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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Hintergrund

Zahlreiche neue Knorpeltherapieverfahren wurden in den letzten Jahren entwickelt, damit
vor allem bei jungen Patienten mit fokalen Knorpeldefekten der Leidensdruck minimiert
und die Entwicklung einer Arthrose verhindert wird. Im Fokus des Interesses stehen dabei
oftmals One-step-Verfahren, die durch das Einbringen eines Biomaterials in einem
einzigen operativen Eingriff den Defekt sanieren sollen. Ziel dieser Arbeit ist, die
Auswirkungen sowohl fokaler Knorpeldefekte als auch eines Biomaterials

(ChondroFiller) auf den korrespondierenden Gelenkknorpel zu untersuchen.

Methodik

An einem Reibepriifstand wurden 30 aus porcinen Kniegelenken gewonnene Knorpel-
Knochen-Zylinder in zehn verschiedenen Versuchsanordnungen unter zyklischer
Belastung (33 N) gegen einen Reibepartner gepriift. Variiert wurde hierbei sowohl der
Reibepartner (Knorpel, Knochen, Knorpeldefekt, Knorpeldefekt mit ChondroFiller) als
auch das Testmedium, in dem die Reibeversuche durchgefiihrt wurden (NaCl oder
Hyaluronsédure). Zudem wurde jede Versuchsreihe mit zwei Laufzeiten durchgefiihrt
(eine Stunde oder sechs Stunden). Die getesteten Knorpel-Knochen-Zylinder wurden
anschlieend histologisch aufgearbeitet, und der Schaden wurde anhand einer visuellen

Schadenstabelle beurteilt.

Resultate

In der Versuchsgruppe Knorpel gegen Knochen in NaCl zeigten sich sowohl bei den
einstiindigen als auch bei den sechsstiindigen Versuchen starke Knorpelschdden mit
einem durchschnittlichen Schadenswert von 3,5 (1 h: 3,67; 6 h: 3,33). Die Schéiden bei
der Gruppe Knorpel gegen Knorpeldefekt in NaCl fielen mit einem Schadenswert von 2,5
(1 h) und 2,67 (6 h) mittelschwer aus. Ahnliche Ergebnisse zeigte die Versuchsgruppe
Knorpel gegen Knorpeldefekt mit ChondroFiller in NaCl mit einem Schadenswert von

2,67 fiir die einstiindigen und 2,5 fiir die sechsstiindigen Versuche. Bei den



Zusammenfassung II

Reibeversuchen Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsdure betraf der Schaden lediglich
die oberflichigen Knorpelzonen mit Werten von 0,67 fiir die einstiindige und 1,5 fiir die
sechsstlindige Laufzeit. Wéhrend der Schaden in der Versuchsgruppe Knorpel gegen
Knorpeldefekt in Hyaluronsdure im einstiindigen Versuch mit 1,5 dhnlich ausfiel, zeigten
sich im sechsstiindigen Versuch starke Knorpelschdden mit einem Schadenswert von

3,67.

Schlussfolgerung

Es konnte im Reibepriifstand an porcinen Kniegelenken dargestellt werden, dass bereits
ein fokaler viertgradiger Knorpelschaden zu erheblichen Schiden am korrespondierenden
Knorpel fithren kann. Der Schaden konnte durch den Einsatz weder von Hyaluronsdure
noch von ChondroFiller reduziert werden. Dies ist im Versuchsaufbau in erster Linie
durch eine zu geringe Primérstabilitdt des ChondroFiller zu sehen. Eine unmittelbare
postoperative Vollbelastung sollte daher vermieden werden. Weitere Versuche im
Reibepriifstand mit einem niedrigeren axialen Druck und langeren Laufzeiten sowie mit
erhohten Probenzahlen zur Uberpriifung einer statistischen Signifikanz wiren

erstrebenswert.
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1 Einleitung 1

1  Einleitung

Schmerzen, Schwellung, funktionelle Einschrankungen: Die Beschwerden, unter denen
Patienten mit fokalen Knorpelschiiden leiden kénnen, sind vielféltig'. Aber nicht nur die
Lebensqualitdt der Patienten nimmt teilweise drastisch ab. Auch fiir das betroffene
Gelenk konnen fokale Knorpelschdden eine ernsthafte Bedrohung darstellen und
teilweise bis zur Arthrose fiihren’. Umso mehr bemiihen sich derzeit zahlreiche
Wissenschaftler darum, die aktuellen Knorpeltherapieverfahren zu optimieren und neue
Therapieansitze zu entwickeln. Insbesondere bei jungen Patienten wird versucht, dass
der Progress zur Arthrose verhindert und der Leidensdruck minimiert wird. Wahrend mit
fortschreitendem Alter die prothetische Versorgung zunehmend in den Vordergrund
rlickt, bestehen fiir Patienten bis zum 40. Lebensjahr einige biologische Verfahren zur

Behandlung fokaler Knorpelschéden.

Eine gidngige Knorpeltherapie hierfiir ist beispielsweise die matrix-assoziierte autologe
Chondrozytentransplantation (MACT), bei der zunidchst korpereigene Knorpelzellen
entnommen werden, damit sie nach millionenfacher Vermehrung wieder auf einem
Zelltriger implantiert werden kénnen®. Aktuell treten auch One-step-Verfahren verstirkt
in den Fokus des Interesses, da hierbei nur eine einzige Operation notwendig ist und
dadurch die Komplikationsrisiken gesenkt werden konnen. Es existieren zahlreiche
Studien, die die klinische Wirksamkeit dieser biologischen Knorpeltherapieverfahren

belegen*®.

Wie sich jedoch die Biomaterialien direkt auf die Qualitidt des gegeniiberliegenden
Gelenkknorpels auswirken, ist nur unzureichend untersucht. Auch mangelt es an
Arbeiten, die untersuchen, welche Schidden ein fokaler Knorpelschaden am
gegeniiberliegenden Knorpel hervorrufen kann. Die vorhandene Literatur beschiftigt sich
stattdessen meist mit den Auswirkungen eines fokalen Knorpelschadens auf die
biomechanischen Eigenschaften des ihm unmittelbar angrenzenden Knorpels’®. In dieser
Arbeit soll daher das Augenmerk auf den korrespondierenden Knorpel gerichtet und im
Reibepriifstand an porcinen Kniepridparaten der Einfluss von Knorpeldefekten und
Biomaterialien auf denselben untersucht werden. Dieses Versuchssetting (Testung von
porcinen Kniepriparaten im Reibepriifstand) hat sich in zwei anderen Arbeiten bewéhrt,

die ebenfalls in der Abteilung und Poliklinik fiir Sportorthopddie am Klinikum rechts der
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Isar durchgefiihrt wurden. In einer Arbeit wurde dabei der Einfluss von Meniskusnihten
auf den korrespondierenden Knorpel gepriift’, wihrend sich die andere mit den Folgen

von metallischen Implantaten auf denselben beschiftigte!°.

Bei der Auseinandersetzung mit einem Thema ist es zentral, sich zundchst mit den
Grundlagen vertraut zu machen. Ohne fundiertes Hintergrundwissen ist es beinahe
unmdglich, die Ergebnisse einer Arbeit zu deuten und richtig zu interpretieren. Dies gilt
auch fiir die vorliegende Dissertation. Daher sollen eingangs kurz die anatomischen und
physiologischen Grundlagen zum Thema Knorpelgewebe wiederholt werden, damit auch

fachfremden interessierten Lesern ein Zugang zu dieser Arbeit ermdglicht wird.

1.1  Anatomische und physiologische Grundlagen

1.1.1 Einteilung von Gelenken

Ein Gelenk, auch Articulatio genannt, stellt im Wesentlichen eine Kontaktstelle zwischen

zwei oder mehr Skelettelementen dar!!

. Je nach Bewegungsspielraum, den diese
Kontaktstelle zulédsst, lassen sich in der Medizin verschiedene Arten von Gelenken
unterscheiden: die Synarthrosen, die Amphiarthrosen und die Diarthrosen. Wihrend die
Synarthrosen keine und die Amphiarthrosen nur geringe Beweglichkeit zulassen, sind die
Diarthrosen frei beweglich!'?. Dieser Unterschied im Bewegungsspielraum ergibt sich vor
allem durch den anatomischen Aufbau. So besitzen Synarthrosen beispielsweise keinen
Gelenkspalt, und die Skelettelemente sind direkt durch fibroses Bindegewebe oder
Knorpel miteinander verbunden'!""*. Die Gelenkpartner von Diarthrosen hingegen sind
durch einen Gelenkspalt voneinander separiert, was eine hohere Beweglichkeit

tl4

ermOglicht™®. Diarthrosen stellen den Grofiteil der Gelenke im menschlichen Korper

dar!215

und konnen ihrerseits weiter nach Freiheitsgraden, Anzahl der artikulierenden
Flichen oder Form der Gelenkoberflichen eingeteilt werden!!""!3. Da dieser Gelenktyp die
hochste Relevanz fiir diese Dissertation hat, soll er im folgenden Abschnitt genauer

betrachtet werden.

