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1. Einleitung

Defekte im Gelenkknorpel stellen heutzutage ein weitreichendes Problem in der
medizinischen Versorgung dar. Im Vordergrund stehen hier vor allem Gelenke, die
dauerhaft unter Belastung stehen und zusatzlich traumatischen Ereignissen und
degenerativen Veranderungen ausgesetzt sind. Diese Faktoren treffen insbesondere
auf das Kniegelenk zu. Da einmal entstandene Gelenkknorpeldefekte eher eine
Tendenz zur Progredienz als zur Regeneration aufweisen, kommt es im Verlauf der
Knorpelalterung haufig zur Ausbildung einer Kniegelenksarthrose als Endstadium
des Degenerationsprozesses (Mankin 1982; Radin und Burr 1984; Buckwalter und
Mankin 1998a; Alford und Cole 2005; Fritz et al. 2006). Aus diesem Grund ist die
Therapie bereits kleiner osteochondraler Defekte von entscheidender Bedeutung, um
eine weitere Degeneration des Gelenkknorpels zu unterbinden.

Durch die steigende Lebenserwartung und der damit verbundenen Alterung unserer
Gesellschaft wird das Problem der Arthrose in Zukunft noch weiter an Bedeutung
gewinnen (Woolf und Pfleger 2003). Schon heute ist Arthrose die weltweit h&ufigste
Gelenkerkrankung (Sulzbacher 2000; Swoboda 2001). Laut Schatzungen der WHO
von 2003 wird sich die Zahl der Menschen mit Knochen- und Gelenkerkrankungen in
den nachsten 20 Jahren verdoppeln. Den gré3ten Teil dieser Krankheitsgruppe stellt
die Arthrose dar. Aktuell leiden in der Gruppe der Uber 65-Jahrigen gut die Halfte der
Frauen und ein Drittel der Manner an einer Arthrose (Beitrage zur Gesundheits-
berichterstattung des Bundes 2011).

Um dieser enormen Krankheitslast gerecht zu werden, rief die WHO die <<Bone and
Joint Decade 2000-2010>> aus, um die Forschungs- und Versorgungssituation zu
verbessern (Woolf 2000).

Auch die soziobkonomischen Kosten stellen fir die Gesellschaft eine erhebliche
Herausforderung dar. Laut der Gesundheitsberichterstattung des Bundes betrugen
die Krankheitskosten fur Arthrose von 2002-2008 jahrlich etwa 90 Euro pro Bundes-
bldrger (Zum Vergleich: Diabetes mellitus etwa 70 Euro; Hypertonie etwa 110 Euro;

www.gbe-bund.de).

1.1 Anatomische Grundlagen

Das Kniegelenk ist das grol3te Gelenk des menschlichen Koérpers und hat bedeu-
tenden Einfluss auf ein optimales Gehvermoégen. Die kndchernen Gelenkpartner sind

der Oberschenkelknochen (Femur), das Schienbein (Tibia) und die Kniescheibe

-1-



(Patella). Zur Stabilisierung wird das Gelenk durch zahlreiche Strukturen wie Seiten-
bander, Kreuzbander und Menisken verstarkt.

Das eigentliche Kniegelenk bilden dabei der Femur und die Tibia. Die Kontaktflachen
dieser beiden Knochen sind von einer glatten Knorpelschicht, dem sogenannten
hyalinen Knorpel, iberzogen. Dieser hyaline Knorpel ist im Gegensatz zu den ande-
ren beiden Knorpelarten (elastischer Knorpel und Faserknorpel) optimal auf den
Einsatz als Gelenkknorpel spezialisiert. Seine Aufgabe besteht darin, ein nahezu
reibungsfreies Gleiten der Gelenkpartner zu gewahrleisten, flr eine gewisse Stol3-
dampfung zu sorgen und eine gute Kraftibertragung zwischen den Skelettelementen
zu ermoglichen (Rudert und Wirth 1998). Um diese Aufgaben erflllen zu kdnnen, ist
hyaliner Knorpel unter anderem reich an Kollagen-Il und Aggrecan. Kollagen-Il ist
dabei fUr die mechanische Stabilitat verantwortlich und Aggrecan sorgt als Wasser-

binder fiur die erforderliche Viskositat.

1.2 Pathophysiologie von Knorpelschaden

Haufig kommt es zur Schadigung des Gelenkknorpels und zu damit verbundenen
Problemen. Entstehung und Fortschreiten von Defekten im Gelenkknorpel sind bis
heute nicht vollstandig bekannt, zumal zahlreiche Faktoren an diesen Prozessen
beteiligt sind. Neben degenerativen Alterungsprozessen fuhren haufig auch trau-
matische Ereignisse zu Knorpelschaden (Cotta 1977).

Grundsatzlich kann man sagen, dass ein Missverhaltnis zwischen der Resistenz des
Knorpels und seiner mechanischen Beanspruchung zu einer Schadigung des Ge-
lenkknorpels fuhrt (Sulzbacher 2000). Auf molekularbiologischer Ebene kommt es zu
einer Differenz von Katabolie und Anabolie zugunsten der Abbauvorgange, in deren
Folge der Kollagen-Il und Proteoglykangehalt (vor allem Aggrecan) sinkt. Laut Spahn
sind dabei vier wesentliche Grundprozesse beteiligt: Reduktion der Syntheseleistung,
verstarkter Abbau der Matrixbestandteile, Synthese von atypischen Metaboliten und
zellulare Veranderungen der Chondrozyten bis hin zur Apoptose (Spahn 2006). Die
Atiologie der Knorpelminderwertigkeit kann im Einzelfall meist nicht eindeutig be-
stimmt werden. Es handelt sich dabei um ein multifaktorielles Geschehen, bei dem
besonders der natlrliche Alterungsprozess, Traumata und Fehlbelastungen eine we-
sentliche Rolle spielen.

Das urséachliche Problem von Knorpelschaden ist bedingt durch die Tatsache, dass

Gelenkknorpel nur eine geringe intrinsische Fahigkeit zu Regeneration aufweist und
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sich dieser von entstandenen Defekten kaum erholt (Buckwalter und Mankin 1998b).
Zwei wesentliche Eigenschaften des hyalinen Knorpels sind hierfur verantwortlich.
Zum einen erfolgt die Erndhrung des Gelenkknorpels Uber die Gelenkflissigkeit, da
es in diesem Gewebe keine versorgenden BlutgefaRe gibt (Gardner et al. 1994).
Diese diffusionsabhangige Nahrstoffzufuhr aus der Gelenkflissigkeit reicht selten
aus, um bei entstandenen Defekten des Gelenkknorpels eine suffiziente Rege-
neration zu gewabhrleisten (Fritz et al. 2006).

Ein weiterer Faktor, der die Regenerationsfahigkeit von Gewebe beeinflusst, ist die
Zelldichte. Je weniger Zellen ein bestimmter Gewebetyp besitzt, desto geringer ist
die Heilungsrate dieses Gewebes. Knorpelgewebe besteht zum Grof3teil aus extra-
zellularer Matrix und nur zu etwa 1-3% aus Zellen (Fritz et al. 2006), was die
Wiederherstellung des Gelenkknorpels erheblich beschrankt.

Besonders problematisch sind Knorpellasionen, die ab einem Durchmesser von 3
mm eine sehr schlechte Heilungstendenz aufweisen (Imhoff et al. 1999a). Dartber
hinaus konnte gezeigt werden, dass solche Defekte sogar fortschreiten und im
Verlauf zu Arthrose fihren kbnnen (Mankin 1982; Radin und Burr 1984; Buckwalter
und Mankin 1998a; Alford und Cole 2005; Fritz et al. 2006). Die Grenzen von physio-
logischer Alterung, chondraler Schadigung und manifester Arthrose sind dabei
flieBend (Spahn 2006). Langfristig gesehen fuhren fast alle Knorpelschéaden,
unabhangig von der Genese, zu einer Arthrose. Des Weiteren gibt es Belege, dass
selbst therapierte Knorpelschaden, die zur Bildung von Faserknorpel flihren, im
Laufe der Zeit degenerieren und somit ebenfalls zur Arthrosebildung neigen (Coletti
et al. 1972; Harris et al. 2010). Vordergrindig ist dementsprechend das Ziel, bei der
Therapie von Knorpeldefekten mdoglichst hochwertigen Regenerationsknorpel zu

erzeugen, der die Eigenschaften von hyalinem Knorpel besitzt.

1.3 Arthrose

Die Arthrose (Osteoarthrose; Arthrosis deformans; im angloamerikanischen Sprach-
raum Osteoarthritis) ist per Definition ein Gelenkverschlei3, der Uber das durch die
normale Alterung bedingte Mal3 hinausgeht (www.gbe-bund.de). Sie wird in eine
primare Form, bei der das Grundleiden oder die ausldsende Krankheit nicht
nachgewiesen sind, und in eine sekundére Form unterteilt, bei der ein bekanntes

Grundleiden vorliegt.



Risikofaktoren sind ein hohes Alter, weibliches Geschlecht, Ubergewicht, genetische
Disposition, Gelenkfehlstellungen, eine Ubermé&Rige Belastung und Krankheiten wie
zum Beispiel die Chondrokalzinose oder Osteoporose (Rehart und Lehnert 2008).

Die Symptome der Patienten sind individuell sehr unterschiedlich. Anfangs kommt es
zum Spannungsgefihl und Steifigkeit in den Gelenken, spater dann zu Einlauf-,
Belastungs- und Dauerschmerz. Doch lasst sich allein anhand dieser Symptome
nicht auf den Schweregrad der Arthrose schliel3en. Denn schon kleine isolierte La-
sionen im Gelenkknorpel kénnen Beschwerden hervorrufen, die mit den Beschwer-
den von Patienten vergleichbar sind, bei denen eine Indikation fur ein kinstliches
Kniegelenk gestellt wurde (Heir et al. 2010). Auf der anderen Seite gibt es Patienten,
die rontgenologisch die Kriterien fur eine Arthrose erfullen, allerdings wenig Sym-

ptome beklagen.

1.4 Klassifikation von Knorpelschaden

Aus den zuvor genannten Grinden wurden zahlreiche Therapien entwickelt, um
Knorpeldefekte zu therapieren (Burkart und Imhoff 1999; Marlovits und Vecsei
2000b; Kalson et al. 2010). Da die Wahl der Therapie vom Auspragungsgrad des
Knorpelschadens abhangt, wurden verschiedene Klassifikationssysteme zur Beur-
teilung der Knorpelschadigung eingefihrt.

Grundsatzlich sollte bei der Einteilung von Knorpelverletzungen eine Beurteilung der
Grolle, der Tiefe, der Lokalisation und des Zustandes der korrespondierenden
Gelenkoberflache mit erfolgen (Marlovits und Vecsei 2000a). Des Weiteren sollte bei
Gelenkknorpeldefekten eine Differenzierung zwischen reinen chondralen und osteo-
chondralen Defekten stattfinden, wobei letztere die subchondrale Lamelle bzw. den
subchondralen Knochen durchbrechen. Bewahrt hat sich hier zunéchst die inter-
national anerkannte Outerbridge-Klassifikation (Outerbridge 1961) zur arthros-
kopischen Einteilung von Knorpeldefekten, siehe hierzu Tabelle 1 (Bés und
Ellermann 2003):



Tabelle 1: Outerbridge-Klassifikation

Grad Befund

0 Normalbefund, intakter Knorpel mit glatter weil3er Oberflache
Glatt erhaltene Oberflache ohne Fibrillation, aber Erweichung der
Oberflache
Oberflache aufgefasert mit Einrissen und deutlicher Fibrillation

3 Tiefe Fissuren, Ulcus bzw. Krater mit instabilen oder unterminierten
R&ndern, subchondraler Knochen noch nicht erreicht

4 Vollschicht-Knorpelverlust bis auf den subchondralen Knochen

Die 4-stufige Outerbridge-Klassifikation wurde 2003 von der International Cartilage
Research Society erweitert und als ICRS Hyaline Cartilage Lesion Classification
System veroffentlicht. Dieses System kann heutzutage als weltweite Standard-
klassifikation angesehen werden (Brittberg und Winalski 2003). Siehe hierzu

Abbildung 1: ICRS-Klassifikation (www.cartilage.org).


http://www.cartilage.org/
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Abbildung 1: ICRS-Klassifikation; Grad 1: Oberflachliche Knorpelerweichung (A)
und/oder Fissuren und Risse (B); Grad 2: Knorpellasionen bis zu 50% der
Knorpeltiefe (C); Grad 3: Knorpeldefekte Uber 50% der Knorpeltiefe (D), bis zur
kalzifizierten Schicht (E), bis zum subchondralen Knochen, aber nicht durch diesen
hindurch reichend (F), Blaschenbildung auf der Knorpeloberflache (G); Grad 4:
Osteochondrale Defekte (H und [); mit freundlicher Genehmigung des ICRS
Executive Office.

Nicht-invasive Moglichkeiten zur Abschétzung des Schweregrades sind die Rontgen-
und die MRT-Untersuchung. So geht eine Arthrose mit folgenden Veranderungen auf
dem Rontgenbild einher: Gelenkspaltverschmélerung, Inkongruenz der Gelenk-
flachen, subchondrale Sklerosierungen, Zystenbildung und Randwiilste (Osteo-
phyten). Entsprechend dieser radiologischen Merkmale wird der Schweregrad der
Arthrose nach Kellgreen und Lawrence in vier Stadien eingeteilt (Kessler et al. 1998).
Die MRT-Untersuchung dient zur weiteren, préziseren Beschreibung von Loka-
lisation, Tiefe und Grol3e des Defekts und ist vor allem fir die Operationsplanung

bedeutend. Die Klassifikation des Knorpelschadens erfolgt dabei analog der



arthroskopischen Einteilung in 5 Grade (Frentz und Kirchner 2003; Spahn et al.
2007).

1.5 Therapie von Knorpelschaden

Von grol3er Bedeutung fur die Therapie ist neben der Grof3e des Defekts die Frage,
ob es sich um einen reinen Knorpeldefekt handelt oder ob die subchondrale Schicht
bereits mitbeschadigt ist und somit ein osteochondraler Defekt vorliegt (Outerbridge
Grad 4; ICRS Grad 4). Die subchondrale Schicht ist die oberste Knochenschicht
unter dem Knorpel und bildet gemeinsam mit dem Knorpel eine Funktionseinheit. Die
subchondrale Knochenlamelle ist dabei fur die Formgebung des Gelenks und fir die
Ausdifferenzierung und Verankerung des neu entstandenen Knorpelgewebes ver-
antwortlich und stellt eine grundlegende Voraussetzung einer erfolgreichen Knorpel-
therapie dar (Radin und Rose 1986). Ohne Unterstitzung der subchondralen Schicht
wirde eine Therapie von Knorpeldefekten zumeist scheitern (Gomoll et al. 2010).
Unter diesen Gesichtspunkten sollte sowohl eine stadiengerechte Therapie (Braun et
al. 2007) als auch eine Therapie, die die GroRe des Defekts mit einbezieht, erfolgen
(Proffen et al. 2012).

Es wurden bisher zahlreiche Therapien entwickelt, um Knorpeldefekte zu behandeln.
Altere Verfahren sind das Debridement (Magnuson 1946; 1974), die antegrade
Anbohrung (Pridie 1959) und die Abrasionsarthroplastik (Johnson 1986; 2001).

Beim Debridement wird zerstortes Knorpelgewebe entfernt, um den Heilungsprozess
zu initiieren. Dieses Verfahren scheint allerdings keine besseren Ergebnisse zu
erzielen als eine Placebo-Operation (Moseley et al. 2002).

Die Bohrung nach Pridie ist ein Vorlaufer der spater entwickelten Mikrofrakturierung.
Dabei wird mit einem Bohrer der subchondrale Knochen angebohrt, um Blut und
Stammzellen aus dem Knochenmark Zugang zur Gelenkflache zu ermdglichen und
dort eine Knorpelregeneration zu initiieren.

Bei der arthroskopisch durchgefiihrten Abrasionsarthroplastik wird die oberste Kno-
chenschicht am Gelenk angefréast, was zu Blutungen aus dem intakten Knochen
fuhrt. Dabei soll die Stimulation des Knochenmarks zur Bildung von Faserknorpel

anregen, der dann die kunstlich erzeugten Verletzungen tberwachst.


http://www.arthrose-therapie-verzeichnis.de/cgi-php/rel00a.prod/atverz/index.php?idnr=Faserknorpel

Neuere Verfahren sind die 1985 eingefuhrte Mikrofrakturierung (Steadman et al.
1999; 2001), die Transplantation von Knorpel-Knochen-Zylindern (Bobic 1999;
Bruckner et al. 2002; Horas und Schnettler 2002; Frosch et al. 2010) und die
erstmals 1994 beschriebene autologe Chondrozyten-Transplantation (Brittberg et al.
1994).

Die Mikrofrakturierung entwickelte sich aus der friheren Pridie-Bohrung (Pridie 1959)
und wird arthroskopisch durchgefihrt. Es gehoért wie die Abrasionsarthroplastik und
die Pridie-Bohrung zu den Knochenmark-stimulierenden Therapien. Dabei wird die
subchondrale Grenzlammelle perforiert und gleichzeitig werden kleine Mikrofrakturen
im subchondralen Knochen erzeugt. Wie bei der Pridie-Bohrung gelangen Blut und
Stammzellen aus dem Knochenmark an die Oberflache. Das Ergebnis dieser The-
rapieformen besteht in der Bildung von Ersatz- bzw. Faserknorpel.

Bei der Transplantation von Knorpel-Knochen-Zylindern werden zuerst Zylinder aus
Knochen und dem dartber liegenden intakten Knorpel aus einer wenig belasteten
Region im Kniegelenk entnommen. Bewahrt haben sich hier der laterale beziehungs-
weise mediale Trochlearand, das interkondylare Areal oder die dorsale mediale
Femurkondyle (Frosch et al. 2010). Diese bis zu 1 cm grofRen Zylinder werden dann
anschlieRend in entsprechend groRe ausgestanzte Offnungen im geschadigten
Knorpelbereich eingesetzt. Werden mehrere solcher Zylinder nebeneinander plat-
ziert, so spricht man von einer Mosaikplastik. Unter bestimmten Voraussetzungen ist
auch die Transplantation von allogenem osteochondralen Material moglich (Meyers
et al. 1989).

Eine der neueren Methoden ist die autologe Chondrozyten-Transplantation be-
ziehungsweise -Implantation (ACT/ACI). Diese wird chronologisch in drei ver-
schiedene Generationen unterteilt (Marlovits et al. 2004a; Strauss et al. 2011). Bei
der ursprunglichen Form, auch als erste Generation bezeichnet, werden dem
Patienten in einem operativen Eingriff Knorpelzellen von einer wenig belasteten
Region des betroffenen Gelenks entnommen. Diese Knorpelzellen werden isoliert
und anschlie3end fur 3-4 Wochen kultiviert. In einer zweiten operativen Mal3hahme
wird der bestehende Knorpeldefekt mit einem Periostlappen zuerst verschlossen und
dann der Hohlraum zwischen Gelenkflache und Periostlappen mit den kultivierten
Knorpelzellen bepflanzt (Zur genauen Durchfuhrung dieses Verfahrens siehe die
Veroffentlichung von Jones und Peterson 2006). Die ersten klinischen Ergebnisse
dieser Arbeitsweise sind vielversprechend (Brittberg et al. 1994; Lohnert et al. 1999).
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Auch die neuere Studienlage bestatigt, dass die ACI sowohl kurz- als auch langfristig
zu guten klinischen Erfolgen fuhrt (Peterson et al. 2010; Moseley et al. 2010;
Vasiliadis et al. 2010).

