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,.-.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, is never recovered.” (Hunter, 1742, S. 520).
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1. Einleitung

1.1. Morphologie und Regeneration von hyalinem Gelenkknorpel

Im Bereich der Gelenke sind die Knochen mit hyalinem Knorpel iiberzogen. Dieser besteht
zu 60-80% aus Wasser, welches sich zum Teil in der extrazelluldaren Matrix (EZM) frei
bewegen kann. Die EZM ist aus Kollagen, hauptsachlich vom Typ II, Proteoglykanen und
nicht-kollagenen Proteinen beschaffen. Eingebettet sind hierin Chondrozyten, die nicht in
direktem Zusammenhang zueinander stehen und per Diffusion versorgt werden
(Newman, 1998, S. 309-11). Sie stammen aus dem Mesenchym und unterscheiden sich je
nach Lage innerhalb der EZM in Form, Grofle und Aktivitatszustand. Der
Aktivitatszustand, bzw. die Fahigkeit zur Synthese der EZM nimmt mit dem Alter ab. In
hyalinem Knorpel findet man generell keine Blutgefafie, Nerven oder Lymphbahnen
(Buckwalter et al, 2005, S. 465-75). Aus der Avaskularitit, der abnehmenden
biologischen Aktivitit sowie der Versorgung iliber Diffusion lasst sich die begrenzte
Fahigkeit zur Selbstheilung erklaren.

Der Gelenkknorpel besteht nicht aus einem durchgehend gleichartig aufgebauten

Gewebe, sondern gliedert sich in 4 Zonen. (siehe Abbildung 1)
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Abbildung 1: Aufbau des hyalinen Knorpels (Pool et al., 2001)

Kollagengehalt und Zellzahl nehmen zur Tiefe hin ab, hingegen verhalten sich Proteoglykangehalt und
Fibrillendurchmesser gegenlaufig.



Die Tangentialzone, welche die Gelenkflachen bildet, wird von parallel verlaufenden, zur
Gelenkflache parallel ausgerichteten Kollagenfibrillen dominiert, die tiber flachen
Chondrozyten lagern. Durch die besondere Zusammensetzung hat diese Schicht die
hochste Zugfestigkeit und dient als Schutz der darunterliegenden Zonen (Hunziker, 2002,
S.433; Pool etal,, 2001, S. 28). Unter der Tangentialzone liegt die Transitionalzone, die als
Ubergang zur Radiirzone zu sehen ist. Das heifit die Zellform wird zunehmend sphirisch
und der Wassergehalt nimmt ab. Dem Knochen am nachsten ist die Kalzifizierungszone,
die unter anderem der Verbindung mit dem Knochen dient (Benz & Mollenhauer, 2007, S.
253; Buckwalter et al, 2005, S. 465-80). Kleinere Verletzungen der Tangentialzone
konnen durch ein Ubergewicht an katabolen Prozessen gegeniiber der metabolischen und
enzymatischen anabolen Reaktion zu einem Ubergang des Defekts in tiefere Schichten
resultieren (Franz et al,, 2001, S. 582; Hunziker, 2002, S. 433). Reicht der Defekt bis zum
subchondralen Knochen, kann ein endogener Reparaturmechanismus erfolgen. Das so
entstandene fibrokartilaginare Gewebe ist dem hyalinen Knorpel jedoch nicht ebenbiirtig
(D. Frisbie et al., 2003, S. 219). Durch die Freilegung des subchondralen Knochens
entsteht ein Blutpfropf, der den Defekt fiillt. Hier hinein setzten sich unter anderem
mesenchymale Stammzellen, Lipide und Proteine (Alford & Cole, 2005, S. 445; Hunziker,
2002, S. 433). Die Heilungskapazitat ist jedoch in Bezug auf die Defektgrofie begrenzt und
das Reparaturgewebe kann nicht die gleiche Qualitdt wie hyaliner Knorpel erreichen
(Erggelet & Vavken, 2016, S. 150; Knutsen et al.,, 2004, S. 462).

Die Ausbildung des Regeneratgewebes durchlauft aufeinanderfolgende Phasen. In der
Proliferationsphase, die bis zu 6 Wochen dauert, entsteht zunachst eine fluide
Defektfiillung. In der Transitionsphase wird bis zur 12. Woche die Matrix durch Kollagen-
und Proteoglykansynthese ausgebildet und die Chondrozyten differenzieren sich. Nach
3-6 Monaten entsteht in der Remodulationsphase eine zunehmend belastbare, gut
integrierte Defektfiillung die anschliefdend in eine 2-3 Jahre dauernde Reifungsphase

miindet (Hambly et al.,, 2006, S. 1022; Hirschmuller et al,, 2011, S. 2687).



1.2. Therapie osteochondraler Defekte im Kniegelenk

Da osteochondrale Schadigungen und die daraus resultierende Arthrose noch immer zu
den dominierenden Erkrankungen in den Industrienationen (Glyn-Jones et al., 2015, S.
376) gehoren und die wirtschaftliche Belastung der Erkrankung mit ca. 1-2,5 % des
Bruttoinlandsprodukts in westlichen Industrienationen beachtlich ist (Hiligsmann et al.,
2013, S. 305), ist eine suffiziente Therapie eminent wichtig.

Osteochondrale Defekte betreffen sowohl Knochen- als auch Knorpelgewebe. Aus diesem
Grund muss die unterschiedliche intrinsische Regenerationskapazitit der beiden Gewebe
bei der Therapie berticksichtigt werden (Kon et al., 2010, S. 301).

Bei der autologen osteochondralen Transplantation wird ein Knorpelknochenzylinder
aus einem minderbelasteten Bereich des Kniegelenks, z.B. aus der proximolateralen
Trochlea entnommen und im gleichen Eingriff in die vorbehandelte Defektstelle
passgenau eingesetzt. Somit werden beide Gewebearten - Knorpel und Knochen - im
Defektbereich ersetzt und die behandelte Defektstelle hat eine Oberflache aus hyalinem
Knorpel. Nach Einwachsen des Zylinders kann eine schnellere Belastung erfolgen. Die
Verwendung von mehreren Zylindern in einem Knie ist méglich, die zu behandelnde
Defektgrofde jedoch nicht unbegrenzt (Hangody et al, 1997, S. 264-5). Als weitere
Nachteile dieser Technik sind der zusatzliche Defekt an der Entnahmestelle, eine
Begrenzung des Patientenalters und eine unzureichende Randintegration zu nennen
(Gupta et al, 2010, S. 18-9).

Mit der Matrixgestiitzten Autologen Chondrozyten-Transplantation (MACT) kénnen auch
grofdere osteochondrale Lasionen therapiert werden (Vogt et al.,, 2007, S. 502). Hierbei
werden inzwischen, in Anlehnung an die urspriinglich von Brittberg et. al (1994, S. 890-
4) entwickelten Technik, zundchst Chondrozyten aus einem minderbelasteten Gelenk-
bereich entnommen, mittels Tissue Engineering auf einem biologischem Tragermaterial
(Matrix) in vitro kultiviert und anschliefiend reimplantiert (Welch et al., 2016, S. 85). War
fiir die Implantation der Chondrozyten zu Beginn noch eine offene Operation via
Arthrotomie von Noten, sind heutzutage voll arthroskopische Verfahren moglich
(Schlumberger et al., 2020). Nach Implantation bilden die Chondrozyten ein hyalin-
dhnliches Gewebe aus.

Flir die MACT, wies Andriolo et al. (2020, S. 2999) eine anhaltende signifikante

Verbesserung des klinischen Befundes bis zu 15 Jahre nach der Operation nach. Diese



Ergebnisse konnten durch weitere Studien bestatigt werden (Gille et al., 2016, S. 309;
Kreuz et al.,, 2019, S. 305).

Da Chondrozyten in der Matrix nur langsam wachsen, eine Tendenz zu Dedifferenzierung
haben und der Aufbau des hyalinen Knorpels Chondrozyten mit unterschiedlichen
Eigenschaften in den unterschiedlichen Zonen (siehe Abb. 1) vorsieht (Schulze-Tanzil,
20009, S. 334), liegt die Hoffnung des Tissue Engineering in einer Weiterentwicklung der
Knorpeltherapie durch die Verwendung mesenchymaler Stammzellen (MSC) anstelle von

Chondrozyten.

1.3. Mesenchymale Stammzellen in der Therapie osteochondraler
Defekte

Mesenchymale Stammzellen haben sowohl chondrogenes und als auch osteogenes
Potential (Richter, 2005, S. 250). Durch Differenzierung zu Knochen- und Knorpelgewebe
kann, im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Verfahren, eine natiirlichere Defekt-
fiillung erreicht werden. MSC kénnen aus Knochenmark (bone marrow MSC, BMSC),
Fettgewebe (adipose derived SC, ASC), peripherem Blut (peripheral blood SC, PBSC) und
aus Nabelschnurblut gewonnen werden (Gobbi et al., 2015, S. 82; Jo et al., 2014, S. 1254;
Marmotti et al., 2014, S. 20; Saw et al,, 2013, S. 684). Eine allogene Transplantation von
MSC ist aufgrund ihrer geringen Expression von antigen-prasentierenden Molekiilen
moglich (Prockop, 2009, S. 939-41).

Afizah et al. (2007, S. 659) haben sowohl in vitro als auch in vivo fiir BMSC im Vergleich zu
ASC ein hoheres chondrogenes Potential nachgewiesen. Zu dhnlichen Ergebnissen kam
auch Hui et al. (2005, S. 904). Andere Studien zeigten jedoch vergleichbare Ergebnisse
zwischen BMSC und ASC (Strioga et al,, 2012, S. 2724). In der klinischen Anwendung
werden MSC unter anderem mittels Injektion in ein betroffenes Gelenk eingebracht. Diese
Methode konnte in einer Metaanalyse als sicher, jedoch nicht als sicher wirksam
eingestuft werden (Xing et al,, 2018, S. 1406-8). Dagegen konnten Gobbi & Whyte (2019,
S. 1621) iiber gute bis exzellente Ergebnisse 6 Jahre nach Implantation von BMSC in
osteochondrale Defekte berichten. Im Vergleich zur ACT konnte keine Unterlegenheit der
Therapie mit BMSC iiber 2 Jahre gezeigt werden (Nejadnik et al., 2010, S. 1110).

Im Fokus der aktuellen Forschung steht die Frage, ob die Hauptwirkung der Therapie in
der Proliferations- und Differenzierungsfahigkeit der Stammzellen oder in deren

Freisetzung von Wachstumsfaktoren, Immunmodulatoren und Proteinen liegt. Denn so
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scheinen MSC vorhandene Chondrozyten zur Proliferation und Matrixsynthese
anzuregen (Lai et al, 2013, S. 1; Zhang et al, 2018, S. 16). Verschiedene Studien
demonstrierten den gegenseitigen Einfluss von MSC und Chondrozyten aufeinander, die
als Mischkultur kultiviert wurden (Mo et al.,, 2009, S. 42; Tsuchiya et al., 2004, S. 391).

Da die genauen Wechselwirkungen zwischen Chondrozyten und MSC noch unklar sind,
und eine direkte Ubertragung der in vitro Studien auf die in vivo Anwendung aufgrund der
Heterogenitidt der verwendeten Protokolle bei Isolierung und Kultivierung der Zellen
sowie des verdnderten Milieus in vivo unmdéglich ist (Augello & De Bari, 2010, S. 1234;
Bornes et al,, 2014, S. 446-7), ist die Etablierung einer Methode des in vivo Monitorings

implantierter Zellen von zentraler Bedeutung.

1.4. Prinzip der Magnetresonanztomografie

Die MRT ist aktuell das bildgebende Verfahren der Wahl im klinischen Alltag zur
Beurteilung von Knorpel und subchondralem Knochen (Ronga et al., 2014, S. 137).

Jedes Atom erzeugt durch seinen Eigendrehimpuls (Spin) des Atomkerns ein Magnetfeld.
Das Magnetfeld eines einzelnen Atoms im Korper ist zu klein, um es von aufden zu messen.
Es ist jedoch mdglich, durch externe Magnetfelder mit der Gesamtmenge der
Magnetfelder der Atomkerne in Wechselwirkung zu treten. Fiir die MRT macht man sich
die glinstigen Dipoleigenschaften des Wasserstoffes, sowie sein Vorkommen in grofder
Menge im menschlichen Kérper zu Nutze. Die Rotationsachsen der Kerne werden durch
ein extern angelegtes statisches Magnetfeld mit der Feldstarke Bo ausgerichtet, wobei die
Kerne eine kreiselformige Ausgleichbewegung entlang ihrer Langsachse vollfiihren. Diese
wird Prazessionsbewegung genannt und hat eine spezifische Frequenz, die Larmor-
Frequenz, die durch die Elementart und die Feldstirke bestimmt wird (Schick, 2005, S.
70-1). Gangige, in der Klinik verwendete Feldstarken Bo, sind 1,5 und 3 Tesla (T), es gibt
aber schon kommerziell verfligbare Ganzkorperscanner mit 7T, deren Anzahl
erwartungsgemafd steigen wird (Kraff & Quick, 2019, S. 900-1). Um nun ein Signal zu
generieren wird ein Hochfrequenz (HF)-Impuls mit der spezifischen Larmor-Frequenz
fir Wasserstoffatome in der verwendeten Feldstarke von aufden angelegt, der den
Langsmagnetisierungsvektor Mo der Kerne in eine Quermagnetisierung Mxy auslenkt.
Uber die Wahl von Dauer und Amplitude des HF-Impuls kann man den
Auslenkungswinkel steuern. Diese Quermagnetisierung kann mittels der Empfanger-
Spule gemessen werden. Uber den Einsatz von Gradientenfeldern und anschlieRender
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Fournier-Transformation kann aus den gemessenen Signalen ein digitales Bild kreiert
werden (Ridgway, 2010, S. 2-11). Nach Beendigung des HF-Impulses kehren die Kerne
wieder in die Ausgangslage zuriick. Somit dndert sich auch die Magnetisierung von Mxy
zuriick zu Mo. Diesen Prozess nennt man T1-Relaxation oder Spin-Gitter-Relaxation. Die
daflir benotigte T1-Zeit ist gewebe- und feldstarkenabhdngig. Da jedes einzelne Proton
fir sich genommen als magnetischer Dipol anzusehen ist, bestehen auch
Wechselwirkungen der Wasserstoffkerne untereinander, die zu einer Dephasierung der
Kernspinbewegungen und zur Abnahme der Quermagnetisierung fithren. Dies wird als
T2- oder Spin-Spin-Relaxation bezeichnet. Die Zeit, bis die urspriingliche
Quermagnetisierung auf 37 % abgefallen ist, wird als T2-Zeit bezeichnet und ist
gewebeabhangig. Da auch Inhomogenitaten des Magnetfeldes Bo sowie der Patient selbst
Einfluss auf die gemessene T2-Zeit haben, ist die tatsachlich beobachtete Zeit kiirzer und
wird als T2* beschrieben (Ridgway, 2010, S. 4-5). Die Unterscheidung zwischen T2-
Relaxation und T2*-Relaxation ist jedoch eminent wichtig, da sie generell auch
unterschiedliche Aufnahmesequenzen erfordert. Wird die T2-Zeit mit einer auf Carr-
Purcell-Meiboom-Gill basierenden Spin-Echo Sequenz gemessen, so werden fiir die T2*-

Relaxation Gradienten-Echo-Sequenzen verwendet (Robson et al., 2003, S. 829).

INivivss
J

(e

Tatsachlicher Abfall
aufgrund T2* Relaxation

0 o pe Zeit T2 Zeit
A) T1-Zeit B)

Abbildung 2: T1-Relaxation (A) sowie T2- und T2*-Relaxation (B), (Ridgway, 2010)

A) Erholung der Langsmagnetisierung Mz nach einem 90° HF-Puls; B) T2 und T2* Relaxation nach einem
90° HF-Puls. Die Amplitude nimmt durch die Dephasierung der Protonen ab

Gangige Untersuchungssequenzen fiir die Beurteilung von Knorpelgewebe sind T2-
gewichtete Spin-Echo (SE), Fast-Spin-Echo (FSE) und multi-echo SE Sequenzen und
daraus generierte Karten (maps) (Pai et al., 2008, S. 1220), T2*-gewichtete Gradienten
Echo Sequenzen (GRE) (Bittersohl et al, 2009, S. 900), Protondichte gewichtete
fettsupprimierte-Sequenzen (Sonin et al, 2001, S. 1162-3) und dGEMRIC (delayed
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gadolinium-enhanced MRI of cartilage), eine T1 gewichtete Untersuchung, die auf der
Abstofdung der Glykosaminoglykane des Knorpels und eines injizierten Gadolinium KM

basiert (Bashir et al., 1997, S. 556-7).