1.1.2  Allgemeiner Aufbau einer Diarthrose

Eine Diarthrose besteht aus mindestens zwei gelenkbildenden Knochen, die an ihren

gelenknahen Enden von Knorpel iiberzogen sind (vgl. Abb. 1). Meist handelt es sich
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hierbei um hyalinen Knorpel mit einer Dicke von mehreren Millimetern'!!?. Zwischen
den beiden Gelenkpartnern befindet sich der Gelenkspalt (Cavum articulare), der eine
Bewegung der Knochen gegeneinander ermoglicht und in dem sich die
Synovialfliissigkeit befindet. Die dulere Begrenzung des Gelenks bildet eine Kapsel

(Capsula articularis), die sich in zwei Schichten aufteilen l4sst'!!4,

| Blutgefal3

Ligament
Nerv

A

'( -—3——/— Synovialfliissigkeit

} ‘s_f* Meniskus

Gelenkkapsel

Synovialmembran —|

Fettpolster —

Gelenkknorpel

Abbildung 1: Schemazeichnung eines Gelenks (nach Naumann, 2013)'¢

Die duBere Schicht ist eine stabile Faserschicht (Membrana fibrosa) aus straffem,
kollagenfaserigem Bindegewebe. Durch iiberbriickende Kollagenfasern (Sharpey-
Fasern) ist sie mit dem Periost des jeweiligen Gelenkknochens verwachsen'!!'®. Thre
Stabilitét erhélt sie vor allem durch einen hohen Gehalt an Kollagen Typ I, dem wenige
elastische Bindegewebsfasern beigemischt sind'*. Sie geht nach innen kontinuierlich in
die Membrana synovialis liber, eine Art Gelenkinnenhaut, die die Gelenkhohle umgibt.
Im Gegensatz zur Membrana fibrosa ist sie zellreicher und ldsst sich ihrerseits ein
weiteres Mal in zwei Schichten unterteilen!!"'4. Das duBere subintimale Gewebe besteht
aus lockerem bis straffem Bindegewebe. Es enthilt die Leitungsbahnen der Membrana
synovialis und besitzt zahlreiche Zellarten. Neben Fibroblasten und Fettzellen lassen sich
hier auch Abwehrzellen wie Makrophagen und Mastzellen finden. Zudem besitzt diese
Schicht Schmerz- und Druckrezeptoren. Innen befindet sich die synoviale Intima. In ihr

kommen zwei Zellpopulationen vor, die sich in zwei bis vier Schichten zusammenlagern:
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Typ A- und Typ B-Synoviozyten. Erstere sind makrophagendhnlich und
phagozytosefdahig. Letztere hingegen dhneln eher den Fibroblasten und besitzen die
Fihigkeit, Synovialfliissigkeit (siche unten) zu sezernieren'"'*. Neben der Produktion der
Synovialfliissigkeit ist die zweite wesentliche Aufgabe der Synovialmembran die
Bereitstellung von Nihrstoffen fiir die Knorpelzellen'®. Teilweise kénnen Zotten und

Falten von der Synovialmembran entspringen, die der OberflichenvergroBerung dienen'>.

An den meisten Gelenken lassen sich zudem Hilfsstrukturen finden, die zum Grof3teil der
Unterstiitzung der Gelenkmechanik dienen. Dazu gehoren beispielsweise intraartikulére
Zwischenscheiben wie die Disci articulares oder die Menisci articulares, die sich
zwischen den Gelenkpartnern befinden und die Kongruenz der Gelenke verbessern
konnen. Auch konnen Ligamente vorkommen (intra- oder extraartikuldr), die je nach

anatomischem Verlauf als Verstirkungs-, Fiihrungs- oder Hemmungsbinder dienen!!!4,

1.1.3  Synovialfliissigkeit

Wie im vorherigen Abschnitt erwédhnt, befindet sich im Gelenkspalt die
Synovialfliissigkeit (kurz Synovia). Diese klare, meist leicht gelblich bis bernsteinfarbene
Fliissigkeit'"!* stellt im Wesentlichen ein Ultrafiltrat des Blutes dar, das auch einen
dhnlichen Gehalt an Elektrolyten und Plasmaproteinen aufweist. Zusitzlich befinden sich
in ihr Glykoproteine und Proteoglykane, die hauptsidchlich von den B-Synoviozyten der
Synovialmembran produziert werden''. Diese Zellen sind zudem fiir den hohen Gehalt
an Hyaluronsédure verantwortlich. Hyaluronsdure ist ein unverzichtbarer Bestandteil der
Synovialfliissigkeit, denn sie bedingt beinahe alleinig deren ausgeprigte Viskositit. Ohne
sie entspriche die Viskositit lediglich der von Wasser!®. Obwohl die durchschnittliche
Menge von Synovialfliissigkeit in einem Gelenk nur 1,1 ml betriigt!®, ist sie unerlisslich
fiir eine normale, physiologische Gelenkmechanik. Im Wesentlichen besitzt sie drei
relevante Funktionen'''*. Zum einen setzt die Synovialfliissigkeit die Reibung der
Gelenkpartner herab. Diese Schmierfunktion wird vor allem durch den hohen Gehalt an
Hyaluronsdure erreicht. Dariiber hinaus fungiert sie zusammen mit dem Knorpel als eine
Art StoBddmpfer, indem sie den axialen Druck, der auf das Gelenk wirkt, gleichmifBig
verteilt. Die Synovialfliissigkeit dient jedoch nicht nur der Mechanik. Nicht zuletzt ist sie
unerlésslich fiir die Erndhrung des Gelenkknorpels, worauf im folgenden Kapitel noch

eingegangen wird.
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1.1.4 Feinstruktur von Knorpelgewebe

Wie erwiéhnt, sind die gelenkbildenden Knochenenden von Diarthrosen von Knorpel
iiberzogen. Knorpelgewebe gehort wie Knochengewebe zum Stiitzgewebe des Korpers

1'b17  Um den biomechanischen

und dient als lasttragendes, elastisches Materia
Anforderungen zu entsprechen, besitzt Knorpel weder Nerven noch Blut- oder
Lymphgefille, eine Tatsache, die auch zu der geringen Selbstheilungsfdhigkeit von

Knorpelgewebe beitrigt!®!°.

1.1.4.1 Histologischer Aufbau von Knorpelgewebe

Fir das Verstindnis der biomechanischen Eigenschaften von Knorpel ist es
unumgénglich, die mikroskopische Struktur von Knorpelgewebe zu erdrtern. Knorpel ist
ein hochspezialisiertes Gewebe und besteht im Wesentlichen aus zwei relevanten
Komponenten auf welche im folgenden Abschnitt genauer eingegangen wird: den
Chondrozyten, die die spezialisierten Zellen des Knorpelgewebes darstellen, und der
umgebenden extrazelluliren Matrix (EZM)*°. Die Chondrozyten und die Matrix stehen
dabei in einer kontinuierlichen Wechselbeziehung zueinander. Wéhrend die
Chondrozyten unter anderem fiir die Produktion von Bestandteilen der EZM zusténdig
sind, schiitzt diese wiederum die Zellen bei Gelenkbelastung vor mechanischem Schaden
und hilft thnen dabei, Form und Phianotyp zu bewahren. Erst diese Wechselbeziehung
ermoOglicht (bei physiologischer Belastung) einen lebenslangen Erhalt des

Knorpelgewebes?!.

Chondrozyten

Chondrozyten sind die spezialisierten Zellen des Knorpelgewebes. Sie sind hauptsichlich
fiir die Produktion von Mukopolysacchariden und Kollagenen der Matrix
verantwortlich’>?*, in der sie eingebettet in Knorpelzellhdhlen (Lacunae cartilagineae)
liegen'!. Dabei ist das Verhiltnis von Zellen zu umgebender Matrix in Knorpel niedriger
als in anderen Geweben des menschlichen Korpers. Chondrozyten stellen nur ungefahr
1-5 % des Volumens'®?!. Eventuell ist das der Tatsache geschuldet, dass Knorpel, wie
eingangs erwdhnt, keine Blutgefdfle besitzt. Seine Erndhrung ist diffusionsabhédngig und
wahrscheinlich nur fiir eine bestimmte Zellzahl ausreichend®*. Eine weitere besondere
Eigenschaft von Chondrozyten ist die lange Lebensdauer und die niedrige

Teilungsrate!®?. Chondrozyten bilden aber keine einheitliche Gruppe. Je nach Zone
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(siche unten), in der sie sich befinden, unterscheiden sie sich zum Teil deutlich in

Morphologie, Proliferationsrate?® und auch der Menge an EZM, die sie produzieren?®.

Extrazelluldre Matrix

Die extrazelluldre Matrix, die die Chondrozyten umgibt, ist im Prinzip eine Art hydriertes
Proteoglykan-Gel, das durch ein Netzwerk von Kollagenfibrillen verstirkt wird®’.
Knorpel besteht dabei zu etwa 70-80 % aus Wasser?2. Nur 20-30 % des Volumens
entfallen auf Makromolekiile (vgl. Abb. 2).

Anderes
Aggrecan 3%

9%

Kollagene
15%

Zellen
3%

Wasser
70%

Abbildung 2: Zusammensetzung des hyalinen Knorpels (nach Aigner et al., 2003)?®

Zu diesen gehoren Kollagene, Proteoglykane und nichtkollagene Proteine, wobei die
Kollagene mit einem Trockengewicht von 50 bis 60 % den grofiten Anteil
ausmachen'?2%?’. Kollagene besitzen fiir den Knorpel eine entscheidende Rolle, da sie
der zentrale Bestandteil fiir die ZerreiB3festigkeit des Knorpelgewebes sind. Insbesondere
das Kollagen Typ II leistet hierbei einen relevanten Beitrag, da es mit 90-95 % das mit
Abstand hiufigste Kollagen darstellt und gleichsam die Basisarchitektur des Knorpels
bildet!”!®. Durch die dreidimensionale Organisation ist das Kollagenfibrillengeriist
optimal auf Gelenkbelastungen angepasst®. Die Bedeutung der Proteoglykane fiir das
Knorpelgewebe darf jedoch auch nicht unterschétzt werden. Die Kollagene kdnnen sich
mit Proteoglykanaggregaten verkniipfen und dadurch eine Art Gel ausbilden, das Wasser

bindet. Diese Proteoglykanaggregate werden vor allem durch das grofite Proteoglykan
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gebildet, das Aggrecan, das mehr als hundert Chondroitinsulfat- und Keratinsulfatketten
besitzt. Zu diesem Zweck bindet Aggrecan an Hyaluronsiure und Link-Protein'’.
Wihrend das Kollagenfibrillennetzwerk vor allem gegen Zugkrifte effektiv ist, bieten die
Proteoglykane durch die Ausbildung einer Art hydrierten Gels einen exzellenten Schutz

gegeniiber Druckbelastungen®’.

1.1.4.2 Zonale Gliederung

Die Anordnung und Verteilung der Chondrozyten und einzelnen Komponenten der EZM
im Knorpelgewebe sind jedoch nicht homogen: Je nach Lage und Entfernung zur
Gelenkoberfliche muss Knorpelgewebe unterschiedliche Aufgaben und Funktionen
erfiillen. Dies spiegelt sich auch in der histomorphologischen Struktur wider!”*!. Von
Gelenkoberfliche in Richtung subchondralem Knochen lassen sich vier Zonen
unterscheiden, die im Folgenden genauer dargestellt werden: die Tangentialfaserzone, die

Ubergangszone, die Radidrzone und die Mineralisationszone (vgl. Abb. 3).

