit der Transplantation assoziierte
Immunreaktionen des Empfangers und die Gefahr der Krankheitsiibertragung
[Lubowitz, et al. 2007]. Letzteres wird oft in Zusammenhang mit Allografts genannt, da
eine effektive Sterilisation des Transplantats nicht erreicht werden kann. Gamma-
Strahlung, die noétig ist um HI-Viren effektiv zu zerstoren, fiihrt auch zur Zerstérung des
Transplantats [Vangsness, et al. 2003]. Auch die Sterilisation mit Ethylenoxid ist
aufgrund der damit in Zusammenhang stehenden Gelenkentziindungen nicht moglich

[Jackson, et al. 1990].

Alloplastischer Meniskusersatz

Grundlegend lassen sich hier zwei verschiedene Ansitze unterscheiden. Nicht-
resorbierbare Implantate, die wie eine Prothese dauerhaft die Funktion des
geschadigten Meniskus iibernehmen oder resorbierbare Scaffolds, die diese Funktion
nur zeitweise tibernehmen. Letztere sollen wie ein ,Geriist” das Einwachsen von Zellen
sowie die Regeneration von Gewebe fordern, wahrend sie selbst einem langsamen
Abbauprozess unterliegen. Dieses Prinzip wird als ,Tissue Engineering” bezeichnet
[Rongen, et al. 2014]. Wahrend des chirurgischen Eingriffs wird der verletzte Teil des
Meniskus entfernt und ein Ersatz entsprechend der Defektform eingesetzt. Bei sehr
umfangreichen Verletzungen, die eine totale Entfernung des Meniskus erfordern, oder
bei wiederholten partiellen Meniskusresektionen kann letztendlich ein (sub-) totaler
Meniskusersatz erforderlich sein.

Fiir den kiinstlichen Meniskusersatz wurde bereits eine Vielzahl an verschiedenen
Materialien untersucht [Vrancken, et al. 2013]. Aufgrund ihrer besonderen
physikalischen Eigenschaften spielen dabei natiirliche oder synthetische Polymere eine
besondere Rolle [Rongen, et al. 2014]. Ein grofder Vorteil bei der Herstellung dieser
Polymere ist, dass spezifische Eigenschaften genau an die Anforderungen des Meniskus-
Tissue Engineering angepasst werden konnen. Dies betrifft vor allem Biokompatibilitat,
Porositat, Degradationsprofil und mechanische Eigenschaften [Odian 2004]. Gemaf3 den
Anforderungen an ein Scaffold oder Implantat fiir den Meniskusersatz sollen die
mechanischen Eigenschaften und das Reibungsverhalten bei Implantation den
Eigenschaften des nativen Meniskusgewebes entsprechen [Stone, et al. 1997, Rongen, et
al. 2014]. So muss ein Ersatzmaterial bei der Kraftiibertragung im Kniegelenk mitwirken

und fiir eine gleichmafdige Druckverteilung sorgen. Adaquate Reibungseigenschaften
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verhindern frithzeitigen Abrieb und somit eine Zerstorung der Gelenkoberflache. Das
Implantat oder Scaffold sollte in seiner Groéfie mit dem zu ersetzenden Meniskus
ubereinstimmen. Aufierdem diurfen weder das Material selbst, noch die bei der
Degradation anfallenden Abbauprodukte zytotoxisch oder kanzerogen sein. Ein Scaffold
fiir das Tissue Engineering des Meniskus muss die Zelladhdsion férdern und so als
Geriist fiir die Regeneration von Zellen, extrazelluldrer Matrix und Gefifen dienen
[Stone, et al. 1997, Rongen, et al. 2014]. Hierfiir sind grofde Makroporen (200-300 um),
eine hohe Interkonnektivitit durch kleinere Mikroporen (10-50 um) und eine hohe
Gesamtporositat (= 70%) erforderlich. Im Falle von resorbierbaren Scaffolds soll die
Degradation in dem Mafde voranschreiten wie neues Gewebe einwachsen, sich
organisieren und so eine ausreichende mechanische Belastbarkeit erreichen kann.

Momentan sind zwei alloplastische Scaffolds fiir den partiellen Meniskusersatz klinisch
verflighar. Das CMI® (Collagen Meniskus Implantat, Ivy Sports Medicine GmbH,
Grafelfing, Deutschland) ist ein biologisches, resorbierbares Scaffold aus hoch
gereinigtem bovinem Kollagen I [Stone, et al. 1990]. In ersten in vitro und in vivo Studien
konnte zwar gezeigt werden, dass das Scaffold das Einwachsen von neuem Gewebe
fordert [Stone, et al. 1990], in einer weitern in vivo Studie war jedoch nach 12 Monaten
kein Vorteil gegeniiber einer Meniskusresektion nachzuweisen [Stone, et al. 1992]. In
einer prospektiven randomisierten Studie in der das CMI® im Vergleich zur partiellen
Meniskektomie untersucht wurde, wurde die Infiltration des Scaffolds mit
regenerativem Gewebe bestatigt [Rodkey, et al. 2008]. Bei Patienten mit chronischen
Beschwerden (mehr als 1 vorangegangener chirurgischer Eingriff am Meniskus), kam es
aufderdem zu verbesserten klinischen Ergebnissen, was die Autoren auf eine verbesserte
Meniskusfunktion zuriickfiihrten. Diese klinische Verbesserung blieb bei Patienten mit
akuten Meniskusverletzungen (kein vorangegangener Eingriff am Meniskus) aus. Jedoch
kam es auch bei Patienten dieser Studie, die meniskektomiert wurden (Kontrollgruppe),
zu einer klinischen Verbesserung. Diese Patienten erlangten aber nur 29 % ihrer
urspriinglichen physischen Aktivitit wieder, im Vergleich zu den Patienten mit
chronischer Verletzung und Therapie mit CMI®, die 42 % ihrer fritheren Aktivitat
wiedergewannen. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das CMI® zwar sicher
in der Anwendung am Patienten ist, bisher jedoch keine eindeutigen Beweise dafiir
vorliegen, dass es im Vergleich zur Meniskektomie tatsachlich zu einer verbesserten
Kniefunktion und Chondroprotektion kommt [Rongen, et al. 2014]. Aufserdem bleibt die

Anwendung des CMI® auf Falle beschrankt, bei denen die Meniskusrandleiste vollig
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intakt ist, was den Einsatz limitiert.

Das zweite klinisch verfiigbare Scaffold besteht aus einem Kompositmaterial aus
80 % Poly -e-Caprolacton und 20 % Polyurethane (Actifit®, Orteq Ltd., London, UK)
[Heijkants, et al. 2004]. Poly-e-Caprolacton ist ein resorbierbarer Kunststoff und soll
eine ausreichende Flexibilitdt des Materials gewahrleisten. Das teilweise resorbierbare
Polyurethan ist steifer und soll fiir eine ausreichende mechanische Belastbarkeit sorgen.
In ersten in vivo Studien wurde die Eignung des Materials fiir den Totalersatz des
Meniskus untersucht. Obwohl sich die mechanischen Eigenschaften des Scaffolds tiber
den Implantationszeitraum von sechs Monaten verbesserten, waren diese nicht
vergleichbar mit den Eigenschaften des nativen Meniskus. Folglich kam es zu
degenerativen Veranderungen mit Zerstorung des Gelenkknorpels [Tienen, et al. 2006].
Nach einem Untersuchungszeitraum von 24 Monaten blieb eine weitere Verbesserung
der Druckeigenschaften des Scaffolds aus. Stattdessen kam es zum Bruch der Scaffolds
und einer stirkeren Zerstorung des Knorpels als nach Meniskektomie [Welsing, et al.
2008, Hannink, et al. 2011]. Ursache konnten minderwertige biomechanische
Eigenschaften und ein schlechtes Reibungsverhalten zum Zeitpunkt der Implantation
sein [Galley, et al. 2011]. Als Konsequenz sollte das Scaffold zukinftig nur noch fiir den
partiellen Meniskusersatz verwendet werden [Brophy, et al. 2010]. Daraufhin konnten
in einer Studie am Schaf jedoch nach 12 Monaten keine signifikanten Unterschiede zur
partiellen Meniskektomie festgestellt werden [Maher, et al. 2010]. In einer klinischen
Studie an Patienten mit irreparablem Meniskusriss oder partiellem Verlust des
Meniskus konnten zwar Biokompatibilitit und Fahigkeit zur Gewebeinduktion des
Scaffolds nachgewiesen werden, es fehlte jedoch der Vergleich zu einer Kontrollgruppe
[Verdonk, et al. 2011]. Weitere kontrollierte randomisierte klinische Studien sind also
notig, um eine definitive Aussage liber die Wirksamkeit des Scaffolds treffen zu kénnen.
Zusatzlich miissen Ergebnisse von Langzeitstudien abgewartet werden, um die
tatsachliche knorpelschiitzende Wirkung zu belegen. Folglich konnte bisher keines
dieser Scaffolds eine knorpelschiitzende Wirkung {iber einen ldngeren
Implantationszeitraum beweisen. Es bestehen keine eindeutigen Vorteile gegeniiber der
konventionellen Meniskusresektion, was dazu fiuhrt, dass keines der beiden von der
Arzteschaft allgemein anerkannt ist.

Aufgrund der intensiven Forschung auf diesem Gebiet befinden sich zurzeit neben den
genannten, klinisch bereits verfiigharen Scaffolds einige Materialien fiir den

Meniskusersatz in der Entwicklung [Vrancken, et al. 2013, Rongen, et al. 2014].
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NuSurface® (Active Implants Israel Ltd., Israel) ist ein Implantat fiir den totalen
Meniskusersatz, welches sich bereits in der klinischen Testphase befindet. Es besteht
aus einem Polycarbonat-Urethan-Polymer, das durch zirkumferent verlaufende Kevlar-
fasern verstarkt wurde. Dieses wurde zuvor in einer Studie am Schaf iiber drei und
sechs Monate untersucht [Zur, et al. 2011]. Bezuglich des Zustands des artikuldren
Knorpels konnten keine Unterschiede zur kontralateralen, nicht-operierten Kontroll-
Gliedmafie nachgewiesen werden. Jedoch wurden zu jedem Zeitpunkt nur drei Tiere
untersucht, was eine definitive Aussage beziiglich der Wirksamkeit des Implantats nicht
zuldsst. Aufderdem unterscheidet sich das humane Implantat in seiner Form und auch
hinsichtlich der Implantationstechnik deutlich von dem in dieser Studie verwendeten
ovinen Implantat. Im Gegensatz zu dem scheibenférmigen humanen Implantat, das ohne
weitere Fixierung in das Kniegelenk eingesetzt werden soll, ist das ovine Implantat
anatomisch geformt und mit Schrauben zur Verankerung am Tibiaplateau versehen
[Elsner, et al. 2010, Zur, et al. 2011].

Ein weiteres sehr vielversprechendes Implantat fiir den totalen Meniskusersatz besteht
aus einem Kollagen-Hyaluronsaure-Schwamm der durch anatomisch platzierte
resorbierbare Fasern verstarkt wurde (Meniscofix™, Novopedics Inc.) [Balint, et al.
2012]. In einer Funktionalititsprifung am Schafmodell konnten iiber einen
Implantationszeitraum von 16- und 32-Wochen zelluldre Infiltration der Implantate mit
nachfolgender Matrixproduktion nachgewiesen werden [Merriam, et al. 2015].
Zusatzlich war das Material aufgrund seiner biomechanischen Eigenschaften in der
Lage, im Vergleich zur Meniskektomie den artikuldren Knorpel vor Degeneration zu
schiitzen.  Diese  Eigenschaften = konnten auch {lber einen ldngeren
Untersuchungszeitraum von 52 Wochen nachgewiesen werden [Patel, et al. 2016]. Im
nachsten Schritt sollen Verbesserungen beziiglich der Form des Implantats
vorgenommen werden und ein Implantat fiir den Einsatz am Mensch entwickelt werden.
In einer eigenen Studie des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik
wurde ein Implantat aus Seidenfibroin fiir den partiellen Meniskusersatz (FibroFix™,
Orthox Ltd., Abingdon, Vereinigtes Konigreich) liber sechs Monate am Schafmodell
getestet [Gruchenberg, et al. 2015]. Dabei wurde ein partieller Ersatz von
Meniskusgewebe am Ubergang des Vorderhorns zur Pars intermedia durchgefiihrt. Nach
sechs Monaten zeigten sich weder makroskopisch noch histologisch
Entziindungszeichen, woraus auf eine gute Biokompatibilitit des Materials geschlossen

werden konnte. Zudem konnte durch die Implantation des Ersatzmaterials die
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Entstehung von Arthrose im Vergleich zur Meniskektomie verhindert werden. Jedoch
waren einige Implantate zum Teil nicht mehr im Defekt fixiert und es konnte keine feste
Verbindung des Materials zu nativem Meniskusgewebe nachgewiesen werden. Fiir den
erfolgreichen Einsatz auf lange Sicht sind Verbesserungen der Implantationstechnik
notig. Es muss eine feste Verbindung zu nativem Meniskusgewebe geschaffen werden,
da nur so eine Integration des Materials moglich ist. Grundvoraussetzung fiir die
Ausbildung einer Gewebebriicke zwischen Implantat und Restmeniskus ist neben der
stabilen Fixierung auch der Anschluss an das periphere Gefafdsystem des Meniskus. Auf
Grundlage dieser Untersuchung und der dabei gewonnenen Erkenntnisse wurde das
Seidenfibroin Implantat einem Optimierungsprozess unterzogen. Die Untersuchung

dieser zweiten Generation an Implantaten ist Gegenstand der vorliegenden Studie.

1.5.Ziel der Studie

Aufgrund fehlender adaquater Alternativtherapien ist die partielle Meniskektomie trotz
genannter negativer Langzeit-Auswirkungen noch immer der hdufigste durchgefiihrte
Eingriff bei Meniskusverletzungen. Momentan sind zwei artifizielle Scaffolds fiir den
partiellen Meniskusersatz klinisch verfiigbar, beide sind jedoch von der Arzteschaft
nicht allgemein anerkannt. Zudem ist noch nicht ausreichend bewiesen, ob diese in der
Lage sind den Gelenkknorpel auch auf lange Sicht zu schiitzen. Im Gegensatz dazu, ist flr
den Totalersatz des Meniskus kein alloplastisches Material klinisch verfligbar. Es
besteht nur die Moglichkeit einer Meniskustransplantation (Allograft), wobei passende
Spendermenisken oft schwer verfiigbar sind. Auch hier herrscht Unklarheit beziiglich
der Langzeit-Chondroprotektion eines Allografts. Aufgrund des dringenden Bedarfs
eines geeigneten Materials fiir den Meniskusersatz entwickelte die Firma Orthox
(Orthox Ltd. Abingdon, Vereinigtes Konigreich) ein Implantat aus Seidenfibroin. Dieses
zeigte in einer ersten tierexperimentellen Studie vielversprechende Ergebnisse
[Gruchenberg, et al. 2015]. Jedoch wurden auch Defizite hinsichtlich der Fixierung des
Implantats am Restmeniskus aufgezeigt. Darauthin wurde das Material einem
Optimierungsprozess unterzogen.

In der vorliegenden Studie sollte nun diese zweite Generation der Implantate aus
Seidenfibroin am Schafmodell iiber sechs Monate getestet werden. Die Defektgrofie
wurde im Vergleich zur ersten Studie erweitert und es wurde ein subtotaler

Meniskusersatz durchgefiihrt. Nach sechs Monaten erfolgte die makroskopische,
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biomechanische und histologische Auswertung. Zentrale Fragestellung dabei war, ob
das Implantat im Vergleich zur Meniskektomie den femoralen und tibialen Knorpel vor

Degeneration schiitzen kann.
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2. Material und Methoden

2.1.Optimiertes Seidenfibroin Implantat

Die Seidenfibroin Implantate wurden von der Firma Orthox Ltd. (Orthox Ltd., Abingdon,
Vereinigtes Konigreich) entwickelt und hergestellt. Seidenfasern des Kokons der
Seidenspinnerraupe (Bombyx mori) dienten dabei als Ausgangsmaterial. Native
Seidenfasern der Seidenspinnerraupe bestehen im Wesentlichen aus zwei langkettigen
Eiweifdmolekiilen: Fibroin und Sericin [Altman, et al. 2003]. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Sericin, welches die Fibroinmolekiile umgibt, stark immunogen ist und so
in der Lage ist Uberempfindlichkeitsreaktionen auszuldsen [Zaoming, et al. 1996, Wen,
et al. 1990, Dewair, et al. 1985]. Wahrend des Herstellungsprozesses des Implantats
wurde daher der Fibroin-Anteil extrahiert und anschliefdend in eine offenporige Matrix
tberfithrt. Im Unterschied zur pordsen Matrix ist die Oberfliche des Materials glatt.
Strukturelle Analysen der ersten Generation von Implantaten zeigten, dass das Material
eine hohe Porositdt (85 %), bei einer Porengréfie von 150-300 pm besitzt [Gruchenberg,
et al. 2015]. Biomaterialien aus Seide werden von der amerikanischen Arzneimittel-
Behorde (US-Pharmacopeia, USP) als nicht-resorbierbar klassifiziert, da es nach
Implantation tiber 60 Tage seine urspriingliche Festigkeit behalt. Tatsachlich konnten
mehrere Studien nachweisen, dass Seide im Korper einem langsamen Abbauprozess
unterliegt und somit auf lange Sicht resorbierbar ist [Rossitch, et al. 1987, Soong and
Kenyon 1984, Salthouse, et al. 1977].

Im Zuge der Materialoptimierung wurden MRT (Magnetresonanztomographie)-Scans
von ovinen medialen Menisken angefertigt, auf deren Grundlage ein Prototyp in Form
eines 3D-Drucks hergestellt wurde. So konnten im Gegensatz zur ersten Generation
anatomisch geformte Implantate hergestellt werden, die der tatsachlichen Form des
ovinen Meniskus entsprechen. Aufderdem wurde ein Fasernetz aus Seidenfibroin in die
pordse Matrix integriert, wodurch eine erhohte Ausrissfestigkeit der Fixierungsnaht und
damit eine stabile Fixierung an der Meniskus-Randleiste erreicht werden sollte.

Die in dieser Studie verwendeten Implantate wurden beim Hersteller bereits durch
Gamma-Strahlung sterilisiert, einzeln in gepufferter Salzlésung (PBS, phosphate
buffered saline) abgepackt und mit der Chargenbezeichnung und Nummer des

Implantats versehen.
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2.2.Tierversuch

Der Versuch wurde am 06. Juli 2015 unter der Regierungs-Nummer 1229 vom
Regierungsprasidium Tiibingen genehmigt. Die Durchfiihrung erfolgte streng nach den
Vorgaben des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 18. Mai 2006 (zuletzt gedndert
durch Art. 4 Abs. 87 des Gesetzes vom 18. Juli 2016), der Tierschutz
Versuchstierverordnung in der Fassung vom 01. August 2013 (zuletzt gedndert durch
Art. 394 der Verordnung vom 31. August 2015) und der Richtlinien der FELASA

(Federation of European Laboratory Animal Science Associations).

2.2.1. Tiere und Haltung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 27 jungadulte (2 * 1 Jahre) weibliche
Merino-Schafe aus landwirtschaftlicher Haltung mit einem mittleren Gewicht von
93 + 8 kg. In der vorhergehenden Studie wurden bei einigen Schafen bereits wahrend
der Operation deutliche degenerative Veranderungen des artikuliren Knorpels
festgestellt, was eine spatere Beurteilung der chondroprotektiven Funktion des
Implantats erschwerte [Gruchenberg, et al. 2015]. Deshalb wurde in der vorliegenden
Studie darauf geachtet jiingere Tiere zu verwenden. Die Unterbringung der Schafe
erfolgte am Tierforschungszentrum der Universitiat Ulm. Hier wurden die Tiere bereits
sechs Wochen vor Versuchsbeginn eingestallt und circa eine Woche vor dem
chirurgischen Eingriff einer Ultraschalluntersuchung unterzogen. So konnten eventuell
vorliegende Trachtigkeiten ausgeschlossen werden. Die Schafe wurden praoperativ zu
zweit oder zu dritt in mit Stroh eingestreuten Boxen gehalten. Circa zwei Wochen nach
dem chirurgischen Eingriff erfolgte die Unterbringung in einem Offenstall mit
ganztiagigem Weidezugang. Den Tieren standen stets Selbsttranken und Heu ad libitum

zur Verfiigung.
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2.2.2. Versuchsdesign

Die 27 Schafe wurden randomisiert in drei Operationsgruppen zu jeweils neun Tieren
eingeteilt (Tabelle 2). Gruppe 1 diente als Sham-operierte Kontrollgruppe. Hier wurde
nur der chirurgische Zugang zum medialen Meniskus durchgefiihrt (siehe 2.2.3
Operation). Es sollte untersucht werden, in wie weit die Operationsmethode allein zu
Veranderungen des artikularen Knorpels fiihrt. Bei allen Tieren der Gruppe 2 und 3
wurde eine subtotale Meniskusresektion durchgefiihrt (siehe 2.2.3. Operation). Dieser
Defekt blieb bei den Tieren der Gruppe 2 leer. In Gruppe 3 wurde nach der subtotalen
Meniskektomie das Seidenfibroin-Implantat in den Defekt eingesetzt und fixiert. In allen

Gruppen erfolgte die Auswertung nach sechs Monaten.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die drei Versuchsgruppen.

Eingriff Standzeit Tierzahl
Gruppe 1 Sham-Operation 6 Monate 9
Subtotale
Gruppe 2 6 Monate 9
Meniskektomie

Meniskusersatz durch
Gruppe 3 Seidenfibroin 6 Monate 9

Implantat

2.2.3. Operation

Die Operations-Vorbereitung sowie der chirurgische Eingriff am medialen Meniskus
wurden in Anlehnung an die von Gruchenberg et al. [Gruchenberg, et al. 2015]

beschriebenen Methoden durchgefiihrt.
Operations-Vorbereitung

Vor dem operativen Eingriff mussten die Tiere fiir 48 Stunden fasten, wobei die

Wasseraufnahme tiber Selbsttranken weiterhin ungehindert méglich war. Durch diese
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Mafinahme sollte das Risiko der Regurgitation und Aspiration von Pansen-Inhalt vor
oder wahrend der Intubation gesenkt werden.

Am Operationstag wurde den Schafen zur Sedation bereits im Stall 0,2 mg/kg
Korpergewicht (KG) Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2 % Injektionslosung fiir Tiere:
Rinder, Pferde, Hunde, Katzen, Bayer Vital GmbH) intramuskuladr verabreicht. Zusatzlich
bekamen die Tiere zur prophylaktischen antibiotischen Abdeckung 10 mg/kg KG
Amoxicillin-Trihydrat (Veyxyl® LA 20 %, Veyx-Pharma GmbH, Deutschland) und
2 mg/kg KG Carprofen (Rimadyl® 50 mg/ml Injektionslosung fiir Hunde und Katzen,
Pfizer GmbH, Deutschland) zur intraoperativen Analgesie, subkutan appliziert. Im
Operationsvorbereitungsraum wurde nach Scheren und Desinfektion des linken Ohres
ein 20 G Venenverweilkatheter (Vasofix® Brauniile®, B.Braun Melsungen AG,
Deutschland) in die Vena auricularis lateralis gelegt und mit Klebeband fixiert
(Leukoplast®, BSN medical GmbH, Deutschland). Uber diesen erfolgte anschlieRend die
intravenose Narkoseeinleitung mit 10-20 mg/kg KG Thiopental-Natrium (Thiopental
Inersa 0,5 g, Inersa Arzneimittel GmbH, Deutschland). Bei ausreichender Narkosetiefe,
die durch Kontrolle des Lid- und Schluckreflexes iiberpriift wurde, wurden die Tiere
orotracheal intubiert und an ein Inhalationsnarkosegeriat angeschlossen. Die
Aufrechterhaltung der Narkose iiber die gesamte Operationsdauer erfolgte mit 1-2 %
Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG, Deutschland). Die Spontanatmung blieb
dabei stets erhalten. Zur intraoperativen Fliissigkeitssubstitution wurde eine isotone
Vollelektrolytlosung (Jonosteril®, Fresenius Kabi Deutschland GmbH) per
Dauertropfinfusion verabreicht. Die Schafe erhielten aufierdem eine Magensonde, um
die Aufgasung des Pansens wahrend der Narkose zu verhindern. Schliefilich wurde ein
Augengel (Vidisc®, Bausch und Lomb GmbH, Deutschland) eingebracht, um einer
Austrocknung des Auges wahrend der Operation vorzubeugen. Die linke
Hintergliedmafde wurde grof3ziigig geschoren, mit Jodseife (Jodosept PVP®, Vetoquinol
GmbH, Deutschland) gereinigt und anschliefend mit Alkohol desinfiziert. Die Tiere
wurden dann im Operationsraum auf dem Operationstisch in Riickenlage fixiert und die
linke Hintergliedmafde erneut mit einem Hautantiseptikum (Kodan® Tinktur forte
farblos, Schiilke & Mayr GmbH, Deutschland) desinfiziert. Nun wurden ein Bauchtuch
und zwei sterile Handschuhe tiber die linke Klaue bis iiber das Sprunggelenk gezogen
und die Schafe bis auf den Kopf und das linke Hinterbein mit mehreren sterilen Tiichern
abgedeckt. Wahrend des Eingriffs wurden Kreislaufparameter und Sauerstoffsattigung

stetig kontrolliert.
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Zugang zum medialen Meniskus

Der operative Zugang zum Kniegelenk erfolgte von medial und wurde in allen
Versuchsgruppen gleich durchgefiihrt. Zunachst wurden Patella, Ligamentum patellae
und Tuberositas tibiae palpiert sowie der Kniegelenkspalt und das mediale
Kollateralband aufgesucht. Die circa 6-8 cm lange Hautinzision erfolgte nun mit einer
Skalpellklinge Nr.20 (Carbon Steel Skalpellklingen #20, B. Braun Aesculap Division,
Tuttlingen, Deutschland) parallel zum medialen Seitenband in proximo-distaler
Richtung (Abbildung 5). Ebenso wurden anschlief}end unter Verwendung einer
Skalpellklinge Nr.15 (Carbon Steel Skalpellklingen #15, B. Braun Aesculap Division,
Tuttlingen, Deutschland) das Unterhautgewebe, die oberflachliche (Fascia femoralis

superficialis) sowie die tiefe Faszie (Fascia genus) durchtrennt.