1.5. Kontrastmittelgestiitzte zelluldire MRT

In den benannten MRT-Sequenzen werden das Knorpel- oder Regenerationsgewebe im
Gesamten, jedoch nicht die einzelnen, zelluliren Vorginge beurteilt. Um die
Regenerationsprozesse besser zu verstehen, um Therapien optimieren zu kénnen und
Therapieversager frithzeitig zu erkennen ist die Darstellung auf zellularer Ebene in vivo
notig. Die kontrastmittelgestiitzte =zellulire MRT ist aufgrund der fehlenden
Strahlenbelastung, des hohen Weichteilkontrast und der hohen Ortsauflésung der
Zelldarstellung durch Positronen-Emissions-Tomografie (PET) (Elhami et al.,, 2011, S.
1323), Single Photon Emissions Computer Tomografie (SPECT) (Bindslev et al., 2006, S.
1171), Biolumineszenz Bildgebung (Hsieh et al., 2006, S. 1663), Fluoreszenzbildgebung
(Boddington et al,, 2008, S. 1) und der Computertomografie (Betzer et al., 2014, S. 9282)
tiberlegen (Bulte & Kraitchman, 2004, S. 314-6; Rumenapp et al,, 2012, S. 1166). Durch
die zellulare MRT ist es moglich, durch repetitive Untersuchungen das Verhalten der
implantierten Zellen zu beobachten und moéglicherweise auch eine Migration von Zellen
zu visualisieren. Zur sicheren Detektion miissen die MSC mit einem Kontrastmittel (KM)
markiert werden. Kontrastmittel unterschieden sich hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Bildgebung und in ihrer Biokompatibilitit. Zu den die T1-Zeit beeinflussenden KM
werden die paramagnetischen, auf Gadolinium basierenden Substanzen gezdhlt. Dem
gegeniiber stehen superpara-magnetische Eisenoxide (SPIO) mit maf3geblichem Einfluss
auf die T2- und T2*-Relaxation (Li et al.,, 2013, S. 596). Als Vorteile der SPIO werden eine
héhere Anderung der Signalintensitit pro Partikel, die gute Biokompatibilitit sowie die
Moglichkeit einer lichtmikroskopischen Darstellung gesehen, um so unter anderem auch
einen Vergleich zwischen den Ergebnissen der MRT Bildgebung und der histologischen
Untersuchung ziehen zu kénnen (Bulte & Kraitchman, 2004, S. 485). In der Literatur sind
zahlreiche Methoden zur Markierung von MSC mit SPIO beschrieben. (Ittrich et al., 2005,
S.1151; Yangetal,, 2011, S. 447-8). Das fiir die klinische Anwendung in Europa und Japan
zugelassene Ferucarbotran (Resovist®) zeigt im Vergleich zu anderen SPI10 bei adaquaten
Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf die Differenzierungsfahigkeit der MSC
(Henning et al,, 20094, S. 171). Zudem wurde es bereits in multiplen Studien erfolgreich
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zur Zellmarkierung von humanen MSC ohne Verwendung von Transfektionsvektoren
eingesetzt (Boutry et al., 2008, S. 223; Golovko et al., 2010, S. 641). Arbab et al. (2005, S.
388-9) zeigten, dass zunachst inkooperierte SPIO nach Zell-Lyse zu freiem Fe3- zersetzt
wurden und zu einer Verdnderung der Signalintensitat fiihrten. Hierdurch kénnte ein
Zelluntergang markierter MSC nach Implantation frither detektiert werden. Ein
unterschiedlicher Einfluss auf die Signalintensitdt von vitalen, SPI0-markierten MSC im
Gegensatz zu lysierten Zellen konnte auch in anderen Studien belegt werden (Daldrup-

Link, 2017, S. 621).

1.6. Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob und iiber welchen Zeitraum
Resovist®-markierte Zellen in unterschiedlichen MRT-Sequenzen detektierbar sind, die
Resovist®-Markierung die Regeneratbildung beeinflusst und sich Unterschiede in der
Defektheilung im Vergleich zu nicht markierten Zellen zeigen.

Zudem wurde der Einfluss der Operation und der Zellmarkierung auf den umgebenden
Knochen, den postoperativen Gelenkerguss und die Synovialmembran MR-tomografisch

untersucht.



2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Tiermodell

Flr die Durchfiihrung der Arbeit wurden 40 adulte Kaninchen der Rasse ,New Zealand
White Rabbits” (NZW) verwendet. Die Tiere stammten aus der Tierzucht Charles River,
Frankreich (Saint Germain sur l'Arbresle, France). Vor Beginn der Studie wurde ein
Tierversuchsantrag (Aktenzeichen 55.2.1.43-2532-105-11) an die Regierung von
Oberbayern gestellt und genehmigt.

Bei Anlieferung in das Zentrum fiir praklinische Forschung im Klinikum rechts der Isar
Miinchen wurden die Tiere tierarztlich untersucht und gewogen. Anschlief3end erfolgte
eine mindestens einwdchige EingewOhnungsphase an die neue Umgebung. Die EU-
Richtlinie 86/609 zum Schutz von Versuchstieren innerhalb der Europdischen Union
wurde eingehalten.

Wahrend des Studienzeitraums wurden die Kaninchen in Tierhaltungsrdumen mit
Einzelkdfigen von 60 cm x 60 cm x 60 cm Grofle gehalten. In den Rdumen gab es
automatisierte Lichtprogramme (Hell/Dunkelprogramme mit Dammerlicht) und
angepasste Raumluft- und Temperaturregulation. Die Durchfithrung von Fiitterung und
Kifigreinigung erfolgte durch ausgebildete Tierpfleger. Als Nahrung gab es Heu und
artgerechte Tiernahrung in pelletierter Form ad libitum. Ungesauertes Leitungswasser
wurde zur Verfligung gestellt und zweitaglich gewechselt.

Im weiteren Verlauf erfolgten Kérpergewichtsbestimmungen direkt vor der Implantation
sowie die ersten 3 Tage postoperativ. Ebenso erfolgte die Bestimmung des
Korpergewichts vor jeder Analgosedierung zu den MRT Untersuchungen, um eine
korpergewichts adaptierte Medikation zu gewahrleisten. Der Gesundheitszustand wurde
durch eine Beurteilungsskala schriftlich dokumentiert (siehe Anhang 1). Es wurden vor
Studienbeginn die Abbruchkriterien Gelenkinfektion, Gewichtsabnahme von mehr als
15 %, Nahtdehiszenz und Lahmbheit definiert. Bei Eintreten eines dieser Kriterien wére

das Versuchstier schmerzfrei euthanasiert worden.



2.1.2.Zellen

Die mesenchymalen Stammzellen wurden nach der von Berninger et al. (2013b, S. 2-3)
beschriebenen Methode aus einem 4 Monate alten NZW Kaninchen gewonnen. Nach
Narkotisierung mit Propofol und Euthanasie des Spendertiers mit Pentobarbital wurde
die Tibia und Fibula eréffnet und das Knochenmark mit 10 ml Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) Medium ausgeschwemmt und in Suspension gebracht. Anschlief3end
wurde die Suspension filtriert und bei 500 x G fiir 5 min zentrifugiert. Die so gewonnen
Zellen wurden mit 10ml DMEM und 1 % Penicillin-Streptomycin gemischt. Von der
Suspension wurden 5ml mit 5 ml Biocoll Separating Solution gemischt und fiir 20min bei
800 x G und Raumtemperatur zentrifugiert. Die zellreiche Zwischenschicht, von der sich
die roten Blutkorperchen abgesetzt haben, wurde vorsichtig entnommen und mit 5 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Dieser Vorgang wurde 3-mal
wiederholt. Die Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation bei 350 x G mit einer
Aussaatdichte von ca. 5x10¢ Zellen/cm? in dem Komplettmedium Advanced DMEM + 10 %
fetalem Kalberserum und 1 % Penicillin-Streptomycin kultiviert. Nicht-adharente Zellen
wurden nach 2-3 Tagen beim Wechsel des Mediums entfernt. Die erste Passage wurde
nach 5-10 Tagen vollzogen. Die Transduktion mit dem fluoreszierenden Protein eGFP

erfolgte bei Passage 2-5 (s. 2.2.2.).

2.1.3. Kontrastmittel Ferucarbotran (Resovist®)

Das in dieser Studie verwendete Kontrastmittel Ferucarbotran (Resovist®, Schering AG,
Berlin, Deutschland) ist ein SPIO mit einem Kern aus einzelnen Fe203 und Fe304 Kristallen
umhiillt von Carboxydextran. In der Photonenkorrelationsspektroskopie liegt der
hydrodynamische Durchmesser bei 62 nm. Resovist® enthilt 0,5molFe/l (Reimer &
Balzer, 2003, S. 1267). Die Relaxivitat fiir r2 151,0 und 25,4 mM-1sec! fiir r1. Daher ist der
Einfluss auf die T2/T2*-Zeit deutlich stirker als auf die T1-Zeit (Wang, 2011, S.36).
Ferucarbotran wird durch Endozytose in Zellen aufgenommen und in Lysosomen
gespeichert (Metz et al.,, 2004, S. 1854). Aufgrund des Eisenkerns ist Ferucarbotran
mittels Berliner Blau Farbung lichtmikroskopisch darstellbar (Lunov et al., 2010, S. 9018).
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2.1.4. Verbrauchsmaterial /Chemikalien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Advanced DMEM

Life Technologies (Bleiswijk, NL)

Biocoll Seperating Solution

Biochrom GmbH (Berlin, D)

DMEM

Biochrom GmbH (Berlin, D)

Einmalhandschuhe

Semperit GmbH &Co KG (Wien, AUT)

Einmalinjektionskaniilen Sterican®

B. Braun (Melsungen, D)

Einmal Op-Mantel Sentinex®

Lohnmann&Rauscher (Rengsdorf, D)

Einmalspritzen 2ml, 5ml, 10ml

B. Braun (Melsungen, D)

Endotracheal Tubus 2,5mm

Riisch (Kernen, D)

Fetales Kalbsserum (FCS)

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,D)

Infusionsbesteck

B. Braun (Melsungen, D)

Infusomat® Leitung

B. Braun (Melsungen, D)

Keramik Bohrer 3,5mm

Maxondental (Sexau, D)

Kompressen Gazin®

Lohnmann & Rauscher (Rengsdorf, D)

Leukoplast®

BSN Medical (Hamburg,D)

Monocryl® 4-0

Ethicon (Norderstedt, D)

Ohrstopsel Ear Classic 2

3M Peltor (Neuss, D)

Perfusorspritze 50ml

B. Braun (Melsungen, D)

Pipetten

Eppendorf (Hamburg, D)

Phosphatgepufferter Salzlosung

Biochrom GmbH (Berlin, D)

Skalpell No. 22 + No. 15

Feather (Seki, ])

Tissucol Duo® S 0,5ml Immuno

Baxter (Unterschleifsheim, D)

Trypan Blau Solution (0,4%)

Sigma-Aldrich (Miinchen, D)

Vasofix® Brauniilen 22G 25mm

B. Braun (Melsungen, D)

Vicryl® 4-0

Ethicon (Norderstedt, D)

Zentrifugenrohrchen 50ml

TPP AG (Trasadingen, CH)




2.1.5. Medikamente

Handelsname Wirkstoff Hersteller
Antisedan® Atipamezol Orion Corporation, (Espoo, FIN)
Bepanthen® Dexpanthenol Bayer (Leverkusen, D)
Buprenovet® Buprenorphin Bayer (Leverkusen, D)

Cutasept®F

Alk. Antiseptikum

Bode Chemie (Hamburg, D)

Domitor® Medetomidin Orion Corporation, (Espoo, FIN)
Emla® Lidocain & Prilocain AstraZeneca (London, UK)
Eutadorm® Natriumpentobarbital CP-Pharma (Burgdorf, D)
Fentadon® Fentanylcitrat Pfitzer (Berlin, Deutschland)
Ketamin Ketamin CP-Pharma (Burgdorf, D)
Narcofol® Propofol 1% CP-Pharma (Burgdorf, D)

Natrium-Chlorid 0,9%

Natriumchlorid (0,9%)

B. Braun (Melsungen, D)

Propofol-Lipuro® Propofol 2% B. Braun (Melsungen, D)
Rimadyl® Carprofen Pfitzer (Berlin, Deutschland)
2.1.6. Gerate

Gerit Hersteller

Anesthesia Workstation Hallowell EMc (Pittsfield, USA)

dStream small extremity 8ch coil Philips Healthcare (Hamburg, D)

Luftdruck Bohrmaschine Aesculap (Tuttlingen, Deutschland)

Megafuge 2.0 R Zentrifuge Heraeus Instuments (Hanau, D)

MRT Ingenia 3,0 T Philips Healthcare (Hamburg, D)

PEN E-P5 Olympus (Nikkei, Japan)

Perfusor Secura FT B. Braun (Melsungen, D)

Pulsoxymeter 8600V Nonin (Plymouth, USA)

S5 Intensiv-Monitor Datex Ohmeda (Duisburg, D)
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2.1.7. Software

Software Hersteller

EndNote® X9 Clarivate Analytics (Philadelphia,USA)
Impax® EE Agfa Healthcare (Mortsel, B)
Microsoft® Excel® Microsoft (Redmond, USA)

Microsoft® Word® Microsoft (Redmond, USA)

OsiriX® lite Pixmeo Sarl (Bernex, CH)

RadiAnt® DICOM Viewer Medixant (Poznan, PL)

SPSS® IBM (Ehningen, Deutschland)

2.1.8. Fibrinkleber

Zur Fixierung der Zellimplantate in den osteochondralen Defekten wurde der Zwei-
Komponenten Kleber Tissucol duo® S 0,5 ml Immuno (Fa. Baxter) verwendet. Dieser
besteht aus zwei Fertigspritzen mit je 0,5 ml Losung. Die eine enthdlt eine Losung aus
Humanplasmaproteinfraktion, Fibrinogen, Aprotinin (bovin), Plasmafibronectin und
Blutgerinnungsfaktor XIII , die andere eine Thrombinlésung. Beide Komponenten
vermischen sich beim Herausdriicken aus den Spritzen und erlauben eine Fixierung des

Implantates innerhalb von wenigen Sekunden.
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2.2. Methoden

2.2.1. Studiendesign

In Abbildung 3 ist der Studienaufbau im zeitlichen Ablauf schematisch dargestellt.

Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihe erfolgte zunachst eine vierwdchige Pilotphase
mit vier Tieren zur Optimierung der MRT-Sequenzen.

Die Herkunft der bone marrow derived stem cells (BMSC) wurde in 2.1.2. beschrieben.
Zuerst wurden alle BMSC nach dem in 2.2.2. beschriebenen Verfahren mit dem
fluoreszierenden Protein (eGFP, enhanced Green Fluorecent Protein) lentiviral
transduziert, anschliefend wurden die Halfte (n=18) mit Resovist® gelabelt. Nach
Fixierung der MSC in den Fibrin-Implantaten entstanden so 18 Resovist®-markierte (R+)
und 18 Resovist®-unmarkierte (R-) Implantate

Die 36 NZW Kaninchen wurden in drei Gruppen (4W, 12W und 24W) von jeweils 12
Tieren eingeteilt. In jeder der drei Gruppen wurden in jeweils sechs Tieren je zwei in vitro
hergestellte R+ Fibrin-Implantate von 3,5 mm Durchmesser in standardisierte Defekte in
der Trochlea des linken Kniegelenks implantiert. Den anderen sechs Tieren wurden je 2
R- Fibrin-Implantate in gleichartige Defekte implantiert.