— Knorpeloberflidche

~ Tangentialfaserzone —E e i

— Ubergangszone

~—— Radidrzone \E

Mineralisationszone

Chondrozyten Subchondraler Knochen / Tidemark

Abbildung 3: Schemazeichnung der zonalen Gliederung von Gelenkknorpel: A. Strukturelle Organisation
der Chondrozyten; B. Strukturelle Organisation der Kollagenfasern (nach Buckwalter et al., 1994)*

Tangentialfaserzone

Diese Zone ist mit einem Anteil von 10 bis 20 % der Knorpeldicke! die diinnste Zone
und steht in unmittelbarem Kontakt mit der Gelenkhdhle. Die relativ diinnen
Kollagenfaserbiindel laufen parallel zur Gelenkoberfliche und sind nur von wenig
Grundsubstanz voneinander getrennt®. Typisches Merkmal der Tangentialfaserzone sind
die flachen, ellipsoid geformten Chondrozyten, die hohe Konzentrationen von

Kollagenen und nur wenig Proteoglykane synthetisieren. Zudem findet sich in dieser
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Zone die hochste Wasserkonzentration. Durch die parallele Ausrichtung der
Kollagenfaserbiindel bietet diese Schicht vor allem eine hohe Zug- und

Scherbelastbarkeit!®.

Ubergangszone

Mit 40-60 % der Dicke ist die Ubergangszone die breiteste Knorpelzone und bildet eine
Art anatomische und funktionelle Briicke von der oberflichlichen zur tiefen Zone'®. Die
Chondrozyten besitzen eine sphiroide bis rundliche Form, die Kollagenfasern sind dicker

und zufillig angeordnet'. Diese Zone bildet eine erste Widerstandslinie gegen

Druckkrifte!®.

Radidrzone

Den grofiten Widerstand gegen Druckkrifte bietet jedoch die Radidrzone, auch wenn sie
nur etwa 30 % der Knorpeldicke entspricht'®. Dies ist vor allem durch die senkrechte
Ausrichtung der Kollagenfibrillen moglich, die zudem den groften Durchmesser
besitzen. Auch die Chondrozyten sind senkrecht angeordnet, was ihnen in dieser Zone
ein sdulenartiges Aussehen verleiht. Die Zellendichte wie auch der Wassergehalt sind hier

von allen Zonen am niedrigsten, der Proteoglykangehalt hingegen ist am hochsten!”!®.

Mineralisationszone

Diese kalzifizierte Zone stellt die direkte Grenze zum subchondralen Knochen dar, mit
dem sie fest verzahnt ist'!. Zellen sind rar angesiedelt, erscheinen hypertroph und besitzen
nur eine geringe metabolische Aktivitit'®. Die Zone dient als Uberleitungszone auf den

geringer elastischen subchondralen Knochen'®,

1.1.4.3 Regionale Gliederung

Abgesehen von der zonalen Gliederung ist auch eine regionale moglich. Da sie aber fiir
die vorliegende Dissertation nur geringe Relevanz hat, soll sie nur kurz angeschnitten
werden. Es lassen sich die perizelluldren, die territorialen und die interterritorialen
Regionen abgrenzen, die sich in ihrer Organisation, ihrer Zusammensetzung, ihrer Néhe
zu den Chondrozyten und ihrem Kollagenfibrillendurchmesser unterscheiden. Die
perizelluldre Region grenzt direkt an die Zellmembran der Chondrozyten und ist vor
allem dafiir relevant, die Signaltransduktion im Knorpel bei Belastung zu starten'®. Dazu
ist zu erwdhnen, dass Gelenkbelastungen zu biochemischen Verdnderungen innerhalb des

1

Knorpelgewebes fiihren®!. Die geringfiigig dickere territoriale Region umgibt die



1 Einleitung 9

perizelluldre. Sie scheint den Knorpel vor mechanischen Stress zu schiitzen und zur
Widerstandsfahigkeit gegentiber starken Belastungen beizutragen. Die dickste der drei
Regionen ist die interterritoriale Region, die am stdrksten zu den biomechanischen

Eigenschaften des Knorpels beitrigt!.

1.1.5 Funktion von Knorpelgewebe

Es stellt sich die Frage, welchen Zweck Knorpelgewebe hat und wieso Knorpel fiir eine

normale Gelenkfunktion unentbehrlich ist. Knorpel hat im Wesentlichen drei

Hauptfunktionen'®:

1. Er muss eine mdglichst reibungsarme Gleitoberfliche gewihrleisten.

2. Er fungiert als eine Art Schockabsorber.

3. Er minimiert die Belastungsspitzen, die auf den subchondralen Knochen wirken.

Ahnlich wie Hartgummi in der Technik ist Knorpel zwar druckfest, aber dennoch
elastisch, wodurch er seine stoddmpfende Funktion erhilt. Die teilweise extremen
Belastungen, die auf ein Gelenk wirken, werden durch das Knorpelgewebe abgefangen
und gleichméBig verteilt. Ermoglicht wird dies durch die vorhin beschriebene
ausgetiiftelte Struktur des Knorpels, die ihn biomechanisch wie ein gekammertes
Wasserkissen erscheinen ldsst**. Durch seine glatte Oberfliche besitzt er zudem nur eine
minimale Reibung. Der Reibungskoeftizient wird mit nur 0,02—-0,002 angegeben,
wihrend der von Stahl auf Stahl im Vergleich hierzu 0,6 betriigt®”. Diese Gleitfihigkeit
wird durch die Synovialfliissigkeit zusdtzlich verstirkt, die der Gelenkschmierung dient
und mit der Funktion von Ol in der Technik vergleichbar ist. Auf diese Weise ertriigt
der Gelenkknorpel bis zu zehn Millionen Lastwechsel pro Jahr und bleibt meist

dennoch bis ins hohe Alter funktionsfihig*.

1.2 Knorpelschidden

Allerdings gilt dies nur fiir einen intakten Knorpel. Der Abrieb des Gelenkknorpels ist
normalerweise niedrig und kann trotz der eingeschriankten Proliferationskapazitdt der
Chondrozyten meist ausgeglichen werden. GroBere strukturelle Anderungen, zum

Beispiel durch einen Knorpelschaden hervorgerufen, konnen die Biomechanik des
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Knorpels jedoch empfindlich stéren und somit zu einem Verlust einiger Funktionen

fihren. Dieser Umstand ist von klinischer Relevanz.
1.2.1 Epidemiologie

Studien haben gezeigt, dass Knorpelschdden eine hohere Inzidenz aufweisen, als lange
Zeit angenommen. Curl et al. beispielsweise haben 1997 eine Studie verdftentlicht, in der
sie retrospektiv 31 516 Kniearthroskopien untersucht haben®. In 63 % der Fille (19 827)
haben sie Knorpelpathologien gefunden. Ahnliche Werte beschrieben auch Hjelle et al.?”,
bei denen sich bei 61 % von 1000 Arthroskopien Knorpelpathologien feststellen lieen.

1.38 waren 66 % von 993 Knien betroffen. Wie diese

Bei der Studie von Argen et a
Arbeiten veranschaulichen, lagen demnach jeweils bei beinahe zwei Drittel der
durchgefiihrten Arthroskopien bereits Knorpelschdden vor. Auch der Anteil einzelner
fokaler Knorpeldefekte lag mit 19 % (Hjelle et al.) und 20 % (Areen et al.) hoch. Diese
Zahlen untermauern, dass Knorpeldefekte in ihrer Haufigkeit lange Zeit unterschétzt
wurden. Nicht jeder Knorpelschaden muss symptomatisch sein. Deshalb wissen Patienten
oftmals gar nicht, dass sie davon betroffen sind. Meist werden die Schiden zufillig erst
Jahre spiter bei Untersuchungen entdeckt. Umso relevanter ist es, sich mit diesem Thema

auseinanderzusetzen und die Auswirkungen von Knorpelschdden auf den restlichen

Gelenkknorpel zu erforschen.

1.2.2 Atiologie

An dieser Stelle muss gekliart werden, wie das Knorpelgewebe geschadigt wird. Die
Atiologie von Knorpelschiiden kann vielfiltig sein. Unter anderem werden vaskulire,
immunologische und metabolische Ursachen diskutiert’®. Hiufig ist die Genese jedoch
traumatischer Art, zum Beispiel aufgrund von Stof3- oder Torsionsbelastungen. Auch
direkte stumpfe Traumata kénnen zu Knorpelschidden fiihren. Nicht selten sind Risse im
Knorpel die Folge davon. Haufig ist den Patienten allerdings kein ursidchliches Trauma
erinnerlich. Das ist verstindlich, wenn bedacht wird, dass die einwirkende Kraft nicht
hoch sein muss. Selbst kleine repetitive Traumen sind hdufig schon ausreichend, das
Knorpelgewebe dauerhaft zu schidigen?!. Dies liegt an der beschriebenen komplexen
Struktur des Knorpelgewebes. Durch Schlige oder repetitive Belastungen konnen
Mikroschdden entstehen, die von Funktionsstorungen der Knorpelzellen bis hin zum

Zelltod fithren konnen. Auch wenn der Knorpel duBerlich unversehrt erscheinen mag,
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kann es als Folge zu seiner Erweichung kommen, da durch die Zellen weniger
Proteoglykane synthetisiert werden'®. Imai et al. haben in einer 1991 verdffentlichten
Studie*® auch einen Zusammenhang zwischen Knorpelschiden und Knieinstabilititen
untersucht. Sie vermuten, dass auch durch Scherbelastungen im Kniegelenk
Knorpelschidden entstehen konnen. Solch ausgeprdgte Scherbelastungen konnen
insbesondere wihrend des Sports auftreten und eventuell durch bestehende

Knieinstabilitdaten noch verstarkt werden.

1.2.3 Folgen

Geschwollene Knie und Schmerzen sowie mechanische und funktionelle
Einschrankungen sind nur einige der Beschwerden, unter denen manche Patienten
leiden'. Heir et al. haben versucht, diese Folgen mithilfe des KOOS (Knee injury and
Osteoarthritis Outcome Score) zu objektivieren*!. Das Ergebnis war, dass Patienten mit
fokalen Knorpelschidden ihre subjektive Lebensqualitit beinahe im selben Ausmal
reduziert sahen wie Patienten mit Arthrose und bereits geplantem Gelenkersatz. Patienten
mit isoliertem Kreuzbandriss hingegen gaben im Vergleich eine signifikant hohere
Lebensqualitét an (vgl. Abb. 4). Es darf folglich nicht unterschétzt werden, in welchem
MaB ein fokaler Knorpelschaden die Lebensqualitét eines Patienten reduzieren kann und

wie stark manche Patienten darunter leiden.

