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Far Katrin

Der Weise, tief bekimmert, spricht:
An guten Mitteln fehlt es nicht,
Zu brechen jeden Leids Gewalt —

Nur kennen muBte man sie halt!

EUGEN ROTH
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1. EINLEITUNG

1.1 Einfuhrung

Schon im Jahr 1743 berichtete der Chirurg und Forscher Hunter Ulber die
fehlende Fahigkeit des Knorpels zur spontanen Heilung: “If we consult the
standard Chirurgical Writers from Hippocrates down to the present Age, we
shall find, that an ulcerated Cartilage is universally allowed to be a very
troublesome Disease; that it admits of a Cure with more Difficulty than a carious
Bone; and that, when destroyed, it is never recovered.” [83] Dies bestatigte sich
im Laufe der folgenden Jahrhunderte. 1853 erklarte Paget: ,There are, |
believe, no instances in which a lost portion of cartilage has been restored, or a
wounded portion repaired, with new and well-formed permanent cartilage, in the
human subject.” [136] Auch heute hat sich an dieser Einschatzung nichts
geandert, Newman schrieb 1998: “Articular cartilage can tolerate a tremendous
amount of intensive and repetitive physical stress. However it manifests a
striking inability to heal even the most minor injury.” [130]

Gelenkschmerzen und Bewegungseinschrankungen sind bei alteren Menschen
weit verbreitet [32]. Die Ursache flir Gelenkschmerzen liegt meistens in
degenerativen Veradnderungen des Gelenkknorpels (primére Arthrose) oder in
traumatisch  bedingtem  Verlust von Knorpel [179]. Traumatische
Knorpelschaden kénnen im Verlauf von Jahren zu weiterer Degeneration des
verbleibenden Gelenkknorpels fiihren (sekundare Arthrose). [125,179]. Dies
kann letztendlich einen vollstandigen Gelenkersatz nétig machen [173].

Um diese letzte Alternative zu vermeiden oder zumindest hinauszuzégern, wird
seit langer Zeit versucht, eine Therapie fur Verletzungen des Gelenkknorpels zu
finden [21,88,99,132,133,146,169,170,176]. Ein entscheidender Durchbruch ist
jedoch bis heute nicht gelungen [125].

Eines dieser Therapieverfahren, das heute im klinischen Einsatz weit verbreitet
ist, ist die autologe Knorpel-Knochen-Transplantation [140]. Dabei wird ein
osteochondraler Zylinder aus einer gering belasteten Stelle des Gelenks
entnommen und in den Knorpeldefekt implantiert [88].



1.2 Knorpel

Knorpel kommt haufig an Stellen mit groBer Druckbeanspruchung im Kérper vor
und ist optimal geeignet, den dabei auftretenden Kraften zu widerstehen [96].
Seine Aufgabe liegt in der Aufnahme der auf ihn wirkenden Krafte und deren
Verteilung auf die angrenzenden Knochen [147]. Im Vergleich zu anderen
Gewebearten kann er relativ groBen und langandauernden Zug- und
Druckbeanspruchungen widerstehen, ohne seine permanente Form zu
verandern. Der Knorpel gibt dem auf ihn wirkenden Druck in begrenztem
Umfang nach, kehrt jedoch nach Ende der Beanspruchung wieder in seine
Ausgangsform zurlck. Daher kann er die wirkenden Krafte abfedern, ohne

selber beschadigt zu werden [96].

1.2.1 Knorpelarten

Knorpel lasst sich in 3 Typen mit jeweils unterschiedlicher Lokalisation im
Organismus einteilen. Sie unterscheiden sich durch Menge und Organisation
von Extrazelluldrsubstanz und Chondrozyten:

Elastischer Knorpel enthadlt in der extrazelluldren Grundsubstanz neben
Proteoglykanen v. a. Kollagenfasern des Typs Il und elastische Fasern [102].
Die Kollagenfasern sind maskiert, d. h. die Fasern sind lichtmikroskopisch nicht
zu erkennen, da ihr Brechungsindex dem der umgebenden Grundsubstanz
gleicht [147]. Elastischer Knorpel kommt v. a. im Ohr sowie im Kehlkopf vor
[96].

Faserknorpel enthdlt in der Extrazellularsubstanz auBer Proteoglykanen
Kollagenfasern des Typs |, die entsprechend der jeweiligen
Beanspruchungsrichtung verlaufen. Da sie nicht maskiert sind, sind sie in
Standardfarbungen gut zu erkennen. Zwischen den Kollagenfibrillen liegen die
Chondrozyten einzeln oder in kleinen isogenen Gruppen. Oft bilden sie langere
Saulen [96,102]. Physiologisch kommt Faserknorpel z. B. in der Symphysis
pubica oder in den Disci intervertebrales vor [96,168]. Bei der Spontanheilung
von osteochondralen Defekten kann ein dem Faserknorpel ahnliches Gewebe
entstehen [116,130,168].



Hyaliner Knorpel bildet im Organismus den Gelenkknorpel und kommt auch in
der Trachea oder als Rippenknorpel vor [96]. Die Grundsubstanz des hyalinen
Knorpels erscheint lichtmikroskopisch homogen, in ihr befinden sich jedoch
maskierte Kollagenfasern Typ 11 [93,96,147].

1.2.2 Nerven- und GefaBversorgung im hyalinen Knorpel

Knorpel ist frei von Nerven und enthalt weder Blut- noch LymphgefaBe. Die
Schmerzwahrnehmung und Propriozeption erfolgt daher ausschlieBlich Ctber
Nervenfasern in Synovium, Kapsel, Muskulatur und subchondralem Knochen.
Die Erndhrung der Chondrozyten wird durch Diffusion aus der
Synovialflissigkeit geleistet [54]. Dabei missen die Nahrstoffe 2 Barrieren
Uberwinden: Um aus den BlutgefédBen in die Synovialflissigkeit zu gelangen,
mussen sie die Synovialmembran passieren. Um nun von der
Synovialflissigkeit die Chondrozyten erreichen zu kénnen, muss die dichte
Matrix des Knorpels durchquert werden. Diese ist stark mit polyanionischen
Glykosaminoglykanen angereichert, die die Passage deutlich erschweren [116].
Die Knorpelzellen kénnen also nur schlecht ernéhrt werden. Daher ist Knorpel

ein bradytrophes Gewebe [96].

1.2.3 Histologischer Aufbau

Wie alle Stlitzgewebe besteht Knorpel aus Zellen und der dazwischen
liegenden extrazelluldren Matrix [147].

Die Knorpelzellen befinden sich in von extrazellularer Grundsubstanz
umgebenen Hbéhlen. Diese Knorpelhéhlen sind im nativen Knorpel durch die
Zellen vollstandig ausgefullt, erst durch die histologische Praparation kommt es
zu einer Schrumpfung der Chondrozyten, so dass ein echter Hohlraum
zwischen Zellen und Grundsubstanz entsteht. Haufig befinden sich mehrere
Chondrozyten in einer Knorpelhéhle. Diese Chondrozyten sind isogen, d. h. sie

haben sich durch Mitosen aus einer einzigen Knorpelzelle entwickelt [96,102].



Die Zellen mit der sie direkt umgebenden Grundsubstanz bezeichnet man als
Chondron [168] bzw. Territorium [147]. Zwischen den Chondronen befindet sich
die weniger basophile ,interterritoriale Matrix“ [168], die den Hauptteil des
Gelenkknorpels ausmacht [130].

1.2.3.1 Chondrozyten

1.2.3.1.1 Entwicklung

Knorpelgewebe ist mesenchymalen Ursprungs. Mesenchymale Stammzellen
sind pluripotente Vorlauferzellen, die in Abhangigkeit von verschiedenen
Signalen in unterschiedliche Gewebearten wie z.B. Knorpel, Knochen,
Knochenmark oder Bindegewebe differenzieren kénnen [37,115].

In der Entwicklung zu Chondrozyten runden sich die Mesenchymzellen
zunachst ab und differenzieren zu Chondroblasten. Ab dieser Entwicklungsstufe
beginnen die Zellen damit, Grundsubstanz zu synthetisieren und an die
Umgebung abzugeben [96,115]. Durch die zunehmende Sekretion der
Grundsubstanz entfernen sich die Zellen voneinander und werden damit zu
Chondrozyten [147]. Im Rahmen der Knochenentstehung kann Knorpel durch
Knochen ersetzt werden. Dabei hypertrophieren die Chondrozyten zunachst
und werden dann abgebaut und durch Knochenzellen ersetzt (Abb. 1) [37,38].

Knorpel

|

==enchymale mmm)p Chondroblast B Chondrozyt

Stammzelle @

Hypertrophierter
Knochen <1 ehBndroeyt

Abb. 1: In der Knorpelentwicklung differenziert die Mesenchymzelle (iber den Chondroblast zum
Chondrozyt. In der Knochenentwicklung hypertrophieren die Chondrozyten und werden

schlieBlich durch Osteoblasten ersetzt.



1.2.3.1.2 Funktion und metabolische Aktivitat

Knorpel ist ein relativ zellarmes Gewebe. Das Zellvolumen entspricht nur ca.
2% des absoluten Volumens von adultem menschlichem Knorpel [145]. Bedingt
durch die fehlende GefaBversorgung sind die vorhandenen Chondrozyten nur in
geringem MaBe metabolisch aktiv [96]. Dies versetzt sie in die Lage, auch unter
fast vollstandig anaeroben Bedingungen zu existieren, macht sie aber
andererseits flr toxische Einflisse sehr empfindlich und verhindert, dass
gréBere Verletzungen heilen kénnen [54].

Friher galt Knorpel als inert. Heute wei3 man, dass sich Knorpel veranderter
Beanspruchung durch Umbau anpassen kann. Die Komponenten der
Interzellularsubstanz  unterliegen einem standigen Turnover durch die
Chondrozyten [54]. Reguliert Uber Zytokine und Wachstumsfaktoren
synthetisieren Chondrozyten sowohl die Matrixoestandteile [54] als auch die fir
deren  Abbau zustandigen Proteasen sowie die  dazugehérigen
Proteaseinhibitoren [54,77].

Zu schnellen Umbau- und Heilungsprozessen nach einer Verletzung tragen vor
allem die Proteoglykane bei. Der Umbau des Kollagennetzwerks erfolgt sehr
viel langsamer. So haben beispielsweise Proteoglykane eine Halbwertszeit von
ungeféhr 8-14 Tagen in adultem Rinderknorpel. Die Halbwertszeit von Kollagen
Il dagegen betragt in unreifem Knorpel Gber 100 Tage, in adultem Knorpel viele
Jahre. Mit zunehmender Entfernung von der Knorpelzelle verlangsamt sich der
Turnover bzw. verlangert sich die Halbwertszeit. Daher ist bei Verletzungen ein
Anstieg der Synthese der Grundsubstanz auch besonders in der Umgebung der
Chondrozyten zu beobachten [148].

Die H6he der metabolischen Aktivitat und die Fahigkeit der Chondrozyten, sich
Veranderungen anzupassen, sind abhangig vom Alter des Organismus. In
jungen Lebewesen teilen sich Chondrozyten schnell und synthetisieren groBe
Mengen Grundsubstanz. Bei adulten Organismen dagegen verlangsamen sich
zellulare Prozesse, die Zellzahl geht zurlick und die Chondrozyten teilen sich
nur noch auBerst selten [130].



1.2.3.2 Extrazellulare Grundsubstanz

Die Knorpelgrundsubstanz besteht zu 60-80% aus Wasser [54]. Der feste
Anteil setzt sich v. a. aus Hyaluronsaure und Proteoglykanen sowie Kollagenen
zusammen. Auch Mineralien sind enthalten [54,96].

1.2.3.2.1 Gewebsflissigkeit

Im Wasser der Grundsubstanz ist u. a. eine groBe Menge Kationen enthalten,
die als Ladungsausgleich fur die negativ geladenen Glykosaminoglykane
wirken. Uber die Fliissigkeit findet der Stoffaustausch zwischen Chondrozyten
und den den Knorpel umgebenden Kapillaren bzw. der Synovialflissigkeit statt.
AuBerdem tragt das durch die Komponenten der Grundsubstanz festgehaltene
Wasser zur Fahigkeit des Knorpels bei, Druckbelastungen zu widerstehen und

nach Verformung wieder die Ausgangsform anzunehmen [179].

1.2.3.2.2 Glykosaminoglykane und Proteoglykane

Proteoglykanaggregate flllen den gréBten Teil des Raums zwischen den
Kollagenfasern aus [179]. Sie sind zusammen mit Kollagen und der
Gewebsflissigkeit  verantwortlich  fir die  Fahigkeit des Knorpels,
Druckbelastungen zu widerstehen [23,115]. Sie ermdglichen es dem Knorpel
nach einer Verformung wieder in seine urspringliche Form zuriickzukehren
[33].

1.2.3.2.2.1 Biochemischer Aufbau der Proteoglykane

Proteoglykane bestehen zu einem groBen Teil aus Glykosaminoglykanen
(GAGs). Glykosaminoglykane sind Polymerketten aus sich wiederholenden
Disaccharideinheiten [144].

Grundsatzlich kann man sulfatierte und nicht-sulfatierte Glykosaminoglykane
unterscheiden. Hyaluronsaure ist das im Koérper am haufigsten vorkommende
nicht-sulfatierte GAG [95]. Chondroitinsulfat ist ein Beispiel fir ein sulfatiertes
GAG [95], das vor allem als Chondroitin-6-Sulfat im adulten Knorpel von groBer
Bedeutung ist, wahrend es als Chondroitin-4-Sulfat hauptséachlich im unreifen
Gelenkknorpel zu finden ist [116]. AuBer Chondroitinsulfat findet man im
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Knorpel weitere Glykosaminoglykane, v. a. Keratansulfat, aber auch
Dermatansulfat oder Heparansulfat [179].

Proteoglykane bestehen aus verschiedenen Glykosaminoglykanen, die an ein
zentrales Core-Protein gebunden sind [96]. Oft assoziieren viele Proteoglykane
an ein Hyaluronsaure-Molekill [144], ein GAG, das stets ohne Core-Protein
vorliegt [95]. Die Bindung erfolgt Gber sog. ,Link-Proteine” [96] (Abb. 2).

Das wichtigste Proteoglykan im Knorpel ist das Aggrekan, das sich zu 90% aus
Chondroitinsulfat zusammensetzt [144]. Bis zu 100 Aggrekan-Molekile kénnen

an eine zentrale Hyaluronsaure-Kette binden und so ein groBes Aggregat bilden
[168].
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= = o e
- L S S
o e el = -
= = -
—— _H_.r{'_" - s '. = St =
v =T e -i“:x' — Chondroitinsulfat-
Sy o g o ketten
N = ——= e e =
=S - L - "l
= s —
Keratansulfat- f-': X E S
ketten = ot ' .* % Link-Protein
- = o' | [
T —= X A
F A = A= -
P e Ny, S .-;," —
- - o= 3 — - <
Hyaluronsdure ==z = © = v
=\ = X
R o NG v
— L f

Abb. 2 [29]: Proteoglykane sind Komplexe aus Glykosaminoglykanen, die an ein zentrales Core-

Protein gebunden sind. Sie bilden h&dufig groBe Aggregate, indem sie (ber ein Link-Protein an
ein Hyaluronsdure-Molekdl binden.

1.2.3.2.2.2 Funktion

Proteoglykanaggregate sind an Organisation und Stabilitat der Grundsubstanz

beteiligt und zu einem groBen Teil verantwortlich fir die Widerstandsfahigkeit
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des Gelenkknorpels sowie fir seine F&higkeit, nach Verformung in die
urspringliche Form zuriickzukehren [33].

Besonders die Fahigkeit des Knorpels, Druckbelastungen zu widerstehen
berunt auf dem engen Zusammenspiel der Proteoglykane und des
Kollagennetzwerks, in dem diese gefangen sind [23]. Da sich um die negativ
geladenen  Chondroitinsulfat- und  Keratansulfatketten = mehrschichtige
Hydrathillen ausbilden, kdnnen Proteoglykane groBe Mengen Wasser
speichern [96]. Die Tendenz der Proteoglykan-Hyaluronsaure-Komplexe, noch
weiter osmotisch anzuschwellen, wird begrenzt durch das sie umgebende
Kollagennetzwerk. Zwischen diesen beiden Faktoren bildet sich ein
Gleichgewicht [23,54,93].

Bei Druckbelastung des Knorpels wird das Wasser von den Ladungszentren
der Proteoglykane verdrangt. Die negativen Ladungen kommen sich dadurch
naher und die zunehmenden AbstoBungskrafte zwischen den Ladungen wirken
einer weiteren Kompression immer starker entgegen. Auf diesem Mechanismus
beruht die hohe Druckelastizitdit des Knorpels [23,54,96,130]. Aufgrund der
niedrigen Permeabilitdt des Gelenkknorpels kann Wasser nur langsam
verdrangt werden. Es schitzt daher die festen Knorpelbestandteile vor einem

zu sprunghaften Belastungsanstieg [130].

1.2.3.2.3 Kollagen

Kollagene bilden den Hauptfaseranteil der meisten Binde- und Stitzgewebe.
Durch ihre hohe Zugfestigkeit verleihen sie diesen Geweben mechanische
Stabilitat [144]. Bei Saugetieren machen sie ca. 30% der Gesamtproteinmasse
aus [35].

Bis zum Jahr 1998 waren insgesamt 19 verschiedene Kollagentypen bekannt
[46,144]. Die verschiedenen Typen sind jedoch nicht in gleichen Mengen im
Kérper vorhanden, ca. 90% des Kollagens im Organismus gehdrt den Typen |
bis Il an. Die Typen IV bis XIX kommen jeweils nur in relativ geringen Mengen
vor, sie werden auch Minoritaten-Kollagene genannt [144]. Die Kollagentypen
lassen sich in verschiedene Klassen einteilen [35] bzw. in fibrillare und nicht-
fibrillare Kollagene unterscheiden [144].
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1.2.3.2.3.1 Molekularer Aufbau

Kollagenmoleklle bestehen vor allem aus einer Tripelhelix, die sich aus 3
umeinander superspiralisierten linksgedrehten o-Helices zusammensetzt [46].
Stabilisiert wird die Tripelhelix nur durch intrahelikale
Wasserstoffbriickenbindungen [35]. Die Superspiralisation, die raumlich erst
dadurch ermdglicht wird, dass in der Primarstruktur jede dritte Position von
einem Glycin besetzt ist, macht das Molekil gegen proteolytische Enzyme (mit
Ausnahme spezialisierter Metalloproteinasen) sehr widerstandsfahig [46].

Die Tripelhelices der interstitiellen Kollagene lagern sich unter physiologischen
Bedingungen zu Fibrillen zusammen, die wiederum zu gréBeren Kollagenfasern

assoziieren [46].

1.2.3.2.3.2 Kollagen im hyalinen Knorpel

Im hyalinen Knorpel sind bis zu 95% des vorhandenen Kollagens dem Typ Il
zuzuordnen. Weiterhin kommen die Kollagentypen VI, 1X, X, Xl und XII vor [46].
Das Zusammenspiel zwischen Proteoglykanen und dem 3-dimensionalen
Netzwerk der Kollagenfasern ist verantwortlich fir die Widerstandsféahigkeit des
Knorpels gegenlber Druckbelastungen. Im unbelasteten Zustand begrenzen
die Kollagenfasern das osmotische Schwellungsbestreben der Proteoglykane
(s. 1.2.3.2.2) [23,54].

Die Chondrone werden einzeln und als Gruppen von Kollagenfibrillen umgeben.
Es entsteht so eine Verschachtelung, die dem Schutz der Chondrozyten dient.
Unter der Knorpeloberflache liegen die Kollagenfasern besonders dicht. Hier
werden die bei Belastung entstehenden Druck- und Zugspannungen
aufgefangen [96]. Zusatzlich dient Kollagen der Verankerung der Matrix am
subchondralen Knochen [93].

Kollagene des Typs X werden vor allem von hypertrophierten Chondrozyten
wahrend der enchondralen Ossifikation synthetisiert. Beim ausgewachsenen
Menschen ist es nur in der Kalzifizierten Zone des Knorpels vorhanden. Seine
Funktion ist nicht bekannt, entgegen friherer Annahmen scheint Kollagen X
nicht direkt mit der Kalzifizierung in Zusammenhang zu stehen [35].
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1.2.3.3 Struktur des Gelenkknorpels
Bereits 1925 beschrieb Benninghoff [7] die Einteilung des Gelenkknorpels in 4
Zonen, die sich in der Ausrichtung der Kollagenfasern und Zellen

unterscheiden.

1.2.3.3.1 Oberflachliche Zone

Diese Zone bildet die Oberflache, auf der das Gelenk bei Bewegung gleitet
[130]. Es lassen sich in ihr noch einmal zwei Schichten unterscheiden [168].
AuBen befindet sich eine unabhangige zelllose Schicht (Lamina splendens), die
v. a. parallel zur Gelenkoberflache verlaufende Kollagenfasern enthélt. Diese
kollagenfaserhaltige Schicht ist nur locker mit den darunter liegenden Schichten
verbunden. Man geht davon aus, dass nur in der Knorpelperipherie eine feste
Verbindung mit den tieferen Schichten des Knorpels und dem Synovialgewebe
besteht. Diese Schicht wird als &uBerer Mantel des Knorpels angesehen. Er
wirkt sowohl Kompression von auBlen als auch einer Schwellung von innen
entgegen [180].