Abbildung 5: Medialer Zugang zum Kniegelenk mit proximo-distaler Schnittfiihrung, parallel zu medialen
Kollateralband.

Auch die gemeinsame Aponeurose des Musculus rectus femoris und Musculus vastus
medialis wurde inzidiert, wodurch der femorale Ansatz des medialen Kollateralbandes
(Epicondylus medialis) dargestellt werden konnte. Dieser wurde kndchern mit einem
Lambot Meifdel abgelost und zusammen mit dem anhaftenden medialen Kollateralband
vorsichtig nach distal frei prapariert (Abbildung 6 A). Dadurch war eine Subluxation des
Kniegelenks als Voraussetzung fiir die Darstellung des medialen Meniskus moglich
(Abbildung 6 B). Anschlieflend wurde die Gelenkkapsel oberhalb des Meniskus
horizontal nach kranial und kaudal erdffnet. Unter Beugung, Aufienrotation und

Valgusstellung konnte der mediale Meniskus dargestellt werden.
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Abbildung 6: (A) Zustand nach knécherner Ablésung des Ansatzes des medialen Kollateralbandes an der
medialen Femurkondyle und Prdparation nach distal. LCM =Ligamentum collaterale mediale;
CMF = Condylus medialis femoris. (B) Subluxation des Kniegelenks mit Blick auf den medialen Meniskus.
MM = Meniscus medialis.

Resektion des Meniskus

Bei allen Tieren der Gruppe 2 und 3 wurde nach der Erodffnung des Gelenks und
Darstellung des medialen Meniskus eine subtotale Meniskusresektion durchgefiihrt
(Abbildung 7 A, B). Das Resektionsausmaf3 erstreckte sich hierbei vom Vorderhorn bis
zum Hinterhorn des Meniskus. Die Meniskuswurzeln blieben unberiihrt. Auflerdem
wurde stets eine Meniskus-Randleiste von ca. 2 mm belassen. Dies war insofern von
Bedeutung, als dass beim Schaf nur ca. 1-2 mm der Peripherie des Meniskus durchblutet
sind. Der Anschluss an diese Gefafde ist Voraussetzung fir die erfolgreiche Einheilung
des Implantats. Bei senkrechter Schnittfiihrung wurde vor allem darauf geachtet, den
Knorpel unterhalb des Meniskus nicht zu schadigen. Zur Resektion wurde eine Mikro-
Skalpellklinge verwendet (Mikro-Skalpellklinge #367, B. Braun Aesculap Division,
Tuttlingen, Deutschland).
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Abbildung 7: (A) Resektion des medialen Meniskus unter Verwendung einer Mikro-Skalpellklinge. Es wurde
stets auf eine senkrechte Schnittfiihrung geachtet. MM = Meniscus medialis; LCM = Ligamentum collaterale

mediale. (B) Zustand nach subtotaler Meniskusresektion mit Blick auf den Knorpel des medialen
Tibiaplateaus. CMT = Condylus medialis tibiae; CMF = Condylus medialis femoris.

Implantation des Ersatzmaterials

In Operationsgruppe 3 wurde das resezierte Meniskusgewebe durch das Seidenfibroin-
Implantat ersetzt. Dazu wurde das Implantat zuvor anhand des resezierten
Meniskusstiickes mit einem Skalpell Nr. 15 (Carbon Steel Skalpellklingen #15, B. Braun
Aesculap Division, Tuttlingen, Deutschland) passgenau in die richtige Form und Grofie
gebracht (Abbildung 8 A, B). Wahrend der Vorbereitung des Implantats wurde das
Wundgebiet mit Kochsalz-getrankten Tupfern (NaCl 0,9 % Fresenius Spiillésung
Plastipur®, Fresenius Kabi, Deutschland) abgedeckt um eine Austrocknung des

Gewebes zu verhindern.

29



Material und Methoden

\\\\\\\\\\‘\‘\‘\\‘\‘\‘\
>

Abbildung 8: (A) Reseziertes Stiick des medialen Meniskus im Vergleich zur Grundform des Implantats aus
Seidenfibroin. (B) Meniskusstiick und Implantat nach Anpassung von GréfSe und Form des Ersatzmaterials.

Zur Fixierung wurden drei doppelt armierte Fiaden in Form einer U-formigen
Matratzennaht in das Implantat vorgelegt (Ethibond EXCEL 3-0, Ethicon®,
Johnson & Johnson Medical GmbH, Deutschland). Bei der Stichfiihrung wurde dabei stets
darauf geachtet, das Fasernetz in der Mitte des Implantats in die Naht zu integrieren um
eine hohe Ausrissfestigkeit zu gewahrleisten (Abbildung 9). Das Konstrukt wurde
schlieflich in den Defekt verbracht, die Faden von innen durch die Meniskusrandleiste
gestochen und an der Meniskusbasis mit chirurgischen Knoten per Hand fixiert

(Abbildung 10).
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Abbildung 9: Stichfiihrung fiir die Fixierung des Seidenfibroin Implantats. Das horizontalverlaufende
Fasernetz wurde stets in die Naht integriert.

Abbildung  10: Innerhalb des Defekts des medialen Meniskus fixiertes  Seidenfibroin
Implantat. MM = Meniscus medialis; SI = Seidenfibroin Implantat; CMT = Condylus medialis tibiae = CMT;
CMF = Condylus medialis femoris.

Wundverschluss

Der Wunderverschluss wurde in allen Operationsgruppen in gleicher Weise
durchgefithrt. Zunachst wurde der Epicondylus medialis inklusive des medialen
Seitenbandes reponiert. Ein Krallenplattchen (Bandfixationsplatte, HUG, Synthes) wurde
auf dem Epicondylus medialis positioniert und mit Hilfe einer bikortikalen Schraube
fixiert. Hierfiir musste zunachst ein 2,5 mm-Bohrloch durch die proximale und distale
Kortikalis des Femurs geschaffen werden (Abbildung 11 A). Nach Bestimmung der

benotigten Schraubenlinge wurde eine passende selbstschneidende 3,5 mm-
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Kortikalisschraube (Kortikalisschraube @ = 3,5 mm, selbstschneidend, DePuy Synthes,
Deutschland) per Hand eingedreht (Abbildung 11 B, Abbildung 12).

Abbildung 11: (A) Bohrung durch proximale und distale Kortikalis (2,5 mm). (B) Eindrehen der
selbstschneidenden Kortikalisschraube (3,5 mm).

Abbildung 12: Mit Hilfe eines Krallenpldttchens und einer Kortikalisschraube refixiertes mediales
Kollateralband. LCM = Ligamentum collaterale mediale.
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Durch zwei bis drei Streck- und Beugebewegungen der Gliedmafde wurde iiberpriift, ob
das mediale Kollateralband unter ausreichender Spannung refixiert wurde. Nach
Spulung des Operationsgebietes (NaCl 0,9 % Fresenius Spillosung Plastipur®,
Fresenius Kabi, Deutschland) folgte der schichtweise Verschluss von Gelenkkapsel,
Faszien und Unterhaut durch Einzelhefte. Hierfiir wurde ein resorbierbarer Faden
verwendet (Vicryl 2-0, Ethicon®, Johnson & Johnson Medical GmbH, Deutschland). Fiir
die Hautnaht wurde ein nicht-resorbierbarer Faden gewahlt (Resolon® 3-0, RESORBA
Medical GmbH). Auch hier erfolgte die Adaptation durch Einzelhefte. Das Wundgebiet
wurde abschliefiend mit steriler Spiillosung (NaCl 0,9 % Fresenius Spiillésung
Plastipur®, Fresenius Kabi, Deutschland) und einem Hautantiseptikum (Octenisept®,
Schiilke & Mayr, Deutschland) gereinigt und ein Spriihverband (OPSITE Spray,
Smith & Nephew GmbH, Deutschland) aufgebracht.

Soweit dies aufgrund der eingeschrankten Einsehbarkeit des Kniegelenks moglich war,
wurde bei allen Tieren intraoperativ der Zustand des femoralen und tibialen Knorpels
beurteilt. Dabei wurden bereits bestehende degenerative Veranderungen des
artikuldaren Knorpels oder sonstige Auffalligkeiten im Operationsprotokoll des Tieres

vermerkt.

2.2.4. Postoperative Versorgung

Nach Narkoseende wurden die Tiere in eingestreute Boxen gebracht und hier nach
Einsetzen des Schluckreflexes extubiert. Sie blieben wahrend der gesamten
Aufwachphase unter Beobachtung, bis sie ihr volles Stehvermégen wiedererlangt
hatten. In den ersten drei postoperativen Tagen erfolgte taglich eine
Allgemeinuntersuchung mit Temperaturkontrolle und Wundpflege mit einem
Hautantiseptikum (Octenisept®, Schiilke & Mayr, Deutschland). Auferdem wurde die
antibiotische Behandlung mit 10 mg/kg KG Amoxicillin-Trihydrat (Veyxyl® LA 20 %,
Veyx-Pharma GmbH, Deutschland) zur Infektionsprophylaxe sowie die analgetische
Behandlung mit 2 mg/kg KG Carprofen (Rimadyl® 50 mg/ml Injektionslosung fiir
Hunde und Katzen, Pfizer GmbH, Deutschland) tiber diese drei Tage fortgesetzt. Im
weiteren Verlauf wurden Allgemeinuntersuchung und Wundkontrolle alle zwei Tage
durchgefiihrt, bis nach zehn Tagen die Hautfiden entfernt wurden. Nach zwei bis drei

Wochen erfolgte die Umstellung auf eine Haltung in Offenstall und Weide.
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2.2.5. Versuchsende

Sechs Monate nach dem chirurgischen Eingriff erfolgte die Auswertung. Die Schafe
wurden nach Betdubung mittels Bolzenschuss durch sofortigen Blutentzug von

geschulten Tierpflegern des Tierforschungszentrums getotet.

2.3. Aufarbeitung der Proben
2.3.1. Praparation

Die Praparation der linken und rechten (Kontrolle) Hintergliedmaf3en erfolgte direkt im
Anschluss an die Tétung. Beide Gliedmafden wurden hierfiir im Hiiftgelenk abgetrennt.
Alle weiteren Arbeitsschritte wurden fotografisch dokumentiert und die Befunde in
einem Praparationsprotokoll vermerkt. Nach der Entfernung von Haut, Muskulatur und
Bindegewebe wurde beidseits die Kapsel des Kniegelenks vorsichtig eroffnet und
Synovialfliissigkeit mit einer Spritze aspiriert. Anschlief3end wurde jeweils kaudomedial
eine Probe der Synovialmembran in einer Gréfie von ca. 0,7 x 0,7 cm entnommen. Diese
wurde fir die spatere histologische Untersuchung sofort zur Fixierung in Formaldehyd
(4 %) eingelegt.

Um das Femur von der Tibia zu trennen, wurden das mediale und laterale Seitenband
sowie unter starker Beugung des Gelenks das vordere und hintere Kreuzband
durchtrennt. Auch die meniskofemorale Verbindung (Ligamentum meniscofemorale) des
lateralen Meniskus wurde dabei gelost. An der linken Gliedmafle mussten dafiir
zunachst medial die Kortikalisschraube und das Krallenplattchen entfernt werden.
Anschliefend wurden die Menisken vom Tibiaplateau entfernt, indem die anterioren
und posterioren Insertionsligamente sowie die Verbindung zur Gelenkkapsel
durchtrennt wurden. Aus Vorder- und Hinterhorn der medialen Menisken der linken
(Sham-Gruppe) und rechten Gliedmafden (Sham- und Implantat-Gruppe) wurde
zunachst jeweils eine zylinderformige Probe mit Hilfe einer Biopsie-Stanze (@ = 5 mm)
senkrecht zur femoralen Oberflaiche entnommen und in phosphat-gepufferte Salzlosung
(Gibco® PBS pH 7.4, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.) eingelegt (Abbildung 13
A). Bei den Tieren der Implantat-Gruppe wurden auf gleiche Weise, wenn moglich zwei
Proben aus jedem Implantat entnommen. Das restliche Meniskusgewebe/Implantat

wurde in Vorderhorn, Pars intermedia und Hinterhorn geteilt und in Formaldehyd (4 %)
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fiir die histologische Aufarbeitung fixiert (Abbildung 13 B). Ebenso wurde mit den
medialen Menisken der linken und rechten Gliedmaf3e der Leerdefekt-Gruppe

verfahren.

Vorderhorn

Vorderhorn
2 \

Pars intermedia

[ ]
Hinterhorn

Hinterhorn

Abbildung 13: (A) Entnahmestellen der Proben aus Vorder- und Hinterhorn der medialen
Menisken/Implantate. (B) Anfertigung vertikaler Schnitte aus Vorderhorn, Pars intermedia und Hinterhorn
der medialen Menisken/Implantate fiir die histologische Untersuchung.

Fur die anschlief3ende biomechanische Untersuchung des tibialen Knorpels wurde in
allen Versuchsgruppen an der linken und rechten Gliedmafie das Tibiaplateau vom
Tibiaschaft mit einer Diamant-Bandsage (Exakt 300/30-1198, EXAKT Advanced
Technologies GmbH, Deutschland) ca. 2 cm unterhalb der Gelenkfliche abgesetzt.
Zusatzlich wurde das Tibiaplateau in der Area intercondylaris langs durchtrennt und so
in den Condylus lateralis und den Condylus medialis geteilt. Der Condylus medialis wurde
bis zur biomechanischen Testung, die am selben Tag stattfand, mit physiologischer
Kochsalzlosung (NaCl 0,9 % Fresenius Spiillosung Plastipur®, Fresenius Kabi,
Deutschland) befeuchtet. Der Condylus lateralis wurde in Formaldehyd (4 %) fixiert.
Ebenso wurde die Gelenkfliche des Femurs iiber der Trochlea ossis femoris vom
Femurschaft abgesetzt und in Formaldehyd (4 %) fixiert. Bei zwei Tieren pro
Versuchsgruppe wurden Femur und Tibia zunachst intakt belassen und erst nach der
Untersuchung mit Hilfe eines bildgebenden Verfahrens (Magnetresonanztomographie,
MRT) in Formaldehyd (4 %) fixiert. Wahrend der Untersuchung im MRT wurden die

Proben mit physiologischer Kochsalzlosung feucht gehalten.
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2.3.2. Makroskopische Untersuchung

Bereits vor der Entfernung von Haut, Muskulatur und Bindegewebe wurde auf
pathologische = Verdnderungen  geachtet und  jegliche  Auffdlligkeit im
Praparationsprotokoll vermerkt. Die Kniegelenksregion wurde vor allem hinsichtlich
moglicher entzindlicher Verdnderungen oder Wundheilungsstorungen untersucht.
Besonderes Augenmerk wurde dabei auch auf den Zustand des medialen Seitenbandes
gelegt. Bei der Untersuchung der Gelenkkapsel wurde auf Fibrose und
Entzliindungsanzeichen geachtet. Die entnommene Synovialfliissigkeit wurde

makroskopisch hinsichtlich Menge, Konsistenz und Farbe beurteilt.

Menisken/Implantate

Die lateralen und medialen Menisken der operierten (linken) Gliedmafie (jeweils n = 27)
sowie der nicht-operierten Gliedmaf3e (jeweils n=27) wurden auf Vorliegen von
degenerativen Verdnderungen oder moglichen Lasionen untersucht. Bei der
Operationsgruppe mit Leerdefekt (Gruppe 2) wurde beurteilt, ob und in welchem
Ausmaf} sich Regenerationsgewebe im Defekt gebildet hat. In der Implantat-Gruppe
(Gruppe 3) wurde untersucht, ob das Implantat intakt ist und eine feste Verbindung zur

Meniskus-Randleiste aufgebaut wurde.

Gelenkknorpel

Fiir die makroskopische semiquantitative Beurteilung des artikuldren Knorpels wurde
ein modifiziertes Beurteilungsschema nach Outerbridge an den medialen und lateralen
Kondylen von Femur und Tibia (jeweils n=27) in allen Operationsgruppen
gleichermafden durchgefiihrt [Outerbridge 1961] (Tabelle 3). Die medialen und lateralen
Femur- und Tibiakondylen der rechten Gliedmafien dienten als Kontrolle (jeweils

n=27).
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Tabelle 3: Beurteilungsschema nach Outerbridge fiir die semiquantitative Beurteilung des artikuldren
Knorpels von Femur und Tibia [Outerbridge 1961].

Grad Beschreibung
0 Keine sichtbaren Veranderungen
1 Erweichung und Aufquellen des Knorpels

Aufbrechen und Fissurbildung in Bereich

2
<lcm

3 Aufbrechen und Fissurbildung in Bereich
=21cm

4 Abtragung des Knorpels bis auf den Knochen

2.3.3. Biomechanische Untersuchung

Biomechanische Untersuchung des Seidenfibroin Implantats und des Meniskus

Mit Hilfe eines Stress-Relaxationstests wurden die viskoelastischen Eigenschaften des
Seidenfibroin Implantats im Vergleich zum nativen Meniskus ermittelt. Hierfiir wurden,
wenn moglich zwei zylinderformige Proben (@ =4,6 mm) aus dem Implantat (n =10)
sowie jeweils eine Probe aus Vorder- (n=9) und Hinterhorn (n=8) des medialen
Meniskus der Sham-Gruppe verwendet (siehe 2.3.1. Prdparation). Mediale
Meniskusproben der rechten Gliedmafden dieser Tiere dienten als Kontrolle (n = 34). Die
Entnahme der Zylinder erfolgte jeweils mit Hilfe einer Biopsie-Stanze (@ =5 mm). Vor
dem Test wurden die zylindrischen Proben mit Hilfe eines Mikrotoms jeweils
planparallel zur femoralen Meniskusoberfliche zurechtgeschnitten. Um Anderungen der
Eigenschaften des Meniskusersatzmaterials iiber den Versuchszeitraum zu erfassen,
wurden zusdtzlich identische zylindrische Proben aus nicht-implantiertem
Seidenfibroin Material untersucht (n = 5; @ = 4,6 mm). Hierfiir wurden zusétzliche flache
Materialproben (FibroFix™ Flatsheets) von der Firma Orthox bereitgestellt.

Der Relaxationstest wurde mit einem Priifzylinder (BXC-EZ001.A50-000) der Firma
Zwick/Roell (Zwick GmbH und Co.KG, Ulm, Deutschland) durchgefiihrt. Der Priifaufbau
bestand aus einem Probenhalter in Form eines Zylinders aus Plexiglas (Eigenbau des

Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik, Ulm), der mit PBS
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(Phosphate buffered saline, Gibco® PBS pH 7.4, Thermo Fisher Scientific Inc.) aufgefiillt
wurde (Abbildung 14). In der Mitte des Zylinders befand sich eine flache Stahlplatte, auf
die spater die Proben mit der femoralen Seite nach oben, mittig aufgelegt wurden. Dies
ermoglichte eine seitliche Ausdehnung des Materials wahrend des Tests (,unconfined
compression“). Uber einen Druckstempel (@ = 10 mm) wurde die Probe einer axialen
Belastung ausgesetzt. Die auftretenden Krafte wurden mit Hilfe eines 50 N Kraftsensors
(KAP-S, AS.T. GmbH, Wolnzach, Deutschland) mit einer Genauigkeit von < 0,27 %
aufgenommen. Die dabei auftretende Verformung der Probe wurde tber einen
Lasersensor (optoNCDT 2200 ILD220-20, p-Epsilon Messtechnik GmbH und Ko. KG,
Ortenburg, Deutschland) erfasst.

Lasersensor
Druckstempel

Probe

Abbildung 14: Priifaufbau des Stress-Relaxationstest. Uber den Druckstempel wurde eine axiale Belastung
auf die mittig aufgelegte Probe ausgeiibt. Die wdhrend der Belastung auftretende Verformung wurde mit
Hilfe des Lasersensors erfasst.

Vor Einlegen der Probe musste zundchst eine Referenzfahrt durchgefiihrt werden.
Hierfiir wurde mit dem Druckstempel in Richtung Probenhalter gefahren, bis dieser die
Stahlplatte gerade beriihrte. Dort wurde der Nullpunkt festgelegt. Das nachfolgende
Priifprotokoll wurde nach Chia und Hull erstellt [Chia and Hull 2008]: Zunachst wurde
eine Vorkraft von 0,5N mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1 mm/min
positionsgeregelt angefahren. Durch das Aufbringen einer Vorkraft wurde die Probe in
einen definierten Ausgangszustand versetzt. Anschliefend wurde die Probe zyklisch

zwischen 0,1 % und 12 % Dehnung komprimiert. Nach diesen 10 Setzzyklen wurde eine
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Dehnung von 12 % fiir 60 min gehalten (Abbildung 15 A). Durch die dabei auftretende
Relaxation der Probe kam es bis zum Erreichen eines Gleichgewichtszustandes zu einem
kontinuierlichen Absinken der Kraft (Abbildung 15 B). Die Geschwindigkeit, mit der die
Dehnungen angefahren wurden, war abhangig von der zuvor ermittelten individuellen
Probenhdhe (Lo) und betrug 32 % Lo/min. Die Probenhdhe (Lo) wurde automatisch nach
Erreichen der Vorkraft wvon 05N erfasst. Eine konstante relative
Belastungsgeschwindigkeit aller Proben war insofern wichtig, als dass diese einen
Einfluss auf das Materialverhalten hat. So ist die Steifigkeit eines viskoelastischen

Materials abhdngig von der Belastungsgeschwindigkeit.
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Abbildung 15: (A) Verlauf der Probendehnung iiber die Zeit. Nach 10 Setzzyklen zwischen 0,1 % und 12 %
Dehnung, wurde eine konstante Dehnung von 12 % tiber 60 min gehalten. (B) Wihrend dieser Relaxation
kam es zum Absinken der Kraft.

Die Erfassung und Aufzeichnung der Daten erfolgte mit der Standardsoftware der Firma
Zwick/Roell (TestXpert II, Zwick GmbH und Co. KG). Die anschliefende Verarbeitung
der Daten erfolgte mit MATLAB® R2016a (MathWorks, Natick, MA, USA), einer
speziellen Software zur Analyse von Daten. Ermittelt wurde das Gleichgewichtsmodul
Eeq (MPa) der Probe. Dieses beschreibt die Steifigkeit eines biphasischen Materials im
Gleichgewichtszustand:

_ Oto

Beq == & = 0,12

Ot-w: Spannung der Probe im Gleichgewichtszustand (Kraft pro Flache, hier:
gemittelte Werte lber die letzten 10 Minuten des Tests)
&i: Dehnung der Probe; hier festgelegt auf 12 %
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Biomechanische Untersuchung des tibialen Knorpels

Die Materialeigenschaften des artikuldren Knorpels werden mafigeblich von dessen
Zusammensetzung sowie Ultrastruktur beeinflusst. So kommt es im Rahmen
degenerativer Veridnderungen von Knorpelgewebe auch zu einer Anderung der
mechanischen Eigenschaften [Mow and Huiskes 2005, Roth and Mow 1980]. Um den
Zustand des Gelenkknorpels in den drei Operationsgruppen zu erfassen, wurde ein
Eindriicktest an der Knorpeloberfliche der medialen Tibiakondyle durchgefiihrt
(jeweils n=7, Gruppe 3: n=6). Zusitzlich diente die mediale Tibiakondyle der
kontralateralen, nicht-operierten Gliedmaféen als Kontrolle (jeweils n =7, Gruppe 3:
n = 6). Der Eindriicktest wurde auf jedem Tibiaplateau jeweils an drei verschiedenen
Punkten durchgefiihrt (Abbildung 16). Ein Messpunkt lag im Bereich der Eminentia
intercondylaris. Dieser ist in vivo nicht vom Meniskus bedeckt, sondern steht in direktem
Kontakt mit der medialen Femurkondyle. Zwei weitere Messpunkte befanden sich
jeweils unter dem Vorder- und Hinterhorn des Meniskus bzw. des Implantats. Diese drei
Punkte auf dem Tibiaplateau wurden zunichst mit einem speziellen Gewebestift
markiert (Devon™ Surgical Skin Marker Regular Tip, Covidien, Medtronic, Minneapolis,

USA).

Abbildung 16: Mediale Tibiakondyle mit den drei Messpunkten fiir den Eindriicktest. Messpunkt 1 im Bereich
der Eminentia intercondylaris war in vivo nicht von Meniskus/Implantat bedeckt und stand in direktem
Kontakt mit der Knorpeloberflidche der medialen Femurkondyle. Die Messpunkte 2 und 3 befanden sich in
vivo jeweils unter Vorder- und Hinterhorn des medialen Meniskus/Implantats.
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Die Durchfilhrung des Tests erfolgte an einer Materialpriifmaschine der Firma
Zwick/Roell (Z10 480481, Zwick GmbH und Co.KG, Ulm, Deutschland). Ein Lasersensor
(optoNCDT 2200 ILD220-20, p-Epsilon Messtechnik GmbH und Ko. KG, Ortenburg,
Deutschland) mit einem Messbereich von 20 mm wurde verwendet, um die auftretende
Verformung der Probe zu erfassen. Der Priifaufbau bestand aus einer Plexiglas-Wanne
(Eigenbau des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik, Ulm), in der
die mediale Tibiakondyle liber eine kleine Metallplatte mit zwei Schrauben befestigt war
(Abbildung 16 ; Abbildung 17). Mit dieser war es moglich die Kondyle in alle Richtungen
zu bewegen oder zu schwenken, so dass sichergestellt werden konnte, dass der
Eindriicktest immer senkrecht zur Knorpeloberflache erfolgte. In dieser Prifkammer
befand sich aufderdem physiologische Kochsalzlésung (NaCl 0,9 % Fresenius Spiillésung
Plastipur®, Fresenius Kabi, Deutschland) um das Tibiaplateau wahrend des Tests feucht

zu halten.