100
90 =
80 — 0
70 T W T b —
60 1:‘ Tl |£ N
JRImE - ! »
50 [t —al e pul.
40 ‘l :: " e Lul ™ 12
Ll 16
30 o - ok
20 A [l 1 ]
ul . PE
10 1 ":“:. Al L= e
0 | Fuln . E P E
Pain Sympt ADL

Knee arthroplasties (n = 64) @ Focal Cart. defects (n = 64-66)
O Knee osteotomies (n=101) & ACL reconstruction (n = 155-160)

Abbildung 4: Subskalen fiir den KOOS fiir die Patientenkategorien. ADL, activities of daily living;
SpRec, sports and recreational function; QoL, knee-related quality of life (aus Heir et al., 2010)*!
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Des Weiteren gehen Forscher davon aus, dass ein unbehandelter fokaler Knorpelschaden
zu einer friihzeitigen Arthrose fiihren kann'®2!. Insbesondere partielle Knorpelschiden,
die den subchondralen Knochen nicht erreichen, haben eine schlechte intrinsische
Heilungstendenz, ein Sachverhalt, der bereits im Jahre 1743 von William Hunter
beschrieben wurde*’. Bei einer manifesten Arthrose bleibt als letzte Therapieoption
allerdings meist nur der kiinstliche Gelenkersatz. Bis dahin haben die betroffenen
Patienten oftmals einen langen Leidensweg hinter sich. Haufig wurden verschiedene
Operationen oder Arthroskopien durchgefiihrt in der Hoffnung, die durch die Arthrose
verursachten Beschwerden und Schmerzen zu lindern, bevor eine Gelenksprothese
eingebaut wurde. Auch konservative Behandlungsmethoden werden oft jahrelang
begleitend angewandt, sei es in Form von Analgetika, orthopadischen Hilfsmitteln oder
Physiotherapie und anderen Rehabilitationsma3inahmen. Dieses Vorgehen ist mit hohen
Kosten fiir das Gesundheitssystem verbunden. Eindriicklich sind die Zahlen einer Studie
von Merx et al.¥ (vgl. Abb. 5). Mithilfe der Krankheitskostenrechnung des Statistischen
Bundesamtes haben die Autoren die durch Arthrose verursachte 6konomische Belastung

in Deutschland fiir das Jahr 2002 dargestellt.

Euro

Abbildung 5: Direkte Krankheitskosten einzelner Diagnosen 2002 (in Millionen EUR) (aus Merx et al.,
2007)%

Allein die direkten durch Arthrose entstandenen Krankheitskosten beliefen sich auf

7,2 Milliarden Euro. Das entspricht 3,2 % aller direkten Kosten des deutschen
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Gesundheitswesens. Unter direkte Kosten fallen dabei alle Ausgaben, die unmittelbar mit
der medizinischen Versorgung zusammenhédngen. Damit lag Arthrose hinsichtlich der
direkten Krankheitskosten auf dem zweiten Platz aller Diagnosen. Lediglich Hypertonie
verursachte im Jahr 2002 hohere direkte Krankheitskosten. Hinzu kommen die indirekten
Krankheitskosten. Sie entsprechen im Prinzip den volkswirtschaftlichen Verlusten, die
durch die Krankheit entstanden sind, zum Beispiel durch Arbeitsunfahigkeit oder
Invaliditét. Je nach Rechnung ergibt dies weitere Kosten (Produktionsausfallskosten) von
ca. 3-4,5 Milliarden Euro. Umso verstindlicher ist es, dass Arzte und Wissenschaftler
heutzutage darum bemiiht sind, Pathologien, die zur Arthrose fithren konnen, frithzeitig
zu behandeln. Dazu gehoren auch Knorpeldefekte, die eine nicht unerhebliche Anzahl der
sekundiren Arthrosen verursachen. Zu diesem Zweck werden neue Methoden erforscht,

die den nativen Knorpel bei Schiden adidquat und langfristig ersetzen sollen.

1.3 Aktuelle Therapiekonzepte von Knorpelschdaden

Dieses Kapitel soll einen Uberblick iiber Therapiekonzepte bei Knorpelschiden geben.
Je nach AusmalBl des Knorpeldefekts und den Vorlieben des Operateurs werden
unterschiedliche Therapien eingesetzt. Zahlreiche Biomaterialien sind mittlerweile auf
dem Markt und in klinischer Erprobung. Auch die Mikrofrakturierung hat noch ihren
Stellenwert in der modernen Knorpeltherapie. Jede Therapiemoglichkeit hat dabei ihre
Vor- und Nachteile. Feste Regeln, wann welches Verfahren eingesetzt werden soll,
existieren nach wie vor nicht. Trotz jahrzehntelanger Forschung und Erfahrung ist die

Suche nach dem Holy Grail der Knorpeltherapie demnach noch nicht beendet**.

1.3.1 Knochenmark stimulierende Techniken

Einige Therapietechniken verfolgen den Ansatz, durch Eroffnung des subchondralen
Knochens Stammzellen aus dem Knochenmark zu mobilisieren. Diese Methode gehort
zwar zu den éltesten, aber dennoch zu den am héufigsten eingesetzten Techniken zur
Bildung von neuem Knorpelgewebe!®. Durch Penetration des subchondralen Knochens
kommt es zur Ruptur subchondraler Gefdfe und zur Ausbildung eines Fibrinklumpens
auf der Oberfliche des chondralen Defekts. In diesen Thrombus koénnen

Knochenmarkstammzellen einwandern, proliferieren und sich zu chondrozytenidhnlichen
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Zellen differenzieren. Auf diese Weise bildet sich ein Knorpelreparaturgewebe®. Dieses

Grundprinzip haben die folgenden Methoden gemeinsam.

Pridie-Bohrung

Bereits 1959 hat Pridie eine Methode vorgestellt, wie bei arthrotischen Kniegelenken die
Bildung einer neuen Knorpelschicht stimuliert werden kann**. Wie bei den anderen
knochenmarkstimulierenden Techniken wird dies durch eine Penetration des
subchondralen Knochens erreicht. Pridie empfahl dabei eine Anbohrung des
subchondralen Knochens im Knorpeldefekt bis in den gut durchbluteten spongidsen

Knochen, um eine Knorpelneubildung zu erreichen.

Spongialisierung

Eine 20 Jahre spiter von Ficat beschriebene Technik geht noch einen Schritt weiter*®. Bei
der Spongialisierung wird der Knorpeldefekt samt der kompletten darunterliegenden
subchondralen Platte entfernt, sodass der spongidose Knochen frei liegt und es zur

Ausbildung eines Fibrinklumpens kommen kann.

Mikrofrakturierung

Eine  heutzutage nach wie vor  hédufig verwandte @ Methode  der
knochenmarkstimulierenden Verfahren ist die Mikrofrakturierung. Dieser von Steadman
1997 verdffentlichte Ansatz #hnelt im Grundprinzip der Pridie-Bohrung’. Der
wesentliche Unterschied ist jedoch, dass die Locher im subchondralen Knochen nicht
gebohrt, sondern mithilfe einer Ahle geschaffen werden (vgl. Abb. 6). Dadurch entsteht

keine Bohrhitze, was von einigen Autoren als positiv angesehen wird's.
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Abbildung 6: Prinzip der Mikrofrakturierung (nach Erggelet, 2016)*®

Limitation

Es besteht allerdings eine wesentliche Limitation, die alle knochenmarkstimulierenden
Verfahren gemeinsam haben. Das Reparaturgewebe, das nach Einwandern der
Knochenmarkstammzellen entsteht, entspricht am echesten Faserknorpel, der im

Vergleich zum originalen hyalinen Knorpel als funktionell minderwertiger zu betrachten
i5t349:50.

1.3.2  Autologe Knorpel-Knochen-Transplantation

Eine Methode, bei der der Knorpeldefekt durch echten hyalinen Knorpel ersetzt werden
kann, ist die autologe Knorpel-Knochen-Transplantation. Hierzu werden aus weniger
belasteten Arealen des Kniegelenks Knorpel-Knochen-Zylinder entnommen und in die
priparierte Defektstelle, hiufig in Press-Fit-Verankerung, eingebracht’!. GroBe und
Anordnung der Zylinder kdnnen dabei bei den Techniken variieren. So beschreiben
Matsusue 1993°2 und Hangody 1997 beispielsweise die Verwendung mehrerer kleiner
Zylinder im Sinne einer Mosaikplastik, wihrend Imhoff 1999 ein Paper iiber den Einsatz
von Mega-OATS (Osteochondral Autologous Transfer System) verotffentlichte, mit
denen die Deckung groBerer Knorpeldefekte moglich ist>*. Trotz des Vorteils des
qualitativ hochwertigen hyalinen Knorpels weist allerdings auch die autologe Knorpel-

Knochen-Transplantation Limitationen auf. So besteht durch die Entnahme der Zylinder,
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die ohnehin quantitativ begrenzt ist, auch immer eine mogliche Morbiditdt im
Spenderbereich®. Bei der Verwendung multipler Zylinder kann es neben
Fusionsstorungen auch zu einer Minderversorgung der zentralen Knorpel-Knochen-