Bei der zweiten Generation der ACI wird anstelle eines Periostlappens eine Kollagen-
membran benutzt, um die transplantierten Chondrozyten zu bedecken (Filardo et al.
2011a). Dadurch kann eine Hypertrophie des Periostlappens als haufige Neben-
wirkung verhindert werden. Zudem kann der Eingriff arthroskopisch durchgefihrt
werden (Marcacci et al. 2002).

Die neueste Form der ACI (3. Generation) ist die sogenannte Matrix-assoziierte ACI
(Marlovits et al. 2004b). Dabei wird die geschéadigte Knorpelzone entfernt und die
dadurch entstandene Defekthdhle anschlielRend mit einem kinstlich hergestellten
Ersatzmaterial (scaffold) aufgeftillt. Als Ersatzmaterialien werden klinisch Membranen
aus Hyaluronsaure, Kollagenen, Polymeren oder Kollagengele verwendet. Zur
Etablierung eines hyalinen Knorpelregenerats erfolgt die in vitro-Kultivierung der
Knorpelzellen ganz oder teilweise in dem Tragermaterial. Die Biomaterialien dienen
dabei zum einen als Zelltrdger, haben andererseits aber auch Einfluss auf die
Zelldifferenzierung (Marlovits et al. 2004b). Mehrere Untersuchungen bestatigen,
dass ein Matrix-assoziiertes ACI-Verfahren zu guten klinischen Ergebnissen fuhren
kann (Brittberg 2010; Ebert et al. 2011; Jacobi et al. 2011; Dai und Cai 2012).
Vergleicht man die Ergebnisse der urspringlichen ACI, die mit einem Periostlappen
als Tragermedium fir die Chondrozyten durchgefuhrt wird, mit der ACI der neueren
Generationen, so zeigt sich eine vergleichbare klinische Verbesserung der behan-
delten Patienten (Bartlett et al. 2005, Zeifang et al. 2010, Erggelet et al. 2010). Die
Matrix-assoziierte ACI weist dabei operationstechnische und biologische Vorteile auf
(Marlovits et al. 2009).

Es stellt sich die Frage, welche dieser genannten Therapien die besten Ergebnisse
liefert. Um dies zu beantworten, muss beachtet werden, dass die ideale Therapie-
wahl fur den Patienten von zahlreichen Faktoren abhangig ist. Dazu zahlen
patientenspezifische EinflussgroRen wie Alter, Fehlstellungen und Begleitver-
letzungen des Kniegelenks, angestrebte Mobilitdt sowie defektspezifische Kriterien
wie GroR3e, Tiefe und Lokalisation.

Die Arbeitsgemeinschaft ,Geweberegeneration und Gewebeersatz® der Deutschen
Gesellschaft fur Unfallchirurgie empfiehlt bis zu einer DefektgroRe von 2 cm? die
Mikrofrakturierung, fur Defekte zwischen 2 cm? und 4 cm? die Transplantation von
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osteochondralen Zylindern und fur groRere Defekte ab 4 cm? die ACI (Behrens et al.
2004). Die Gultigkeit dieser Empfehlung konnte 2010 in einem Review bestétigt
werden (Harris et al. 2010).

Sowohl fir die Mikrofrakturierung als auch fur die ACI gilt dabei, dass ihr
Therapieerfolg von einer intakten subchondralen Schicht abhangig ist (Gomoll et al.
2010). Wenn dieses Kriterium nicht gegeben ist, fuhren diese Verfahren zu einem
biomechanisch insuffizienten Faserknorpel. Fur die ACI konnten aber mikros-
kopische Verbesserungen in der Knorpelqualitdt nachgewiesen werden (Russlies et
al. 2002). Dennoch stellt die ACI vor allem ein Therapieverfahren fir chondrale
Defekte dar (Brittberg et al. 1994; 1996).

Fur die Behandlung osteochondraler Defekte (Outerbridge Grad 4; ICRS Grad 4)
stehen zurzeit lediglich zwei Therapieverfahren zur Verfligung, die tatsachlich zur
Bereitstellung von hyalinem Knorpel fihren. Die Transplantation von osteochon-
dralen Zylindern (siehe oben) oder, bei sehr ausgepragten Defekten, der posteriore
Femurkondylentransfer (Imhoff et al. 1999b).

Der posteriore Femurkondylentransfer basiert auf derselben Grundidee wie die
Transplantation von osteochondralen Zylindern, wobei hier nicht einzelne Zylinder,
sondern meist der gesamte posteriore Femurkondylus gewonnen wird. Dieses
autologe Knorpel-Knochen-Transplantat wird dann mit dem defekten Knorpel-
Knochen-Bereich ausgetauscht.

Zwar fuhren diese Therapien zu hochwertigem hyalinen Knorpel, allerdings sind
diese beiden Verfahren keineswegs als optimal anzusehen, da sie mit Nachteilen wie
einer hohen Entnahmemorbiditat und einer Limitierung der DefektgréRe einhergehen
(Imhoff et al. 1999a). So traten bei 20% der Patienten, die mit einer Transplantation
von osteochondralen Zylindern therapiert wurden, Beschwerden an der Entnahme-
stelle auf (Imhoff und Oettl 1999).

Auch die Transplantation von sogenannten Mega-OATS (Brucker et al. 2002) aus
dem posterioren Femurkondylus fuhrt nicht zu den gewlinschten Ergebnissen. Neben
einem grof3en operativen Aufwand und hohen Operationsrisiken kam es gehauft zu
erheblichen Beschwerden an der Entnahmestelle, so dass vom Patienten keine
knieenden Tatigkeiten mehr ausgetbt werden kdnnen. Aul3erdem wird eine lange

Rehabilitationsphase bendtigt (Brucker et al. 2002).
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Auch die ACI wird verwendet, um Knorpel-Knochendefekte zu therapieren, allerdings
erreicht der entstehende Knorpel hierbei nicht die gewlnschten Eigenschaften
hyalinen Knorpels, fuhrt klinisch jedoch zu einer Verbesserung der Symptome
(Gillogly 2003). Vor allem die neueren Formen der ACI, die zu den Verfahren des
tissue engineering zahlen, gelten als aussichtsreiches Therapieverfahren (Martin et
al. 2007; Kalson et al. 2010). Wichtig ist hierbei, den geschéadigten subchondralen
Knochen mitzutherapieren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass auf der Ober-
flache von mit Zellen bepflanzten Implantaten Knorpel entstehen kann, welcher
hyalinem Knorpel ahnelt (Frosch et al. 2006). Auch die Entwicklung von Knorpel-
Knochen-Ersatzmaterialien fuhrt fortlaufend zu verbesserten und neuen Implantaten.
Zudem kann die Matrix-assoziierte ACI im Vergleich zur urspringlichen ACI
arthroskopisch durchgeftihrt werden (Erggelet et al. 2008).

Die Verfahrensweise der Matrix-assoziierten ACI ist dabei mit einigen Schwie-
rigkeiten verbunden. So muss der fir eine Anzucht von Knorpelzellen benétigte
Gelenkknorpel in einem ersten operativen Eingriff zuerst gewonnen werden. In einem
zweiten operativen Eingriff nach ca. 3 Wochen werden die kultivierten Knorpelzellen
dann als ACI eingesetzt. Neben erheblichen Kosten und Risiken flr den Patienten
kommt es oft zu einer fibroblastaren Degeneration des Transplantats. Die urspring-
lich im Gelenkknorpel eingebetteten Knorpelzellen verlieren aufgrund der fehlenden
aueren Einwirkungen wie Scher- und Druckkraften ihre Spezialisierung und
degenerieren daraufhin (Benya et al. 1978; Russlies et al. 2002; Lin et al. 2008).
Bislang konnte keine vollstdndige Redifferenzierung der Knorpelzellen, weder in vitro,
noch in vivo erzielt werden. Der so entstehende Regeneratknorpel erreicht nicht die
gewilnschten biologischen und mechanischen Eigenschaften des nativen hyalinen
Knorpels (Lee et al. 2003; Buma et al. 2003).

Eine weitere Schwierigkeit des tissue engineering fur die Therapie osteochondraler
Defekte ist die Entwicklung eines Implantats, welches den zahlreichen Anfor-
derungen gerecht wird. So sollte nach Rezwan et al. ein Implantat fur das tissue
engineering folgende Eigenschaften besitzen: Die mechanischen Eigenschaften des
Materials missen denen von echtem Knochen dhneln. Damit eine ausreichende Zell-
und GefalRimmigration gewdahrleistet werden kann, muss das Ersatzmaterial eine
hohe Porositat mit untereinander verbundenen Poren aufweisen. Das Implantat sollte
aulRerdem kontrolliert biologisch abbaubar sein. Eine weitere Bedingung ist eine
hinreichende Integration der Implantate in den umliegenden Knochen (Rezwan et al.
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2006). Denn nur Implantate, die in den Knochen integriert sind, stellen eine Basis fur
die Regeneration der subchondralen Schicht und des Knorpels dar (Frosch et al.
2006).

Bendotigt wird also eine Therapieform osteochondraler Defekte, die auf der einen
Seite zu hyalinem und somit hochwertigem Gelenkknorpel fiihrt, und auf der anderen
Seite mit einem geringeren Risiko und besseren Ergebnis als die bisherigen
Therapien einhergeht.

1.6. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, tiefe osteochondrale Defekte des Kniegelenks im
Tiermodell zur Ausheilung zu bringen. Dazu werden TruFit®-Implantate
(smith&nephew TruFit CB Plug, Hamburg, Deutschland) als Knochen-Knorpel-
Ersatzmaterial mit einer einzigen autologen Knorpelzelltransplantation kombiniert.
Ein zusatzlicher Therapieeffekt soll erreicht werden, indem die Chondrozyten vor der
Transplantation in Plattchen-reiches Plasma, sogenanntes platelet-rich-plasma

(PRP), eingebracht werden.

1.6.1 TruFit®-Implantate

Die Idee, Knochendefekte aufzufillen, um die Heilung zu unterstitzen, ist kein neuer
Therapieansatz. Zu diesem Zweck dienen autologer, allogener, xenogener und
artifizieller Knochen (Damien und Parsons 1991). In der grof3en und stetig wach-
senden Gruppe der artifiziellen Implantate gibt es Ersatzmaterialen, die als reiner
Knochenersatz dienen (Walsh et al. 2008; Yuan et al. 2010) und spezielle Implantate
fur die Therapie osteochondraler Defekte.

Das fur dieses Experiment verwendete Implantat wurde 2006 von der Osteo
Biologics Incorporation eingefuhrt (smith&nephew news, Ausgabe 02/2007;
www.visio-online.de). Bei den TruFit®-Implantaten handelt es sich um zylindrische,

porése Zwei-Phasen-Implantate (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: TruFit®-Plugs; mit freundlicher Genehmigung der Smith & Nephew
GmbH.

Die Plugs sind voll synthetisch und resorbierbar, aber dennoch biomechanisch stabil.
Sie bestehen aus einem Komposit-Material aus Polymer und Keramik, dem soge-
nannten (PolyGraft®). Es setzt sich aus dem amorphen Copolymer Poly-(D,L-Laktid)-
Glykolid (PDLG) zusammen. In dem Anteil, der im Knochen zu liegen kommt, ist
Calciumsulfat zugesetzt, um die Knochenbildung zu fordern (nicht im Knorpel-Anteil
des Plugs). Die zwei Phasen der Implantate (Knorpel- und Knochen-Phase) sind
bezuglich Materialkomposition sowie mechanischen Eigenschaften auf den Einsatz
fir osteochondrale Defekte optimiert und ahmen den natirlichen Knorpel-Knochen-
Ubergang nach. Die Plugs werden in press-fit-Technik im zuvor eroffneten Knochen
verankert. Durch Er6ffnung des subchondralen Knochens haben Blut und Stamm-
zellen aus dem Knochenmark Zugang zu den Poren des Implantats, dessen
hydrophile Eigenschaften diesen Vorgang unterstutzen sollen. Durch den Einstrom
von Blut und Nahrstoffen wird die Vaskularisierung gefordert. Insgesamt kdnnte somit
eine ausreichende Osseointegration der Implantate gewéahrleistet werden.

Der obere “knorpelige” Anteil ohne Calciumsulfat ist plastisch verformbar und kann
damit an die Form des angrenzenden Knorpels angepasst werden. Hierdurch kann

eine Stufenbildung innerhalb des Gelenkknorpels vermieden werden.

1.6.2 Single-step ACI

Eine Besonderheit dieses Projektes ist die Transplantation von Knorpelzellen inner-
halb einer einzigen Operation, also in einem sogenannten single-step-Verfahren.
Solch eine Vorgehensweise ist bislang nur vereinzelt beschrieben worden (Lu et al.
2006; Jiang et al. 2007; Frisbie et al. 2009; Giannini et al. 2009; Buda et al. 2010;
Chiang et al. 2010; Cole et al. 2011; Marmotti et al. 2012). Die Kombination eines
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TruFit®-Plugs mit einer single-step-ACIl ist in der Literatur bisher noch nicht
untersucht worden.

Fur dieses Projekt wurde im Labor eigens ein spezieller Kollagenase-Verdau
entwickelt (Drengk et al. 2009). Dadurch ist es mdglich, Chondrozyten aus nativem
Knorpel zu gewinnen und anschlieend so aufzureinigen, dass sie direkt fir eine
Transplantation zur Verfugung stehen. Der Vorgang der Zellisolation ist innerhalb
einer Stunde mdglich, wodurch die Operationszeit entscheidend limitiert werden
kann. Eine zweite kostspielige und mit Risiken verbundene Operation ware somit

vermeidbar.

1.6.3 Platelet-rich-plasma (PRP)

Zusatzlich zur einzeitigen ACI werden die Chondrozyten vor der Transplantation in
PRP eingebracht, welches einen positiven Einfluss auf Knorpel- und Knochen-
wachstum besitzt (Gruber et al. 2002; Akeda et al. 2006; Drengk et al. 2009; Sun et
al. 2010). PRP ist ein Konzentrat aus autologem Blut mit einer groRen Menge an
Blutplattchen und an naturlichen Wachstumsfaktoren wie dem platelet derived growth
factor (PDGF), transforming growth factor-8 (TGF-B1, TGF-B2), basic fibroblast
growth factor (bFGF), insulin-like growth factor (IGF), vascular endothelial growth
factor (VEGF) und epithelial cell growth factor (ECGF) (Sun et al. 2010). Die
Wachstumsfaktoren foérdern unter anderem die Chemotaxis, die Angiogenese und die
Zellproliferation sowie -differenzierung. PRP wird am Tag der Operation durch
mehrere Arbeitsschritte mittels Zentrifugation aus Eigenblut gewonnen. Aus diesem
Grund ist es giinstig herzustellen und birgt kein Risiko fir die Ubertragung von
Krankheiten oder das Auslosen einer Immunreaktion. Zudem wurde beschrieben,
dass durch die Verwendung von PRP bei der Therapie von tiefen osteochondralen
Defekten Knorpelgewebe entsteht, welches eine grol3e Menge an extrazellularer

Matrix und sogar Kollagen-Il besitzt (Sun et al. 2010).

1.7 Vorteile gegeniber bestehenden Therapien

Zusammengefasst bietet das geplante Vorgehen also folgende Vorteile gegenuber
den bisherigen Therapien:

- Die Therapie osteochondraler Defekte mit Methoden des tissue engineering ist
bisher wenig erfolgreich, da die exakte Rekonstruktion der subchondralen Schicht

nur ungentgend Bericksichtigung fand. Der Rekonstruktion der subchondralen
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Schicht wird durch die verwendeten Implantate im vorliegenden Projekt deshalb
besondere Beachtung geschenkt.

- Durch die Verwendung der TruFit®-Zylinder eribrigt sich die Entnahme von
Knorpel-Knochen-Zylindern aus der Trochlea oder der dorsalen Femurkondyle.
Dadurch verringert sich das Risiko der Entnahmemorbiditat. Des Weiteren kann das
Behandlungsspektrum zugunsten gréfRerer Defekte ausgeweitet werden, da die Ver-
fugbarkeit von autologen Knorpel-Knochen-Zylindern begrenzt ist.

- Durch die Schnellisolierung der Knorpelzellen kann die gesamte Therapie wéahrend
eines einzigen Eingriffs stattfinden. Dadurch kann die sehr teure und aufwendige
Entnahme und Vermehrung der Zellen in Kultur sowie ein Zweiteingriff zur Replan-
tation vermieden werden.

- Durch die Schnellisolierung der Chondrozyten kann moglicherweise die fibro-
blastare Dedifferenzierung der eingebrachten Zellen verhindert werden und die
Ausbildung von hyalinem Knorpel somit unterstitzt werden.

- Durch direktes Einbringen der Zellen in PRP kann dessen wachstumsférdernde
Potenz mdglicherweise eine schnelle Proliferation der Chondrozyten mit Ausbildung
einer knorpeldhnlichen Matrix, die reich an Kollagen-lIl und Aggrecan ist, unter-

stutzen.

Laut Kessler und Grande ist eine erfolgreiche Knorpeltherapie von vier Faktoren
abhangig (Kessler und Grande 2008): Zellen, Wachstumsfaktoren, Implantate und
die mechanischen Einflisse. In diesem Projekt bekommen diese Faktoren allesamt
Beachtung. So kdnnen mithilfe der geplanten ACI differenzierte Chondrozyten
transplantiert werden, um so die Entstehung einer neuen und hochwertigen
Knorpelschicht zu gewéhrleisten. Durch Einbringen der Zellen in PRP wird die zweite
Bedingung erfillt, namlich die Bereitstellung von verschiedenen Wachstumsfaktoren
in hoher Konzentration. Die Verwendung der TruFit®-Implantate erfillt die Bedingung
eines hochwertigen Ersatzmaterials, das speziell fur die Therapie osteochondraler
Defekte konstruiert wurde. Die Implantate bieten eine mechanisch geschitzte
Umgebung. Durch die Resorption erfolgt der Belastungstransfer auf das neu
entstandene Regeneratgewebe und damit dessen Konditionierung und Osseo-

integration.
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1.8 Fragestellung

In diesem Experiment soll untersucht werden, ob durch die Verwendung von TruFit®-
Implantaten in Kombination mit einer single-step ACI und/oder PRP eine Verbes-
serung der Regeneration osteochondraler Defekte erzielt werden kann. Als Ver-
suchstiere in diesem Langzeittiermodell wurden dabei Kaninchen verwendet. Speziell
soll die Frage beantwortet werden, welche Qualitdt und Quantitat der neu
entstandene Knochen und Knorpel besitzt. Aul3erdem soll getestet werden, inwiefern
das Implantat in das umliegende Knochengewebe integriert wird und zu welchem

Zeitpunkt dieser Prozess stattfindet.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsablauf

Nach Genehmigung des Versuchsvorhabens durch die Tierschutzkommission des
Landes Niedersachsen (Aktenzeichen 33.9.42502-04-073/09) wurden fir das
Forschungsprojekt 12 erwachsene Kaninchen (Chinchilla Bastard Rabbit, Charles
River, Deutschland) verwendet. Die Versuchsdauer betrug insgesamt 12 Monate. Die
Haltung der Tiere wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum von der Zentralen
Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen Uber-
nommen. Wahrend dieser Zeit war eine fachgerechte Betreuung der Versuchstiere
durch Veterinare und Tierpfleger gewahrleistet.

Fur die Untersuchung am Bewegungsapparat wurden die Versuchstiere in Boden-
haltung mit ausreichender Bewegungsfreiheit gehalten. Die Kafige, in denen die
Tiere in Gruppen bis zu vier Kaninchen gehalten wurden, waren mit Stroh ausgelegt.
Es standen jederzeit Haltungsfutter flir Kaninchen (Ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum zur Verfiigung. Die Raumtemperatur
betrug konstant 20 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55%. Die Tiere unter-
lagen dem naturlichen Tag-Nacht-Rhythmus, da sie in ebenerdigen Raumlichkeiten
mit Fenstern untergebracht waren. Sie zeigten Uber den gesamten Versuchs-
zeitraum ein artgerechtes Verhalten, insbesondere waren keinerlei Anzeichen einer
Patellaluxation festzustellen. Das Gewicht der Kaninchen betrug zu Beginn des
Experiments durchschnittlich 3,75 kg (3,10 kg - 4,40 kg). Am Versuchende betrug
das mittlere Gewicht der Kaninchen 3,99 kg (3,20 kg — 4,50 kg). Dies entspricht einer
durchschnittlichen Gewichtszunahme von 0,24 kg und spricht fir eine stressfreie
Haltung der Tiere.