Laserreflektorplatte

Laserreflektorplatte

¥ —— Druckstempel

Insulinkantile

.

Abbildung 17: Testaufbau fiir die Messung der Knorpeldicke (A) und den Eindriicktest des tibialen Knorpels
(B). Fiir beide Untersuchungen wurde das mediale Tibiaplateau in einer Wanne aus Plexiglas befestigt,
sodass die Priifung immer senkrecht zur Knorpeloberfldche erfolgte.

Fiir den Eindricktest war es wichtig, zuvor die exakte Knorpeldicke an den drei
Messpunkten zu bestimmen. Hierfiir wurde an einen 20 N Kraftsensor (Xforce P,
Genauigkeit < 0,25 %, Zwick GmbH und Co0.KG, Ulm, Deutschland) eine Insulinkantile
(4 = 0,30 mm; Omnican® 50, B. Braun Melsungen, Deutschland) angebracht (Abbildung
17 A). Die Insulinkantile wurde anschliefdend mit einer konstanten Geschwindigkeit von
1 mm/min in die Knorpeloberfliche gefahren. Die Erfassung und Aufzeichnung der
Daten erfolgte auch hier mit der Standardsoftware TestXpert Il der Firma Zwick/Roell

(TestXpert II, Zwick GmbH und Co. KG). Bei Durchdringung der Knorpeloberflache
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konnte ein Kraftanstieg gemessen werden, der bei Berlihrung des subchondralen
Knochens exponentiell anstieg. Daraufhin wurde die Priifung gestoppt. Anhand des
erzeugten Kraft-Weg-Diagramms konnte die Knorpeldicke (ho) ermittelt werden
(Abbildung 18). Diese diente zur Bestimmung der Belastungsgeschwindigkeit im
anschlief3enden Eindriicktest (100 % der Knorpeldicke pro Minute).

Kraftin N

Standardweg in mm

Abbildung 18: Beispielhaftes Kraft-Weg-Diagramm fiir die Messung der Knorpeldicke ho in mm. Bei
Durchdringung der Knorpeloberfldche kam es zu einem Anstieg der Kraft (= Beginn Knorpeldicke), der bei
nachfolgender Bertihrung des subchondralen Knochens exponentiell verlief (=Ende Knorpeldicke).

Fir den nachfolgenden Eindriicktest des tibialen Knorpels wurde anstelle der
Insulinkantiile ein zylindrischer Druckstempel mit einem Durchmesser von 1,5 mm und
einer Fliache von 1,77mm? angebracht (Abbildung 17 B). Um gleiche
Ausgangsbedingungen vor jedem Test sicherzustellen, wurde zunéachst eine Vorkraft
von 0,2 N mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1 mm/min angefahren. Sobald
diese erreicht war, wurde die Probe mit einer Geschwindigkeit von 100 % der
Knorpeldicke pro Minute bis zu einer maximalen Kraft von 4,8 N belastet. Die maximale
Kraft von 4,8 N wurde gewdhlt, da bei einer Indenterfliche von 1,77 mm?2 eine
physiologischer Kontaktdruck von 2,7 N/mm? erreicht wurde [Mutschler and Claes
1985]. Mit Hilfe des Lasersensors wurde die bei der Belastung auftretende Verformung

der Knorpelfliche (Al) gemessen. Gemeinsam mit der zuvor ermittelten Knorpeldicke

der Probe (ho) konnte so die Probendehnung (€) berechnet werden (& = #). Die bei
0
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4,8 N erzeugte Dehnung der Probe wurde flir 20 min gehalten, wobei es zum Abfall der
maximalen Kraft kam (Relaxation). Dieser Kraftverlauf wurde kontinuierlich von der
Testsoftware TestXpert Il (Zwick GmbH und Co. KG, Ulm, Deutschland) aufgezeichnet
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Exemplarischer Verlauf von Kraft (schwarze Kurve) und Dehnung (rote Kurve) wdihrend des
Eindriicktests des tibialen Knorpels. Die bei einer Kraft von 4,8 N erreichte Dehnung der Probe wurde fiir
20 min gehalten. Dabei kam es zu einem Absinken der Kraft und zur Relaxation der Probe.

Die anschliefende Verarbeitung der Daten erfolgte wiederum mit Hilfe der
Analysesoftware MATLAB® R2016a (MathWorks, Natick, MA, USA). Bestimmt wurde
das Gleichgewichtsmodul Eeq (in MPa) des tibialen Knorpels:

_feq o

E,, = X
eq A Al

eq

Feq:  Kraft im Gleichgewichtszustand
A: Flache des Indenters
ho: Knorpeldicke

Aleq:  Verformung der Knorpeloberflache im Gleichgewichtszustand
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Zusatzlich wurde als Maf3 fiir die Elastizitit des Knorpelgewebes die Steifigkeit k (in

N/mm) im Gleichgewichtszustand bestimmt:

— Feq
Al

keq

Feq:  Kraft im Gleichgewichtszustand

Aleq:  Verformung der Knorpeloberflache im Gleichgewichtszustand

Der Test wurde fiir alle drei Messpunkte des medialen Tibiaplateaus durchgefiihrt.
Anschlieffend wurden die Proben fiir die weitere histologische Aufarbeitung in

Formaldehyd (4 %) fixiert.

2.3.4. Bildgebung (MRT)

Bei jeweils zwei Tieren pro Versuchsgruppe wurden die Gelenkflachen von Femur und
Tibia der linken Hintergliedmafien (insgesamt n = 6) einer bildgebenden Untersuchung
mittels Magnetresonanztomographie (MRT) unterzogen. Ziel dieser Untersuchung war
es, makroskopisch noch nicht sichtbare Verdanderungen der Knorpelzusammensetzung,
wie etwa Anderungen im Wassergehalt, darzustellen. Diese Untersuchung wurde an der
Core Facility Kleintier Bildgebung der Universitit Ulm unter der Leitung von Prof. Dr.
Volker Rasche durchgefiihrt. Die Einrichtung verfiigt {iber ein dediziertes Hochfeld
Kleintier MRT mit einer Feldstarke von 11,7 T (BioSpec 117/16, Bruker Biospin MRI
GmbH, Ettlingen, Deutschland). Zur Bildgebung wurde eine Sende- und Empfangspule
(RES 500 1H 72 TR) verwendet. Das Untersuchungsprotokoll bestand aus einer T1-
gewichteten 3 D-Fast Field Echo (FFE)-Sequenz mit folgenden Parametern (Tabelle 4):
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Tabelle 4: Parameter der T1-gewichteten FFE-Sequenz zur bildgebenden Untersuchung des Gelenkknorpels
von Femur und Tibia.

Parameter Wert
Echozeit (TE) 3,17 ms
Repetitionszeit (TR) 10 ms
Sichtfeld (FoV) 85 x 85 mm?
Voxel Grofie 0,22 x 0,22 mm?
Schichtdicke 0,24 mm
Abstand zwischen den Schichten 0,24 mm

Um die Proben tliber die Dauer des Scanvorgangs feucht zu halten wurden diese mit
Frischhaltefolie umwickelt.

Die Auswertung der Scans erfolgte mit dem Open-Source-Bildverarbeitungs- und
Analyseprogramm Image ] (Image] 1.46 r, Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA, http://imagej.nih.gov/ij, Java 1.6.0_65). Da die Proben in der FFE-Sequenz isotrop

gescannt wurden, konnten mit Hilfe des 3D-Volume-Viewers alle Bildebenen (sagittal,
coronal, transversal) betrachtet werden. Fiir die Beurteilung der Knorpelbeschaffenheit
wurden die Gelenkflichen jeweils in der sagittalen und in der coronalen Ebene
untersucht. Es wurde ein gingiges Schema zur makroskopischen Klassifizierung
degenerativer Knorpelverdnderungen in praklinischen Arthrose-Modellen nach
Yoshioka et al. verwendet [Yoshioka, et al. 1996] (Tabelle 5). Diese Klassifizierung
wurde bereits in einer Studie zur Beurteilung degenerativer Veranderungen des

artikularen Knorpels des Kniegelenks an MRT-Bildern verwendet [Batiste, et al. 2004].
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Tabelle 5: Schema nach Yoshioka et al zur makroskopischen Klassifizierung degenerativer
Knorpelverdnderungen [Yoshioka, et al. 1996].

Grad der Veranderung Beschreibung
1 Intakte Oberflache
2 Minimale Auffaserung

Deutliche Auffaserung, Unregelmafiigkeiten

3 der Oberflache oder Risse
0 mm < Durchmesser des grofiten
* Defekts < 2 mm
2 mm < Durchmesser des grofdten
> Defekts < 5 mm
6 5 mm < Durchmesser des grofiten Defekts

Die Gelenkflaichen von Femur und Tibia wurden in vier Kompartimente eingeteilt:
Laterale Femurkondyle (CLF), mediale Femurkondyle (CMF), laterales Tibiaplateau
(CLT) und mediales Tibiaplateau (CMT). Anhand der Knorpelbeschaffenheit wurde
jedem der vier Bereiche ein Degenerationsgrad zwischen eins und sechs zugeteilt.
Bestimmend fiir den zugeteilten Grad war die schwerste vorliegende Veranderung im
jeweiligen Kompartiment.

Nach der bildgebenden Untersuchung wurden die Proben fiir die anschlieféende
Untersuchung mit India Ink sowie die spatere histologische Untersuchung in

Formaldehyd (4 %) fixiert.

2.3.5. India Ink

Um makroskopisch die Knorpelbeschaffenheit genauer beurteilen zu konnen, wurde
eine India Ink Farbung durchgefiihrt. Untersucht wurden die mediale und laterale
Femur- sowie Tibiakondyle (jeweils n=54) aller linken und rechten (Kontrolle)
Gliedmaf3en. Diese wurden vorher iiber 72 Stunden in Formaldehyd fixiert (4 %). Vor
der Farbung wurden die Proben fiir eine Stunde unter flielendem Leitungswasser

gewassert. Anschliefiend wurden sie mit einem Tuch leicht abgetupft, ein Tropfen
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Tusche aufgetragen und gleichmafiig verteilt (Tusche A Drawing Ink, Pelikan). Dieser
Vorgang wurde einmal wiederholt und die iiberschiissige Tusche anschliefiend mit
Leitungswasser abgespiilt. Die Tusche blieb nur an Stellen des Knorpels mit
beschadigter Knorpeloberfliche haften. Fiir die nachfolgende Auswertung wurde jede
Probe gemeinsam mit einem Lineal fotografiert. Aus diesen Aufnahmen der
Gelenkflache wurde in Photoshop CS 4 (Adobe Systems, San José, USA) jeweils die
auszuwertende Knorpeloberfliche segmentiert. Diese segmentierten Bilder wurden
anschlieflend in der Analysesoftware MATLAB® R2016a (MathWorks, Natick, MA, USA)
in ein Graustufenbild umgewandelt. Alle Pixel mit einem Schwarzanteil >50 %
(Schwellenwert: 0,4) wurden als Teil der India Ink Farbung und somit als beschadigte

Oberflache definiert (Abbildung 20).

Abbildung 20: (A) Segmentiertes Bild einer India Ink-gefdrbten medialen Femurkondyle. (B) Mit Hilfe der
Analysesoftware erstelltes Graustufenbild.

Der Anteil (%) der durch India Ink schwarz gefarbten Flache A ergibt sich aus:

4
— x 100
Ag

Ac:  Summe der Pixel des gesamten segmentierten Bildes

Um die Pixel in eine Flache in mm?2 umzurechnen, wurde in jedem Bild ein Referenzmaf3

bekannter Lange aufgenommen und die Pixelzahl entsprechend umgerechnet.
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2.3.6. Histologische Untersuchung

Anfertigung und Fédrbung der histologischen Schnitte

Eine Probe aus dem kaudomedialen Bereich der Kniegelenkkapsel wurde an der
operierten sowie an der nicht-operierten rechten Gliedmaf3e aller Tiere entnommen und
fiir 12 Stunden bei 4° C in Formaldehyd (4 %) fixiert. Vor der weiteren Verarbeitung
mussten die Proben zundchst fiir 30 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
gewassert werden, um das Formaldehyd vollstandig zu entfernen. Anschliefiend wurden
die Proben mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol) entwassert (70 %,
80 %, 90 %, 100 %, 100 %, 100 %, fiir jeweils zwei Stunden), mit Xylol entfettet und in
60° C heifles Paraffin eingebettet, das dann bei Raumtemperatur zur Aushirtung
gebracht wurde. Schlief3lich wurden mit einem Rotationsmikrotom (Cut 6062, SLEE
Medical GmbH, Mainz, Deutschland) histologische Schnitte mit einer Dicke von 6 pm
angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen.

Als Ubersichtsfirbung wurde anschlieRend eine Hiamatoxilin-Eosin-Farbung
durchgefiihrt. Hierfiir mussten die Proben im Warmeschrank bei 70° C fiir 15 Minuten
mit Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol) rehydriert
werden (100 %, 100 %, 96 %, 96 %, 70 %). Nach Spiilen mit destilliertem Wasser
wurden die Schnitte mit Mayers Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
gefarbt. Dieser basische Farbstoff farbt saure (basophile) Gewebebestandteile, wie
Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA, blau-violett. Das Blauen der Schnitte erfolgte
fiir 10 Minuten unter flieflendem Leitungswasser, anschlieféend wurden die Schnitte in
destilliertes Wasser gegeben. Es folgte schliellich die Gegenfirbung mit einer
alkoholischen Losung von 0,5 %-Eosin (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland). Im
Gegensatz zum Hamalaun ist Eosin ein saurer Farbstoff, der alle basischen (acidophilen)
Gewebebestandteile rot farbt. Hierzu zdhlen Proteine des Zytoplasmas, Kollagen oder
Keratin. Die Schnitte wurden erneut mit destilliertem Wasser gespiilt, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %, 100 % Ethanol) entwdassert und in
Xylol getrocknet.

Wie bereits beschrieben (2.3.1. Prdparation), wurden die medialen Menisken der Sham-
und Leerdefekt-Gruppe, bzw. die Implantate in der Implantat-Gruppe in Vorderhorn,
Pars intermedia und Hinterhorn geteilt und fiir 24 Stunden bei 21° C in Formaldehyd
(4 %) fixiert. Ebenso wurden die medialen Menisken der kontralateralen Gliedmafie

verarbeitet. Die Menisken wurden daraufhin je nach Probengréfie fiir drei bis sieben
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Tage in EDTA (Ethylendiamintetraessigsiaure) entkalkt. Dieser Arbeitsschritt
erleichterte die spatere Anfertigung der histologischen Schnitte mit Hilfe eines
Mikrotoms. Vor der weiteren Verarbeitung wurden die Prdparate eine Stunde unter
flieflendem Leitungswasser gewdssert, um Formaldehydriickstinde vollstandig zu
entfernen. In einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol) wurden die Proben dann
entwassert (70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 100 %, 100 %, jeweils zwei Stunden) und mit
Xylol entfettet. Schlief3lich wurden die Meniskusproben in 60° C heifles Paraffin
eingebettet und bei Raumtemperatur zur Aushartung gebracht. Mit einem Mikrotom
(Cut 6062, SLEE Medical GmbH, Mainz, Deutschland) wurden vertikale histologische
Schnitte (6 um) angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Die Farbung der
Meniskusschnitte erfolgte ebenfalls mit Hamatoxilin-Eosin nach den oben bereits
beschriebenen Arbeitsschritten.

Die mediale Tibiakondyle der rechten und linken Gliedmaf3en aller Gruppen wurde nach
der biomechanischen Testung, bzw. MRT Untersuchung fiir 72 Stunden in Formaldehyd
(4 %) fixiert und anschlieflend fiir eine Stunde unter flieRendem Leitungswasser
gewassert. Nach diesem Arbeitsschritt wurde die oben beschriebene India Ink Farbung
durchgefithrt (2.3.5. India Ink). Anschlieffend wurden mit einer Diamant-Bandsige
(Exakt 300/30-1198, EXAKT Advanced Technologies GmbH, Deutschland) aus jeder
medialen Tibiakondyle jeweils drei 2 mm dicke Scheiben gesdgt (Abbildung 21). Diese
mussten daraufhin iiber mindestens drei Monate in Ameisensaure (10 %) entkalkt

werden.

Abbildung 21: Schnittfiihrung bei der Anfertigung der histologischen Priparate der medialen Tibiakondyle.
Von jeder Kondyle wurden jeweils drei 2 mm dicke Scheiben angefertigt.
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Nach vollstiandiger Entkalkung der Proben wurden sie fiir eine Stunde unter fliefRendem
Leitungswasser gewdssert und anschlieffend ebenfalls in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (Ethanol) entwdassert. Nach der Entfettung in Xylol wurden die Proben in
60° C heifdes Paraffin eingebettet und bei Raumtemperatur zur Aushartung gebracht.
Schliefdlich wurden mit einem Mikrotom (Cut 6062, SLEE Medical GmbH, Mainz,
Deutschland) 7 um dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Bei den
Schnitten der medialen Tibiakondyle wurde eine Safranin-O-Echtgriin-Farbung
durchgefiihrt. Die Safranin-O-Echtgriin-Farbung wird haufig zur Knorpeldarstellung
verwendet. Der Farbstoff Safranin-O (basisch) bindet an die sauren Proteoglykane von
Knorpelgewebe. Dabei entsteht ein roter Farbkomplex, dessen Intensitdt in direktem
Zusammenhang mit dem Proteoglykangehalt des Gewebes steht. Der saure Farbstoff
Echtgriin bindet an die Proteine des Zytoplasmas, was zu einer griinen Farbung fiihrt.
Durch das Eisenhdmatoxilin werden Zellkerne schwarz dargestellt. Auch hier mussten
die Proben, wie bereits fiir die HE-Farbung beschrieben, entparaffiniert und rehydriert
werden. Daraufhin wurden die Proben fiir vier Minuten mit Weigert's Eisenhdmatoxilin
(Eisenhdamatoxilin Weigert A, Waldeck GmbH & Co. KG Division Chroma®, Miinster,
Deutschland) gefarbt, anschliefdend kurz mit angesduertem Ethanol gespiilt und fiinf
Minuten unter flielendem Leitungswasser gewdssert (Bldauen). Es folgte die
dreimintiitige Farbung mit 0,02 %-Echtgriin (Echtgrin FCF rein, Waldeck
GmbH & Co. KG, Division chroma®, Miinster, Deutschland). Die Schnitte wurden dann
fir 30 Sekunden mit Essigsaure (1 %) gespiilt und schliefilich tiber fiinf Minuten mit
Safranin-O (Safranin-O, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
gefarbt. Vor dem Aufbringen des Deckglases mussten die Proben wie bei der HE-

Farbung in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert werden.

Auswertung der histologischen Schnitte

Die Synovialmembran wurde histologisch vor allem auf das Vorliegen von
Strukturveranderungen in Form von Zellhyperplasie und -hypertrophie mit
nachfolgender, villoser Proliferation untersucht. Zusatzlich wurden die Schnitte auf das
Vorhandensein von Entziindungszellen in Form von mehrkernigen synovialen
Riesenzellen untersucht.

Die histologischen Schnitte der medialen Menisken der Sham-Gruppe wurden qualitativ
beurteilt und mit den medialen Menisken der rechten Gliedmafde (nicht-operierte

Kontrolle) verglichen. In der Leerdefekt-Gruppe wurde vor allem die Resektionskante
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des Meniskus untersucht und auf Veridnderungen, wie zum Beispiel Anderung des
Farbeverhaltens oder Strukturverlust, geachtet. Zusatzlich wurde hier auf das Vorliegen
von Regenerationsgewebe geachtet. Bei den histologischen Schnitten des Implantats
wurde Augenmerk auf den Ubergangsbereich zur nativen Meniskusrandleiste gelegt und
beurteilt, inwieweit die Integration des Implantats erfolgte. Das Implantat wurde
zusatzlich hinsichtlich seiner Integritat untersucht und das Ausmafd an Zellinfiltration
mit nachfolgender Gewebedeposition bestimmt. Diese rein qualitative Auswertung der
Schnitte von Synovialmembran und Menisken bzw. Implantaten erfolgte mit einem
Lichtmikroskop (DMI6000B, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland).

Bei der histologischen Untersuchung des tibialen Knorpels wurde an den Safranin-O-
gefarbten Schnitten zundchst eine Klassifizierung der Knorpelbeschaffenheit nach
Mankin durchgefiihrt [Mankin, et al. 1971]. Beurteilt wurden dabei Knorpelstruktur,
Knorpelzellen, Intensitdt der Safranin-O-Farbung und die Knorpel-Knochen-Grenze
(Tabelle 6). Entsprechend der vorliegenden Veranderungen wurde fiir jeden Schnitt ein
Degenerationsgrad zwischen 0 (keine pathologischen Veranderungen) und 14 (hochster

Degenerationsgrad) bestimmt.
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Tabelle 6: Mankin-Grading zur histologischen Klassifizierung der Knorpelbeschaffenheit.

Beurteilungskriterium Grad

I. Knorpelstruktur

a. Normal

b. Unregelmafiigkeiten der Oberflache

c. Pannus, Unregelméafiigkeiten der Oberflache
d. Risse bis in die Ubergangszone

e. Risse bis in die radiale Zone

f. Risse bis in die kalzifizierte Zone

S U1 B W DN =R O

g. Vollstandige Desorganisation

II. Zellen
a. Normal
b. Diffuse Hyperzellularitat

c. Vorkommen von Zellklonen

w N = O

d. Hypozellularitat

IIL. Intensitit der Safranin-0-Fiarbung
a. Normal

b. Leichte Reduktion

c. MaRige Reduktion

d. Schwere Reduktion

_ W N =R O

e. Keine Farbung

IV. Knorpel-Knochen-Grenze
a. Intakt 0
b. Ubertritt von Blutgefifien 1

Gesamt 0-14

Zusatzlich wurde der Fibrillationsindex (FI) modifiziert nach Pastreau und Chomel
ermittelt [Pastoureau and Chomel 2004]. Hierfiir wurde eine spezielle Software zur
histomorphometrischen Analyse (OsteoMeasure™, Osteometrics Inc., Decatur, Georgia,
USA) verwendet. An allen Schnitten wurden bei 50-facher Vergroflerung die
Knorpeloberfliche sowie die Knorpel-Knochen-Grenze markiert und von der Software

die exakte Linge in mm berechnet (Abbildung 22).
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Knorpeloberflache

Abbildung 22: Ausschnitt der histomorphometrischen Analyse eines histologischen Prdparats des tibialen
Knorpels. Tiirkis = Knorpeloberfldche; Pink = Knorpel-Knochen-Grenze; 50x-VergréfSerung.

Der FI errechnete sich dann folgendermafien:

Lange der Knorpelober flache (mm)

- Lange der Knorpel — Knochen — Grenze (mm)

Der FI betragt bei vollig intakter Knorpeloberfliche 1. Durch eine zunehmende
Auffaserung der Knorpeloberfliche kommt es zu einer Verldngerung der
Knorpeloberflache. Damit einhergehend steigt der FI als Maf} fiir die vorliegende
Degeneration.

Die Auswertung des tibialen Knorpels erfolgte an ein Fotomikroskop (Axiophot 451887,
Zeiss, Deutschland).

2.4. Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe einer speziellen Software
(Graph Pad® Prism, Graph Pad Software Inc., La Jolla, USA). Hierfiir wurden zunachst
alle Daten auf Normalverteilung getestet (D Agostino & Pearson Omnibus-Test, Shapiro-
Wilk-Test und Kolmogorov-Smirnoff-Test). Ergebnisse mit kleiner Probenanzahl (n < 8)
wurden als Median mit Minimum und Maximum, Ergebnisse mit grofderer Probenanzahl

(n > 8) wurden als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
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Fir die weitere statistische Untersuchung der Ergebnisse der makroskopischen
Untersuchung (Klassifizierung der Knorpelveranderungen nach Outerbridge), der India
Ink-Farbung der Knorpeloberflichen und der biomechanischen Untersuchung des
tibialen Knorpels (Knorpeldicke, Eeq, keq) wurde anschliefiend eine gepaarte zweiseitige
ANOVA mit nachfolgendem post hoc-Test (Sidak- oder Tukey-Test) durchgefiihrt. Damit
konnten zum einen Unterschiede zwischen operierter und Kontroll-Gliedmafse
innerhalb einer Operationsgruppe aber auch Unterschiede zwischen den drei
Operationsgruppen festgestellt werden.

Die Daten der biomechanischen Untersuchung von Meniskus und Implantat wurden
nach Testung auf Normalverteilung mit Hilfe einer einseitigen ANOVA und
anschlieffendem post hoc Fisher-LSD-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen
untersucht. Das Signifikanzniveau lag immer bei p < 0,05.

Die Auswertung der histologischen Schnitte und der bildgebenden Untersuchung (MRT)

erfolgte rein deskriptiv.
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3. Ergebnisse

3.1. Operationsverlauf

Die Operationsdauer betrug je nach Eingriff (Sham-Operation, Meniskusresektion,
Meniskusersatz) 75 bis 120 Minuten. Es kam bei keinem Tier zu Komplikationen

wahrend der Operation und auch die Narkosen verliefen ohne Zwischenfille.