Transplantate kommen®!,

1.3.3 Autologe Chondrozytentransplantation

Die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) wurde erstmals von Peterson 1984°°
beschrieben und in weiteren Tierstudien untersucht®. Erste Ergebnisse wurden 1994 von
Brittberg verdffentlicht’’. Die ACT stellt das erste zellbasierte Therapieprinzip bei
Knorpelschéden dar und bildet somit die Grundlage des modernen Tissue Engineerings.
Zunichst wird aus einer wenig belasteten Zone ein kleines Knorpelstiick entnommen und
in ein Labor geschickt, darauthin werden die Chondrozyten enzymatisch herausgelost.
Nach ein paar Wochen Zellvermehrung wird die Zellsuspension anschlieend unter einen
auf den Knorpeldefekt geniihten Periostlappen gespritzt'®3°. Da diese klassische Methode
allerdings mit Problemen wie beispielsweise einer Hypertrophie des Periostlappens oder
einer Knorpelkalzifikation im Defektareal einhergehen kann, gab es Ansitze, bei denen
der Periostlappen durch eine porcine Kollagenmembran ersetzt wurde. Dieses Vorgehen
wird auch als zweite Generation der ACT bezeichnet’' und bildet zusammen mit der
ersten Generation die Gruppe der traditionellen ACT>8. Ein weiteres Problem, das aber
auch bei dieser Technik bestehen blieb, war der phénotypische Verlust der
transplantierten Chondrozyten. Dies versuchte man durch die Entwicklung der
matrixgekoppelten Chondrozytentransplantationen (dritte Generation der ACT) zu
verhindern®!. Die Matrix ist ein dreidimensionales Geriist, auf das die Chondrozyten
verteilt werden. Diese Methode hat nicht nur den Vorteil, dass die Chondrozyten vor dem
Verlust ihres Phinotyps bewahrt werden und so einen hyalindhnlicheren Knorpel bilden
sollen®’. Auch lésst sich die Matrix besser im Defekt fixieren und eine gleichmiBigere
Zellverteilung erreichen. Verschiedene resorbierbare Stoffe werden dabei als Matrix
eingesetzt. Dazu gehoren beispielsweise Kollagene tierischen Ursprungs, Hyaluronan
und bestimmte Polymere®. Hinsichtlich der Effizienz scheint der Einsatz einer Matrix
verglichen mit der ersten Generation der ACT allerdings keinen Unterschied zu zeigen’.
Nichtsdestotrotz scheinen die Weiterentwicklungen insbesondere aufgrund der

geringeren Begleitmorbidititen vielversprechende Therapiealternativen zu sein®.
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1.3.4 Tissue Engineering

Wie an den Weiterentwicklungen der klassischen ACT gesehen werden kann, ist der
Ubergang ins moderne Tissue Engineering flieBend. Es ist kaum mdglich, jedes neue
Produkt oder jeden neuen Therapieansatz systematisch einer Gruppe zuzuordnen. Unter
Tissue Engineering wird prinzipiell ein interdisziplindres Feld verstanden, das Technik
und Biowissenschaften zur Entwicklung biologischer Gewebe miteinander verbindet. Die
Anfiange des Tissue Engineerings nach heutiger Definition lassen sich in den Zeitraum
von Ende der 1980er bis Anfang der 90er Jahre einordnen. Eine vielbeachtete Arbeit zum
Thema Tissue Engineering wurde 1993 von Langer und Vacanti publiziert®'. Darin wird
beschrieben, dass bei der Schaffung neuen Gewebes vor allem drei Hauptkomponenten
entscheidend sind: isolierte Zellen, gewebeinduzierende Substanzen (wie zum Beispiel
Wachstumsfaktoren) und Matrizen, in oder auf die die Zellen gegeben werden konnen.
Die Matrix soll dabei als dreidimensionales Geriist dienen, in dem sich die Zellen
organisieren und formieren kénnen®>®, Manche Autoren erweitern diese Kriterien um
ein viertes. Auch eine geeignete mechanische Umgebung scheint entscheidend fiir
erfolgreiches Tissueengineering zu sein®. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber

die aktuell eingesetzten Ressourcen der einzelnen Hauptkomponenten gegeben werden.

Zellen

Zwei Zellpopulationen werden heutzutage vor allem eingesetzt: Chondrozyten und
mesenchymale Stammzellen®. Chondrozyten sind eine beliebte Zellart und haben bereits
ihren Weg aus dem experimentellen Einsatz in die klinische Praxis gefunden®. Allerdings
existieren nach wie vor Probleme. Zum einen ist die Isolierung schwierig, und fiir eine
ausreichende Menge an Chondrozyten ist eine [n-vitro-Expansion notwendig. Zum
anderen besteht das angesprochene Problem, dass Chondrozyten in vitro leicht ihren
Phiinotyp verlieren®’. Des Weiteren haben Chondrozyten, die von ilteren Patienten
gewonnen wurden, eine geringere Fahigkeit, Knorpel zu regenerieren, als Chondrozyten
von jiingeren Patienten?’. Mesenchymale Stammzellen stellen deshalb eine
vielversprechende Alternative dar. Sie weisen eine hohe In-vitro-Expansionskapazitit
auf, und ihre Gewinnung ist aus einer Vielzahl verschiedener Gewebe moglich®’. Dazu
gehoren beispielsweise Knochenmark, Fettgewebe, Synovialmembran, Skelettmuskel
und Haut. Selbst aus dem peripheren Blut konnen mesenchymale Stammzellen gewonnen

werden®®®. Beliebt sind vor allem die Knochenmarkstammzellen, da sie leicht zu
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gewinnen sowie multipotent sind und die Féhigkeit besitzen, hyalinen Knorpel zu

produzieren®’.

Matrizes

Matrizes sind im Tissue Engineering als dreidimensionales Grundgeriist von Relevanz.
Sie dienen in erster Linie als Zelltrdger und sollen den Zellen durch eine optimale
Umgebung das Anhaften, Proliferieren und Differenzieren erleichtern®. Dabei sollen sie
optimalerweise die natiirliche Knorpelmatrix nachahmen, im Defektareal die gestorte
Knorpelfunktion wiederherstellen und biokompatibel sein®>’°. Je nach Grundsubstanz
lassen sich Matrizen in zwei groBe Gruppen aufteilen: biologische Matrizen und

synthetische®7172

. Zwei gebrauchliche biologische Matrizen sind Kollagen und
Hyaluronsdure, die zugleich auch wesentliche Bestandteile des natiirlichen
Knorpelgewebes sind”’. Insbesondere Kollagen Typ I wird aufgrund seines ubiquitiren

t73

Vorkommens héufig eingesetzt’>. Auch aus zahlreichen weiteren Materialien wie

Fibrinkleber, Alginat, Agarose oder Chitosan werden biologische Matrizes hergestellt’*.
Als Grundlage synthetischer Matrizes kommen vor allem Polymilchsaure,

Polyglykolsiure und Polyethylenglykol zum Einsatz’>.

Bioreaktoren und Wachstumsfaktoren

Heutzutage ist nicht nur die Wahl der Zellen und der Matrizes beim Tissue Engineering
von Bedeutung. Auch werden teilweise Wachstumsfaktoren, Bioreaktoren und
biophysiologische Stimuli eingesetzt. Erstere beispielsweise helfen bei der
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Chondrozyten. Bei der
Verwendung von Chondrozyten schiitzen sie diese zudem vor dem Verlust ihres
Phinotyps®. Zum Einsatz kommen unter anderem Wachstumsfaktoren aus der TGF-p-
und der IGF-Familie®. Verschiedene biophysiologische Stimuli sollen ebenfalls zur
Differenzierung und Proliferation von Chondrozyten und zur adidquaten Bildung von
neuem Knorpelersatzgewebe beitragen. So hat sich beispielsweise gezeigt, dass ein
niedriger Sauerstoffpartialdruck zur Redifferenzierung von differenzierten Chondrozyten
fiihren kann’®. Ebenfalls wird der Einfluss von mechanischen Stimuli auf Tissue-
Engineering-Produkte untersucht. Da natives Knorpelgewebe unter physiologischen
Bedingungen verschiedenen mechanischen Belastungen ausgesetzt ist, wird
angenommen, dass mechanische Stimuli auch relevant bei der Organisation des

kiinstlichen Knorpelgewebes sind®’.
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Aktuelle Entwicklungen

Zahlreiche Studien beschéftigen sich mit den einzelnen Komponenten des Tissue
Engineerings und vergleichen diese miteinander. Dennoch herrscht nach wie vor
Uneinigkeit iiber den besten Ansatz beim Tissue Engineering. Es deutet sich aktuell
jedoch ein Trend an, denn zwei Entwicklungen sind vermehrt zu beobachten. Zum einen
wird zunehmend dariiber diskutiert, ob zusétzlich zugefiigte Zellen iiberhaupt notwendig
sind oder ob zellfreie Matrizes allein nicht ausreichend sind und ein &hnlich gutes
Ergebnis erzielen kénnen®. Die Verwendung zellfreier scaffolds hat den entscheidenden
Vorteil, dass sie niedrigere Zulassungsanforderungen erflillen miissen, was mit
reduzierten Entwicklungskosten einhergeht>®. Zum anderen riicken One-Step-Verfahren
verstérkt in den Fokus des Interesses’’. Die Griinde dafiir liegen auf der Hand. Es ist nicht
notwendig, zunichst gesundes Knorpelgewebe von den Patienten zu entnehmen und die
Chondrozyten wochenlang im Labor zu proliferieren. Dies senkt die Kosten und zudem
auch die Belastung fiir den Patienten. Noch wesentlicher ist die Tatsache, dass durch die
Reduktion auf eine einzige Operation das Risiko verschiedener Komplikationen wie

Infektionen gesenkt werden kann”’.

1.4  Fragestellung und Hypothese der Studie

Drei Fragestellungen sollen im Wesentlichen mit der vorliegenden Dissertation

beantwortet werden:

1. Wie stark schadet ein Knorpelschaden dem gegeniiberliegenden Knorpel?
2. Unterscheidet sich der Schaden je nach Testmedium?

3. Kann ChondroFiller den Schaden minimieren?

Der Autor dieser Arbeit vermutet, dass ein Knorpelschaden auch dem
gegentiberliegenden Knorpel einen relevanten Schaden zufiigt. Des Weiteren geht er
davon aus, dass der Schaden bei den in NaCl durchgefiihrten Versuchen hoher ausfallen
wird als bei denen in Hyaluronsdure. Auch erwartet der Autor eine Minimierung des

Knorpelschadens durch den Einsatz von ChondroFiller.
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2 Material und Methodik

In diesem Kapitel wird zundchst das Studiendesign vorgestellt (Kapitel 2.1).
Anschliefend wird die Herstellung der porcinen Knochen-Knorpel-Zylinder beschrieben
(Kapitel 2.2), gefolgt von der Préparation des medialen Tibiaplateaus, welches als
Reibepartner dient (Kapitel 2.3). Ein zentraler Bestandteil der Arbeit ist die
biomechanische Testung am Reibepriifstands, dessen Aufbau und Funktionsweise in
Kapitel 2.4 erlautert werden. In Kapitel 2.5 wird die Herstellung der histologischen
Priparate detailliert dargestellt, einschlieBlich Einbettung, Schnittanfertigung, Schleif-
und Polierprozesse sowie der Farbung der Préparate. AbschlieBend wird in Kapitel 2.6

die histologische Beurteilung der Priparate anhand der Schadenstabelle beschrieben.