In der zweiten, tiefer liegenden Schicht liegen abgeflachte Chondrozyten, deren
Zellkérper sich entlang der Gelenkoberflache ausgerichtet haben [168]. Die
Kollagenfasern sind in Netzwerken angeordnet, die als dicht gestaffelte
Schichten oder Blatter parallel zur Gelenkoberflache verlaufen. Benachbarte
Blatter verschmelzen oder sind Uber Fasern verbunden [93]. Die Kollagenfasern
laufen durchgehend bis in die Tiefe Zone weiter [42].

1.2.3.3.2 Ubergangszone

Die Chondrozyten dieser Zone sind runder als die der Oberflachlichen Zone
[168]. Wie in der Oberflachlichen Zone sind die Kollagenfasern in dicht
gestaffelten Schichten oder Blattern angeordnet. Die Schichten gehen
bogenfdrmig in die horizontal liegenden Kollagenschichten der Oberflachlichen
Zone Uber [93,168].
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1.2.3.3.3 Tiefe Zone

Die Kollagenfasern verlaufen hier in Biindeln senkrecht zur Gelenkoberflache.
Die Blndel sind untereinander tber Fasern eng verbunden [93]. Sie gehen in
die schichtweise angeordneten Kollagenfasern der Ubergangszone iiber. Die
Chondrozyten sind in senkrecht zur Oberflache verlaufenden Saulen
angeordnet [168]. Die Zelldichte ist hier im Vergleich zu den anderen Zonen am
geringsten [145].

Oberflachliche Z
Zone

. )
Ubergangszone
A Chondron
.
5
Tiefe ‘a : Ei
i ;
Zone

Kalzifizierte ' * ~—— Tidemark
Zone

Knochen

Abb. 3 [168]: Hyaliner Gelenkknorpel Idsst sich histologisch in 4 Schichten unterteilen: In der
gelenkspaltnahen Oberflachlichen Zone sind Zellkérper und Kollagenfasern entlang der
Gelenkoberfldche ausgerichtet. Die Kollagenfasern laufen in Schichten angeordnet bogenférmig
iiber die Ubergangszone in die Tiefe Zone. Hier verlaufen sie senkrecht zur Gelenkoberfliche.
Die Knorpelzellen ordnen sich sdulenférmig an. Die aus verkalktem Knorpel bestehende

Kalzifizierte Zone bildet die mechanische Verbindung zum subchondralen Knochen.
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1.2.3.3.4 Kalzifizierte Zone

Diese Zone liegt direkt dem subchondralen Knochen an und verbindet
mechanisch Knorpel und Knochen. Die hier saulenférmig angeordneten, runden
Chondrozyten sind von verkalkter Interzellularsubstanz umgeben [130]. Die
Kollagenfasern liegen wie in der Tiefen Zone in vertikal angeordneten Blndeln
vor. Benachbarte Bilindel sind durch Faserziige verbunden. Die Grenze zur
Tiefen Zone bildet ein dinner basophiler Streifen aus an Matrixvesikel
assoziierten Mineralien (,tidemark®) [168].

1.2.4 Knorpelwachstum

Man unterscheidet 2 Formen des Knorpelwachstums:

Das ,Interstitielle Wachstum® tritt nur in der frihen Phase des
Knorpelwachstums auf. Der Knorpel wéchst, indem sich die vorhandenen
Chondrozyten mitotisch teilen. Die isogenen Tochterzellen bleiben jeweils
beieinander liegen und beginnen mit der Bildung der Interzellularsubstanz. Das
interstitielle ~ Wachstum  wird mit  zunehmender  Verhartung  der
Interzellularsubstanz geringer und stoppt schlieBlich véllig.

Beim ,Appositionellen Wachstum® differenzieren die dem Knorpel unmittelbar
anliegenden Zellen des Perichondriums zu Chondroblasten und produzieren
Interzellularsubstanz. Der Knorpel wéchst also durch Zunahme von auBen [96].

1.2.5 Knorpelregression

Haufig treten mit zunehmendem Alter regressive Veranderung im hyalinen
Knorpel auf. Zunachst hypertrophieren die Chondrozyten und gehen schlieBlich
zugrunde. Vermutlich durch Wasserverlust und Veranderung der
Glykosaminoglykane  kommt es zu  einer Demaskierung und
Zusammenlagerung der Kollagenfasern, die als sog. Asbestfasern in der
Interzellularsubstanz sichtbar werden. SchlieBlich wachsen GeféaBe in den

Knorpel ein und es kommt zu Kalkeinlagerungen (,verkalkter Restknorpel®) [96].
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1.3 Verletzung und Spontanheilung des Gelenkknorpels

Das Spontanheilungsverhalten des Gelenkknorpels wird u. a. bestimmt durch
das Fehlen von Nerven und BlutgefaBen.

Die Abwesenheit von Nerven im Knorpel verhindert, dass Verletzungen des
Knorpels dem Patienten bewusst werden, solange die Synovia nicht in
Mitleidenschaft gezogen wird [116].

Eine ausreichende Blutversorgung ist fir den klassischen Heilungsprozess
vaskularisierter Gewebe Voraussetzung. Auf dem Blutweg kénnen die nétigen
Entzindungszellen sowie undifferenzierte Zellen zur Reparatur des Defekts das
geschadigte Gewebe erreichen. Diese zuwandernden Zellen fehlen dem
gefaBlosen Knorpel. Zu einer Entziindungsreaktion, die in vaskularisierten
Geweben ein wichtiger Teil der Wundheilung ist, kann es nicht kommen. Im
Knorpel stehen lediglich die vorhandenen Chondrozyten zur Heilung eines
Defektes zur Verfigung. Diese kdnnen die Synthese der Grundsubstanz
erhdhen, ihre Fahigkeit zur Reparatur eines Defekts ist aber auch aufgrund
ihrer geringen Zahl begrenzt [118].

Grundsatzlich kann man 2 verschiedene Formen von Knorpeldefekten mit
unterschiedlichem Spontanheilungsverhalten unterscheiden: Full-thickness
Defekte, bei denen die Verletzung bis in den subchondralen Knochen reicht und
oberflachliche Partial-thickness Defekte, bei denen der Knochen intakt ist [130].

1.3.1 Partial-thickness Defekte

Chondrale Schaden (Partial-thickness) des Knorpels von adulten Organismen
weisen keine Spontanheilung auf [116,159]. Lediglich in der n&heren
Umgebung des Defekts sind voribergehend Zeichen von Proliferation [116,118]
und erhdhter metabolischer Aktivitdt der Uberlebenden Chondrozyten zu
erkennen [68,116,118]. Diese proliferierenden Knorpelzellen formen Zellnester,
sog. Chondrozytencluster, die charakteristisch fur eine Knorpelverletzung bzw.
Arthrose sind [32,55,77,105,117]. Die Proliferation und der Aktivitadtsanstieg der
Uberlebenden Chondrozyten flhrt aber kaum zu einer effektiven Defektheilung
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[116,118]. FULLER und GHADIALLY stellten fest, dass es sogar in noch nicht
ausgewachsenen Kaninchen 6 Monate nach dem Setzen eines chondralen
Defektes zu keiner signifikanten Heilung kommt [64].

Zwischen der Proliferationszone und dem eigentlichen Defekt liegt eine Zone, in
der die vorhandenen Chondrozyten =zugrunde gehen [181]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass der auf Knorpelverletzungen oder UbermaBige
mechanische Belastung folgende Zelltod zumindest teilweise apoptotisch ist
[43,47-50,110,181]. Da die Zelluntergange nach einer Knorpelverletzung im
Laufe der Zeit zunehmen, bietet sich hier evtl. die Mdglichkeit frihzeitig
einzugreifen und weitere Apoptosen zu verhindern [50].

Zur Erklarung des schlechten  Spontanheilungsvermdgens  werden
verschiedene Faktoren diskutiert. So muissen sich reife Knorpelzellen nicht
mehr teilen, wie dies beispielsweise in der Haut und anderen sich standig
regenerierenden Geweben der Fall ist. Auch die metabolische Aktivitat der
Knorpelzellen ist im Vergleich zu anderen Geweben gering [179]. Ein weiterer
entscheidender Faktor ist die fehlende Vaskularisierung des Knorpels, wodurch
der Knorpel keinen Zugang zu Entzindungszellen oder undifferenzierten
Reparaturzellen hat. Fir die Reparatur des Defekts bleiben also nur die
vorhandenen Chondrozyten. Diese sind zwar in der Lage, sich zu teilen und
Interzellularsubstanz zu produzieren, ihre Zahl ist aber fir eine Heilung zu
gering [116]. Im Gegensatz zu Full-thickness Defekten besteht auch kein
Zugang zu Vorlauferzellen aus dem Knochenmark [179].

Weiterhin scheinen die Proteoglykane der Knorpelgrundsubstanz antiadhasive
Eigenschaften zu besitzen. Dadurch wird verhindert, dass mesenchymale
Stammzellen, die beispielsweise aus der Synovialmembran einwandern
kdénnten, sich im Knorpeldefekt anheften kénnen [85,87].

Partial-thickness Defekte zeigen zwar keine Spontanheilung, sie sind aber oft
stabil und fhren nur selten zu Arthrose [122,182].
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1.3.2 Full-thickness Defekte:

Bei osteochondralen Defekten (full-thickness Defekten) wird sowohl der Knorpel
als auch der darunter liegende Knochen beschadigt [130]. Da die GefaBe des
Knochens beschadigt werden, kommt es zu einem Heilungsprozess ahnlich wie
in anderen vaskularisierten Geweben. Zunachst flllt sich der Defekt zlgig mit
Blut und es bildet sich ein fibrinhaltiges Gerinnsel, in dem auch Zellen aus
Knochenmark und Blut eingeschlossen sind [116]. Die nun folgende Bildung
von Reparaturgewebe im Defekt erfolgt ausschlieBlich durch mesenchymale
Zellen aus dem Knochenmark und nicht durch die Chondrozyten des
Uberlebenden Knorpels [166]. An der Basis regeneriert der subchondrale
Knochen bis zur urspringlichen H6he [130]. Darlber bildet sich knorpeliges
Gewebe, das den Defekt flllt [166]. FURUKAWA et al. stellten fest, dass das
Reparaturgewebe deutlich mehr Kollagen | enthélt als normaler hyaliner
Gelenkknorpel. Kollagen | ist u. a. typisch fur Faserknorpel. Sein Anteil nimmt
zwar im Laufe eines Jahres zugunsten von Kollagen Il ab, bleibt jedoch Gber
dem des gesunden Gelenkknorpels. Dies sei ein moglicher Grund fir die
Tatsache, dass der Reparaturknorpel den mechanischen Belastungen auf
Dauer nicht standhalten kann [65]. In Langzeituntersuchungen fanden
SHAPIRO et al. bereits 12 bis 20 Wochen nach dem Setzen eines Defekts erste
Anzeichen von Degeneration des Reparaturgewebes, die bis zum Ende der
Studie nach 48 Wochen standig zunahmen [166].

Neben dem Alter der Versuchstiere ist die GrdBe einer Verletzung relevant fir
den Heilungserfolg [130]. JACKSON et al. untersuchten Full-thickness Defekte
mit einem Durchmesser und einer Tiefe von 6 mm und stellten fest, dass sich
Schaden dieser GrdBe nicht mit Faserknorpel (oder hyalinem Knorpel) fallen.
Stattdessen beobachteten sie einen zunehmenden Abbau von Knochen und
Knorpel am Rand des Defekts. Dies fuhrte zu einer VergréBerung des
Schadens und schlieBlich zum Einbruch des umgebenden Knorpels und
Knochens in den Defekt. Sie fanden lediglich tGber der sklerosierten knéchernen
Defektwand eine dinne Schicht aus Faserknorpel [1,89]. CONVERY et al.
beobachteten dagegen bei kleinen Defekten von unter 3 mm Durchmesser eine
vollstandige Heilung [44].
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1.4 Therapie von Knorpelverletzungen

Zur Behandlung von verletztem Gelenkknorpel existiert eine groBe Zahl
unterschiedlicher Therapieverfahren. Diese verfolgen dabei jeweils eine von
zwei grundsétzlichen Strategien: Bei einigen Ansétzen wird versucht das
intrinsische Heilungsvermégen des Knorpels zu aktivieren, indem ein Zugang
zu den pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks geschaffen wird. Andere
Verfahren beruhen auf der Transplantation von intaktem Knorpelgewebe oder
Gewebe bzw. Zellen, die in der Lage sind, neuen Knorpel zu bilden [131].
Zusétzlich gibt es einige unterstitzende Verfahren, die nicht der Therapie eines
Knorpelschadens dienen, sondern lediglich die Beschwerden des Patienten

lindern sollen [140].

1.4.1 Unterstitzende Verfahren

1.4.1.1 Lavage

Durch eine Spllung des betroffenen Gelenks entfernt man sowohl
Entzindungsmediatoren als auch lose Knorpelfragmente und Fibringerinnsel
[140]. Dies kann haufig voribergehend die Beschwerden deutlich verringern. Es
erfolgt jedoch keine eigentliche Reparatur des Knorpelschadens [149]. Die
Lavage wird daher insbesondere bei jungen Patienten nur unterstitzend in
Kombination mit anderen Verfahren angewendet [140].

1.4.1.2 Shaving

Abgescherte Knorpelanteile von verletztem Knorpel im Gelenk kénnen zu
mechanischen Problemen, im schlimmsten Fall zu einer kompletten
Gelenkblockade fiihren. AuBerdem kbénnen sie eine Synovitis oder einen
Gelenkerguss zur Folge haben [140].

Beim Shaving bzw. dem von MAGNUSSON erstmals 1941 beschriebenen
Débridement [112] werden instabile und freie Knorpelfragmente entfernt. Dies
fuhrte bei seinen Nachuntersuchungen Uber einen Zeitraum von 5 Jahren in ca.
50% der Falle zu einer zufrieden stellenden Verbesserung der Symptome. Eine
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Heilung des verletzten Knorpels kann jedoch nicht erreicht werden und das
Fortschreiten der Arthrose wird nicht verlangsamt [36]. Im umgebenden
gesunden Knorpel wurden sogar signifikant mehr Nekrosen sowie
Auffaserungen des Knorpels beobachtet, als dies ohne eine Operation der Fall

gewesen ware [98].

1.4.2 Knochenmarkstimulation

Bei diesen Verfahren perforiert man die subchondrale Knochenlamelle, so dass
Blut aus der Spongiosa in den Knorpeldefekt flieBen kann. In das entstehende
Gerinnsel wandern BlutgefaBe ein, gefolgt von mesenchymalen Stammzellen.
Diese differenzieren zu Knorpelzellen und sind dann zur Synthese von
extrazellularer Matrix fahig. Viele Studien haben jedoch gezeigt, dass das so
entstehende Reparaturgewebe vor allem aus Faserknorpel besteht, der
beziglich der Beanspruchungen in einem Gelenk gegenlber hyalinem Knorpel
minderwertig ist [140].

1.4.21 Pridie-Bohrung

Bei dieser bereits 1959 von PRIDIE entwickelten Operationstechnik wird der
Zugang zu pluripotenten Stammzellen Uber eine anterograde Bohrung durch die
subchondrale Knochenlamelle in die gut durchblutete Spongiosa geschaffen
[146]. Aus dem entstehenden Gerinnsel entwickelt sich ein faserknorpeliges
Reparaturgewebe, das zwar im Vergleich zum hyalinen Gelenkknorpel
mechanisch minderwertig ist, aber zu einer Reduktion der Beschwerden fihren
kann. Obwohl die Frage nach einem langfristigen Therapieerfolg bis heute nicht
sicher geklart ist, ist die Pridie-Bohrung auch in modernen Therapiekonzepten
noch verbreitet [128]. Sollte der Defekt flir eine anterograde Anbohrung nicht
zuganglich sein, kann auch eine retrograde Bohrung durchgefihrt werden
[140]. Allerdings ist das bei der retrograden Anbohrung nach Beck entstehende

Reparaturgewebe im Vergleich zur Pridie-Bohrung minderwertiger [162].
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1.4.2.2 Microfracture

Das Microfracture-Verfahren kann grundsatzlich bei allen bis auf den
subchondralen Knochen reichenden Knorpeldefekten eingesetzt werden [137].
Diese Technik findet zunehmend Verbreitung, u. a., da sie sich gut
arthroskopisch durchfiihren lasst [17].

Zunachst werden alle instabilen Knorpelfragmente im oder am Rand des
Defekts entfernt. Falls vorhanden, wird die kalzifizierte Oberflache des Defekts
vorsichtig entfernt, ohne jedoch den darunter liegenden Knochen zu
beschadigen [171,175-177].

Mit einem StdéBel werden dann arthroskopisch 2-4 mm tiefe Lécher in den
subchondralen Knochen geschlagen. Der Abstand zwischen den Perforationen
sollte 3 — 4 mm betragen. Damit wird eine hohe Lochdichte erreicht. Die Lécher
sind jedoch noch nicht so nah zusammen, dass sie ineinander einbrechen und
es zu weiterer Zerstérung des Knochens kommt [175-177]. Von den
geschlagenen Léchern gehen radiar feine Fissuren aus, aus denen weiteres
Blut austritt [137]. Das aus dem Knochen einstrémende Blut bildet im Defekt ein
Gerinnsel, das auf der durch die Mikrofrakturierung entstandenen rauen
Knochenoberflache gut anhaftet [175-177].

Postoperativ ist eine kontinuierliche passive Bewegung durch eine
Motorschiene erforderlich [171,175-177].

Steadman et al. untersuchten tUber 1200 Patienten bis zu 7 Jahre postoperativ
nach und beobachteten eine deutliche Verbesserung der Schmerzsituation 3, 5
und 7 Jahre nach der Operation. Histologisch enthielt das Reparaturgewebe

allerdings sowohl Faserknorpel als auch hyalinen Knorpel [177].

1.4.3 Transplantationsverfahren

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse der bisher beschriebenen
Operationstechniken wurden Verfahren zur Transplantation von Knorpel
entwickelt. Da Knorpel jedoch nicht auf Knochen haftet, ist eine isolierte
Transplantation von Knorpel nicht mdéglich. Stattdessen kann Knorpel

zusammen mit dem subchondralen Knochen transplantiert werden. Der
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Knochen heilt schnell ein und fixiert so das Implantat sicher [140]. Auch andere
Gewebe mit chondrogenem Potential (z. B. Periost oder Perichondrium) kénnen
in Knorpeldefekte transplantiert werden.

1.4.3.1 Transplantation von Periost und Perichondrium

Die Transplantation von Perichondrium in einen Knorpeldefekt wurde erstmals
1972 von SKOOG et al. beschrieben [169,170]. RUBAK et al. [154-156] und
O’DRISCOLL et al. [132,133] beschreiben entsprechende Transplantationen
von Periostlappen. Das transplantierte Periost wird dabei meist an der Tibia
entnommen, Perichondrium stammt meist vom Rippenknorpel. Nach der
Entnahme werden die Transplantate im Knorpeldefekt durch eine Naht oder
durch Fibrinkleber fixiert [140]. Die Fahigkeit von Periost und Perichondrium,
unter entsprechenden Bedingungen hyalinartigen Knorpel zu bilden, wurde in
verschiedenen Studien nachgewiesen [34,133-135,151]. 1990 berichteten
HOMMINGA et al. tber 25 Patienten mit 30 Knorpelverletzungen die durch eine
Perichondriumtransplantation behandelt worden waren. 3 bis 12 Monate nach
der Operation durchgeflihrte Arthroskopien zeigten, dass 28 der 30 Defekte
vollstandig mit gelenkknorpeldhnlichem Gewebe geflllt waren [79]. Bei
Periosttransplantationen ist die klinische Erfahrung bisher noch gering [130].
Die Uberlegenheit einer der beiden Gewebearten ist bis heute nicht bewiesen
[25].

Als Indikation fir eine Transplantation gelten tiefe Gelenkknorpeldefekte bis zu
einer GroBe von etwa 2 x 3 cm die durch Trauma, Fehlstellungen oder
Osteochondrosis dissecans entstanden sind. Die Patienten sollten nicht &lter
als 55 Jahre sein [25]. SERADGE et al. stellten bei Vergleichen von
Patientenalter und Heilungserfolg nach einer Perichondriumtransplantation an
der Hand eine kontinuierliche Abnahme guter Behandlungsergebnisse mit
steigendem Alter fest. Bei dieser Studie wurde bereits ab einem Alter von 40
Jahren bei keinem der Patienten mehr ein guter Heilungserfolg erzielt [164].
Besteht bereits eine manifeste Arthrose ist eine Periost- oder
Perichondriumtransplantation kontraindiziert [13,25].
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1.4.3.2 Autologe Chondrozytentransplantation

Bei der autologen Chondrozytentransplantation wird die 1982 von BENYA und
SHAFFER verbffentlichte Tatsache ausgenutzt, dass es madglich ist,
Knorpelzellen aus Gelenkknorpel zu isolieren und diese in vitro so zu
vermehren, dass Kollagen Il-synthetisierende differenzierte Chondrozyten
entstehen [10].