3.2.Klinischer Verlauf

Die Aufwachphase nach der Narkose verlief bei allen Tieren komplikationslos und nach
durchschnittlich einer Stunde hatten alle Tiere ihr volles Stehvermdgen wiedererlangt.
Auch die weitere Heilung verlief bei allen Tieren ohne Probleme. So war nach zwei bis
drei Tagen keine Lahmbheit der operierten Gliedmafie mehr sichtbar. Es kam zu keiner
Storung der Wundheilung, sodass bei allen Schafen nach 10 Tagen die Faden gezogen
werden konnten.

Im weiteren Verlauf der Studie verletzte sich ein Schaf an der operierten
Hintergliedmafie an der Futterkrippe und zeigte eine deutliche Lahmheit mit Weichteil-
Schwellung im Bereich des Kniegelenks. Durch eine erneute Gabe von 2 mg/kg KG
Carporfen (Rimadyl® 50 mg/ml Injektionslosung fiir Hunde und Katzen, Pfizer GmbH,
Deutschland) tiber drei Tage, verbesserte sich der Zustand deutlich und es war keine
Lahmheit mehr ersichtlich. Ein weiteres Schaf zeigte drei Monate nach der Operation
eine hochgradige Lahmheit an der rechten Vordergliedmafde. Das Klauengelenk wies
deutliche Zeichen einer Entziindung, mit Schwellung, Warme und Schmerzhaftigkeit auf.
Auch hier konnte durch Gabe von 2 mg/kg KG Carporfen (Rimadyl® 50 mg/ml
Injektionslosung fliir Hunde und Katzen, Pfizer GmbH, Deutschland) und zuséatzliche
antibiotische Behandlung mit 10 mg/kg KG Amoxicillin-Trihydrat (Veyxyl® LA 20 %,
Veyx-Pharma GmbH, Deutschland) eine Verbesserung des Zustandes erreicht werden.
Wahrend dieser Behandlung und bis zum vollstdndigen Abklingen der Symptome wurde

das Schaf von der Weide in eine kleinere Box verbracht.
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3.3. Makroskopische Untersuchung
3.3.1. Allgemeine Untersuchung der operierten Gliedmaf3e

In allen Operationsgruppen kam es medial im Bereich des operativen Zugangs
gleichermafien zu gering- bis mittelgradigen bindegewebigen Vernarbungen des
Weichteilgewebes (Fibrose). Ebenso kam es medial zur Fibrose und Verdickung des
Stratum fibrosum der Gelenkkapsel. Diese Veranderungen des Kapselgewebes waren in
der Implantat-Gruppe tendenziell starker ausgepragt. Hier kam es bei einem Tier
teilweise sogar zur Verkalkung der Gelenkkapsel. Der Ursprung des medialen
Seitenbandes im Bereich des Krallenplattchens war in allen Versuchsgruppen stark
fibrosiert und mit umliegendem Gewebe verwachsen. Bei drei Tieren der Implantat-
Gruppe kam es im Zuge dessen zur Umwandlung des Bandgewebes in Knorpelgewebe
(chondroide Metaplasie). Bei keinem Tier lagen makroskopisch sichtbare Anzeichen
eines Entzlindungsgeschehens vor. Die Synovialfliissigkeit war, aufder bei einem Tier der
Sham-Gruppe und einem Tier der Implantat-Gruppe, von normaler Menge, Farbe und

Konsistenz. Bei diesen zwei Tieren erschien die Gelenkfliissigkeit dunkel verfarbt.

3.3.2. Menisken/Implantate

Sham-Gruppe

Bei acht Tieren der Sham-Gruppe lagen keine Lasionen oder degenerative
Veranderungen des medialen Meniskus der operierten Gliedmafde vor. Bei einem Tier
kam es dagegen zur leichten Auffaserung des inneren Meniskusrandes (Abbildung 23 A).
Auflerdem erschien das Gewebe des Meniskus dunkler. Die lateralen Menisken der
linken (operierten) Gliedmafien waren grofdtenteils unverandert. Nur bei zwei Tieren
kam es zu geringen degenerativen Verdnderungen in Form eines einzelnen oder
mehrerer kleiner langsverlaufender und oberflachlicher Risse (Abbildung 23 B). An der
rechten Gliedmafie (Kontrolle) kam es ebenfalls bei einem Schaf zur geringen
Verfarbung des medialen Meniskus sowie bei einem anderen Tier zu einer leichten

Auffaserung des inneren Meniskusrandes des lateralen Meniskus.
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Abbildung 23: Tibiaplateau der linken Gliedmaf3e zweier Tiere der Sham Gruppe. (A) Medialer Meniskus mit
leichter Auffaserung des inneren Randes (Pfeil). (B) Lateraler Meniskus mit kleinem Ildngsverlaufendem Riss.

Leerdefekt-Gruppe

In der Versuchsgruppe mit Leerdefekt waren bei allen Tieren die Resektionskanten des
Defekts deutlich erkennbar (Abbildung 24 A, B). Bei einem Tier kam es im Bereich
dieser Kanten zur Auffaserung des Meniskusgewebes (Abbildung 24 C). Die Bildung
eines Regenerationsgewebes im Bereich des Defekts konnte bei keinem Tier
nachgewiesen werden. Die lateralen Menisken der operierten Gliedmafie waren bei zwei
Tieren geringgradig degenerativ verdndert. Auch hier traten diese Verdanderungen in

Form von langsverlaufenden kleinen und oberflachlichen Rissen auf.
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Abbildung 24: Tibiaplateau der operierten GliedmafSe dreier Tiere der Operationsgruppe mit Leerdefekt. (4,
B) Die Resektionskanten sind deutlich erkennbar. Es kam zu keiner Regeneration von Meniskusgewebe.
(C) Auffaserung des Meniskusgewebes im Bereich der Resektionskante.

Implantat-Gruppe

In der Implantat-Gruppe war bei sechs von neun Tieren das Implantat vollstindig im
Defekt fixiert. Davon zeigten jedoch drei Implantate am Ubergang des mittleren zum
hinteren Bereich einen deutlichen Riss (Abbildung 25 A, B). Bei den drei Tieren mit
intaktem Implantat kam es zur Spaltbildung zwischen Implantat und nativem
Meniskusgewebe. Im posterioren Bereich war dieser teilweise mit einer Art
Regenerationsgewebe gefiillt (Abbildung 25 C, D). Bei zwei anderen Tieren war das
Implantat zerstort, wobei nur noch eine Halfte im Defekt fixiert war. Die andere Halfte
war bei einem Tier abgekapselt im Bereich der Area intercondylaris posterior
aufzufinden (Abbildung 25 E). Bei dem anderen Tier befand sich der dislozierte Teil des
Implantats unter der nativen Meniskusrandleiste. Bei einem Tier war das Implantat
vollstandig disloziert. Es wurde in die Knorpeloberfliche des medialen Tibiaplateaus
eingedriickt (Abbildung 25 F). Bei keinem Tier dieser Versuchsgruppe bestand eine

feste Verbindung zwischen Implantat und nativem Meniskusgewebe. Am lateralen
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Meniskus der operierten Gliedmafie wurde bei einem Tier eine Auffaserung des inneren

Meniskusrandes nachgewiesen.

Abbildung 25: Linkes Tibiaplateau verschiedener Tiere der Implantat-Gruppe. (A, B) Riss des Seidenfibroin
Implantats im Bereich des Ubergangs der Pars intermedia zum Hinterhorn. (C, D) Spaltbildung zwischen
Implantat und nativer Meniskusrandleiste. (E) Abkapselung von Implantatmaterial im Bereich der Area

intercondylaris posterior. (F) Disloziertes und in die Knorpeloberfldche eingedriicktes Implantat (Menisken
bereits entfernt).

Bei den lateralen und medialen Menisken der kontralateralen Gliedmafde kam es in der
Leerdefekt- und Implantat-Gruppe bei einzelnen Tieren zu geringen pathologischen

Veranderungen. Diese traten entweder in Form dunkler Verfirbungen des
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Meniskusgewebes, Kkleiner ldngs verlaufender Kontinuitatsunterbrechungen des

Faserverlaufs oder Auffaserungen am inneren Meniskusrand auf.

3.3.3. Gelenkknorpel

In allen Operationsgruppen waren makroskopisch sichtbare Verdanderungen der
Knorpeloberflache an der linken (operierten) und an der rechten (Kontrolle) Gliedmafie
vorhanden. Die Gelenkfladchen der Tibia waren stirker betroffen als die des Femurs.
Dabei wies vor allem das mediale Gelenkkompartiment deutliche

Knorpelveranderungen auf.

Sham-Gruppe

In der Sham-Operationsgruppe traten bei fast allen Tieren geringe Veranderungen der
Knorpeloberflache gleichermafien an den operierten und nicht-operierten Gliedmafien
auf. Die medialen Femurkondylen wiesen nur an ihrem inneren Bereich eine geringe
Aufrauhung der Knorpeloberfliche auf (Abbildung 26 A). Im zentralen Abschnitt des
medialen Tibiaplateaus das in vivo nicht vom Meniskus bedeckt ist, kam es zu einer

rundlichen Erweichung des Knorpelgewebes (Abbildung 26 B).

Abbildung 26: (A) Femurkondylen der linken (operierten) GliedmafSe eines Tieres der Sham-Gruppe mit
geringer Aufrauhung der Knorpeloberfldche am inneren Bereich der medialen Femurkondyle. (B) Linkes
Tibiaplateau eines Tieres der Sham-Gruppe mit rundlicher Erweichung des Knorpelgewebes im Bereich der
Eminentia intercondylaris.
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Leerdefekt-Gruppe

In der Operationsgruppe mit Leerdefekt lag ein breiteres Spektrum an
Knorpelveranderungen vor. Im Vergleich zur Sham-Gruppe waren diese insgesamt
starker ausgeprdgt und die Unterschiede zwischen operierten und nicht-operierten
Gliedmafden waren in den meisten Fallen deutlicher. Die medialen Femurkondylen der
linken (operierten) Gliedmafle waren iiber die gesamte Flache deutlich aufgeraut
(Abbildung 27 A, B). Zusatzlich kam es zu unterschiedlich stark ausgepragten Fissuren
und Riefen der Knorpeloberflache. An der rechten (nicht-operierten) Gliedmafde blieb
die Aufrauhung der Oberflache auf den inneren Bereich der medialen Femurkondylen
beschrankt. Die lateralen Kondylen waren von den Verdanderungen nicht betroffen. Auf
dem medialen Tibiaplateau der operierten Gliedmafde kam es iiber die gesamte Flache
zu Erweichung und Aufquellung des Knorpels. Dies fiihrte teilweise zum Aufbrechen der
Knorpeloberflaiche mit unterschiedlich tiefen Defekten. An der nicht-operierten
Gliedmafde kam es vor allem in dem Bereich des medialen Tibiaplateaus, der nicht von
Meniskus bedeckt war, zur rundlichen Erweichung des Knorpels. Vereinzelt traten
jedoch auch hier starker ausgepragte Veranderungen in Form von tieferen
Knorpeldefekten auf. Folglich war der Unterschied zwischen operierter und nicht-
operierter Kontroll-Gliedmafde hier weniger deutlich. Bei drei Tieren der Leerdefekt-
Gruppe kam es auflerdem auf Grund von peripheren Zubildungen des artikuldren
Knorpels zur Verbreiterung der Gelenkflache. Dies trat bei einem Tier an der medialen
Femurkondyle und bei zwei weiteren am medialen Tibiaplateau der linken Gliedmaf3e
auf (Abbildung 27 C, D). Die lateralen Gelenkkompartimente waren auch hier

unauffallig.
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Abbildung 27: (A, B) Gelenkfldichen des linken Femurs zweier Tiere der Leerdefekt-Gruppe mit deutlicher
Aufrauhung im zentralen Bereich der medialen Femurkondyle. Die Aufrauhung erstreckt sich iiber die
gesamte Linge der medialen Kondyle. (C, D) Verbeiterung der medialen tibialen Gelenkfldche durch
osteophytdre Zubildungen bei zwei Tieren der Leerdefekt-Gruppe.

Implantat-Gruppe

Ahnlich wie in der Gruppe mit Leerdefekt lagen auch in der Implantat-Gruppe deutlich
ausgepragte Veranderungen der Knorpeloberflache des medialen Gelenkkompartiments
vor. Auch hier zeigten sich bei fiinf Tieren Abnutzungen des Gelenkknorpels iiber die
gesamte Fliache der medialen Femurkondyle der operierten Gliedmafde. Diese
Abnutzungen waren bei den anderen vier Tieren weniger stark ausgepragt und blieben
auf den inneren Bereich der Kondyle beschrankt. Bei vier Schafen kam es zusatzlich zu
langlichen Knorpeldefekten im mittleren Bereich der medialen Femurkondyle
(Abbildung 28 A). Diese waren tiefer und reichten vereinzelt bis zum subchondralen
Knochengewebe. Eine deutliche Verbreiterung der Gelenkfliche der medialen
Femurkondyle war bei vier Tieren erkennbar (Abbildung 28 B). An der rechten (nicht-
operierten) Gliedmafde kam es nur teilweise zu geringen Verdnderungen der
Knorpeloberfliche in Form einer Aufrauhung des inneren Bereichs der medialen

Kondyle. Die Veranderungen am medialen Tibiaplateau waren im Gegensatz zu den
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Verdnderungen an den Femurkondylen deutlich stirker ausgeprigt. Uber die gesamte
Flache des medialen Tibiaplateaus der operierten Gliedmafde kam es zu einer mafiigen
Aufrauhung und Erweichung der Knorpeloberflache. Dabei war bei fast allen Tieren der
Bereich, der sich in vivo unterhalb des Implantats befand, starker von
Knorpelveranderungen betroffen (Abbildung 28 C). Hier kam es zu deutlichen Riefen
und bei drei Tieren auch zu Knorpeldefekten. In diesen Defekten hatte sich teilweise
neues Gewebe gebildet (Abbildung 28 D, E). Bei dem Tier, das sich wahrend des
Versuchszeitraumes an der operierten Gliedmafie verletzte, war die Gelenkflache des
medialen Tibiaplateaus komplett destruiert. Das Implantat wurde hier vollstdandig in die
Knorpeloberflache eingedriickt. Im posterioren Bereich des Tibiaplateaus kam es bei
sechs Schafen zu Zubildungen des artikuldren Knorpels und dadurch zur Vergrofderung
der Gelenkflache (Abbildung 28 F). An den rechten Gliedmafden waren bis auf rundliche
Erweichungen im zentralen Abschnitt des medialen Tibiaplateaus keine weiteren
Verdanderungen ersichtlich. An beiden Gliedmafen waren die lateralen

Gelenkkompartimente auch hier unauffallig.
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Abbildung 28: (A) Femurkondylen der linken GliedmafSe eines Tieres der Implantat-Gruppe mit zentralem
Idnglichen Defekt in der medialen Kondyle. (B) Verbreiterung der Gelenkfldche der medialen Femurkondyle.
(C) Aufrauhung und Erweichung der Knorpeloberfldche am linken medialen Tibiaplateau der Implantat-

Gruppe. (D, E) Tiefere Knorpeldefekte, teilweise mit regenerativem Gewebe gefiillt. (F) Vergréfserung der
medialen Gelenkfldche durch Osteophyten.
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Diese Befunde konnten mit Hilfe der Klassifizierung nach Outerbridge bestatigt werden
(Abbildung 29 A, B) [Outerbridge 1961]. An der medialen Femurkondyle war der
Degenerationsgrad der Knorpeloberflichen sowohl in der Leerdefekt- (p <0,05), als
auch in der Implantat-Gruppe (p <0,01) signifikant hoher als in der Sham-Gruppe.
Zusatzlich bestand in der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe jeweils ein signifikanter
Unterschied zwischen der operierten Gliedmafde und der Kontroll-Gliedmafse (jeweils
p<0,01). Die degenerativen Veranderungen waren an der medialen Tibiakondyle
insgesamt starker ausgeprdgt. Hier wiesen die Knorpeloberflichen des medialen
Tibiaplateaus in der Sham-Gruppe an der operierten Gliedmafie einen signifikant
geringeren Degenerationsgrad auf, als in der Leerdefekt-(p <0,01) und Implantat-
Gruppe (p <0,0001). Zusatzlich bestand in der Implantat-Gruppe ein hoch signifikanter

Unterschied zwischen operierter Gliedmafde und Kontrolle (p < 0,0001).

A Mediale Femurkondyle B Mediales Tibiaplateau

I Operiert
Kontrolle

Outerbridge Score

Outerbridge Score

i'P il il g BBy

Sham Leerdefekt Implantat

Sham Leerdefekt Implantat

Abbildung 29: (A) Klassifizierung der Knorpelverdnderungen an der medialen Femurkondyle nach
Outerbridge  (Mittelwert +Standardabweichung;  Grad 0 = Keine  sichtbaren  Verdnderungen).
(B) Klassifizierung der Knorpelverdnderungen nach Outerbridge an der medialen Gelenkfldche des
Tibiaplateaus (Mittelwert +Standardabweichung; 0 = Keine sichtbare Verdnderung). *=p <0,05;
¥ =p<0,01; ¥***=p<0,0001
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3.4.Biomechanische Untersuchung
3.4.1. Seidenfibroin Implantat und Meniskus

Mit Hilfe des Stress-Relaxationstests bei 12 % Dehnung wurden die viskoelastischen
Eigenschaften des Seidenfibroin Implantats vor- und nach Implantation im Vergleich
zum nativen medialen Meniskus der kontralateralen Gliedmafie und zum medialen
Meniskus der Sham-Gruppe bestimmt.

Das Seidenfibroin Implantat zeigte nach Implantation ein hoheres Gleichgewichtsmodul
Eeq als vor der Implantation (p = 0,0509). Nach sechs Monaten war das Ersatzmaterial
um bis zu 50 % steifer als der mediale Meniskus der kontralateralen (p = 0,0094) sowie
der operierten Gliedmafde der Sham-Gruppe (p=0,0020). Zwischen den
Gleichgewichtsmodulen des medialen Meniskus der kontralateralen Gliedmafie, der
Sham-Gruppe und des Ersatzmaterials vor Implantation bestand statistisch kein

signifikanter Unterschied (jeweils p > 0,2) (Abbildung 30).

1,5 *
o
1,0
=
£
g
W 0,51
0,0 T T
Nativer Sham Implantat Implantat
Meniskus Praoperativ nach 6 Monaten

Abbildung 30: Gleichgewichtsmodul Eeq in MPa (Mittelwert +Standardabweichung) des Seidenfibroin
Implantats vor und nach Implantation im Vergleich zum nativen Meniskus der kontralateralen Gliedmaf3e
und zum medialen Meniskus der Sham-Gruppe. *=p < 0,01.
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3.4.2. Tibialer Knorpel

Knorpeldicke

Die Knorpeldicke wurde jeweils an den drei Messpunkten bestimmt (Abbildung 31 A).
Im Bereich der Eminentia intercondylaris konnte sowohl in der Leerdefekt-, als auch in
der Implantat-Gruppe beziiglich der Knorpeldicke kein Unterschied zwischen operierter
und nicht-operierter Gliedmafe nachgewiesen werden (jeweils p >0,1). Von allen
Messpunkten wurde in der Implantat-Gruppe hier die hochste Knorpeldicke gemessen.
Ein Unterschied zwischen den beiden Operationsgruppen konnte weder an der
operierten (p >0,7), noch an der Kontroll-Gliedmafse (p > 0,4) nachgewiesen werden.
Jedoch war in der Leerdefekt-Gruppe die Knorpeldicke tendenziell niedriger (Abbildung
31B).

Der zweite Messpunkt lag im anterioren Bereich des Tibiaplateaus. Dieser befand sich in
vivo unterhalb des Meniskus oder Implantats. Auch hier konnte in beiden
Operationsgruppen kein Unterschied der Knorpeldicke zwischen operierter und nicht-
operierter Gliedmafie (jeweils p >0,8) festgestellt werden und auch zwischen den
beiden Operationsgruppen bestand kein Unterschied. Dies galt sowohl fiir die operierte
(p > 0,7), als auch fiir die nicht-operierte Gliedmafie (p > 0,9) (Abbildung 31 C).
Messpunkt drei lag unterhalb des Meniskus im posterioren Bereich des Tibiaplateaus.
Hier wurde in beiden Operationsgruppen die niedrigste Knorpeldicke gemessen. In der
Gruppe mit Leerdefekt zeigte sich kein Unterschied in der Knorpeldicke zwischen
operierter und Kontroll-Gliedmafde (p > 0,9). Zwar konnte auch in der Implantat-Gruppe
kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden, jedoch war die Knorpeldicke an
der operierten Gliedmafie tendenziell niedriger als an der nicht-operierten Gliedmafie
(p>0,1). Der Vergleich zwischen den Operationsgruppen zeigte zwar Kkeinen
statistischen Unterschied (jeweils p > 0,6), jedoch war auch hier die Knorpeldicke an der
operierten Gliedmafde der Implantat-Gruppe tendenziell niedriger als in der Leerdefekt-

Gruppe (Abbildung 31 D).
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Abbildung 31: (A) Bestimmung der Knorpeldicke des medialen Tibiaplateaus an drei verschiedenen
Messpunkten. Knorpeldicke in mm (Median und Einzelwerte) der operierten sowie nicht-operierten
GliedmafSen im Bereich der (B) Eminentia intercondylaris, (C) im anterioren sowie (D) im posterioren
Bereich der medialen Tibiakondyle.

Gleichgewichtsmodul Eeq

Das Gleichgewichtsmodul Eeq (in MPa) des tibialen Knorpels wurde in allen
Operationsgruppen an den drei Messpunkten bestimmt.

Im Bereich der Eminentia intercondylaris stand die Knorpeloberfliche des medialen
Tibiaplateaus in vivo in direktem Kontakt mit der medialen Femurkondyle. An diesem
Messpunkt konnte innerhalb der Gruppen hinsichtlich des Gleichgewichtsmoduls Eeq
kein Unterschied zwischen operierter und nicht-operierter Gliedmafie festgestellt
werden (jeweils p > 0,05). Weiterhin konnte auch zwischen den drei Operationsgruppen
kein Unterschied nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir die operierte Gliedmafie
(jeweils p > 0,09) als auch fiir die kontralaterale Kontroll-Gliedmafse (jeweils p > 0,1)
(Abbildung 32 A).

Im Bereich des tibialen Knorpels unterhalb des Meniskus (Messpunkte 2 und 3) war in
der Implantat- (p=0,0006) wund Leerdefekt-Gruppe (p=0,0465) das
Gleichgewichtsmodul Eeq an der operierten Gliedmafde signifikant geringer als an der
kontralateralen Kontroll-Gliedmaf3e. Dabei kam es vor allem in der Implantat-Gruppe an

der operierten Gliedmafe zu einer deutlichen Erweichung des Knorpels. Hier war das
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Gleichgewichtsmodul des tibialen Knorpels fast 50 % geringer als an der nicht-
operierten Gliedmafle. Obwohl zwischen den drei Operationsgruppen beziiglich des
Gleichgewichtsmoduls, weder an der operierten (p > 0,05) noch an der nicht-operierten
(p > 0,3) Gliedmaf3e statistisch ein Unterschied nachgewiesen werden konnte, war Eeq in
der Sham-Gruppe und an den nicht-operierten Gliedmafien tendenziell hoher. Weiterhin
wurde in der Sham-Gruppe kein Unterschied zwischen operierter Gliedmafde und

Kontrolle nachgewiesen (p > 0,3) (Abbildung 32 B).
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Abbildung 32: (A) Gleichgewichtsmodul Eeq (in MPa) des tibialen Knorpels im Bereich der Eminentia
intercondylaris (Median und Einzelwerte). (B) Gleichgewichtsmodul Eeq (in MPa) unterhalb des Implantats/
Leerdefekts/ Meniskus (Mittelwert +Standardabweichung). * = p < 0,05; ***=p < 0,0001; # = Ausreifser.

Steifigkeit keq

An den drei Messpunkten auf dem medialen Tibiaplateau wurde zusatzlich die
Steifigkeit keq (N/mm) des Knorpels im Gleichgewichtszustand bestimmt.

Im Bereich der Eminentia intercondylaris konnte in keiner Gruppe ein Unterschied in der
Steifigkeit keq des tibialen Knorpels zwischen operierter Gliedmafie und Kontrolle
nachgewiesen werden (jeweils p >0,1). Jedoch war diese in der Sham-Gruppe an der
nicht-operierten Gliedmafde tendenziell niedriger. Auch zwischen den drei
Operationsgruppen konnte weder an der operierten (jeweils p > 0,5) noch an der nicht-
operierten Gliedmafie (jeweils p > 0,3) ein Unterschied in der Steifigikeit keq des tibialen
Knorpels festgestellt werden (Abbildung 33 A).

Tendenziell war die Steifigkeit im Gleichgewichtszustand keq (N/mm) unterhalb des
Meniskus (Messpunkte 2 und 3) hoher, als im Bereich der Eminentia intercondylaris. In
der Implantat-Gruppe kam es hier an der operierten Gliedmafie zu einer signifikanten
Erweichung des tibialen Knorpels im Vergleich zur nicht-operierten Gliedmafie

(p =0,0365). Wahrend in der Sham-Gruppe kein Unterschied zwischen den beiden
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Gliedmaf3en festgestellt werden konnte (p > 0,5), war in der Gruppe mit Leerdefekt eine
dahnliche Tendenz wie in der Implantat-Gruppe ersichtlich, blieb jedoch ohne statistische
Signifikanz (p = 0,0750). Zwischen den drei Operationsgruppen bestand weder an der
linken (jeweils p > 0,2) noch an der rechten Gliedmafie (jeweils p > 0,5) ein signifikanter

Unterschied hinsichtlich der Steifigkeit im Gleichgewichtszustand (Abbildung 33 B).
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Abbildung 33: (A) Steifigkeit im Gleichgewichtszustand keq in N/mm im Bereich der Eminentia
intercondylaris (Median und Einzelwerte). (B) Steifigkeit keq in N/mm unterhalb des Implantats/
Leerdefekts/ Meniskus (Mittelwert +Standardabweichung). *p = 0,0365; # = AusreifSer.