In der ersten Gruppe wurden nach 1 und nach 4 Wochen post implantationem die MRT
Untersuchungen (U1l und U2) durchgefiihrt. Anschliefiend erfolgte die Euthanasie der
Tiere und die Explantation der linken Kniegelenke fiir weitere histologische und
molekularbiologische Untersuchungen. Nach gleichem Prinzip wurden in der 12W-
Gruppe zu den Zeitpunkten 1 Woche (U1), 4 Wochen (U2) und 12 Wochen (U3), sowie in
der 24W-Gruppe zu den Zeitpunkten 1 Woche (U1), 4 Wochen (U2), 12 Wochen (U3) und
24 Wochen (U4) die MRT Untersuchungen durchgefiihrt. Die Euthanasie der
Versuchstiere und die Entnahme der Kniegelenke erfolgte dementsprechend nach 12
bzw. 24 Wochen. Die histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen waren
nicht Teil der vorliegenden Arbeit und erfolgten in einer gesonderten Arbeit. In den MRT-
Untersuchung wurden zu jedem  Untersuchungszeitpunkt T1-gewichtete,

Protonendichte-gewichtete, T2-gewichtete und T2*-gewichtete Sequenzen generiert.
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Pilotphase n=4
- Sequenzoptimierung MRT

- Etablierung Operationstechnik/Ablauf

l

n=36 NZW Kaninchen

Operative Defektsetzung und Einsetzen der Fibrin-Stammzell-Implantate

4 Wochen (4W) n=12
R+ n=6
R- n=6

12 Wochen (12W) n=12
R+ n=6
R- n=6

24 Wochen (24W) n=12
R+ n=6
R- n=6

[

|

MRT-Untersuchung (U):
U1l >1. Woche
U2 24. Woche

MRT-Untersuchung (U):
Ul - 1. Woche
U2 - 4. Woche
U3 - 12.Woche

MRT-Untersuchung (U):
U1-> 1. Woche

U2 - 4. Woche

U3 - 12.Woche

U4 - 24. Woche
[ | |

Euthanasie und Explantation zu den Zeitounkten T

[ | |
4W n=12 T= 4 Wochen 12W n=12 T= 12 Wochen 24W n=12 T= 24 Wochen

Abbildung 3: Studiendesign

n= Anzahl, T=Zeitpunkt, W=Wochen, R+=Resovist®-markiert, R-=Resovist®-unmarkiert, U=Untersuchung

2.2.2. Stammzell-Fibrin-Implantate

Die Herstellung der zu implantierenden Stammzell-Fibrin-Implantate war nicht Teil
dieser Arbeit und wurde parallel zu den Versuchen gemafs dem Protokoll von Berninger
etal. (2019, S. 3-8 ESM; Berninger et al., 2013b, S. 3-8) angefertigt. Kurz zusammengefasst
wurden die mesenchymalen Zellen mit einem enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP)
markiert, um in den in vivo-Versuchen die markierten MSC von nativen, nicht
implantierten Zellen immunhistologisch zu unterscheiden und eine Kontrollgruppe fiir
die Resovist®-markierten MSC zu schaffen. Zudem konnte so die gleichmafdige Verteilung
der Stammzellen in den Fibrinimplantaten vor Implantation {berpriift werden
(Berninger et al., 2019, S. 4 ESM). In eine sterile Kunststoffplatte wurden Loécher von
3,6 mm Durchmesser und 3 mm Tiefe als Gussform gebohrt, die den spateren Defekten
entsprachen. In diesen Lochern wurden die eGFP-lentiviral-transduzierten MSC

zusammen mit Thrombin und Fibrinogen zu Fibrin-Stammzell-Implantaten gegossen und
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ausgehartet. Die Halfte der Implantate enthielten MSC, die zusatzlich nach der von

Henning et al. (200943, S. 167) beschriebenen Methode mit Resovist® markiert wurden.

Abbildung 4: Fertiges Fibrin-Stammzell-Implantat

A) Fluoreszenz Aufnahme eines ausgeharteten Fibrin-Stammzell-Implantat vor Implantation (Berninger
2013);
B) Fibrin-Stammzell-Implantat vor Implantation

2.2.3. Operative Eingriffe
Fur die Durchfiihrung des Versuches wurden die Kaninchen einem operativen Eingriff
unterzogen. Dieser wurde im Zentrum fiir praklinische Forschung im Klinikum rechts der

[sar durchgefiihrt.

2.2.3.1. Anasthesie

Die Einleitung der Anisthesie und deren intraoperative Uberwachung wurde durch
erfahrene Tierdrzte durchgefiihrt. Zu Beginn erfolgte eine Tiermedizinische
Untersuchung inklusive der Bestimmung des aktuellen Koérpergewichts. Anschlief3end
wurde dem Versuchstier eine Venenverweilkaniile 22G an beiden Ohren in jeweils eine
Ohrrandvene gelegt. Hierriiber erfolgte die Einleitung der Narkose mit Narcofol® in der
Dosierung 10 mg/kg Korpergewicht (kgkG). Zur Uberpriifung der Narkosetiefe wurden
der Liedrandreflex, die Atmung sowie der Muskeltonus iiberwacht. Anschlief3end wurde
das Tier in Riickenlage positioniert und mit 2,5 mm Tuben endotracheal intubiert. Zur
leichteren Intubation wurde der Kopf des Tieres leicht iiberstreckt. Zur intraoperativen
Oxygenierung erfolgte eine volumengesteuerte Beatmung mit 100 %igem Sauerstoff,

einem Atemminutenvolumen (AMV) von 6.8 ml/kgKG und einer Atemfrequenz von 25-
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35 /Minute. Mittels eines Perfusors wurde die Narkose mit 2 %igem Propofol
gewichtsadaptiert aufrecht gehalten. Die Uberwachung der Versuchstiere erfolgte durch
Kapnometrie und Pulsoxymetrie. Die Schmerzfreiheit wurde intraoperativ iiber Fentanyl-
Bolusinjektionen (0,05 mg/kgKG) nach Bedarf gewahrleistet. Nach Nahtende wurde die
Anasthetikagabe eingestellt und das AMV langsam reduziert. Bei Erreichen einer
Spontanatmung mit ausreichender Sauerstoffsattigung konnten die Kaninchen extubiert
werden. Noch im Operationssaal bekamen die Tiere gewichtsadaptiert Buprenorphin
(0,025 mg/kgKG) und Rimadyl® (10 mg/kgKG) subcutan (s.c.) zur postoperativen
Schmerztherapie. In den ersten drei postoperativen Tagen wurde Buprenorphin 12
stiindlich und Rimadyl 24 stiindlich in gleicher Dosierung weiter s.c. verabreicht.
Gleichzeitig erfolgten Wund- und Koérpergewichtskontrollen zunachst alle 12 h mit
Dokumentation auf dem in Abschnitt 7 abgebildeten Uberwachungsbogen. Nach 3 Tagen
erfolgte die Dokumentation wochentlich. Zudem wurden bei Hinweisen der betreuenden

Tierpfleger die Versuchstiere untersucht.

2.2.3.2. Implantation

Flir die operative Implantation wurden die Tiere zundchst noch einmal gewogen, um eine
gewichtsadaptierte Narkose zu ermoglichen. Nach Einleitung der Narkose wurde das
linke Knie mit einer elektrischen Schermaschine vom mittleren Femur bis zum distalen
Unterschenkel rasiert. Das geschorene Fell wurde dabei durch einen Staubsauger
entfernt. Dies geschah in einem separaten Vorbereitungsraum, um jedwede
Kontamination zu vermeiden. Anschlieffend wurden die Kaninchen im Operationssaal in
Riickenlage positioniert, die Augen mit Bepanthen®-Augensalbe geschiitzt und das
Operationsgebiet dreimal steril mit Cutasept® abgewaschen. Dann wurde das
Operationsgebiet mit sterilen Stofftiichern abgedeckt.

Zunachst wurde ein circa 1,5 cm langer Hautschnitt medial des Kniegelenks gesetzt.
Zuerst erfolgte die Durchtrennung des subkutanen Fettgewebes und der Faszie mit der
Schere. Besonders war darauf zu achten oberflichliche Blutgefifde zu schonen.
AnschliefSend erfolgte die Arthrothomie des Kniegelenks von medial mit einem 10er
Skalpell, unter Schonung der Kniebinnenstrukturen. Die Patella wurde nun nach lateral
luxiert und der Gelenkknorpel auf vorhandene, makroskopisch sichtbare Lasionen
liberpriift. Jetzt wurden die zwei osteochondralen Defekte in die Trochlea femoris gesetzt.

Hierzu wurde das Kniegelenk in 90° Flexion gehalten. Da in dieser Studie die Zellen im
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MRT nachuntersucht wurden und es um die Detektion von eisenhaltigen Kontrastmitteln
ging, wurden spezielle Keramikbohrer (s. Abb. 5a) verwendet, um Bohrer Abrieb als
Fehlerquelle zu eliminieren. Zuerst wurden mit dem Markierungsbohrer zwei
Markierungen im Abstand von 3,5 mm gesetzt. Dann wurden die Defekte von 3 mm Tiefe
mit dem 3,5 mm Bohrer gebohrt (s. Abb. 5b). Nun wurden die Defekte mehrfach mit NaCl
ausgespiilt, um keine Bohrriickstdnde im Defekt zu haben. In die Defekte wurde je ein
Tropfen Fibrinkleber gegeben und direkt anschliefiend wurden die Fibrin-Implantate
eigesetzt (s. Abb. 5c+d). Dadurch wurden die Implantate in Position fixiert. Es wurden pro
Knie jeweils zwei Implantate mit den gleichen Zellen (R+ oder R-) verwendet. Es erfolgte
jetzt die Reluxation der Patella und das Knie wurde 10-mal gebeugt und wieder gestreckt.
Anschliefend erfolgte eine Kontrolle der Lage der Implantate. Nach erneuter Reposition
der Patella wurde die Kniegelenkskapsel mit 4-0 Vicryl®-Faden in Einzelknopftechnik

genaht. Nun erfolgte noch eine adaptierende Fasziennaht ebenfalls mit Vicryl® 4-0 und

eine intrakutane Hautnaht mit Monocryl® 4-0.

Abbildung 5: Operative Implantation der Fibrin-Implantate

A) Keramik-Bohrer; B) Setzten der osteochondralen Defekte, C) Darstellung der Defekte
D) Defekte nach Einsetzten der Implantate
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2.2.4. MRT-Untersuchungen

Samtliche MRT Untersuchungen dieser Arbeit wurden am klinischen Philips® Ingenia 3 T
MRT am Klinikum rechts der Isar durchgefiihrt. Das MRT hat eine Feldstarke von 3 Tesla
mit einer maximalen Auflésung von 5 um. Das Gerat verfiigt liber 8 separate Kandle zur
parallelen Bildgebung. Die maximale Gradientenfeldstirke betragt 45 mT/m, die
maximale Gradientenanstiegszeit ist 200 m/T/s je Achse. Als Spule wurde eine Philips®
dStream small extremity 8ch coil mit einem Innendurchmesser von 20 cm verwendet, die

als Sende- und Empfangsspule arbeitet.

2.2.4.1. Anasthesie

Flr der MRT-Untersuchungen wurden die Versuchstiere, nach erneuter Bestimmung des
Korpergewichts, einzeln in Transportboxen in den MRT Vorbereitungsraum gebracht.
Dort wurde die Analgosedierung mit S-Ketamin 15 mg/kgKG und Medetomidin
0,25 mg/kgKG intramuskular verabreicht. Die Dosis der Medikamente wurde je zur Halfte
in die Oberschenkelmuskulatur lateral auf beiden Seiten gespritzt.

AnschliefSend wurden die sedierten Versuchstiere in Bauchlage mit den Hinterldufen
Richtung MRT in die dStream small extremity 8ch coil gelegt und das zu untersuchende
Knie mittig platziert. Als Gerduschschutz wurden Gehorschutzstopsel in beide
Gehorgange eingefiihrt. Die Augen wurden mit Bepanthen® Augensalbe versorgt.
Unterstiitzend bekamen die Tiere Sauerstoff 3 1/min {iber einen vor die Nase geklebten
Sauerstoffschlauch. Die Uberwachung erfolgte mittels Pulsoxymetrie.

Nach Beendigung der MRT-Untersuchung wurde den Versuchstieren zur Antagonisierung
des Medetomidin Antisedan® 0,25 mg/kgKG gespritzt. Nach tierarztlicher Kontrolle der
Versuchstiere wurden sie wieder in den Tierhaltungsraum gebracht.

Nach der letzten MRT-Untersuchung (4, 12, oder 24. Wochen) des jeweiligen Tieres
wurde den Tieren noch in Analgosedierung zur Euthanasie Pentobarbital 100 mg/kgKG

intramuskular injiziert.
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Abbildung 6: Untersuchungsaufbau im MRT

Versuchstier im Philips® Ingenia MRT, die MRT Spule wurde um beide Hinterldufe gespannt, das operierte
Knie wurde mittig zentriert. Die Uberwachung erfolgte mittels Sp02 Messung.

2.2.4.2. MRT Sequenz-Protokolle und Datenakquisition

Flr jedes Tier wurden zu jedem Messzeitpunkt (1W, 4W, ggf. 12W und 24W) dieselben
MRT-Sequenzen akquiriert. Die Gesamtdauer der Untersuchung betrug ca. 39 Minuten.
Die Protokolle der MRT Sequenzen wurden durch Dr. Markus Settles in Zusammenarbeit
mit dem betreuendem Radiologen PD Dr. med. Tobias Henning programmiert. Die
Durchfiihrung der Untersuchung wurde durch den studienbetreuenden Doktoranden
nach vorangegangener Schulung eigenstindig durchgefiihrt. Fiir die Betreuung der
Versuchstiere war ein approbierter Tierarzt kontinuierlich anwesend. Zunachst wurde
eine Localizer-Sequenz akquiriert, um die eigentlichen Untersuchungssequenzen zu
planen.

Folgende Sequenzen wurden generiert, eine vergleichende Ubersicht zeigt Tabelle 2:
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1. Protonendichte gewichtete SPIR (Spectral Presaturation with Inversion Recovery)
Aufnahme (PD SPIR) in sagittaler Ebene.
Voxel Grofie 0,3 mm x 0,3 mm x 1 mm, Schichtdicke 1 mm, TE 40 ms, TR 2071 ms,
Flip Angle 90°, FOV 60x70x15 mm, Echos 1, Aufnahmezeit 7 min 14 s.

2. T1-gewichtete TSE Aufnahme in sagittaler Ebene.
Voxel GrofRe 0,3 mm x 0,3 mm x 1 mm, Schichtdicke 1 mm, TE 20 ms, TR 500-800ms,
Flip Angle 90°, FOV 60x70x15mm, Echos 1, Aufnahmezeit 7 min18 s

3. Protonendichte gewichtete SPIR Aufnahme in transversaler Ebene
Voxel Grofie 0,3 mm x 0,3 mm x 1 mm, Schichtdicke 1 mm, TE 40 ms, TR 2588 ms,
Flip Angle 90°, FOV 60x60x19mm, Echos 1, Aufnahmezeit 7min45s

4. T2-gewichtete TSE Aufnahme in sagittaler Ebene
Voxel Grofie 0,3 mm x 0,4 mm x 1 mm, Schichtdicke 1 mm, TE 17, TR 2013 ms,
Flip Angle 90°, Echos 5 (17-119 ms), Aufnahmezeit 8 min 59 s

5. T2*-gewichtete GRE Aufnahme in sagittaler Ebene
Voxel Grofe 0,34 mm x 0,45 mm x 1 mm, Schichtdicke 1 mm, TE inphase 4,6 ms, TR
46 ms, Flip Angle 15°, Echos 3, Aufnahmezeit 7min33s

Ebene FOV TE TR Flip Echos Aufnahme-
(mm) (ms) (ms) Angle zeit
PD SPIR sagittal 60x70x15 40 2071 90° 1 7min 14s
T1 sagittal 60x70x15 20 500-800 90° 1 7min 18s
PD SPIR transversal | 60x60x19 40 2588 90° 1 7 min 45s
T2 sagittal 60x70x15 17 2013 90° 5;12+n*26ms 8min 59s
T2* sagittal 60x70x15 4,6 46 15° 3; 4,6+n*6,9ms 7min 33s

Tabelle 1: Ubersicht MRT Sequenzen

2.2.4.3. Auswertung der MRT-Datensitze
Die Auswertung der MRT Daten erfolgte mit dem Programm Impax® EE von Agfa
HealthCare, Morselt Belgien, die Flaichenberechnung zur Bestimmung des Ergusses wurde

mit OsiriX, Pixmeo Sarl, durchgefiihrt.
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2.2.4.3.1. Signal-to-Noise Ratio

Es wurden fiir den Verlauf der Signalintensitdt der implantierten Stammzellen manuell
Regions of interest (ROI) in jeder der zwei Defektstellen einzeln definiert. Der Mittelwert
der beiden Messungen wurde als Signalintensitit des Defekts (SI Defekt) interpretiert und
mit der Standardabweichung der Signalintensitdat der Umgebung (SD Noise) verglichen.
Daraus resultiert das Signal-zu-Rausch Verhaltnis (Signal-to-Noise Ratio (SNR)) (Firbank
etal,, 1999, S. N263-4; Henkelman, 1985, S. 233).

SIDefe
SDNoise

SNR =
Dementsprechend steht eine hohe SNR fiir eine hohere Signalintensitit des untersuchten
Gewebes. Resovist® hat einen negativen Effekt auf die Signalintensitdt, vor allem in
T2/T2*-gewichteten Sequenzen und fithrt somit zu niedrigeren SNR.

Die Messung der SNR wurde in allen sagittalen Sequenzen durchgefiihrt.

cli=] _.5.mm

avgl= 5055l
sd'= 64 55|

s B max = 658 S|
* min =355 sif

ROl ROl

A= 11,9 mm2 (254 pix2) A=7.2mm2 (152"pix2)
U=12,2mm

d=39 mm

avg =498 sl |E

sd=27.883l NS = 594 S|

max =125 Sl v maxgs 678 Sl

min =0 8l

Abbildung 7: Beispiel der SNR Messung

Die mittlere Signalintensitat innerhalb der Implantate wurde durch die Standardabweichung der ROI in der
Luft geteilt.