Unter Anwendung dieser Ergebnisse versuchten GRANDE et al. 1989 [71]
patellare Knorpeldefekte in Kaninchen durch eine Transplantation in vitro
kultivierter autologer Chondrozyten zu therapieren. Sie entnahmen dafir in
einer Biopsie Knorpelzellen und vermehrten diese durch Zellkultur.
AnschlieBend nahten sie Periostlappen Uber die Knorpeldefekte und spritzten
darunter die kultivierten Chondrozyten. 6 Wochen nach der Implantation
beobachteten sie histologisch eine durchschnittlich 82%ige Fulllung des
Defekts, im Vergleich zu einer durchschnittich 18%igen Fullung der
unbehandelten Kontrolldefekte. Das Reparaturgewebe ahnelte hyalinem
Knorpel.

1994 verdffentlichten BRITTBERG et al. erste klinische Ergebnisse dieser
Methode [21]. 16 bis 66 Monate nach der Behandlung eines Knorpeldefektes an
der Femurkondyle mit autologer Chondrozytentransplantation zeigten 14 von 16
Patienten gute bis sehr gute Ergebnisse. Bei 15 Patienten wurden Biopsien
entnommen und histologisch untersucht. Davon ahnelte bei 11 Patienten das
Reparaturgewebe hyalinem Knorpel. 5 durchgeflihrte Immunhistologien wiesen
Kollagen Il nach. Von 7 Patienten mit patellaren Knorpeldefekten konnten
jedoch nur die Ergebnisse von zwei Patienten als gut oder sehr gut eingestuft
werden.

PETERSON et al. fihrten Nachuntersuchungen an 61 Patienten in einem
Abstand von 5 bis 11 Jahren (Durchschnitt 7,4) nach einer autologen
Chondrozytentransplantation durch. Davon zeigten 51 Patienten gute oder sehr
gute Ergebnisse. Von 12 untersuchten Biopsien ahnelten 8 hyalinem Knorpel.
PETERSON et al. schlossen daraus, dass mit diesem Verfahren bei einer
Mehrheit der Patienten ein dauerhaft stabiles Reparaturgewebe erreicht werden
kann [141].
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Schlechtere Ergebnisse wurden von BREINAN et al. berichtet. Sie therapierten
Knorpeldefekte im Tiermodell durch autologe Chondrozytentransplantation und
verglichen die Heilungsergebnisse mit der Heilung untherapierter Leerdefekte.
Auch 18 Monate nach der Operation konnten sie keine Unterschiede im

Heilungsverhalten beobachten [18].

1.4.3.3 Autologe Knorpel-Knochen-Transplantation

Die erstmals 1908 von LEXER [109] beschriebene osteochondrale
Transplantation ist gegenwartig das Therapieverfahren mit dem gréBten
klinischen Erfolg [140]. Indikationen sind fokale chondrale und osteochondrale
Lasionen, Osteochondrosis-dissecans-Herde sowie begrenzte Osteonekrosen
[88].

Zunachst wird an der Defekistelle ein Knorpel-Knochen-Zylinder entnommen,
so dass der Defekt eine definierte Form und GréBe erhalt und das Transplantat
gut aufnehmen kann. Das Transplantat wird an einer gering belasteten Zone
des Gelenks entnommen. Dies kann der retropatellare oder der dorsale Teil der
Femurkondylen oder auch die interkondylare Notch sein [140]. Der
entnommene Zylinder wird nun in den Defekt eingesetzt. Er ist dort durch die
,Press-fit-Technik® verankert, d. h., der transplantierte Knorpel-Knochen-
Zylinder ist geringfligig gréBer als der Defekt. Durch diesen GréBenunterschied
ist der Zylinder im Defekt fixiert [88]. Der Entnahmedefekt wird mit Zylindern aus
dem Beckenkamm gefiillt. Deren Periost differenziert im Gelenk zu
Faserknorpel [124].

Die Entnahme der Zylinder kann mit Hilfe einer diamantbesetzten Frase
erfolgen (Diamond Bone Cutting System, DBCS) [124]. Beim arthroskopisch
durchfihrbaren Osteochondralen Autologen Transfer System (OATS) wird der
Zylinder durch einen MeiBel entnommen. Bei diesem Verfahren ist allerdings
der Durchmesser des Transplantats auf 15 mm begrenzt [36]. 1972 berichtete
Wagner Uber an 26 Patienten durchgeflihrte osteochondrale Transplantationen.

Von diesen Patienten wurden 20 nachuntersucht. WAGNER konnte in allen
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nachuntersuchten Féllen rdntgenologisch eine gute Einheilung der
Transplantate nachweisen [184].

SIEBERT et al. untersuchten die Einheilung osteochondraler Transplantate
histologisch. Sie zeigten, dass der kndcherne Teil des Zylinders gut in das
Gelenk einheilt, jedoch war auch nach 6 Monaten noch keine Integration des
transplantierten Knorpels in das angrenzende Gewebe nachweisbar [167].
MEENEN et al. flhrten osteochondrale Transplantationen an 52 Patienten mit
Knorpeldefekten durch. 24 Monate nach der Operation konnten die Ergebnisse
aller Patienten mit traumatisch bedingten oder durch Osteochondrosis
dissecans verursachten Knorpelschaden als gut oder sehr gut eingestuft
werden. 76,9% der Patienten, bei denen eine Arthrose diagnostiziert wurde,
hatten gute oder sehr gute Ergebnisse [123].

Der Nachteil dieses Therapieverfahrens liegt in der Entstehung eines

Knorpelschadens in zuvor gesundem Knorpel durch die Entnahme des
Spenderzylinders [106,140].

Abb. 4 [140]: Autologe osteochondrale Transplantation bei einem 45jgdhrigen ménnlichen
Patient. A: Knorpeldefekt am medialen Femurkondylus des rechten Kniegelenks B, C:
Entnahme des defekten Knorpels mit dem subchondralen Knochen D: zur Transplantation
vorbereiteter ehemaliger Defekt E: in einer gering belasteten Gelenkregion entnommener
osteochondraler Spenderzylinder F: Defekt nach der Implantation des Zylinders.
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1.4.3.4 Mosaikplastik

Eine Variante der osteochondralen Transplantation wurde 1998 von HANGODY
et al. beschrieben [74]. Statt eines groBen Zylinders werden mehrere kleinere
Transplantate an gering belasteten Stellen des Gelenks entnommen. Mit diesen
wird der Defekt wie in einem Mosaik aufgefullt. Die Radume zwischen den
einzelnen Zylindern fillen sich wie nach einer Anbohrung des subchondralen
Knochens mit Faserknorpel. Das Ziel war es, auf diese Weise eine
bestmdgliche Kongruenz der neu geschaffenen Gelenkoberflache zu erreichen.
Von 57 Patienten, die HANGODY et al. in einem Abstand von mehr als 3 Jahre
nach einer Operation untersuchte, erreichten 91% gute oder sehr gute
Ergebnisse [75].

1.4.3.5 Allogene Knorpel-Knochen-Transplantation

Die allogene Transplantation hat den Vorteil, dass bei diesem Verfahren kein
Entnahmedefekt erzeugt wird. AuBerdem ist es mdglich, die anatomische
Gelenkoberflache optimal wiederherzustellen, indem das dem urspriinglichen
Defekt entsprechende Areal des Spendergelenks transplantiert wird [140].
Allogene Transplantationen von Knochen beinhalten jedoch das Risiko einer
Ubertragung von Infektionskrankheiten wie beispielsweise HIV [3,26,27,39].

Bei Versuchen, xenogene Transplantationen von Knorpel und Knochen

durchzufihren, kam es zu deutlichen immunologischen Abwehrreaktionen

[160]. Dieser Therapieansatz ist daher weitgehend aufgegeben worden [8].
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1.5 Problemstellung

Bisherige Untersuchungen Uber die autologe osteochondrale Transplantation
sind oft klinische Studien, in denen Nachuntersuchungen an operierten
Patienten durchgefihrt werden. Histologische Untersuchungen beschranken
sich auf die Analyse von Gewebeproben, die durch eine Nadelbiopsie
entnommen worden sind. Die histologische Untersuchung kompletter Defekte
nach einer erfolgten Transplantation wurde lediglich in Kurzzeitstudien
durchgefihrt.

Bisher fehlen histologische Untersuchungen Gber die langfristige Einheilung

osteochondraler Transplantate in Knorpeldefekte.

Folgende Fragen sollen daher untersucht werden:

- Wie heilt der knécherne Anteil des Transplantats im Verlauf eines Jahres

in den Defekt ein?

- Welches Anwachsverhalten zeigt der knorpelige Anteil des Transplantats
im Verlauf eines Jahres? Kommt es am Rand des Defekis zu einer
kontinuierlichen Verbindung zwischen dem Knorpel des Transplantats

und der Umgebung?

- Welche Veranderung zeigt der Knorpel des Transplantats im Verlauf

eines Jahres? Sind Anzeichen einer Degeneration vorhanden?
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2. MATERIAL UND METHODEN

An 14 Schweinen wurde an den medialen Femurkondylen beider Kniegelenke
eine autologe osteochondrale Transplantation durchgefthrt. Nach 2, 8 und 26
Wochen wurden jeweils 3 Tiere, nach 52 Wochen wurden 4 Tiere getotet und
anschlieBend radiologisch und histologisch untersucht.

2.1 Versuchstiere

Die Studie wurde an 13 adulten Goéttinger Minipigs (3 ménnliche, 10 weibliche)
durchgefihrt. Zum Zeitpunkt der Defektsetzung waren die Tiere im Mittel 35
(18-53) Monate alt und hatten ein durchschnittliches Gewicht von 30 (15-39)
kg.

Der Antrag auf Durchfihrung der Tierversuche wurde unter der Projekt-Nr. 34-
00 bei der Stadt Hamburg, Behdérde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales, Amt
flr Veterinar- und Gesundheitswesen gestellt und genehmigt.

2.2 Operation

2.2.1 Anasthesie

Vor der Narkoseeinleitung wurde das Schwein durch eine i. m. Injektion einer
Mischung aus Stresnil (Azaperon; Janssen Cilag GmbH, Neuss) und Ketamin
10 (Ketaminhydrochlorid; Atarost GmbH & Co, Twistringen) (je 1ml/10 kg
Kdrpergewicht) sediert. Dem sedierten Tier wurde nun ein intravendser Zugang
in eine Ohrvene gelegt und die Narkose durch einen Bolus von 10ml Propofol-
Lipuro 1% (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) i. v. eingeleitet. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte durch Gabe von 10 ml/h Propofol-Lipuro
1% Uber einen Perfusor.

Das intubierte Schwein (Tubus-GréBe 7,5) wurde durch eine Model MA-1B
Respiration Unit (Bennett Respiration Products Inc., Santa Monica, Kalifornien)

mit einer Atemfrequenz von 10 / min und einem Atemzugvolumen von 500 ml
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beatmet. Die Uberwachung des Tieres erfolgte durch ein an Zunge oder Ohr
befestigtes Pulsoxymeter.
Die Narkose dauerte ca. 90 min.

2.2.2 Operationstechnik

Praoperativ wurde den Tieren 2x 1g Elzogram 1.0 (Cefazolin-Natrium; Lilly
Deutschland GmbH, GieBen) i.v. zur Infektionsprophylaxe appliziert.

Der Zugang zum Gelenk erfolgte durch einen ca. 5 cm langen Hautschnitt vom
medialen Patellarand bis zur medialen Tuberositas tibiae. Nach sorgfaltiger
Praparation bis zur Gelenkkapsel wurde diese eréffnet und die Patella nach
lateral luxiert. Somit konnte Uber einen Zugang sowohl die Entnahme des
Spenderzylinders aus dem patellaren Gleitlager, als auch die
Implantationsstelle am medialen Kondylus erreicht werden.

Flr die Transplantation wurden diamantbesetzte Frasen (Surgical Diamond
Instruments (SDI), medArtis AG, Deisenhofen) verwendet. Dies entspricht dem
von Draenert & Draenert entwickelten ,Diamond Bone Cutting System (DBCS)®
[56].

Der ,Defekt®, der das Transplantat aufnehmen sollte, wurde kaudal am
medialen Femurkondylus geschaffen. Dazu wurde zunachst mit einer Stanze
(AuBendurchmesser 4,5mm) ein Ring in den Knorpel geschlagen. Mit einer
diamantbesetzten Hohlfrdse von gleichem Durchmesser wurde dann in
Fortsetzung des Rings ein Zylinder bis zu einer Tiefe von 8 mm in den
subchondralen Knochen gefrast. Das vorherige Stanzen des Knorpels
verhindert, dass dieser beim Frasen ausfranst. Um Hitzeschdden durch das
Frasen zu minimieren, wurde das Gewebe mit einer an die Bohrpistole
angeschlossenen NaCl-Druckinfusion gekihlt. Nun wurde eine Hohlstanze mit
einem Hammer in den um den Zylinder gefrasten Ring geschlagen. Die sich am
Ende der Stanze befindenden Hakchen griffen dabei in den kndchernen Teil
des Zylinders. Durch eine Drehung der Stanze kam es zum kontrollierten Bruch
der noch verbliebenen knéchernen Verbindung zum Gelenkknochen am

unteren Ende des Zylinders.
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Auf die gleiche Weise wurde nun im patellaren Gleitlager des Femurs ein 10
mm langer Spenderzylinder (Durchmesser 4,6 mm) entnommen. Der
Entnahmedefekt wurde mit in PBS geléstem Calciumphosphat (Merck KgaA,
Darmstadt) bis auf das Niveau der Gelenkoberflache aufgeflllt. Nach der
Entnahme wurde der Zylinder mit einem Skalpell angespitzt und auf eine Lange
von 8 mm gekirzt, um das Einbringen des Transplantats in den Defekt zu
erleichtern.

Das Einsetzen des Spenderzylinders in den Defekt erfolgte zunachst manuell
und bei Bedarf zusatzlich mit Hilfe eines TeflonstdBels bis eine kongruente
Gelenkoberflache hergestellt worden war. Der Unterschied zwischen den
Durchmessern von Entnahmedefekt und Spenderzylinder sorgte flir eine
sichere Verankerung des Zylinders (,press-fit®).

AnschlieBend folgte ein 3-schichtiger Wundverschluss. (Abb. 5)

2.2.3 Postoperative Analgesie und Uberwachung

Wahrend der ersten Woche nach der Operation wurden taglich Vigilanz-, Gang-
und Wundkontrollen durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgten die Kontrollen 2x
wdchentlich.

Direkt nach der Operation erhielten die Tiere 1000 mg Metamizol-Natrium supp.
(Novaminsulfon-ratiopharm Zapfchen, ratiopharm GmbH, Ulm). Waren nach der
Operation Anzeichen fir Schmerzen zu beobachten, wurde den Tieren Uber 3
Tage ausschleichend Temgesic (Buprenorphin-HCI; Essex Pharma GmbH,
Minchen) i. m. appliziert. Am ersten Tag erhielten die Tiere 2x 0,02 mg/kg
Kérpergewicht, am 2. Tag 2x 0,0125 mg/kg Kérpergewicht und am 3. Tag 2x
0,00625 mg/kg Kérpergewicht.
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Abb. 5: Autologe osteochondrale Transplantation am Géttinger Minipig. A: Stanzen eines Rings

in den Knorpel des medialen Femurkondylus B: Frdsen eines Zylinders in den Knochen C:
Entnahme des Knorpel-Knochen-Zylinders mit einer Hohlstanze D: Zur Aufnahme des
Spenderzylinders vorbereiteter Defekt E: Entnahme des Spenderzylinders auf gleiche Weise
im patellaren Gleitlager F:Spenderzylinder (links) und der bei der Vorbereitung des Defekts
entnommene Zylinder (rechts) G: Einsetzen des Spenderzylinders in den Defekt H: Medialer
Femurkondylus nach der Transplantation

2.3 Toétung

Wie bei der Narkoseeinleitung wurden die Tiere zunachst durch Stresnil und
Ketamin 10 i. m. (je 1ml/10 kg Korpergewicht) sediert und ein Zugang in eine
Ohrvene gelegt. Die Schweine wurden dann durch 20ml T-61 (Embutramid,
Mebezoniumjodid, Tetracainhydrochlorid; Intervet Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim) i.v. getbtet. Postmortal wurden die hinteren Extremitaten
abgetrennt und untersucht.
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2.4 Radiologische Untersuchung

2.4.1 Rontgen

Mit einem Siemens Optitop (Siemens AG, Erlangen) wurden Seit- und a.-p.-
Aufnahmen erstellt. Es wurde eine Ladungsmenge von 3,6 mAs, eine
Beschleunigungsspannung von 60 kV und ein kleiner Fokus gewahlt. Der
Fokus-Film-Abstand betrug 105 cm. Es wurden ein 18x24 cm groBer Kodak X-
Sight G/RA Diagnostic film (Kodak GmbH, Stuttgart) und Trimax 8
Verstarkerfolien (Systemempfindlichkeit 400) (3M Deutschland GmbH, Neuss)

verwendet.

2.4.2 Magnetresonanztomographie

Die Untersuchungen wurden in einem Magnetom Vision MR-Tomographen
(Siemens AG, Erlangen) mit einer Extremitatenspule (Siemens AG, Erlangen)
bei 1,5 T durchgeflihrt. Zur Darstellung in coronarer und sagittaler Ebene
wurden eine fettsupprimierte protonendichtegewichtete FSE-Sequenz mit einer
Schichtdicke von 2 mm und eine T2 3D-DESS-Sequenz mit einer effektiven

Schichtdicke von 2 mm verwendet.

2.5 Histologische Untersuchung

Nach der Tétung und der Abtrennung der hinteren Extremitaten wurden die far
die Histologie vorgesehenen Kniegelenke eréffnet und Femur und Tibia
voneinander getrennt. Der Femurkondylus wurde mit einer S&ge abgetrennt
und zur Fixierung fr 2 Wochen in 4 %iges mit PBS gepuffertes Formalin (pH
7,4) gegeben.

Nach der Fixierung wurden die Femurkondylen fir die histologische
Verarbeitung zugeschnitten (EXAKT-Trennschleifsystem 310 (Makro), EXAKT
Apparatebau GmbH & Co.KG, Norderstedt). Von einem Tier wurde jeweils eine
Kondyle in Methacrylat eingebettet. Um zuséatzlich eine immunhistologische
Untersuchung zu ermdéglichen, wurde die andere Kondyle entkalkt und in

Paraffin eingebettet.
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2.5.1 Acrylat

2.5.1.1 Entwasserung

Die Praparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe automatisch
entwassert (Gewebeeinbettautomat, Modellreihe 2050, Bavimed Laborgerate
GmbH, Birkenau). Die Praparate blieben jeweils 2h in jeder Lésung. Tab. 1
zeigt die bei der automatischen Entwasserung durchlaufenen Lésungen und die
Verweildauer der Praparate in der jeweiligen Lésung.

1 2 3 4 5 6

Lésung | Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
70% | 70% Il 80% I 80% lI 96% | 96% I

Dauer 2h 2h 2h 2h 2h 2h

7 8 9 10 11 12

Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
96% Il 100% 1| 100% Il  100% Il 100% IV 100% V

2h 2h 2h 2h 2h 2h

Tab. 1: Stufen der Entwédsserung vor der Einbettung in Methylmethacrylat

2.5.1.2 Einbettung

Ansatz Infiltrationslésung
- entstabilisiertes Methylmethacrylat 11 (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)
- LPG 100ml (WIV, Schwetzingen)
- Benzoylperoxid 3,3g (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)

Ansatz GieBlésung
- entstabilisiertes Methylmethacrylat 11 (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)
- LPG 100ml (WIV, Schwetzingen)
- Benzoylperoxid 5,5g (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)
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Die Praparate wurden zundchst 2x 24 Stunden in der Infiltrationslésung
gelagert. Direkt vor dem GieBBen wurde der GieBlésung zur Beschleunigung der
Polymerisation 5ul N,N-Dimethyl-p-toluidin (Merck-Schuchardt, Hohenbrunn) /
ml GieBlésung hinzugefligt. Die Einbettung des Praparates erfolgte in kleinen
GlasgefaBen. Um ein Wiederfinden des Defektes nach der Einbettung zu
erleichtern, wurde der Abstand des Defektes vom Rand des Praparats
gemessen. Da es bei der Aushéartung der GieBl6sung zu einer Erwarmung
kommt, lagerten die Praparate zur Aushértung fir 24 Stunden in fingerhohem
Wasser im Kihlschrank bei 5°C.

2.5.1.3 Schleifen

Nach dem Entfernen des Glases vom Acrylatblock wurde in der Umgebung des
Praparates Uberflissiges Acrylat mit einer Schleifmaschine (Phoenix Alpha,
Wirtz-Buehler GmbH, Disseldorf; Schleifscheiben: WS flex 18 C, Durchmesser
200mm, Kérnung 80, Hermes Schleifmittel GmbH & Co.KG, Hamburg) entfernt

und der Block fir das Schneiden am Mikrotom in die richtige Form geschliffen.