3.5.Bildgebende Untersuchung

Die Evaluierung der Knorpelbeschaffenheit der Gelenkflaichen von Femur und Tibia
wurde an MRT-Schnittbildern jeweils in der sagittalen und in der coronalen Ebene
durchgefiihrt (siehe 2.3.4. Bildgebung (MRT)). Die Gelenkflachen wurden hierfiir in vier
Kompartimente eingeteilt (Condylus lateralis femoris (CLF), Condylus medialis femoris
(CMF), Condylus lateralis tibiae (CLT) und Condylus medialis tibiae (CMT)) und mit Hilfe
eines etablierten Schemas zur makroskopischen Klassifizierung degenerativer
Knorpelveranderungen klassifiziert [Yoshioka, et al. 1996]. Anhand der
Knorpelbeschaffenheit wurde jedem der vier Bereiche ein Degenerationsgrad zwischen
1 (Oberflache intakt) und 6 (Durchmesser des grofdten Knorpeldefekts > 5 mm) zugeteilt
(Tabelle 5). Bestimmend fiir den zugeteilten Grad war die schwerste vorliegende
Veranderung im jeweiligen Kompartiment.

In allen Operationsgruppen erschien die Knorpelschicht des medialen Femurkondylus

dicker als die Knorpelschicht des lateralen Femurkondylus. Eine Messung bei einem Tier
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der Sham-Gruppe ergab am CMF eine Knorpeldicke von 1,4 mm im Vergleich zum CLF,

wo die Knorpeldicke nur 0,6 mm betrug.

Sham-Gruppe

Von allen Operationsgruppen wurden in der Sham-Gruppe die geringsten
Veranderungen der Knorpeloberflichen festgestellt. Wahrend ein Tier in allen
Kompartimenten des Gelenks eine vo6llig unveranderte Knorpelstruktur zeigte
(Abbildung 34 A), kam es bei dem anderen Tier zu einer minimalen Auffaserung der

Gelenkflachen beider Femurkondylen.

Leerdefekt-Gruppe

In der Gruppe mit Leerdefekt zeigten sich insgesamt stirker ausgepragte
Veranderungen der Knorpeloberflichen. Diese waren vor allem im medialen
Gelenkkompartiment ersichtlich. So wurde bei einem Tier am CMF ein hypointenser
Bereich von iiber 2 mm Durchmesser festgestellt, wohingegen es am CLF nur zu einer
minimalen Fibrillation des Knorpels kam. Fiir dieses Tier standen aufgrund technischer
Probleme wahrend des Scanvorgangs keine Bilder des Tibiaplateaus zur Verfiigung.
Auch bei dem zweiten Tier in dieser Gruppe kam es am CMT zu einer starken
Fibrillation sowie zu ausgedehnten Unregelmafiigkeiten der Oberflache, die vor allem im
Bereich der Eminentia intercondylaris am deutlichsten waren. Dagegen kam es am CLT

und am CMF nur zu einer minimalen Fibrillation der Knorpeloberflache.

Implantat-Gruppe

Ahnliche Befunde wie in der Leeredefekt-Gruppe, konnten auch in der Implantat-Gruppe
erhoben werden. Auch hier kam es bei einem Tier vor allem im medialen
Gelenkkompartiment zu einer Auffaserung der Oberfliche sowie zu einem
Knorpeldefekt mit einem Durchmesser von 2 mm (Abbildung 34 C). Die Knorpelstruktur
im lateralen Kompartiment war dagegen unverdndert. Bei dem zweiten Tier konnte
insgesamt nur eine minimale Fibrillation der Knorpeloberflachen nachgewiesen werden
(Abbildung 34 B).

Zusammenfassend waren die Unterschiede zwischen den Gruppen aufgrund der
geringen Gruppengrofde schwierig zu Dbeurteilen. Tendenziell zeigten die

Knorpeloberflichen der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe starker ausgepragte
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Veranderungen der Knorpelstruktur. Dabei war in beiden Gruppen vor allem das

mediale Kompartiment des Gelenks betroffen (Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die makroskopische Klassifizierung degenerativer Knorpelverdnderung an MRT-
Schnittbildern von Femurkondylen und Tibiaplateau der linken GliedmafSe in allen Operationsgruppen.
1 = intakte Oberfldche; 2 = minimale Auffaserung; 3 =deutliche Auffaserung, UnregelmdfSigkeiten der
Oberfliche oder Risse; 4 = 0 mm < Durchmesser des grifdten Defekts <2 mm; 5 =2 mm < Durchmesser des
gréfsten Defekts < 5 mm.

Mediale Laterale Mediales Laterales
Femurkondyle @ Femurkondyle Tibiaplateau Tibiaplateau
Sham-Gruppe
Tier 1 2 2 1 1
Tier 2 1 1 1 1
Leerdefekt-
Gruppe
Tier 1 5 2 - -
Tier 2 2 1 3 2
Implantat-
Gruppe
Tier 1 2 1 4 1
Tier 2 2 2 2 2
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Abbildung 34: (A) Linkes Femur eines Tieres der Sham-Gruppe (coronal). Intakte Oberfldche an medialer und
lateraler Femurkondyle. Die Knorpeldicke betrug hier 1,4 mm an der medialen und 0,6 mm an der lateralen
Femurkondyle. (B) Linkes Femur eines Tieres der Implantat-Gruppe (coronal) mit Degenerationsgrad 1 am
CLF und Degenerationsgrad 2 am CMF. (C) Linkes Tibiaplateau eines Tieres der Implantat-Gruppe (coronal).
Roter Kasten = Zwei Defekte in der medialen Knorpeloberfliche mit einem Durchmesser von bis zu 2 mm
(Grad 4). L = Lateral; M = Medial

3.6.Farbung mit India Ink

Sham-Gruppe

In der Sham-Gruppe war der Anteil der geschddigten Oberfliche an der medialen
Femurkondyle deutlich geringer als am medialen Tibiaplateau und betrug so nur rund
ein Viertel des Wertes der medialen Tibiakondyle (Abbildung 35 C, D; Abbildung 38). An
beiden Gelenkflachen konnte kein Unterschied zwischen operierter und nicht-operierter

Gliedmaf3e festgestellt werden (jeweils p > 0,6) ( Abbildung 35 A, B).
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Leerdefekt-Gruppe

Im Vergleich zur Sham-Gruppe war in dieser Operationsgruppe der Anteil der schwarz
gefarbten und damit geschadigten Gelenkflaiche an Femur und Tibia der operierten
Gliedmafie starker ausgepragt (Abbildung 36 B und D, F und H; Abbildung 38). Dabei
war auch hier das mediale Tibiaplateau deutlich stirker betroffen als die mediale
Femurkondyle (Abbildung 36 D, H). Am medialen Tibiaplateau beider Gliedmafien kam
es gleichermafien zu einer ausgedehnten Schadigung des Knorpels, sodass statistisch
kein Unterschied nachgewiesen werden konnte (p > 0,3). Im Gegensatz dazu, war an der
medialen Femurkondyle der gefarbte Anteil des Knorpels an der operierten Gliedmafie
fast doppelt so hoch wie an nicht-operierten Gliedmafde (p = 0,0220) (Abbildung 36 B,
F).

Implantat-Gruppe

In der Implantat-Gruppe zeigte sich an Femur und Tibia ein dhnliches Ausmafd der
Knorpelzerstorung wie in der Operationsgruppe mit Leerdefekt (Abbildung 38). Auch
hier war die mediale Gelenkfldache der Tibia starker betroffen als die des Femurs. Trotz
einer hohen Variabilitdit des Knorpelzustandes an der operierten Gliedmafie, konnte
sowohl an Femur (p=0,0009) als auch an Tibia (p=0,0052) ein signifikanter
Unterschied zwischen operierter Gliedmaf3e und Kontrolle festgestellt werden
(Abbildung 37 A-F). Weiterhin bestand an der medialen Femurkondyle ein signifikanter
Unterschied zur Sham-Gruppe (p=0,0138). Zwischen den drei Operationsgruppen
konnte beziiglich des Anteils der beschddigten Knorpeloberfliche an den nicht-
operierten Gliedmaf3en kein Unterschied nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir das

Femur als auch fiir die Tibia (Abbildung 38).
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Abbildung 35: (A, B) India Ink Fdrbung der Gelenkfldchen des rechten und linken Femurs eines Tieres der
Sham-Gruppe. Es bestand kein Unterschied beziiglich des Anteils der schwarz gefirbten Oberfldche
zwischen nicht-operierter (A) und operierter (B) GliedmafSe. Linkes Femur (C) und Tibiaplateau (D) eines
Tieres der Sham-Gruppe. Die medialen Gelenkfldchen des Tibiaplateaus wiesen im Vergleich zur medialen
Femurkondyle den gréfSeren Anteil an beschddigter Oberfldche auf.
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Lateral

Lateral

Abbildung 36: Gelenkfldichen von Femur (A, B und E, F) und medialem Tibiaplateau (C, D und G, H) zweier
Tiere der Leerdefekt-Gruppe. An den linken GliedmafSen (B, F) ist der Anteil der geschddigten Oberfldche der
medialen Femurkondyle signifikant héher als rechts (A, E). Der Unterschied zwischen den Gelenkfldchen des
medialen Tibiaplateaus der rechten (C) und linken (D) Gliedmaf3en ist dagegen hier weniger deutlich.

76



Ergebnisse

v
= -

p e

b ¥

Lateral

Lateral Lateral

Abbildung 37: (4, B) Gelenkfldchen des linken Femurs zweier Tiere der Implantat-Gruppe. Gelenkfldchen von
Femur (C, D) und Tibia (E, F) beider GliedmafSen eines weiteren Tieres der Implantat-Gruppe. An der

operierten GliedmafSe (D, F) zeigten die medialen Gelenkkompartimente einen deutlich hdheren Anteil
geschddigter Gelenkfldche.

77



Ergebnisse

A Mediale Femurkondyle B Mediales Tibiaplateau
*
* *kk Kk
g %01 S >0 - Operiert
E E 40 mm Kontrolle
O X 204 o R
[ C
%.S %E 30
1< [0}
S5 10; :[ S5 201
g T G ©
o W o W
E 0 E 101 -
C C
< < 0 T T T

104 Sham Leerdefekt  Implantat Sham Leerdefekt Implantat

Abbildung 38: (A) Anteil in % der degenerierten Oberfldche der medialen Femurkondyle. (B) Anteil in % der
degenerierten Oberfldche des medialen Tibiaplateaus in allen Operationsgruppen. * = p < 0,05; ** =p < 0,01;
KKKk —

=p<0,001.

3.7. Histologische Untersuchung

Bei der Anfertigung der histologischen Praparate von Meniskus/Implantat und des
tibialen Knorpels kam es bei einigen Schnitten zu starken Faltungen oder teilweise sogar
zur Zerstorung des Praparats. So standen hier nicht von jedem Tier jeweils drei Schnitte

fir die Auswertung zur Verfiigung.

3.7.1. Synovialmembran

Die Gelenkkapsel besteht aus mehreren Schichten. Man unterscheidet das aufdere
Stratum fibrosum aus straffem Bindegewebe und das innere Stratum synoviale aus
lockerem Bindegewebe [Sinowatz and Hees 2006]. Unter physiologischen Bedingungen
besteht die innere Synovialis aus 1-4 Zellreihen von synovialen Deckzellen [Stevens and
Lowe 1997]. Diese Zelllagen gehen tiiber in eine Schicht aus locker angeordneten
Kollagenfasern mit eingelagerten Fettzellen und Fibroblasten (Abbildung 39).
Aufierdem finden sich hier zahlreiche Lymph- und Blutgefifie sowie Mastzellen und
Makrophagen. Unter pathologischen Bedingungen kann es als Reaktion auf
verschiedene Noxen zur Hypertrophie sowie Hyperplasie (>3-4 Zellreihen) der
synovialen Deckzellen kommen. Dies geht hdufig mit einer Proliferation der
Synovialzotten  (villose Proliferation) einher [Thomas 1996]. Auf einen
inflammatorischen Stimulus hin kommt es aufierdem zur lokalen Infiltration der

Synovialis mit Entzlindungszellen wie neutrophilen Granulozyten, Zellen des
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mononukledren Phagozytensystems und Lymphozyten. Auffdllig sind dabei
mehrkernige synoviale Riesenzellen, die in der verbeiterten Deckzellschicht herdf6rmig
auftreten. Diese werden von Makrophagen abgeleitet und besitzen 5-6 kranzférmig
angeordnete Zellkerne [Mohr 2000].

Um den Einfluss des operativen Eingriffs und der Implantation des Seidenfibroin
Implantats zu evaluieren, wurde bei der histologischen Untersuchung der HE-gefarbten
Schnitte der Synovialmembran vor allem auf das Vorliegen der genannten
Strukturveranderungen geachtet. Da keine immunhistologische Untersuchung
durchgefiithrt wurde, die ein sicheres Abgrenzen der verschiedenen Populationen an
Entziindungszellen erlaubt, wurden die Schnitte auf das Vorkommen von
Entziindungszellen in Form von mehrkernigen Riesenzellen untersucht, da diese auch in
einer histologischen Ubersichtsfirbung sicher identifiziert werden kénnen. Bei der
Anfertigung der histologischen Praparate wurde nicht immer die richtige Schnittebene
getroffen. So stand nicht fiir jedes Tier ein histologischer Schnitt der Synovialmembran
der linken und rechten Gliedmaf3e zur Verfiigung.

Hypertrophie und Hyperplasie der synovialen Deckzellen waren die am haufigsten
vorliegenden Verdanderungen der Synovialmembran. Diese waren bei Tieren jeder
Operationsgruppe an der operierten und auch an den nicht-operierten Gliedmafien zu
finden, sodass zwischen den Operationsgruppen nur geringfiigige Unterschiede
festgestellt werden konnten (Tabelle 8). Strukturveranderungen der Synovialmembran
in Form einer villésen Proliferation waren an der linken Gliedmafde bei drei Tieren in
der Gruppe mit Leerdefekt und bei jeweils zwei Tieren in der Sham- und Implantat-
Gruppe zu finden (Abbildung 40). Diese Form von Verdnderung trat nur vereinzelt an
den nicht-operierten Gliedmafden auf. Bei vier Tieren mit Implantat konnten an den
operierten Gelenken vereinzelt mehrkernige Riesenzellen gefunden werden (Abbildung
40, Ausschnitt). Dies war tendenziell mehr als in der Sham- und Leerdefekt-Gruppe. Hier

wurden nur bei jeweils einem Tier einzelne mehrkernige Riesenzellen gefunden.
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Abbildung 39: Synovialmembran des operierten (A) und nicht-operierten (B) Kniegelenks eines Tieres der
Implantat-Gruppe. Die Synovialis besteht aus ca. 2-3 Zellreihen synovialer Deckzellen. Darunter befindet sich
eine Schicht aus locker angeordneten Kollagenfasern mit Blutgefidfsen; 200-fache VergréfSerung.
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Abbildung 40: Synovialmembran eines operierten Kniegelenks (Implantat-Gruppe). Hyperplasie der
synovialen Deckzellen mit villéser Proliferation der Synovialis; 100-fache VergréfSerung. Zusdtzlich traten
bei diesem Tier herdformig mehrkernige synoviale Riesenzellen in der verbreiterten Deckzellschicht auf
(Ausschnitt). Diese Besitzen 5-6 kranzférmig angeordnete Zellkerne; 400-fache VergrifSerung.
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Tabelle 8: Ubersicht der in den drei Operationsgruppen vorliegenden Verdnderungen der Synovialmembran.

Operierte Gliedmaf3e Kontralaterale Gliedmafe
Hyper- Hyper- Villése Pro- Syn. Hyper- Hyper- Villése Pro- Syn.
plasie trophie liferation Riesen- plasie trophie liferation Riesen-
zellen zellen
Sham
1 X X X
2 X X X X X X
3 X X X
4 X X
5 X X X
6 X
7 X X
8 X
9 X
Gesamt 5 5 2 1 3 3 1 2
Leer-
defekt
1 X X X X X
2 X Kein Schnitt
3
4 X X
5 X X X X
6 Kein Schnitt
7 X X X
8
9 Kein Schnitt
Gesamt 2 4 3 1 2 3 0 0
Im-
plantat
1 Kein Schnitt X X
2 X
3 X X X X Kein Schnitt
4 X X
5 X
6 X X
7 X X X X Kein Schnitt
8 X X
9 Kein Schnitt
Gesamt 5 5 2 4 1 1] 1 0
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3.7.2. Meniskus/Implantat

Aufgrund seines hohen Gehalts an Kollagen (acidophil) erscheint der Meniskus in
Hamatoxilin-Eosin-gefarbten, histologischen Schnitten gleichmafdig rot bis pink gefarbt.
Der grofdte Anteil der Kollagenfasern liegt dabei in parallel ausgerichteten Faserbiindeln

Vor.

Sham-Gruppe

Um mogliche negative Auswirkungen der Arthrotomie des Kniegelenks zu erfassen,
wurden die HE-gefarbten Schnitte aus Vorderhorn (n = 7), Pars intermedia (n =9) und
Hinterhorn (n =6) der medialen Menisken der Sham-Gruppe auf Verdanderungen der
Struktur und des Farbeverhaltens untersucht und mit den medialen Menisken der
kontralateralen Gliedmafde verglichen. Dabei konnte kein Unterschied in der
histologischen Struktur sowie im Farbeverhalten der Menisken festgestellt werden
(Abbildung 41).

: X\I\)‘J'(‘l
(}Q,{ o,&:,} 1

1000 um
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Abbildung 41: Nativer medialer Meniskus der linken (A) und rechten (B) GliedmafSe eines Tieres der Sham-
Gruppe; 12,5-fache VergréfSerung.

Leerdefekt-Gruppe

In der Gruppe mit Leerdefekt wurde ebenfalls auf Verdnderungen in Form eines
Strukturverlustes oder einer Anderung des Firbeverhaltens geachtet. Hier wurde vor
allem die Resektionskante des Meniskus genauer betrachtet. Zusatzlich wurde evaluiert,
ob und inwieweit sich ein Regenerationsgewebe im Bereich des Defektes gebildet hatte.
In dieser Operationsgruppe standen fiir jedes Tier jeweils drei Schnitte des medialen

Meniskus der linken Gliedmafie (jeweils n = 9) zur Verfiigung. Bei acht Tieren kam es im
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Bereich der Resektionskante zu einem Strukturverlust der Kollagenfaserbiindel
(Abbildung 42). Im Gegensatz zu dem restlichen Meniskusgewebe zeigte dieser Bereich
teilweise eine weniger intensive Rot-Farbung. Bei fiinf Schafen wurden im
Resektionsbereich Cluster aus chondrozytdren Zellen gefunden (Abbildung 43 A). Bei
drei Tieren hatte sich hier zusatzlich ein schmaler Saum neuen Gewebes gebildet
(Abbildung 43 B-D). Dieser unterschied sich hinsichtlich der Farbung deutlich vom
restlichen Meniskusgewebe und konnte so auch bei zwei weiteren Schafen gefunden
werden. In diese Art Regenerationsgewebe waren chondrozytenartige Zellen eingelagert
(Abbildung 43 B).

Abbildung 42: Meniskusrandleiste eines Tieres mit Leerdefekt. * = Strukturverlust der Kollagenfaserbiindel
im Bereich der Resektionskante. Pfeile = Glatte, intakte Oberfliche des Meniskus; 200-fache VergréfSerung.
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Abbildung 43: (A) Meniskusrandleiste eines Tieres mit Leerdefekt; 200-fache Vergriflerung. Ausschnitt:
Cluster aus chondrozytdren Zellen; 200-fache Vergréfserung. (B) Basophiles Regenerationsgewebe im
Bereich der Resektionskante eines Leerdefekts; 50-fache Vergréfserung. Ausschnitt: Chondrozytdire Zellen
innerhalb des neu gebildeten Gewebes; 100-fache VergréfSerung. (C, D) Resektionskante des medialen
Meniskus mit violettem (basophilem) Regenerationsgewebe zweier Tiere der Leerdefekt-Gruppe; 50-fache
VergréfSerung.

Implantat-Gruppe

Bei den histologischen Schnitten der Implantate sollte unter anderem der
Ubergangsbereich zur nativen Meniskusrandleiste untersucht werden. Es sollte
bestimmt werden inwieweit es zur Integration des Ersatzmaterials kam. Da jedoch keine
feste Verbindung zwischen Implantat und Meniskusrandleiste aufgebaut wurde, wurden
im Zuge der Anfertigung der histologischen Schnitte die Implantate vom restlichen
Meniskusgewebe abgelost (Abbildung 44). Somit mussten Meniskusrandleiste und
Implantat getrennt voneinander beurteilt werden. Bei zwei Tieren kam es bereits in vivo
zur vollstandigen Dislokation des Implantats. Diese wurden von der Bewertung
ausgeschlossen. Somit standen insgesamt von sieben Tieren dieser Gruppe histologische

Schnitte des Implantats zur Verfiigung. Wahrend der histologischen Aufbereitung kam
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es teilweise zur starken Zerstorung der Implantate. Somit konnten nicht von jedem Tier
jeweils drei Schnitte beurteilt werden (Vorderhorn und Pars intermedia: jeweils n = 4,
Hinterhorn: n = 5). Obwohl auch bei diesen Praparaten das Implantat teilweise zerstort
wurde, war die pordse Struktur des Implantats deutlich zu erkennen (Abbildung 45 E).
Bei fiinf Tieren war in den Poren des dufieren Bereiches des Implantats fibrinartiges
Gewebe mit wenigen chondrozytiaren Zellen auffindbar (Abbildung 45 A). Bei zwei
Tieren war hier eine beginnende Organisation des Gewebes ersichtlich, was zu einem
eher fibrosen Charakter des Gewebes fiihrte (Abbildung 45 B, C). Bei einem Tier befand
sich in den dufderen Poren des Implantats nur azellulires Gewebe (Abbildung 45 D). Bei
einem weiteren Tier befanden sich weder Zellen noch Matrix innerhalb des Implantats
(Abbildung 45 E). Die Kollagenstruktur im Bereich der Resektionskante des Meniskus
zeigte in dieser Operationsgruppe eine stirkere Auffaserung als in der Leerdefekt-
Gruppe (Abbildung 46 A-D). Dieser Bereich zeigte aufierdem einen hoheren
Zellreichtum mit Bildung von Zellclustern chondrozytiarer Morphologie (Abbildung 46
B-D). Auch in dieser Operationsgruppe kam es bei zwei Tieren zur beginnenden
Regeneration eines Ersatzgewebes von basophilem Charakter.

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchung des Seidenfibroin Implantats wurden

in Tabelle 9 zusammengefasst (Tabelle 9).

1000 pm 2 )

Abbildung 44: Seidenfibroin Implantat ohne feste Verbindung zur nativen Meniskusrandleiste; 12,5-fache
VergréfSerung.

86



Ergebnisse

Abbildung 45: (A) Fibrin-dhnliches Gewebe ohne erkennbare Struktur mit wenigen Zellen in den Poren des
dufSeren Bereichs des Seidenfibroin Implantats; 200-fache Vergréfserung. (B, C) Beginnende Organisation des
Gewebes (fibros) innerhalb der dufSeren Poren. Pfeil = wenige chondrozytdre Zellen; * = integriertes
Fasernetz des Implantats; 200-fache VergréfSserung. (D) Seidenfibroin Implantat mit azellulirem Gewebe
innerhalb der dufSeren Poren; 100-fache VergréfSserung. (E) Implantat ohne Zellen oder Matrix.
Pfeil = Makropore, * = Mikropore; 100-fache VergréfSerung.
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Abbildung 46: (A) Ubergangsbereich zwischen Meniskus und Implantat. Pfeil = Resektionskante des nativen
Meniskusgewebes mit stdrkerem Strukturverlust der Kollagenfasern als in der Leerdefekt-Gruppe; 100-fache
Vergréfserung. (B, C) Resektionskante des nativen medialen Meniskus. Pfeil = Cluster chondrozytdrer Zellen;
100-fache Vergréferung. (D) Ubergangsbereich zwischen Meniskus und Implantat. Resektionskante des
Meniskus mit hohem Zellreichtum und deutlichem Strukturverlust; 100-fache Vergréfserung.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die Ergebnisse der histologischen Untersuchung des Seidenfibroin Implantats.

Chondrozytare
Implantat im Beginnende
Zellen Gewebe ohne
Defekt fixiert Organisation
innerhalb des Struktur
und intakt des Gewebes
Implantats
1 N N v
2 v v v
3 v v v v
4 Riss v
5 Riss N v Vv
6 Riss
Teilweise im
7 N4 v

Defekt

3.7.3. Tibialer Gelenkknorpel

Klassifizierung des Knorpels nach Mankin: Fir das Mankin-Grading der
Knorpeloberflaichen wurde von jedem Tier jeweils ein Safranin-O-gefarbter Schnitt aus
dem anterioren, mittleren und posterioren Bereich des medialen Tibiaplateaus

untersucht [Mankin, et al. 1971].