Das Versuchsprotokoll beinhaltete die Verwendung beider Kniegelenke, sodass
insgesamt 24 Kniegelenke zur Verfligung standen. Diese wurden per Zufall auf 4
verschiedene Versuchsgruppen verteilt, wonach jede Versuchsgruppe 6 Kniegelenke

beinhaltete.

2.2 Operation

Vor der Operation wurden die Tiere 24 Stunden nuchtern gehalten und dabei mit

Wasser ad libitum versorgt. Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere mit Ketamin-

hydrochlorid (Ketamin10%®, medistar, Ascheberg, Deutschland) in der Dosierung 70

mg/kg Korpergewicht und Xylazin (Xylariem2%®, Riemser, Greifswald, Deutschland)
-17 -



in der Dosierung 5 mg/kg Korpergewicht per intramuskularer Injektion in die Ober-
schenkelmuskulatur anasthesiert. Nach der Narkoseeinleitung wurden die Kaninchen
zur Aufrechterhaltung der Anasthesie mit einer Standard-Spritzenpumpe (B. Braun
Medical AG, Melsungen, Deutschland) kontinuierlich mit folgender Medikation per
intravendser Gabe mittels einer Kandle in der Ohrvene versorgt:

- 5 ml (100 mg) Xylazin

- 5 ml (500 mg) Ketamin

- 40 ml Natriumchlorid
Der Perfusor verabreichte die Mischlésung kontinuierlich in der Dosierung 1,7 ml pro
kg KG pro Stunde. Dies entspricht einer Gabe von 3,4 mg pro kg KG pro Stunde
Xylazin und 17 mg pro kg KG pro Stunde Ketamin.
Zu Beginn der Operation erfolgte die Rasur beider Oberschenkel bis zur Mitte des
Unterschenkels. AnschlieBend wurde das Operationsfeld grof3flachig mit lodlésung
(Braunol®, B. Braun Medical AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert und mit
sterilen Tuchern abgedeckt. Der Hautschnitt erfolgte medial neben der Patella. Das
darunter liegende Kniegelenk wurde medial parapatellar erdffnet und die Patella
nach lateral luxiert, wodurch der distale Femur mit beiden Kondylen dargestellt
werden konnte. Das weitere Vorgehen war von der jeweiligen Versuchsgruppe
abhangig (siehe 2.2.1 — 2.2.4). Nach ausgiebiger Spulung des Defekts und des
Gelenks wurde die Patella reponiert und anschlieBend das Kniegelenk und die Haut
schichtweise mit 4.0 Vicryl (Ethicon®, Johnson & Johnson Company, Langhorne,
Pennsylvania, USA) wieder verschlossen.
Intraoperativ. bekamen alle Tiere eine intramuskulare single-shot-Antibiose
(aniMedica GmbH, Senden-Boésensell, Deutschland) mit 200 mg Penicillin und 200
mg Streptomycin. Nach der Operation erhielten die Tiere fir 3 Tage eine anal-
getische Behandlung mit Carprofen (Rimadyl®, Pfizer GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) in der Dosierung 5 mg pro kg Korpergewicht per subkutaner Injektion.

2.2.1 Versuchsgruppe 1: Leerdefekt

Zuerst wurden, wie oben beschrieben, die distalen Femurkondylen dargestellt.
Danach wurde mit einer wassergekuhlten Diamantfrase (diamond bone cutting
system, MedArtis, Munchen, Deutschland) ein im Durchmesser 4,5 mm breiter und 5

mm tiefer Defekt in die mediale Femurkondyle gefrast (siehe hierzu Abbildung 3).
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Nach anschlieRender Spulung wurde die Patella reponiert und das Kniegelenk, wie

oben beschrieben, schichtweise wieder verschlossen.

Abbildung 3: Leerdefekt in einer medialen Femurkondyle

2.2.2 Versuchsgruppe 2: TruFit®-Implantate

Die Operation erfolgte zunéchst analog zur Versuchsgruppe 1. Nach Fertigstellung
der Defekte wurden diese durch einen TruFit®-Plug (smith&nephew TruFit CB Plug,
Hamburg, Deutschland) in press-fit-Technik ausgefillt. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Oberflache der Implantate knapp (ca. 0,5 mm) unterhalb der Gelenk-
oberflache platziert wurde (siehe hierzu Abb. 4).

Abbildung 4: Mit einem TruFit®-Plug aufgefillter Defekt
Die Implantate waren im Durchmesser 5 mm breit und etwa 5 mm lang, entsprech-

end der genau abgemessenen Tiefe des gesetzten Defekts. TruFit®-Plugs bestehen
aus dem Komposit-Material PolyGraft®, welches sich aus einem Polymeranteil und
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einem Keramikanteil zusammensetzt. Die genaue Materialzusammensetzung eines
Plugs lautet wie folgt:
- 50% Co-Polymer (PLGA) bestehend aus 85% poly[D,L-lactid] und 15%
glycolid acid (deutsch: PDLG = Poly-(D,L-Laktid)-Glykolid)
- 40% Calciumsulfat (auf3er im Knorpelanteil des Plugs)
- 10% polyglycolide acid fibers (= PGA fibers; deutsch: Polyglykolsdurefasern)

- Spuren von Tensiden

Nach anschlieRender Spulung wurde die Patella reponiert und anschlieBend das

Kniegelenk schichtweise wie oben beschrieben wieder verschlossen.

2.2.3 Versuchsgruppe 3: TruFit®-Implantate und PRP

Die hergestellten Defekte wurden, wie bei der Versuchsgruppe 2 beschrieben, mit
TruFit®-Implantaten versorgt und anschlieBend das Gelenk ausgespult. Danach
wurde der oberflachige “knorpelige” Anteil des Plugs mit 50 pl autologem,
thrombozytenangereichertem Fibrin (PRP, platelet-rich-plasma) behandelt. Die
Herstellung des PRP erfolgte dabei wie folgt:

Den Kaninchen, die eine Behandlung mit PRP erhalten haben, wurde im
anasthesierten Zustand zwischen 2,0 und 4,0 ml Blut aus der Ohrvene entnommen.
Dieses Blut wurde in einer 5-mI-Monovette mit Natriumcitrat (3,8%) im Verhaltnis
Blut:Citrat 9:1 vermengt. Das Citratblut wurde dann in einer Standard-Laborzentrifuge
(Labofuge 400, Heraeus, Buckinghamshire, England) fir 10 min bei 800 rpm
zentrifugiert. Das Plasma Uber den Erythrozyten wurde in ein 5-ml-Réhrchen
Uberfihrt und 5 min bei 2800 rpm zentrifugiert. Die obere Plasmafraktion wurde
verworfen, die untere zellreiche Plasmafraktion entspricht dem PRP. Im Operations-
saal wurde zur Aktivierung des PRP pro 0,05 ml PRP, 2,5 pl 10%iges Calciumchlorid
zugegeben. AnschlieRend wurde die Patella reponiert und das Kniegelenk

schichtweise wieder verschlossen.

2.2.4 Versuchsgruppe 4: TruFit®-Implantate, PRP und Knorpelzellen
Die Defekte wurden wie bei der Versuchsgruppe 2 mit TruFit®-Implantaten aus-
gefullt. Zusatzlich wurde der oberflachige "knorpelige” Anteil des Plugs mit 21.000 +
8.000 autologen Chondrozyten beimpft, die zuvor mit 50 yl PRP vermischt wurden.

Die Chondrozyten wurden durch einen speziellen Kollagenase-Schnellverdau
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gewonnen (Drengk et al. 2009). Dazu wurde mit Hilfe eines Ringskalpells Gelenk-
knorpel von der Stelle entnommen, die kurz darauf als osteochondrale Defektstelle
verwendet wurde. Diese Knorpelstiickchen wurden mit 30 mg/ml Kollagenase Typ 2
(PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) vermengt und fir 45 min bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde der verdaute Gelenkknorpel fir 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert, um die Knorpelzellen zu pelletieren. Der Uberstand wurde abgesaugt
und das zurickgebliebene Pellet mit 0,2 ml Phosphatpuffer vermischt und
aufgenommen. Hiervon wurden 0,01 ml mit 0,01 ml Trypanblau (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) vermischt und in einer Neubauer
Zahlkammer (Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, Deutschland) ausgezéahlt. Der
restliche Anteil wurde fir 5 min bei 1000 rpm erneut zentrifugiert. Erst im OP-Saal
wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 50 pl aktiviertes PRP

aufgenommen.

2.2.5 Zusammenfassung der Versuchsgruppen

Zusammenfassend wurden die 24 gesetzten Defekte wie folgt versorgt:

- 6 Defekte blieben unversorgt (Versuchsgruppe: Leer)

- 6 Defekte wurden mittels TruFit®-Implantat versorgt (Versuchsgruppe: TFP)
- 6 Defekte wurden mittels TruFit®-Implantat und PRP versorgt
(Versuchsgruppe: TFP+PRP)

- 6 Defekte wurden mittels TruFit®-Implantat, PRP und Knorpelzellen versorgt
(Versuchsgruppe: TFP+PRP+C)

2.3 Polychrome Sequenzmarkierung

Wahrend der zweiten Halfte der Versuchsdauer erfolgte zur Markierung des
neugebildeten Knochens eine polychrome Sequenzmarkierung (= intravitale
Fluoreszenzmarkierung) durch Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen (Rahn 1976;
Balcarek et al. 2010). Die intravitale Fluoreszenzmarkierung erlaubt die zeitliche
Darstellung und Beurteilung der Osseointegration und Osteokonduktion der implan-
tierten Zylinder.

Die Markierung begann 6 Monate nach der Operation per subkutaner Injektion und
wurde alle 23 Tage wiederholt (siehe Abbildung 5). Insgesamt fanden 8
Markierungen statt, wobei jeweils jeder der vier Farbstoffe (Merck, Darmstadt,

Deutschland) zweimal verwendet wurde:
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- Xylenol-Orange (90 mg/kg Kérpergewicht)

- Calcein-Griin (10 mg/kg Korpergewicht)

- Alizarin-Komplexon (30 mg/kg Korpergewicht)
- Tetracyclin (25 mg/kg Kérpergewicht)

Schema der polychromen Sequenzmarkierung

Mineralisation der gebildeten Knochengrundsubstanz (rickwirkend)

D D D D D D R

X0l XO02 CGl CG2 AKl AK2 TC1 TC2

IR TEXE RS

OP 6 7 12 Monate

I % Jahr unmarkiert I % Jahr 8-fach Markierung I

2 x XO: Xylenol-Orange

2 x CG: Calcein-Grin

2 x AK: Alizarin-Komplexon (rot)
2 X TC: Tetracyclin (gelb)

Abbildung 5: Schema der polychromen Sequenzmarkierung

2.4 Praparatgewinnung

Um die Femora der Tiere zu gewinnen, wurden sie zundchst auf die unter 2.2
beschriebene Art und Weise anasthesiert. AnschlieRend wurden die Tiere per
Injektion in die Ohrvene mit Kaliumchlorid (1 ml 20%iger Lésung pro kg KG) getétet.

Im Anschluss wurde das Kniegelenk sowie das Huftgelenk er6ffnet und die
Bandstrukturen zur Tibia bzw. Huftgelenkspfanne durchtrennt. Danach wurde das
Femur von proximal nach distal von den umgebenden Weichteilen gelést und
oberhalb der Patella abgesetzt. Die Praparate wurden hiernach bei einer Temperatur

von -20°C im Gefrierschrank gelagert.
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2.5 Makroskopische Aufnahmen

Nachdem die Knochen von samtlichen Weichteilen frei prapariert waren, erfolgte eine
fotographische Aufnahme beider medialen Femurkondylen mit einer Digitalkamera
(DMC-FX30, Panasonic, Wiesbaden, Deutschland). Diese Aufnahmen dienten der
spateren makroskopischen Beurteilung der Defektheilung der verschiedenen Ver-

suchsgruppen.

2.6 Praparat-Aufbereitung

Die Femurkondylen wurden nach Praparation zunachst mittels aufsteigender
Alkoholreihe entfettet (Yang et al. 2003), siehe hierzu Tabelle 2. Anschlielend
erfolgte die Einbettung in Technovit®9100NEU (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Deutschland). Mit diesem Einbettmedium ist es moglich, verschiedene Schichtdicken
(150 pm fur die Mikroradiographien; 5 um fur die histologischen Farbungen)
anzufertigen.

Die Einbettung erfolgte nach folgendem Schema:

Tabelle 2: Technovit®9100Neu-Einbettverfahren; PMMA = Polymethylmethacrylat;
Harter 1 = Peroxidverbindung, Derivat des Dibenzolperoxids; h = hour; RT =
Raumtemperatur; genauere Informationen zum Schema des Einbettverfahrens sind
unter www.kulzer-technik.de dargestellt.

Stufe LOsung Konz. Zeit  Temp.
Entwésserungl  Ethanol 70% 1h RT
Entwasserung 2  Ethanol 80% 1h RT
Entwésserung 3  Ethanol 96% 1lh RT
Entwésserung4  Ethanol 96% 1h RT
Entwasserung 5  Ethanol 100% 1h RT
Entwésserung 6  Ethanol 100% 1lh RT
Entwésserung 7  Ethanol 100% 1lh RT
Intermedium 1 Xylol 1lh RT
Intermedium 2 Xylol 1h RT
Prainfiltration 1 Xylol/Technovit®9100Neu 50%

Basislsg. 1h 10 °C
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Stufe Losung Konz. Zeit Temp.

Prainfiltration 2 Technovit®9100Neu

Basislsg. + Harter 1 1h 4°C
Préinfiltration 3 Technovit®9100Neu

Basislsg. + Harter 1 1h 4°C
Infiltration Technovit®9100Neu

Basislsg. + Harter 1 +
PMMA-Pulver 1-72h 4 °C

2.7 Aufbereitung fir die Mikroradiographie

Nach Aushartung wurden die in Plastik eingegossenen Praparate bis zur Halfte des
ursprunglichen Defekts (siehe Abbildung 6) mit einer speziellen Innenlochsage
(Leica-Sagemikrotom SP1600, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) in
150 (x10) uym dicke Scheiben quer zu den Implantaten geschnitten und anschlieRend
auf Objekttragern eingedeckt. Zur Bestimmung der Knochendichte und Quantitat des
eingewachsenen Knochens wurde von den Schnitten im Faxitron-Roéntgengeréat
(Hewlett Packard, San Diego, USA) eine Mikroradiographie auf Industrex SR45 Film
(Kodak, Rochester, USA) angefertigt. Die Réhrenspannung betrug 10 kV bei einer

Stromstarke von 0,3 mA und einer Belichtungszeit von 3 min.

/_\ m 1.Praparathélfte (150um-Schnitte)
\\_// Schnittebene
U U 2.Préparathélfte (5um-Schnitte)

LFK MFK

Abbildung 6: Ubersicht Schnittebene; Ansicht von distal; LFK: Laterale Femur-
kondyle; MFK: Mediale Femurkondyle; I: Implantat.
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2.8. Histologische Aufbereitung
2.8.1 Farbung mit Toluidinblau-O

Die zweite Halfte der Préparate (siehe Abbildung 6) wurde mit einem Rotations-
mikrotom (Leica-RM, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) in 5 um
dicke Scheiben geschnitten. Da diese zuvor in Plastik (Technovit®9100Neu)
eingebettet wurden, mussten die Schnitte vor der Farbung zuerst vom Plastik gelost

werden. Dies wurde nach folgendem Schema durchgefihrt:

Tabelle 3: Entplastung

Arbeitsschritt Vorgang

1 3x Einlegen in Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland); je 20 min;
nach ca. 50 Schnitten Xylol wechseln

2 1x Einlegen in 2-Methoxyethylacetat (Merck); 20 min; nach ca.
sechsmaliger Benutzung Alkohol (MEA) wechseln
2x Einlegen in reinem Aceton (Merck); je 5 min

1x Einlegen in entionisiertem Wasser

Nach dem Entplasten wurden die Schnitte nach folgendem Schema mit Toluidinblau-
O gefarbt:

Tabelle 4: Farbung mit Toluidinblau-O

Arbeitsschritt Vorgang

1 30 sec Einlegen in eine Mischlésung aus: 1g Toluidinblau-O
(Merck), 1 g Natriumtetraborat (Merck), 100 ml Aqua dest.; vor
dem Einlegen die Losung 2x filtrieren
Waschen mit Aqua dest.

3 1 min Einlegen in Ethanol (70%) um die metachromatischen
Farbeffekte zu differenzieren

4 5 min Einlegen in Ethanol (100%)
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Arbeitsschritt Vorgang

5 5 min Einlegen in Xylol (Merck)
Eindecken mit Eukitt (O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland)

Das Ergebnis der Farbung stellt sich folgendermaf3en unter dem Mikroskop dar:

» mineralisierte Hartgewebematrix - ungefarbt, blassblau
* Zellen, Weichgewebe - blau

* Knorpel, Mastzellgranula metachr. - rotviolett

« verkalkter Knorpel - dunkelblau

2.8.2 Farbung mit Safranin-O

Zunachst wurden die Schnitte wie unter 2.8.1 beschrieben entplastet. Hiernach

wurden sie mit Safranin-O gefarbt. Zu diesem Zweck wurden zunachst folgende

Ldsungen hergestellt:

Tabelle 5: Losungen fur die Safranin-O Farbung

LOsung

Inhaltsstoffe

Weigert's Hamatoxylin-Lsg.

LOosung A
LOosung B

Echtgrin-LAsung (0,001%)

Essigsaure-Loésung (1%)
Safranin-O-L6sung (0,1%)

Losung A und B im Verhaltnis 1:1

1 g Hamatoxylin; 100 ml Alkohol (95%)

4 ml hydriertes Eisenchlorid (29%); 95 ml Aqua
dest; 1 ml konz. Salzsaure

0,01 g Echtgrin Fcf, rein, Farbzahl 42053
(Waldeck-Division Chroma, Munster, Deutschland);
1000 ml Aqua dest.

1 ml Essigséaure; 100 ml Aqua dest.

0,1 g Safranin-O, wasserl6slich, Farbzahl 50240
(Waldeck-Division Chroma, Munster, Deutschland);
100 ml Aqua dest.
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Nach der Herstellung der oben genannten Losungen erfolgte die Farbung nach

folgendem Schema:

Tabelle 6: Farbung mit Safranin-O

Arbeitsschritt Vorgang

Einlegen der entplasteten Schnitte in Aqua dest.

10 min in Weigert's Hamatoxylin-Losung anfarben
10 min unter flielendem Wasser waschen

5 min in Echtgriin-Ldsung farben

zugig fur 10-15 sec mit Essigsaure-Losung absptilen

5 min in Safranin-O-Lésung farben

~N o o~ WON P

Entwasserung der Schnitte fir jeweils 2 x 2 min in Alkohol (95%),
Alkohol (100%) und zuletzt in Xylol

8 Eindecken der Schnitte mit Eukitt (O. Kindler GmbH, Freiburg,
Deutschland)

Das Ergebnis der Farbung stellt sich wie folgt unter dem Mikroskop dar:

* Zellkerne - schwarz
» Zytoplasma - graugrin
» Knorpel, Muzine, Mastzellgranula - orange, rot

2.9 Auswertungen

Die Auswertung wurde verblindet durchgefihrt. Das bedeutet, dass dem Unter-
sucher, der alle Messungen durchfuhrte, die Gruppenzugehdorigkeit eines Praparates
nicht bekannt war.