2.5.1.4 Schneiden
Ansatz Chromalaun-Gelatine
- 0,59 Gelatine (Merck KGaA, Darmstadt) in 50 ml Aqua dest. I6sen
- 2ml Chromalaun (4g Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat (Merck
KgaA, Darmstadt) in 100ml Aqua dest.)
- eine Messerspitze Thymol (Merck KGaA, Darmstadt)

Die in Acrylat eingebetteten Praparate wurden an einem Rotationsmikrotom
(MicroTec CUT 4060 E, Ganter Werkzeug- und Maschinenbau GmbH, Walldorf)
geschnitten. Die Schnittdicke betrug 4um. Um das Schneiden zu erleichtern
wurden Praparat und Messer mit WIV-Schneideflissigkeit (WIV, Schwetzingen)

angefeuchtet. Die Schnitte wurden auf mit Chromalaun-Gelatine beschichtete
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Standardobjekttrager aufgezogen und zum Strecken mit einigen Tropfen
Isopropanol (Merck KgaA, Darmstadt) beschichtet. AnschlieBend wurden die
Objekttrager zum Schutz mit Folien (Plastic Cover Slips, Oncor, Gaithersburg,
MD, USA) bedeckt, in Pressen eingespannt und 12 Stunden im Brutschrank bei
60°C gelagert. Dies stellte die Verbindung zwischen Schnitt und Objekttrager

her und sorgte dafiir, dass die Streckflissigkeit verdunstete.

2.5.1.5 Farben

Zum Herauslésen des Acrylats wurden die Praparate zunachst 3x 10 Minuten in
Entplaster ((2-Methoxyethyl)-Acetat, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn) gebadet.
Dann durchliefen die Praparate eine absteigende Alkoholreihe (jew. 2 min in: 2x
Ethanol 100%, 1x 96%, 1x 80%, 1x 70%, 1x 50%). Der am Objekttrager
verbleibende Alkohol wurde in Aqua dest. abgespiuilt.

2.5.1.5.1 Toluidinblau

Die Praparate wurden 45 min in 1%igem Toluidinblau (pH 4,5, Toluidine Blue O,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) gefarbt. AnschlieBend durchliefen
sie die aufsteigende Alkoholreihe mit den Ethanolkonzentrationen 50%, 70%,
80%, 96%, 2x 100%. Dabei mussten die Praparate im 100%igen Alkohol fur 3
min verweilen, in die niedriger konzentrierten Lésungen wurden sie nur kurz

eingetaucht. AnschlieBend folgte ein Bad flir 3x 2 min in Xylol.

2.5.1.5.2 Kossa/van Gieson

Ansatz Sodaformol
- 12,5g Natriumcarbonat (Merck KGaA, Darmstadt)
- 62,5ml 37%iges Formalin
- 187ml Aqua dest.
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Ansatz van Gieson
- 2,59 Fuchsin S (Chroma-Gesellschaft Schmid & Co, Stuttgart-
Untertlrkheim)
- Bml konz. Salpetersaure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
- 100ml Glycerin (Merck KGaA, Darmstadt)
- 900ml gesattigte Pikrinsaure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Die Praparate blieben zunachst 5 min in 3 %igem Silbernitrat (Merck KgaA,
Darmstadt) und wurden dann 10 min in Aqua dest. gespilt. Sie wurden nun
nacheinander jeweils 5 min in Sodaformol und Natriumthiosulfat (Merck KGaA,
Darmstadt) gebadet. Jedem der beiden Bader folgte ein 10 minltiges Spulen in
Leitungswasser. Nach einer 20 minltigen Gegenfarbung in v.-Gieson-Farbe
durchliefen die Praparate die aufsteigende Alkoholreihe mit den Schritten 80%,
96%, 2x 100%. In jedem der Alkoholbader wurden die Praparate nur kurz
eingetaucht. Vor dem Eindecken wurden die Praparate noch 3x 5 min in Xylol
gebadet.

2.5.1.5.3 Hamalaun-Eosin

Nach der Entwasserung wurden die Praparate 45 min in Mayers Hamalaun
(Merck KGaA, Darmstadt) gefarbt. AnschlieBend standen die Praparate zum
Blauen 10 min in Leitungswasser. Nach einem 5 sekindigen Bad in 2%igem
Lithiumcarbonat (Merck KGaA, Darmstadt) wurden die Objekttrager erneut 3
min in Leitungswasser gespult. Die Praparate wurden fir eine Minute in
80%iges Ethanol getaucht und dann 5 min mit Eosin (0,2% Eosin G (Merck
KGaA, Darmstadt) in 80%igem Ethanol) gefarbt. Sie wurden kurz in
Leitungswasser gespult und dann durch die aufsteigende Alkoholreihe (80%,
96%, 2x 100%) geflihrt. Sie wurden dabei jeweils nur kurz eingetaucht. Es
folgten 3x 2 min in Xylol.
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2.5.2 Paraffin

2.5.2.1 Entkalkung

Vor der Einbettung in Paraffin wurden die Praparate fir 2 Monate entkalkt. Die
Entkalkung erfolgte in 10%iger EDTA-Lésung (pH 7,2-7,4, Titriplex 11, Merck
KGaA, Darmstadt). Die EDTA-L&sung wurde 1x wéchentlich erneuert.

2.5.2.2 Entwasserung

Die Praparate wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe und anschlieBend in
Xylol automatisch entwdssert und anschlieBend in Paraffintépfe getaucht
(Gewebeeinbettautomat, Modellreihe 2050, Bavimed). Tab. 2 zeigt die bei der
automatischen Entwéasserung durchlaufenen Lésungen und die Verweildauer

der Praparate in der jeweiligen Lésung.

1 2 3 4 5 6
Léosung | Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
70% | 70% Il 80% | 96% | 96% 1l 100% |
Dauer 6 h 6 h 6 h 6 h 6 h 6 h

7 8 9 10 11 12

Ethanol Xylol Xylol Paraffin  Paraffin  Paraffin
100% Il I Il I Il M

6 h 1h 2h 1h 1h 1h

Tab. 2: Stufen der Entwésserung vor der Einbettung in Paraffin

2.5.2.3 Einbettung

Zunachst wurde am Praparat ausgemessen, welchen Abstand der Defekt vom
Praparatrand (spatere Unterseite des Paraffinblocks) hat. Dies sollte die
Lokalisation des Defekts im undurchsichtigen Paraffinblock beim Schneiden

erleichtern. Beim Einbetten in Paraffin (Vogel Histo-Comp Gewebeeinbettmittel,
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Vogel Medizinische Technik und Elektronik, Giessen) wurde das Praparat so in
der Gussform platziert, dass im Mikrotom ein Anschnitt des Defekts senkrecht
zur Gelenkoberflache mdéglich war.

2.5.2.4 Schneiden

Vor dem Schneiden wurden die Praparate Uber Nacht im Kihlschrank bei 7°C
gelagert. Die histologischen Schnitte wurden an einem Schlittenmikrotom (Typ
HN 40, Jung AG, Heidelberg) angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Fir
die immunhistologische Untersuchung wurden SuperFrost®Plus-Objekitrager
(Menzel-Glaser, Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,
Braunschweig) verwendet. Schnitte, die mit HE und Toluidinblau gefarbt werden
sollten, wurden auf mit EiweiB-Glycerol beschichtete Standardobjekitrager

aufgezogen. Die Schnittdicke betrug 5um.

2.5.25 Farbung

Nach dem Schneiden wurden die Praparate 30 Minuten in einem Brutschrank
bei 60°C auf den Objekttragern fixiert. Dabei denaturierte das Eiwei3 und stellte
damit eine Verbindung zwischen Praparat und Objekttrager her. Noch warm
wurde durch 2x 6 min im Xylol das Paraffin aus den Schnitten herausgelést.
AnschlieBend durchliefen die Praparate die absteigende Alkoholreihe (jew. 2
min in: 2x Ethanol 100%, 1x 96%, 1x 80%, 1x 70%, 1x 50%). Danach wurden

die Objekttrager in Aqua dest. bewegt, bis das restliche Ethanol entfernt war.

2.5.2.5.1 Toluidinblau
Die Farbung der Paraffinschnitte mit Toluidinblau entsprach dem bei
Acrylatschnitten angewendeten Verfahren.

2.5.2.5.2 Hamalaun-Eosin

Die Praparate wurden 6 min in Mayers Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt)

gefarbt und dann 2 min in Leitungswasser gespult. Zum Differenzieren wurden
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die Objekttrager kurz in 0,3%igen HCI-Alkohol getaucht, gefolgt von erneutem
Spilen in Leitungswasser. Zum Blauen wurden die Praparate 8 min in frischem
Leitungswasser gebadet. Nach kurzem Spulen in Aqua dest. wurden sie 2 min
in Eosin (0,2% Eosin G (Merck KGaA, Darmstadt) in 80%igem Ethanol) gefarbt.
Die Objekttrager wurden erneut kurz in Aqua dest. gespult und durchliefen dann
die aufsteigende Alkoholreihe mit den Ethanolkonzentrationen 80%, 96%, 2x
100% (jew. 3x eingetaucht). Es folgte ein Bad von 3x 2 min in Xylol.

2.5.2.5.3 Immunhistologie
Ansatz TBS
11 Vorratslésung enthalt in Aqua dest. geldst:
- 169 Tris (Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD, USA)
- 137g Trizme Hydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
- 15,6g NaCl (Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland)
Zur Herstellung der Arbeitslésung wird die Vorratslésung 1:20 mit Aqua dest.

verdinnt.

Nachdem die Praparate 2 Std. bei 60°C im Brutschrank gelagert worden waren,
wurde das Paraffin in Xylol (2 x 5 min) herausgel6st. Die Praparate wurden flr 3
min in 100%iges Ethanol Gberfihrt und durchliefen dann die absteigende
Alkoholreihe (jew. 5 min in: 1x 96%, 1x 90%, 1x 80%, 1x 50%). Der verbliebene
Alkohol wurde in Gber 2 min Aqua dest. abgespult. AnschlieBend wurden die
Objekttrager 2 x 5 min in TBS gebadet.

Um einen moglichst sparsamen Einsatz insbesondere der Antikérper zu
ermdglichen, wurden die Praparate auf dem Objekttrager mit einem DAKO-Pen
(DAKO A/S, Glostrup, Danemark) umkreist. Dies verhindert ein groBflachiges
Verlaufen der aufgetropften Lésungen. Alle Inkubationen erfolgten in einer
Feuchtkammer. Zwischen den Inkubationen wurden die Praparate in TBS
gewaschen.

Zunéachst erfolgte die Antigendemaskierung durch 1mg/ml Hyaluronidase
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mulnchen) in 0.1M Natriumhydrogenphosphat
(Merck KGaA, Darmstadt) (pH 5,5-5,6). Die 4stlindige Inkubation erfolgte bei
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37°C. Um mdgliche unspezifische Bindungen der Antikérper zu blockieren,
erfolgte nach einem Waschen in TBS fiir 2 x 5 min eine 30 min(tige Inkubation
bei Raumtemperatur mit in TBS gel6stem 10%igem Schweineserum (DAKO
A/S, Glostrup, Danemark).

Nach erneutem Waschen fir 3 x 5 min wurde die Inkubation mit dem priméren
Antikdrper gegen Kollagen | (Anti-Human Type | collagen, Kat.-Nr. AF-5610,
Medicorp Inc., Montréal, Kanada) bzw. Kollagen Il (Anti-Human Type Il
collagen, Kat.-Nr. AF-5710, Medicorp Inc., Montréal, Kanada) durchgefihrt. Die
Inkubation erfolgte bei einer Temperatur von 7°C Uber Nacht. Der priméare
Antikérper wurde 1:100 verdinnt in DAKO Antibody Diluent (DAKO Antibody
Diluent with Background Reducing Components, DAKO A/S, Glostrup,
Danemark) verwendet.

Am folgenden Tag wurden die Praparate gewaschen und dann mit dem
sekundaren biotinylierten Antikdrper (Kaninchen Anti-Maus Immunglobuline,
biotinyliert, DAKO A/S, Glostrup, Ddnemark) in einer Verdinnung von 1:200 fr
1 Stunde bei Raumtemperatur bedeckt.

Nach der Inkubation wurden die Praparate fir 3 x 5 min gewaschen. Die
anschlieBende Farbung erfolgte mit dem Vectastain ABC-Kit Alkaline
Phosphatase AK 5000 (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA). Nach dem
Farben wurden die Praparate in Leitungswasser gewaschen und anschlieBend
30 s in 1:2 verdinntem Mayers Hamalaun (Merck KGaA, Darmstadt)
gegengefarbt. Die Praparate wurden 10 min in flieBendem Leitungswasser
geblaut und dann noch feucht mit Crystal/Mount Eindeckmedium (Biomeda
Corp., Foster City, USA) bedeckt. Die Schnitte wurden 5 min auf der Heizplatte
bei 70-80°C getrocknet und anschlieBend mit einem Tropfen Clarion
Eindeckmedium (Biomeda Corp., Foster City, USA) eingedeckelt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Versuchstiere

An 14 Géttinger Minipigs wurde an den medialen Femurkondylen beider
Kniegelenke eine autologe osteochondrale Transplantation durchgeflhrt.
Jeweils 3 Tiere sollten nach 2, 8 und 26 Wochen sowie 4 Tiere nach 52
Wochen getdtet und untersucht werden. Insgesamt wurden 26 Kniegelenke
operiert.

Je ein Schwein der 2 Wochen- und der 26 Wochen- Kohorte verstarb vorzeitig
an einer Infektion mit Escherichia coli. Diese Tiere wurden nicht mit in die
Studie aufgenommen. Es wurden also nur die Ergebnisse von jeweils 2 nach 2
bzw. 26 Wochen getdteten Schweinen gewertet. Alle anderen Tiere zeigten
keine Zeichen einer lokalen oder systemischen Infektion. Nach der initialen
Wundheilung zeigte keines dieser Tiere Vigilanz- oder
Bewegungsaufféalligkeiten.

Standzeit 2 Wochen 8 Wochen 26 Wochen 52 Wochen
Zahl der Tiere 2 3 2 4
Zahl d. Kondylen 4 6 4 8

Tab. 3: Anzahl der pro Kohorte untersuchten Tiere und Kondylen
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3.2 Ergebnisse 2 Wochen nach Operation

3.2.1 Radiologische Befunde

Im konventionellen Réntgenbild (Abb. 6A) wird deutlich, dass eine knécherne
Integration zwei Wochen nach der Operation noch nicht erfolgt ist. Das
Transplantat ist noch deutlich von seiner Umgebung abgrenzbar. Der Zylinder
kann als regelrecht versenkt bewertet werden. Er liegt kndéchern auf dem
Hoéhenniveau des Transplantatlagers und zeigt im Ubergang zu diesem keine
Stufen oder Vorspriinge. Seiner Umgebung liegt das Transplantat eng an und
fullt das fur die Transplantation geschaffene Bohrloch vollstandig aus.
Pathologische Befunde im Sinne degenerativer Veranderungen sind nicht zu
erheben.

Auch die magnetresonanztomographische Darstellung (Abb. 6B) bestétigt die
regelrechte Versenkung des Knorpel-Knochen-Zylinders. Die
Oberflachenkontur des Kondylus’ wird durch den Transplantatzylinder gut
nachgebildet. Der Knochenzylinder ist von einem hyperintensen Saum
entsprechend hyalinem Gelenkknorpel bedeckt. Die Knorpeldicke des
Transplantats entspricht der Umgebung des Transplantats und der Knorpel
zeigt radiologisch keine pathologischen Veranderungen. Eine kongruente
Gelenkoberflache scheint postoperativ gewahrt. Auf Knochenebene ist in der
Magnetresonanztomographie deutlich ein Odem in der unmittelbaren
Umgebung des eingesetzten Zylinders zu erkennen.
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Abb. 6: Defekt 2 Wochen nach der Transplantation. A: Konventionelles Rdntgen.

Der transplantierte Knorpel-Knochen-Zylinder ist vom umgebenden Knochen gut
abzugrenzen (weiBe Pfeile). Es besteht noch keine Kontinuitdt zwischen
Knochenzylinder und Transplantatbett. Auch der mit Biozement verschlossene
Entnahmedefekt ist zu erkennen (schwarze Pfeile). B:
Magnetresonanztomographie, T2-gewichtete 3D-DESS-Sequenz. Die Pfeile
weisen auf das Transplantat. Es ist auf Knochenebene von einem unscharf
berandeten hyperintensen Saum umgeben und dadurch gut von seiner Umgebung
abzugrenzen. Der knécherne Zylinder ist von einem hyperintensen Band bedeckt,
dass in seiner Intensitit der Darstellung des umgebenden Knorpels entspricht und
in diesen kontinuierlich tbergeht. Der Zylinder ist regelrecht versenkt und bildet
eine zur Umgebung kongruente Gelenkoberflédche.
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3.2.2 Histologische Befunde
Auch histologisch ist der Transplantatzylinder 2 Wochen nach der Operation
sowohl auf kndcherner als auch auf Knorpelebene gut abzugrenzen.

Der Knochen des Transplantats sowie die knécherne Umgebung erscheinen
vital. An den Grenzen des eingesetzten Zylinders sind auf zellularer Ebene
Umbauprozesse des Knochens zu beobachten. Osteoblasten und Osteoklasten
haben damit begonnen, den Zylinder in die Umgebung zu integrieren (Abb. 8C,
8D). Es ist jedoch noch nicht zu einer sicheren Verankerung des Knorpel-
Knochen-Zylinders in das Transplantatbett gekommen. Die Begrenzung des
Zylinders ist noch klar zu erkennen. Nur vereinzelt kann bereits die Ausbildung
knécherner Bricken zwischen dem Transplantat und seiner Umgebung
beobachtet werden (s. Abb. 7).
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Abb. 7: Defekt 2 Wochen nach der Transplantation. A: Der Knochen des Transplantats ist durch

einen Spaltraum klar von dem umgebenden Knochen des Femurkondylus’ getrennt (Pfeile). B:
Der Kreis kennzeichnet eine knécherne Brlicke, die sich zwischen Transplantat und Umgebung
gebildet hat. Acrylateinbettung, Kossa/van Gieson-Fdrbung, OriginalvergréBerung A:12,5-fach,
B:100-fach.

45



’.

Abb. 8: Defekt 2 Wochen nach er Transplantation. A: Das Transplantat (schwarze Pfeile) ist
regelrecht versenkt und bildet eine kongruente Gelenkoberfldche. Der transplantierte Knorpel
enthdlt angeférbte Zellkerne, die Matrix ist als Hinweis flir Glykosaminoglykane blau angeférbt.
Anférbung und Zellzahl (B) sind jedoch geringer als im Knorpel des umgebenden Kondylus’. C:
Die schwarzen Pfeile weisen auf einen Saum aus Osteoblasten am transplantierten Knochen.
Deutlich ist die frisch gebildete Mineralisationszone zu erkennen (weiBe Pfeile). D: Am
transplantierten Knochen kommt es zu einer lakundren Resorption. Die Pfeile zeigen einen
mehrkernigen QOsteoklasten in einer Lakune. Acrylateinbettung, Toluidinblau-Farbung,
OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B: 100-fach, C, D: 400-fach.
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Die transplantierten Zylinder wurden regelrecht versenkt und liegen auch auf
Knorpelebene ihrer Umgebung eng an. Der Transplantatknorpel fillt jeweils den
Defekt optimal aus, am Transplantationsort sind keine Licken oder
UnregelmaBigkeiten der Gelenkoberflache entstanden. Das Oberflachenniveau
des Transplantates entspricht dem Niveau der Umgebung, eine kongruente
Gelenkoberflache bleibt also gewahrt. In einer der operierten Kondylen ist das
Transplantat seitlich verkippt, so dass sich keine optimale Gelenkoberflache
bilden konnte. Dennoch ist der Transplantatknorpel gut in seine Umgebung
integriert. Er ist vital und zeigt im Vergleich zu nativem hyalinem Gelenkknorpel
keine Auffalligkeiten (s. Abb. 9).

In allen operierten Kondylen hat der transplantierte Knorpel seine glatte
Oberflache erhalten und zeigt keine Anzeichen fur Fissuren. Die Grundsubstanz
wird als Ausdruck des Gehalts an Glykosaminoglykanen mit Toluidinblau
angefarbt. Der Knorpel ist vital und enthalt Chondrozyten in der fir hyalinen

Knorpel typischen Anordnung.
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Abb. 9: Defekt 2 Wchg;n nach der Trénsplantation. Féiréeverhalten und Zellzahl entsprechen
normalem hyalinem Knorpel. Das Transplantat ist etwas abgesackt und die Gelenkoberfldche
liegt teilweise unter dem Niveau des Gelenkknorpels. Acrylateinbettung, Toluidinblau-Féarbung,
OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B: 100-fach.
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In den Kondylen eines der operierten Tiere ist im Vergleich zu nativem Knorpel
die Zahl angefarbter Chondrozyten jedoch insbesondere in den tieferen
Schichten verringert. Auch die Starke der Anfarbung mit Toluidinblau ist
schwacher als bei normalem hyalinem Knorpel oder dem Knorpel des
umgebenden Kondylus’ (vgl. Abb. 8A, 8B). In den Kondylen des anderen Tieres
ist der transplantierte Knorpel véllig unauffallig. Er lasst sich nicht von dem
Knorpel des umgebenden Femurkondylus’ unterscheiden und entspricht in allen
Charakteristika nativem hyalinem Gelenkknorpel (s. Abb. 9).