Sham-Gruppe

In der Sham-Gruppe konnte beziiglich des Degenerationsgrades kein Unterschied
zwischen anteriorem (n =7), mittlerem (n=9) und posteriorem (n =8) Tibiaplateau
festgestellt werden. Insgesamt beschrankten sich die Knorpelveranderungen in dieser
Gruppe auf den zentralen Bereich der Gelenkflaiche nahe der Eminentia intercondylaris
(Abbildung 47 A). Obwohl vor allem im mittleren Bereich des Tibiaplateaus ein grofdes

Spektrum an Veranderungen vorlag, reichten Risse in der Knorpeloberflache
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grofitenteils bis zur Ubergangszone (Abbildung 47 B). Nur bei zwei Tieren waren die
Risse tiefer und reichten bis zur radialen Zone des artikuldaren Knorpels (Abbildung 47
C, D). Beziiglich der Knorpelstruktur lagen im posterioren Bereich die geringsten
Veranderungen vor. Zellularitit sowie Zellmorphologie waren grofdtenteils nur
geringfligig verandert. Bei vier Tieren kam es vereinzelt zur Bildung von Zellklonen im
Bereich der Knorpeloberfliche und bei vier weiteren Tieren auch zu einer
Hypozellularitit von Knorpelzellen (Abbildung 47 C). Die Intensitdt der Safranin-O-
Farbung zeigte ein breites Spektrum an Verdnderungen. Diese reichten von einer vollig
unveranderten Intensitit bis hin zur schweren Reduktion der Farbeintensitit
(Abbildung 47 D). Diese trat vor allem in Schnitten des anterioren und mittleren
Tibiaplateaus auf. Die Knorpel-Knochen-Grenze war an allen Lokalisationen

weitestgehend intakt.

Abbildung 47: Safranin-O-gefirbte, histologische Schnitte des tibialen Knorpels verschiedener Tiere der
Sham-Gruppe. (A) Intakte Knorpeloberfidche des linken Tibiaplateaus; 50-fache VergréfSerung. (B) Riss bis
zur Ubergangszone des Gelenkknorpels; 50-fache Vergréfierung. (C) Riss bis zur radialen Knorpelzone und
schwere Reduktion der Safranin-O-Fdrbung. Pfeile = Bildung von Zellklonen; 100-fache VergrofSerung. (D)
Schwere Reduktion der Intensitdt der Fdrbung; Pfeil = Riss bis zur radialen Zone des Knorpels mit Tusche
Partikeln der India Ink-Fdrbung; 50-fache Vergréfserung.
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Leerdefekt-Gruppe

In der Operationsgruppe mit Leerdefekt kam es vor allem im mittleren Bereich (n = 7)
des Tibiaplateaus zu ausgepragten Veranderungen des Knorpelzustandes. Anterior
(n=8) und posterior (n=9) war der Gesamtdegenerationsgrad deutlich geringer,
jedoch zeigte sich vor allem im anterioren Bereich der Gelenkfliche eine hohe
Variabilitit des Gesamtdegenerationsgrades zwischen den einzelnen Tieren.
Veranderungen der Knorpelstruktur waren im Vergleich zur Sham-Gruppe in der
Operationsgruppe mit Leerdefekt tendenziell starker ausgepriagt und es kam zu
Knorpelrissen, die auch bis in die kalzifizierte Zone des Knorpels reichten (Abbildung
48). Zusatzlich blieben die Verdanderungen nicht nur auf den zentralen Bereich des
medialen Tibiaplateaus beschrankt. So kam es auch in peripheren Bereichen zu Rissen
der Knorpeloberflache. Beziiglich der Zellmorphologie kam es in allen Bereichen zur
Bildung von Zellklonen oder zur Zellhypoplasie. Vor allem anterior und im mittleren
Abschnitt des Tibiaplateaus war die Intensitit der Safranin-O-Farbung maf3ig bis schwer
reduziert. An der Knorpel-Knochen-Grenze kam es im mittleren und posterioren Bereich

bei fast allen Tieren zum Ubertritt von BlutgefifRen.
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Abbildung 48: Tibialer Gelenkknorpel zweier Tiere der Leerdefekt-Gruppe; 50-fache VergréfSerung. (A)
Schwere Reduktion der Intensitdt der Safranin-O-Fdrbung und reduzierte Zellzahl. Pfeil = Riss bis in die

kalzifizierte Zone des Knorpels; *=Riss bis zur radialen Knorpelzone. (B) MdfSige Reduktion der
Fdrbeintensitit. Pfeil = Riss bis zur Ubergangszone.
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Implantat-Gruppe

In der Implantat-Gruppe kam es zwischen den einzelnen Tieren in jedem Abschnitt des
Tibiaplateaus zu einer hohen Variabilitit des Gesamtdegenerationsgrades. Ahnlich zur
Operationsgruppe mit Leerdefekt, traten auch in dieser Operationsgruppe vor allem im
mittleren Bereich (n=9) der Gelenkfliche ausgepriagte Verdnderungen der
Knorpeloberfliche auf. Zwar waren im anterioren (n=6) und posterioren (n=7)
Abschnitt des Tibiaplateaus Verdanderungen der Knorpelstruktur deutlich geringer
ausgepragt, jedoch reichten diese in jedem Bereich von Unregelmafiigkeiten der
Oberflache bis hin zur vollstindigen Desorganisation der Knorpeloberflache bei einem
Tier. Auch in dieser Operationsgruppe waren Verdanderungen im zentralen sowie
peripheren Abschnitt ersichtlich. Beziiglich der Zellularitat und Zellmorphologie kam es
vor allem posterior zur Bildung von Zellklonen und im mittleren Abschnitt auch zur
Reduktion der Zellzahl. Die Intensitit der Safranin-O-Farbung war vor allem im
mittleren und posterioren Bereich des medialen Tibiaplateaus mafdig bis schwer
reduziert (Abbildung 49 A). Hier kam es aufderdem bei fast allen Tieren im Bereich der

Knorpel-Knochen-Grenze zum Ubertritt von Blutgefifen (Abbildung 49 B).
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Abbildung 49: Tibialer Gelenkknorpel zweier Tiere der Implantat-Gruppe. (A) Schwere Reduktion der
Safranin-0-Fdrbung mit Hypozellularitdt und ausgedehnten Rissen in der Knorpeloberfldche, die bis in die
radiale Knorpelzone reichen; 50-fache Vergréfserung. (B) Riss bis in die radiale Knorpelzone, der fast die

kalzifizierte Zone erreicht (Pfeil). * = Ubertritt eines Blutgefifes im Bereich der Knorpel-Knochen-Grenze;
100-fache VergréfSerung.
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Kontralaterale Gliedmafe

Bei jeweils zwei Tieren aus jeder Versuchsgruppe wurde auch das mediale Tibiaplateau
der kontralateralen Seite untersucht. Diese dienten als Kontroll-Gruppe. Jedoch konnten
auch hier nicht alle Schnitte ausgewertet werden. Im anterioren und mittleren (jeweils
n=4) Bereich des Tibiaplateaus wiesen die Knorpeloberflaichen einen &hnlichen
Gesamtdegenerationsgrad wie in der Sham-Gruppe auf. Von allen Operationsgruppen
waren hier die Knorpelverdnderungen im posterioren Abschnitt der Gelenkflache
(n = 4) am geringsten ausgepragt. Beziiglich der Knorpelstruktur kam es nur vereinzelt
zu Rissen, die bis zur radialen Zone des artikuldaren Knorpels reichten. Hauptsachlich
lagen rein oberflachliche Unregelmafdigkeiten der Knorpeloberflache oder Risse bis zur
Ubergangszone vor. Zellularitit sowie Zellmorphologie waren groftenteils unverindert.
Auch die Intensitat der Safranin-O-Farbung war nur leicht bis mafdig reduziert. Lediglich
bei einem Tier kam es zum vollstindigen Verlust der Farbung. An der Knorpel-Knochen-
Grenze kam es bei den meisten Tieren in allen drei Lokalisationen zum Ubertritt von

Blutgefafden.

Abbildung 50 zeigt eine Ubersicht tiber den Degenerationsgrad nach Mankin der Tiere

der drei Operationsgruppen.
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Abbildung 50: Ubersicht iiber den Degenerationsgrad nach Mankin der Tiere der drei Operationsgruppen
im Bereich der verschiedenen Lokalisationen des medialen Tibiaplateaus.
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Fibrillationsindex (FI): Zusatzlich wurde an den histologischen Schnitten des medialen
Tibiaplateaus auch der Fibrillationsindex (FI) bestimmt. Der FI berechnete sich aus der
Lange der Knorpeloberfliche und der Lange der Knorpel-Knochen-Grenze (siehe 2.3.6.
Histologische Untersuchung). Im Rahmen degenerativer Gelenkveranderungen kommt es
zu unterschiedlich stark ausgepragter Fibrillation der Tangentialzone des
Gelenkknorpels und folglich zur Verlangerung der Knorpeloberfliche. Bei voéllig
unverandertem Gelenkknorpel besitzen Knorpeloberfliche und Knorpel-Knochen-

Grenze dieselbe Lange und der FI betragt somit 1.

Sham-Gruppe
In der Sham-Gruppe war der FI im anterioren Bereich des Tibiaplateaus (n=7)

tendenziell hoher als im mittleren (n = 8) und posterioren (n = 9) Bereich.

Leerdefekt-Gruppe

In der Operationsgruppe mit Leerdefekt war der FI insgesamt etwas hoher als in der
Sham-Gruppe und unterschied sich deutlicher zwischen den einzelnen Tieren. Im
Vergleich mit dem anterioren (n = 8) und posterioren (n = 8) Abschnitt der Gelenkflache
war der FI im mittleren Bereich des medialen tibialen Gelenkknorpels (n=6) am

hochsten.

Implantat-Gruppe

Auch in der Implantat-Gruppe unterschied sich die Auspragung der Fibrillation der
Knorpeloberfliche deutlich zwischen den einzelnen Tieren. Ahnlich zur
Operationsgruppe mit Leerdefekt, war auch hier der FI im mittleren Bereich des tibialen
Knorpels (n=7) tendenziell am hochsten. Im anterioren (n=5) und vor allem
posterioren (n=5) Abschnitt kam es dagegen zu einer geringer ausgepragten

Fibrillation der Oberflache.

Kontralaterale Gliedmaf3e

Bei jeweils zwei Tieren aus jeder Gruppe wurden auch die Knorpeloberflichen des
medialen Tibiaplateaus der rechten Gliedmafde untersucht. Diese dienten als Kontroll-
Gruppe. Hier waren die Unterschiede im FI zwischen den einzelnen Tieren wieder

weniger deutlich. Der FI war anterior (n=5) geringfiigig niedriger als im mittleren
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Bereich (n=5). Posterior war die Fibrillation des Knorpels in dieser Gruppe am
geringsten ausgepragt. Die Werte aus dieser Gruppe unterschieden sich nicht von den

Werten der Sham-Gruppe.

Abbildung 51 zeigt eine Ubersicht des Fibrillationsindex der Tiere der drei

Operationsgruppen an den verschiedenen Lokalisationen des medialen Tibiaplateaus.
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Abbildung 51: Fibrillationsindex des medialen Tibiaplateaus der Tiere der drei Operationsgruppen.

In der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe konnte tendenziell eine Korrelation zwischen
dem Fibrillationsindex und dem Mankin-Grading festgestellt werden (Tabelle 10). In
beiden Gruppen war sowohl der FI als auch der Gesamtdegenerationsgrad im mittleren
Bereich des Tibiaplateaus am hdchsten. In der Sham-Gruppe bestand kein Unterschied
im Gesamtdegenerationsgrad zwischen dem anterioren und mittleren Tibiaplateau,

sodass eine Korrelation hier nur bedingt festgestellt werden konnte.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber Fibrillationsindex und Degenerationsgrad nach
Abschnitte des medialen Tibiaplateaus der drei Operationsgruppen.

Tibia anterior

Tibia mitte

Mankin der verschiedenen

Tibia posterior

FI Mankin FI Mankin FI Mankin
Sham- 1,5 6 1,3 6 1,1 5
Gruppe (1,2-2,6) (4-9) (1-2,8) (3-11) (1-1,9) (1-8)
Leerdefekt- 1,4 8,5 2,2 10 1,6 7
Gruppe (1-49) (1-11) (1,5-57) (9-11) (1-2,6) (5-11)
Implantat- 1,5 6 1,8 9,5 1,4 7
Gruppe (1,1-21) (1-9) (1,4-43) (7-12) (1,1-41) (3-12)
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4. Diskussion
4.1. Wichtigste Ergebnisse und Einordnung in die Literatur

Zentrale Fragestellung der vorliegenden Studie war, ob durch die Implantation des
Ersatzmaterials aus Seidenfibroin in einen subtotalen Meniskusdefekt die
Knorpeloberflachen des Kniegelenks im Vergleich zur Meniskektomie vor Degeneration
geschiitzt werden koénnen. Sechs Monate nach dem chirurgischen Eingriff erfolgte die

makroskopische, biomechanische und histologische Auswertung.

4.1.1. Untersuchung des operierten Kniegelenks

Im Rahmen der makroskopischen Untersuchung der operierten Gliedmafde wurde bei
allen Tieren medial im Bereich des operativen Zugangs eine gering bis mittelgradige
bindegewebige Vernarbung des Weichteilgewebes festgestellt. Auch in anderen in vivo
Studien zum Meniskusersatz kam es als Folge der Arthrotomie gleichermafien zur
Fibrose des Weichteilgewebes [Vrancken, et al. 2015, Zur, et al. 2011, Gruchenberg, et al.
2015]. In der vorliegenden Studie war die Fibrose des Weichteilgewebes bei den
Schafen der Implantat-Gruppe tendenziell starker ausgepragt als in der Sham- und
Leerdefekt-Gruppe. Dies koénnte darauf zuriickzufiihren sein, dass in dieser
Operationsgruppe das Gelenk starker manipuliert werden musste als in den beiden
anderen Gruppen, um das Implantat sicher im Defekt zu fixieren. Hier erforderte vor
allem die Fixierungsnaht im Bereich des Hinterhorns des medialen Meniskus eine starke
Subluxation des Gelenks. Dieser Eingriff war zusdtzlich mit einer ldngeren

Operationsdauer verbunden.

4.1.2. Synovialmembran

In keiner der drei Operationsgruppen wurden makroskopisch sichtbare Zeichen einer
Entzlindung des operierten Kniegelenks wie Schwellung, Rétung oder Exsudation
festgestellt. Dies konnte in der histologischen Untersuchung der Synovialmembran
bestdtigt werden. So konnten an den Hamatoxilin-Eosin-gefarbten Schnitten nur
vereinzelt Entziindungszellen in Form von mehrkernigen synovialen Riesenzellen
gefunden werden. Diese wurden bei vier Tieren der Implantat Gruppe nachgewiesen,

was tendenziell haufiger war als in den beiden anderen Gruppen. Jedoch traten auch
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hier diese von Makrophagen abgeleiteten Zellen nur vereinzelt auf, weswegen nicht von
einer Fremdkorperreaktion im Sinne einer Abstofdung des Implantats ausgegangen
werden muss. Das Vorkommen dieser Zellen ist eher als Reaktion auf mogliche
Abriebpartikel des Naht- oder Implantatmaterials anzusehen [Vrancken, et al. 2015]. Die
am hdaufigsten vorliegenden Veranderungen der Synovialmembran waren Hyperplasie
und Hypertrophie der synovialen Deckzellen. Diese Strukturveranderungen konnten bei
Tieren aller drei Operationsgruppen an den operierten Gliedmafden und auch an den
nicht operierten Kontroll-Gliedmaféen nachgewiesen werden. Sie kdnnen grundsatzlich
auf verschiedene Stimuli und chronische Irritation im Gelenk zuriickgefiihrt werden. An
den operierten Gelenken kam es unabhdngig von der Operationsgruppe bei einzelnen
Tieren zusatzlich zu einer Proliferation der Synovialzotten (villése Proliferation). Da
auch in anderen Studien zur Untersuchung verschiedener Materialien fiir den
Meniskusersatz geringe Verdnderungen der Synovialmembran an operierten und nicht-
operierten Gliedmafden in dhnlicher Auspragung nachgewiesen werden konnten
[Vrancken, et al. 2015, Gruchenberg, et al. 2015], sind die genannten Veranderungen
eher unspezifisch und kénnen nur teilweise als Folge der Arthrotomie des Kniegelenks

angesehen werden.

4.1.3. Medialer Meniskus

Bei der makroskopischen und histologischen Untersuchung der medialen Menisken
konnte in der Sham-Gruppe kein struktureller Unterschied zwischen operierter
Gliedmaf3e und Kontrolle festgestellt werden. Dies wurde auch in der biomechanischen
Untersuchung bestatigt. Im Stress-Relaxationstest zeigte sich kein Unterschied beziiglich
des Gleichgewichtsmoduls Eeq des linken medialen Meniskus der Sham-Gruppe und der
kontralateralen Kontroll-Gliedmafde. Ein Vergleich dieser Werte mit der bestehenden
Literatur ist aufgrund unterschiedlicher Testbedingungen nur bedingt méglich. Joshi et
al. filhrten eine Untersuchung der biomechanischen Eigenschaften der Menisken
verschiedener Spezies mit Hilfe eines ,confined compression“-Kriechtests durch [Joshi,
et al. 1995]. Das dabei ermittelte durchschnittliche Gleichgewichtsmodul Eeq des ovinen
medialen Meniskus lag zwischen 0,2 und 0,3 MPa. Auch Merriam et al. und Patel et al.
bestimmten ebenfalls mit Hilfe eines solchen Testaufbaus die mechanischen
Eigenschaften eines Meniskusersatzmaterials im Vergleich zum nativen ovinen
Meniskus [Merriam, et al. 2015, Patel, et al. 2016]. Das dabei ermittelte
durchschnittliche Gleichgewichtsmodul des ovinen Meniskus von 0,8 MPa dhnelt dem in

100



Diskussion

der vorliegenden Studie ermittelten durchschnittlichen Gleichgewichtsmodul des ovinen
medialen Meniskus von 0,6 MPa, wodurch die Plausibilitat der Ergebnisse belegt werden
konnte. Unterschiede in Rasse und Alter der Tiere, aber auch Differenzen beziiglich der
Entnahmestelle der Probe innerhalb des Meniskus und verschiedene Testbedingungen
konnten zu den Abweichungen gefiihrt haben. Insgesamt kann ein Einfluss des
operativen Eingriffs auf die Eigenschaften des medialen Meniskus aber ausgeschlossen
werden.

In der Gruppe mit Leerdefekt waren bei allen Tieren die Resektionskanten des Defekts
deutlich erkennbar. Obwohl sich in der Literatur Berichte iiber die Bildung eines
Regenerationsgewebes nach Meniskusresektion im Schafmodell finden [Maher, et al.
2010], konnte in der vorliegenden Studie makroskopisch kein meniskusdhnliches
Regenerationsgewebe gefunden werden. Beim Schaf werden lediglich die dufseren 11 %
der Meniskusbreite von Blutgefifden durchzogen [Chevrier, et al. 2009]. Bei einer
durchschnittlichen Breite des ovinen medialen Meniskus von 9,44 mm kann
angenommen werden, dass die Meniskusbasis in einem Bereich von ungefahr 1 mm
vaskularisiert ist [Takroni, et al. 2016]. In der vorliegenden Studie wurde im Rahmen
der Resektion des Meniskus in der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe eine Randleiste
von 2mm belassen. Eine Resektion bis in die vaskularisierte Zone ist zwar als
Voraussetzung fiir eine Infiltration des Implantats mit Zellen und nachfolgende
Integration in natives Meniskusgewebe anzusehen, jedoch ware eine Randleiste mit
einer Dicke von 1 mm moglicherweise zu instabil, um eine sichere Fixierung des
Implantats im Gelenk zu gewdhrleisten und eine Extrusion aus dem Gelenkspalt zu
verhindern. An den histologischen Schnitten der Menisken mit Leerdefekt konnte
allerdings bei flinf Tieren ein schmaler Saum eines regenerativen Gewebes gefunden
werden. Dieses unterschied sich hinsichtlich seiner Farbung deutlich vom restlichen
Meniskusgewebe. In diesem basophilen Gewebe fanden sich Zellen chondrozytarer
Morphologie. Weiterhin kam es bei fast allen Tieren dieser Gruppe zu einem
Strukturverlust der Kollagenfaserbiindel im Bereich der Schnittkante. Bei fiinf Tieren
kam es hier zusitzlich zu einer Bildung von Zellclustern. Ahnliche Zellcluster wurden in
einer Studie zur histopathologischen Analyse degenerativer humaner Menisken
beschrieben [Pauli, et al. 2011]. Demnach kommt es innerhalb des Meniskus im Rahmen
einer degenerativen Gelenkerkrankung haufig zur Formation dieser Zellcluster.
Morphologisch dhneln die Cluster den in degeneriertem Gelenkknorpel auftretenden

Zellaggregaten. Sie befinden sich an der Meniskusoberflaiche typischerweise in
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Zusammenhang mit Meniskusrissen oder einer Auffaserung von Meniskusgewebe.
Neben Zellclustern finden sich in diesen Bereichen auch vergrofierte Einzelzellen, die
laut Pauli et al. mdglicherweise eine hypertrophe Differenzierung durchlaufen.
Zusammen mit einem erhohten Proteoglykan-Gehalt des Gewebes konnte dies auf einen
Versuch der Adaptation oder Regeneration des Meniskusgewebes im Sinne einer
Umwandlung in einen chondrogenen Phanotyp hindeuten [Paulj, et al. 2011]. Auch in
der vorliegenden Studie wurden neben den Zellclustern chondrozytire Einzelzellen
gefunden. Diese befanden sich innerhalb eines Saumes an neu gebildetem Gewebe. Diese
Erkenntnisse konnten darauf schliefden lassen, dass es in der Leerdefekt-Gruppe nach
Meniskektomie zu arthrotischen Veranderungen des Meniskus im Sinne einer
degenerativen Gelenkerkrankung kam. Das neu gebildete Gewebe stellt somit
moglicherweise einen Versuch der Regeneration und Adaptation an die verdnderten
Bedingungen innerhalb des Gelenks dar.

In der Implantat Gruppe konnten dhnliche Befunde an der Meniskusrandleiste erhoben
werden. Hier kam es zu einer etwas stirker ausgepriagten Auffaserung des
Meniskusgewebes im Resektionsbereich. Zusatzlich konnten auch hier Zellcluster sowie
eine ausgepragte Hyperzellularitit nachgewiesen werden. Auch diese wurde von Pauli
et al. in Zusammenhang mit einer degenerativen Gelenkerkrankung beschrieben. Dies
lasst vermuten, dass durch die Implantation des Ersatzmaterials aus Seidenfibroin die
Entstehung degenerativer Prozesse innerhalb des Gelenks nicht verhindert werden

konnte.

4.1.4. Seidenfibroin Implantat

Nach Ablauf des Versuchszeitraumes war das Implantat nur bei drei von neun Tieren
vollstandig intakt im Defekt fixiert. Bei drei weiteren Tieren befand sich das Implantat
zwar im Defekt, jedoch war ein deutlicher Riss des Materials am Ubergang der Pars
intermedia zum Hinterhorn zu erkennen. In einer biomechanischen Studie konnte
gezeigt werden, dass innerhalb des ovinen Kniegelenks im medialen Kompartiment
zwischen Femur und Tibia eine signifikant grofiere Kontaktflache besteht als im
lateralen Kompartiment [Lee-Shee, et al. 2007]. Demnach werden beim Schaf wahrend
der Belastungsphasen des Gangs durchschnittlich 60 -80 % der Gelenkkraft, was
ungefahr dem 1,7-fachen Korpergewicht entspricht, allein lber das mediale
Tibiaplateau tbertragen [Taylor, et al. 2011]. Dabei tritt die hochste Belastung genau in
dem Bereich auf, wo es in der vorliegenden Studie zur Zerstérung des Implantats kam
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[Lee-Shee, et al. 2007]. In ahnlicher Weise kam es auch in zwei anderen Studien zur in
vivo Untersuchung eines Materials fiir den Totalersatz des Meniskus zu einer starkeren
Zerstorung der Implantate im posterioren Abschnitt des Gelenks [Vrancken, et al. 2015,
Kelly, et al. 2007]. Obwohl eine dieser Untersuchungen an Ziegen durchgefiihrt wurde,
kann aufgrund der anatomischen Gemeinsamkeiten ein dhnlicher Mechanismus
angenommen werden. In Zusammenhang mit der Zerstorung der Implantate ist auch die
Steifigkeit des Materials von Bedeutung. Die biomechanische Untersuchung zeigte, dass
das Seidenfibroin Implantat am Ende des Versuchszeitraumes signifikant steifer war als
natives Meniskusgewebe. Diese hohe Steifigkeit verbunden mit einer geringen
Flexibilitat hat moglicherweise zusatzlich zur Beschadigung des Materials beigetragen.
Innerhalb des Gelenks ist das Ersatzmaterial Druck-, Scher-, sowie radidren Zugkraften
ausgesetzt. Je steifer das Implantat ist, umso weniger kann es sich diesen Kraften
anpassen oder nachgeben. Ahnliche mechanische Eigenschaften wie natives
Meniskusgewebe sind eine der Voraussetzungen, die ein Material fiir den
Meniskusersatz erfiillen sollte [Rongen, et al. 2014]. So untersuchten Sandmann et al. in
ihrer Studie die biomechanischen Eigenschaften der zwei klinisch verfligbaren
Ersatzmaterialen CMI® und Actifit® vor Implantation im Vergleich zu humanem
Meniskusgewebe [Sandmann, et al. 2013]. Die hier in einem zyklischen Indentations-
Relaxationstest  ermittelten  viskoelastischen  Eigenschaften der genannten
Ersatzmaterialien unterschieden sich deutlich von den Eigenschaften des humanen
Meniskusgewebes. Durch eine sehr niedrige Steifigkeit sind beide Ersatzmaterialien
initial wahrscheinlich nicht in der Lage hohe Krafte aufzunehmen. Inwieweit sich dies
mit fortschreitender Gewebeinfiltration und Degradation des Materials verdndert,
wurde bisher noch nicht untersucht.