2.1  Studiendesign

Zur Klarung der Fragestellungen wurden an einem Reibepriifstand unterschiedliche Tests
durchgefiihrt. Zentrales Element waren dabei Knochen-Knorpel-Zylinder, die aus
porcinen Kniegelenken gewonnen wurden. Diese wurden unbearbeitet als bewegliche
Reibekomponente in den Priifstand installiert. Nach den Reibeversuchen wurden aus den
Knorpel-Knochen-Zylindern histologische Priparate hergestellt, und der mikroskopische
Schaden wurde bestimmt. Als starrer Reibepartner fiir die Knorpel-Knochen-Zylinder
fungierte ein porcines Tibiaplateau, das je nach Versuchsprotokoll entweder als
Kontrollgruppe ebenfalls unverdandert gelassen (Knorpel gegen Knorpel) oder vor
Testung bearbeitet wurde, damit der Einfluss verschiedener Oberflichen auf den
gegeniiberliegenden Knorpel im Reibepriifstand untersucht werden konnte. Dazu gehorte,
dass entweder der gesamte Knorpel entfernt (Knochen gegen Knorpel), ein
Knorpelschaden gesetzt (Knorpeldefekt gegen Knorpel) oder ein gesetzter
Knorpelschaden zusétzlich mit ChondroFiller (CF) ausgefiillt wurde (Knorpeldefekt mit
CF gegen Knorpel). Zwei weitere Parameter, die abgesehen von der
Knorpelbeschaffenheit variiert wurden, sind das Testmedium (Hyaluronsdure oder NaCl)
und die Laufzeit. Jede Versuchsreihe wurde in einer ein- und einer sechsstiindigen
Version durchgefiihrt. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die durchgefiihrten

Versuchsanordnungen:
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Versuchsanordnung Abkiirzung

Knorpel gegen Knochen in NaCl fiir 1 Stunde C-BNaCl1h

Knorpel gegen Knochen in NaCl fiir 6 Stunden C-BNaCl6 h

Knorpel gegen Knorpeldefekt in NaCl fiir 1 Stunde C-CD NaCl 1 h

Knorpel gegen Knorpeldefekt in NaCl fiir 6 Stunden C-CD NaCl 6 h

Knorpel gegen Knorpeldefekt mit CF in NaCl fiir 1 Stunde C-CD CF NaCl 1 h
Knorpel gegen Knorpeldefekt mit CF in NaCl fiir 6 Stunden C-CD CF NaCl 6 h
Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsaure fiir | Stunde C-C Hyaluronsdure 1 h
Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsaure fiir 6 Stunden C-C Hyaluronsdure 6 h
Knorpel gegen Knorpeldefekt in Hyaluronséure fiir 1 Stunde C-CD Hyaluronsdure 1 h
Knorpel gegen Knorpeldefekt in Hyaluronséure fiir 6 Stunden C-CD Hyaluronsdure 6 h

Tabelle 1: Liste der durchgefiihrten Versuche samt dazugehorigen Abkiirzungen

Jede Versuchsreihe wurde dreimal mit verschiedenen Knochen-Knorpel-Zylindern
durchgefiihrt (n = 3), und von jedem wurden anschlieend zwei histologische Priparate
hergestellt und histologisch befundet. Abbildung 7 gibt einen Uberblick iiber die

einzelnen Arbeitsschritte, die in den folgenden Abschnitten ausgefiihrt sind.

Praparation Schweineknie

v

Entnahme Knochen-Knorpel-Zylinder

v

Tests am Reibepriifstand

v

Anfertigung der Préparate

v

Histologische Schadensbefundung

Abbildung 7: Schema der Arbeitsschritte

Die Herstellung und Priifung der Knorpel-Knochen-Zylinder erfolgten durch Herrn Peng

Li gemeinsam mit Mitarbeitern der Anatomie der LMU Miinchen. Die anschlie3ende
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Anfertigung der Préparate, die histologische Schadensbefundung sowie die Auswertung

und Beurteilung der Ergebnisse erfolgten durch den Autor dieser Studie.

2.2 Gewinnung der Knochen-Knorpel-Zylinder

2.2.1 Préparation der Schweineknie

Als Untersuchungsmaterial fiir die Tests am Reibepriifstand wurden porcine Knochen-
Knorpel-Zylinder von weilen deutschen Hausschweinen eingesetzt. Der Vorteil bei der
Verwendung porciner Knie anstelle von humanen liegt insbesondere in der leichteren
Beschaffung begriindet. Menschliche Kadaverknie sind héiufig kostspielig und
mengenmafig limitiert. Schweineknie hingegen konnen unbegrenzt und kostenfrei vom
Schlachthof bezogen werden. Insgesamt wurden hierfiir 30 Schweineknie bendtigt, die
unmittelbar nach dem Schlachtvorgang vom Schlachthof (Firma Wilhelm Mirz
FleischgroBhandel, Miinchen) abgeholt wurden. Die Schweine waren allesamt Jungtiere
mit einem durchschnittlichen Alter von fiinf bis sieben Monaten und einem Gewicht von
jeweils ca. 80 kg (+ 8,5 kg). Zur Haltbarmachung wurden die Knie nach der Schlachtung
bei —21 °C tiefgefroren’®. Erst unmittelbar vor der jeweiligen Priparation wurden die
Knie iiber Nacht bei Raumtemperatur wieder aufgetaut. Bevor die Knochen-Knorpel-
Zylinder entnommen werden konnten, mussten die porcinen Kniegelenke zunichst
pripariert werden. Abbildung 8 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen

Priparationsschritte.
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Abbildung 8: Ubersicht iiber die Priiparationsschritte (aus Diermeier, 2018)"

Zunichst wurden die Muskulaturreste entfernt, die bei der Schlachtung am Knochen
verblieben sind (Abb. 8, 1). AnschlieBend erfolgte die Er6ffnung der Kniegelenkkapsel
durch einen Schnitt entlang des lateralen Patellarandes (Abb. 8, 2). Die Patellarsehne
wurde bis zu threm tibialen Ansatz verfolgt und dort abgesetzt. Anschlieend konnte die
ventrale Kapsel samt Hoffa’schem Fettkorper entfernt werden (Abb. 8, 3). Ein erster
Blick auf die Femurkondylen und das ventrale Tibiaplateau ermdglichte den Ausschluss
bereits makroskopisch sichtbarer Knorpelschdden. Die Préparation wurde an den
Kollateralbdndern fortgesetzt, die ebenfalls ansatznah abgesetzt wurden (Abb. 8, 4).
Damit die Kapsel weiter erdffnet werden konnte, erfolgte beidseits ein Schnitt entlang

des Gelenkspalts oberhalb der Menisci nach dorsal. Die zum Vorschein kommende
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Arteria poplitea wurde mitsamt dem umgebenden Bindegewebe entfernt. Auch das
hintere Kreuzband wurde anschlieBend tibianah durchtrennt (Abb. 8, 5). Nach
Préaparation der AuBlenrdnder der Menisci wurde das Kniegelenk in eine maximale
Flexionsstellung gebracht. Diese Position erlaubte einen guten Blick auf das vordere
Kreuzband und dessen Insertion an der lateralen Wand der Fossa intercondylaris, an der
es danach durchtrennt wurde (Abb. 8, 6). Zuletzt wurden die Menisci entfernt. Dazu
wurde zundchst das dorsale Band des Auflenmeniskus am femoralen Ansatz abgesetzt
und anschlieBend der komplette Meniskus. AnschlieBend wurde auch der mediale
Meniskus vom Tibiaplateau entfernt. Bei freiliegenden Knorpelflichen beider
Gelenkpartner konnten die Knorpel-Knochen-Zylinder gewonnen werden (vgl. Abb. 9).

Abbildung 9: Blick auf die Femurkondylen (li.) und das Tibiaplateau (re.) eines porcinen Kniegelenks
(aus Diermeier, 2018)"

2.2.2  Entnahme der Knochen-Knorpel-Zylinder

Die Entnahme der Knorpel-Knochen-Zylinder erfolgte mithilfe des Osteochondral
Autograft Transfer System (OATS) der Firma Arthrex (Florida, USA; vgl. Abb. 10). Das
Entnahmeset ist in verschiedenen Grof3en erhéltlich, je nachdem, welchen Durchmesser
der entnommene Knorpel-Knochen-Zylinder besitzen soll. Fiir diese Arbeit wurde fiir die
Zylinder ein Durchmesser von 10 mm gewéhlt. Die Hohe betrug 10—12 mm. Ein Set
besteht aus je einem Spender- und Empfangerhohlmeillel (Donor und Recipient) und
weiteren Instrumenten, die fiir Entnahme und Einbringung der Zylinder niitzlich sind,

zum Beispiel einem Kernextruder und einem Stopfer.
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Abbildung 10: OATS-Entnahmesystem der Firma Arthrex (aus Diermeier, 2018)"

Mithilfe des Spenderhohlmeiflels wurde der Knorpel-Knochen-Zylinder entnommen.
Zundchst wurde der Stempel im Hohlmeillel komplett nach vorn geschoben, sodass er
iiber dessen scharfen Rand hinaussteht. Dieses Vorgehen vermindert das Risiko
ungewollter Knorpelschiddigungen bei der Positionierung. Der Stempel wurde senkrecht
auf den Knorpel aufgesetzt und der Hohlmeiflel anschlieBend in das weiche
Knorpelgewebe gedriickt. Dies gewihrleistete eine erste Fixierung des Meillels und
verhinderte ein Verrutschen wéhrend der darauffolgenden Hammerschlige.
Anschliefend wurde der Spenderhohlmeif3el bis zu der angegebenen 10-mm-Markierung
in den subchondralen Knochen eingeschlagen. Zur Ablosung des Zylinders vom
restlichen Knochengewebe wurde eine kurze schnelle Rotationsbewegung durchgefiihrt.
Unter langsamem Drehen wurde der HohlmeiBel samt Knorpel-Knochen-Zylinder
anschlieBend wieder aus dem Gewebe gezogen. Mithilfe eines Stabes, der von oben in
den HohlmeiBlel eingefiihrt wurde, konnte der soeben gewonnene Zylinder
herausgedriickt werden. Abbildung 11 zeigt einen gewonnenen Knorpel-Knochen-

Zylinder.
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Abbildung 11: Mediales Tibiaplateau mit gesetztem 6-mm Defekt (links) und gewonnener Knorpel-
Knochen-Zylinder mit 10 mm Durchmesser (rechts)

Auf Abbildung 11 ist zudem ein mediales Tibiaplateau mit gesetztem Knorpeldefekt
(6 mm) zu sehen, das als starrer Reibepartner eingesetzt wurde. Als Entnahmestelle fiir
die Knorpel-Knochen-Zylinder wurde die Mitte des medialen Femurkondylus gewéhlt.
Die Entnahme der Knorpel-Knochen-Préiparate erfolgte generell aus dem medialen
Kniekompartiment, da fokale Knorpelschiden dort hiufiger sind als im lateralen*®37 (vgl.