2.9.1 Makroskopische Auswertung

Die Auswertung der makroskopischen Aufnahmen wurde deskriptiv durchgefihrt.
Folgende Fragestellungen dienten dabei als Orientierung:

- In welchem Mal3e wurde der Defekt aufgefillt?

- Liegt die Oberflache des Defekts im Niveau zur unbehandelten Gelenkflache?
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- Wie ist die Beschaffenheit der Gelenkoberflache?

- Wie dick ist das Oberflachengewebe ausgebildet?

2.9.2 Mikroradiographie

Die Auswertung der Mikroradiographie erfolgte in Anlehnung an frihere Arbeiten aus
der Abteilung Unfallchirurgie der Universitatsmedizin Goéttingen (Sehmisch et al.
2009).

Die angefertigten Filme wurden zun&chst mit dem Leica-Stereomakroskop MZ 7-5
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) betrachtet. Um alle Schnitte unter
konstanten Bedingungen auszuwerten, wurden folgende Einstellungen am Makro-
skop gewabhlt: Als Objektiv wurde ein 10er Objektiv gewahlt. Als Lichtquelle diente
eine Kaltlichtlampe (Leica KL 1500 LCD, Bensheim, Deutschland). Die Temperatur
der Halogenlampe wurde konstant auf Schalterposition 3000 K eingestellt. Die
mechanische Blende der Kaltlichtlampe wurde stets auf Schalterposition B ein-
gestellt, was einer mafigen Helligkeit entspricht (A: geringste Helligkeit; E: maximale
Helligkeit). Mittels einer Kamera (Leica DFC 490, Bensheim, Deutschland) konnten
die Bilder auf einen Computer (Intel Pentium 4; 2,6 GHz) lUbertragen werden. Die
anschlieBende Bildbearbeitung und Datengewinnung erfolgte mit dem Software-
Programm Leica QWin Standard 2006, Version 3.5.1 (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland). Die auf dem Computer abgebildeten Schnitte konnten in ihrer
Helligkeit variiert werden. Als standardisierte Einstellung wurde eine Belichtungszeit
von 126,3 ms bei einer 3,7 fachen Verstarkung gewahlt. Da die Schnittdicke der 150
pm-Schnitte leicht variierte, wurde zum Ausgleich die Belichtungszeit von 126,3 ms
um £ 20 ms verandert. Somit erschienen alle Schnitte auf dem Computer als gleich
hell. Zur Datengewinnung wurde ein eigens fur diesen Versuch programmierter

Algorithmus verwendet.
2.9.2.1 Datengewinnung

Zunachst wurden die Schnitte, wie oben beschrieben, unter standardisierten Be-

dingungen im Software-Programm Leica QWin digitalisiert dargestellt (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Digitalisierte Aufnahme einer medialen Femurkondyle

Der nachste Schritt beinhaltete die Einstellung eines Messrahmens fir die mediale
Femurkondyle. Dieser Messrahmen war 3,5 mm breit und 5 mm lang (siehe hierzu
Abbildung 8).

Abbildung 8: Mediale Femurkondyle mit eingestelltem Messrahmen; Grol3e des
Messrahmens: 3,5 mm x 5,0 mm.

Somit war der Messrahmen um 1,0 mm schmaler als der gesetzte Defekt. Der Grund
hierfir war die von Natur aus schmalere laterale Femurkondyle, die als Referenz fir
die Messwerte der medialen Femurkondyle diente. Bei einer Breite des Mess-
rahmens von 4,5 mm wirden bei den meisten Schnitten die mediale, die laterale und
die zum Gelenk gerichtete Kortikalis der lateralen Femurkondyle im Messbereich

liegen. Bei der medialen Femurkondyle wirde hingegen nur die zum Gelenk
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gerichtete Kortikalis zum Messbereich gehdren. Um diesem Effekt entgegenzuwirken
wurde der Messrahmen etwas schmaler gewabhilt.
Der zweite Schritt beinhaltete die Graudetektion. Das Softwareprogramm erkannte

automatisch alle Knochenanteile und farbte diese blau an (siehe hierzu Abbildung 9).

Abbildung 9: Graudetektion aller Knochenanteile

AnschlieRend war eine manuelle Variation der Detektionssensitivitat moglich. Somit
konnten gegebenenfalls vom Programm nicht erkannte Knochenbereiche ebenfalls
blau gefarbt werden. Im Zweifel wurde bei allen Schnitten eine leichte Uberdetektion
toleriert. Zu Beginn einer jeden Messphase wurde die Messgenauigkeit der Unter-
suchung evaluiert. Zu diesem Zweck wurden per Zufall fur drei bereits ausgewertete
Schnitte erneut alle Parameter bestimmt. Die Schwankung der Messwerte war

hierbei nie groRer als 4 %.

Folgende quantitativen Knochenparameter konnten auf diese Weise ermittelt

werden:

- Kndcherne Gesamtflache innerhalb des Messrahmens (mm?2)

- Mittlere Trabekeldicke aller Trabekel innerhalb des Messbereichs (um)

- Dichte der Trabekelkreuzungen = mittlere Anzahl der Trabekelkreuzungen pro
mm?2 (Anzahl / mmg2)

Die Messwerte wurden jeweils fur die mediale und laterale Femurkondyle ermittelt.

Die unbehandelte laterale Femurkondyle (LFK) diente dabei als Referenz fir die

Messwerte der behandelten medialen Femurkondyle. Die Messparameter wurden
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sowohl in der Peripherie als auch im Zentrum der ehemaligen Defektzone bestimmit.
(siehe hierzu Abbildung 10).

LFK MFK

Abbildung 10: Schematische Darstellung einer Femurkondyle; Blick von distal;
P: periphere Schnittebene; Z: zentrale Schnittebene; LFK: laterale Femurkondyle;
MFK: mediale Femurkondyle.

Des Weiteren wurde anhand der mikroradiographischen Schnitte die Rekonstruktion
der subchondralen Knochenschicht untersucht. Zu diesem Zweck wurde im peri-
pheren und zentralen Defektbereich und jeweils fir 2 verschiedene mikroradio-
graphische Schnitte ermittelt, ob die kndcherne Gelenkflache vollstandig regeneriert
und in einem Niveau mit der umliegenden Gelenkflache liegt. Bei Vorhandensein
dieser beiden Kriterien wurde die Rekonstruktion der kndchernen Gelenkkontur

bejaht, andernfalls wurde sie verneint.

2.9.3 Histologische Auswertung

Die Begutachtung der Toluidinblau-O- und Safranin-O-Schnitte erfolgte mit dem
Auflichtmikroskop Leica DM RXE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutsch-
land). Die Auswertung der Knorpel- sowie der Knorpel-Knochen-Regeneration
erfolgte nach den Scores von Wakitani (Wakitani et al. 1994; Tabelle 7) und von
O’Driscoll (O’Driscoll et al 1988; Tabelle 8). Bewertet wurde jeweils der zentrale

Bereich eines Defektes beziehungsweise des Implantats (siehe Abbildung 10).
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Tabelle 7: Modifizierter Wakitani-Score

Kategorie

Bewertung Punkte

1. Zell-Morphologie

2. Metachromasie der Matrix

3. Oberflachen-Charakteristika

4. Knorpeldicke in Bezug zum gesunden Knorpel

5. Bindung zum Gelenkknorpel

6. Rekonstruktion der subchondralen Schicht

7. Osseointegration des Implantats

Maximale Punktzahl

hyaliner Knorpel
Uberwiegend hyaliner Knorpel
Uberwiegend Faserknorpel
Uberwiegend kein Knorpel
kein Knorpel

normal

leicht reduziert

Uberwiegend reduziert

keine Metachromasie

glatt (> %)

mittelmaRig (> % - %)
unregelmanig (Ya - %2)

sehr unregelmafig ( < %)
>%

Va-%s

<%

beide Kanten integriert

eine Kante integriert

Kanten nicht integriert
komplett, im Niveau

komplett, Niveau herabgesetzt
unvollstandig (>50%)
unvollstandig (25-50%)
unvollstandig (<25%)
komplett

unvollstandig (<50% Knochenkontakt)

keine Osseointegration

O P N O FP N W H O FP MO FP N O FP N WOPFPDNWOPFPNDN W B

N
o
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Tabelle 8: O’Driscoll-Score

Kategorie

Bewertung

Punkte

1. Zellulare Morphologie

2. Anfarbung der Matrix

3. Oberflachenbeschaffenheit

4. Strukturelle Integritat

5. Dicke

6. Verbindung zum umliegenden Knorpel

7. Hypozellularitat

8. Chondrozyten-Gruppenbildung (Clustering)

hyaliner Gelenkknorpel

unvollst. differenziertes Mesenchym
fibroses Gewebe oder Knochen
normal oder anndhernd normal
manig

gering

keine

glatt und intakt

oberflachige horizontale Schichtung
Fissuren, 25% - 100% der Dicke
Unterbrechungen/Aufsplitterungen
normal

leichte Unterbrechungen, Zysten
starke Zertrimmerung

100% des normalen Knorpels
100% - 50% des normalen Knorpels
50% - 0% des normalen Knorpels

beidseitig mit Transplantat verbunden

einseitig/beidseitig teilweise verbunden

nicht verbunden

normale Zellularitat

leichte Hypozellularitat

mafige Hypozellularitat

starke Hypozellularitat

keine Cluster

< 25% der Zellen in Clustern

25% - 100% der Zellen in Clustern

9. Abwesenheit degenerativer Verdnderungen im angrenzenden Knorpel

Maximale Punktzahl

normale Zellularitat, keine Cluster,
normale Farbung

normale Zellularitat, geringe
Clusterbildung, méafige Farbung
geringe bis maRige Hypozellularitét,
geringe Farbung

hochgradige Hypozellularitét,

schwache/keine Farbung

O P N O FP N W O FP N O FP N O FP N O FP DN WOUPFPNDNWON B
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2.9.4 Auswertung der fluoreszenzmarkierten Praparate

Die Auswertung der fluoreszenzmarkierten Praparate erfolgte anhand zentraler 150
pMm-Schnitte. Betrachtet wurden die Schnitte unter dem Auflichtmikroskop Leica DM
RXE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). Als Lichtquelle diente eine
Fluoreszenzlampe (Leica Typ 301-185.003/8150, Bensheim, Deutschland). Zur
besseren Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe und fir eine bessere Vergleichbarkeit
verschiedener Schnitte erfolgte die Digitalisierung der Abbildungen. Zu diesem
Zweck wurde die mediale Femurkondyle der Pr&parate zun&chst unter dem
Mikroskop zentriert (Objektiv: Leica N PLAN 2,5x/0,07; Okular: Leica L PLAN
10,0x/25). AnschlieRend wurden die Bilder mit einer Kamera (Leica DFC 490,
Bensheim, Deutschland) auf einen Computer (Intel Pentium 4; 2,6 GHz) Ubertragen
und somit digitalisiert. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit dem Software-
Programm Leica QWin Standard 2006, Version 3.5.1 (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland). Folgende Einstellungen lieferten Bilder mit optimaler Farb-
intensitat: Belichtungszeit 25-30 sec; 2-fache bis 4-fache Verstarkung; 1,0-fache bis
1,5-fache Farbsattigung. Je nach Schnittdicke mussten die Einstellungen geringfugig
angepasst werden, um optimale Belichtungsverhaltnisse zu erhalten. Die Auswer-
tung der Bilder erfolgte deskriptiv, indem folgende Kriterien zur Beurteilung heran-
gezogen wurden:

- Wie ist die allgemeine Knochendurchbauung der Defektzone?

- In welcher zeitlichen Abfolge sind die Knochentrabekel erstmals entstanden?

- Inwieweit wurde die kndcherne Gelenkkontur regeneriert?

- Inwiefern wurde der Knochen nach der Entstehung umgebaut?

- Wann wurden die zentralen Anteile des Defekts mit Knochen durchbaut?

2.9.5 Statistik

Die Aufarbeitung sowie die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit dem
Software-Programm GraphPad Prism (Version 4.00a, April 2003, GraphPad Software
Inc., San Diego, USA). Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte, Standardabweichung
und Spannweite dargestellt. Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten
erfolgte durch eine Varianzanalyse (one-way analysis of variance, ANOVA) gefolgt
von Dunnets-post-hoc Test zur Bestimmung von Signifikanzen zwischen den
Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert a
< 0,05 gewahlt.
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3. Ergebnisse

3.1 Makroskopische Aufnahmen

Die makroskopischen Aufnahmen (siehe 3.1.1 — 3.1.4) zeigen die medialen Femur-
kondylen am Ende der Versuchsdauer, also 12 Monate nach der Operation. Dar-
gestellt sind jeweils 4 reprasentative Kniegelenke jeder Versuchsgruppe mit einer
anschlieBenden Beschreibung.

Die Auswertung der makroskopischen Bilder deutet auf eine heterogene Regene-
ration innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen hin. Jede Versuchsgruppe bein-
haltet Kniegelenke mit groRtenteils sehr erfolgreicher Regeneration (Abb. 11a, 12a,
13a, 14a). Zugleich finden sich in jeder Versuchsgruppe aber auch Gelenke mit
makroskopisch schlechter erscheinender Defektheilung (Abb. 11c+d, 12d, 13c+d,
14d). Makroskopisch konnte man demnach keine Unterschiede zwischen den Ver-
suchsgruppen feststellen. Eine zusammenfassende Schlussfolgerung bezuglich des
makroskopischen Erscheinungsbildes einer jeden Versuchsgruppe ist somit nicht
maoglich.

Unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit hat insgesamt eine gute Regeneration
stattgefunden, wobei innerhalb eines Gelenks die Heilung sehr unterschiedlich ab-
gelaufen ist (Abb. 11d, 12c, 13b+c, 14b). Innerhalb des urspringlichen Implantat-
bereichs variieren das Hohenniveau, die Erhabenheit und das Gewebematerial der
Oberflache sehr stark.

Die Mehrzahl der Kniegelenke weist Uberwiegend eine gute Defektauffillung auf.
Das Niveau der Gelenkflache liegt haufig auf Hohe des gesunden Knorpels und geht
teilweise auch bindig in dieses Uber (Abb. 11la+c, 12c, 13a, 14a). Es gibt jedoch
auch viele kleinere Restdefekte, die als Dellen und Einkerbungen imponieren und
das Niveau somit stellenweise herabsetzen (Abb. 1la+c, 12d, 14b+c). Bei einigen
Femurkondylen ist nur eine periphere Regeneration erfolgt, sodass gréf3ere und tief
reichende Defekte vor allem in den zentralen Anteilen zuriickgeblieben sind (Abb.
11d, 12c, 13c+d, 14d).

Die Beschaffenheit der Oberflache besitzt etwa in gleichem Anteil glatte und un-
regelmafllig geformte Gebiete, wobei innerhalb eines Gelenks die Oberflachen-
beschaffenheit zumeist stark variiert.

Das Material der Gelenkoberflache ahnelt gebietsweise dem unversehrten Gelenk-

knorpel (Abb. 11a+c, 12c, 13a, 14a+d). Einige Oberflachen sind vergleichbar mit den
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umgebenden fibrosen Strukturen, wie den Béandern und der Gelenkkapsel (Abb. 11b,
12d, 14c).

Die Dicke des Oberflachengewebes ist ebenfalls sehr unterschiedlich. Es gibt sowohl
dickere Gebiete als auch Gebiete mit einem sehr dinnen Gelenkiberzug, die den

darunterliegenden Knochen durchschimmern lassen (Abb. 12a, 13a+b).
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3.1.1 Versuchsgruppe: Leerdefekt

Abbildung 11a-d: Makroskopische Aufnahmen Gruppe Leer;

Abb. 1la zeigt eine im Niveau liegende Oberflache, deren Geweberegenerat teil-
weise dem gesunden Knorpel éhnelt (—). Lediglich ein kleiner zentraler Restdefekt
unterbricht die Oberflachenkontinuitat (*).

Das nachste Kniegelenk (Abb. 11b) besitzt vor allem im Zentrum eine gute Defekt-
auffullung, wohingegen sich die peripheren Defektbereiche scheinbar schlechter
regeneriert haben. Die zentral neu gebildete Gelenkflache liegt auf einer Hohe mit
der umgebenden unbehandelten Gelenkflache. Die Uberwiegend glatte Oberflache
wird von minderwertig erscheinendem Gewebe gebildet (—), da sie eher den um-
liegenden Band- und Kapselstrukturen als dem gesunden Knorpel &hnelt.

Abb. 11c zeigt eine Femurkondyle mit herabgesetzter und unregelmafiger
Oberflache (*), die von einem inhomogenen Uberzug gebildet wird. Gebietsweise
gleicht dieser dem unversehrten Knorpel (—).

In der folgenden Aufnahme (Abb. 11d) fallt die stark abgesenkte Oberflache mit
einem zentralen tiefen Defekt auf (*). Das Oberflachengewebe scheint sich hier teils
schlechter (—) und teils besser (<) regeneriert zu haben.
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3.1.2 Versuchsgruppe: TruFit®-Plug

Abbildung 12a-d: Makroskopische Aufnahmen Gruppe TFP;

In Abb. 12a erkennt man eine glatte und im Niveau liegende Oberflache. Diese
besteht grol3tenteils aus einer dicken und relativ hellen Gewebeschicht (*). Teilweise
hat eine schlechte Geweberegeneration mit Sicht auf die knécherne Gelenkflache
stattgefunden (—).

Das nachste Bild (Abb. 12b) zeigt eine zum Grol3teil ebene Gelenkflache, bestehend
aus einem lberwiegend homogenem Uberzug (—).

Auf der folgenden Aufnahme (Abb. 12c) sieht man in der Peripherie eine sehr gut
erfolgte Regeneration mit hochwertiger planer Oberflache (—). Zum Zentrum hin
zeigt sich aber eine Verschlechterung der Regeneration, mit tief reichendem Rest-
defekt (*).

Das abschliel3ende Foto der Versuchsgruppe TFP (Abb. 12d) gleicht einer Destruk-
tion der Kondyle und zeigt eine unregelmafige Oberflache, bestehend aus einem
eher minderwertigem Geweberegenerat (*). Insgesamt ist bei dieser Kondyle sehr
viel Bindegewebe vorhanden, daher ist eine Abgrenzung zum gesunden Knorpel
schwierig (—).
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3.1.3 Versuchsgruppe: TruFit®-Plug + PRP

Abbildung 13a-d: Makroskopische Aufnahmen Gruppe TFP+PRP;

Bei dem ersten Gelenk (Abb. 13a) hat insgesamt eine gute Regeneration statt-
gefunden. Zentral ahnelt die Gelenkoberflache dem gesunden Knorpel (*). Peripher
besteht gebietsweise nur ein diinnerer Gewebelberzug (—).

Auf Abb. 13b sieht man eine leicht héhengeminderte und unregelmafiige Oberflache
(*). Etwa die Halfte des urspringlichen Defekts ist von einer relativ dicken Binde-
gewebsschicht bedeckt (—). Die andere Halfte weist ein wesentlich dinneres Ge-
weberegenerat auf («).

Die nachste Aufnahme (Abb. 13c) zeigt peripher eine gute Regeneration der
Gelenkflache (*), zentral ist jedoch ein tiefer Restdefekt zurtickgeblieben (—).

Die Femurkondyle in Abb. 13d zeigt einen im Niveau herabgesetzten grof3en Defekt
(*). Auch peripher hat nur eine geringe Regeneration stattgefunden (—).
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3.1.4 Versuchsgruppe: TruFit®-Plug + PRP + Zellen

ﬂ 5

" “

Abbildung 14a-d: Makroskopische Aufnahmen Gruppe TFP+PRP+C;

Abb. 14a zeigt ein Gelenk eines gut regenerierten Defekts mit glatter Oberflache.
Diese besteht aus einem hellen und mdglicherweise knorpelahnlichen Gewebe (—).
Im nachsten Bild (Abb. 14b) erkennt man eine Uberwiegend im Niveau liegende,
unregelmaiige Gelenkoberflache («). In der Mitte ist eine bessere (*), am Rand eine
weniger gute Regeneration erfolgt (—).