Im Rahmen der Datenakquisition wurde aus den T2- und T2*-Sequenzen automatisch
Karten (maps) generiert, in denen pixelbasiert die T2 und T2* Zeiten in Millisekunden als
Grauwert-Bild ausgegeben wurden. Fiir Pixel, in denen die Berechnung nicht
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durchgefiihrt werden konnte, wurde der Fehlwert ,-2“ angegeben und bei spateren
Berechnungen nicht berticksichtigt. Die Messung der durchschnittlichen T2- und T2*-Zeit

wurde analog zur Messung der Signalintensitdt der Defekte gemessen.

2.2.4.3.2. Synovialmembran

Flir die (Verlaufs-)Beurteilung der Synovialis wurde in den transversalen Protonendichte
gewichteten Sequenzen (PD-SPIR) die maximale Dicke der Synovialis auf Hohe der
Trochlea femoris gemessen und die Mittelwerte mit Standardabweichung zu jedem

Messezeitpunkt berechnet (s. Abb. 8B).

2.2.4.3.3. Kniegelenkserguss

Der Gelenkerguss nach Implantation wurde ebenfalls in der transversalen PD SPIR
Sequenz bestimmt. Hierzu wurde in jeder Schicht die Ergussfliche Agrguss gemessen und
mit der Schichtdicke d (1 mm) multipliziert (S. Abb. 8A). Diese Volumina wurden dann

aufsummiert:

VOlErguss = Z(AErguss,i X d)

Agrgussi beschreibt die gemessene Flache der Schicht i und d die Schichtdicke (@stergaard
et al,, 1999, S. 921). Zur besseren Anschaulichkeit wurde das Volumen von mm3 in pl

umgerechnet.

I
Strecke: 2.746 mm (13.180 pix)
¥

4 \

.
L)

Abbildung 8: Messungen in der transversalen PD SPIR Sequenz

A) Beispiel der Flachenbestimmung Agrguss einer Schicht i.
B) Beispiel der Bestimmung der Dicke der Synovialmembran in der transversalen PD-gewichteten Schicht
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2.2.4.3.4. Knochenodem

Um den Verlauf des Knochenédems im Femur der Versuchstiere zu vergleichen, wurde
jeweils die Signalintensitdt von einer ROI knapp proximal der osteochondralen Defekte
(Slodem) und die Signalintensitdt im mittleren Femuranteil (Slknochen) in der PD SPIR
Sequenz gemessen. Hieraus wurde der Quotient berechnet:

Q ) _ SIOdem
Odem SIKnoch

Durch die Unterdriickung von Signalen aus dem Fettgewebe eignet sich diese Sequenz,
um friihzeitig Knochenédeme zu diagnostizieren (Sadineni et al., 2015, S. 11; Zee et al,,

1992, S. 356).

ROl

A =55 mm2 (117 pix2)
U=28,3mm

'd = 2,6 mm

avg = 385 Sl

sd =394 SI

max = 491 Sl

min = 302 S

min'= 447 Si

Abbildung 9: Messmethode des Knochenédems in der PD SPIR Sequenz

Die Signalintensitit des Knochens knapp hinter der Defektzone wird mit der Signalintensitat der
Femurdiaphyse verglichen.
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2.2.4.3.5. Morphologische Beurteilung

Um das gebildete Regeneratgewebe zu beurteilen wurden die MRT-Bilder gemaf3 einer
modifizierten 2D-magnetic resonance observation of cartilage repair tissue (MOCART)
Skala (s. Tabelle 3) bewertet (Schreiner et al,, 2019, S. 12). Die Verwendung modifizierter
MOCART Skalen im Kaninchenmodell wurde bereits in anderen Studien verwendet
(Murata et al, 2020, S. 83). Hierzu wurden die MRT-Bilder der Protonendichte
gewichteten Sequenzen anhand von 7 Unterpunkten bewertet. Die maximal erreichbare
Punktzahl war 80. Die Beurteilung wurde nur fiir die 24W Gruppe fiir U3 und U4
durchgefiihrt, da bei U1 und U2 aufgrund der kurzen in vivo Zeit der Implantate keine

validen Ergebnisse zu erwarten waren.

Modifizierte 2D- MOCART 2.0 Skala

Kategorie / Unterpunkte Punkte

Grad der Defektfiillung

Komplett 20
Hypertrophie 15
Inkomplett > 50% 10
Inkomplett < 50% 5
Subchondraler Knochen freiliegend 0
Integration des Ersatzgewebes
Komplett 15
Grenze sichtbar 10
Defekt sichtbar < 50% 5
Defekt sichtbar > 50% 0
Oberflache
Oberflache intakt 10
Oberflache defekt < 50% 5
Oberflache defekt > 50% der Tiefe 0
Erguss
<60ul 15
60pl - 90ul 10
90ul - 120pl 5
>120ul 0
Struktur
Homogen 5
Inhomogen 0

Signalintensitat

Normal 10
Fast normal 5
Unnormal 0

Subchondraler Knochen

Intakt 5
Granulationsgewebe/Zysten/Sklerose 0
Ergebnis (0-80)

Tabelle 2: Skala angelehnt an den MOCART 2.0 Knee-Score (Schreiner, 2019, S.12)
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2.2.5. Statistische Auswertung

Die Datenerfassung und visuelle Aufarbeitung erfolgte mit Excel® (Microsoft, Redmond,
USA), die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse mittels SPSS® (Version
27, 1BM, Armonk, USA). Alle Messungen wurden zundchst auf Normalverteilung gepriift.
Hierzu erfolgten die grafische Darstellung mittels eines Histogramms und Q-/Q-
Diagramm sowie die Priifung durch den Kolmogorov-Smirnov-Test und den Shapiro-
Wilk-Test. Fiir normalverteilte Daten wurden Mittelwerte und Standardabweichungen
berechnet. Nicht normalverteilte Daten wurden mittels Boxplots mit Median, Minimum-
und Maximum-Wert sowie unterem und oberem Quartil visualisiert. Sollten sie mit einer
Gruppe verglichen werden, bei der normalverteilte Daten vorlagen, wurden zur besseren
Vergleichbarkeit auch diese Daten als Boxplot ausgegeben. Vergleiche der Signal-zu-
Rausch-Verhaltnisse sowie der Beurteilung von Gelenkerguss und Knochenddem
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (R+ und R-) wurden bei normalverteilten
Daten mit dem Student t-Test fiir unabhangige Variablen auf Signifikanz tiberpriift. Waren
die Daten nicht normalverteilt, wurde die zentrale Tendenz mit dem Mann-Whitney-U-
Test flir unabhingige Stichproben ermittelt. Anhand einer ANOVA (Modell mit
Beriicksichtigung von Messwiederholungen) oder, bei nicht normalverteilten Daten
mittels des Wilcoxon-Tests bzw. bei mehrfacher Messwiederholung mittels Friedman-
Test, wurde der zeitliche Verlauf des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses innerhalb der
einzelnen Versuchsgruppen untersucht und eine post-hoc a-Fehler-Korrektur nach
Bonferroni durchgefiihrt. Auf diese Fehlerkorrektur wurde bei Untergruppentests mit
geringer Stichprobengrofie gemifd dem wissenschaftlichen Konsens fiir explorative
Studien verzichtet (Bender et al,, 2007, S. 28). Bei signifikanten Ergebnissen wird eine
Kontrolle der Hypothesen mittels paarweisen Vergleiches in einer neuen Studie mit
vorgeplanter power empfohlen (Saville, 2015, S. 734). Die nicht korrigierten p-Werte

werden als px angegeben. Als Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests a<0,05 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine Ergebnisse

Es konnten von allen 36 NZW Kaninchen komplette MRT-Datensiatze zu jedem
Messzeitpunkt gewonnen werden. Damit stehen fiir diese Arbeit 108 (1W R+ n=18 und
R- n=18; 4W R+ n=18 und R- n=18; 12 W R+ n=12 und R- n=12; 24W R+ n=6 und R- n=6)
Datensitze zur Verfiigung. Fiir die Untersuchung des Knochenddems, der Synovialis und
der Ergussvolumina konnten alle Tiere beriicksichtigt werden. Bei einigen wenigen
Tieren zeigten sich ab der Untersuchung U2 in der 4. Woche post implantationem jedoch
die Defektstellen mit Fliissigkeit gefiillt. Diese Untersuchungsergebnisse wurden bei der
statistischen Auswertung der Implantate nicht mit eingeschlossen. Die Anzahl reduziert
sich dementsprechend. Es handelt sich um 1 Tier bei der Untersuchung nach 4 Wochen
(U2) (Tiernummer 143, R+), sowie 3 Tiere der U3 (Tiernummer 133, R+; Tiernummer
136, R+; Tiernummer 140, R-). Der Defekt, der in einem Tier bei der U2 noch mit
Fliissigkeit gefiillt war, unterschied sich bei der Untersuchung in Woche 12
bildmorphologisch nicht mehr von den Vergleichsdefekten.

Hieraus ergab sich fiir die Untersuchung des SNR im Vergleich zwischen R+ und R- in den
sagittalen Schichten fiir alle folgenden Unterpunkte eine Anzahl der verwendeten
Datensitze von n=18 fiir R+ und R- bei U1, bei U2 n=17 fiir R+ und n=18 fiir R-, bei U3
n=10 fiir R+ und n=11 fiir R- und fiir U4 n=6 sowohl fiir R+ als auch R-.

3.2. PD STIR Sequenz in sagittaler Ebene
3.2.1. Signal zu Rausch Verhiltnis

Nur in der 1. Woche bestand eine Normalverteilung fiir die Messwerte. Hier
unterschieden sich die Resovist®-markierten Implantate R+ durch eine niedrigere SNR
signifikant von der Kontrolle R- (p1w<0,001,). Auch bei der 2. Untersuchung (U2) konnte
noch eine signifikant niedrigere SNR fiir die Resovist®-markierten Implantate dargestellt
werden (pu2<0,001). Fiir die U3 nach 12 Wochen und die U4 nach 24 Wochen konnte kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen den R+ und R-Implantaten festgestellt werden

(p12w=0,139; p24w=0,873) (sieh Abb. 10).
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A. Mittelwerte und Mediane PD SPIR

MW + SD Median u. IQR

R+U1 11,90 | +| 5,64 11,53 8,73
R-U1 2942 | £| 4,08 28,36 5,78
R+U2 16,25 | +| 7,65 16,14 11,03
R-U2 27,78 | +| 5,58 27,59 7,41
R+U3 19,21 +| 13,86 14,23 19,31
R-U3 20,32 | £| 8,42 20,57 15,16
R+U4 9,84 +| 3,62 10,06 7,09
R- U4 9,06 +| 3,19 7,79 4,43

B. PD SPIR
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Abbildung 10: Deskriptive Statistik und Boxplot in der PD SPIR Sequenz

Vergleiche der R+ und R- Gruppen untereinander. Signifikante Unterschiede konnten in den
Untersuchungen nach 1 und nach 4 Wochen nachgewiesen werden (U1 und U2). Mit zunehmender in vivo
Zeit nahm die SNR ab.

Beim Vergleich der Messwerte im zeitlichen Verlauf ergab sich fiir die Gruppe 4W keine
signifikante Anderung (p1u-2u=0,239). Dies bestitigte sich, auch bei getrennter Analyse
der R+ und R- Gruppen. In der Gruppe 12W konnten ebenso keine signifikanten
Unterschiede fiir einen Abfall des SNR im zeitlichen Verlauf gefunden werden (pxu1-uz und
pxv1-u3 >>0,05). Beim Subgruppenvergleich R+ und R- innerhalb der 12W Gruppe zeigte
sich zwar fiir R- eine signifikante Verminderung des SNR zwischen U1l und U3 (pxu1-
u3=0,048), aufgrund der ausgeschlossenen Messungen in dieser Gruppe war die
Stichprobe aber sehr klein. Fiir die 24W Gruppe liefs sich ein signifikanter Abfall der SNR

zwischen den einzelnen Untersuchungen von U1l bis U4 nachweisen. In der
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Subgruppenanalyse bestatigte sich dies nur fiir die R- Gruppe (pu1-uz;r-=0,046; pu1-usr-
=0,046; pu1-u4r-=0,028). In der R+ Gruppe waren nur der Abfall der SNR von U1 bis zu U4
signifikant (pui-uar+=0,028).

Insgesamt zeigte sich, dass sich die Messwerte der unmarkierten Implantate, die initial
mit einer hoheren SNR starteten, sich im zeitlichen Verlauf den SNR-Werten der

Resovist®-markierten Implantate anglichen (Siehe Abb. 11).

SNR-Verlauf PD SPIR

20,00 /
15,00

Signal to Noise Ratio

U1 U2 U3 U4

e 4\ R+ 4W R- 12W R+ 12W R- e 24W R+ e 2 4\W R-

Abbildung 11: Verlauf des SNR der Subgruppen in der PD SPIR Sequenz

Das Signal-zu-Rausch Verhaltnis der Resovist®-markierten Implantate lag fiir alle Untergruppen bei Ul
und U2 noch signifikant hoher als die der Kontrollimplantate, ab U3 ndherten sich die Gruppen an.

Bildmorphologisch stellten sich die Resovist®-markierten Implantate bei der U1 in Bezug
auf den umgebenden Knochen deutlich hypointens, die der unmarkierten Kontrollen
hyperintens dar (Abbildung 12 A1 und B1). Im zeitlichen Verlauf glichen sich die
Implantate mit zunehmender in vivo Zeit dem umgebenden Knochensignal an. Nach 24

Wochen waren die Implantate kaum noch abgrenzbar (Abbildung 12 A4 und B4).
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Abbildung 12: PD SPIR: Reprasentative Abbildungen von R+ und R- Implantaten im Verlauf

Al-4:Tier 7, R+, U1-U4; B1-4: Tier 11, R-, U1-U4

In den Implantaten stieg die Signalintensitit in beiden Gruppen (R+ und R-) zunéchst an (A2, B2). Im Laufe
der weiteren Integration der Implantate nahm die Signalintensitit wieder ab und die Implantate waren
kaum mehr abgrenzbar (A3 u. A4, B3 u. B4). Zudem war bei zunehmender in vivo Zeit eine deutliche
Reduktion der Ergussbildung und des Knochenédems zu erkennen.

3.2.2. Messung des Knochenédems

Der Verlauf des Knochendédems zeigte zwischen den Gruppen mit Resovist®-markierten
und unmarkierten Implantaten zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede
(pu1=0,742; pu2=0,83; pus=0,165; pus=0,134). Im zeitlichen Verlauf nadherten sich die
Werte von Qodem dem Wert 1 (Signalintensitat zwischen der Femurdiaphyse und der
Epiphyse knapp proximal der Defektzone gleich) (Abbildung 12). Bei U2, nach 4 Wochen
bestand gerade innerhalb der Gruppe mit Resovist®-markierten Implantaten eine hohe
Streuung der Werte, wohingegen bei U3 und U4 eine enge Verteilung um den Median
dargestellt wurde. Testet man den zeitlichen Verlauf von Qodem fiir die einzelnen Gruppen
4W, 12W und 24W getrennt nach R+ und R-, bestatigte sich der schon im Diagramm (s.
Abb. 13) gewonnene Eindruck einer signifikanten Anderung zwischen den
Untersuchungen U1, U2 und U3. Die einzige Ausnahme bildete die Subgruppe 12W R+ bei
Ul zu U2 (pxu1-u2=0,12) und bei U2 zu U3(pxu2-u3=0,11). Diese schien fiir die breite

Streuung der summierten Werte in Abb. 13 Boxplot U2 R+ verantwortlich zu sein.
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Zwischen der 12. Woche und der 24. Woche gab es fiir alle Gruppen keine signifikanten

Unterschiede mehr.

Knochenédem

3,5 ®

2,5

QOdem
N

0,5

U1 U2 U3 U4

HRrR+ HR

Abbildung 13: Qédem zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

Die Boxplots stellen die Messwerte der Gruppen zusammen dar. Aufgeteilt in R+ und R- zu den
Untersuchungszeitpunkten. Daher ist n=18 je Gruppe bei U1, n=18 bei U2, n=12 bei U3 und n=6 bei U4. Die
schwarze horizontale Linie reprasentiert den Quotienten von 1, entsprechen einer Isointensitdt der zwei
Messpunkte.