Der um das Transplantatlager gelegene Knorpel des Femurkondylus’ ist in allen
Praparaten vital. Die kraftige Anfarbbarkeit mit Toluidinblau spricht flr einen
hohen Gehalt an Glykosaminoglykanen in der Grundsubstanz. Anzahl und
Verteilung der Chondrozyten entsprechen den Verhéltnissen bei nativem
Knorpel. In direkter Nahe zum Bohrlochrand ist der Knorpel jedoch zellfrei,
angefarbte Zellkerne finden sich erst in einem geringen Abstand zum Defekt.
Bei einem Praparat zeigt sich direkt neben dem Transplantatlager an der
Gelenkoberflache eine Fissur des Knorpels (s. Abb. 10).

Abb. 10: Defekt 2 Wochen nach der
Transplantation (Ubersicht s. Abb. 8). Die
Oberfliche des an das  Transplantat
angrenzenden Knorpels des Femurkondylus

weist eine Fissur auf. Der Knorpel zeigt eine

physiologische Zellverteilung und
Matrixanfdrbung mit Toluidinblau.
Acrylateinbettung, Toluidinblau-Férbung,

OriginalvergréBerung 200-fach.
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Bei allen untersuchten Kniegelenken ist zwei Wochen nach der Transplantation
zwischen dem Knorpel des Transplantats und seiner Umgebung weiterhin ein
Spaltraum erkennbar. An den Kontaktstellen des Knorpels sind keine

Anzeichen von Heilungs- oder Umbauprozessen zu erkennen (s. Abb. 11).

Abb. 11: Defekt 2 Wochen nach der Transplantation. B: Man erkennt den Spalt (Pfeile)
zwischen Transplantat (rechts) und dem urspriinglichen Gelenkknorpel (links). Es sind keine
Umbauprozesse zu beobachten. Acrylateinbettung, Toluidinblau-Farbung, OriginalvergréBerung
A: 12,5-fach, B: 400-fach.

In der Immunhistologie lasst sich der Knochen bei Verwendung von einem
gegen Kollagen | gerichteten Antikdrper kraftig anfarben, der Knorpel wird nur
unspezifisch gegengefarbt (s. Abb.12). Umgekehrt farbt der Anti-Kollagen |l
Antikdrper nur den Knorpel. Am Knochen ist ausschlieBlich die unspezifische
Gegenfarbung zu beobachten (s. Abb.13). Das Farbeverhalten entspricht damit
bei beiden Farbungen normalem hyalinem Gelenkknorpel.
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Abb. 12: Defekt 2 Wochen nach der
Transplantation. Die homogene rote
Féarbung des Knochens zeigt die hier
vorhandene Reaktion des Anti-
Kollagen | Antikérpers. Der Knorpel
ldasst  nur  die  unspezifische
Gegenférbung erkennen.
Paraffineinbettung, immun-
histologische Féarbung fiir Kollagen I, f
OriginalvergréBerung 12,5-fach.

Abb. 13: Defekt 2 Wochen nach der
Transplantation. Der Knorpel ist
gleichméaBig immunhistologisch

geférbt, der Knochen ist dagegen nur

1 6’ unspezifisch gegengeférbt.

> Paraffineinbettung, immun-
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3.3 Ergebnisse 8 Wochen nach Operation

3.3.1 Radiologische Befunde

Acht Wochen nach der Operation ist das Transplantat im konventionellen
Réntgen nur noch im subchondralen Bereich von seiner Umgebung
abgrenzbar. Auch in der MRT ist der Zylinder im kndchernen Bereich
radiologisch im Wesentlichen als eingeheilt zu bewerten. Eine Erhéhung der
Signalintensitdt im Sinne eines Knochenédems kommt nicht mehr zur
Darstellung. Im Bereich des Defekts stellt sich auf dem Knochenzylinder ein
knorpelintenser Saum dar, der dem Transplantatknorpel entsprechen dirfte.
Sowohl auf dem konventionellen Réntgenbild wie auch in der MRT scheint der

Knochen-Knorpel-Zylinder minimal eingesunken zu sein.

Abb. 14: Defekt 8 Wocen nach der Transplantation. A: Konventionelles Réntgen.
Das Transplantat ist nur im subchondralen Bereich von der Umgebung abgrenzbar
und scheint hier minimal eingesunken (weie Pfeile). Der mit Biozement
aufgefiillte Entnahmedefekt ist noch gut zu erkennen (schwarze Pfeile). B:
Magnetresonanztomographie, T2-gewichtete 3D-DESS-Sequenz. Knéchern ist
das Transplantat im Bereich der Spongiosa nur noch schwer abzugrenzen, der
Knochenzylinder ist von einem knorpelintensen Saum bedeckt. Analog zum
konventionellen Réntgen ist der Zylinder minimal eingesunken (weiBe Pfeile).
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3.3.2 Histologische Befunde

Auch histologisch ist der kndcherne Teil des Transplantats acht Wochen nach
der Operation deutlich schwerer von der Umgebung abzugrenzen, als dies zwei
Wochen nach der Operation der Fall war. Mit einer Ausnahme (s. S. 53, Abb.
16) wurden alle Knorpel-Knochen-Zylinder regelrecht versenkt und liegen ihrer
Umgebung sowohl auf kndcherner als auch auf knorpeliger Ebene eng an.

Der Zylinder scheint inzwischen kndchern stabil in das Transplantatbett
integriert zu sein und weist nach acht Wochen eine Vielzahl durchgangiger, den
Defektrand Uberbriickender Knochenbédlkchen auf. Eine durchgangige
Trabekelstruktur ist jedoch noch nicht vorhanden. Die Trabekel des
Transplantats erscheinen im Vergleich zur knéchernen Umgebung gréber und
verdickt. Weiterhin sind Osteoblasten und Osteoklasten zu erkennen, die eine
Integration und ein Remodeling des kndéchernen Transplantats durchfihren.

In allen operierten Kondylen ist der transplantierte Knorpel klar erhalten
geblieben. Eines der Praparate weist jedoch eine deutliche Veranderung
gegenlber nativem Gelenkknorpel auf. Es zeigen sich Fissuren des Knorpels
und damit eine unregelmaBige Gelenkoberflache. Es ist zu einer Demaskierung
und Desorganisation des Kollagennetzwerks gekommen, stellenweise hat sich
Bindegewebe gebildet (s. Abb. 15).

Abb. 15: Defekt 8 Wochen nach der
Transplantation. Der Knorpel des Transplantats
weist deutlich Fissuren und abgeschwéchte
Anférbbarkeit mit Toluidinblau auf.
Acrylateinbettung, Toluidinblau-Farbung,
OriginalvergréBerung 12,5-fach.

52



Abb. 16: Defekt 8 Wochen nach der
Transplantation. Das Transplantat ist beim
' Einsetzen abgekippt. Dennoch ist der
| transplantierte Knorpel vital. Zellverteilung und
Férbeverhalten entsprechen nativem hyalinem
: Knorpel, es sind keine pathologischen Befunde
zu erheben. Acrylateinbettung, Toluidinblau-
Féarbung, OriginalvergréBerung 12,5-fach.

In allen anderen operierten Kondylen ist die strukturelle Integritdt des
Transplantatknorpels nicht beeintrachtigt. Der eingesetzte Knorpel zeigt keine
Anzeichen fir Fissuren und bildet eine glatte und zu seiner Umgebung
kongruente Gelenkoberflache.

Wie bereits nach 2 Wochen ist 8 Wochen nach der Operation in einigen
Transplantaten die Zahl der Chondrozyten im Vergleich zu nativem hyalinem
Knorpel verringert: In einem Drittel der Kondylen zeigen sich im transplantierten
Knorpel keine angefarbten Zellkerne. Zwei Drittel der Praparate zeigen
histologisch deutlich angefarbte Zellkerne. Bei der Halfte dieser Kondylen ist die
Zahl der angefarbten Nuclei abschnittsweise im Vergleich zu nativem
Gelenkknorpel verringert. Bei der anderen Halfte entsprechen Anzahl und
Verteilung der Chondrozyten genau den Verhaltnissen bei hyalinem Knorpel.

In allen Praparaten weist die Anfarbbarkeit des transplantierten Knorpels mit
Toluidinblau auf in der Grundsubstanz vorhandene Glykosaminoglykane hin. In
Knorpelbereichen mit einer geringen Zellzahl ist die Anfarbung mit Toluidinblau
im Sinne eines verminderten Gehalts an Glykosaminoglykanen leicht bis
mittelstark abgeschwéacht. In Bereichen mit regularer Zellzahl entspricht die
Anfarbung physiologischem Gelenkknorpel. Diese Transplantate sind auch 8
Wochen nach der Transplantation histologisch nicht von nativem hyalinem
Knorpel zu unterscheiden.
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Der um das Transplantatlager gelegene Knorpel des Femurkondylus’ zeigt in
keinem der Praparate pathologische Veranderungen. Nur in dem direkt an den
Spaltraum zum Transplantat angrenzenden Bereich des Knorpels sind in
keinem der untersuchten Praparate angefarbte Zellkerne zu erkennen, es
stellen sich hier lediglich leere Lakunen dar. Mit zunehmender Entfernung zum
Bohrloch Iasst sich jedoch eine physiologische Zellverteilung beobachten. In der
Ubergangszone zum azelluldren Bereich befindet sich eine schmale Zone, in
der die Chondrozyten in Zellclustern angeordnet sind (s. Abb.17D). Die
Anfarbbarkeit mit Toluidinblau ist nur in einem Préparat und in diesem auch
lediglich in der Néhe des Bohrlochrandes abgeschwéacht.

Bei 50% (3 von 6) der untersuchten Kondylen ist der Knorpel des eingesetzten
Zylinders weiterhin durch eine Spalte von seiner Umgebung getrennt. Es sind
keine Anzeichen eines Heilungsprozesses in diesem Bereich zu erkennen. Bei
den anderen 50% (3 von 6) der Kondylen ist es in unterschiedlicher
Auspragung an einigen Stellen des Defektrands zu einer fraglichen Verbindung
des transplantierten Knorpels zum Knorpel des Femurkondylus gekommen.
Eines der Praparate zeigt faserknorpeliges Gewebe, das den Spaltraum am
Rand des Transplantatknorpels fiillt. Bei den anderen beiden Praparaten liegen
die Knorpelanteile von Transplantat und Transplantatlager einander Ilickenlos
an, es ist keine trennende Spalte mehr vorhanden. Eine Gewebeneubildung
zeigt sich hier nicht (s. Abb. 18).
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bb. 1 7: Defekt 8 Wochen na )der Transplantation. A: Der Transplantatzylinder wurd

regelrecht versenkt. Der genaue Defekirand ist auf Knochenebene nicht mehr sicher
abzugrenzen. Der transplantierte Knorpel ist gut erhalten und fillt den Defekt anndhernd
liickenlos aus. Seine Oberflache bildet eine zur Umgebung kongruente Gelenkoberfldche. B:
Der Transplantatknorpel enthélt insbesondere in der Transplantatmitte angefdrbte Zellkerne
(weiBe Pfeile), in anderen Bereichen zeigen sich jedoch nur leere Lakunen (schwarze Pfeile).
C: Der Knorpel des umgebenden Kondylus’ zeigt eine physiologische Zellverteilung (weiBe
Pfeile). Nur in direkter Ndhe zum Bohrloch zeigen sich Chondrozytencluster (VergréBerung D)
und unmittelbar am Bohrloch eine zellfreie Zone (schwarze Pfeile).  Paraffineinbettung, HE-
Férbung, OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B-D: 100-fach.
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Abb. 18: Defekt 8 Wochen nach der Transplantation. Die immunhistologische Anfdrbung

entspricht dem Farbeverhalten von normalem hyalinem Knorpel. Deutlich ist der Ubergang vom
zellreichen zum zellarmen Bereich im Knorpel des Femurkondylus zu erkennen (weiBBe Pfeile).
Am linken Defektrand des fiir Kollagen | gefdrbten Prdparats liegt der transplantierte Knorpel
seiner Umgebung liickenlos an. Bei dem fiir Kollagen Il gefédrbten Prdparat besteht hier eine
Spalte. An dieser Lokalisation kénnen jedoch Kollagenfasern des Typs Il nachgewiesen
werden, die in den Spaltraum ragen (schwarzer Pfeil). Paraffineinbettung, immunhistologische
Férbung fiir Kollagen I (A, B) und Kollagen Il (C, D), OriginalvergréBerung A, C: 12,5-fach und
B, D: 100-fach.
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3.4 Ergebnisse 26 Wochen nach Operation

3.4.1 Radiologische Befunde

26 Wochen nach der Operation lasst sich der Transplantationsdefekt im
Nativrontgen nicht mehr abgrenzen. Der Femurkondylus zeigt einen blanden
Befund.

Auch in der Magnetresonanztomographie ist der Knochen des
Transplantatzylinders unauffallig und radiologisch als sicher eingeheilt zu
bewerten. Auf dem Knochenzylinder stellt sich ein hyperintenser Saum dar, der
das Volumen des ehemaligen transplantierten Knorpels einnimmt. Dieser Saum
ist deutlich heller als der angrenzende Knorpel und entspricht der Darstellung
von Gelenkflissigkeit. Dass sich noch eine deutlich ausgedlnnte
Knorpelschicht auf dem Transplantat befindet, ist nicht ausgeschlossen und
MR-tomographisch nicht auflésbar.

. s | B
Abb. 19: Defekt 26 Wochen nach der Transplantation. A: Konventionelles Réntgen.
Das Transplantat ist nicht mehr abzugrenzen. Lediglich der mit Biozement
aufgefillte  Entnahmedefekt ist noch gut zu erkennen (Pfeile). B:
Magnetresonanztomographie, T2-gewichtete 3D-DESS-Sequenz. Das Transplantat
ist auf Knochenebene nicht mehr abgrenzbar. Der Bereich des ehemaligen
transplantierten Knorpels ist mit Flissigkeit gefdllt, die sich im Vergleich zum
umgebenden Gelenkknorpel deutlich signalintenser darstellt (Pfeil).
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3.4.2 Histologische Befunde

In der 26 Wochen Kohorte konnten nur die Kniegelenke von 2 Tieren
ausgewertet werden. Kndchern sind alle Transplantate vollstédndig eingeheilt.
Die Defekirander lassen sich auf Knochenebene in keinem Pr&parat mehr
abgrenzen. Stellenweise ist die Struktur des Trabekelwerks im Bereich der

Transplantate noch vergrébert und die Knochenmasse scheint erhdht zu sein.

50% (2 von 4) der operierten Kondylen zeigen eine deutliche Veranderung des
transplantierten Knorpels im Vergleich zu nativem Gelenkknorpel. In diesen
Praparaten ist der Transplantatknorpel von tiefen vertikalen und horizontalen
Fissuren durchzogen, die den Knorpel in Fragmente unterteilen und in
unterschiedlicher  Auspragung zu einem Verlust der knorpeligen
Gelenkoberflache fuhren (s. Abb. 20). Bei einem Préparat ist es stellenweise zu
einer Freilegung der subchondralen Knochenlamelle gekommen. Die Matrix des
Knorpels ist histologisch durch eine deutliche Demaskierung und
Desorganisation des Kollagennetzwerks gekennzeichnet. Dennoch enthalt der
Knorpel abschnittsweise Chondrozyten, andere Teilbereiche des Knorpels sind
jedoch vollstandig azellular. Insbesondere im Bereich einer verminderten Zahl
angefarbter Zellkerne ist auch die Anfarbbarkeit der Grundsubstanz mit
Toluidinblau im Vergleich zur Umgebung abgeschwacht. Bei einem in Acrylat
eingebetteten Préparat lassen sich mittels Kossa-Farbung Kalzifikationsherde
im transplantierten Knorpel nachweisen (s. Abb. 21).

In den immunhistologisch untersuchten Praparaten zeigen sich jedoch keine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zu nativem Gelenkknorpel.
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Abb. 20: Defekt 26 Wochen nach der Transplantation. Der Knorpel ist von Fissuren durchzogen

und teilweise aufgefasert. Die Anfdrbbarkeit der Matrix ist abgeschwécht, in der Matrix ist das

Kollagennetzwerk teilweise demaskiert (Pfeile). Einige Knorpelanteile sind vollstdndig zellfrei
(*). Paraffineinbettung, Toluidinblau-Farbung, OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B: 100-fach.

B ‘
Abb. 21: Defekt 26 Wochen nach der Transplantation. Das Transplantat ist kndchern sicher
eingeheilt. Der transplantierte Knorpel zeigt deutliche Fissuren und bildet keine homogene
Gelenkoberfldche. Im Bereich des Transplantatknorpels farben sich Kalzifikationsherde schwarz

an (B). Acrylateinbettung, Kossa/van Gieson-Féarbung, OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B:
400-fach.
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Die anderen 50% (2 von 4) der Praparate zeigen einen deutlich vitaleren und
intakten Knorpel am Transplantationsort. Der transplantierte Zylinder fullt den
Defekt gut aus. Auch 26 Wochen nach der Operation besteht in diesen
Praparaten eine homogene Gelenkoberflache ohne Fissuren oder
UnregelmaBigkeiten. Das Oberflachenniveau des Gelenkknorpels entspricht am

Transplantationsort dem Niveau des umgebenden Femurkondylus’'.

Abb. 22: Defekt 26 Wochen nach der Transplantation. Das Niveau der subchondralen
Knochenlamelle des eingesetzten Zylinders liegt unterhalb des Umgebungsniveaus. Der
Héhenunterschied wird durch einen dickeren Gelenkknorpel ausgeglichen, so dass eine
homogene Gelenkoberfldche resultiert. Auf dem tiefer liegenden transplantierten Knochen
befindet sich vitaler zellreicher hyaliner Knorpel. Uber diesem Knorpel und von ihm
streckenweise durch Spalten getrennt (Pfeil) befindet sich gelenkspaltnah eine zellarme
Knorpelschicht, die homogen in den Knorpel des umgebenden Kondylus’ (libergeht. Der
gelenkspaltnahe Knorpel gleicht die durch das abgesunkene Transplantat verursachten
Héhenunterschiede der Gelenkoberfldche vollstdndig aus. Paraffineinbettung, HE-Farbung,
OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B: 100-fach.
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Der transplantierte Knorpel enthélt in groBen Abschnitten eine Zellverteilung,
die nativem hyalinem Knorpel entspricht, abschnittsweise ist der Knorpel jedoch
auch frei von angefarbten Zellkernen (s. Abb. 22). Die Grundsubstanz zeigt eine
deutliche  Anfarbung mit Toluidinblau als Ausdruck des hohen
Glykosaminoglykangehalts. Wie bereits in den anderen Kohorten beschrieben,
ist auch in diesen Praparaten in zellarmen Bereichen die Anfarbbarkeit mit
Toluidinblau abgeschwacht.

Bei der Betrachtung des Spaltraumes zwischen dem transplantierten Knorpel
und dessen Umgebung zeigen alle Praparate mdgliche Anzeichen einer
Einheilung des Transplantatknorpels im Sinne einer Kkontinuierlichen
Gewebebriicke zwischen dem Knorpel des Kondylus’ und des Transplantats.
Die beiden Knorpelanteile liegen einander liickenlos an, der Ubergang
zwischen ihnen ist im histologischen Bild teilweise verwaschen (s. Abb. 23).

Abb. 23: Rechter Defektrand 26 Wochen nach
Knorpel des der Transplantation. Die Matrix des
Kondylus transplantierten Knorpels geht homogen in die
Knorpelgrundsubstanz des Kondylus Uber. Der
Ubergang wirkt leicht verwaschen, die genaue
Grenzlinie ist nicht mehr eindeutig definierbar
(Pfeile). Acrylateinbettung,  Toluidinblau-

Féarbung, OriginalvergréBerung 400-fach.

Transplantat
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Der den Defekt umgebende Knorpel stellt sich bei den Kondylen eines der Tiere
vital dar und zeigt lediglich in unmittelbarer Nahe zum Defekt degenerative
Veranderungen im Sinne eines Verlustes anfarbbarer Zellkerne. Dies entspricht
dem Befund der 2- und 8-Wochen Kohorte. Bei den Kondylen des anderen
Tieres ist in dem Knorpel, der den Defekt umgibt, ein Verlust der Farbung von
Matrix und Zellkernen zu beobachten. In den oberen Knorpelschichten zeigen
sich vereinzelt Fissuren. Erst mit einem gewissen Abstand vom Bohrlochrand
entspricht der Gelenkknorpel normalem hyalinem Knorpel (s. Abb. 24B).
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Abb. 24: Defekt 26 Wochen nach der Transplantation (vgl. Abb. 22). Der Knorpel des
Femurkondylus’ ist in direkter Umgebung des Bohrloches azelluldr (1). Erst in einem gewissen
Abstand findet sich eine physiologische Zellverteilung (3). Im Ubergang zum zellfreien Bereich
lagern sich die Chondrozyten zu Zellclustern zusammen (2) Paraffineinbettung, HE-Fdrbung,
OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B:100-fach.
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3.5 Ergebnisse 52 Wochen nach Operation

3.5.1 Radiologische Befunde

Wie bereits nach 26 postoperativen Wochen ist das Transplantat im
konventionellen  Rdntgen  vollstdndig eingeheilt. In  Kenntnis  der
Befundlokalisation l&sst sich lediglich eine leichte Mulde in der Femurkontur
erkennen (weiBBer Pfeil). Der mit Biozement gefillte Entnahmedefekt ist nach 52
Wochen in seiner Begrenzung unscharf und ermdglicht nicht mehr die sichere
Abgrenzung wie noch nach 26 Wochen.