Die Femurkondyle in Abb. 14c besitzt gro3tenteils eine im Niveau befindliche,
allerdings teils unebene Oberflache mit kleinen Einkerbungen (—). Das Oberflachen-
material ist heterogen und unterschiedlich dick.

Auf Abb. 14d sieht man peripher eine sehr gut abgelaufene Regeneration. Die
hochwertige Oberflache ist hier glatt und liegt auf Héhe mit dem gesunden Knorpel
(*). Zentral befindet sich ein tiefer Restdefekt (—).
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3.2 Mikroradiographien

3.2.1 Knochenflache

Die TFP-Gruppe zeigt im peripheren Bereich eine signifikant erhdhte Knochenflache
(12,5% grofRer) im Vergleich zur LFK (p < 0,05), siehe Abbildung 15. Auch die beiden
anderen Gruppen, die mit einem TruFit®-Plug therapiert wurden (TFP+PRP und
TFP+PRP+C), weisen peripher eine hthere Knochenflache als die LFK auf. Hier sind
die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Die Leerdefekte zeigten in den peripheren
Bereichen ebenfalls einen guten Heilverlauf ohne signifikanten Unterschied zur LFK.

Knochenflache [%0]
Peripher
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Abbildung 15: Knochenflache peripher;

* . signifikante Unterschiede zwischen LFK und TFP.

Im zentralen Defektbereich treffen die Beobachtungen, die im peripheren Defekt-
bereich gemacht wurden, nicht mehr zu (Abb. 16). Hier besitzt die LFK in Bezug zu
den anderen Versuchsgruppen die grof3te Knochenflache.

Eine deutlich erniedrigte Knochenflache findet sich bei der Gruppe Leer (p < 0,01).
Die Knochenflache ist bei dieser Versuchsgruppe gegentber der LFK um 18% ge-
ringer ausgebaut. Die Knochenflache der therapierten Versuchsgruppen ist zwar
tendenziell geringer als bei der LFK, allerdings sind diese Unterschiede nicht
signifikant.
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Abbildung 16: Knochenflache zentral;
* . signifikante Unterschiede zwischen LFK und Leer.

3.2.2 Trabekulare Dicke

Bei der Untersuchung der Trabekeldicke im peripheren Defektareal lie3en sich keine

Signifikanzen ermitteln (Abb. 17).
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Abbildung 17: Trabekeldicke peripher
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Betrachtet man hingegen den zentralen Bereich (Abb. 18) so ergibt sich fir die
TFP+PRP-Gruppe eine reduzierte Trabekeldicke (15% geringer) im Vergleich zu der
LFK (p < 0,01). Die TFP- und die TFP+PRP+C-Gruppen verhalten sich hingegen
ahnlich wie die Gruppe Leer und LFK.
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Abbildung 18: Trabekeldicke zentral,
* . signifikante Unterschiede zwischen LFK und TFP+PRP.

3.2.3 Anzahl trabekularer Verbindungen

Bei der Betrachtung der peripheren Trabekelverbindungen zeigen sich fur die
Gruppe Leer deutlich weniger Trabekelkreuzungen als bei der LFK (p < 0,05), siehe
Abbildung 19. Die 3 TruFit®-Plug-Versuchsgruppen (TFP, TFP+PRP und TFP+
PRP+C) besitzen hingegen allesamt erhéhte Durchschnittswerte in Bezug zur LFK.

Signifikant sind diese Unterschiede dabei nicht.
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Abbildung 19: Trabekelverbindungen peripher;
* . signifikante Unterschiede zwischen LFK und Leer; [N./mmZ2] = Anzahl
Trabekelverbindungen pro Quadratmillimeter.

Die Analyse im Zentrum des Defekts (Abb. 20) zeigt fur die TFP+PRP-Gruppe eine
signifikant erhéhte Anzahl an trabekularen Verbindungen (p < 0,05). Die Summe der
Trabekelkreuzungen ist hier durchschnittlich um 23% hoher als die der Gruppe LFK.
Die Leer-Gruppe besitzt zentral tendenziell die geringste Summe an Trabekel-
kreuzungen (p > 0,05).
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Abbildung 20: Trabekelverbindungen zentral;
* . signifikante Unterschiede zwischen LFK und TFP+PRP; [N./mm?] = Anzahl
Trabekelverbindungen pro Quadratmillimeter.

3.2.4 Rekonstruktion der kndchernen Gelenkkontur

Die Untersuchung der mikroradiographischen Schnitte in Bezug auf die Rekon-
struktion der kndchernen Gelenkkontur ergab die in Tabelle 9 aufgelisteten Werte. Im
peripheren Implantatbereich erfolgte die Regeneration der kndchernen Gelenkflache
im Vergleich der verschiedenen Versuchsgruppen annédhernd gleich gut. Die kno-
cherne Gelenkkontur der TFP+PRP-Gruppe war in der Tendenz allerdings weniger
gut durchbaut. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (p > 0,05).

Im zentralen Bereich war die Rekonstruktion der Gelenkkontur bei allen Versuchs-
gruppen schlechter ausgeprégt. Die Gruppen Leer, TFP und TFP+PRP+C ergaben
ahnliche Messwerte. Bei der TFP+PRP-Gruppe hingegen war die Wiederherstellung
der kndchernen Gelenkflache tendenziell h&ufiger unvollstdndig. Insgesamt war
dieser Unterschied aber nicht signifikant. Der grof3te Unterschied zeigte sich zwi-
schen den Versuchsgruppen Leer und TFP+PRP (p = 0,11).

Betrachtet man die Regeneration in der Peripherie im Vergleich zum Zentrum
zusammenfassend, so zeigt sich bei allen Gruppen eine deutlich schlechtere

Fahigkeit die subchondrale Schicht zentral zu regenerieren.
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Tabelle 9: Rekonstruktion der knéchernen Gelenkkontur; p-Wert peri/zent = p-
Wert peripher/zentral in Bezug zur Gruppe Leer.

peripher p-Wert peri zentral p-Wert zent
Leer 11/12 - 8/12 -
TFP 12712 (0,79) 7112 (0,95)
TFP+PRP 9/12 (0,31) 3/12 (0,11)
TFP+PRP+C 12712 (0,79) 7112 (0,95)
Gesamt 44148 - 25/48 -

3.2.5 Zusammenfassung der Mikroradiographie

Zusammenfassend lassen sich mithilfe der mikroradiographischen Schnitte folgende
Aussagen zur knéchernen Regeneration machen.

Bezuglich der Knochenflache (3.2.1) besitzt die Gruppe TFP im peripheren Defekt-
bereich (Abb. 15) signifikant hthere Messwerte als die Vergleichsgruppe LFK (im
Durchschnitt um 12,5%). Im Zentrum des Defekts (Abb. 16) ist die Knochenflache der
Gruppe Leer signifikant erniedrigt (um 18%).

Bei Betrachtung der Trabekeldicke (3.2.2) ergeben sich fir die Gruppen in der
Peripherie (Abb. 17) keine grél3eren Unterschiede und somit keinerlei Signifikanzen.
Im Zentrum (Abb. 18) besitzt die Trabekeldicke der Gruppe TFP+PRP allerdings um
15% erniedrigte Messwerte.

Hinsichtlich der Anzahl an Trabekelverbindungen (3.2.3) besitzt die Gruppe Leer im
peripheren Defektareal (Abb. 19) signifikant reduzierte Messwerte. Im zentralen Areal
weist die Gruppe TFP+PRP eine signifikant erhdhte Anzahl trabekularer Verbin-
dungen auf, die im Schnitt 23% ho6her ist als in der Gruppe LFK (Abb. 20).

Die Untersuchung der kndchernen Gelenkkontur (3.2.4) zeigt, dass peripher eine
deutlich bessere Regeneration stattgefunden hat als zentral. Peripher konnten dem-
nach 92% der Gelenkflachen als regeneriert eingestuft werden, zentral nur 52%.
Wahrend sich die Versuchsgruppen Leer, TFP und TFP+PRP+C in der Rekon-
struktion der knéchernen Gelenkkontur in etwa entsprachen, zeigte die Gruppe
TFP+PRP sowohl peripher als auch zentral, ein deutlich schlechteres Regenerations-
verhalten.

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind unter 3.2.6 ausgewdahlte mikroradio-
graphische Aufnahmen von zentralen Schnitten dargestellt. Es zeigen sich hier

einige Charakteristika der einzelnen Versuchsgruppen. So sind beispielsweise bei
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der Gruppe Leer (Abb. 21a) eine geringere Anzahl Trabekel erkennbar, die letztlich
zu einer entsprechend geringen zentralen Knochenflache gefuhrt haben. Die Gruppe
TFP (Abb. 21b) weist eine gute Knochendurchbauung auf, hier allerdings mit einer
zentralen Trabekelaussparung. Abb. 21c zeigt die typischen Aufféalligkeiten der Ver-
suchsgruppe TFP+PRP, namlich eine groRe Anzahl dinner Trabekelstrukturen. Die
Aufnahme der Gruppe TFP+PRP+C (Abb. 21d) demonstriert eine gute Regeneration
der subchondralen Schicht, wobei eine grof3e Knochenzyste innerhalb der Kondyle
zu sehen ist.

Eine tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der Mikroradiographie ist im
Anhang (Tabelle 12 und 13) unter 6.1 dargestellt.

3.2.6 Mikroradiographische Aufnahmen
J Aol

Abbildung 21a-d: Zentrale mikroradiographische Aufnahmen; Referenzstrecke =
2 mm;

In Abb. 21a sieht man eine unvollstdndige kndcherne Rekonstruktion der Kondyle
eines Praparates der Versuchsgruppe Leer. Zum einen ist die kndcherne Ober-
flachenkontur kaum rekonstruiert, zum anderen finden sich auch im Zentrum wenige
Trabekelstrukturen.
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Abb. 21b zeigt ein Praparat der Gruppe TFP. Man erkennt eine weitestgehend gute
knécherne Durchbauung, aber auch eine unregelmalige Wiederherstellung der
knochernen Gelenkflache und eine zentrale Trabekelaussparung.

Bei der Versuchsgruppe TFP+PRP in Abb. 21c erkennt man eine unvollstadndige
Rekonstruktion der Gelenkflache mit medialem Restdefekt. Auffallend ist hier eine
grol3e Anzahl dinner Trabekel.

Die Gruppe TFP+PRP+C (Abb. 21d) zeigt eine gute kndcherne Rekonstruktion der
Gelenkflache. Zentral ist jedoch eine grof3e subchondrale Zyste verblieben.

3.3 Scores

Bei der Beurteilung der osteochondralen Regeneration ergaben sich weder im Score
nach Wakitani, noch im O’Driscoll-Score, signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen (siehe Abbildung 22 und 23). Dabei konnte die Gruppe
TFP+PRP+C in beiden Scores tendenziell héhere Punktzahlen erzielen. Die Gruppen
TFP und TFP+PRP erreichten jeweils die geringste Punktzahl. Auch bei der
Streuung der erzielten Messwerte sind die Ergebnisse der beiden Scores
deckungsgleich. Hier besitzt die Versuchsgruppe Leer die grof3te, und die Gruppe
TFP+PRP+C die kleinste Standardabweichung.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Scores findet sich in Tabelle 14 unter
6.2. Die erreichten Punkte in den einzelnen Bewertungskriterien der Scores sind in
Tabelle 15 und 16 unter 6.3 aufgefihrt.
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3.3.1 Wakitani-Score
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Abbildung 22: Punktzahlen Wakitani-Score

Tabelle 10: Punktzahlen der Kniegelenke im Wakitani-Score; Mittelw. =
Mittelwert; Std.abw. = Standardabweichung; p-Wert = p-Wert in Bezug zur Gruppe
Leer.

Kniegelenk 1 2 3 4 5 6 | Mittelw. | Std.abw. | p-Wert
Leer 8 19 | 17 | 14 | 12 | 13 13,8 3,9 -
TFP 13 | 16 | 13 | 13 7 15 12,8 3,1 0,88

TFP+PRP 15 | 14 | 13 | 10 | 13 8 12,2 2,6 0,64
TFP+PRP+C 16 | 15 | 14 | 16 | 12 | 13 14,3 1,6 0,98
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3.3.2 O’Driscoll-Score
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Abbildung 23: Punktzahlen O’Driscoll-Score

Tabelle 11: Punktzahlen der Kniegelenke im O’Driscoll-Score; Mittelw. =
Mittelwert; Std.abw. = Standardabweichung; p-Wert = p-Wert in Bezug zur Gruppe
Leer.

Kniegelenk 1 2 3 4 5 6 | Mittelw. | Std.abw. | p-Wert
Leer 8 22 | 21| 16 | 11 | 14 15,3 5,5 -
TFP 14 | 15 | 16 | 14 8 16 13,8 3,0 0,85

TFP+PRP 17 | 17 | 14 | 13 | 14 7 13,7 3,7 0,81

TFP+PRP+C 18 | 17 | 20 | 18 | 11 | 17 16,8 3,0 0,85

3.4 Fluoreszenzmarkierung

Dargestellt sind die digitalisierten Aufnahmen der fluoreszenzmarkierten Praparate
mit einer anschlieRenden Beschreibung (siehe 3.4.1 — 3.4.4). Fiur jede Versuchs-
gruppe wurde exemplarisch ein zentraler Schnitt von 4 verschiedenen Kniegelenken
ausgewahilt.

Insgesamt haben die Kaninchen die Fluoreszenzfarbstoffe gut aufgenommen und in
den Knochen integriert. In der Regel sind diese Farbstoffe gut voneinander zu

unterscheiden, auch wenn sie sich haufig miteinander vermischen. Die praktische
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Durchfihrung der Fluoreszenzmarkierung war somit erfolgreich. Zusammengefasst
kénnen daher folgende Aussagen zur zeitlichen Abfolge der Knochenregeneration
gemacht werden:

Die proximal gelegenen Trabekelstrukturen sind tendenziell am ehesten entstanden,
etwa in den ersten 5 Monaten des Tierversuchs. Ebenso die Trabekel lateral und
medial (siehe beispielsweise Abb. 24c). Sie sind ebenfalls Gberwiegend in den ersten
5 Monaten der Versuchsdauer gebildet worden und somit unmarkiert. Dennoch
besitzen sie auf ihrer Oberflache fast allesamt Fluoreszenzfarbstoffe, als Zeichen
dass die Knochenstrukturen im zweiten Halbjahr einem weiteren Umbau unterlagen.
Bei den lateralen und medialen Anteilen der subchondralen Schicht verhalt es sich
ahnlich (Abb. 26d). Sie sind zumeist frih entstanden (Uberwiegend im 1. Halbjahr)
und nur sehr gering markiert worden. Diese geringe Markierung weist, wie bei den
oberflachig gefarbten Trabekelstrukturen, auf spatere Umbauvorgénge hin. Das Zen-
trum des ehemaligen Defekts beziehungsweise des Implantats sowie die distalen
Anteile der subchondralen Schicht sind insgesamt zeitlich am jungsten. Diese Be-
reiche haben als ersten Farbstoff meist Calcein-Griin aufgenommen und sind somit
frihestens kurz vor dem 7. Monat entstanden (siehe Abb. 27a). Der Farbstoff
Xylenol-Orange als Zeichen einer noch friheren Regeneration der zentralen Areale
ist selten erkennbar (zum Beispiel auf Abb. 24c und 25c). Allerdings konnte dieser
orange wirkende Farbeffekt auch aus einer Durchmischung der Farbstoffe Tetra-
cyclin und Alizarin-Komplexon entstanden sein. Haufig hat in den zentralen und
distalen Bereichen der Knochenaufbau bis zum Ende der Versuchsdauer statt-
gefunden, erkennbar an dem gelben Farbstoff Tetracyclin (siehe Abb. 24d, 26a+b).
Vorwiegend sind diese Areale selten einfarbig, sondern weisen verschiedene Fluo-
reszenzmarkierungen auf als Zeichen zahlreicher Umbauvorgéange des Knochens im
Anschluss an die urspriingliche Entstehung.

Bei einigen Praparaten lasst sich gut nachvollziehen, wie die Regeneration zeitlich
konstant von proximal, medial und lateral nach zentral und distal stattgefunden hat,
erkennbar an der Bandenfarbung grin, rot und gelb (siehe Abb. 26a+b). Diese
konstante bzw. zeitlich kontinuierliche Regeneration hat aber keinen erkennbar
positiven Einfluss auf die allgemeine Knochendurchbauung.

Unterschiede in der zeitlichen Abfolge der Knochenneubildung zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen waren nicht erkennbar. Jede Versuchsgruppe
enthdlt etwa in gleichem MalRe Praparate mit fruher und spater Knochen-
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regeneration. Auch lasst sich keine allgemein gultige Aussage dariber treffen, ob
eine frihere Regeneration fir die allgemeine Knochendurchbauung von Vorteil ist.
Es gibt jedoch Tendenzen, die zeigen, dass eine im Randbereich des Implantats
frihe Knochenneubildung zu einer guten Heilung des zentralen Implantatgebietes
und dessen Oberflache fuhrt. Als Beispiel hierfur dienen Abb. 24c, 25b, 26d und 27a.
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3.4.1 Versuchsgruppe: Leerdefekt

Abbildung 24a-d: Fluoreszenzmarkierung Gruppe Leer; Referenzstrecke = 1 mm);
die GrolRe der Aufnahmen entspricht jeweils 4,0 x 4,4 mm, also in etwa der
Defektgro3e; D = distal; L = lateral; M = medial; P = proximal;

In Abb. 24a sieht man eine maRige kndcherne Regeneration mit einer im Niveau
herabgesetzten subchondralen Knochenschicht. In dieser ist eine kleine Licke er-
kennbar (—). Weiter proximal liegt eine groRe Zyste (*). An der Gelenkoberflache
befindet sich eine relativ dicke Gewebeschicht (O). Der gréf3te Anteil an Knochen ist
im ersten halben Jahr entstanden und daher unmarkiert. Im zweiten Halbjahr fand
vor allem Umbau an der Trabekel- und Gelenkoberflache statt («).

Beim Gelenk in Abb. 24b erkennt man insgesamt eine gute Knochendurchbauung
mit stark durchbauter subchondraler Schicht, die fast vollstandig im zweiten Halbjahr
der Versuchsdauer entstanden ist (*). Proximal befinden sich eher méaRig ausge-
pragte Trabekel. Zwischen diesen befinden sich kleinere Zysten (O).
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Das Gelenk in Abb. 24c zeigt eine sehr gute Knochenregeneration mit ebenfalls sehr
gut ausgepragter subchondraler Knochenschicht, die in der zweiten Halfte des Ex-
periments entstanden ist (*). Proximal finden sich zahlreiche zeitlich eher entstan-
dene Trabekelstrukturen (—).

Das nachste Praparat (Abb. 24d) besitzt eine relativ spat entstandene und ver-
gleichsweise diinne subchondrale Knochenschicht (*). Weiter proximal gibt es relativ
wenige Trabekel mit geringer Anzahl von Trabekelverbindungen (—).
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3.4.2 Versuchsgruppe: TruFit®-Plug

Abbildung 25a-d: Fluoreszenzmarkierung Gruppe TFP; Referenzstrecke = 1 mm;
die GrolRe der Aufnahmen entspricht jeweils 4,0 x 4,4 mm, also in etwa der
Defektgro3e; D = distal; L = lateral; M = medial; P = proximal;

Die erste Aufnahme (Abb. 25a) zeigt eine maldige knécherne Durchbauung mit
einem grofRen Knochenkern, der die Gelenkflache bildet (*). Der distale Anteil des
Knochenkerns wurde zeitlich friher gebildet als der proximale Anteil. Dieser ist
medial bindegewebig (0) und lateral teilweise knéchern mit den weiter oben lie-
genden Knochenstrukturen verbunden («).