3.3. T1 TSE Sequenz in sagittaler Ebene

In der T1-gewichteten Untersuchung bestand bei der Untersuchung nach 1 Woche (U1)
zwischen den Resovist®-markierten und den unmarkierten Implantaten kein
signifikanter Unterschied (pu1=0,704). Dies bestatigte sich auch in den folgenden
Untersuchungen (pu2=0,264, pus=0,958, pus=0,672). Gerade bei den spiteren
Untersuchungen nahm die Streuung der Werte zu (IQRr+u3=27,15, IQRr-u3=23,04) (s.
Abbildung 14 B). Zu beachten ist jedoch die sinkende Zahl der eingeschlossenen Tiere.
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A. Mittelwerte und Mediane T1

MW + SD Median u. IQR

R+U1 10,82 +| 3,38 9,98 5,82
R-U1 18,74 +| 3,34 18,84 4,21
R+U2 15,72 +| 6,33 14,58 7,70
R-U2 21,18 +| 4,14 20,94 7,48
R+U3 36,05 +| 14,60 37,89 27,15
R-U3 31,77 +| 14,83 29,13 23,04
R+U4 45,10 +1 9,90 41,50 17,96
R- U4 52,54 +| 8,71 55,68 14,36
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Abbildung 14: Deskriptive Statistik und Boxplot in der T1 TSE Sequenz

Vergleiche der Resovist®-markierten und Resovist®-unmarkierten Gruppen untereinander. Signifikante
Unterschiede konnten nicht nachgewiesen werden. Mit zunehmender in vivo Zeit nahm die SNR zu.

Betrachtet man den Verlauf des SNR mit ldngerer in vivo Zeit, so war dieses von der

Tendenz her steigend. Dies bestatigte sich auch fiir alle Untergruppen (s. Abbildung 15).
Eine Signifikanz war bei dem Vergleich von U1 zu U3 fiir die 12W R+ und die 24W R+ und
R- sowie bei U1 zu U4 fiir R+ und R- der 24W Gruppe zu sehen (12WR+: pxu1-u3=0,025,
24WR+: pxu1-u3<0,001, pxu1-u4<0,001, 24WR-: pxu1-u3=0,027, pxu1-u4<0,001).
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Abbildung 15: Verlauf der SNR der Subgruppen in der T1 Sequenz

Fir alle Gruppen zeigte sich ein Trend fiir eine steigende SNR mit langerer in vivo Zeit. Trotz fehlender
Signifikanz starteten alle Subgruppen mit unmarkierten Implantaten mit einer hoheren SNR bei U1.

Bildmorphologisch waren die R+ und die R- Implantate im Vergleich zum umgebenden
Knochen hypointens bei der Ul und glichen sich bis zur U4 vollstindig dem
Umgebungssignal an (s. Abbildung 16). Eine Unterscheidung zwischen den Resovist®-

markierten und unmarkierten Implantaten war bei U4 nicht mehr méglich.

Abbildung 16: T1-Wichtung: Reprisentative Abbildungen von R+ und R- Implantaten im Verlauf
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Die Resovist®-markierten Implantate (A) zeigten eine randstidndige Hypointensitdt(A1-A2) anschliefRend
wirkte das gebildete Regeneratgewebe isointens zum Knochen. Der Hoffa-Fettkorper wirkte bei Ul
(A1+B1) aufgrund eines Odem hypointens zu spiteren Untersuchungen. Ab 12 Wochen konnten die
Resovist®-markierten Implantate (A3+A4) nicht mehr von den unmarkierten Implantaten (B3+B4)
unterschieden werden.

3.4. PD SPIR Sequenz in transversaler Ebene

3.4.1. Synovialmembran

Die Dicke der Synovialmembran in der transversalen Ebene war in der Gruppe mit
Resovist®-markierten Implantaten bei Ul im Mittelwert 2,5+0,7 mm und bei der
unmarkierten Kontrollgruppe 2,2+0,83 mm. Waren die Mittelwerte bei U2 4 Wochen
nach der Operation mit 2,1+0,7 mm fiir die Resovist®-markierten Implantate und
1,84£0,9 mm noch dhnlich zu U1 nach 1 Woche, sanken sie bis zur Untersuchung in der 12.
Woche deutlich (MWuys3r+=1,3+1,0mm und MWuy3r-=0,9+0,8mm). Dieser Trend setzte sich
mit zunehmender in vivo Zeit fort. Nach 24 Wochen (U4) zeigt die Synovialmembran der
Knie die Resovist®-markierte Implantate enthielten, im Median eine Dicke von 0,4 mm
und IQR 0,2 mm und die der Kontrollgruppe einen Median 0,35 mm und IQR 0,13 mm.
Insbesondere die IQR zeigt sich bei U4 im Vergleich zu den vorherigen Untersuchungen
deutlich verringert (s. Abbildung 17).

Signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe mit Resovist®-markierten Implantaten
und unmarkierten Implantaten bestanden jedoch zu keinem Zeitpunkt (pu1=0,217;

pu2=0,247; pu3=0,375; pxus=0,375).
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Abbildung 17: Vergleich der Synovialmembran-Dicke zu den Untersuchungszeitpunkten U1-U4

Sowohl fiir die Knie mit Resovist®-markierten Implantaten als auch den unmarkierten Implantaten nahm
die Dicke der Synovialmembran mit zunehmender in vivo Zeit ab. Ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen bestand nicht.

3.4.2. Kniegelenkserguss

Postoperativ. bestand bei allen Versuchstieren ein nicht unwesentlicher
Kniegelenkserguss. Dieser war bei den Tieren mit Resovist®-markierten Implantaten 1
Woche post implantationem im Mittel 353+161 ul und bei den Tieren der Kontrollgruppe
308+109 pl. Im Mittel sank das Volumen des Ergusses bei den Tieren mit Resovist®-
markierten Implantaten auf 237+158 pul 4 Wochen nach der Operation (U2), 133+79 pl
nach 12 Wochen (U3) und 75£35 pl nach 24Wochen (U4). Fiir die Vergleichsgruppe mit
unmarkierten Implantaten waren die entsprechenden Volumina 271+144 ul bei U2,
124+41 pl bei U3 und 84437 pl bei U4. Betrachtet man jedoch die Volumenveranderung
fiir jedes Tier einzeln, gab es zwischen den Messzeitpunkten auch eine Volumenzunahme.
So stieg bei je 6 Tieren der Resovist®-markierten und unmarkierten Gruppe das Volumen
zwischen U1 und U2. Zwischen U2 und U3 traf dies auf ein Tier mit Resovist®-markierten
Implantaten und zwei Tiere der unmarkierten Gruppe zu. Ein gleiches Verhaltnis zeigte
sich zwischen den letzten beiden Untersuchungen nach 12 und nach 24 Wochen. Eine
gehaufte Verteilung auf eine der drei Untergruppen (4W, 12Wund 24W) lag nicht vor. Wie
auch bei der Untersuchung der Synoviadicke waren die gemessenen Volumina zwischen

den Kniegelenken mit Resovist®-markierten Implantaten und denen, die unmarkierte
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Kontrollimplantate enthielten, nie signifikant verschieden (pu1=0,334; pu2=0,502;
pu3=0,726 und pxv4=0,818).

Um die Ergebnisse einschitzen zu konnen, wurden die Gelenkfliissigkeitsvolumina von 8
kontralateralen Knien gemessen. Diese hatten im Mittel ein Volumen von 2545 pl. Damit
lagen sie im Vergleich zu jedem Untersuchungszeitpunkt unterhalb der gemessenen
Mittelwerte der operierten Kniegelenke. Insgesamt konnte nur ein Erguss bei der
Untersuchung nach 24 Wochen ein Volumen innerhalb der Standardabweichung der nicht

operierten Knie erreichen.
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Abbildung 18: Untersuchung des Kniegelenkergusses

Das Ergussvolumen nahm im Verlauf im Mittel ab, insbesondere der IQR verkleinerte sich zunehmend. Ein
extremer Wert zeigte sich bei U1 in der Gruppe die Resovist®-markierte Implantate enthielt. Dabei handelt
es sich um Tier 133, bei dem bei U3 die Defektstellen ganzlich mit Fliissigkeit ausgefiillt waren.

3.5. T2-gewichtete Sequenz

Bei der Akquisition der T2 gewichteten Daten erfolgte die Aufzeichnung von 5 Echos je
Schicht. Das erste Echo wurde nach 17 ms, die folgenden 4 Echos mit je 26 ms Abstand
(43 ms, 69 ms, 95 ms und 121 ms) gemessen. Die Abnahme der SNR zeigte den fiir die T2
Relaxation typischen Verlauf (s. Abb. 19). Die Kurven der Gruppen mit Resovist®-

markierten Fibrin-Implantaten zeigten gerade fiir U1 und U2 deutlich niedrigere SNR
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Werte als Ihre Vergleichsgruppen. Fiir die spateren Untersuchungszeitpunkte zeigte sich

dieser Trend nicht mehr so deutlich (s. Abb. 19 und 20).
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Abbildung 19: Abnahme des SNR der einzelnen Echos in der T2 Sequenz

Fiir U1 und U2 zeigten die Gruppen mit R+ markierten Implantaten (blauliche Kurven) deutlich niedrigere
SNR Werte als die Gruppen mit R- markierten Implantaten (grauliche Kurven)

Aus den Daten wurden T2-Karten (maps) generiert, die die T2-Zeiten je Pixel in
Millisekunden anzeigen. Hier lief3en sich signifikante kiirzere T2-Zeiten der Resovist®-
markierten Implantate im Vergleich zu den Kontrollimplantaten bei den Untersuchungen
nach 1 und nach 4 Wochen nachweisen (pu1<0,001; pu2<0,001). Wie schon aus der
Darstellung der SNR Verlaufe der Echos abzuschatzen, waren die Unterschiede nach 12

und nach 24 Wochen nicht mehr signifikant (pxu3=1,0; pxv+=0,24).
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A. Mittelwerte und Mediane T2

MW + SD Median u. IQR

R+U1 47,74 | | 8,14 48,55 8,48
R-U1 75,36 | +| 5,68 75,90 11,01
R+U2 47,07 | +| 9,84 49,90 15,13
R- U2 64,69 | +| 8,87 63,35 15,32
R+U3 96,69 | +| 16,37 101,7 97,99
R- U3 97,99 | +| 14,70 96,25 16,25
R+U4 106,76 | +| 5,14 106,25 8,72
R- U4 113,38 | +| 10,92 113,75 19,81
B. T2 Map
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Abbildung 20: Deskriptive Statistik und Boxplot der T2 Zeiten

Vergleiche der R+ und R- Gruppen untereinander. Signifikante Unterschiede konnten fiir U1 und U2
nachgewiesen werden. Mit zunehmender in vivo Zeit nahm die T2-Zeit zu.

In der 4W Gruppe zeigte sich zwischen U1 nach 1 Woche und U2 nach 4 Wochen weder
fir die Tiere mit Resovist®-markierten Implantaten noch fiir die Gruppe mit
unmarkierten Implantaten ein signifikanter Unterschied. Bei der Untergruppe 12W war
fir beide Gruppen (R+ und R-) der Anstieg der T2-Zeit zwischen der 4. Wochen und der
12. Woche signifikant (12WR+: pxu2-u3=0,014; 12WR-: pxU2-U3=0,04). Die Messungen in
der 24W Gruppe ergaben bei den Resovist®-markierten Implantaten einen signifikanten
Anstieg der T2-Zeit zwischen U2 und U3 (pxuz-u3=0,07) und dem entsprechend auch zu U4
(pxu2-u4<0,001). Die Kontrollgruppen wiesen vergleichbare Verlaufe mit einem
signifikanten T2-Zeit Anstieg zwischen U2 und U3 auf (pxuz-u3=0,03). Kumuliert man die
Messwerte der einzelnen Messzeitpunkte nach Resovist®-markierten und Resovist®-

unmarkierten Implantaten, zeigte sich fiir die Anderung der T2-Zeit zwischen U1 und U2
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im Gegensatz zu den einzelnen Subgruppen 4W, 12W und 24W fiir die Resovist®-

unmarkierten Implantate eine signifikante Reduktion (pxu1-u2r-<0,001).
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Abbildung 21: Verlauf der T2-Zeit der Subgruppen

Aufler fiir die Untergruppe 4W mit Resovist®-haltigen Implantaten sank die T2-Zeit zwischen der 1. und
der 4. Woche post implantationem. Anschliefdend stieg die T2-Zeit fiir die Gruppen bei denen weitere
Messungen durchgefiihrt wurden.

Bildmorphologisch waren die Resovist®-markierten Implantate und die Resovist®-
unmarkierten Implantate im Vergleich zum umgebenden Knochen hypointens, wobei
diese fiir die R+ Implantate starker ausfiel. Mit zunehmender in vivo Zeit glichen sich die

Implantate der Umgebung an und unterschieden sich bei U4 nicht mehr untereinander (s.

Abbildung 22).
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Abbildung 22: T2-Wichtung: Reprisentative Abbildungen von R+ und R- Implantaten im Verlauf

Abgebildet ist jeweils das erste Echo nach 17 ms fiir Resovist®-markierte Implantate (Reihe A) und

Resovist®-unmarkierte Kontrollen (Reihe B). Auch in der T2-Wichtung sorgten die SPIO Partikel fiir eine
deutliche Hypointensitit, die besonders am Rand zur Signalausléschung fiihrte. Dagegen zeigten sich die
unmarkierten Implantate homogen.

3.6. T2*-gewichtete Sequenz

Bei der Aufnahme der T2*-Sequenz wurden drei Echos je Schicht aufgenommen. Nach
4,6 ms wurde das erste Echo gemessen, nach jeweils 6,9 ms folgten das zweite und dritte
Echo (11,5ms und 18,4 ms). Ahnlich wie bei der T2-Sequenz sank die gemessene
Signalintensitdt und damit auch das Signal-zu-Rausch Verhaltnis asymptotisch gegen 0. In
den Messungen zeigte sich, dass die SNR der Resovist®-markierten Implantaten deutlich
unterhalb der zugehorigen Vergleichsgruppe mit unmarkierten Implantaten war (s. Abb.
23). Diese Differenz bestand fiir alle Messzeitpunkte bis 24 Wochen (U4) nach der
Operation. Die SNR der Resovist®-markierten Implantate stieg mit zunehmender in vivo
Zeit, die der Resovist®-unmarkierten Implantate hingegen sank, bis zur Untersuchung

nach 12 Wochen (U3). Anschlief3end stieg der Median wieder leicht an.
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Abbildung 23: Vergleich der SNR der T2* Echo 1-3

Das Signal-zu-Rausch Verhiltnis der Resovist®-markierten Implantate (blaue Linien) lag deutlich unter
denen der Vergleichsgruppe (grauschwarze Linien).

Auch aus den T2* Daten wurden Karten generiert, in denen die T2*-Zeiten pixelbasiert
dargestellt wurden (s. Abb. 26). Die T2*-Zeiten lagen erwartungsgemafd unter den T2-
Zeiten (s. 1.4.). Der Vergleich der Mittelwerte bei der ersten MRT Untersuchung nach
einer Woche =zeigte den grofdten Unterschied (MWr+v1=6,8%+3,13 ms; MWk-
u1=45,36+13,08 ms), auch zu den spiteren Messzeitpunkten lagen die T2*-Zeiten der
Resovist®-markierten Implantate deutlich unterhalb der Zeiten der unmarkierten
Kontrollen (s. Abb. 23 A und B). In der statistischen Auswertung zeigten sich diese
Unterschiede zu allen Messpunkten signifikant (pu1<0,001, pu2<0,001, pu3=0,001 und
pus=0,004).

Bei Ul nach 1 Woche und bei U2 nach 4 Wochen bestand innerhalb der Resovist®-
markierten Implantate jeweils ein deutlicher Ausreifder, der auf dasselbe Versuchstier
(Nr. 127, R+, 4W) zuriickging. Bei der bildmorphologischen Analyse der T2*-Echos
zeigten sich die Implantate, die diesem Ausreifder zugeordnet wurden, im Vergleich zu
Vergleichspraparaten derselben Untergruppe hyperintens ohne iiber dieselbe
Signalintensitdt wie Fliissigkeit zu verfiigen. Im Vergleich zu den unmarkierten

Implantaten waren sie deutlich hypointens.
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A. Mittelwerte und Mediane T2*

MW + SD Median u. IQR
R+U1 6,80 +| 3,13 5,80 2,53
R-U1 45,36 +| 13,08 47,50 21,23
R+U2 7,40 +| 3,56 6,95 2,97
R-U2 29,27 +| 15,41 28,92 26,70
R+U3 8,05 +| 2,79 7,05 4,45
R-U3 19,84 | +| 10,45 15,85 10,45
R+U4 10,66 +| 1,94 11,1 2,90
R- U4 22,57 +| 6,41 22,17 12,83
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Abbildung 24: Deskriptive Statistik und Boxplot der T2* Zeiten

Im Vergleich zwischen den Resovist®-markierten und den Resovist®-unmarkierten Implantaten zeigten
sich signifikant niedrigere T2*-Zeiten fiir alle Untersuchungszeitpunkte.