Insgesamt konnen in der Literatur nur wenige Studien gefunden werden, die die
biomechanischen Eigenschaften verschiedener Meniskusersatzmaterialien vor und nach
Implantation untersuchen. Gruchenberg et al. untersuchten in einer vorhergehenden in
vivo Studie die erste Generation der Seidenfibroin Implantate fiir den partiellen
Meniskusersatz und ermittelten in einem Relaxationstest bei 20 % Dehnung (,,confined
compression“) ein durchschnittliches Gleichgewichtsmodul Eeq des Ersatzmaterials vor
Implantation von 0,04 MPa. Nach einem Implantationszeitraum von sechs Monaten stieg
dieses auf 0,08 MPa an, sodass kein Unterschied mehr zum ebenfalls untersuchten
nativen Meniskusgewebe nachgewiesen werden konnte. Da sich nur wenig neues

Gewebe innerhalb der Implantate gebildet hatte, fliihrten die Autoren diesen Anstieg auf
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die durch anhaltende Belastung verursachte Kompression des Materials zurtick. In zwei
weiteren in vivo Studien wurden ebenfalls die mechanischen Eigenschaften eines
vielversprechenden Materials fiir den totalen Meniskusersatz vor und nach Implantation
bestimmt [Merriam, et al. 2015, Patel, et al. 2016]. Das aus Kollagen und Hyaluronsaure
bestehende Material ist durch zirkumferent verlaufende Polymerfasern verstarkt und
soll so in seinem Aufbau dem nativen Meniskus dhneln (Meniscofix™, Novopedics Inc.).
In einer ersten Untersuchung tiber 16- und 32 Wochen kam es im Vergleich zum
Ausgangszustand zu einem signifikanten Anstieg der Steifigkeit des Materials. Diese
betrug jedoch nur 25-40 % der Steifigkeit des nativen Meniskusgewebes [Merriam, et al.
2015]. Nach 52 Wochen kam es zu einer weiteren Verbesserung der mechanischen
Eigenschaften. So erreichte das Gleichgewichtsmodul einen Wert von 0,4 MPa, was rund
51 % der Steifigkeit des nativen Gewebes entspricht [Patel, et al. 2016]. Grund fiir die
iiber den Implantationszeitraum verbesserten mechanischen Eigenschaften konnte die
nachgewiesene Zellinfiltration mit nachfolgender Matrixablagerung sein. Zusatzlich
vermuten die Autoren einen Umbauprozess des Gewebes als Reaktion auf die
mechanische Stimulation. Ein direkter Vergleich der mechanischen Eigenschaften
verschiedener Ersatzmaterialien ist aufgrund der unterschiedlichen Testmethoden
schwierig. Das in der vorliegenden Studie untersuchte Seidenfibroin Implantat ist
unseres Wissens nach das einzige untersuchte Material fiir den Meniskusersatz, das
bereits zum Zeitpunkt der Implantation ahnliche Materialeigenschaften wie natives
Meniskusgewebe zeigt und somit beziiglich der initialen mechanischen Eigenschaften
den  Anforderungen an einen  Meniskusersatz  entspricht. Nach dem
Implantationszeitraum stieg das Gleichgewichtsmodul von 0,6 MPa auf 0,8 MPa an. Das
Seidenfibroin Implantat war damit signifikant steifer als natives Meniskusgewebe. Eine
Infiltration des Materials mit Regenerationsgewebe, die zu einer solchen Verdanderung
der Eigenschaften fiihren wiirde, kann als Ursache ausgeschlossen werden. Ahnlich zu
der Studie von Gruchenberg et al., konnte auch in der vorliegenden Untersuchung des
Seidenfibroin Implantats kein Gewebe in den Poren des Materials nachgewiesen
werden. Somit kann auch hier von einer Verdichtung der pordsen Matrix aufgrund
anhaltender Kompression ausgegangen werden. Es ist jedoch auch denkbar, dass es
innerhalb der synovialen Umgebung des Gelenks zu einer Veranderung des
Implantatmaterials an sich kam.

Bei den drei vollstindig intakten Implantaten war eine gleichermafien auftretende

Spaltbildung im posterioren Verankerungsbereich zum nativen Meniskus auffillig. In
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dahnlicher Weise und Lokalisation trat auch in der vorhergehenden Untersuchung
teilweise eine Spaltbildung zwischen Ersatzmaterial und Meniskusgewebe auf
[Gruchenberg, et al. 2015]. Dieser Bereich ist in vivo sehr schwer einsehbar und eine
optimale Platzierung der Fixierungsnaht demnach erschwert. Es ist denkbar, dass die
Naht bei diesen drei Tieren nicht optimal platziert war. Zusatzlich treten hier in vivo die
hochsten Belastungen auf. Dabei verursachen vor allem mdgliche Scherkrifte eine
Spaltbildung von verletztem Meniskusgewebe und erfordern eine hohe Festigkeit der
Fixierung [Dirselen, et al. 2003]. Der Anteil dieser innerhalb des Kniegelenks
auftretenden Scherkrafte ist beim Schaf aufgrund des vierbeinigen Ganges hoher als
beim Menschen, da hier die grofdte Belastung des Gelenks nicht in Extension, sondern in
gebeugter Kniestellung erfolgt [Taylor, et al. 2006]. Die resultierende Spaltbildung
zwischen Implantat und nativem Meniskus hat jedoch unter Umstdnden das Implantat
vor einer Zerstorung bewahrt. Demnach war das Implantat bei diesen Tieren
beweglicher verankert und das Material war so in der Lage, den Bewegungen von Femur
und Tibia wahrend der Belastung zu folgen und Zwangskraften innerhalb des Gelenks
auszuweichen.

Uber den Versuchszeitraum konnte keine feste Verbindung zwischen Meniskus und
Implantat aufgebaut werden. Ursache hierfir konnte die hohe Steifigkeit des
untersuchten Ersatzmaterials im Vergleich zu nativem Meniskusgewebe sein, wodurch
die Ausbildung einer Gewebebriicke zwischen Meniskus und Implantat effektiv
verhindert wurde. Auch histologisch fand sich nur in den Poren des aufderen Bereichs
des Implantats fibrinartiges Gewebe mit sehr wenigen Zellen. Dabei konnte es sich um
wahrend der Operation eingeschwemmte Gelenkfliissigkeit oder Fibrin handeln.
Potenziell eingeschwemmte Zellen waren jedoch im weiteren Verlauf nicht zur
Proliferation innerhalb des Implantats fahig. Dementsprechend konnte in einem
Implantat nur azelluldres Gewebe ohne jegliche Struktur gefunden werden. In einem
weiteren Implantat konnten weder Zellen noch Matrix gefunden werden. Dies ist
wahrscheinlich auf eine unzureichende offene Porositdat des Materials zuriickzufiihren.
Zwar wurde in einer fritheren Untersuchung der ersten Generation der Seidenfibroin
Implantate mittels Mikro-Computertomographie (u-CT) eine hohe interkonnektierende
Porositat (85 %) des Materials nachgewiesen, jedoch liefden zusatzlich durchgefiihrte
Farbeversuche bereits vermuten, dass der tatsichliche Anteil der offenen Porositiat des
Materials unter diesem zuvor ermittelten Wert liegt. So konnten verschiedene

Farbstofflosungen das Material nicht vollstindig durchdringen [Gruchenberg 2013].
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Auch in der nachfolgenden in vivo Studie blieb eine effektive Besiedelung der Scaffolds
mit Zellen und Matrix aus. Diese Erkenntnisse bestdtigten sich in der vorliegenden
Untersuchung der zweiten Generation der Implantate. Ein Material fiir den
Meniskusersatz sollte grofe Makroporen (200-300 um), eine hohe Interkonnektivitat
durch Kkleinere Mikroporen (10-50 um) und eine hohe Gesamtporositit (=70%)
aufweisen [Rongen, et al. 2014]. Diese Eigenschaften sind wichtig fiir eine erfolgreiche
Zelladhasion und nachfolgende Matrixproduktion. Das Ersatzmaterial soll so als Geriist
fir die Regeneration von Zellen, extrazelluldarer Matrix und Gefiafden dienen. Eine
fehlende Interkonnektivitit wiirde zu einer mangelhaften Versorgung der Zellen mit
Nahrstoffen und somit zum Zelltod fithren. Weiterhin ist es denkbar, dass es durch die
moglicherweise unzureichende Interkonnektivitat zu einer mangelhaften Hydrierung im
Inneren des Implantats kam. Eine Austrocknung des Materials konnte so zusatzlich zu

dem Anstieg der Steifigkeit tiber den Implantationszeitraum gefiihrt haben.

4.1.5. Gelenkknorpel

Als wichtigste Funktion eines Meniskusersatzmaterials ist die Pravention degenerativer
Gelenkveranderungen nach Meniskusresektion anzusehen.

In der vorliegenden Studie kam es makroskopisch, biomechanisch und histologisch in
der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe an den operierten Gliedmafden gleichermafien
zur Zerstorung der medialen Knorpeloberflaichen von Femur und Tibia. Makroskopisch
sichtbare degenerative Veranderungen des artikularen Knorpels erstreckten sich in
beiden Versuchsgruppen iiber die gesamten Gelenkflichen, was sich auch in der
histologischen Untersuchung bestatigte. Dementsprechend konnte auch in der
biomechanischen Untersuchung bei beiden Operationsgruppen eine Erweichung des
artikuldren Knorpels festgestellt werden. Das dabei ermittelte Gleichgewichtsmodul Eeq
des tibialen Knorpels unterhalb des Defekts bzw. Meniskusersatzes war signifikant
niedriger als an den nicht-operierten Kontrollgliedmafien. Die direkt unterhalb des
Implantats auftretende Zerstorung des Knorpels kénnte auf die hohe Steifigkeit des
Implantats zuriickgefiihrt werden. Nach Rongen et al. fiihrt eine zu hohe Steifigkeit eines
Materials fiir den Meniskusersatz zu einer direkten Zerstérung des artikularen Knorpels
[Rongen, et al. 2014]. So kam es in der Implantat-Gruppe neben einer Aufrauhung und
Erweichung der Knorpeloberflichen teilweise auch zu Defekten, die bis zum
subchondralen Knochengewebe reichten. Histologisch zeigte sich das Bild einer stark

zerstorten Knorpelstruktur, einhergehend mit einer deutlichen Reduktion des
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Proteoglykangehalts des Knorpels und einer Zerstérung der Knorpel-Knochen-Grenze.
Auch in der Gruppe mit Leerdefekt fiihrte eine starke Erweichung des Knorpels
teilweise zum Aufbrechen der Knorpeloberfliche und Defektbildung unterschiedlicher
Tiefe. Histologisch konnte gezeigt werden, dass diese haufig bis zur radialen
Knorpelzone oder sogar bis in die kalzifizierte Zone des Knorpels reichten. Dies ist
wahrscheinlich auf die nach Meniskusresektion auftretende Reduktion der
Kontaktflache zwischen Femur und Tibia zuriickzufithren [Brophy, et al. 2010]. Brophy
et al. konnten in einer in vitro Untersuchung an ovinen Kniegelenken zeigen, dass es im
Zuge dessen vor allem im Bereich der Eminentia intercondylaris des medialen
Tibiaplateaus zu einer deutlichen Erhéhung des Kontaktdrucks kommt [Brophy, et al.
2010]. Dementsprechend kam es biomechanisch auch in der vorliegenden Studie im
Bereich der Eminentia intercondylaris zur starksten Erweichung des tibialen Knorpels.
Diese trat jedoch nicht nur in der Leerdefekt-Gruppe auf, sondern gleichermafden auch
in der Implantat- und Sham-Gruppe. Des Weiteren konnte an diesem Messpunkt in
keiner Gruppe ein Unterschied im Gleichgewichtsmodul des tibialen Knorpels zwischen
operierter und nicht-operierter Gliedmafde nachgewiesen werden. In der
vorhergehenden Studie von Gruchenberg et al. wurden bei einigen Schafen bereits
wahrend der Operation deutliche degenerative Veranderungen des artikuldren Knorpels
festgestellt, was eine spatere Beurteilung der chondroprotektiven Funktion des
Implantats erschwerte [Gruchenberg, et al. 2015]. Obwohl fiir die vorliegende Studie
jungere Tiere (2 *1Jahre) ausgewahlt wurden, waren makroskopisch gering
ausgepragte Knorpelverdnderungen auch in der Sham-Gruppe und an den nicht-
operierten Gliedmafden vorhanden. Diese blieben jedoch meist auf den Bereich der
Eminentia intercondylaris beschrankt. Dieser steht in vivo in direktem Kontakt mit dem
Knorpel der medialen Femurkondyle. Zusatzlich wird der grofdte Anteil der Gelenkkraft
beim Schaf iiber das mediale Gelenkkompartiment {ibertragen, so dass die
Knorpeloberflache hier einer hohen Belastung ausgesetzt ist. Diese Tatsache konnte die
gleichermafden auftretende Erweichung des nicht von Meniskusgewebe bedeckten Teils
des Gelenkknorpels erklaren. So wird auch in der Literatur sowohl bei Ziegen [Little, et
al. 2010], als auch bei Schafen [Vandeweerd, et al. 2013] eine bereits im Alter von 2-3
Jahren spontan auftretende Degeneration des artikularen Knorpels beschrieben. Diese
tritt vor allem im Bereich der Eminentia intercondylaris auf. Auch Zur et al. berichteten
iiber eine bei Schafen natiirlicherweise vorkommende Knorpeldegeneration [Zur, et al.

2011].
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Das Gleichgewichtsmodul des tibialen Knorpels unterhalb des Meniskus zeigte in der
Sham-Gruppe keinen Unterschied zur nicht-operierten Kontrolle und war tendenziell
hoher als in der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe. Auch in der histologischen
Untersuchung zeigten sich in der Sham-Gruppe zwar geringe Knorpelveranderungen im
Sinne einer Degeneration, jedoch blieben diese auf den zentralen Abschnitt des Gelenks
beschrankt. Zellmorphologie und Zellularitait waren weitestgehend unverandert.
Demzufolge zeigten sowohl der Degenerationsgrad nach Mankin als auch der
Fibrillationsindex geringere Werte als in den beiden anderen Operationsgruppen.
Zusatzlich konnte kein Unterschied zur kontralateralen Kontrolle nachgewiesen
werden. Ein Einfluss der Arthrotomie auf den Zustand des artikuldren Knorpels kann
somit ausgeschlossen werden.

Man weif3, dass eine Meniskusresektion auf lange Sicht nicht nur zu einer Verdnderung
der Materialeigenschaften der beteiligten Gewebe, sondern auch zu einer Verdnderung
der Gelenkgeometrie fiihrt. So kommt es nach Meniskektomie neben einer Erweichung
des Knorpelgewebes auch zu einer Verdichtung des subchondralen Knochengewebes
sowie zur Bildung von Osteophyten entlang der Gelenkflachen [Fairbank 1948, Odgaard,
et al. 1989]. Dieses ,Remodelling” ist auf die veranderte Druckverteilung innerhalb des
Gelenks zurtckzufiihren. Moglicherweise stellt dies einen Versuch dar, den erh6hten
Kontaktdruck auf die Knorpeloberflichen zu reduzieren [Bylski-Austrow, et al. 1993].
Die in der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe aufgetretene Verbreiterung der medialen
Gelenkflachen an Femur und Tibia sind Zeichen eines stattgefundenen Umbaus des
Gelenks im Sinne einer degenerativen Gelenkerkrankung. Zusammen mit den
vorliegenden Veranderungen des Meniskus- und Knorpelgewebes in diesen
Operationsgruppen bestdtigt sich der Eindruck, dass durch die Implantation des
Ersatzmaterials aus Seidenfibroin die Entstehung degenerativer Prozesse innerhalb des
Gelenks nicht verhindert werden konnte.

Die Menisken erfiillen eine Vielzahl von Funktionen innerhalb des Kniegelenks. Durch
ihre Beteiligung an der Kraftiibertragung zwischen Femur und Tibia und die
gleichmaflige Verteilung des Kontaktdrucks tiber die Gelenkfldchen sorgen sie fiir einen
optimalen Schutz des artikularen Knorpels. Wahrend alltaglicher Aktivititen wie
Treppensteigen wirken innerhalb des Kniegelenks Krafte, die das 6,2-fache des
Korpergewichts erreichen konnen [Taylor, et al. 2004]. Die Entwicklung eines
funktionellen Materials fiir den (sub-)totalen Meniskusersatz, das diesen hohen

Anforderungen innerhalb des Gelenks gerecht werden kann, ist sehr anspruchsvoll. So
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kam es in mehreren in vivo Studien nach Einsatz verschiedener permanenter sowie
resorbierbarer Materialien fiir den totalen Meniskusersatz zu einer stdrkeren
Knorpelzerstorung im Vergleich zur Sham-Gruppe oder zur nicht-operierten Kontrolle
[Vrancken, et al. 2015, Kelly, et al. 2007, Kon, et al. 2012, Welsing, et al. 2008, Hannink,
et al. 2011]. Im Falle eines synthetischen Polycaprolacton-Polyurethane Scaffolds
(spater Actifit®) wurde die bereits friih aufgetretene Zerstérung des Knorpels zunachst
auf die Oberflacheneigenschaften des Materials zuriickgefithrt. Da die vermutete
Verbesserung der Chondroprotektion mit voranschreitender Gewebeintegration
ausblieb, flihrten die Autoren die starke Zerstorung des Gelenkknorpels letztendlich auf
unzureichende mechanische Eigenschaften des Materials zuriick [Welsing, et al. 2008,
Hannink, et al. 2011]. Das Material war demnach nicht in der Lage, den hohen Kraften
innerhalb des Gelenks standzuhalten, was letztendlich zu einer stirkeren
Knorpeldestruktion im Vergleich zur Meniskektomie fiihrte. Kelly et al. untersuchten in
ihrer Studie die Eignung eines neuartigen Hydrogels fiir den totalen Meniskusersatz
[Kelly, et al. 2007]. Trotz der vielversprechenden Ergebnisse zu frithen
Untersuchungszeitpunkten kam es nach einem Jahr zu einer signifikanten Zerstorung
des Gelenkknorpels und zum Versagen des Materials. Neben einer schlechten
Groflenanpassung des Implantats fiihrte eine unzureichende periphere Fixierung zu
einer erhohten Beweglichkeit des Implantats innerhalb des Gelenks. Zusammen mit
ungeniigenden Materialeigenschaften des Hydrogels kam es zu einer direkten
Zerstorung des Knorpels unterhalb des Implantats. Im Gegensatz zu den genannten
Studien konnte in einer Untersuchung von Zur et al. die Entstehung einer degenerativen
Gelenkveranderung durch Implantation eine nicht-resorbierbaren Implantats aus
Kevlar®-verstarktem Polycarbonat-Urethane (spater NuSurface®) effektiv verhindert
werden [Zur, et al. 2011]. Uber einen Untersuchungszeitraum von sechs Monaten
konnte beziiglich der Chondroprotektion kein Unterschied zur nicht-operierten
Kontrolle nachgewiesen werden. Jedoch wurde in dieser Studie kein Vergleich zu einer
Kontrollgruppe mit Leerdefekt durchgefiihrt. Aufderdem wurden zu jedem Zeitpunkt nur
drei Tiere untersucht, was keine definitive Aussage beziiglich der Funktionalitiat des
Implantats zuldsst. Auch nach Meniskustransplantation unter Verwendung frischer oder
gefrorener Menisken mit optimaler Grofdenanpassung kam es in einigen Studien
innerhalb von sechs Monaten zu einer dhnlichen Knorpeldegeneration wie nach

Meniskusresektion [Elliott, et al. 2002, Kohn, et al. 1997].
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Zusammenfassend, konnen die aufgefiihrten Studien die Komplexitit eines
funktionellen (sub-)totalen Meniskusersatzes bestdtigen. Dabei fithrten vor allem
unzureichende Materialeigenschaften, im Sinne einer minderwertigen mechanischen
Belastbarkeit oder ungeeigneter Oberflaicheneigenschaften sowie eine mangelhafte
Fixierung zum Versagen der Implantate und folglich zur Zerstérung des artikuldren
Knorpels. Die vorliegende Studie zeigt, dass ein Meniskusersatz zusatzlich erschwert
wird, wenn es sich um einen partiellen Ersatz handelt bei dem das Material in natives

Meniskusgewebe integriert werden muss.

4.2. Kritische Betrachtung der Methodik
4.2.1. Tiermodell

Flir die Beurteilung eines Biomaterials hinsichtlich der in vivo Biokompatibilitat, der
Integration des Materials, der Beeinflussung des Gelenkknorpels und des Verhaltens
unter dynamischer Belastung, ist die Untersuchung in einem geeigneten Tiermodell
erforderlich. Idealerweise sollen die gewonnenen Erkenntnisse eine Ubertragung der
Ergebnisse in die klinische Anwendung fiir den Menschen zulassen. Im Bereich der
praklinischen muskuloskeletalen Forschung ist das Schaf ein weit verbreitetes
Grofstiermodell [Martini, et al. 2001]. So wurden bereits eine Vielzahl von Studien zum
Meniskusersatz am Schaf durchgefiihrt [Kelly, et al. 2007, Zur, et al. 2011, Gruchenberg,
et al. 2015, Merriam, et al. 2015, Patel, et al. 2016]. Die Anatomie des ovinen Kniegelenks
mit den primar stabilisierenden Ligamenten (Kollateral- und Kreuzbander) dhnelt der
des Menschen. Auch beziiglich Anatomie und Dimension der Menisken zeigt das Schaf
im Vergleich verschiedener Tierarten die grofte Ahnlichkeit zum Menschen [Proffen, et
al. 2012, Takroni, et al. 2016]. Weiterhin verfiigt das Schaf iiber ein dem Menschen
dhnliches Korpergewicht [Martini, et al. 2001]. Jedoch unterscheiden sich die im
Kniegelenk auftretenden Kontaktkrafte deutlich. Wahrend im menschlichen Kniegelenk
Spitzenbelastungen auftreten, die wahrend des Gehens das 3,8-fache und wahrend des
Treppensteigens sogar das 6,2-fache des Korpergewichts erreichen konnen [Taylor, et
al. 2004], betragen die im ovinen Kniegelenk gemessenen Kontaktkrifte das 2,25-fache
des Korpergewichts [Taylor, et al. 2006]. Diese deutlich niedrigeren Werte sind wohl vor
allem in der vierbeinigen Fortbewegung des Schafes begriindet [Heller, et al. 2005]. Eine
Ubertragung der priklinisch am Schafmodell gewonnenen Erkenntnisse in die Klinik

scheint dennoch mdglich, da fir den Erfolg einer chirurgischen Therapiemafinahme vor
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allem die tatsachlich im Gewebe wirkenden Spannungen und Dehnungen entscheidend
sind [Heller, et al. 2005]. Diese ergeben sich zum einen aus der Gesamtbelastung des
Gelenks, zum anderen aus der artikulierenden Kontaktfliche. Da diese beim Schaf
kleiner ist als beim Mensch, ist die tatsachliche Beanspruchung der Gewebe innerhalb
des Kniegelenks durchaus vergleichbar [Heller, et al. 2005].

In Untersuchungen zu den mechanischen Eigenschaften der Menisken verschiedener
Spezies konnten gezeigt werden, dass humanes und ovines Meniskusgewebe beziiglich
ihrer Permeabilitdt und Steifigkeit sowie ihrer viskoelastischen Eigenschaften grofie
Ahnlichkeiten aufweisen. Schafe scheinen so fiir orthopidische Fragestellungen, die den
Meniskus betreffen, besonders geeignet zu sein [Joshi, et al. 1995, Sandmann, et al.
2013]. Dabei sind fiir die Entwicklung und Untersuchung neuer Therapieverfahren auch
die strukturellen Eigenschaften des Meniskusgewebes von Bedeutung. Chevrier et al.
konnten zeigen, dass sich humane und ovine Menisken beziiglich der fiir eine Heilung
essentiellen Eigenschaften wie Blutgefafdversorgung, Zellularitit und Struktur der
extrazellularen Matrix (Kollagenverteilung) sehr ahnlich sind [Chevrier, et al. 2009]. Des
Weiteren kann auch der Einfluss eines Ersatzmaterials auf die Knorpeloberflichen im
Schafmodell angemessen bewertet werden, da es nach Meniskusresektion zu einer
schnellen Entwicklung degenerativer Veranderungen kommt [Kelly, et al. 2007, Szomor,
et al. 2000, Kon, et al. 2012]. Jedoch wird beim Schaf auch eine spontane Degeneration
der Knorpeloberflichen des Kniegelenks beschrieben, [Vandeweerd, et al. 2013].
Demnach sollten bereits zu Versuchsbeginn bestehende Veranderungen im Sinne einer
Knorpeldegeneration erfasst werden, um spdter eine genaue Beurteilung der
chondroprotektiven Eigenschaften des untersuchten Therapieverfahrens vornehmen zu
kénnen.

Schafe sind ruhig und gelassen, was die Arbeit im Umgang mit diesen Tieren erleichtert.
Ihre Haltung ist im Vergleich zu anderen Grofdtiermodellen sehr unproblematisch und
durch die Moglichkeit der Weidehaltung kostengiinstig.