Im folgenden Praparat (Abb. 25b) hat insgesamt eine sehr gute Knochenregene-
ration stattgefunden. Es ist eine dicke subchondrale Schicht vorhanden (*), proximal
befinden sich viele untereinander verbundene Trabekel (—). Lediglich eine kleine
Zyste unterbricht die Trabekelstrukturen (O). Die Farbverteilung in diesem Praparat
ist homogen.
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Auch beim Gelenk in Abb. 25c sieht man eine gute Knochendurchbauung mit gut
ausgebauter subchondraler Schicht (*). Proximal gibt es aufgrund einer Zyste eher
weniger Trabekel (O). Eine besondere zeitliche Abfolge der Knochenbildung ist nicht
zu erkennen.

In Abb. 25d erkennt man eine schlechte Knochenregeneration mit zahlreichen
Knocheninseln (A). Diese sind bindegewebig miteinander verbunden (O). Eine ein-
heitliche subchondrale Knochenschicht ist nicht vorhanden, lediglich der mediale
Knochenkern bildet eine solche Schicht aus (*). Medial entstand am Versuchende
eine Knochenbricke zwischen der Knocheninsel und dem angrenzenden Knochen
(—), erkennbar an der Bandenfarbung rot und gelb.
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3.4.3 Versuchsgruppe: TruFit®-Plug + PRP

Abbildung 26a-d: Fluoreszenzmarkierung Gruppe TFP+PRP; Referenzstrecke =
1 mm; die GroRe der Aufnahmen entspricht jeweils 4,0 x 4,4 mm, also in etwa der
Defektgrol3e; D = distal; L = lateral; M = medial; P = proximal,

Auf Abb. 26a sieht man insgesamt eine sehr gute Knochenregeneration mit durch-
gangiger subchondraler Schicht (*). Bei diesem Gelenk ist eine konzentrische Farb-
aufteilung zu erkennen: Grin groRtenteils medial, lateral und proximal (O); zum
Zentrum hin zunehmend Rot (A); distal vor allem Gelb. Dies entspricht einer kon-
stanten Knochenbildung von auf3en nach innen. Ein Grof3teil der subchondralen
Schicht ist erst kurzlich entstandenen und befindet sich weiter im Aufbau, erkennbar
an der gelben Farbung (*). Auffallend sind die zahlreichen kleinen Trabekel, beson-
ders im Zentrum des ehemaligen Defekts (—).

Bei dem nachsten Kniegelenk (Abb. 26b) fiel die Knochendurchbauung eher mafig
aus, mit einem groReren Defekt in der subchondralen Knochenschicht (*). Wie im
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Praparat zuvor ist hier ein Farbmuster erkennbar: Aul3enbereiche vornehmlich grin
gefarbt (O); zum Zentrum und zur Gelenkoberflache zunehmend Rot (A); distal vor
allem Gelb. Der Knochen an den Randern des Defektspaltes wurde erst kirzlich
gebildet (—). Auch in diesem Gelenk dominieren zahlreiche kleinere Trabekel.

Abb. 26¢c zeigt ein Gelenk mit schlechter Knochenheilung und einer grof3en Unter-
brechung der subchondralen Schicht (*). Die gelb gefarbte Knochenoberflache im
Defektspalt deutet auf stattfindenden Knochenaufbau hin (—).

In der folgenden Aufnahme (Abb. 26d) sieht man eine gute Regeneration der
Trabekelstruktur (0). In der ansonsten gut ausgepragten subchondralen Schicht
befindet sich ein oberflachlicher Restdefekt (*). Der zentrale Defektbereich ist auf-
fallend grun gefarbt und wurde somit in der zweiten Halfte des Jahres gebildet (A).
Die peripheren Bereiche sind zeitlich friiher entstanden (—).
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3.4.4 Versuchsgruppe: TruFit®-Plug + PRP + Zellen

Abbildung 27a-d: Fluoreszenzmarkierung Gruppe TFP+PRP+C; Referenzstrecke
= 1 mm; die GroéRRe der Aufnahmen entspricht jeweils 4,0 x 4,4mm, also in etwa der
Defektgrol3e; D = distal; L = lateral; M = medial; P = proximal,

Auf Abb. 27a ist eine gut ausgepragte Knochenstruktur mit dicker subchondraler
Schicht (*) und zahlreichen Trabekeln (O) zu sehen. Das einstige Implantatzentrum
ist zeitlich am jungsten, erkennbar an der gelben Farbung (A). Es ist eine konzen-
trische Farbanordnung von auf3en nach innen vorhanden.

Im nachsten Bild (Abb. 27b) hat zum Groliteil eine gute Knochenregeneration
stattgefunden. Das Gelenk besitzt eine breite subchondrale Knochenschicht (*) und
eine sehr groRe Gelenkzyste (O). Aus diesem Grund sind proximal kaum Trabekel
vorhanden. Der zeitliche Ablauf der Knochenheilung verlief hier ohne Besonder-
heiten.
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In der folgenden Aufnahme (Abb. 27c) erkennt man eine gut stattgefundene Kno-
chenheilung mit einer relativ friilh entstandenen subchondralen Knochenschicht (*)
und gut ausgebildeten Trabekeln (—). Lediglich eine kleinere Zyste unterbricht die
Trabekelstrukturen (O).

Das letzte Praparat (Abb. 27d) stammt von einem Gelenk mit maRiger Knochen-
durchbauung und einer gréReren Gelenkzyste (A). Die subchondrale Schicht ist
medial frih entstanden (*), wohingegen die lateralen Anteile erst spater gebildet
wurden (0). Eine Lucke unterbricht die knécherne Gelenkkontinuitat (7).
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4. Diskussion

4.1 Methodik
4.1.1 Tiermodell

Fur die vorliegende Studie wurden 12 erwachsene Kaninchen (24 Kniegelenke)
verwendet. Das Kaninchen hat sich unter Beriicksichtigung des Tierschutzes als
Versuchstier bewahrt und ist bei Untersuchungen von Knorpeldefekten am Khnie-
gelenk ein sehr haufig verwendetes Tier (Gomar-Sancho und Gastaldi Orquin 1987,
Im et al. 2001; Mdller et al. 2006; Yan und Yu 2007), wobei die Grinde hierfir viel-
faltig sind.

Die einfache Handhabung der Tiere ist ein bestimmender Gesichtspunkt fur die
Wabhl. Speziell die einfache Moglichkeit, den Tieren ausreichend Bewegungsfreiraum
bereitzustellen, pradestiniert sie fur Untersuchungen am Bewegungsapparat.

Die Beschrankung auf adulte Tiere liegt in der Tatsache begriindet, dass im Wachs-
tum befindliche Kaninchen eine hthere Heilungstendenz aufweisen und somit die
Ergebnisse der untersuchten Knochen- sowie Knorpelregeneration verféalschen
kénnten (Wei et al. 1997).

Die Versuchsdauer von 12 Monaten wurde gewahlt, da aus tierexperimentellen
Studien bei der Zelltherapie von Knorpeldefekten bekannt ist, dass besonders in den
ersten 6 Monaten ein zunehmender Umbau von zunachst entstehender faserartiger
Matrix zu hyalinem Knorpel stattfindet (Breinan et al. 2001). Folglich kann davon
ausgegangen werden, dass nach 12 Monaten das Knorpelregenerat keinem rele-
vantem Umbauprozess mehr unterliegt.

Fiur dieses Experiment wurde ein vollschichtiger Knorpel-Knochendefekt, also ein
Defekt mit vollstandiger Zerstdérung des Knorpels und der darunter liegenden Kno-
chenschicht, gewéhlt. Solche osteochondralen Defekte gehen in Gegensatz zu
Defekten mit intakter subchondraler Schicht mit anderen Eigenschaften und
Therapieoptionen einher (siehe hierzu 1.5). Zudem wurde mit einem Defekt-
durchmesser von 4,5 mm, bezogen auf die mediale Femurkondyle eines Kaninchens,
ein sogenannter critical-size-defect gesetzt, welcher nur mit einer geringen spon-
tanen Heilungstendenz einhergeht (Yan und Yu 2007). In einigen anderen Unter-
suchungen mit adulten Kaninchen zeigten auch kleinere Defekte mit einem
Durchmesser von 3 mm lediglich schlechte Spontanheilungstendenzen (Messner und
Gillquist 1993; Wei et al. 1997).
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Die Ergebnisse dieses Tiermodells am Kaninchen kénnen Hinweise fur die Therapie
von Knorpel-Knochendefekten liefern. Sie sind allerdings wie alle Tierversuche mit
Einschrankungen zu bewerten, da keine direkte Ubertragung der Ergebnisse auf den

Menschen mdglich ist.

4.1.2 Implantat

TruFit®-Implantate wurden im Herbst 2006 in Deutschland eingefuhrt. Die urspring-
liche Indikation bestand in der Fullung von Defekten, die bei der Transplantation von
osteochondralen Zylindern entstehen, wie von Barber und Chow beschrieben
(Barber und Chow 2006). Demnach koénnte die Entnahmemorbiditat nach Trans-
plantation von autologen osteochondralen Zylindern reduziert werden (Bedi et al.
2010; Vol3 2010).

Mittlerweile sind TruFit®-Plugs auch fir kleine chondrale oder osteochondrale De-
fekte indiziert (Filardo et al. 2013). Ein Vorteil der TruFit®-Plugs ergibt sich in der
Maglichkeit, sie flr eine single-step-basierte Knorpelzelltherapie zu nutzen (Filardo et
al. 2013). AuRerdem konnten in vitro-Ergebnisse zeigen, dass eine Matrix, die aus
einem Gemisch von PLA und PGA und zusatzlichen PGA-Fasern besteht,
mechanisch optimal flir den Gebrauch als Knorpelersatzmaterial dienen kann (Slivka
et al. 2001). Allerdings werden die Therapieergebnisse dieser scaffolds kontrovers
diskutiert. Seit Mitte des Jahres 2014 werden TruFit®-Implantate nicht mehr von der
Smith&Nephew GmbH Deutschland vertrieben.

Dhollander et al. postulierten, dass eine reine TruFit®-Therapie ohne weitere
Begleittherapie kurzfristig nur einen fraglichen Nutzen mit sich bringt (Dhollander et
al. 2012). In ihrer Pilotstudie mit 20 Patienten, deren fokale Knorpelsch&den des
Kniegelenks mit TruFit®-Plugs therapiert wurden, konnten sie nach einem
Beobachtungszeitraum von 12 Monaten klinisch kaum eine Verbesserung der
Symptome feststellen. Als mdglichen Grund nennen sie eine limitierte postoperative
Rehabilitation. Des Weiteren beschreiben sie, dass sich die Plugs auch nach 12
Monaten noch im Umbau befanden und somit gegebenenfalls die Regeneration noch
nicht abgeschlossen war.

Joshi et al. empfehlen in ihrer Arbeit keine Therapie mit TruFit®-Plugs flr osteo-
chondrale Defekte der Patella (Joshi et al. 2012). Bei ihren Untersuchungen an 10
Patienten Uber 24 Monate konnten sie eine klinische Verbesserung der Symptome

nach 6 Monaten beobachten. Dabei verzeichneten sie eine Verschlechterung nach

-62 -



18 Monaten klinischem follow-up. Als Grund nennen sie einen Mangel an sub-
chondraler Knochenbildung. Eine mégliche Ursache hierfir konnten die biologischen
Bedingungen der Patella sein, die anders als im Fall der Femurkondylen ein
geringeres Einstromen von Stammzellen in das Implantat gewdahrleisten. Anderer-
seits zeigen alle derzeit zur Verfugung stehenden Verfahren zur Knorpel-
regeneration der Patella ein relativ haufiges Versagen der operativen Therapie
(Noyes und Barber-Westin 2013). Dieser Umstand liegt mutmallich in der ex-
ponierten Beschaffenheit des patellofemoralen Gelenks mit erheblichen Druck- und
Scherkréaften begrindet und wird oftmals durch die knécherne Fehlentwicklung der
Trochlea (Trochleadysplasie) verstarkt (Jungmann et al. 2013).

Williams und Niederauer beschreiben in ihrer Fallstudie eine erfolgreiche Therapie
mittels TruFit®-Implantat (Williams und Niederauer 2007). 18 Monate nachdem der
fokale Knorpelschaden der Trochlea mit einem Plug therapiert worden war, war der
Patient asymptomatisch und konnte wieder aktiv Sport betreiben. Weitere Unter-
suchungen von Williams an Schafen zeigten ebenfalls eine erfolgreiche Therapie. So
lieferte die Auffillung osteochondraler Defekte mittels TruFit®-Plug nach 12 Monaten
gute Ergebnisse mit hyalindhnlicher Knorpelbildung und Verbindung zum sub-
chondralen Knochen. Auch ihre ersten klinischen Ergebnisse an Patienten seien
erfolgreich (Williams und Gamradt 2008). Vundelinckx et al. beschreiben in ihrer
Fallstudie ebenso eine erfolgreiche Therapie. Sie fillten einen osteochondralen
Defekt am Femurkopf eines 34-jahrigen Patienten mit einem TruFit®-Plug auf und
konnten nach 12 Monaten klinisch und mittels MRT eine Verbesserung feststellen
(Vundelinckx et al. 2012).

Eine weitere Frage ergibt sich aus dem Mangel an Langzeitergebnissen (Filardo et
al. 2013). Carmont et al. raten in einem Fallbericht zur Geduld bei der Therapie mit
TruFit®-Plugs. Ein moglicher Langzeiteffekt der Implantate sollte abgewartet und
nicht zu frih ein unwiderrufbarer Verfahrenswechsel wie die Transplantation von
osteochondralen Zylindern durchgefiihrt werden (Carmont et al. 2009). Ahnliche
Ansichten vertreten auch Bedi et al., die mittels MRT-Untersuchungen an 26
Patienten Uber einen Zeitraum von durchschnittlich 21 Monaten eine Verbesserung
der Defektfillung und der Knorpelqualitat nach 16 Monaten feststellen konnten (Bedi
et al. 2010).
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4.1.3 PRP

Wie unter 1.6.3 beschrieben, enthalt PRP zahlreiche Wachstumsfaktoren mit ver-
schiedenen Wirkungen. Der Einfluss des PRP auf die Knorpel- und Knochen-
regeneration sollte daher auch differenziert betrachtet werden.

Die verschiedenen Effekte einzelner Wachstumsfaktoren auf regenerierendes
Knorpelgewebe wurden bereits mehrfach untersucht. Fortier et al. fassen in ihrem
Review die einzelnen Effekte der Faktoren zusammen (Fortier et al. 2011). Drengk et
al. zeigten in einem in vitro-Experiment dass PRP zur Proliferation von mesen-
chymalen Stammzellen und Chondrozyten fiihren kann (Drengk et al. 2009). Bei den
Untersuchungen von Sun et al. konnte ebenfalls ein positiver Effekt des PRP im
Tiermodell festgestellt werden (Sun et al. 2010). In dem Experiment wurden osteo-
chondrale Defekte im femoropatellaren Gleitlager von Kaninchen mit PLGA auf-
geflllt, wobei in einer Versuchsgruppe PRP hinzugefigt worden war. Die
Knorpelqualitat wurde nach 4 und 12 Wochen mittels des O’Driscoll-Scores bewertet.
Sowohl nach 4 als auch nach 12 Wochen, erhielt die Gruppe PLGA+PRP signifikant
mehr Punkte als die Gruppe PLGA. Auch am Menschen gibt es Hinweise fir einen
positiven Einfluss des PRP auf die Knorpelregeneration. Filardo et al. verabreichten
90 Patienten mit degenerativen Knorpelschaden drei Mal PRP (zu Versuchsbeginn,
nach 3 Wochen und nach 6 Wochen) per intraartikularer Knieinjektion und
beobachteten den klinischen Effekt der Therapie Uber einen Zeitraum von 24
Monaten. So bewirke das PRP nach 12 Monaten eine klinische Verbesserung in
Hinsicht auf Schmerzen und die Kniefunktion (Filardo et al. 2011b). Auch Dhollander
et al. konnten in ihrer Untersuchung einen positiven Langzeiteffekt des PRP
feststellen (Dhollander et al. 2011). Sie therapierten 5 Patienten mit osteochondralen
Defekten der Patella mit einer Kollagenmatrix und dem Zusatz von PRP. Wahrend
des Beobachtungszeitraumes von 24 Monaten kam es zu einer klinischen Ver-
besserung der Beschwerden. Der mittels MRT-Untersuchungen durchgefiihrte
MOCART-Score zeigte hingegen keine Verbesserungen.

Betrachtet man den Effekt des PRP auf die Regeneration von Knochen, so finden
sich in der Literatur verschiedene Einsatzgebiete. Gruber et al. erforschten den in
vitro-Einfluss von PRP auf Osteoblasten und fanden heraus, dass PRP die mitogene
Aktivitdt von Osteoblasten stimuliert und demzufolge zur Regeneration von mine-

ralisiertem Gewebe beitragen kann (Gruber et al. 2002).
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Ein weiteres Einsatzgebiet in vivo ist die Zugabe von PRP nach autogener Knochen-
transplantation. Marx et al. beschrieben einen positiven Effekt von TGF-$ und PDGF,
indem sie die Rate an Knochenneubildung, und somit die Quantitat des Knochens
nach autogener Knochentransplantation beim Menschen erhdht (Marx. et al. 1998).
Ahnliche Beobachtungen konnten Fennies et al. im Tierversuch machen. Demnach
fuhrt eine Zugabe von PRP nach autogener Knochentransplantation im Unterkiefer
von Schafen zu einer besseren Knochenheilung (Fennies et al. 2004). Die Gruppen
die mit PRP behandelt wurden zeigten mikroskopisch jedoch ein héaufigeres Vor-
kommen von Osteoklasten. Diese Erkenntnis deckt sich auch mit den Aussagen von
Hock und Canalis, wobei PDGF neben Osteoblasten auch Osteoklasten stimuliert
(Hock und Canalis 1994). Wiltfang et al. untersuchten die Regenerationsfahigkeit
autogenen Knochens an der Stirn von Schweinen und beschrieben ebenfalls eine
erhohte Reossifikationsrate bei Zugabe von PRP (Wiltfang et al. 2004).

Ein weiteres Einsatzgebiet von PRP ist die Zugabe bei Knochendefektfillungen mit
Knochenersatzmaterialien. So untersuchten Kasten et al. im Kaninchenmodell die
Heilung von critical-size-Defekten des Radius. Dabei fuhrte der Zusatz von PRP im
Gegensatz zu keramischen Implantaten ohne PRP zu einer histologisch und mittels
Mikrocomputertomographie ermittelten signifikant besseren Knochenbildung (Kasten
et al. 2008). Auch Sun et al. zeigten in ihrem Kaninchenmodell neben den oben
geschilderten Einflissen auf die Knorpelregeneration, dass auch die Knochenheilung
positiv beeinflusst wird. So bewirkte PRP ein Einwachsen neuen Knochens in den
Defekt und eine Verstarkung der subchondralen Knochenschicht (Sun et al. 2010).
Diese Beobachtungen konnten von Malthotra et al. bestétigt werden. In ihrem Review
empfehlen sie den Zusatz von PRP zu einem synthetischen Knochenersatzmaterial
fur die Knochenheilung. Die alleinige Gabe von PRP ohne weitere Therapie wird hier
nicht empfohlen (Malthotra et al. 2013). Auch die Daten der eigenen Studie belegen
einen langfristigen Effekt des PRP auf die subchondrale Knochenregeneration, die

sich durch eine erhdhte Anzahl dinner Knochentrabekel auszeichnete.