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der T2*-Zeiten aufgeteilt in die drei Gruppen 4W,
12W und 24W (s. Abb. 24) so lagen die Zeiten in der 24W Kontrollgruppe unterhalb deren
der ersten zwei Gruppen. Auch hatten die Implantate der 24W Gruppe bei der
Untersuchung nach 4 Wochen (U2) verhaltnismafiig niedrige T2*-Zeiten. Bei den
Resovist®-markierten Implantaten blieben die Zeiten in allen Gruppen von der 1. bis zu 4.
Untersuchung konstant niedrig. Eine signifikante Anderung der T2*-Zeit fiir die
Resovist®-markierten Zellen zeigte sich nur bei der 24W Gruppe fiir die T2*-Zeitzunahme
zwischen U1 und U4 (24WR+: pxu1-u4=0,014). In den unmarkierten Kontrollen zeigten sich
signifikante T2*-Zeitdanderungen im Intervall zwischen U1 und U2 fiir die 4W Gruppe (pu1-
v2=0,028) und die 24W Gruppe (pxu1-u2=0,01). Die Gruppe 12W hatte einen signifikanten
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T2*-Zeit Verlust zwischen der Untersuchung nach 1 Woche und der nach 12 Wochen (pus-
u3=0,011)
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Abbildung 25: Verlauf der T2*-Zeit der Subgruppen

Die Verldufe der T2*-Zeiten der Resovist-markierten Implantate waren bis zur 4. Woche (U2) nahezu
horizontal und stiegen dann langsam an. Die unmarkierten Kontrollen hatten zwischen U1 und U2 stark
fallende T2*-Zeiten.

Abbildung 26: T2*-gewichtete Sequenz, reprasentative Abbildung fiir R+ und R- Implantate

Gezeigt ist jeweils das 1. Echo nach 4,6 ms fiir Resovist®-markierte Implantate (Reihe A) und Resovist®-
unmarkierte Implantate (Reihe B). Auffallig ist das Blooming Artefakt bei A1l. Die Kontrollimplantate waren
im Gegensatz zu den anderen Sequenzen hyperintens. Auch bei Bildern der Untersuchung nach 12 (A3) und
24 Wochen (A4) waren Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (B3 u. 4) zu erkennen.
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Abbildung 27: T2*-Maps, repriasentative Abbildung fiir R+ und R- Implantate
Die deutlich hoheren T2*-Zeiten der Kontrollimplantate (B1-4) sind durch hellere Pixelwerte dargestellt.

3.7. Bildmorphologische Untersuchung

Die Auswertung der modifizierten 2D-MOCART 2.0 Skala ergab fiir die Untersuchung U3
nach 12 Wochen in vivo Zeit einen Median von 37,5 mit einem IQR von 44. Nach
Verdopplung der Regenerationszeit war der Median bei der Untersuchung 4 auf 67,5 mit
einem IQR von 40 gestiegen. Der Unterschied war signifikant (pus-u4=0,003). Die
schmalere IQR nach 24 Wochen wies eine etwas homogenere Verteilung nach. Insgesamt
konnte nach 12 Wochen ein Kniegelenk mit der Hochstpunktzahl von 80 bewertet
werden. Nach 24 Wochen war dies fiir vier Kniegelenke moglich (33%). Eine
Verschlechterung zwischen U3 und U4 trat in keinem Fall auf. In den Untergruppen
zeigten sich bis auf die Unterkategorien ,Erguss“ und ,subchondraler Knochen“ ebenfalls
signifikante Anderungen zwischen der U3 und der U4 (s. Tabelle 4.). Ein Vergleich
zwischen den Resovist®-markierten und den unmarkierten Implantaten ergab fiir das
Gesamtergebnis bei beiden Messzeitpunkten Kkeinen signifikanten Unterschied
(pxGesamtu3=0,589, pxGesamtua=0,818). Auch fiir alle Unterkategorien, die in der modifizierten
2D-MOCART 2.0 Skala bewertet wurden, fand sich {bereinstimmend zur

Gesamtbewertung kein signifikanter Einfluss einer Resovist®-Markierung.
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Median / Interquartilbereich Signifikanz

Untersuchung 3 Untersuchung 4 U3-U4
Grad der Defektfiillung 10/ 10 20/8 p=0,104
Integration des Ersatzgewebes 7,5/13 15/10 p=0,011
Oberflache 5/9 10/5 p=0,025
Erguss 7,5/5 7,5/10 LS.
Struktur 0/0 5/5 p=0,025
Signalintensitat 5/5 10/5 p=0,002
Subchondraler Knochen 5/5 5/5 .S
Gesamtergebnis 37,5/44 67,5/40 p=0,003

Tabelle 3: Median und IQR der modifizierten MOCART 2.0 Skala

Insgesamt konnten maximal 80 Punkte erreicht werden. Je mehr Punkte erreicht wurden, desto besser war
die Regeneration zu bewerten. Mit zunehmender in vivo Zeit wurde eine hohere Gesamtpunktzahl erreicht.

A. Modifizierte 2D-MOCART-Skala
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Abbildung 28: Vergleich der Gesamtergebnisse der modifizierten MOCART 2.0 Skala

A.) Vergleich zwischen den Kniegelenken, die Resovist®-markierte MSC enthielten und den Kontrollen.
B.) Vergleich unabhdngig der Zellmarkierung
Insgesamt war eine Maximalpunktzahl von 80 méglich. Signifikanz bestand zwischen U3 und U4, jedoch
nicht zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Implantaten zu einem Untersuchungszeitpunkt.
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4. Diskussion

In der durchgefiihrten experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass die
Markierung allogener, mesenchymaler Stammzellen mit dem Eisen-Kontrastmittel
Resovist®, in den MRT-Untersuchungen zu einem signifikanten Abfall des Signal-zu-
Rausch Verhaltens (SNR - signal to noise ratio) im Vergleich zu unmarkierten Zellen fiihrt.
Abhidngig von der angewendeten MRT-Sequenz gelang dies bis zu einer in vivo Zeit von 24
Wochen.

Hierzu wurden mesenchymale Stammzellen in Fibrin-Implantate eingebettet. In der
Halfte der Implantate befanden sich Zellen, die mit Resovist® markiert wurden und in der
anderen Halfte Zellen, die als unmarkierte Kontrolle dienten. Diese Implantate wurden im
Tiermodell in operativ gesetzte osteochondrale Defekte der Trochlea femoris eingesetzt
und im MRT bis zu 24 Wochen nachbeobachtet.

Zusatzlich wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Zellmarkierung auf die Defektheilung,
im Sinne einer bildmorphologischen Veranderung bzw. ausbleibenden Defektheilung,
zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Implantaten untersucht und die

Reaktion des Kniegelenks auf den operativen Eingriff beurteilt.

4.1. Tiermodell

In dieser Arbeit kamen Kaninchen der Rasse ,New Zealand White” (NZW) zum Einsatz.
Experimentelle Studien, die Knorpeldefekte oder Methoden der Knorpelregeneration an
NZW-Kaninchen untersuchen, sind zahlreich durchgefiihrt worden (Abbas et al,, 2018,
Abs. 2.5; Aulin et al., 2013, S. 59; Papacrhistou et al., 1997, S. 132). Vorteile dieses
Tiermodells sind die Verfligbarkeit genotypisch identischer Versuchstiere, die einfache
und kosteneffiziente Haltung und die oben angesprochene grofe Zahl an
Vergleichsstudien in der Literatur. Die Knorpeldicke des Femurs von Kaninchen wird in
der Literatur mit 0,21-0,46mm angegeben (D. Frisbie et al., 2006, S. 145) und ist somit um
ein Vielfaches dicker als der Knorpel von Kleintieren wie Mausen (0,058mm) und Ratten
(0,072mm) (Stockwell, 1971, S. 413). Daher sind sie als Modell fiir osteochondrale
Therapien deutlich besser geeignet. Auch zdhlt die Trochlea femoris aufgrund der
Anatomie des Kaninchens zu den Belastungszonen des Kniegelenks (Chu et al,, 2010, S.
107) und ist somit als Implantationsort gut geeignet, da osteochondrale Lasion haufig in

den Belastungszonen liegen (Pelletier et al., 2007, S. 4). Besonders die MRT-Bildgebung
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profitiert von der dickeren Knorpelschicht, da eine bessere Auflésung erreicht werden
kann und somit eine bessere morphologische Beurteilung méglich ist. Zudem ist aufgrund
der grofderen Kniegelenke der operative Eingriff deutlich praziser durchzufiihren. Der
Kniegelenksknorpel von Ziegen oder Schweinen ware mit einer Dicke von 0,7-1,5mm
(Chuetal, 2010,S.110) dem Menschen (1,69-2,55mm)(Sheperd & Seedhorn, 1999, S. 29)
noch vergleichbarer, jedoch sind Studien mit einer ausreichenden Fallzahl aufgrund der
aufwendigen Tierhaltung und Beschaffungskosten dieser Tiere schwer zu realisieren.
Nachteilig ist jedoch, dass bei Kaninchen eine hohe Selbstheilungsrate von
Knorpeldefekten abhingig des Tieralters beschrieben wurde (Wei et al., 1997, S. 68-9).
Zum anderen sind spezifische MRT-Spulen fiir die Gelenkgrofie nicht verfligbar und man
kann nicht die gleiche raumliche Aufl6sung wie beim Menschen erreichen (]. C. Goebel et
al,, 2010, S. 189). Zusammengefasst ist das verwendete Tiermodell fiir die Untersuchung
der Anwendbarkeit der zelluliren MRT in einer frithen Phase der préaklinischen

Erprobung gut geeignet und etabliert.

4.2. Einfluss der Operationsmethode auf das Kniegelenk in
Abhangigkeit der Zellmarkierung

Die Implantation der MSC-Fibrin-Implantate erfolgte liber eine mediale Arthrotomie als
Zugangsweg in artifiziell gebohrte osteochondrale Defekte. Bei der Operation kam ein
spezieller Keramikbohrer zum Einsatz, um Metallartefakte durch Abrieb in den MRT-
Untersuchungen auszuschliefien. Betrachtet man die Grofée des Kniegelenks eines NZW
Kaninchen und die Grofse des Defekts, der aus zwei Zylindern mit einem Durchmesser von
je 3,6mm und einer Tiefe von 3mm bestand, so ist es durchaus als invasiver Eingriff zu
sehen, der auch Auswirkungen auf den umgebenden Knochen sowie die Weichteile
(Schleimhaut) und die Gelenkfliissigkeit hat. Daher wurden das Knochendédem, die
Synovialisdicke und der Gelenkerguss als Parameter fiir den postoperativen Verlauf
untersucht.

Fir das Knochenddem zeigte sich eine Signalerh6hung im Knochen knapp neben der
Defektstelle im Vergleich zur Femur-Diaphyse um den Faktor 2. Bis zur 12.
postoperativen Woche war eine Normalisierung des Knochenédems nachzuweisen. Ein
Unterschied zwischen Tieren, die Resovist®-markierte und Tieren, die unmarkierte
Implantate eingesetzt bekommen hatten, bestand bei keiner Untersuchung. Das spricht

fiir eine gute Erholung des Knochens von dem Eingriff. Zum Vergleich demonstrierten
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Glenn et al. (2006, S. 1090) nach Transplantation von osteochondralen Auto- und
Allografts (4,5mm Durchmesser, 10mm Tiefe) in Kniegelenke im Hundemodell nach 3
Monaten ein persistierendes Knochenédem bei 14 von 18 Tieren. Nach 6 Monaten
bestand nur noch bei 1 von 18 Tieren ein Knochenddem.

Bei der Messung der Synovialisdicke stellte sich zwischen der Untersuchung nach einer
Woche und der Untersuchung nach vier Wochen kaum eine Verdanderung dar (U1:
2,35mm, U2: 1,95mm). Im Verlauf konnte ein gleicher Riickgang in der Resovist®- und der
Kontrollgruppe auf 0,35mm im Median nach 24 Wochen gemessen werden. Die
angewandte Messmethode hat durchaus ihre Einschrankungen, wenn es um die
Beurteilung der Synovialmembran geht, da fiir eine genauere Beurteilung der Synovialis
eine kontrastmittelverstiarkte Untersuchung gangig ist. Untersuchungen ohne
Kontrastmittel sind aber in der Literatur auch vorhanden (Fernandez-Madrid et al., 1995,
S. 178). Fir eine nebenbefundliche Analyse kann sie aber einen guten Eindruck fiir den
Verlauf ihres Volumens, und damit Riickschliisse auf die Reaktion des Knies auf die
Operation vermitteln.

Die Beurteilung des Kniegelenksergusses zeigte eine breite Streuung in den ersten zwei
Untersuchungen. So war bei der U1 das maximal gemessene Volumen um den Faktor 5,7
grofder als das Kkleinste gemessene Volumen. Bei der Untersuchung 2 war der Unterschied
sogar ein Faktor von 9,9 bei jedoch kleinerem Maximalwert. Die breite Streuung der
Volumina koénnte zum einen als unterschiedliche Reaktion verschiedener Individuen
angesehen werden, zum anderen handelte es sich um Versuchstiere, bei denen keine
postoperative Ruhigstellung erfolgen konnte, und die sich auch im Verhalten zwischen
den Untersuchungen deutlich unterschiedlich verhielten.

Ein Einfluss der Resovist®-Markierung auf den Kniegelenkserguss konnte zu keinem
Untersuchungszeitpunkt gezeigt werden.

Nach 12 und 24 Wochen waren die Ergussvolumina deutlich kleiner, jedoch noch immer
iiber den Kontrollmessungen nicht operierter Kniegelenke. Amiel et al. (2003, S. 639)
beschrieben in einem Kaninchenmodel nach Durchtrennung des vorderen Kreuzbandes
einen Gelenkerguss 26 Wochen postoperativ bei allen behandelten Tieren.

Auch wenn eine direkte Ubertragung der Ergebnisse nicht méglich ist, scheint ein
moderater Erguss als anhaltende Reaktion auf die Operation bzw. die Umbauvorgange im
osteochondralen Defekt als Normalverlauf bewertet werden zu konnen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Operation von den Versuchstieren gut
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vertragen wurde. Keines der Tiere musste aufgrund der vordefinierten Abbruchkriterien

euthanasiert werden.

4.3. Messergebnisse der Implantate

Ob morphologische Untersuchungsergebnisse der MRT Bildgebung einen sicheren
Riickschluss auf die Ergebnisse der klinischen Anwendung von Knorpeltherapien
zulassen, ist nicht bewiesen (de Windt et al., 2013, S. 6). Genau hier kann die in der
vorliegenden Arbeit untersuchte zellulire MRT ein weiterer Baustein zum Monitoring
und der in vivo Evaluation neuer zellbasierter Therapien werden.

Um die Stammzellen im MRT zu visualisieren, wurden sie mit Resovist® markiert (siehe
2.2.2). Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich in einem Tiermodell mit Ratten
verwendet. Henning et al. (2012, S. 204-6) konnten eine Anderung des SNR der
implantierten Zellen tiber 12 Wochen nachweisen. Auch andere experimentelle Studien
verwendeten SPIO gelabelte MSC in vivo zum Zell-Monitoring z.B. im Schweinemodell
(Parashurama et al., 2016, S. 826) oder Kaninchenmodell (Jing et al., 2008, S. 435).

Wie in 3.1. beschrieben, stellten sich bei einem Tier bei U2 und bei 3 Tieren der U3 die
Defekte ganzlich mit Fliissigkeit gefiillt dar. Daher war eine valide Messung des SNR nicht
moglich und die Untersuchungen wurden fiir die Auswertung nicht berticksichtigt.
Auffallig war, dass der Defekt, der bei der U2 noch ausgeschlossen werden musste, bei der
U3 mit Gewebe, dass den anderen Defektfiillungen entsprach, gefiillt war. Flir die Defekte,
die bei U3 mit Fliissigkeit gefiillt waren, konnte ein weiterer Verlauf aufgrund des
Studiendesigns nicht untersucht werden. Daher ist nicht auszuschliefden, dass sich auch
in diesen Defekten mit der Zeit Regeneratgewebe gebildet hitte. Als Ursache fiir die
fehlende Bildung des Regeneratgewebe bei diesen Defekten ist eine Zelllyse durch
Apoptose oder Nekrose in Betracht zu ziehen. So beschrieben Steinert et al. (2007, S. 7)
als Grund fiir den Zelluntergang die Freisetzung von unter anderem Cytokinen wie IL-1
und TNF-a, von Glukokortikoiden und mechanischem Stress bei Zellen, die in
osteochondrale Defekte transplantiert wurden. Auch Daldrup-Link & Nejadnik (2014, S.
2-14) publizierten ein - im MRT gleichartig aussehenden - Verlust von transplantierten
Stammzellen im Tiermodell und vermuteten Apoptose aus oben genannten Griinden.

Bei fehlenden &uferlichen Infektzeichen der Versuchstiere war eine Infektion
unwahrscheinlich. Eine makroskopische und vor allem histologische Beurteilung der
Defektareale konnte hier weitere Erkenntnisse liefern, war jedoch nicht Gegenstand
dieser Arbeit.
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Da kein Regeneratgewebe mehr nachzuweisen war, miisste das intrazelluldre Resovist®
in diesen Defekten frei geworden sein. Ein Nachweis von hypointensen Bereichen im
Kniegelenk liefd sich jedoch nicht darstellen. Das freigewordene Resovist® konnte
zusammen mit den apoptotischen Zellen durch Makrophagen phagozytiert und
abtransportiert worden sein. Dieser Effekt konnte bereits in anderen Studien bewiesen

werden (Amsalem et al., 2007, S. 41; Nejadnik et al.,, 2016, S. 4).