Auch in der Magnetresonanztomographie gelingt die kndécherne Abgrenzung
des Transplantats nicht. Pathologische Befunde im Bereich des Knochens sind
nicht zu erheben. Die Oberflaiche des Transplantats ist analog zur
konventionellen Aufnahme muldenférmig eingesunken, wobei sie stufenlos in
die Umgebung Ubergeht. Das Signal des Transplantatknorpels ist heterogen,

vereinbar mit einer beginnenden Degeneration.
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Abb. 26: Defekt 52 Wochen nach der Transplantation. A: Konventionelles Réntgen. Das
Transplantat ist vollstdndig eingeheilt. Eine minimale Konkavitdt der Femuroberfldche Iasst sich
erahnen (weiBer Pfeil). Die schwarzen Pfeile weisen auf den mit Biozement gefillten
Entnahmedefekt. B: Magnetresonanztomographie, T2-gewichtete 3D-DESS-Sequenz. Wie im
konventionellen Réntgen ist das Transplantat auf Knochenebene nicht mehr abgrenzbar, zeigt

aber einen muldenférmigen Defekt mit homogenem Ubergang in die Umgebung. Der
Transplantatknorpel hat in etwa die gleiche Signalintensitédt wie der ihn umgebende Knorpel, er
ist jedoch inhomogener.

64



3.5.2 Histologische Befunde

Auch histologisch sind die Transplantate auf Knochenebene gut eingeheilt und
nicht mehr  abzugrenzen. Die  Trabekelstruktur  entspricht  der
Knochenmorphologie des umgebenden Femurkondylus’. Nur vereinzelt
erscheinen die Trabekel noch verdickt und die Knochenmasse leicht erhéht.

Knorpelig fullt das Transplantat den Defekt in 75% (6 von 8) der Préparate gut
aus. Das Oberflachenniveau des Transplantats entspricht dem Niveau der
Umgebung, eine kongruente Gelenkoberflache bleibt also gewahrt. Die
Anfarbung der Matrix mit Toluidinblau zeigt die in jedem Praparat vorhandenen
Glykosaminoglykane.

_ B HJ i e » : R W P
Abb. 27: Defekt 52 Wochen nach der Transplantation. Der Knick des Prdparats ist

artefaktbedingt (Pfeil, vgl. gleiches Préparat in Abb. 28). Der Zylinder wurde regelrecht versenkt

und liegt seiner Umgebung eng an. Die Trabekelstruktur ist unaufféllig und zeigt kaum
Unterschiede zwischen dem eingesetzten Zylinder und dem Transplantatbett. Der
transplantierte Knorpel ist strukturell gut erhalten und zeigt keine Fissuren. Im transplantierten
Knorpel sind keine angefédrbten Zellkerne zu erkennen, es zeigen sich nur leere Lakunen. Die
Anfdrbung der Matrix mit Toluidinblau ist im Vergleich zur Umgebung abgeschwécht.
Paraffineinbettung, Toluidinblau-Férbung, OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B: 100-fach.
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Allerdings lassen sich in 4 von 8 Kondylen nur wenige oder keine Zellkerne
anfarben, es stellen sich lediglich leere Lakunen dar. Jeweils in diesen
Bereichen ist auch die Anféarbbarkeit mit Toluidinblau im Vergleich zur
Umgebung herabgesetzt (s. Abb. 27). Vereinzelt zeigen sich in diesen
Praparaten Fissuren im transplantierten Knorpel. In den immunhistologischen

Farbungen zeigen sich keine Auffélligkeiten, die Verteilung von Kollagen Typ |

und Il entspricht in allen Praparaten den Verhaltnissen bei nativem hyalinem
Knorpel (s. Abb. 28).

Abb. 28: Defekt 52 Wochen nach der Transplantation. Die immunhistologische Untersuchung
zeigt ein physiologisches Féarbeverhalten von Knorpel und Knochen. Der Knorpel des
Transplantats und des umgebenden Femurkondylus’ zeigen eine homogen kréftige Anfdrbung
fir Kollagen Il (B) und eine schwache Féarbung fir Kollagen | (A). Paraffineinbettung,
immunhistologische Férbung fir Kollagen | (A) und Kollagen Il (B), OriginalvergréBerung 12,5-
fach.

2 Praparate zeigen einen Knorpel, der hyalinem Gelenkknorpel entspricht. Auch
hier wurden die transplantierten Zylinder regelrecht versenkt und liegen auf
Knochen- und Knorpelebene ihrer Umgebung eng an. Der Transplantatknorpel
fullt jeweils den Defekt optimal aus, am Transplantationsort sind keine Licken
oder UnregelmaBigkeiten der  Gelenkoberfliche entstanden. Das
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Oberflachenniveau des Transplantates entspricht dem Niveau der Umgebung,
eine kongruente Gelenkoberflache bleibt also gewahrt. Der Knorpel ist vital und
enthdlt zahlreiche Chondrozyten in der fir hyalinen Knorpel typischen
Anordnung. Die Grundsubstanz wird als Ausdruck des Gehalts an
Glykosaminoglykanen mit Toluidinblau angefarbt.

In einer der beiden Kondylen ist die Zahl der angeféarbten Zellkerne in einer
gelenkspaltnahen Zone des transplantierten Knorpels vermindert. Hier finden
sich nur vereinzelt Chondrozyten, die zu Zellclustern zusammengelagert sind
und von einer kréaftig metachromatisch gefarbten Zone umgeben sind. Zwischen
den Zellclustern ist die Anfarbbarkeit mit Toluidinblau in diesem Praparat
abgeschwacht. Mit Ausnahme des direkt an den Defektrand grenzenden
Bereichs entspricht der groBte Teil des transplantierten Knorpels nativem
hyalinem Knorpel. Hier zeigen sich eine physiologische Zellverteilung und eine
kraftige Anfarbung der Matrix. Vereinzelt sind auch in diesem Bereich
Chondrozytencluster zu beobachten.

Bei der anderen der beiden Kondylen entspricht der Knorpel schlieBlich in allen
Charakteristika nativem hyalinem Gelenkknorpel (s. Abb. 29). Der
transplantierte Knorpel enthalt Chondrozyten in physiologischer Zahl und
Anordnung. Die Matrix des Knorpels ist mit Toluidinblau kréaftig angefarbt und
zeigt keinen Unterschied zu dem Knorpel des Femurkondylus’. Im Gegensatz
zu den anderen oben beschriebenen Praparaten ist es auch zu keinem
Zellverlust im Ubergangsbereich zwischen transplantiertem Knorpel und dem
umgebenden urspriinglichen Gelenkknorpel gekommen. Am linken Rand des
Bohrlochs zeigt sich bis unmittelbar an den Rand des Transplantats sowohl im
Knorpel des Kondylus' als auch im Transplantatknorpel eine physiologische
Zellstruktur. Am rechten Bohrlochrand sind nur die Zellen, die direkt an den
Spaltraum zwischen Transplantatknorpel und Umgebung angrenzen, zu
Chondrozytenclustern organisiert. Allerdings zeigt sich an der Gelenkoberflache
des Transplantatknorpels eine kleine Fissur, die von einer lokalen
Abschwachung der Toluidinblauanfarbung umgeben ist. Die Struktur des

Knorpels ist durch die Fissur zu diesem Zeitpunkt aber nicht beeintrachtigt.
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Abb. 29: Defekt 52 Wochen nach der Transplantation. Es besteht eine kongruente

Gelenkoberfldche. Der Knorpel des Transplantats und des Kondylus’ sind vital und zeigen mit
Ausnahme einer Fissur an der Gelenkoberfldche (Pfeil) keine Verdnderungen im Vergleich zu
nativem hyalinem Knorpel. Kndchern ist das Transplantat gut eingeheilt. Es sind keine
Inhomogenitdten der Trabekelstruktur erkennbar. C, D: Am Defektrand ist es zu einer
liickenlosen Integration der Knorpelmatrix von Transplantat und umgebendem Kondylus
gekommen (Pfeile). Die Grundsubstanz ist bis dicht an den Rand und auch im Ubergang
homogen mit Toluidinblau angeférbt. Auf beiden Seiten bis unmittelbar an den Defektrand sind
Chondrozyten angefarbt. Acrylateinbettung, Toluidinblau-Féarbung, OriginalvergréBerung A:
12,5-fach, B, C: 100-fach, D: 400-fach.
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Die beiden bisher noch nicht beschriebenen Préparate zeigen schlieBlich im
Bereich des transplantierten Knorpel-Knochen-Zylinders einen Knorpel, der
durch tiefe Fissuren septiert ist. Der Knorpel ist vollstdndig zellfrei; die
Anfarbbarkeit mit Toluidinblau ist deutlich reduziert (s. Abb. 30). Jedoch ist auch
bei diesen 52-Wochen-Praparaten immunhistologisch kein pathologischer
Befund zu erheben. Das immunhistologische Farbeverhalten entspricht nativem

hyalinem Knorpel.

Abb. 30: Defekt 52 Wochen nach der
Transplantation. Der transplantierte Knorpel ist
® von tiefen Fissuren durchzogen. Seine
"% Anfarbbarkeit mit Toluidinblau ist
abgeschwécht und es sind nur wenige
> ; Zellkerne  angefdrbt. Der  Knorpel des
- umgebenden Kondylus zeigt ab einem
gewissen Abstand vom Bohrloch keine
Auffélligkeiten. Acrylateinbettung, Toluidinblau-
Férbung, OriginalvergréBerung: 12,5-fach.

Der Knorpel des umgebenden Femurkondylus’ ist vital und wird von diesen
Veranderungen des Transplantatknorpels nicht in Mitleidenschaft gezogen. Bei
diesen - wie auch bei allen anderen Praparaten der 52-Wochen Kohorte - sind
Veranderungen im Sinne einer verringerten Zahl angefarbter Zellkerne und
einer verminderten Anfarbbarkeit mit Toluidinblau nur in direkter Umgebung des
Bohrlochs zu beobachten. Mit einer gewissen Entfernung zu dem Defekt
entspricht der Kondylenknorpel nativem hyalinem Gelenkknorpel. Hier spricht
die kraftige Anfarbbarkeit mit Toluidinblau fir einen hohen Gehalt an
Glykosaminoglykanen in der Grundsubstanz. Anzahl und Verteilung der
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Chondrozyten entspricht in allen Praparaten den Verhéltnissen bei nativem
Gelenkknorpel. In einem Praparat zeigt sich diese physiologische Farbung und
Zellverteilung bis unmittelbar an den Bohrlochrand (s. Abb. 29).

Betrachtet man den jeweiligen Spaltraum zwischen transplantiertem Knorpel
und der Umgebung, so zeigen sich 52 Wochen nach der Transplantation bei
87,5% (7 von 8) der untersuchten Kniegelenke in unterschiedlicher Auspragung
Anzeichen einer Einheilung (s. Abb. 29C, 29D). Wie in den vorherigen Kohorten
ist auch hier trotz der mechanischen Belastung bei der histologischen
Praparation ein liickenloser Ubergang der Knorpelanteile von Transplantat und
Transplantatlager zu erkennen. Diese Verbindung kommt nur an den
Defektrandern zustande, an denen ein direkter Kontakt der beiden
Knorpelanteile vorliegt. So zeigt sich beispielsweise in Abb. 29A am linken
Defektrand eine direkter Ubergang der Knorpelanteile (VergréBerung s. C, D)
Am rechten Defektrand besteht ein gréBerer Spaltraum zwischen dem Knorpel
des Transplantats und dem Knorpel des Kondylus’. Dort sind kein Anliegen der
Knorpelanteile und keine Reaktion der Knorpelrander zu erkennen.
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Abb. 31‘: Defekt 52 Wochen nach der Transplantation. Am rechten Defektrand liegt der
transplantierte Knorpel dem Knorpel der Umgebung sicher an. Immunhistologisch lassen sich
Kollagenfasern des Typs Il an der Grenzlinie nachweisen, die noch kréftiger angeférbt sind als
der umgebende Knorpel (Pfeile). Paraffineinbettung, immunhistologische Farbung fir Kollagen
Il, OriginalvergréBerung A: 12,5-fach, B: 400-fach. Die Immunhistologie mit einem gegen

Kollagen | gerichteten Antikérper zeigt keine spezifische Anfarbung.
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4. DISKUSSION

Bereits seit Hunderten von Jahren ist hyaliner Gelenkknorpel Gegenstand der
Forschung. Vor dber 250 Jahren stellte der Chirurg und Wissenschaftler
WILLIAM HUNTER fest, dass einmal zerstérter Knorpel sich nie wieder erholen
wird [83]. Diese Erkenntnis des 18. Jahrhunderts ist bis heute nicht widerlegt
worden. Eine echte Regeneration eines Knorpeldefekts im Sinne einer
Auffillung des Defekts mit hyalinem Gelenkknorpel konnte postnatal in

Saugetieren niemals beobachtet werden [16].

Klinisch missen Gelenkknorpelschaden nicht mit Beschwerden verbunden
sein. Sogar gréBere osteochondrale Schaden sind nicht zwangslaufig
symptomatisch. Haufig fihren aber Knorpelschaden zu akuten Schmerzen und
Bewegungseinschrankungen des Gelenks, in schweren Féllen sogar zu
chronischen Beschwerden [31]. Die Problematik der isolierten Knorpellasion
liegt jedoch nicht nur in der akuten Symptomatik, sondern vor allem in dem
Risiko einer progredienten Degeneration des Gelenkknorpels
[30,32,62,119,163,183]. Die Gefahr der Entwicklung einer Arthrose nach einer
Knorpelverletzung konnte in  zahlreichen epidemiologischen  Studien
nachgewiesen werden [45,67,94,108,158]. Knorpelschaden werden daher auch

als ,praarthrotische Deformitat® bezeichnet [57].

Die Wichtigkeit, eine suffiziente Therapie flir Knorpeldefekte zu finden und
damit eine Pravention der Entstehung einer Arthrose zu erreichen, wird durch
die enormen volkswirtschaftlichen Folgen dieser Erkrankung zusatzlich
unterstrichen. In den USA sind degenerative Knorpelverdnderungen die
zweithaufigste Ursache flr Arbeitsunfahigkeit. JACKSON et al. rechnen damit,
dass der groBte Zuwachs an Patienten aller Erkrankungen bis 2020 in den
Vereinigten Staaten die Zahl der Arthrose-Patienten sein wird. [90].
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Daher wird seit vielen Jahren versucht, eine suffiziente Behandlung chondraler
Defekte zu entwickeln. Ein optimales Therapieverfahren sollte dabei einer

Reihe von Anforderungen gerecht werden:

1. Das den Knorpeldefekt fillende Gewebe darf sich in seinen funktionellen
Eigenschaften nicht von  physiologischem hyalinem  Knorpel

unterscheiden.

2. Das Reparaturgewebe muss langfristig im Defekt vorhanden bleiben und
darf auch nach Jahren keine degenerativen Veranderungen aufweisen.

3. Klinisch muss der Patient beschwerdefrei werden und langfristig bleiben.

4. Die Therapie an sich darf zu keiner signifikanten Schadigung des noch

gesunden Knorpels des Patienten flhren.

5. Die Kosten der Therapie missen ékonomisch tragbar sein.

Bei der Behandlung von Knorpeldefekten verfligt der Chirurg heute Uber eine
groBe Auswahl verschiedener Therapieverfahren, die jeweils einige der
genannten Anforderungen erfiillen. Bis heute ist es jedoch nicht gelungen, ein
Therapieverfahren zu entwickeln, das allen Anforderungen vollstandig gerecht
wird. Insbesondere kann mit vielen dieser Techniken kein Reparaturgewebe
erreicht werden, dass funktionell hyalinem Knorpel gleichwertig ist. Eine
optimale Mdoglichkeit dieses Ziel zu erreichen, wére die Regeneration des

nativen hyalinen Knorpels.
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Das einzige derzeit in der Klinik eingesetzte Verfahren, das das Ziel einer
Defektfullung mit hyalinem Knorpel verfolgt, ist die autologe osteochondrale
Transplantation. Trotz der weiten Verbreitung dieser Technik, gibt es nur
wenige langfristig angelegte tierexperimentelle Studien ({ber dieses
Operationsverfahren. Die meisten Daten entstammen klinischen Studien und
der histologischen Untersuchung bioptisch entnommenen  Materials
[4,5,9,81,107,123,161,185,188]. Tierexperimentelle Studien, insbesondere mit
immunhistologischen Analysen, beinhalten bisher nur den Zeitraum von bis zu 6
Monaten nach der Transplantation [86,104,114,120,129,139,167]. Daher war es
das Ziel dieser Arbeit, den Heilungserfolg nach autologer osteochondraler
Transplantation Uber den Verlauf eines Jahres hinweg zu untersuchen. Als
Tiermodell wurde daflir das Géttinger Minipig ausgewahlt.

4.1 Diskussion des Tiermodells

Versuche zur Knochen- und Knorpelheilung oder zur osteochondralen
Transplantation an Tieren werden Ublicherweise durchgeflihrt, um diese
Ergebnisse auf den Menschen zu Ubertragen. Dazu wurden bisher
verschiedene Spezies verwendet. Allein durch die Verwendung verschiedener
Tierspezies sind Arbeiten mit gleicher Zielsetzung aber nicht einmal
untereinander vergleichbar, da Einflisse der Tiergr6Be, der Stoffwechselrate,
des Alters und des Knochenaufbaues beschrieben [58,97] oder anzunehmen
sind. Eine groBe Zahl tierexperimenteller = Untersuchungen  zur
Knorpelregeneration wird an Kleintiermodellen durchgefihrt. Kleintiere zeigen
jedoch mit ihrer hohen Stoffwechselrate eine groBe intrinsische Fahigkeit zur
Selbstheilung [70]. Daher sollte eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die
Anwendung am Menschen besonders kritisch hinterfragt werden. Um eine
bessere Vergleichbarkeit der tierexperimentellen Ergebnisse mit der
Anwendung am Menschen zu erreichen, sollte einem GroBtiermodell der
Vorzug gegeben werden. Mit dem Minipig steht ein solches Tiermodell zur
Verfligung, das bereits in zahlreichen Studien zur Heilung von Knorpeldefekten
eingesetzt wurde [51,77,84,87,186]. Zwar stehen detaillierte Studien Uber den
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Knorpelstoffwechsel dieser Spezies noch aus, ultrastrukturelle Untersuchungen
ergaben jedoch, dass die Kollagenstruktur des Schweins der des humanen
Knorpels im Vergleich mit anderen Tierspezies am starksten &hnelt. Die
Vergleichbarkeit ist auch gréBer als bei anderen GroBtiermodellen, wie z. B.
dem Schaf [97].

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Fir die Transplantation wurde unter Narkose mit Hilfe einer diamantbesetzten
Hohlfrase und einer Stanze ein Defekt von 4,5 mm Durchmesser am medialen
Femurkondylus geschaffen. Der gewichtstragende Bereich des medialen
Kondylus’ ist mit einer Haufigkeit von 32% aller Lasionen das Gebiet mit der
gréBten Haufigkeit chondraler Defekte im Kniegelenk [82]. Auf die gleiche
Weise wurde im patellaren Gleitlager ein Spenderzylinder (Durchmesser 4,6
mm) entnommen, der anschlieBend durch ,press-fit* Technik in den Defekt am
Kondylus versenkt wurde. Die Frasungen erfolgten unter Kihlung durch eine an
die Bohrpistole angeschlossene Druckinfusion mit NaCl-Lésung.

4.2.1 Knodcherne Einheilung des Transplantats

Bereits 2 Wochen nach der Operation kann histologisch die beginnende
Osteointegration des Transplantatzylinders nachgewiesen werden. Zu diesem
Zeitpunkt ist es jedoch noch nicht zu einer stabilen Verankerung des Zylinders
im Defekt gekommen. Nur vereinzelt bestehen bereits kndcherne Briicken
zwischen Transplantat und Transplantatbett. Der Knorpel-Knochen-Zylinder ist
in allen Préparaten regelrecht versenkt. Trotz der noch nicht belastbaren
Verbindung zu seiner Umgebung hat der eingebrachte Zylinder auch nach 2
Wochen voller Belastung des Gelenks die angestrebte Position im Defekt
beibehalten. Die Verankerung mittels press-fit Technik kann also als erfolgreich
bewertet werden. Der geringe GrdBenunterschied zwischen eingesetztem
Knochenzylinder und dem Bohrloch hat fur eine sichere Verankerung des
Transplantats gesorgt. Lediglich in einem Prdparat ist der transplantierte
Zylinder etwas seitlich verkippt und abgesackt (s. S. 47).
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Nach 8 Wochen ist die kn6cherne Integration weit fortgeschritten. Radiologisch
ist der Knochenzylinder nur noch schwer abzugrenzen, ein Knochendédem ist
nicht mehr vorhanden. Histologisch zeigt sich, dass das Transplantat
inzwischen stabil integriert ist, auch wenn eine homogene Trabekelstruktur
noch nicht vorhanden ist. Das Remodeling der Trabekelstruktur durch
Osteoblasten und Osteoklasten ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht beendet. In
der 26-Wochen-Kohorte kann schlielich die Osteointegration des
Transplantats als abgeschlossen bewertet werden. Weder radiologisch noch
histologisch kann zu diesem Zeitpunkt oder nach 52 Wochen das Transplantat
auf Knochenebene abgegrenzt werden.