Abb.12). Das mediale Tibiaplateau wurde je nach Versuchsanordnung weiterbearbeitet.

Abbildung 12: Vergleich des medialen und lateralen Tibiaplateaus eines porcinen Kniegelenks (aus
Diermeier, 2018)”
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2.3  Weiterverarbeitung des medialen Tibiaplateaus

2.3.1 Setzung des Knorpeldefekts

Fiir einige Versuchsanordnungen war es zundchst notwendig, am medialen Tibiaplateau
einen standardisierten Knorpeldefekt zu setzen. Als Defektdurchmesser wurden 6 mm
festgelegt. Zudem sollte der Knorpeldefekt die komplette Knorpeldicke umfassen. Fiir
eine gute Reproduzierbarkeit wurde hierfiir ebenfalls der Spenderhohlmeif3el (6 mm) des
OATS der Firma Arthrex (Florida, USA) verwendet (vgl. Abb. 6). Dieser wurde bis zum
Knorpel-Knochen-Ubergang eingebracht und nur der Knorpel entfernt. Sollten
Knorpelreste im Bereich des gesetzten Defekts verblieben sein, so wurden sie mithilfe
eines scharfen Loffels abgekratzt, sodass im gesamten Defektareal der subchondrale
Knochen sichtbar war (vgl. Abb. 13).

Abbildung 13: Eingespanntes mediales Tibiaplateau mit standardisiert gesetztem Knorpeldefekt mit CF
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2.3.2 Fiillung mit ChondroFiller

ChondroFiller (CF) ist ein Produkt der Firma Amedrix GmbH (Esslingen, Deutschland)
und wird als formstabiles Gel (ChondroFiller®) oder in fliissiger Form
(ChondroFiller'®¢) angeboten. Es ist ein zellfreies Kollagenimplantat, das aus Kollagen
Typ I besteht und zur Einwanderung von Knorpel- und Stammzellen fithren soll.
ChondroFiller®® ist in verschiedenen Durchmessern und Héhen erhiltlich, beliebig
zuzuschneiden und eignet sich laut Hersteller so zum Einsatz fiir alle géngigen
DefektgroBen. Geliefert wird es in tiefgefrorenem Zustand und wird mittels Fibrinkleber
im Defekt fixiert. ChondroFiller'™¢ wird als Zweikammerspritze geliefert. Nach
Injektion in die Defektzone entsteht innerhalb weniger Minuten eine formstabile Matrix,
die dem Produkt ChondroFiller entspricht. Aufgrund der leichteren Handhabung wurde
dieses zur Auffiillung der Knorpeldefekte eingesetzt. Normalerweise kann
ChondroFiller'™¢ arthroskopisch in den Knorpeldefekt im Kniegelenk eingebracht

werden. In diesem Fall lag der Defekt jedoch ohnehin frei.

2.4 Reibepriifstand

Die Tests wurden im Reibepriifstand des biomechanischen Labors der Klinik fiir
Orthopéddie und Unfallchirurgie des Klinikums rechts der Isar in Miinchen durchgefiihrt.
Der Reibepriifstand ermdglicht das Testen zweier Proben gegeneinander bei einstellbarer
Kraft und Reibeldnge und wurde eigens zur Durchfithrung zyklischer Dauerbelastungen
entwickelt. Die erste Versuchsreihe, die am Reibepriifstand erfolgte, untersuchte den

Einfluss von Meniskusnihten auf den gegeniiberliegenden Knochen”.

2.4.1 Aufbau

Der Reibepriifstand besteht aus mehreren Bestandteilen (vgl. Abb. 14):
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Abbildung 14: Aufbau des Reibepriifstands; 1) Motor und Getriebe, 2) Drehachse, 3) Achslagerung, 4)
Exzenter, 5) Auffanggefdl3, 6) fixierte Probe, 7) bewegliche Probe, 8) Zugfeder, 9) Kraftsensor, 10)
Kraftanzeige, 11) Einstellung Wegamplitude, 12) Drehzahl, 13) Zyklenzéhler

Ein Elektromotor (1) fungiert als Getriebe und fiihrt Rotationsbewegungen durch. Diese
werden mithilfe eines Excenters (4) in Translationsbewegungen umgewandelt. Durch
Anderungen der Position des Excenters lisst sich die Reibelinge der Proben variieren
(zwischen 2 mm und 20 mm). Zwei entsprechende Vorrichtungen ermdglichen die
Installation der Proben in den Reibepriifstand. Eine davon befindet sich starr in der
Grundplatte und bleibt auch wéhrend der Testung fixiert (6). Hierbei handelt es sich um
zwel Metallbacken, in die die Probe eingeklemmt werden kann. Die andere Probe kann
oberhalb davon mithilfe eines Metallrings an einen beweglichen Metallschlitten befestigt
werden (7). Dieser fithrt wihrend des Tests die Translationsbewegungen durch. Die
bewegliche Probe reibt folglich zyklisch auf der fixierten Probe. Mithilfe einer Feder kann
zudem ein axialer Druck auf die Proben gegeben werden (8). Durch ein Rad ldsst sich die
Spannung der Feder verstellen und somit der applizierte Druck variieren. Umgeben ist

die Grundplatte von einem Auffanggefal (5). Dieses erlaubt je nach Versuchsautbau das
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Fiillen der Testkammer mit verschiedenen Fliissigkeiten, sodass die Tests in
unterschiedlichen Medien durchgefiihrt werden konnen. In dieser Arbeit waren das
entweder Hyaluronsiure oder NaCl. Uber einen Ablasskanal konnen die Medien jederzeit
gewechselt werden. Zudem sind im Reibepriifstand zwei Sensoren integriert, die die Ist-
Werte wihrend des Tests registrieren. Ein Sensor misst dabei die Drehzahl, der andere
die aktuell applizierte Kraft. Die gemessenen Werte werden auf digitale Anzeigen

iibertragen. Eine weitere digitale Anzeige zeigt die aktuelle Zyklenzahl.

2.4.2 Funktionsweise und Testablauf

Vor Teststart wurden zunéchst die Proben in den Priifstand installiert. Das bearbeitete
Tibiaplateau (zum Beispiel mit Knorpelschaden) wurde zwischen den Metallbacken der
Grundplatte geklemmt (vgl. Abb. 13, S. 26). Die Knorpel-Knochen-Zylinder fungierten
hingegen als bewegliche Reibepartner (vgl. Abb. 15). Dazu wurden sie zunichst in den

Metallring geklemmt und anschliefend durch diesen an den Metallschlitten geschraubt.

Metallschlitten l N
e _-H-
» F\_/\/_
W
_~S —
Auffanggefil3 B -«— —> Testmedium
— fEM
Knorpel-Knochen-Zylinder Tibiaplateau Metallbacken

Abbildung 15: Schemazeichnung der in den Priifstand installierten Zylindern

AnschlieBend mussten die gewiinschten Testparameter eingestellt werden. Fiir diese
Arbeit wurden in Anlehnung an die Studie von Venjakob et al.” folgende Parameter

gewihlt:

- Priiflast: 33 N

- Reibeldnge: 10 mm

— Zyklusfrequenz: 1 Hz

— Zyklenzahl: 3600 oder 21600
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Die Priiflast wurde in der Venjakob-Studie abhingig von dem Schweinegewicht, der
Gelenkoberflache eines Schweineknies sowie dem Durchmesser der Knorpel-Knochen-
Zylinder (10 mm) kalkuliert und mit 33 N berechnet. Dadurch ergab sich eine Stressrate
von 0,42 MPa. Da die Schweine in dieser Arbeit ein dhnliches Gewicht aufwiesen, wurde
fiir die Versuche ebenfalls eine Priiflast von 33 N verwendet. Auch die Testdauer wurde
gleich gewihlt (eine oder sechs Stunden). Bei einer Zyklusfrequenz von 1 Hz (adaptiert
an normales Gehen) war folglich eine Zyklenzahl von 3600 fiir die einstiindigen bzw.
eine Zyklenzahl von 21 600 fiir die sechsstiindigen Versuchsreihen notwendig. Die
Reibeldnge betrug 10 mm. Vor Teststart wurden nochmals alle Parameter kontrolliert,
und die richtige Installation der Reibepartner wurde {iberpriift. Anschlieend wurde je
nach Versuchsaufbau das Auffanggefdl mit kiinstlicher Gelenkfliissigkeit oder NaCl
gefullt.

Nach Starten einer Versuchsreihe lief der Reibepriifstand ohne Unterbrechung fiir die
jeweilige Testdauer. Der Reibepriifstand ist so konzipiert, dass er sich nach der
eingestellten Zyklenzahl automatisch abschaltet. Wéhrend eines Testlaufs wurde in
regelméBigen Abstinden die korrekte Funktionsweise des Priifstands kontrolliert. Die
getesteten Proben wurden anschlieBend in Methylmethacrylat (MMA) fixiert, wie im
folgenden Abschnitt erldutert.

2.5 Herstellung der histologischen Préaparate

Die Weiterverarbeitung der Knochen-Knorpel-Zylinder erfolgte in einem Labor der
anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen. Dort wurden alle
folgenden Schritte von der Einbettung in Methylmethacrylat bis hin zur mikroskopischen
Befundung der Priparate durchgefiihrt.