4.3.1. PD SPIR Sequenz

Ein Vorteil der Protonendichte gewichteten Aufnahme ist, dass sie neben der hohen
Sensitivitat fiir SPIO eine gute Sensitivitit und Spezifitit fiir die Diagnostik von
chondralen Lasionen hat (Verstraete et al., 2004, S. 675). Somit kann man nicht nur die
markierten Zellen detektieren, sondern auch das gebildete Regeneratgewebe zuverlassig
beurteilen.

In der Protonendichte gewichteten Aufnahme zeigten die Resovist®-markierten
Implantate vor allem eine Woche post implantationem eine deutlich niedrigere SNR als
die Vergleichsimplantate. Diese waren im Vergleich zum Knochen hyperintens,
wohingegen sich die Resovist®-markierten Implantate iso- bis hypointens darstellten.
Aufgrund des hohen Wassergehaltes des fiir die Herstellung der Implantate verwendeten
Fibrins, miissten sich die Implantate hyperintens, wie bei den Kontrollpraparaten gezeigt,
darstellen. Die Abschwachung der SNR in der Resovist®-markierten Gruppe muss daher
durch die SPIO verursacht worden sein. Mit zunehmender in vivo Zeit nahm die SNR der
markierten Implantate zu und die der unmarkierten Kontrollen ab. Bei der Untersuchung
U2 waren die Unterschiede der SNR noch signifikant. Die deutliche Hyperintensitat der
Kontrollen war auch bildmorphologisch darstellbar. 12 Wochen nach der Untersuchung
lag die SNR im Median auch noch héher als die der Resovist®-markierten Implantate, aber
der Unterschied war nicht mehr signifikant. Bei der letzten Untersuchung nach 24
Wochen konnte kein Unterschied mehr zwischen der SNR der zwei Gruppen festgestellt
werden. Der signifikante Einfluss von Resovist® auf die Protonendichte gewichtete
Sequenz in den ersten zwei Untersuchungen deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer
Autoren. So beschrieben Lucidarme et al. (2003, S. 472) eine hohe Sensitivitit der PD
Sequenz nach Gabe von SPIO in der Leber mit einer guter SNR. In einer Studie von
Yamashita (1996, S. 321) wurde die Reduktion der SNR im Lebergewebe nach Applikation
von 10umol Fe/kg in verschiedenen MRT Sequenzen gemessen. Hier zeigte sich die PD
gewichtete Sequenz den anderen (T1- und T2-gewichtet) {iiberlegen. Eine
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Vergleichsstudie, die SPIO-markierte MSC ebenfalls {iber einen ldngeren Zeitraum in der
PD-Sequenz beobachten, liegt in der aktuellen Literatur nicht vor. In der vorliegenden
Arbeit lief? sich ein Trend darstellen, dass die Resovist®-markierung auch nach 12
Wochen noch zu einer merklichen Hypointensitit gegeniiber den Kontrollen fiihrt. Ob
eine langere Detektion sicher moglich ist, sollte durch weitere Studien tiberpriift werden.
Zu beachten ist die niedrigere Anzahl an eingeschlossenen Versuchstieren zum Zeitpunkt
U3, da nach der U2 bereits ein Drittel der Versuchstiere fiir die histologische und
molekularbiologische Untersuchung sakrifiziert werden musste. Dies gilt auch fiir die

folgende Diskussion der anderen Sequenzen.

4.3.2. T1-gewichtete Sequenz

Ahnlich wie bei der zuvor beschriebenen Sequenz stellte sich in der T1-Wichtung bei den
ersten zwei Untersuchungen nach 1 und nach 4 Wochen die SNR der Resovist®-
markierten Implantate im Vergleich zu den Kontrollimplantaten im Mittelwert erniedrigt
dar. Im Gegensatz zur PD-Sequenz konnte jedoch zu keinem Untersuchungszeitpunkt ein
signifikanter Unterschied gezeigt werden. Im zeitlichen Verlauf hingegen war mit
zunehmender in vivo Zeit auch eine zunehmende SNR gegeben. Dies traf sowohl auf die
Resovist®-markierten als auch auf die unmarkierten Implantate zu. Der Hauptanstieg der
SNR fiir die Resovist®-markierten Implantate lag zwischen der 4. und 12. Woche und
betrug etwa 100%. Anschliefdend liefs sich liber die nachsten 12 Wochen nur noch eine
geringe weitere Erhohung belegen. Auch fiir die unmarkierten Implantate war die
Zeitspanne zwischen U2 und U3 diejenige mit dem grofdten Unterschied im Signal-zu-
Rausch Verhaltnis, wenn auch nicht ganz so stark ausgepragt wie in der anderen Gruppe.
Es fiel auf, dass die Implantate beider Gruppen bei der U3 nahezu identische SNR Werte
hatten, und diese nach 24 Wochen beibehalten hatten. In den MRT-Bildern stellten sich
die markierten Implantate zu Beginn in der T1-gewichteten Sequenz deutlich hypointens
dar, die Implantate mit unmarkierten Stammzellen erschienen dagegen isointens zu
Muskelgewebe und dem Gelenkerguss. Zahlen die SPIO Kontrastmittel generell zu den die
T2-Zeit beeinflussenden Kontrastmitteln, so haben sie auch einen Einfluss auf die T1-
Relaxation. Miiller et al. (1998, S. 229-31) zeigten am Phantom einen dosisabhédngigen T1-
Effekt. So war bei niedrigen Eisenkonzentrationen eine Erhéhung der Signalintensitat zu
beobachten, bei hoheren Konzentrationen dagegen ein negativer Effekt. Zusatzlich

wurden die Messergebnisse durch die gewdhlte TE-Zeit beeinflusst. Der beschriebene
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Einfluss auf die T1-Zeit wird aufgrund der deutlich niedrigeren T1-Relaxivitit im
Vergleich zur T2-Relaxivitdt von Resovist® als geringer eingeschatzt (Taupitz et al., 2003,
S. 754). Dies entspricht den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, da in den friihen
Messungen ein Unterschied - wenn auch nicht-signifikant- gezeigt werden konnte. Dain
der T1-Wichtung Fliissigkeiten eher hypointens sind, ist der gemessene Signalanstieg
moglicherweise iiber die Zeit durch eine Abnahme des Fliissigkeitsanteils im Implantat

bzw. der Bildung von Regeneratgewebe zu erklaren.

4.3.3. T2-gewichtete Sequenz

Der Einfluss der Resovist®-Markierung auf die Ergebnisse in der T2 Wichtung war im
Sinne einer T2-Zeit Verkiirzung, in den ersten zwei Untersuchungen signifikant. Nach 12
Wochen jedoch war die gemessene T2-Zeit im Median hoher als die der Resovist®-
negativen Kontrollen. Zudem war die T2-Zeit beider Gruppen zwischen der 4. und der 12.
Woche signifikant angestiegen. Die gemessenen T2-Zeiten lagen fiir die Kontrollgruppe
bei der ersten Untersuchung bei 75,36 + 5,68 ms und bei der zweiten Untersuchung bei
64,69 + 8,87 ms. Watanabe et al. (2009, S. 1344) berichteten in ihrer Studie iiber
gemessene T2-Zeiten von 51,2 + 5,8 ms fiir Regeneratgewebe, welches sich nach Mikro-
frakturierung an osteochondralen Defekten gebildet hat. Da nach 1 bzw. 4 Wochen noch
ein hoher Wasseranteil in den Implantaten war, scheinen die Messwerte dieser Arbeit
valide. Auch spricht der Trend, der sich zur U2 mit einer niedrigeren T2-Zeit zeigt, flr
einen Verlust von Wasser und einen beginnenden Umbau. Die niedrigeren T2-Zeiten fiir
die Resovist®-markierten Implantate zur jeweiligen Untersuchung liefden den negativen
Kontrastmittel-effekt vermuten, der zu einer signifikanten Hypointensitat fiihrte.
Auffallig waren die Messwerte der T2-Zeit nach 12 und 24 Wochen postoperativ. Zum
einen besteht kein Unterschied mehr zwischen den Gruppen, zum anderen liegen die
gemessenen Zeiten deutlich iiber anderen publizierten T2-Zeiten fiir Knorpelgewebe
und/oder Regeneratgewebe (David-Vaudey et al., 2004, S. 676-8; Watanabe et al., 2009,
S. 1344). Nissi et al. (2004, S. 560) mafden jedoch an Schweineknien durchschnittliche T2-
Zeiten um 128 ms bei fortgeschrittenen Knorpeldefekten. Liu et al. (2016, S. 4) fiihrten
ein T2-Mapping an Kaninchenknie durch, die durch die Resektion des vorderen
Kreuzbandes einen zunehmenden Knorpelschaden bekamen. In wéchentlichen MRT-
Untersuchungen stiegen die T2-Zeiten an. 6 Wochen nach durchgefiihrter Operation lagen

sie bei ca. 90 ms. Ahnliche T2-Zeiten sind auch bei Tao et al. (2015, S. 398) fiir
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Regeneratgewebe nach Mikrofrakturierung der Trochlea femoris im Kaninchenmodell
beschrieben. Nimmt man dies als Grundlage, sprachen die von uns gemessenen hohen T2-
Zeiten flr ein sich ausbildendes Regeneratgewebe.

Grundsatzlich ist es schwierig, Relaxationszeiten verschiedener Studien zu vergleichen,
da sie von einer Vielzahl an Faktoren beeinflusst werden. So demonstrierte Keinan-
AdamsKky et al. (2006, S. 537) an Knorpelknochen-Zylindern von Schweinen den Einfluss
des Alters der Versuchstiere bei Entnahme, sowie die Ausrichtung im Scanner auf die T2-
Zeit. Fiir Praparate von neugeborenen Tieren lag sie noch bei 110+5 ms, dagegen zeigte

die Messung nach 5,5 Monaten eine T2-Zeit von 52+7 ms.

4.3.4. T2*-gewichtete Sequenz

Die deutlichsten Unterschiede, die auch tliber den langsten Zeitraum anhielten, waren in
der T2*-gewichteten Sequenz zu beobachten. Uber die kompletten 24 Wochen waren die
T2*-Zeiten der Resovist®-markierten Implantate signifikant niedriger als die der
Kontrollgruppe. Zwar naherten sich auch in dieser Sequenz die Zeiten mit langerer in vivo
Zeit an, so waren die T2-Zeiten bei der U4 im Median immer noch um den Faktor 2 langer.
Bei der Ul war es sogar ein Faktor > 6, um den sich die T2*-Zeit in den markierten
Implantaten verkiirzt zeigten. Auffallig waren der durchweg kleine Interquartilabstand
(IQR) der Resovist®-markierten Implantate. Eine Erklarung kénnte in der Erstellung der
Maps liegen. Sofern aufgrund hoher Suszeptibilititsartefakte fiir einen Pixel keine T2*-
Zeit bestimmt werden konnte, wurde sie auf den Wert ,-2“ gesetzt. In der Messung der
ROI wurde dieser Wert jedoch nicht berticksichtigt. Die ,wahre“ T2*-Zeit konnte demnach
noch kiirzer sein. Fiihrt man sich noch einmal den physikalischen Hintergrund vor Augen,
so ist die T2- respektive die T2*-Zeit der Zeitpunkt, an dem die urspriingliche
Signalintensitat auf 37% abgefallen ist. Ist dieser Zeitpunkt vor dem ersten Echo, liegt die
gemessene Signalintensitat im Bereich des Rauschens und kann nicht richtig ausgewertet
werden (Henning et al, 2009a, S. 168; Robson et al., 2003, S. 828-34). Ansitze zur
Verbesserung dieses Problems werden spater noch erortert.

Die Messzeiten der Kontrollimplantate zeigten zu Beginn nach 1 Woche T2*-Zeiten, die
im Mittel bei 45,36+13,03 ms lagen. Mamisch et. al. (2012, S. 291) wiesen fiir
Knorpelgewebe nach, dass die T2*-Zeit etwa 50% der T2-Zeit ist. Nimmt man eine T2-Zeit
fiir Fliissigkeiten von etwa 100 ms an (Souza et al, 2014, S. 1396) entsprechen die

Messwerte einem hohen Wassergehalt in den Implantaten. Auch eigene Messungen (nicht
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veroffentlicht) fiir T2- und T2*-Zeiten in den T2- und T2*-Maps mit einer ROI im
Gelenkerguss waren damit im Einklang. Fiir die Bildung von Regeneratgewebe sprach die
Abnahme der T2*-Zeit in den Kontrollimplantaten. Betrachtet man die Zeiten nach 12
Wochen (U3) mit einem Median von 15,85 ms (IQR 10,45 ms) sowie nach 24 Wochen (U4)
mit einem Median von 22,17 ms (IQR 12,83 ms), so kommt man in den Bereich der
osteochondralem Gewebe entspricht. Mamisch et al. (Mamisch et al,, 2012, S. 290-1)
zeigten an humanen Kniegelenken nach Mikrofrakturierung T2*- Zeiten von 18,4+5,7 ms
fiir das Regenerationsgewebe in Knochenndhe und 20,1+3,1 ms an der Oberflache. Fiir
gesunden Knorpel waren bei ihnen die T2*-Zeiten mit 19,2£3,5 ms in der tiefen und
26,4+3,6 ms an der oberflachlichen Knorpelregion etwas ldnger.

Dass die T2*-Zeiten auch nach 24 Wochen noch deutlich unter den Zeiten der
Kontrollgruppe, als auch unter publizierten T2*-Zeiten fiir Regeneratgewebe liegen, lasst

das Vorhandensein der SPIO vermuten.

4.3.5. Schlussfolgerung und Beurteilung der Implantat Messungen

Wie in den vorangegangen Punkten 4.3.1. - 4.3.4. erortert, liefRen sich in der T2*-
gewichteten GRE-Sequenz die starksten Unterschiede in den Messwerten nachweisen.
Diese Sequenz war die einzige der in dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzen, in der ein
signifikanter Unterschied zwischen den Resovist®-markierten und den unmarkierten
Implantaten bis zur 24. Woche post implantationem nachgewiesen werden konnte. In der
Frithphase bis zur 4. Woche zeigten auch die PD-Sequenz sowie die T2-Sequenz
signifikante Ergebnisse. Dies ist konkordant zu den Ergebnissen von Lucidarme et al.
(2003, S. 470), die fir die T2*-gewichtete GRE-Sequenz bei der Detektion von
Leberlasionen mittels SPIO Markierung die hdchste Sensitivitit ermittelten, die PD-
Sequenz jedoch nur geringfiligig unterlegen beschrieben.

In der frithen Phase, besonders bei der Untersuchung nach einer Woche fielen die
Blooming Artefakte in der T2*-gewichteten Sequenz auf. Diese konnten bei der
Beurteilung des Implantats nachteilig sein. Zudem sorgen hohe Suszeptibilitatsartefakte
fiir eine sehr starke Signalausléschung. Um diese Nachteile abzumildern oder ganzlich
aufzuheben sind viele Verfahren in der Erforschung, die man generell in zwei Kategorien
einteilen kann. Zum einen wird versucht den ,negativen Kontrastmitteleffekt, also die
verstarkte Signalausloschung, durch veranderte Pulsfrequenzen in einen ,positiven”

Effekt umzuwandeln. Hierbei werden durch verdanderte Schichtgradientenechos bei der
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Dephasierung des Spins Feldinhomogenititen erzeugt, die Suszeptibilitatsartefakte hell
erscheinen lassen. Diese Methode ist als Gradient echo Acquisition for Superparamagnetic
Particles (GRASP) bekannt (Mani et al., 2006, S. 127; Seppenwoolde et al., 2003, S. 789;
Tyler et al., 2007, S. 286-7). Der andere Weg setzt im postprocessing der akquirierten
Daten an. Bei dieser Methode werden aus den aus GRE-Sequenzen gewonnenen Rohdaten
des K-Raums, also der Daten-Matrix, aus der mittels Fouriertransformation Bilder erstellt
werden, liber mathematische Funktionen Bilder oder Maps berechnet, die einen positiven
Kontrast von SPIO darstellen (Reichenbach etal., 1997, S. 266; Zhao etal., 2011, S. 471).
In allen Sequenzen zeigten die Resovist®-markierten Implantate die Hypointensitat
hauptsachlich am Rand und am Boden des Fibrinimplantats. Geht man davon aus, dass
sich zu diesem frithen Zeitpunkt die SPIO intrazellular befinden, spricht das fiir eine
Zellmigration zum Rand des Implantats hin. Der gleiche Effekt wurde bereits von
Berninger et al. (2019, S. 6-7) publiziert, der bei der in vitro MRT-Untersuchung von
Fibrinimplantaten, die im gleichen Verfahren wie in dieser Studie hergestellt wurden,
ebenfalls eine randstindige Hypointensitdt aufzeigte. Auch in der vorliegenden Arbeit
wurde eine homogene Zellverteilung im Prdparat vor Implantation mit der
Fluoreszenzmikroskopie tliberpriift. Eine mogliche Erklarung sahen Berninger et al.
(2019, S. 8) in einer Zellmigration wahrend der Ausfallung des Implantats. Eine weitere
Erklarung lieferten Lo et al. (2000, S. 147), die nachwiesen, dass Zellen sich in einem
inhomogenen Substrat zur harteren Struktur hin orientieren. Da die verwendeten
Implantate von aufRen beginnend ausharten, sind sie dort zunachst fester. Dartliber hinaus
haben auch die MSC im Implantat einen Einfluss auf dessen Steifigkeit und damit die
Zellmigration (Duong et al,, 2009, S. 1875).