Diese Ergebnisse entsprechen den Erfahrungen anderer Autoren. WAGNER
beschrieb schon 1972 in einer klinischen Studie, dass réntgenologisch ,immer
eine gute Einheilung“ nachweisbar war [184]. Auch BUCKWALTER schlieBt aus
den bisherigen klinischen Erfahrungen, dass der kndcherne Teil des
Transplantats gut einheilen kann [28]. Andere tierexperimentelle Studien
bestatigen die erfolgreiche kndcherne Integration des Transplantatzylinders
[103,104,167].

Zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist eine erfolgreiche
Osteointegration nach erfolgter autologer osteochondraler Transplantation als
sehr wahrscheinlich zu bewerten. Solange Defekt- und TransplantatgréBe
richtig aufeinander abgestimmt sind, kann die Verankerung mittels press-fit
Technik einen stabilen Halt des eingesetzten Zylinders im Bohrloch und einen

sicheren Einbau in das kndécherne Transplantatbett gewéahrleisten.

4.2.2 Knorpelige Einheilung des Transplantats

2 Wochen nach der Operation ist der transplantierte Knorpel in allen Praparaten
durch eine full-thickness Spalte von seiner Umgebung getrennt. Es sind keine
Anzeichen einer Einheilung des Knorpels zu erkennen. Eine Integration des
knorpeligen Transplantats ist aber auch zu diesem Zeitpunkt noch nicht zu
erwarten. Nur in einem Teil der bisher veréffentlichten Arbeiten wird Gberhaupt
eine Verbindung des Knorpels zum Transplantatlager wahrend des gesamten
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Studienverlaufs beschrieben. Auch in den tierexperimentellen Studien, in denen
eine Integration des Knorpels beobachtet werden konnte, beschreiben die
meisten Autoren diese erst mit einem postoperativen Abstand von 12 bis 26

Wochen (s. u.).

In der vorliegenden Untersuchung konnten 8 Wochen postoperativ erste
Anzeichen einer Integration des Knorpels beobachtet werden. Dabei war es bei
einem Praparat zu einer Filllung des Spaltes am Defekirand durch
Faserknorpel = gekommen. Diese  Gewebebildung  entspricht dem
Heilungsverhalten nach einer Mosaikplastik-Operation. Bei  diesem
Operationsverfahren werden mehrere kleine Knorpel-Knochen-Zylinder nach
Art eines Mosaiks in den Defekt transplantiert [76]. Zwischen den Zylindern
bildet sich auf Knorpelebene Faserknorpel, so dass eine homogene
Gelenkoberflache erreicht wird. Die dazu nétigen mesenchymalen Stammzellen
stammen aus dem erdffneten Markraum [66,92].

Zwei (von 6) Praparate der 8-Wochen-Kohorte zeigten dagegen den Beginn
einer direkten Einheilung der einander anliegenden Anteile des Knorpels des
Femurkondylus’ und des eingesetzten Transplantats (s. S. 56 Abb. 18B). Die
entstandene Verbindung war jedoch noch so instabil, dass sie bei der
histologischen Praparation nur schwer erhalten werden konnte. Dennoch
konnten an der ehemaligen Verbindungsstelle der beiden Knorpelanteile Typ I
Kollagenfasern nachgewiesen werden (s. S. 56 Abb. 18D). Es ist zu vermuten,
dass diese Fasern den Spalt zwischen den Knorpelanteilen Uberbriickt haben
und hier eine gegenseitige Integration der Grundsubstanzen der beiden
Knorpelanteile begonnen hatte.

Diese Form der Einheilung setzte sich im Laufe der Zeit fort, so dass bereits 26
Wochen nach der Operation in allen histologischen Praparaten aufgrund des
Ubergangs vom transplantierten Knorpel in den Knorpel des umgebenden
Kondylus’ eine sichere Einheilung des transplantierten Knorpels anzunehmen
war. Es zeigte sich ein flieBender Ubergang zwischen den Grundsubstanzen
der beiden Knorpelanteile. In einigen Praparaten war sogar die Festlegung
einer genauen Grenze erst auf den zweiten Blick méglich (s. S. 61 Abb. 23).
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Auch die 52-Wochen Kohorte zeigte bei 7 von 8 Praparaten eine derartige
Integration der Matrix von Transplantatknorpel und dem Knorpel des

umgebenden Kondylus.

Andere  Veréffentlichungen  zeigen  kein  einheitliches  Bild  vom
Einheilungsverhalten des Transplantatknorpels. Wéhrend einige Autoren eine
Einheilung entsprechend der in dieser Arbeit beobachteten Integration
beschreiben, konnten in vielen anderen Studien keine Veranderungen an den
Randern des transplantierten Knorpels nachgewiesen werden.

Bereits bei einer Standzeit von 12 Wochen konnten NAM et al. in 50% (3 von 6)
ihrer Praparate im histologischen Schnitt eine Einbindung des transplantierten
Knorpels in den angrenzenden Knorpel an einer Seite des transplantierten
Zylinders zeigen [129]. Allerdings wurden die Operationen an Kaninchen
durchgeflhrt. Bei diesen Tieren kann aufgrund des schnelleren Stoffwechsels
von Kleintieren von einem beschleunigten Heilungsprozess ausgegangen
werden [70]. Auch MAKINO et al. untersuchten das Einheilungsverhalten
autologer osteochondraler Transplantate an Kaninchen. Nach 24 Wochen hatte
sich in den Praparaten im histologischen Bild an beiden Seiten eine Verbindung
zwischen dem Knorpel des Transplantats und des Transplantatbetts
ausgebildet [113].

Dass eine Integration des eingebrachten Knorpels in den umgebenden Knorpel
des Transplantatlagers auch bei Verwendung eines GroBtiermodells mdglich
ist, konnten MARUYAMA et al. bei ihren Untersuchungen an Miniaturschweinen
zeigen. Bereits 4 Wochen nach der Operation konnten die Autoren im
histologischen Bild an durchschnittlich einer Seite des eingesetzten Zylinders
eine Integration des Knorpels beobachten [120].

LANE et al. transplantierten autologe Knorpel-Knochen-Zylinder in den
medialen Femurkondylus von 6 Ziegen. In der histologischen Auswertung
konnten die Autoren jedoch keine Verbindung des transplantierten Knorpels
zum Knorpel des umgebenden Femurkondylus beobachten. Auch nach der
maximalen Standzeit der Tiere von 12 Wochen bestand hier eine full-thickness
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Spalte, die das Transplantat auf Knorpelebene vom umgebenden
Transplantatbett trennte [104]. Hier ist allerdings zu vermuten, dass die
Standzeit der operierten Ziegen fir eine sichere Einheilung zu kurz war. Auch in
der vorliegenden Untersuchung wurde eine sichere Einheilung des Knorpels
erst nach 26 Wochen beobachtet.

SIEBERT et al. fihrten autologe osteochondrale Transplantationen an den
Kniegelenken von 20 Schafen durch. Dabei konnten die Autoren auch nach
einer Standzeit von 26 Wochen keine Einheilung des Knorpels erkennen [167].
Die Autoren postulieren aus diesem Grund, dass ,auch mit diesem Verfahren
keine dem normalen hyalinen Knorpel gleichwertige
Gelenkflachenrekonstruktion gelungen ist®. Diese Aussage muss jedoch aus
Sicht der hier vorgestellten Ergebnisse relativiert werden. Aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Studie ist zu vermuten, dass eine Einheilung des
Transplantats auch auf Knorpelebene mdéglich ist. Auch die Ansicht, eine
Integration des Knorpels komme nur ,als faserknorpelige Narbe® zustande
[187], kann durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestéatigt werden.

Angesichts der verschiedenen Studien, bei denen keine knorpelige Einheilung
beobachtet werden konnte, stellt sich die Frage nach den Vorraussetzungen
einer Einheilung durch Integration der Grundsubstanz. Entscheidend fir den
Erfolg dieser Einheilungsform scheint der optimale Kontakt des transplantierten
Knorpels zu seiner knorpeligen Umgebung zu sein. Da es nicht zu einer
eigentlichen Gewebeneubildung kommt, ist zu vermuten, dass die
Knorpelanteile aneinander direkt anliegen missen. Das vorgestellte 52-
Wochen-Praparat (s. S. 68 Abb. 29) zeigt am linken Transplantatrand eine
Einheilung in der beschriebenen Form. Am rechten Rand des Transplantats
besteht jedoch ein geringer Abstand zum Knorpel des Transplantatbetts. Hier
ist eine Einheilung trotz der Standzeit von 52 Wochen nicht erfolgt. Auch in dem
beschriebenen 8-Wochen-Praparat (s. S. 56 Abb. 18A) kann beobachtet
werden, dass eine Einheilung nur in dem gelenkspaltnahen Anteil des Knorpels
erfolgte, der offenbar postoperativ einen direkten Kontakt zwischen den beiden
Knorpelanteilen aufwies. Gelenkspaltfern besteht jedoch ein gewisser Abstand
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zwischen den Knorpelanteilen und es ist hier 8 Wochen nach der Operation

noch nicht zum Beginn einer Einheilung gekommen.

4.2.3 Erhalt der physiologischen Knorpelstruktur

Entscheidend flr den langfristigen Therapieerfolg ist neben dem
Einheilungsverhalten primar das dauerhafte Uberleben des Transplantats. Nur
wenn der transplantierte Knorpel dauerhaft als hyaliner Knorpel erhalten bleibt,
kann die Therapie als erfolgreich bewertet werden. Die bisher durchgefihrten
Untersuchungen zur autologen osteochondralen Transplantation zeichneten im
Durchschnitt ein positives Bild des Heilungserfolges. Oft zeigt sich, dass der
transplantierte Knorpel Uber I&angere Zeit vital erhalten bleiben kann, ohne dass
sich ausgepragte degenerative Veranderungen beobachten lassen. DEGREIF
beschreibt die bisherigen Ergebnisse als ,sowohl funktionell als auch
histologisch zufrieden stellend” [52].

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass ein dauerhafter
Therapieerfolg mit der autologen osteochondralen Transplantation mdéglich ist.
Allerdings zeigen sich in einigen Praparaten auch degenerative Veranderungen

des transplantierten Knorpels.

2 Wochen postoperativ ist der Knorpel in allen Praparaten gut erhalten, lediglich
in einem der Préparate zeigt sich eine verminderte Anzahl angefarbter
Zellkerne und in der Toluidinblau-Farbung eine geringere Konzentration der
Glykosaminoglykane. Auch nach 8 Wochen ist der transplantierte Knorpel mit
einer Ausnahme strukturell gut erhalten und fillt den Defekt sicher aus.
Allerdings zeigt sich in einigen Praparaten eine Verminderung oder sogar die
Abwesenheit vitaler Knorpelzellen. Da damit auch der Turnover der
Matrixkomponenten eingeschrankt ist, wird in der Toluidinblau-Farbung eine
verminderte Konzentration der Glykosaminoglykane in der Grundsubstanz
sichtbar. Die Verteilung der Kollagene | und |l entspricht jedoch den
Verhaltnissen bei physiologischem hyalinem Knorpel. Ein Praparat der 8-
Wochen- und 2 Praparate der 26-Wochen-Kohorte zeigen deutliche
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degenerative Veranderungen mit tiefen Fissuren des Knorpels. Die anderen
Praparate der 26-Wochen-Kohorte sind vital und zeigen einen Knorpel, der den
Defekt gut ausflllt und mit dem Knorpel des umgebenden Kondylus’
verwachsen ist. Nur in einigen Abschnitten ist auch hier die beschriebene
Zellarmut zu sehen. Die 52-Wochen-Praparate verdeutlichen die Bandbreite der
moglichen Operationsergebnisse. 25% (2 von 8) der Praparate zeigen Knorpel,
der von tiefen Fissuren durchzogen und deutlich degenerativ verandert ist. In
50% der Kondylen ist der transplantierte Knorpel gut erhalten und fallt den
Defekt sicher aus. Er zeigt allerdings Auffalligkeiten im Sinne einer geringen
Zahl angefarbter Zellkerne und einer abgeschwéachten Anféarbbarkeit mit
Toluidinblau. SchlieBlich zeigen 25% (2 von 8) der Praparate einen vollstandig
vitalen Transplantatknorpel, der den Charakteristika nativen hyalinen
Gelenkknorpels entspricht.

Trotz der in einigen Praparaten vorhandenen Verdnderungen des
transplantierten Knorpels in den Standardfarbungen, ist die Immunhistologie in
allen Kohorten unaufféallig. Die beschriebenen Veranderungen haben also bis
zum Ende der Studie nicht zu einer nachweisbaren Veranderung in der
Konzentration der Kollagene | und Il gefiihrt.

Der Knorpel des das Transplantat umgebenden Femurkondylus zeigt Gber den
gesamten Verlauf der Studie keine signifikanten Zeichen einer Degeneration.
Auch noch nach 52 Wochen ist dieser Knorpel vital und entspricht histologisch
und immunhistologisch nativem Gelenkknorpel.

Viele der bisher verbffentlichten tierexperimentellen Untersuchungen stammen
aus den 70er und 80er Jahren des letzten Jahrhunderts. So flhrten 1979
HESSE et al. autologe Knorpel-Knochen-Transplantationen am medialen
Femurkondylus von 45 Schafen durch [78]. Nach einer Standzeit der Tiere von
bis zu 2 Jahren untersuchten die Autoren die Transplantate licht- und
rasterelektronenmikroskopisch.  Diese unterschieden sich dabei nicht von
physiologischem hyalinem Knorpel und die Vitalitdt und Syntheseleistung der

transplantierten Chondrozyten wiesen keine Auffalligkeiten auf.
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Auch bereits 1972 hatte STORIG aus seinen Untersuchungen am Kaninchen
und am Hund geschlossen, dass ,ein umschriebenes koérpereigenes
Gelenkknorpeltransplantat ... hyalin erhalten bleiben kann® [178].

30 Jahre spater verdffentlichten MARUYAMA et al. ihre Ergebnisse Uber die
autologe osteochondrale Transplantation an den Kniegelenken von Minipigs
[120]. Wie in vielen aktuellen tierexperimentellen Untersuchungen ist die
postoperative Standzeit der Tiere in dieser Studie verhaltnismaBig kurz. Die in
dieser Arbeit verwendeten Miniaturschweine wurden bereits nach einer
Standzeit von 4 Wochen getétet und untersucht. Zu diesem Zeitpunkt zeigten
die Transplantate histologisch keine Auffalligkeiten und unterschieden sich nicht
vom Knorpel des umgebenden Femurkondylus.

LANE et al. transplantierten autologe Knorpel-Knochen-Zylinder in den
medialen Femurkondylus von 6 Ziegen. 12 Wochen spéter konnten die Autoren
keine  makroskopischen  oder histologischen  Veranderungen  des
transplantierten Knorpels beobachten [104]. Ebenso berichten NAM et al. Gber
entsprechend gute histologische Ergebnisse bei der Operation an den medialen
Femurkondylen von Kaninchen. Auch hier betrug die Standzeit der Tiere
maximal 12 Wochen, und es zeigte sich histologisch keine Degeneration des

Transplantatknorpels [129].

Es gibt jedoch Untersuchungen, die zwar grundséatzlich die positive
Einschatzung der autologen osteochondralen Transplantation unterstitzen.
Jedoch werden durch diese Arbeiten Zweifel insbesondere bezlglich der
langfristigen Perspektive des transplantierten Knorpels verursacht, die eine
allzu euphorische Beurteilung dieses Operationsverfahrens in Frage stellen.
MAKINO et al. untersuchten bis zu 24 Wochen postoperativ autologe
osteochondrale Transplantate in Kaninchen [113]. Sie beobachteten dabei
insbesondere bei einer langeren Standzeit der Tiere eine Dickenzunahme des
transplantierten Knorpels, eine starkere Anfarbung der Matrix mit Safranin-O
sowie eine Erhéhung der Zelldichte und Ausbildung von Chondrozytenclustern.
Ob der transplantierte Knorpel nach einem langeren Beobachtungszeitraum
degeneriert oder sich physiologischer hyaliner Knorpel bildet, bleibt offen.
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Eine der vorliegenden Arbeit dhnliche Studie wurde 2001 von SIEBERT et al.
durchgefihrt [167]. Allerdings wurden die Ergebnisse der an Schafen
durchgefliihrten Transplantationen bereits nach einer Standzeit von maximal 6
Monaten untersucht. Immunhistologische Analysen wurden nicht durchgefiihrt.
SIEBERT et al. dokumentierten bereits 3 Monate nach der Operation eine
vollstandige Osteointegration des Transplantats. Wie bereits oben beschrieben
heilte das Transplantat in dieser Studie dagegen bei keinem der Tiere knorpelig
in seine Umgebung ein. Dies wirft fir die Autoren Fragen bezlglich der
biomechanischen Eigenschaften und der Langzeitergebnisse dieses
Operationsverfahrens auf. Die Sorge beziglich einer mdglichen
Verschlechterung der Ergebnisse bei Langzeituntersuchungen  wird
insbesondere durch die Tatsache gestitzt, dass bei einigen Praparaten dieser
Studie eine Auffaserung der Transplantatoberflache fir eine Degeneration des
Knorpels spricht [167].

Auch wenn die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Beflrchtung der
fehlenden knorpeligen Einheilung widerlegt haben, unterstreichen die hier
beschriebenen strukturellen Veranderungen des transplantierten Knorpels die
von SIEBERT et al. geauBerten Bedenken beziiglich einer langfristigen
Verschlechterung des Zustands des Transplantatknorpels. So konnten in
beiden Studien in einzelnen Praparaten tiefe Fissuren des transplantierten
Knorpels beobachtet werden. In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt
werden, dass die Fissuren auch nach 52 Wochen noch bestehen und die

Struktur einzelner Praparate gefahrden kénnen.

Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass auch noch nach einem Jahr in
einem GroBteil der Praparate der transplantierte Knorpel eine sichere
Defektfullung gewahrleistet. Dieser Erfolg der osteochondralen Transplantation
entspricht auch der klinischen Erfahrung und bestétigt sich in zahlreichen
klinischen Studien. MEENEN und RISCHKE fihrten osteochondrale
Transplantationen an 52 Patienten mit Knorpeldefekten durch. 24 Monate nach
der Operation konnten die Ergebnisse aller Patienten mit traumatisch bedingten
oder durch Osteochondrosis dissecans verursachten Knorpelschaden als gut
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oder sehr gut eingestuft werden. 76,9% der Patienten, bei denen praoperativ
eine Arthrose diagnostiziert worden war, hatten gute oder sehr gute Ergebnisse
[123]. WANG fihrte an 15 Patienten autologe osteochondrale
Transplantationen durch. Nach einer Follow-up Zeit von 2 — 4 Jahren stufte er
das Ergebnis von 80% der Patienten als gut oder sehr gut ein [185]. Ebenso
berichten andere Autoren Uber ahnlich gute Kklinische Ergebnisse
[4,5,41,101,121,161,188].

Auch LAPRELL fihrte erfolgreiche osteochondrale Transplantationen an 35
Patienten durch. Er stellte jedoch fest, dass nach einer durchschnittlichen
Follow-up Zeit von 8,1 Jahren 12 Patienten radiologische Zeichen einer
Arthrose  entwickelt hatten und schloss daraus, dass dieses
Operationsverfahren zwar die Gelenkfunktion verbessert, die Entstehung einer
Arthrose aber nicht verhindern kann [107].

Zusammenfassend fihren sowohl die Mehrzahl der tierexperimentellen als
auch der klinischen Studien zu einer insgesamt positiven Bewertung der
autologen osteochondralen Transplantation. Diese Bewertung wird durch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzt. Allerdings zeigen sich hier in
einigen Praparaten degenerative Veranderungen des transplantierten Knorpels,
die den Langzeit-Erfolg dieser Operationsmethode in Frage stellen kdnnten.
Ebenso verursachen einzelne Studien anderer Autoren Zweifel am langfristigen
Erfolg dieses Therapieverfahrens. Es stellt sich die Frage, welche Grinde flr
die weniger positiven Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu vielen
anderen Studien ausschlaggebend sind.
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4.3 Diskussion des Operationsverfahrens

Die verwendeten Instrumente der Firma medArtis wurden fir den Einsatz am
menschlichen Patienten entwickelt. Die GréBe des Kniegelenks des Minipigs ist
jedoch ungefahr vierfach geringer als das entsprechende Operationsgebiet am
Menschen. Dieses Missverhaltnis zwischen den GréBen der Instrumente und
der anatomischen Struktur des Tieres flihrte zu einer deutlich erhdhten
Anforderung an den Operateur. Dadurch bedingte Fehler wahrend der
Operation koénnten zu der Entstehung der beschriebenen degenerativen
Veranderungen beigetragen haben.