Der Einsatz von PRP ist allerdings limitiert und bringt nicht nur positive Effekte mit
sich. In Bezug auf die Knorpelregeneration beschrieben Drengk et al., dass es neben
einer Proliferation von Chondrozyten durch TGF-B und PDGF zu einem negativen
Einfluss auf die Kollagen-II mRNA-Expression der Chondrozyten kommt. Ursache
hierfur sei die hohe Proliferationsrate der Zellen, die eine Differenzierung der Zellen
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behindere (Drengk et al. 2009). Demzufolge kdnnte eine verminderte Synthese von
Kollagen-II der Bildung von hyalinem Knorpelgewebe im Wege stehen.

Serra et al. konnten in ihrem Kaninchenmodell, bei dem sie Knorpeldefekte (5 mm
Durchmesser; 4 mm Tiefe) in der medialen Femurkondyle mit PRP oder einer Salz-
I6sung therapierten, nach 19 Wochen keinen Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen feststellen. In beiden Gruppen bildete sich fibroser Knorpel (Serra
et al. 2012).

Hinsichtlich der Knochenheilung fuhrt PDGF neben der von Hock und Canalis
beschriebenen Osteoklastenaktivierung auch zu einer Inhibierung von IGF, einem
wichtigen Wachstumsfaktor bei der Knochenregenerierung (Hock und Canalis 1994).
Vor allem der Einsatz nach autogener Knochentransplantation bleibt umstritten
(Malthotra et al. 2013). Mehrere Untersuchungen im Tiermodell zeigten hier keinen
positiven Effekt auf die Knochenheilung (Aghallo et al. 2002; Mooren et al. 2007;
Mooren et al. 2010). Weitere Limitierungen fur den Gebrauch von PRP sind laut
Foster et al. die zurzeit unbekannte Applikationskonzentration. Eine Uberdosierung
fuhre unter anderem zur Zellproliferation und behindere folglich eine Differenzierung
von Zellen, die sich in der richtigen Zelllinie befinden. Eine weitere Einschréankung
liegt in der uneinheitichen Gewinnung von PRP. So fihren verschiedene
Herstellungsformen zu unterschiedlichen Mengen an Blutplattchen und Wachs-
tumsfaktoren. Aus diesem Grund lassen sich Ergebnisse von unterschiedlichen
Experimenten nur schwer miteinander vergleichen. Des Weiteren konnte die Gabe

von Wachstumsfaktoren kanzerogene Prozesse férdern (Foster et al. 2009).

4.1.4 Einzeitige Knorpeltransplantation

Fur die urspringliche zweizeitige Knorpeltransplantation konnte die Entstehung von
hyalinem Knorpelgewebe bereits erreicht werden (Brittberg et al. 1996). Auch in
Hinblick auf Langzeitergebnisse scheint die ACI ein erfolgreiches Therapieverfahren
zu sein (Peterson et al. 2010). Um die fir eine ACI erforderliche Zellkultivierung zu

umgehen, finden sich in der Literatur verschiede Lésungsanséatze.

Ein Ansatz besteht in der Verwendung von autologen Knorpelfragmenten. Bereits
2006 konnten Lu et al. zeigen, dass mechanisch zerkleinerter Knorpel in einem
single-step-Verfahren als Quelle fiir eine zellbasierte Knorpeltherapie dienen kann.

Diese Verfahrensweise fiihrte im Schafmodell zu hyalinartigem Knorpelgewebe (Lu
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et al. 2006). Demnach ware eine ex vivo-Zellkultivierung nicht notig. Weitere
Untersuchungen mit Knorpelfragmenten fuhrten Frisbie et al. an Pferden durch. Sie
verglichen die normale ACI mit einer Therapie, bestehend aus autologen Knorpel-
fragmenten, einem scaffold aus Polydioxanone und einer Deckschicht Fibrinkleber.
Solch eine Therapie wird auch als cartilage autograft implantation system (CAIS)
bezeichnet. Die Ergebnisse der Knorpelqualitdit nach 12 Monaten ergaben nur
geringe Unterschiede der beiden Versuchsgruppen (Frisbie et al. 2009). Marmotti et
al. verwendeten in ihrem Kaninchenmodell eine Kombination aus autologen Knorpel-
fragmenten, einem scaffold aus Hyaluronsdure und einer Schicht aus menschlichem
Fibrinkleber mit PRP. Sie therapierten hiermit osteochondrale Defekte (Durchmesser
4,5 mm; Tiefe 4,0 mm) in der Trochlea des Kniegelenks. Nach 3 Monaten zeigte die
Leerdefektversuchsgruppe im O’Driscoll-Score die besten Werte. Nach 6 Monaten
waren die Ergebnisse der Versuchsgruppen mit scaffold und Knorpelfragmenten
jedoch am besten und zeigten hyalindhnlichen Knorpel. Die Ergebnisse waren im
Vergleich signifikant besser als die Ergebnisse der Versuchsgruppen, die ohne den
Zusatz von autologen Knorpel behandelt wurden (Marmotti et al. 2012). Eine erfolg-
reiche CAIS-Therapie am Menschen wurde von Cole et al. beschrieben. Sie behan-
delten 29 Patienten mit fokalen Knorpelschaden (Defektdurchmesser etwa 3 cm?;
ICRS-Stadium 3A-4A) der Trochlea beziehungsweise Femurkondyle. Dabei kom-
binierten sie einen scaffold aus Polycaprolacton oder Polyglykolsdure mit der
Beigabe von Knorpelfragmenten. Die klinischen Ergebnisse dieses Verfahrens an-
hand von Scores sind vielversprechend und im Vergleich der Mikrofrakturierung
Uberlegen (Cole et al. 2011).

Ein anderer Ansatz liegt in der Verwendung von Knochenmarkkonzentrat. Solch ein
Ansatz fuhrte in Untersuchungen am Menschen ebenfalls zu vielversprechenden
Ergebnissen. Buda et al. therapierten 20 Patienten mit osteochondralen Defekten der
Femurkondylen per arthroskopischer Defektdeckung mit einer Membran aus
Hyaluronsaure als scaffold und einem Knochenmarkkonzentrat mit PRP. Das
Knochenmarkkonzentrat wurde im selben Eingriff aus einer Beckenkammbiopsie
gewonnen und anschlielend aufgereinigt und zentrifugiert, um den Anteil an
Stammzellen zu erhéhen. Follow-up-Untersuchungen nach 24 Monaten ergaben eine
signifikante klinische Verbesserung und die durchgefuhrten MRT-Untersuchungen
deuteten auf ein gutes Knochen- sowie Knorpelwachstum hin. Histologische Kontroll-

biopsien zeigten regeneriertes Knorpelgewebe in einer fortgeschrittenen Umbau-
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phase und ein immunhistochemisches Vorkommen von Proteoglykanen und
Kollagen-Il (Buda et al. 2010). Auch Giannini et al. konnten bei 48 Patienten in einer
single-step-Prozedur mit einer Kombination aus einem scaffold und Knochenmark-
konzentrat fokale osteochondrale Defekte im Talus erfolgreich therapieren. Follow-
up-Untersuchungen nach 24 Monaten zeigten eine klinische Verbesserung und ein
histologisches Vorhandensein von hyalinartigem Knorpelgewebe (Giannini et al.
2009).

Ein weiterer Loésungsansatz, um eine Zellkultivierung zu vermeiden, ist die Nutzung
eines Verfahrens zur Schnellisolierung von Chondrozyten. Ein solches Verfahren
verwendeten Jiang et al. in ihren Untersuchungen an Schweinen. Osteochondrale
Defekte der Femurkondyle wurden mit einer TruFit®-ahnlichen biphasischen Matrix
aufgefllt und mit einer im selben Eingriff durchgefiihrten ACI kombiniert. Dazu wurde
zuerst Knorpel von der spateren Defektregion abgetragen, anschlieBend mechanisch
zerkleinert und dann enzymatisch mit Kollagenase und Hyaluronidase gespalten. Die
auf diese Weise isolierten Chondrozyten wurden dann in die Knorpelphase des
zylindrischen Implantates injiziert. Die Safranin-O-Farbung und Immunhistochemie
fur Kollagen-Il zeigte nach 6 Monaten das Vorhandensein von hyalinem Knorpel. Die
Kontrollgruppe, die nur mit einem Implantat therapiert worden war, zeigte hingegen
nur fibrésen Knorpel (Jiang et al. 2007). Ein &hnliches Experiment fuhrten einige
Jahre spater Chiang et al. erneut an Schweinen durch. Der von der
Gelenkoberflache gewonnene Knorpel wurde zuerst pulverisiert und danach
enzymatisch gespalten, um die Chondrozyten aus dem Knorpelverbund zu l6sen. Je
nach Versuchsgruppe wurden diese Zellen kultiviert oder direkt auf einen
biphasischen scaffold aus PLGA und Tricalciumphosphat aufgetragen. Die
molekularbiologischen und histochemischen Untersuchungen nach 6 Monaten
ergaben das Vorhandensein von hyalinem Knorpel in beiden Versuchsgruppen. Sie
zeigten damit, dass eine Zellkultivierung zu keinen entscheidenden Vorteilen
beziglich der Knorpelqualitat fihrt und somit eine ACI auch in einem Schritt méglich
ist (Chiang et al. 2010).

Da unsere Abteilung bereits Erfahrung in der Schnellisolierung von Chondrozyten
besitzt (Drengk et al. 2009), wahlten wir fir unser Vorhaben ebenfalls diesen Ansatz

fur eine single-step-basierte Zelltherapie.
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4.2 Analyse der Ergebnisse
4.2.1 Ergebnisse der Makroskopie

Aufgrund der sehr stark variierenden Regeneration sowohl innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen als auch innerhalb der einzelnen Kniegelenke, ist eine differen-
zierte makroskopische Bewertung hinsichtlich der Knorpel- und Knochenregeneration
zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen schwierig. Dieses Phdnomen der
oOrtlich heterogenen Regeneration konnte in histomorphometrischen Untersuchungen
im Tiermodell bereits zuvor beobachtet werden (Nehrer et al. 1998) und lasst sich
auch auf das makroskopische Erscheinungsbild der Praparate Gbertragen.

Die Beobachtung einer allgemein guten Defektflllung der Préparate trifft Uber-
raschenderweise auch auf die Leerdefekt-Gruppe zu. Die von Yan et al. gemachte
Beobachtung, dass Defekte mit einem Durchmesser von 4,5 mm nur eine sehr
geringe Heilungstendenz besitzen, konnte in Hinblick auf das makroskopische Er-
scheinungsbild demnach nicht bestatigt werden (Yan et al. 2007). Eine solch gute
Regeneration von Leerdefekten ist beim Kaninchen bisher vor allem fur kleinere
Defekte (Durchmesser 3 mm) beschrieben worden (Shapiro et al. 1993).

Die hier angewendete deskriptive Auswertung der makroskopischen Aufnahmen
stellt demzufolge eine Zusammenfassung des Gelenkzustandes dar. Eine alleinige
Beurteilung anhand der Makroskopie ist somit nicht mdglich, und die Ergéanzung

durch eine mikroskopische Beurteilung bleibt aus diesem Grund unerlasslich.

4.2.2 Ergebnisse der Mikroradiographie

Die mit den TruFit®-Plugs behandelten osteochondralen Defekte zeigen nach 12
Monaten eine ossare Regeneration, die in den Parametern Trabekelflache, Trabekel-
dicke und Anzahl an trabekularen Verbindungen weitestgehend denen der un-
behandelten lateralen Femurkondylen entsprechen. Die Gruppe Leer besitzt in den
gemessen Knochenparametern haufig weniger gute Ergebnisse. Folglich hat das
TruFit®-Implantat die Knochenneubildung positiv beeinflusst. Ahnliche Daten ver-
offentlichten auch Niederauer et al.. Sie erforschten im Ziegenmodell die Heilung
osteochondraler Defekte der medialen Femurkondyle, die mit einer TruFit®-
ahnlichen Matrix aufgefillt wurden. Die multiphasische Matrix bestand aus PLGA,
PGA-Fasern und Calciumsulfat. Dies fuhrte histologisch zu einer guten Knochen-
regeneration und hyalinartigem Knorpelgewebe. Ein Zusatz von autologen

Rippenchondrozyten konnte in dem Experiment die Knochen- und Knorpel-
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regeneration nicht zusatzlich verbessern. Als moglichen Grund nennen Niederauer et
al. eine hauptsachlich von dem gesunden Knochen- und Knorpelgewebe aus-
gehende Regeneration, die das Mitwirken der hinzugefugten Zellen am Heilungs-
prozess maskiert (Niederauer et al. 2000). Auch Jiang et al. verwendeten in ihrem
Schweinemodell eine TruFit®-ahnliche Matrix und konnten neben den unter 4.1.4
beschriebenen positiven Effekten auf die Knorpelregeneration, auch in Hinblick auf
die Knochengenesung, gute Ergebnisse erzielen. So zeigte sich nach 6 Monaten
Versuchszeit in der Peripherie des ehemaligen Implantats eine gute Spongiosa-
ausbildung, wohingegen das Implantat im Zentrum noch nicht vollstandig kndchern
umgebaut wurde. Subchondral fand sich meist eine regenerierte Knochenschicht vor
(Jiang et al. 2007). Nagura et al. verwendeten ebenfalls eine Matrix auf der Basis von
PLGA, um osteochondrale Defekte (Durchmesser 5 mm; Tiefe 5 mm) der Femur-
trochlea im Kaninchenmodell zur Ausheilung zu bringen. Nach 24 Wochen Versuchs-
dauer zeigte sich eine erfolgreiche Knochenrekonvaleszenz, die sich histologisch in
einer gut ausgebildeten subchondralen Knochenschicht und Trabekelstruktur wider-
spiegelte, die denen des unbehandelten Knochens entsprach. Dies zeigte sich auch
im Wakitani-Score, da hier die Testgruppe nach 6, 12 und 24 Wochen signifikant
bessere Werte erhielt als die unbehandelte Kontrollgruppe. Demnach scheint eine
erfolgreiche Therapie osteochondraler Defekte unter bestimmten Bedingungen auch
ohne den Zusatz von Zellen oder Wachstumsfaktoren mdglich zu sein (Nagura et al.
2007).

Auch die subchondrale Knochenschicht zeigte ein gutes Regenerationsverhalten in
den TruFit®-Gruppen, wobei hier erneut zwischen dem peripheren und zentralen
Defektareal unterschieden werden muss. In der Gruppe Leer wurde die subchon-
drale Schicht zumeist ebenso gut ausgebildet. Sie war allerdings in der Regel nicht
so dick wie bei den Versuchsgruppen mit Implantat. Das Implantat scheint also die
Regeneration der subchondralen Knochenschicht positiv beeinflusst zu haben. Dies
deckt sich mit friheren Untersuchungen (Niederauer et al. 2000; Jiang et al. 2007;
Nagura et al. 2007). Die Bedeutung der subchondralen Schicht fir die Knorpel-
heilung ist aktuell wieder im Fokus von Untersuchungen und der Einsatz von
zweiphasischen Ersatzmaterialien scheint ein wichtiger Ldsungsansatz dieser
Problematik zu sein (Gomoll et al. 2010).

Eine Ausnahme in Bezug auf die Knochenrekonvaleszenz stellt die Versuchsgruppe
TFP+PRP dar. In dieser Gruppe wurden besonders zahlreiche, relativ kleine Tra-
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bekel gebildet. Solch eine Wirkung auf die Knochenregeneration findet sich in der
Literatur bislang nicht. Hier kdonnten die Wachstumsfaktoren vor allem zu einer
erhohten Proliferationsrate der Trabekel gefuhrt haben, ohne dass sich diese in Hin-
blick auf ihre Dicke physiologisch ausbilden konnten.

Jedoch war die Rekonstruktion der subchondralen Schicht in der Versuchsgruppe
TFP+PRP weniger gut ausgepragt. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen
von Sun et al., die eine Verstarkung der subchondralen Schicht durch Zugabe von
PRP beschrieben (Sun et al. 2010). PRP scheint somit auch langfristig die Qualitat
des sich regenerierenden Knochens zu beeinflussen. In der Gruppe TFP+PRP+C
konnte der genannte Effekt des PRP auf den Knochen hingegen nicht beobachtet
werden. Eine mogliche Erklarung ist die bevorzugte Wirkung des PRP auf die zu-

gegebenen Chondrozyten.

4.2.3 Ergebnisse der Scores

Beide durchgefiihrten Scores liefern vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der
Knorpelqualitat. So konnte durch die einzeitige autologe Knorpeltransplantation keine
signifikante Verbesserung im Langzeittierversuch erreicht werden. In beiden Be-
wertungssystemen zeigte sich lediglich eine Tendenz zu verbesserter knorpeliger
Regeneration bei den mit Knorpelzellen behandelten Defekten (Gruppe TFP+
PRP+C). Erstaunlicherweise erhielt die Gruppe Leer in den zwei Scores durch-
schnittlich die zweitbesten Punktwerte.

Ein wichtiger Faktor bei der Transplantation von Chondrozyten ist deren Gesamtzahl
in Bezug zur Defektgrof3e. Laut der Arbeitsgemeinschaft ,Geweberegeneration und
Gewebeersatz* der Deutschen Gesellschaft fir Unfallchirurgie (Behrens et al. 2004)
sollten fur eine ACI mindestens ca. 1 Million Zellen pro 1 cm? Defektflache trans-
plantiert werden. Diese Anwendung fuhrte in friheren Arbeiten zu guten Ergebnissen
(Brittberg et al. 1994; Peterson et al. 2002; Bentley et al. 2003). Jones und Peterson
nutzen far ihre ACI mit 2 Millionen Zellen pro 1 cm? die doppelte Anzahl an
kultivierten Knorpelzellen (Jones und Peterson 2006). Die Menge der Zellen wird
dabei vor allem durch die Kultivierung erreicht, die zu einer etwa 10-20-fachen Zell-
zunahme fuhrt (Brittberg et al. 1994). Allerdings muss durch die mehrwéchige
Kultivierung von einer fibroblastaren Degeneration vieler Chondrozyten ausgegangen
werden (Benya et al. 1978; Russlies et al. 2002; Lin et al. 2008). Dies trifft vor allem

auf die urspringliche Form der Kultivierung zu, bei der die Chondrozyten in einer
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Monoschicht kultiviert werden. Bei neueren Kultivierungsformen mithilfe eines drei-
dimensionalen Gerustes, wie beispielsweise bei der 2. und 3. ACI-Generation, fallt
dieser Effekt kleiner aus (Lin et al. 2009). Uber die tatsachliche Menge an qualitativ
hochwertigen Knorpelzellen am Ende der Kultivierung kénnen daher nur schwer
Aussagen getroffen werden. Die Qualitat der Knorpelzellen scheint aber ein wichtiger
Faktor fur das klinische Resultat einer ACI zu sein (Niemeyer et al. 2012).

In diesem Projekt wurden bei einer Defektgréf3e von 0,20 cm? etwa 20.000 Chondro-
zyten transplantiert, also zehnmal weniger Zellen, als fur die zweizeitige ACI
empfohlen. Chiang et al. hatten bei ihren Untersuchungen an Schweinen fur die
einzeitige ACI bei einer Implantatoberflache von 0,64 cm? etwa 700.000 Zellen trans-
plantiert und erfullten damit die Empfehlungen, die fir die zweizeitige ACI gelten
(Chiang et al. 2010). Jiang et al. verwendeten in ihrem Experiment 300.000 Zellen
bei einer Defektflache von 0,64 cmz2 (Jiang et al. 2007).

Andererseits zeigten Willers et al. im Kaninchenmodell, dass bei einer MACI mit
unterschiedlichen Zelldichten die Zellzahl keine Auswirkung auf die histologische
Qualitat des Knorpels hat. Sie verwendeten dabei Zellzahlen von 10.000/cmz —
1.000.000/cm2. Demzufolge durfte die geringere Anzahl an Zellen in diesem Experi-
ment nur zum Teil urséchlich fur die nicht signifikante Verbesserung der Knorpel-
gualitat sein (Willers et al. 2005).