Zusammenfassend kann, aufgrund der strukturellen und biomechanischen
Ahnlichkeiten zum humanen Kniegelenk und besonders zu den humanen Menisken, die
Fragestellung der vorliegenden Studie im Schafmodell angemessen beantwortet werden.
Jedoch fiihrten natiirlich vorkommende degenerative Veranderungen auch in der Sham-
Gruppe und an den nicht-operierten Gliedmafien zu einer hohen Variabilitit des
Knorpelzustandes zwischen den einzelnen Tieren. Eine solche Variabilitit wiirde eine

sehr hohe Tierzahl erfordern, um auch kleine Unterschiede zwischen den
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Operationsgruppen aufzuzeigen. Es ist demnach durchaus vorstellbar, dass bestehende
Unterschiede teilweise unterschitzt wurden. Zu erwdhnen ist auflerdem die
Problematik der unmittelbaren Belastung der operierten Gliedmafie nach dem
chirurgischen Eingriff. Durch eine fehlende temporare Immobilisation der betroffenen
Gliedmafie, wie sie nach einem vergleichbaren Eingriff beim Menschen erfolgen wiirde,

kam es friihzeitig zu einer hohen mechanischen Beanspruchung des Implantatmaterials.

4.2.2. Versuchsdesign

Eingriffe an den Menisken werden in der Klinik heutzutage vor allem arthroskopisch
durchgefiihrt. Zu den Vorteilen einer minimal-invasiven Technik zdhlt vor allem die
bessere Einsicht in den Bereich des Hinterhorns des Meniskus, was eine sparsame und
genaue Resektion des Gewebes ermoglicht. Aufderdem kann im Rahmen einer
Arthroskopie auf umfangreiche Kapselinzisionen verzichtet und das Infektionsrisiko
gesenkt werden. Zusatzlich profitieren die Patienten von einer kiirzeren
Behandlungsdauer sowie einer beschleunigten Rehabilitation mit einem besseren
kosmetischen Ergebnis [Siidkamp and Kdstler 2004]. Obwohl die Arthroskopie beim
Hund und vor allem beim Pferd mittlerweile ein etabliertes Verfahren darstellt, wird
diese bei anderen Spezies selten durchgefiihrt [Allen, et al. 1998]. Das ovine Kniegelenk
ist im Vergleich zum Menschen deutlich kleiner, was vor allem die arthroskopische
Untersuchung des Femorotibialgelenks erschwert [Allen, et al. 1998]. Ein minimal-
invasiv durchgefiihrter Eingriff wiirde einen verhaltnismafiig hohen apparativen
Aufwand erfordern, da arthroskopische Instrumente aus dem Bereich der
Humanmedizin aufgrund ihrer Gréfle nicht geeignet sind. Deswegen war es uns im
Rahmen der vorliegenden Studie nicht méglich eine arthroskopische Operationstechnik
anzuwenden. Der Zugang zum medialen Meniskus durch eine mediale Arthrotomie
unter Ablésung des Innenbandes (Ligamentum collaterale mediale) ist eine wesentliche
Limitation der vorliegenden Studie. Das mediale Kollateralband zahlt zu den wichtigsten
passiven Stabilisatoren des Kniegelenks und wirkt dabei primar einem Valgusstress
entgegen und begrenzt auflerdem sekundir die tibiale Rotation sowie posteriore
Translation. Verletzungen des medialen Kollateralbandes koénnen zu einer
Gelenkinstabilitat fiihren und pradisponieren somit fiir eine nachfolgende Entwicklung
einer degenerativen Gelenkerkrankung [Chen, et al. 2008]. Durch die Aufnahme einer
Sham-Gruppe in die vorliegende Studie sowie durch die Untersuchung der

kontralateralen nicht-operierten Gliedmafien konnte jedoch ein potenziell negativer
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Einfluss der Ablosung des Kollateralbandes auf die Gelenkstabilitit ausgeschlossen
werden. So wurde in der Sham-Gruppe lediglich eine mediale Arthrotomie unter
Ablosung des medialen Seitenbandes sowie die anschliefdende Refixation mit Hilfe eines
Krallenplattchens und Kortikalisschraube durchgefiihrt. Weder makroskopisch, noch
biomechanisch oder histologisch konnte nach sechs Monaten eine Beeinflussung des
Gelenkknorpels oder Meniskus im Sinne degenerativer Veranderungen nachgewiesen
werden. In zwei weiteren in vivo Studien zu verschiedenen Meniskusersatzmaterialien
wurde ein vergleichbarer Zugang zum medialen Meniskus gewahlt [Gruchenberg, et al.
2015, Zur, et al. 2011]. Auch in diesen Studien konnte ein negativer Einfluss
ausgeschlossen werden. Eine Beeintrachtigung des Zustandes des Kniegelenks aufgrund
des operativen Vorgehens kann somit weitestgehend ausgeschlossen werden.

Eine weitere Limitation der Studie ist, dass keine postoperative Immobilisation der
operierten Gliedmafde durchgefiihrt werden konnte und die Tiere das betroffene Bein
direkt belasteten. In einem Vorversuch mit zwei Tieren erwies sich eine Schienung des
operierten Kniegelenks mit Hilfe eines Fiberglasverbandes als kritisch. Die starke
Bewegungseinschrankung fiihrte zu einer zusatzlichen Belastung der Tiere, die den
Nutzen der Schienung tiberstieg. Somit wurde diese im Hauptversuch nicht mehr
durchgefiihrt. In fritheren Studien des Instituts fiir Unfallchirurgische Forschung und
Biomechanik am Schafmodell sollte durch eine Tenotomie der Achillessehne eine
temporare Entlastung der operierten Gliedmafie erreicht werden. Jedoch konnte auch
hier kein klarer Vorteil des zusatzlichen Eingriffs nachgewiesen werden und wurde
daraufhin nicht mehr durchgefiihrt. Eine vergleichbare Meniskusoperation beim
Menschen wiirde ein Rehabilitationsprogramm mit passivem Bewegungstraining fiir
drei bis vier Wochen, gefolgt von zundchst nur partieller Gewichtsbelastung
einschlieffen. Wahrend dieser Zeit kann eine ungestorte Zellinfiltration sowie
Matrixproduktion innerhalb des Materials stattfinden, was letztendlich Voraussetzung
fir eine erfolgreiche Integration ist. Dies ist vor allem im Falle eines regenerativen
Ansatzes essenziell, bei dem es mit fortschreitender Gewebeinfiltration zu einer
Degradation des Materials kommen soll. Diese Materialien sind zu Beginn der
Implantationszeit meist mechanisch nicht belastbar und erhalten ihre mechanische
Festigkeit erst mit fortgeschrittener Gewebeinfiltration. [Maher, et al. 2010]. Somit
konnten frithzeitige Knorpelschiden die Folge einer zu frith eingesetzten
Gewichtsbelastung sein. Im Falle des Seidenfibroin Implantats handelt es sich jedoch um

ein permanentes Ersatzmaterial, das bereits vor der Implantation biomechanisch
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funktionell ist. Jedoch hat auch hier eine friihzeitige und hohe Gewichtsbelastung die
Ausbildung einer Gewebebriicke moglicherweise erschwert oder sogar verhindert und
hat somit zur fehlenden Integration des Materials beigetragen.

In diesem Zusammenhang ist als weitere Limitation zu nennen, dass die Resektion des
Meniskusgewebes in der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe wahrscheinlich nicht bis in
die vaskularisierte Zone des Meniskus erfolgte. Ein fehlender Anschluss an die
peripheren Gefife des Meniskus verhindert eine sichere Integration des
Ersatzmaterials in natives Meniskusgewebe. Beim Schaf ist nur circa 1 mm der
Meniskusbasis von Blutgefifden durchzogen [Takroni, et al. 2016]. Das gewadhlte
Resektionsausmafd ist als Kompromiss anzusehen, da eine verbleibende
Meniskusrandleiste von nur 1 mm eine Extrusion des Implantats aus dem Gelenkspalt
vermutlich nicht verhindern wiirde.

In Rahmen der vorliegenden Studie wurde keine immunhistologische Untersuchung zur
genauen Evaluierung der Biokompatibilitdt des Seidenfibroin Implantats durchgefiihrt.
Natiirliche Seide wird bereits seit Jahrhunderten fiir biomedizinische Anwendungen
genutzt. Sie zeichnet sich dabei vor allem durch eine hohe mechanische Belastbarkeit
bei gleichzeitiger Elastizitat aus [Altman, et al. 2003]. Natiirliche Seide, die aus dem
Kokon der Seidenspinner Raupe (Bombyx mori) gewonnen wurde, besteht hauptsachlich
aus zwei Proteinen: Fibroin und Sericin. Dabei ist Sericin verantwortlich fiir die in
Zusammenhang mit Seide berichtete Immunogenitit. Panilaitis et al. konnten zeigen,
dass isoliertes Fibroin keine Immunreaktion auslost [Panilaitis, et al. 2003].
Dementsprechend konnte die Biokompatibilitdt von Fibroin bereits in mehreren in vitro
und in vivo Studien bewiesen werden [Santin, et al. 1999, Meinel, et al. 2005, Seo, et al.
2009, Cassinelli, et al. 2006]. Auch im Rahmen des Herstellungsprozesses des hier
untersuchten Seidenfibroin Implantats wurde der Fibroin-Anteil extrahiert und in eine
porose Matrix lberfiihrt. Die Biokompatibilitit wurde bereits in der vorhergehenden
Untersuchung der ersten Generation der Implantate bestatigt [Gruchenberg, et al. 2015].
Da im Rahmen des Optimierungsprozesses keine Anderung des Materials an sich
vorgenommen wurde, kann davon ausgegangen werden, dass es zu keiner
Beeinflussung der in vivo Biokompatibilitat kam.

Schliefdlich ist als weitere Limitation aufzufiihren, dass nur jeweils zwei Tiere pro
Gruppe einer bildgebenden in vitro Untersuchung mittels Magnetresonanztomographie
(MRT) unterzogen wurden. Da hier keine definitive Aussage beziiglich Unterschiede des

Knorpelzustandes zwischen den drei Operationsgruppen getroffen werden kann, soll

114



Diskussion

hier eher die generelle Machbarkeit beurteilt werden. Durch longitudinale nicht-
invasive (in vivo) Untersuchungsverfahren kénnte in zukiinftigen praklinischen Studien
mit mehreren Untersuchungszeitpunkten vor allem die benotigte Anzahl an Tieren
reduziert werden. In dieser Studie konnten die Ergebnisse der makroskopischen,
biomechanischen sowie histologischen Untersuchung in der MRT-Untersuchung
durchaus bestatigt werden. So wiesen die Tiere der Leerdefekt- und Implantat-Gruppe
tendenziell einen héheren Degenerationsgrad auf als die Tiere der Sham-Gruppe. Dabei
waren vor allem die medialen Gelenkkompartimente starker betroffen und wiesen zum
Teil grofdere Defekte mit einem Durchmesser von liber 2 mm auf. Fir die definitive
Beurteilung eines zukiinftigen Medizinproduktes sind jedoch weiterfiihrende
biomechanische sowie histologische Untersuchungen notwendig, die eine genaue

Aussage beziiglich der Wirksamkeit und Sicherheit eines Ersatzmaterials zulassen.

4.3. Ausblick

Nach Implantation der ersten Generation der Seidenfibroin Implantate konnte tiber
einen  Zeitraum von sechs Monaten die  Entstehung degenerativer
Knorpelveranderungen im Vergleich zur partiellen Meniskektomie verhindert werden.
Jedoch wurde auch in dieser Studie keine Integration in das native Meniskusgewebe
erreicht [Gruchenberg, et al. 2015]. Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden in
vivo Untersuchung der zweiten Generation der Seidenfibroin Implantate fiir den
subtotalen Meniskusersatz keine Chondroprotektion im Vergleich zur Meniskektomie
nachgewiesen werden. Hierfiir konnen verschiedene Griinde aufgefiihrt werden:

In der vorhergehenden Untersuchung wurde eine Meniskusteilresektion von circa 20 %
der Meniskuslidnge am Ubergang des Vorderhorns zur Pars intermedia durchgefiihrt. Im
Gegensatz dazu wurde das Resektionsausmafd in der vorliegenden Studie deutlich
erweitert. Dieses umfasste hier rund 45 % des gesamten medialen Meniskusgewebes
und ist somit klinisch hochst relevant. Ein solches Resektionsausmaf? ist im Falle eines
Korbhenkelrisses (entsteht aus einem vertikalen Longitudinalriss) erforderlich, der das
haufigste Verletzungsmuster des Meniskus darstellt.

Zusatzlich sind die meisten Verletzungen im Bereich des Hinterhorns des medialen
Meniskus lokalisiert [Metcalf and Barrett 2004]. Zwar schlief3t das vorliegende

Versuchsmodell auch diese klinische Fragestellung ein, jedoch ist das Material im
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posterioren Bereich des Gelenks extrem hohen Belastungen ausgesetzt, die letztendlich
zur Zerstorung des Implantats gefiihrt haben kénnten.

SchlieRlich kam es im Rahmen des Optimierungsprozesses zu einer Anderung der
Materialeigenschaften. Wahrend die erste Generation der Seidenfibroin Implantate vor
Implantation ein durchschnittliches Gleichgewichtsmodul Eeq von 0,04 MPa zeigte
[Gruchenberg, et al. 2015], betrug das in der vorliegenden Studie ermittelte
Gleichgewichtsmodul Eeq vor Implantation 0,6 MPa. Moglicherweise hat die Integration
des Fasernetzes zu einer erhohten Steifigkeit des Seidenfibroin Materials gefiihrt, die
letztendlich zur Zerstérung der Knorpeloberflache beigetragen hat.

Durch das integrierte Netz wurde zwar eine operationstechnische Verbesserung
beziiglich der Fixierung des Implantats erreicht, jedoch sollte fiir die zukiinftige
Anwendung als Meniskusersatz die Steifigkeit reduziert werden. Auf diese Weise konnte
eine Integration des Materials geférdert und eine direkte Knorpelzerstorung unterhalb
des Meniskusersatzes vermieden werden. Moglicherweise konnte auch eine Erhéhung
der offenen Porositit zu einer verbesserten Hydrierung im Inneren des Implantats
fiihren und so nicht nur die Zellproliferation innerhalb des Materials fordern, sondern

unter Umstanden auch die mechanischen Eigenschaften verbessern.
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5. Zusammenfassung

Mehr als ein Drittel aller Sportverletzungen betreffen das Kniegelenk. Dabei ist der
mediale Meniskus die am zweit haufigsten betroffene Struktur innerhalb des Gelenks.
Rund 80 % dieser Meniskusldsionen bediirfen einer operativen Versorgung, wobei in
den meisten Fallen das verletzte Meniskusgewebe reseziert wird. Da dieser Eingriff auf
lange Sicht zur Entstehung degenerativer Gelenkerkrankungen beitragt, werden
dringend alternative Therapiemethoden benétigt, durch die die Funktion des Meniskus
wiederhergestellt werden kann. Trotz der intensiven Forschung auf diesem Gebiet
existieren klinisch momentan nur zwei artifizielle Scaffolds fiir den partiellen
Meniskusersatz. Jedoch ist keines der beiden von der Arzteschaft allgemein anerkannt
und bisher ist unklar, ob der Gelenkknorpel auch auf lange Sicht vor einer Degeneration
geschiitzt werden kann. Ein start-up Unternehmen aus dem Vereinigten Koénigreich
(Orthox Ltd., Abingdon) entwickelte deshalb ein Material aus Seidenfibroin fiir den
partiellen Meniskusersatz (FibroFix™). Dabei handelt es sich um ein permanentes
Implantat, bei dem natiirliche Seide der Seidenspinnerraupe (Bombyx mori) als
Ausgangsstoff dient. Wahrend des Herstellungsprozesses wird der Fibroinanteil
extrahiert und in eine pordse Matrix tiberfiihrt. In einer ersten in vivo Untersuchung am
Schafmodell, bei der ein Meniskusteilersatz am Vorderhorn des medialen Meniskus
durchgefiihrt wurde, zeigte das Implantat vielversprechende Ergebnisse beziiglich
Chondroprotektion und Biokompatibilitdt [Gruchenberg, et al. 2015]. Jedoch wurden
auch Defizite hinsichtlich der Fixierung und Integration des Implantats deutlich. Im
Rahmen eines darauffolgenden Optimierungsprozesses wurde ein Fasernetz in die
porose Matrix integriert, um eine sichere Fixierung des Materials an der
Meniskusrandleiste zu ermoglichen.

In der vorliegenden in vivo Studie sollte nun die zweite Generation der Seidenfibroin
Implantate am Schafmodell untersucht werden. Durch die Integration des Fasernetzes
sollte es nun auch moglich sein, grofdere Meniskusdefekte zu tiberbriicken. So wurde im
Vergleich zur vorhergehenden Untersuchung das Resektionsausmafd deutlich
vergrofdert. Eine solch umfangreiche Entfernung von Meniskusgewebe ist im Falle eines
Korbhenkelrisses, der einer der haufigsten Rissformen des medialen Meniskus darstellt,
indiziert. Zusatzlich schliefst eine subtotale Meniskektomie auch den posterioren

Bereich des medialen Meniskus mit ein. Da hier beim Menschen die meisten
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Verletzungen auftreten, ist das Versuchsdesign der vorliegenden Studie klinisch hochst
relevant.

27 Merino Schafe wurden randomisiert in drei Operationsgruppen zu je neun Tieren
eingeteilt. Der operative Zugang zum medialen Meniskus erfolgte durch eine mediale
parapatellare Arthrotomie unter Ablosung des Kollateralbandes. In Operationsgruppe 1
(Sham-Gruppe) wurde kein Eingriff am Meniskus durchgefiihrt. Hier sollte lediglich
evaluiert werden, in wie weit allein die Operationstechnik die Gesundheit von Knorpel
und Meniskus beeinflusst. In den Operationsgruppen 2 (Leerdefekt-Gruppe) und 3
(Implantat-Gruppe) wurde eine subtotale Meniskektomie unter Belassung einer
Meniskusrandleiste von 2 mm sowie des Vorder- und Hinterhorns durchgefiihrt. In der
Operationsgruppe 3 (Implantat-Gruppe) erfolgte schliefdlich ein Ersatz des resezierten
Gewebes unter Verwendung des Seidenfibroin Implantats. In allen Gruppen erfolgte
anschlieffend die Refixation des medialen Kollateralbandes mit Hilfe eines
Krallenplattchens.

Sechs Monate nach dem chirurgischen Eingriff erfolgte die makroskopische,
biomechanische und histologische Auswertung des Gelenkknorpels und der Menisken
oder Implantate. Die wichtigsten Kriterien waren dabei, ob durch das implantierte
Ersatzmaterial aus Seidenfibroin die Entstehung einer degenerativen Gelenkerkrankung
im Vergleich zur Meniskektomie verhindert werden konnte und in wie weit es zu einer
Integration des Implantats in natives Meniskusgewebe kam.

Makroskopisch, biomechanisch und histologisch kam es in der Leerdefekt- und
Implantat-Gruppe gleichermafien zu einer Erweichung und Fibrillation des artikularen
Knorpels im Sinne einer Degeneration. Obwohl geringe Verdanderungen auch in der
Sham-Gruppe vorhanden waren, zeigte sich hier kein Unterschied zu den nicht-
operierten Gliedmafien. Wahrend die Verdnderungen hier vor allem auf den zentralen
Bereich der medialen Tibiakondyle beschrankt blieben, waren diese in der Leerdefekt-
um Implantat-Gruppe deutlich stiarker ausgepragt und erstreckten sich tuber die
gesamten medialen Gelenkfldchen von Femur und Tibia.

Aufgrund einer ausgebliebenen Zell- und Gewebeinfiltration des Seidenfibroin
Implantats konnte tiber die Versuchsdauer keine Integration in natives Meniskusgewebe
erreicht werden. So kam es teilweise zu einer Zerstéorung und Dislokation der
Implantate. Eine mogliche Ursache konnte die festgestellte erhohte Steifigkeit des
Materials nach Implantation sein. So war das Implantat nach sechs Monaten signifikant

steifer als natives Meniskusgewebe. Dies hat unter Umstinden die Ausbildung einer
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Gewebebriicke effektiv verhindert und zu einer direkten Zerstorung der
Knorpeloberflachen gefiihrt.

Zwar konnte durch das Fasernetz eine operationstechnische Verbesserung der
Fixierung erreicht werden, jedoch sollte fiir die zukiinftige Anwendung als
Meniskusersatz die Steifigkeit deutlich reduziert werden. Hierbei konnte
moglicherweise eine Erhohung der offenen Porositit zu einem verbesserten

Einwachsverhalten sowie zu verbesserten mechanischen Eigenschaften beitragen.
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6. Summary

About one third of all sports injuries are related to the knee joint, thereby affecting
particularly the medial meniscus. About 80 % of these lesions require surgical
intervention in terms of removing damaged meniscal tissue. However, meniscectomy
leads to development of degenerative joint alterations in the long term. Therefore,
alternative treatment strategies are needed, by which meniscal function can be restored.
Despite intensive research in this field, there are only two scaffolds for partial meniscal
replacement clinically available. Nevertheless, they are not generally accepted and the
long-term chondroprotection has yet to be proved. Therefore, a start-up company from
the United Kingdom (Orthox Ltd. Abingdon) has developed a silk fibroin implant
(FibroFix™) for partial meniscal replacement. It is a permanent prosthesis made from
Bombyx mori silkworm silk. During manufacturing process, fibroin was extracted and
processed into a porous matrix. In a preliminary in vivo study the performance of the
silk fibroin implant for partial replacement at the anterior horn of the medial meniscus
was evaluated in a sheep model. After six months of implantation the material showed
satisfactory results in terms of chondroprotection and biocompatibility. However,
fixation and integration of the implant failed, leading to a subsequent process of
optimisation. To increase fixation strength, a fibre mesh was integrated into the porous
matrix.

The objective of the present study was the in vivo evaluation of the second generation of
silk fibroin implants in a sheep model. Integration of the fibre mesh should now allow
the replacement of large meniscal defects. Therefore, the proportion of resected tissue
was increased compared to the previous study and a subtotal meniscal replacement was
carried out. Such an extensive removal of tissue is required in case of bucket-handle
tears, representing one of the most common meniscus lesions. Additionally, including
the posterior aspect of the medial meniscus is clinically extremely relevant, because
most injuries of the medial meniscus are located in this area.

27 merino sheep were randomly assigned to one of three groups with nine animals each.
Surgical access implied a medial parapatellar arthrotomy including bony release of the
medial collateral ligament. In group 1 sham surgery was performed without creating a
meniscal defect and implantation of a silk fibroin scaffold (Sham-group). Thus,
evaluation of a potential influence of arthrotomy on cartilage and meniscus conditions

was possible. In groups 2 (meniscectomy-group) and 3 (implant-group) a subtotal
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meniscectomy was conducted, leaving a narrow peripheral rim (2 mm) and the anterior
and posterior horns intact. In group 3, a meniscal replacement using the silk fibroin
implant was carried out. Finally, the medial collateral ligament was reattached in all
groups using a claw plate.

After six months of implantation macroscopic, biomechanical and histological evaluation
of cartilage, menisci and implants was performed. Main criteria were the assessment of
prevention of articular cartilage degeneration and integration of the material into native
meniscus tissue.

In the meniscectomy- and implant-group considerable softening and fibrillation of
articular cartilage was confirmed macroscopically, biomechanically and histologically.
Although there were minor changes in articular cartilage structure also in the sham-
group, there was no difference to the contralateral non-operated hind limbs.
Furthermore, changes were limited to the central area of the medial tibial plateau,
whereas they were more pronounced in the meniscectomy- and implant-group and
extended over the cartilage surface of femur and tibia.

Absent cell- and tissue-infiltration of the implant led to failed integration. Thus,
destruction and dislocation of some implants occurred. A possible reason might be the
significantly increased stiffness of the material after implantation, compared to native
meniscus tissue. This may have prevented tissue regeneration and promoted direct
cartilage destruction underneath the implant. Although there was a surgical
improvement by integration of the fibre mesh, stiffness has to be reduced for a future
application as replacement material. An increased open porosity may lead to improved

integration as well as mechanical properties.
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Femurkondyle. Die Aufrauhung erstreckt sich tiber die gesamte Lange der medialen
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1,4 mm an der medialen und 0,6 mm an der lateralen Femurkondyle. (B) Linkes
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Femur eines Tieres der Implantat-Gruppe (coronal) mit Degenerationsgrad 1 am
CLF und Degenerationsgrad 2 am CMF. (C) Linkes Tibiaplateau eines Tieres der
Implantat-Gruppe (coronal). Roter Kasten=Zwei Defekte in der medialen

Knorpeloberflache mit einem Durchmesser von bis zu 2 mm (Grad 4). L = Lateral;
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operierter (B) Gliedmaf3e. Linkes Femur (C) und Tibiaplateau (D) eines Tieres der
Sham-Gruppe. Die medialen Gelenkflichen des Tibiaplateaus wiesen im Vergleich
zur medialen Femurkondyle den grofieren Anteil an beschadigter Oberflache auf. 75

Abbildung 36: Gelenkflachen von Femur (A, B und E, F) und medialem Tibiaplateau (C, D
und G, H) zweier Tiere der Leerdefekt-Gruppe. An den linken Gliedmafden (B, F) ist
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hoher als rechts (A, E). Der Unterschied zwischen den Gelenkflachen des medialen
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weiteren Tieres der Implantat-Gruppe. An der operierten Gliedmafde (D, F) zeigten
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Abbildung 38: (A) Anteil in % der degenerierten Oberfliche der medialen
Femurkondyle. (B) Anteil in % der degenerierten Oberfliche des medialen

Tibiaplateaus in allen Operationsgruppen. * = p < 0,05; **=p < 0,01; **=p < 0,001.
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Abbildung 40: Synovialmembran eines operierten Kniegelenks (Implantat-Gruppe).
Hyperplasie der synovialen Deckzellen mit villéser Proliferation der Synovialis;
100-fache Vergrofderung. Zusatzlich traten bei diesem Tier herdférmig

mehrkernige synoviale Riesenzellen in der verbreiterten Deckzellschicht auf
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