Die vorliegende Arbeit untersuchte zudem, iiber welchen Zeitraum eine Nachverfolgung
der implantierten Resovist®-markierten Zellen moglich ist. Es konnte abhéngig von der
gewahlten Sequenz ein signifikanter Unterschied im Signal-zu-Rausch-Verhalten bzw. der
T2/T2*-Zeit am Ort der Implantation bis zur Abschlussuntersuchung nach 24 Wochen
nachgewiesen werden. In der Literatur sind nur wenige Studien {iber MRT-Monitoring
von SPIO-markierten Zellen iiber einen langeren Zeitraum (>12 Wochen) publiziert. Burk
et al. (2016, S. 2205) konnten ebenfalls nach 24 Wochen SPI0-markierte MSC am Ort der
Injektion, die in die oberflachliche Beugesehne im Pferdemodell erfolgte, in der T2*-
Sequenz nachweisen. In einem ,Case-Report” berichten Janowski et al. (2014, Abs. 3.1)

liber den MR-grafischen Nachweis SPIO-markierter Nabelschnurstammzellen bis zu 4
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Monate nach Injektion in das Vorderhorn des lateralen Ventrikels bei einem 18 Monate
alten Patienten. Die Arbeitsgruppe untersuchte die zellulire MRT als Methode zum
Monitoring von neurochirurgischen Stammzelltherapien und zur Beobachtung des
ventrikuldren cerebrospinalen System als Applikationsort fiir die Stammzellen. Die
folgende Untersuchung war erst nach 33 Monaten post injectionem und konnte keine
hypointensen Areale mehr nachweisen.

Limitierend ist, dass das in vivo Monitoring mittels MRT zundchst nur, abhdngig von
gewdhltem Kontrastmittel und Sequenz, eine Hypo- oder Hyperintensitit des
untersuchten Gewebes zeigt. Ein direkter Riickschluss auf die Zellviabilitat ist nicht
moglich (Ma et al,, 2015, S. 1). Henning et al. (2009b, S. 329) konnten in vitro eine
unterschiedliche Verdnderung der SNR bei der Untersuchung von Resovist®-markierten
MSC abhidngig von der Viabilitit nachweisen. Hieraus folgerten sie, dass eine
Differenzierung, ob sich das SPIO intra- oder extrazellular befindet, in vivo méglich sein
konnte. In der vorliegenden Arbeit konnten aus den Messdaten keine direkten
Riickschliisse hierzu gezogen werden. Durch vermehrte Externalisierung der SP1I0 miisste
der T1 Effekt, also eine Minderung der SNR, zunehmen. Die Resovist®-markierten
Implantate ergaben mit zunehmender in vivo Zeit jedoch ein zunehmendes Signal-zu-
Rausch Verhaltnis. In der Studie von Ma et. al (2015, S. 5) konnte im MRT ein hypointenses
Areal am Ort der Injektion SPIO-markierter MSC im Myokard nachgewiesen werden. In
der histologischen und molekularbiologischen Untersuchung stellte sich der grofdte Teil
der implantierten Zellen avital dar und die SPIO-Partikel konnten intrazelluldar in
phagozytierenden Zellen nachgewiesen werden.

Die in allen Sequenzen beobachtete Verdnderung der SNR bzw. der T2- und T2*-Zeit
konnte verschiede Ursachen haben. Henning et al. (2012, S. 207) wiesen eine Abnahme
der Signalintensitit Resovist®-markierter MSC mit zunehmender in vivo Zeit im
Rattenmodell nach. Sie zeigten, dass die Abnahme mit der Zellproliferation korrelierte.
Auch die Migration der Zellen innerhalb des Implantats kénnte eine Rolle spielen. So
konnte auch eine weitere Migration der Zellen in die Umgebung der Empfangerstelle mit
zunehmender in vivo Zeit fiir die abnehmende Unterscheidungsmdéglichkeit zu
unmarkierten Kontrollen flihren. Dies konnten Jing et al. (2008, S. 435) zeigen, die SPIO-
markierte mesenchymale Stammzellen nach 4 Wochen in einem artifiziell generierten
Defekt im MRT nachweisen konnten. Nach 12 Wochen gelang dieser Nachweis jedoch nur

noch in der Synovia und der Bursa suprapatellaris. In der vorliegenden Arbeit konnten in
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den MRT-Bildern keine auffilligen hypointensen Signale in der Gelenkfliissigkeit oder
dem Hoffa-Fettkorper dargestellt werden. Im Gegensatz zu dieser Studie wurden bei Jing
et al. die Stammzellen aber auch intraartikuldr injiziert und nicht in einen Defekt
implantiert. Eine erginzende Untersuchung der Synovialis und/oder der
Synovialfliissigkeit scheint ein vielversprechender Ansatz fiir kommende Studien zu sein,
da auch weitere Studien die Ergebnisse von Jing et al. untermauern (Delling et al., 2015,
S. 2386).

Daher ist zur Beurteilung und Weiterentwicklung der zelluliren MRT und das damit
verbundene Monitoring der Vergleich mit den histologischen Untersuchungen obligat.
Eine andere Untersuchungsmethode des Knorpels, die auf MR-Kontrastmittel basiert, ist
die delayed gadolinium-enhanced MRI of cartilage (dGEMRIC). Hierzu wird im Unterschied
zur direkten Zellmarkierung das Kontrastmittel intravends verabreicht. Dadurch ist nur
eine Beurteilung der Oberfliche des Regeneratgewebes, nicht jedoch das Verhalten der
implantierten Zellen moglich. In der Beurteilung des Knorpelgewebes ist dGEMRIC eher
komplementar zum T2-/T2*-Mapping zu sehen als eine Alternative, da es den Gehalt an
Glukosaminoglykanen widerspiegelt, und T2-/T2* eher sensitiv fiir Veranderung der
Kollagen Matrix ist (Bittersohl et al., 2013, S. 1368). Zudem muss bei dGEMRIC die MRT-
Aufnahme ca. 90min nach der intravendsen Gabe des Gadoliniums erfolgen, was im
Untersuchungsablauf berticksichtigt werden muss (]J. C. Goebel et al,, 2010, S. 192). Endo
et al. (2015, S. 285-6) verglichen T2-Mapping und dGEMRIC zur Evaluation von
Knorpelheilung nach Chondrozytenimplantation im Kaninchenmodell und kamen auf
vergleichbare Ergebnisse, wobei dGEMRIC in der friithen Phase der Defektheilung leicht
effektiver war. Eine Markierung der Zellen wie in der vorliegenden Arbeit war bei Endo
et al. jedoch nicht erfolgt.

In dieser Arbeit wurde daher aus den oben genannten Griinden auf dGEMRIC-Aufnahmen
verzichtet, in weiteren Studien ware ein Vergleich der verschiedenen Methoden jedoch

ein interessanter Ansatz.
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4.4. Bildmorphologische Beurteilung des Regeneratgewebes

Anhand der generierten Protonendichte gewichteten SPIR Sequenzen wurde das
Regeneratgewebe fiir die 24 Wochen Gruppe bei der Untersuchung nach 12 Wochen und
nach 24 Wochen beurteilt. Eine signifikante Verbesserung zwischen den beiden
Untersuchungszeitpunkten konnte fiir das Gesamtergebnis, als auch fiir die
Unterkategorien ,Grad der Defektfiillung”, ,Integration des Ersatzgewebes”, Oberflache®,
,2Struktur und ,Signalintensitiat” belegt werden. Von den zwei Unterpunkten, in denen
keine Verbesserung auftrat, wurde der Unterpunkt ,Erguss” bereits besprochen. In der
Kategorie ,Subchondraler Knochen“ blieben Median und IQR gleich. Signifikante
Unterschiede zwischen Resovist®-markierten und unmarkierten Implantaten wurden zu
beiden Untersuchungszeitpunkten weder fiir das Gesamtergebnis noch fiir eine
Unterkategorie sichtbar. Somit kann man daraus schliefden, dass die Markierung der
implantierten mesenchymalen Stammzellen mit Resovist® bildmorphologisch keinen
Einfluss auf die Qualitdt des gebildeten Regenerationsgewebes zu haben scheint. Ein
fehlender Differenzierungs-hemmender Effekt einer Markierung mit Resovist® wurde
auch in in vitro Vorversuchen und im Mausmodell beschrieben (Henning et al.,, 2012, S.
198-208; Henning et al., 200943, S. 172; Yang et al., 2011, S. 449-50).

Das Ergebnis von 67,5 von 80 Punkten auf der modifizierten MOCART-Skala im Median
nach 24 Wochen ist als sehr gut einzuschatzen und mit anderen Ergebnissen vergleichbar.
Die Verwendung, der fiir den klinischen Kontext entwickelten MOCART-Skala (zum Teil
in angepasster Form) im Tiermodell ist etabliert und vielfach publiziert (Atta et al.,, 2017,
S. 230; L. Goebel et al,, 2014, S. 1387; Murata et al,, 2020, S. 83). Bei der Implantation von
adipose tissue derived stem cells in osteochondrale Defekte (vergleichbar mit den in dieser
Studie erzeugten Defekten) erreichten die operierten Kaninchen in der verwendeten 2D
MOCART Skala nach 12 Wochen ca. 60/100 Punkten (Murata et al., 2020, S. 86). Atta et al.
(2017, S. 158) berichten 80/100 Punkten in der MOCART-Skala nach Therapie eines

osteochondralen Defekts mit MSC aus der Nabelschnur im Kaninchenmodell.
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4.5. Ausblick

Die Magnetresonanztomografie in Kombination mit einer Resovist®-Markierung der
implantierten mesenchymalen Stammzellen zur Therapie osteochondraler Defekte
konnte mit dieser Arbeit aufgrund des Nachweises einer Veranderung des SNR bzw. der
T2/T2*-Zeit bis zu 24 Wochen post implantationem als gute Untersuchungsmethode zum
longitudinalen Monitoring bestatigt werden. Die Verwendung von Resovist® als
Kontrastmittel scheint auch in Anbetracht der umfassenden Vorversuche (Berninger et
al, 2019, S. 305-11; Berninger et al., 20134, S. 1-6, 2013b, S. 1-8; Henning et al,, 2012, S.
197-209; Henning et al.,, 2009a, S. 165-73; Sauerschnig et al., 2019, S. 1545-61) gut
geeignet zu sein. Da noch viele Vorgdnge in der Therapie mit mesenchymalen
Stammzellen unklar sind und die Therapien in der klinischen Anwendung nicht immer
den erwarteten Effekt haben (Goodfellow et al, 2016, S. 3899), ist eine weitere
Verbesserung der Technik der zelluliren MRT eminent wichtig. Einige wichtige Punkte
sind hierbei die Verbesserung der MRT-Sequenzen mit kiirzeren TE-Zeiten, hohere
Feldstarken in MRT-Scannern und eine daraus resultierendes besseres Signal-zu-Rausch
Verhaltnis. Zudem ist das verwendete Kontrastmittel Resovist® aus kommerziellen
Griinden in Europa und Amerika vom Markt genommen worden, weshalb andere
Kontrastmittel getestet werden miissen. Auch eine Uberpriifung der Methodik an
grofderen Tieren, deren Knorpelgewebe und Knorpeldicke dem Menschen dhnlicher ist,
kann ein Schritt sein, um die zellulare MRT als Monitoring des Tissue Engineering mit MSC
in vivo zu etablieren und den Nutzen und die Anwendungssicherheit der Therapie in der

klinischen Praxis zu verbessern.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Knorpelschdden und deren Folgen spielen eine zunehmende Rolle in den
westlichen Industrienationen. Die Therapiemdglichkeiten durch die Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen im Rahmen des Tissue Engineerings zeigen
vielversprechende Ansatze. Ob und in welcher Weise die implantierten Zellen direkt an
der Bildung des neuen Gewebes beteiligt sind, ist noch Teil der aktuellen Forschung. Eine
in vivo Darstellung dieser Prozesse konnte Aufschliisse dariiber geben und zukiinftige
Therapien optimieren. In dieser Arbeit wurde die zelluldre MRT als Moglichkeit des in vivo
Monitorings der implantierten MSC besonders im Hinblick auf Beobachtung tiber 24
Wochen hin untersucht. Dariiber hinaus wurde das gebildete Regeneratgewebe

bildmorphologisch beurteilt.

Methoden: Allogene mesenchymale Stammzellen wurden in osteochondrale Defekte der
Trochlea femoris von 36 New Zeeland White Rabbits implantiert. Die eine Halfte der
Implantate enthielt MSC, die mit dem SPIO-Eisenkontrastmittel-Resovist® markiert
wurden. Die andere Halfte enthielt MSC, die nicht mit Resovist® markiert wurden und

diente als Kontrolle. Es erfolgten MRT Untersuchungen nach 1, 4, 12 und 24 Wochen.

Ergebnisse: Ein signifikanter Unterschied des Signal-zu-Rausch Verhaltnis bzw. der T2-
und T2*-Zeit konnte fiir die Untersuchung nach einer und nach vier Wochen fiir die PD-
SPIR, die T2- und die T2*-Sequenz gezeigt werden. In der T2*-GRE Sequenz bestand der
signifikante Unterschied sogar bis zur 24. Woche. Die Bewertung des Regeneratgewebes
zeigte nach 24 Wochen gute bis sehr gute Ergebnisse. Die Markierung mit Resovist® hatte

keinen Einfluss auf die postoperative Reaktion des Kniegelenks.

Schlussfolgerung: Ein in vivo Monitoring markierter MSC ist sequenzabhangig bis zu 24

Wochen moglich. Geeignet sind in der Frithphase besonders Protonendichte gewichtete
SPIR- Sequenzen, da sie auch eine gute anatomische Beurteilung zulassen. Aufgrund der
Sensitivitat, scheint die T2*-GRE Sequenz bei zunehmender in vivo Zeit iiberlegen zu sein.
Die Verwendung des bereits ausgiebig in vitro getesteten Resovist® erscheint
unbedenklich, da sich sowohl in der Beurteilung des Regeneratgewebes als auch bei der
Ausbildung eines Knochenmarkédems und Kniegelenkergusses kein Unterschied
zwischen den Tieren mit markierten und denjenigen mit unmarkierten Implantaten

nachweisen lief3.
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7. Anhang
Beurteilungsskala Uberwachung Versuchstiere

Titel: "Kontrastmittelgestiitzte zellulare Magnetresonanztomographie (MRT) zum
Therapiemonitoring bei Knorpelersatztherapien am Kaninchenmodell“,
Az.55.2.1.43-2532-105-11

Projektleiter: OA Dr. med. Stephan Vogt

Datum:
Untersucher:
Tiernummer:
Allgemeinbefinden: Wach/aufmerksam 0
Angstlich/nervos 1
Reduziert 2
Apathisch 3
Futteraufnahme: Ja 0
Verdndert 1
Nein 2
Wasseraufnahme: Ja 0
Verdndert 1
Nein 2
Kotabsatz: Ja 0
Verdndert 1
Nein 2
Harnabsatz: Ja 0
Veradndert 1
Nein 2
Haarkleid: Gepflegt/sauber 0
Fellpflege, aber teilweise unsauber 1
Keine Fellpflege/unsauber 2
Schleimhaut: Rosa 0
Blassrosa 1
Weifd 2
Ausfluss (Nase, Auge): Nein 0
Mittel 1
Hochgradig 2
Atemgeradusch: Nein 0
Ja (leicht) 1
Ja (mittel) 2
Atemtyp: Normal 0
Abnormal 1
Lahmbheit Nein 0
Ja (leicht) 1
Ja (mittel) 2
Ja (schwer) 3
0 Punkte ohne besonderen Befund,

1-10 Punkte weiter beobachten, Ursachen abkldaren und beheben
11-19 Punkte weiter beobachten, Ursachen abklaren und beheben, je nach Diagnose Euthanasie
220 Punkte Euthanasie

Spezielle Abbruchkriterien: Gelenksinfektion, tiefe Nahtdehiszenz, Fraktur, Kérpergewicht -15%
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