Fir die Transplantation kann die Entnahme des Spenderzylinders mit Hilfe
einer diamantbesetzten Hohlfrdse oder durch den Einsatz eines RundmeiBels
erfolgen. Die letztere Technik findet v. a. bei der Durchfihrung einer
Mosaikplastik Verwendung, bei der der Defekt durch eine Vielzahl deutlich
kleinerer  Spenderzylinder nach Art eines Mosaiks geflllt  wird
[72,73,75,76,92,99]. Bei der Transplantation einzelner osteochondraler Zylinder
entnehmen einige Autoren dagegen das Transplantat wie in der vorliegenden
Arbeit mit Hilfe einer gekihlten Hohlfrase [80,81,107,123,167], andere Autoren

verwenden auch hier einen HohlmeiBel [4,12,161].

Der entscheidende Unterschied zwischen den beiden Entnahmetechniken liegt
in der starken Hitzeentwicklung beim Einsatz der Frasen. Um eine Schadigung
des Knorpels durch die hohe Temperatur zu verhindern, werden die Frasen
daher wahrend des Einsatzes konstant gekuhlt. Allerdings stellt sich die Frage,
ob die eingesetzte Kihlung in der Praxis Hitzeschaden suffizient verhindern
kann. Insbesondere bei kleinen Knorpel-Knochen-Zylindern besteht die Gefahr,
dass sich trotz Kidhlung Hitze innerhalb der Hohlfrdse anstaut und zu einer
Schadigung der Chondrozyten fihrt. Studien haben bereits nachgewiesen, dass
Knorpel sensibel auf eine Hitzebelastung reagiert. So konnten YE et al. zeigen,
dass ein Hitzeschock von 48°C in vitro zur Apoptose von Chondrozyten flhrt

und die Synthese von Proteoglykanen unterdriickt wird [189]. PAULSEN zeigte
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bereits 1976, dass der Einsatz von Frésen ohne suffiziente Kihlung zu einer

Schadigung des Knorpels flhrt [138].

FOr den Einsatz am Menschen stellen MEENEN et al. die Indikation fir eine
Transplantation ab einer Lasionsflache von 1 ¢cm? [123], entsprechend einem
Durchmesser des Transplantatzylinders von ca. 11 mm. Aufgrund der deutlich
kleineren anatomischen Verhaltnisse am Minipig ist eine Transplantation von
Zylindern dieser GréBe nur schwer moglich und birgt das Risiko
operationsbedingter Fehler. In der vorliegenden Arbeit wurden daher Zylinder
mit einem Durchmesser von 4,5 mm transplantiert. Wirde die eingesetzte
Kihlung fir Zylinder dieser GréBe keinen sicheren Abtransport der wahrend
des Frasens entstehenden Hitze gewahrleisten, bestiinde die Gefahr, dass der
Knorpel groBflachig geschadigt wird.

Falls die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Verdnderungen des
transplantierten Knorpels durch Hitze verursacht worden sind, so ist
anzunehmen, dass die Belastung des Knorpels an den Ré&ndern des
Transplantats in direkter Umgebung der Frase gr6éBer ist als in der
Transplantatmitte. Bei der histologischen Auswertung zeigt sich, dass in
denjenigen Praparaten, die eine deutlich verminderte Zahl angefarbter
Zellkerne aufweisen, die noch vorhandenen Zellkerne nur in der
Transplantatmitte vorhanden sind (s. S. 55 Abb. 17) — also dort, wo der Abstand
zur Frase am groBten ist.

Der Knorpel des den Defekt umgebenden Femurkondylus zeigt signifikante
degenerative Veranderungen ausschlieBlich in unmittelbarer Nahe des
Bohrlochs. Davon abgesehen ist der Knorpel des Kondylus in allen Praparaten
vital. Es ist davon auszugehen, dass es in der auBeren Umgebung des
Transplantats zu keinem Hitzeaufstau kommen konnte und die eingesetzte
Klhlung die Warme in diesem Bereich suffizient abfihren konnte.

In einer kiirzlich veréffentlichten Studie versuchten EVANS et al. die Frage nach
der besten Entnahmetechnik fir osteochondrale Zylinder zu beantworten. Die
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Autoren untersuchten dabei die durch Hohlfrasen bzw. HohlstdBel verursachten
Schaden am Transplantatknorpel. Die entnommenen Zylinder hatten einen
Durchmesser von 2,7 mm und 45 mm, was der ZylindergréBe in der
vorliegenden Studie entspricht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Entnahme
durch Hohlfrasen zu einer signifikant starkeren Schadigung des Knorpels und
einer deutlichen Abnahme der Zahl angefarbter Chondrozyten flhrt. EVANS et
al. schlieBen aus ihren Ergebnissen, dass eine Entnahme osteochondraler
Zylinder kinftig durch HohlstéBel erfolgen sollte [60].

Auch wenn in der vorliegenden Studie kein gezielter Vergleich zwischen den
beiden Entnahmeverfahren erfolgte, stitzen die gewonnenen Ergebnisse die
Aussagen von EVANS et al. Zumindest bei der Transplantation kleinerer
Zylinder mit einem Durchmesser unter 10 mm scheint die Entnahme mit Hilfe
einer Hohlfrase zu einer Schadigung des Knorpels zu flhren. Bei Entnahme
gréBerer Zylinder ist aufgrund des klinischen Erfolges dieser Methode

anzunehmen, dass hier eine suffiziente Kiihlung gewahrleistet ist.

4.4 Diskussion alternativer Therapieverfahren

Die autologe osteochondrale Transplantation erfillt einige Punkte der eingangs
beschriebenen Anforderungen an ein optimales Therapieverfahren far
chondrale Defekte nicht. So wird durch die Entnahme des Spenderzylinders in
gesundem Knorpel ein Defekt geschaffen, der als potentieller Ausgangspunkt
der Entstehung von Arthrose bewertet werden muss. Auch die hier
beschriebenen Veranderungen des transplantierten Knorpels zeigen, dass der
langfristige Erhalt des hyalinen Knorpels nicht als sicher angenommen werden
kann. Es stellt sich jedoch die Frage, ob eines der derzeit klinisch eingesetzten

alternativen Therapieverfahren bessere Erfolge verspricht.

Die Gelenklavage und das bereits 1941 von MAGNUSON beschriebene
Débridement [112] gehdren zu den éltesten Behandlungstechniken. Bei einem
Vergleich der beiden Therapieanséatze untereinander konnten CHANG et al. fir

die meisten Indikationen keinen Vorteil des deutlich invasiveren Débridements

86



erkennen [40]. Beide Verfahren verfolgen einen rein symptomatischen Ansatz,
der eigentliche Knorpelschaden wird nicht therapiert [61,66]. Die eingangs
aufgeflhrten Anforderungen an eine Therapie werden also in zentralen Punkten
nicht erfillt. Dennoch werden diese arthroskopischen Interventionen verbreitet
eingesetzt. In mehreren klinischen Studien konnte zumindest bei einem Teil der
Patienten eine Uber Jahre anhaltende Besserung der Beschwerden beobachtet
werden [6,53,91]. Allerdings handelt es sich bei diesen Untersuchungen nicht
um Placebo-kontrollierte Studien. Vor kurzem veréffentlichten MOSELEY et al.
im New England Journal of Medicine jedoch eine Studie, in der 180 an Arthrose
erkrankte Patienten entweder mit einem arthroskopischen Débridement und
einer Lavage therapiert worden sind, oder lediglich eine Placebo-Operation
durchgefihrt worden ist. Dabei konnte kein Unterschied im Outcome zwischen
Therapie und Placebo-Operation gefunden werden [127].

Bei der Pridie-Bohrung [146] und der von STEADMAN et al. entwickelten
Microfracture-Technik [175-177] kommt es nach einer Erdffnung der
subchondralen Knochenlamelle zu einer Einblutung in den Defekt und damit
zur Einleitung einer Heilungsreaktion. Im Gegensatz zu den beschriebenen rein
symptomatischen Verfahren wird damit die Fullung des Defekts durch ein
Reparaturgewebe erreicht. Histologisch wird das Reparaturgewebe von einigen
Autoren als faserknorpelig bis bindegewebig beschrieben [17,165]. STEADMAN
et al. beobachteten eine Defektflllung mit einer Mischung aus Faserknorpel und
hyalinem Knorpel [177]. Dies wirft die Frage nach der langfristigen Stabilitat des
— im Vergleich zum hyalinen Gelenkknorpel — mechanisch minderwertigen
Faserknorpels auf. Einige klinische Follow-up Studien zeigen allerdings eine
deutliche Besserung der Beschwerden [11,174], darunter auch eine von
STEADMAN et al. durchgefiihrte Untersuchung an 1200 Patienten mit einem
Follow-up von bis zu 7 Jahren nach der Operation [177]. Andere Studien zeigen
dagegen keine Besserung des Patienten oder sogar eine
Symptomverschlechterung [31].

Die Transplantation von Periost bzw. Perichondrium in Knorpeldefekte nutzt die
Fahigkeit dieser Gewebe zur Chondrogenese [34,155]. Der entstehende
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Knorpel wird von einigen Autoren als hyalinartig beschrieben [133,151,154].
Einige klinische Studien zeigen eine signifikante Besserung der Symptomatik
nach der Transplantation [24,79,111]. Andere Studien zeigen dagegen weniger
gute Ergebnisse. Bei einer Follow-up Untersuchung 6-9 Jahre nach einer
Periosttransplantation bezeichnen ANGERMANN et al. nur 2 von 14
untersuchten Patienten als schmerzfrei. Der entstandene Knorpel wird in 10
Fallen als nicht hyalinartig beschrieben [2]. Von 88 durchschnittlich 52 Monate
nach einer Perichondriumtransplantation  nachuntersuchten Patienten
bewerteten BOUWMEESTER et al. bei 55% den Heilungserfolg als schlecht.
Nur in 38% der Patienten wurde das Ergebnis als gut eingeschatzt [15]. Bei
einem Vergleich zwischen dem Aufbohren der subchondralen Knochenlamelle
und der deutlich aufwandigeren Transplantation von Perichondrium konnte in
einem Nachuntersuchungszeitraum von 10 Jahren kein signifikanter
Unterschied im Therapieerfolg erkannt werden [14]. Trotz vielversprechender
erster Ergebnisse stellt die Transplantation von Periost oder Perichondrium
daher nicht den erhofften Durchbruch in der Therapie von Knorpeldefekten dar.

Der Durchbruch schien 1994 erreicht, als BRITTBERG et al. in einem viel
beachteten Artikel die ersten klinischen Ergebnisse der autologen
Chondrozytentransplantation (ACT) vorstellte [21]. Bei dieser Technik werden in
vitro vermehrte autologe Knorpelzellen unter einen auf den Knorpeldefekt
genahten Periostlappen gespritzt. Die guten Ergebnisse flhrten zu einem
auBerordentlich groBen und positiven Echo in der Laienpresse (,The New York
Times", ,The Boston Globe“, jew. 6.10.1994). Die chirurgische Fachwelt wies
jedoch zunachst auf die wissenschaftlichen Mangel der Studie wie
beispielsweise das Fehlen einer Vergleichsgruppe oder den kurzen Follow-up
Zeitraum von 2 Jahren hin [63]. Die in den darauf folgenden Jahren
verdffentlichten Studien zeichneten kein einheitliches Bild. BRIGGS et al.
erreichten bei 8 von 14 Patienten durch autologe Chondrozytentransplantation
eine Defektflllung mit hyalinem Knorpel, bei 3 Patienten mit Faserknorpel [19].
Auch andere Autoren beschrieben eine gute Defektflllung, bei einem groBen
Teil der therapierten Defekte bildete sich jedoch zumindest anteilsweise
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Faserknorpel im Defekt. Die Méglichkeit zur Bildung von hyalinartigem Knorpel
wird jedoch bestéatigt [150,152,153]. PETERSON et al. verdffentlichten eine
klinische Studie an 101 Patienten mit einem Follow-up von 2 bis 9 Jahren. Die
Ergebnisse von 92% der Patienten mit isolierten Knorpeldefekten des
Femurkondylus’ wurden dabei klinisch als gut oder sehr gut bewertet [143].
Erggelet et al. stellten eine internationale Studie vor, in der die Ergebnisse von
1051 mit einer autologen Chondrozytentransplantation behandelten Patienten
untersucht werden. Bei 85% der Patienten konnte bei einem
Nachuntersuchungszeitraum von bis zu 36 Monaten eine Besserung der
Symptomatik erreicht werden [59]. Auch die Untersuchungen anderer Autoren
zeigen gute klinische Ergebnisse [20,22,69,126,141,142]. Vergleiche mit
anderen etablierteren und meist deutlich kostenglnstigeren Therapieverfahren
relativieren jedoch diese erfreulichen Ergebnisse. In einer kirzlich vorgestellten
prospektiv randomisierten Studie wurden erstmals die Ergebnisse einfacher
knochenmarkstimulierender ~ Verfahren mit  denen  der  autologen
Chondrozytentransplantation  verglichen [100]. Dabei wurden keine
histologischen Unterschiede im Reparaturgewebe der beiden Verfahren
beobachtet. Klinisch konnten jedoch bei einem Follow-up bis 2 Jahre nach der
Operation durch die Microfracture-Technik signifikant bessere Ergebnisse
erzielt werden als nach ACT.

4.4.1 Vergleich zwischen autologer Chondrozytentransplantation und
autologer osteochondraler Transplantation
Vergleiche zwischen der ACT wund der autologen osteochondralen
Transplantation ergeben bisher kein einheitliches Bild. BENTLEY et al.
beobachteten 100 Patienten nach ACT bzw. Mosaikplastik Uber einen Zeitraum
von durchschnittlich 19 Monaten. Dabei wurden die Ergebnisse von 88% der
Patienten nach ACT als gut oder sehr gut bewertet. Nach Mosaikplastik konnte
dieses Ergebnis nur bei 69% der Patienten erreicht werden [9]. HORAS et al.
konnten bei den von ihnen untersuchten 40 Patienten 2 Jahre nach der
Operation keinen klinischen Unterschied zwischen ACT und autologer
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osteochondraler Transplantation feststellen. Allerdings trat die Kklinische
Verbesserung nach ACT im Vergleich zur osteochondralen Transplantation
verzogert auf. Histologisch wurde bei diesem Verfahren hyaliner Knorpel im
Defekt nachgewiesen, wéahrend der Defekt nach ACT vornehmlich mit
Faserknorpel geflllt war. Die Autoren wirden daher die osteochondrale
Transplantation gegentber der autologen Chondrozytentransplantation
bevorzugen [80,81,172]. BREINAN et al. konnten dagegen bei einem Vergleich
der ACT mit unbehandelten Leerdefekten beim Hund keinen positiven Effekt
der Therapie beobachten, die Ergebnisse der ACT entsprachen denen der
Leerkontrollen [18].

Selbst BRITTBERG schreibt inzwischen bei der Bewertung der autologen
Chondrozytentransplantation, dass bei der Therapie von Knorpeldefekten ,das
letztendliche Ziel die vollstdndige Defektausflillung mit hyalinem Knorpel ist,
wahrend wir in unseren Biopsien allenfalls hyalinartigen Knorpel fanden. ... Es
muss darauf hingewiesen werden, dass die autogene
Chondrozytentransplantation nur eine von verschiedenen Methoden ist und sich
im Vergleich mit diesen nicht als besser erwiesen hat.“ [157].
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4.5 Beantwortung der Fragen aus der Problemstellung

Wie heilt der knécherne Anteil des Transplantats im Verlauf eines Jahres in den
Defekt ein?

Bereits zwei Wochen nach der Transplantation sind einzelne Knochenbriicken
zwischen Transplantat und Transplantatbett nachweisbar. Osteoblasten und
Osteoklasten sind dabei, den knéchernen Transplantatzylinder in die
Umgebung zu integrieren. Es konnte gezeigt werden, dass der Zylinder bereits
8 Wochen nach der Operation stabil in seiner Umgebung verankert ist. 26
Wochen postoperativ kann die Osteointegration des Transplantats als
abgeschlossen bewertet werden. Die Transplantation mittels press-fit-Technik
hat eine stabile Verankerung und eine sichere knbécherne Einheilung
gewahrleistet.

Welches Anwachsverhalten zeigt der knorpelige Anteil des Transplantats im
Verlauf eines Jahres? Kommt es am Rand des Defekts zu einer kontinuierlichen
Verbindung zwischen dem Knorpel des Transplantats und der Umgebung?

Ab einem postoperativen Zeitraum von 8 Wochen nach der Transplantation
zeigen sich zunehmend histologische Verdnderungen, die als Zeichen einer
knorpeligen Einheilung des Transplantats interpretiert werden kdénnen.
Vorausgesetzt, es besteht direkter Kontakt zwischen den Randern des Knorpels
von Femurkondylus und Transplantat, scheint es zu einer gegenseitigen
Integration der Grundsubstanzen der beiden Knorpelanteile zu kommen. Es ist
zu vermuten, dass Typ Il Kollagenfasern den ehemaligen Spaltraum
Uberbriicken. Bereits 26 Wochen nach der Transplantation ist in den meisten

Praparaten eine stabile Einheilung anzunehmen.

Welche Verdnderung zeigt der Knorpel des Transplantats im Verlauf eines
Jahres? Sind Anzeichen einer Degeneration vorhanden?

In der Mehrzahl der untersuchten Praparate flllt der transplantierte Knorpel
nach einem Jahr den Defekt sicher aus. In einigen Praparaten unterscheidet
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sich der Transplantatknorpel zu diesem Zeitpunkt kaum von vitalem hyalinem
Gelenkknorpel. Von der 2-Wochen-Kohorte an zeigen sich jedoch auch
Veranderungen des transplantierten Knorpels. In einzelnen Préparaten aller
Kohorten ist eine Verminderung der Zahl anfarbbarer Zellkerne und eine
verringerte Anfarbbarkeit mit Toluidinblau entsprechend einer verminderten
Konzentration von Glykosaminoglykanen zu beobachten. Einzelne Praparate
zeigen sogar tiefe Fissuren, die den Knorpel durchziehen und seine Stabilitat
gefahrden. Diese Veranderungen kénnten durch eine insuffiziente Kihlung
wahrend der Transplantatentnahme bei einem verhaltnismaBig kleinen

Durchmesser der Transplantate ausgelést worden sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Eines der derzeit am haufigsten mit dem Ziel einer Heilung eingesetzten
Therapieverfahren fir Gelenkknorpeldefekte ist die autologe osteochondrale
Transplantation (AOT). Bei diesem Operationsverfahren wird ein Knorpel-
Knochen-Zylinder aus einer minderbelasteten Stelle des Gelenks enthommen
und in den Defekt transplantiert. Um die langfristigen Veranderungen des
Knorpels nach der Transplantation besser zu verstehen, wurde eine AOT an
den Kniegelenken von 14 Géttinger Minipigs durchgeflhrt. Jeweils ein Teil der
Tiere wurde nach 2, 8, 26 und 52 Wochen getétet. Die Kniegelenke wurden
anschlieBend radiologisch und histologisch untersucht, zudem wurden
immunhistologische Farbungen fir die Kollagentypen | und Il durchgefihrt.

Es zeigte sich, dass die verwendete press-fit-Technik eine stabile kndcherne
Verankerung des Transplantats gewahrleistet und zu einer sicheren
Osteointegration fuhrt, die nach 26 Wochen als abgeschlossen bewertet
werden kann. Auch knorpelig l&sst das histologische Bild nach 26 Wochen eine
Integration der Grundsubstanz des Transplantats in den Knorpel des
Transplantatbetts vermuten. Kollagenfasern des Typs |l scheinen den
ehemaligen Spalt zu Uberbriicken. Der transplantierte Knorpel fillt in der
Mehrzahl der Praparate den ehemaligen Defekt auch noch nach 52 Wochen
stabil aus. In 25% (2 von 8) der Praparate unterscheidet sich der
Transplantatknorpel zu diesem Zeitpunkt kaum von vitalem hyalinem
Gelenkknorpel. Es zeigen sich jedoch in einigen Praparaten auch
Veranderungen des transplantierten Knorpels. Diese reichen von einer
Verminderung anférbbarer Zellkerne und einer geringeren Konzentration von
Glykosaminoglykanen bis zu tiefen Fissuren, die den Knorpel durchziehen und
seine Stabilitat gefahrden. Als mégliche Ursache dieser Veranderungen kommt
eine insuffiziente Kihlung der Hohlfrase wahrend der Transplantatentnahme bei
einem verhaltnismaBig kleinen Durchmesser der Transplantate in Betracht.

Es konnte gezeigt werden, dass dieses Verfahren eine gute Mdglichkeit der
Therapie chondraler Defekte darstellt. Die Ergebnisse deuten jedoch darauf hin,
dass eine mdgliche Schwachstelle in der Enthahme osteochondraler Zylinder

mit einem Durchmesser von unter 10 mm mit Hilfe einer Hohlfrase liegt.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

GAG Glykosaminoglykan
AOT Autologe Osteochondrale Transplantation
ACT Autologe Chondrozytentransplantation
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