Eine Ursache konnte die von Niederauer et al. beschriebene Theorie sein, dass die
Heilung, die vom umgebenen gesunden Gewebe ausgeht, den zusatzlichen Hei-
lungseffekt durch die zugefuhrten Zellen in den Hintergrund stellt (Niederauer et al.
2000). Geht man jedoch von dieser Theorie aus, so mussten die TruFit®-Gruppen
ohne Zelltherapie eine bessere Knorpelqualitat aufweisen, als in unserem Experi-
ment beobachtet wurde. In Anbetracht der besseren Knorpelregeneration der Ver-
suchsgruppe Leer im Vergleich zu den Gruppen TFP und TFP+PRP muss davon
ausgegangen werden, dass der TruFit®-Plug alleine und in Kombination mit PRP
nicht zu einer besseren Knorpelheilung beigetragen hat. Dies steht in Gegensatz zu
Publikationen, die einen positiven Effekt von TruFit®-Implantaten auf die Knorpel-
regeneration beschreiben (Williams und Niederauer 2007, Williams und Gamradt
2008, Bedi et al. 2010). Gleichermal3en steht dies in Widerspruch zu Arbeiten, die
einen positiven Effekt des PRP auf die Knorpelheilung beschreiben (siehe 4.1.3) wie

etwa die Untersuchungen von Sun et. al (Sun et al. 2010).
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Auch zu diskutieren ist, dass fur die Bewertung der Scores lediglich die zentralen
Schnitte der ehemaligen Implantatzone verwendet wurden. Vielleicht hétte eine
zusatzliche periphere Bewertung wie bei der Mikroradiographie zu differenzierteren
Ergebnissen gefluhrt. Durch die Beurteilung des Kollagen-I- und Kollagen—II- Gehalts
des Knorpelregenerats ware eine weitere erganzende qualitative Auswertung der
Ergebnisse moglich gewesen. Auch in dieser Arbeit wurde eine solche Kollagen-
farbung durchgefiihrt. Aufgrund technischer Schwierigkeiten konnte diese allerdings
nicht zur mikroskopischen Beurteilung herangezogen werden. Durch das Entplasten
verloren die dinnen 5 pm-Schnitte einen gewissen Anteil ihrer Stabilitdt. Durch
zahlreiche weitere Arbeitsschritte der Kollagenfarbung und das anschliel3ende Ein-
decken auf Objekttragern waren die Schnitte fir eine Bewertung zu stark in ihrer
Struktur deformiert. Aus diesem Grund konnte in diesem Versuch die Qualitat des
Knorpels nur durch eine histologische Analyse mithilfe der Scores erfolgen.

Ein Faktor, der die Beurteilung der Knorpelregeneration beeinflusst, ist der Ort des
ehemaligen Defekts, an dem die Bewertung vorgenommen wird. So zeigen die
makroskopischen Aufnahmen eine durchweg inhomogene Regeneration des Ober-
flachengewebes mit einer zum Zentrum hin schlechteren Regeneration. Die
Bewertung der zentralen Schnitte stellt somit nur eine Stichprobe der Knorpel-

regeneration dar.

4.2.4 Ergebnisse der Fluoreszenzfarbung

Neben den stéandig ablaufenden Umbauvorgédngen des bereits gebildeten Knochens,
die sich anhand von Fluoreszenzfarbstoffen auf der Oberflache vieler Trabekel
darstellen lassen, gibt es in der Implantatzone auch Bereiche, in denen Knochen-
neubildung stattfindet. Hierunter fallen héaufig auch Anteile der subchondralen
Knochenschicht, die trotz der langen Versuchsdauer von 12 Monaten noch nicht
ossar regeneriert wurden. Folglich war eine wichtige Voraussetzung fir die
Etablierung eines hochwertigen Knorpelregenerats nicht immer gegeben. In allen
untersuchten Praparaten wurde der TruFit®-Plug aber vollstandig abgebaut und
durch neues Gewebe ersetzt. Der umliegende Knochen ging stets kontinuierlich in
das ehemalige Implantatgebiet Uber, so dass eine Abgrenzung zwischen ur-
sprunglichem Knochen und neugebildetem Knochen kaum mdglich ist. Diese
Beobachtung konnten auch Williams und Niederauer machen. Sie zeigten, dass ein

biodegredierbares Implantat im Kaninchenmodell nach 12 Monaten durchbaut ist
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(Williams und Niederauer 2007). Somit konnten in diesem Experiment, auch unter
Berucksichtigung der mikroradiographischen Ergebnisse, die guten osteokonduktiven
Eigenschaften von TruFit®-Implantaten bestatigt werden.

4.3 Schlussfolgerungen

In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass ein synthetisches, biologisch
abbaubares Knorpel-Knochen-Ersatzmaterial die Knochenregeneration im Langzeit-
tierversuch positiv beeinflussen kann. Das neu entstandene Knochengewebe ist in
seiner Struktur vergleichbar mit gesundem Knochengewebe. Der Zusatz von PRP
hat in diesem Versuch bewirkt, dass es zu einer unphysiologischen Knochen-
neubildung gekommen ist, die sich in einer groBeren Anzahl kleiner Trabekel
widerspiegelt. Dies konnte durch den proliferativen Effekt des PRP erklart werden.
Die Auswertung beziglich des neu entstandenen Knorpelgewebes zeigte in allen
Versuchsgruppen eine anndhernd vergleichbare Qualitat. Wie erwartet, erhielt die
Versuchsgruppe, die mit Knorpelzellen therapiert wurde, in beiden Scores die
meisten Punkte. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Die Versuchs-
gruppe TFP erreichte trotz einer guten kndchernen Durchbauung im Vergleich nur
mittelmaRige Punktwerte in den Knorpelscores. Im Durchschnitt erhielt diese Gruppe,
trotz mikroradiographisch besserer Knochenregeneration, sogar weniger Punkte als
die Gruppe der Leerdefekte. Demnach konnte allein durch den TruFit®-Plug die
Knorpelregeneration nicht verbessert werden. Ein besonderer Effekt von PRP auf die
Knorpelregeneration konnte ebenso nicht beobachtet werden.

4.4 Ausblick

Die heutzutage in Europa am haufigsten verwendete Methode zur Therapie von
Knorpeldefekten des Kniegelenks von Defekten bis zu 3 cm? ist die Mikro-
frakturierung und das Debridement. Fur grof3ere Defekte herrscht weiterhin Uneinig-
keit Uber die optimale Methode, wobei am haufigsten die ACI, gefolgt von der
Mikrofrakturierung, durchgefuhrt wird (Salzmann et al. 2011). Die bevorzugte Wahl
der Mikrofrakturierung als Therapieverfahren kann durch mehrere Vorteile begriindet
werden. So setzt dieses Verfahren nur eine geringe praoperative Planung voraus,
und es wird keine spezielle Ausrustung bendtigt. Zudem schliel3t eine durchgefihrte
Mikrofrakturierung eine anschlieRende ACI oder die Transplantation von Knorpel-

Knochen-Zylindern nicht aus (Magnussen et al. 2008), wobei eine ACI nach durch-
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gefuhrter Mikrofrakturierung zu schlechteren Ergebnissen fuhrt (Minas et al. 2009).
Die Mikrofrakturierung stellt allerdings nur fur kleine Defekte das Verfahren der Wahl
dar. Als Komplikationen sind eine limitierte Haltbarkeit des Regeneratknorpels und
intraldasionale Osteophytenbildungen beschrieben worden. Auch die ACI geht mit
eingriffsspezifischen Komplikationen, wie beispielsweise der Hypertrophie des
regenerierten Knorpels und der fehlenden Integration in den Umgebungsknorpel,
einher. Nach der Transplantation mit Knorpel-Knochen-Zylindern spielt vor allem die
Entnahmemorbiditat als Einschrankung fir den Therapieeinsatz eine grof3e Rolle
(Niemeyer et al. 2011). Besonders problematisch ist speziell die Therapie von grof3en
vollschichtigen Knorpeldefekten. Nach Rodriguez-Merchan zeigen vergleichende
klinische Studien bei gréRReren Defekten jedoch einen Langzeitvorteil der ACI
gegenuber der Mikrofrakturierung (Rodriguez-Merchan 2013).

Die Behandlung von osteochondralen Defekten mittels synthetischen Ersatzmaterials
und einer einzeitigen autologen Knorpeltransplantation besitzt groRes Therapie-
potenzial (Filardo et al. 2013). Die Forschungsbemuihungen in diesem Gebiet steigen
seit den letzten Jahren kontinuierlich an. Dennoch fehlen zurzeit Langzeitergebnisse
und Arbeiten, die die verschiedenen Therapieoptionen in grof3 angelegten klinischen
Studien miteinander vergleichen. Insbesondere die Datenlage zur einzeitigen auto-
logen Knorpeltransplantation ist in dieser Hinsicht bislang rar. Hier sind weitere
Untersuchungen zu erwarten, da dieses Verfahren im Vergleich zur urspriinglichen
ACI, fur die der Nutzen auch im Langzeitversuch nachgewiesen werden konnte
(Peterson et al. 2010), sowohl mit geringeren Risiken fir den Patienten als auch mit
geringeren Kosten einhergeht. Die single-step-ACI wird in Zukunft sicherlich eine
grof3e Rolle bei der Behandlung von Knorpeldefekten einnehmen.

Auch stehen Untersuchungen aus, die weitere Fragen dieses neuen Verfahrens
beantworten. So gibt es derzeit fir die einzeitige autologe Knorpelzelltransplantation
noch keine Therapieempfehlung in Bezug auf das Knorpel-Knochen-Ersatzmaterial
sowie die Anzahl der transplantierten Knorpelzellen und moégliche Zusatze wie

Wachstumshormone und -faktoren.
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5. Zusammenfassung

Knorpeldefekte des Kniegelenks zeichnen sich durch eine sehr begrenzte spontane
Heilungstendenz aus und fihren im Verlauf haufig zur Arthrose. Trotz intensiver
Forschungsbemihungen konnte bisher keine neue Therapieoption eine zufrieden-
stellende Alternative zu den bisherigen Therapien hervorbringen. Eine ACI in
Kombination mit einem kunstlich hergestellten Knorpel-Knochen-Ersatzmaterial
scheint jedoch groRRes Potential flr die Therapie von Knorpel-Knochen-Schaden zu
besitzen.

Im vorliegenden Langzeittierversuch mit Kaninchen wurde eine einzeitige ACI mit
einem biphasischen Ersatzmaterial (TruFit®) und platelet-rich-plasma (PRP)
kombiniert. Zu diesem Zweck wurde in der medialen Femurkondyle ein critical-size-
Defekt mit einem Durchmesser von 4,5 mm gesetzt. In der ersten Versuchsgruppe
blieb der Defekt unbehandelt (Leer). Bei der zweiten Gruppe wurde die Defekthohle
mit einem TruFit®-Zylinder aufgefiullt (TFP). Gruppe drei erhielt zusatzlich PRP
(TFP+PRP) und Gruppe vier wurde dariuber hinaus mit einer einzeitigen ACI
kombiniert (TFP+PRP+C), bei der Chondrozyten mit Hilfe eines speziellen
Kollagenase-Schnellverdaus isoliert werden konnten.

Die Auswertung der Knorpel-Knochen-Regeneration erfolgte nach 12 Monaten durch
eine Mikroradiographie, eine intravitale Fluoreszenzmarkierung des Knochens und
durch Toluidinblau-O- und Safranin-O-Farbungen. Verwendet wurden die Scores
nach Wakitani und O’Driscoll.

Dabei konnte gezeigt werden, dass eine TruFit®-Therapie die Knochenregeneration
positiv beeinflussen kann. Die Zugabe von PRP bewirkte die Bildung von zahlreichen
dinnen Trabekeln mit einer erhéhten Anzahl trabekulérer Verbindungen, allerdings
auch eine schlechtere Rekonvaleszenz der subchondralen Knochenschicht.
Bezuglich der Knorpelheilung schnitt die Gruppe TFP+PRP+C am besten ab, wobei
die Unterschiede nicht signifikant waren. Insgesamt zeigten alle Versuchsgruppen
eine unzureichende osteochondrale Regeneration, so dass fur die Therapie am
Menschen zunéachst weitere Studien nétig sind, die sowohl ossér als auch chondral
eine verbesserte Heilungspotenz demonstrieren konnen. Bisher fehlen grof3
angelegte Studien um Therapieempfehlungen beziglich des Ersatzmaterials, der
genauen Durchfuihrung der einzeitigen ACI und Zusatzen wie Wachstumsfaktoren zu

machen.
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6. Anhang

6.1 Zusammenfassungen der Ergebnisse der Mikroradiographie

Die folgenden beiden Tabellen fassen die Ergebnisse der Mikroradiographie zu-

sammen. Fir jede Versuchsgruppe und jeden Messparameter werden jeweils die

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (Tab. 12, Tab. 13).

Tabelle 12: Ergebnisse der Mikroradiographie fir den peripheren Bereich; Tr.
Ar. Peri = trabekulare Flache peripher; Tr. Wi. Peri = trabekulare Dicke peripher; Tr.
Nd. Peri = Trabekelverbindungen peripher; p-Wert = p-Wert in Bezug zur LFK

(signifikante Werte sind fett gedruckt).

Tr. Ar. Peri Tr. Wi. Peri Tr. Nd. Peri
p-Wert p-Wert p-Wert
[%] [um] [N./mm?2]

LFK 0,56 + 0,06 - 9,41 +1,22 - 3,69+0,60 -
Leer 0,53+0,13| 0,63 |9,99+2,19 | 0,63 292+1,20 | 0,04
TFP 0,64+0,08| 0,02 |1008+19| 050 | 4,36+1,16 | 0,08
TFP+PRP | 0,61+0,09| 025 |9,79+2,11| 088 | 4,10+1,06 | 0,42
TFP+PRP+C | 0,58 +0,07 | 0,85 | 957+140| 099 | 424+1,14 | 0,19
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Tabelle 13: Ergebnisse der Mikroradiographie fur den zentralen Bereich; Tr. Ar.
Zent = trabekulare Flache zentral; Tr. Wi. Zent = trabekulare Dicke zentral; Tr. Nd.
Zent = Trabekelverbindungen zentral; p-Wert = p-Wert in Bezug zur LFK (signifikante
Werte sind fett gedruckt).

Tr. Ar. Zent Tr. Wi. Zent Tr. Nd. Zent
p-Wert p-Wert p-Wert
[%] [um] [N./mm?]

LFK 0,56 + 0,07 - 9,34+1,00 - 3,58 + 0,65 -
Leer 0,46 +0,11 | 0,003 | 9,15+ 1,16 0,91 3,14 + 1,47 0,66
TFP 0,50 + 0,06 0,13 9,69+1,32 0,94 3,37+1,04 0,96
TFP+PRP 0,50+0,12 0,11 792+183 | 0,003 | 4,62+2,01 0,04
TFP+PRP+C | 0,52 £ 0,11 0,34 9,76 +204 | 0,866 | 3,83+2,06 0,93

6.2 Zusammenfassungen der Ergebnisse der Scores

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse beider Scores zusammen (Tabelle 14).

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der Scores; angegeben sind
jeweils die Mittelwerte £ Standardabweichung; p-Wert = p-Wert in Bezug zur Gruppe
Leer.

Gruppe Wakitani-Score | p-Wert | O’Driscoll-Score | p-Wert
Leer 13,8 +3,9 - 153+5,5 -
TFP 128+ 3,1 0,88 13,8+ 3,0 0,85

TFP+PRP 12,2+2,6 0,64 13,7 + 3,7 0,81
TFP+PRP+C 14,3+1,6 0,98 16,8 £ 3,0 0,85

6.3 Bewertungskategorien der Scores

Die folgenden beiden Tabellen stellen die Mittelwerte dar, die die 6 Kniegelenke

einer Versuchsgruppe in den einzelnen Bewertungskategorien der Scores erreichten
(Tabelle 15 und 16).
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Tabelle 15: Bewertungskategorien des Wakitani-Score; dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung; in der rechten Spalte sind jeweils die p-Werte in

Bezug zur Versuchsgruppe Leer angegeben.

Leer 1,67+1,21 -
_ TFP 1,50+ 0,84 0,98
Zell-Morphologie
TFP+PRP 1,33+0,82 0,87
TFP+PRP+C 2,17 +0,75 0,67
Leer 1,50+0,84 -
_ TFP 1,50 + 0,55 >0,99
Metachromasie
TFP+PRP 1,50 + 1,05 >0,99
TEP+PRP+C 1,83+0,41 0,78
Leer 2,67 £0,52 -
) TFP 2,17 +1,17 0,62
Oberflache
TFP+PRP 2,17 +0,75 0,62
TFP+PRP+C 2,33+0,82 0,84
Leer 1,17 +£0,75 -
_ TFP 1,17 £ 0,75 >0,99
Knorpeldicke
TFP+PRP 1,50 + 0,84 0,77
TEP+PRP+C 1,50 + 0,55 0,77
Leer 1,83+0,41 -
_ TFP 1,67 0,52 0,88
Knorpelbindung
TFP+PRP 1,67 £0,52 0,88
TEP+PRP+C 1,67 £ 0,52 0,88
Leer 3,00+ 0,89 -
Subchondrale TFP 2,83+ 0,98 0,98
Schicht TFP+PRP 2,00 + 0,89 0,15
TFP+PRP+C 2,83+0,75 0,98
Leer 2,00+0 -
_ _ TFP 2,00+0 >0,99
Osseointegration
TFP+PRP 2,000 >0,99
TFP+PRP+C 2,000 >0,99
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Tabelle 16: Bewertungskategorien des O’Driscoll-Score; dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung; in der rechten Spalte sind jeweils die p-Werte in
Bezug zur Versuchsgruppe Leer angegeben (signifikante Werte sind fett gedruckt).

Leer 2,00+1,79 -
_ TFP 1,67 0,82 0,93
Zell-Morphologie
TFP+PRP 1,67 + 0,82 0,93
TFP+PRP+C 2,67 +£1,03 0,65
Leer 1,33+0,52 -
Anfarbung der TFP 1,50 + 0,55 0,93
Matrix TFP+PRP 1,33+0,82 >0,99
TEP+PRP+C 1,83+0,41 0,35
Leer 2,50 +0,55 -
) TFP 1,33+0,82 0,04
Oberflache
TFP+PRP 1,17 £0,75 0,02
TFP+PRP+C 2,00 £ 0,89 0,54
Leer 1,33+0,52 -
Strukturelle TFP 1,00 + 0,63 0,58
Integritat TFP+PRP 0,83+0,41 0,27
TFP+PRP+C 1,50 + 0,55 0,90
Leer 0,83+0,75 -
_ TFP 1,00 0,89 0,97
Knorpeldicke
TFP+PRP 1,33+0,82 0,60
TEP+PRP+C 1,33+0,82 0,60
Leer 1,83 +0,41 -
. TFP 1,67 £ 0,52 0,88
Knorpelbindung
TFP+PRP 1,67 + 0,52 0,88
TFP+PRP+C 1,67 £0,52 0,88
Leer 1,50+1,38 -
. TFP 2,00 + 0,89 0,80
Hypozellularitat
TFP+PRP 2,00 £ 1,27 0,80
TFP+PRP+C 2,00 +1,10 0,80
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Leer 2,00+0 -
Clustering Hia 2000 o
TFP+PRP 1,83 +0,41 0,86
TFP+PRP+C 1,67 £ 0,82 0,46

Leer 2,00 + 0,63 -
Angrenzender TFP 1,50 + 0,55 0,36
Knorpel TFP+PRP 1,83 +0,75 0,93
TFP+PRP+C 2,17 £0,41 0,93
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