2.5.1 Einbettung in Methylmethacrylat

Bevor von den Knorpel-Knochen-Zylindern 100 um dicke Schnitte hergestellt wurden,
erfolgte zunéchst eine Einbettung der Proben in ein Methylmethacrylatgemisch (MMA).
Dieses Vorgehen ermoglichte eine Fixierung der Proben und erleichterte gleichzeitig die
Herstellung histologischer Schnitte, da die Proben schneidfdhiger gemacht wurden. Als
Einbettungsprotokoll wurde die Miinchner Vorschrift Standard fir Knochen verwendet
(siche Tabelle 2) und an die Probengrof3e angepasst.
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Einlegmedium Dauer
50 % Ethanol 1 Tag

70 % Ethanol 3 Tage
80 % Ethanol 3 Tage
90 % Ethanol 3 Tage
100 % Ethanol 3 Tage
100 % Ethanol 3 Tage
Xylol 3 Tage
Xylol 3 Tage
Methanol 3 Tage
Methanol 3 Tage
MMA pur 3 Tage
MMA pur 3 Tage
MMA pur 3 Tage

Methylmethacrylatgemisch

3 Tage in Kiihlschrank

Tabelle 2: Miinchner Vorschrift Standard fiir Einbettung von Knochen

Der gesamte Einbettungsvorgang erforderte mehrere einzelne Schritte und erstreckte sich

iiber einen Zeitraum von einigen Wochen. Zunéchst wurden die Proben fiir zwei Stunden

unter flieBendes Wasser gegeben, damit kristalline Niederschldge des Fixationsmediums

in den fertigen Blocken vermieden wurde. Anschlieend erfolgte die Entwésserung der

Knochen-Knorpel-Zylinder in einer aufsteigenden Alkoholreihe in Glasgefdafen. Dieser

Schritt ist fiir die Einbettung nétig, da MMA nicht mit Wasser mischbar ist®. Nach dem

Entwisserungsvorgang wurden die Proben mithilfe von Xylol entfettet, ehe sie in pures

Methylmethacrylat (Merck 800590) gegeben wurden. Ein Methylmethacrylatgemisch ist

eine klare Fliissigkeit und wird unter anderem zur Herstellung von Acrylglas verwendet.

Damit die eingebettete Probe beim Schneidevorgang nicht splittert, wird deshalb das pure

Methylmethacrylat durch ein MMA-Gemisch (vgl. Tabelle 3) ausgetauscht.

MMA-Gemisch bestehend aus:

Funktion

1000 ml Methylmethacrylat (Merck 800590)
250 ml Nonylphenyl-polyethylenglycol-acetat (Fluka 74332)
35 g Benzoylperoxid (Merck 801641)

Einbettungsmedium
Weichmacher

Katalysator

Tabelle 3: Zusammensetzung des MMA-Gemischs
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Das eingesetzte Nonylphenyl-polyethylenglycol-acetat dient dabei als eine Art
Weichmacher, der den MMA-Block schneidfdhig macht. Benzoylperoxid wird als
Katalysator fiir die anschlieende Polymerisation benétigt. Dazu wurden die Proben mit
dem Methylmethacrylatgemisch in einem Glasgefall bei 22 °C zum Polymerisieren in
einen Wiarmeschrank gegeben. Nach Aushértung der Blocke wurde das Glas vorsichtig
abgeschlagen, und es konnte mit der Anfertigung der Schnitte begonnen werden (vgl.

Abb. 16).

Abbildung 16: In MMA-Gemisch eingebetteter Knochen-Knorpel-Zylinder

2.5.2 Anfertigung der Schnitte

Von den in MMA-eingebetteten Proben wurden anschlieBend mithilfe eines
Sagemikrotoms (SP 1600, Leica, Nussloch, Deutschland) ca. 200 um dicke Schnitte
hergestellt. Das Sdgemikrotom ist eine Innenlochsdge mit Diamantschneideblatt (300 pm
Dicke), bei dem sowohl Schnittdicke als auch Probenvorschubgeschwindigkeit

einstellbar sind (vgl. Abb. 18, rechts). Das Praparat wurde mit Sekundenkleber (Cyanolit
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201, Biirklin, Oberhaching) auf einen Messingblock geklebt, der iiber eine Schiene in der
Lochmitte des Ségeblattes befestigt werden kann. Eine kontinuierliche Kiihlung mit
Wasser minimiert zudem mdogliche Hitzeschddigungen des Pradparats durch den
Schneidevorgang (vgl. Abb. 18, rechts, S. 35). Auf diese Weise wurden aus der Mitte des
Knorpel-Knochen-Zylinders sechs Schnitte angefertigt. Lediglich die beiden mittleren
wurden weiterbearbeitet (vgl. Abb. 17). Vier Schnitte wurden als Reserve in einem

Préaparatbuch einsortiert und autbewahrt.

Abbildung 17: Knochen-Knorpel-Zylinder mit eingezeichnetem Schema der Entnahmestellen der
Schnitte. Lediglich die beiden mittleren (blau) wurden weiterverarbeitet. Die dulleren vier (schwarz) sind
Reserve.

GroBBe MMA-BIocke, die sich nicht auf den Messingblock kleben lieen, wurden zuvor
mithilfe einer Bandsédge (FK23, Bizerba, Balingen) auf die gewiinschte Grofle getrimmt

(vgl. Abb. 18, links).
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Abbildung 18: li.: Bandsdge FK23 Bizerba; re.: Sdgemikrotom SP1600 ohne (oben) und mit Probe
(unten)

Unmittelbar nach dem Schneiden mit dem Sdgemikrotom erfolgten mithilfe eines
digitalen Mikrometers (Digimatic Micrometer, Mitutoyo, Kawasaki, Japan) eine exakte
Messung und Dokumentation der Schnittdicke. Die Dicke wurde dabei immer in der
Priparatmitte gemessen. AnschlieBend wurden die Préparate zwischen zwei beschwerten
Glasplatten fiir ungefiahr eine Woche getrocknet, sodass eine Wellenbildung vermieden
wurde.

Die getrockneten Schnitte wurden mithilfe von Sekundenkleber (Cyanolit 201, Biirklin,
Oberhaching) auf durchsichtige Objekttrager geklebt, beschriftet und fiir 15 Minuten
zwischen zwei Teflon- und zwei Metallplatten in einen Schraubstock eingespannt. Beim
Kleben war es relevant, Luftblasen zwischen Priparat und Objekttrager zu vermeiden,
damit die spitere Befundung unter dem Mikroskop nicht erschwert wird. Sowohl die
Objekttragerdicke als auch die Gesamtdicke von Priparat, Kleber und Objekttriager

wurden dokumentiert.
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2.5.3 Schleifen und Polieren der Préparate

Mithilfe dieser Werte lieB sich beim darauffolgenden Schleifvorgang das erforderliche
Abtragungsausmal} errechnen. Angestrebt war eine Priaparatdicke von ca. 100 um. Zum
Schleifen wurde der Objekttrager samt aufgeklebtem Prédparat durch einen Vakuumsog
an der Probenfiihrung der Schleifmaschine (Mikro-Schleifsystem 400 CS, Exakt,
Norderstedt) befestigt (vgl. Abb. 19). Das Schleifpapier (Schleifscheiben Discs P 1200,
Hermes, Hamburg-Lurup) wurde auf den befeuchteten Schleifteller gelegt und alleinig
durch Kapillarkréfte fixiert. Zusétzliches Gewicht ermoglichte das Herablassen der
Probenfiihrung auf den Schleifteller. Nach Eingabe der gewiinschten Abtragungsdicke an
der Steuerungseinheit und Anstellen der Wasserzufuhr wurde der Schleifvorgang
gestartet. Dabei wurde die Probe auf dem drehenden Schleifteller in linearer Bewegung
von einer Seite zur anderen gefahren. Nach Erreichen der gewiinschten Abtragung stoppte
die Maschine selbststindig. Es erfolgten eine neue Messung und Dokumentation der
Préparatdicke. Der Schleifvorgang wurde so oft wiederholt, bis die gewiinschte Dicke

von etwa 100 pm erreicht wurde und das Praparat glatt und von Kleberresten befreit war.

Abbildung 19: Mikro-Schleifsystem Exakt 400 CS
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Nach erfolgreichem Schleifen folgte das Polieren der Priparate fiir 20 Minuten, damit
eventuelle Kratzspuren beseitigt wurden. Fiir den Poliervorgang wurde dieselbe
Maschine verwendet. Lediglich das Schleifpapier wurde gegen ein Polierpapier (Hermes
P 4000, Hamburg-Lurup) ausgetauscht. Nach dem Polieren erfolgte eine erste
mikroskopische Betrachtung der Nativpriparate, sodass vor der Férbung eine gute
Qualitét der Proben sichergestellt wurde. Auch makroskopisch sollte der Schnitt glasklar
sein und keine Kleberreste aufweisen. Die Priparate, bei denen das Polieren im Gerét
nicht ausreichend war und nach wie vor starke Kratzer sichtbar waren, wurden

anschlieBend mithilfe von Diamantpulver zusétzlich von Hand poliert.

2.5.4 Firbung der Préiparate

Als Fiarbemethode wurde eine Giemsa-Eosin-Féarbung gewéhlt, da sich hier die einzelnen
Bestandteile des Knochen- und Knorpelgewebes besonders gut zeigen und abgrenzen
lassen. Typischerweise erscheint bei dieser Methode mineralisiertes Gewebe rosa,

Kollagen und Osteoid blassblau und Knorpel rot-violett (vgl. Tabelle 4).

Gewebe Farbton
Mineralisiertes Gewebe Rosa
Kollagen Blassblau
Osteoid Blassblau
Knorpel Rot-violett

Tabelle 4: Farbeergebnis bei Giemsa-Eosin-Farbung

Auch Blut- und Knorpelzellen werden angeférbt, einzelne Faseranordnungen innerhalb
der Knorpelschicht sind allerdings nicht differenzierbar. Lediglich die oberste Schicht des
Knorpels, die Tangentialfaserschicht, ldsst sich bei dieser Farbemethode durch das

Vorhandensein lédnglich-ovaler Zellen erkennen (vgl. Abb. 20).
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Abbildung 20: Histologisches Préiparat mit sichtbarem Knorpel- und Knochengewebe in Giemsa-Eosin-

Féarbung

Die Préaparate wurden auf eine Farbebank gelegt und zunichst fiir 15 Minuten mit 0,1-
prozentiger Ameisensiure angeitzt, damit sie fiir die Farbemittel empfanglicher wurden.
Nach Abschiitten und Abtupfen der Ameisenséure erfolgte der erste Farbeschritt mit einer
Giemsa-Losung (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Diese wurde zundchst im
Wirmeschrank auf 60 °C erhitzt und mit einer Pipette gleichméBig auf die Préparate
aufgetragen. AnschlieBend wurde die Farbebank samt angefirbten Schnitten mit einem
Deckel verschlossen und fiir 30 Minuten bei 60 °C in eine feuchte Kammer gestellt. Nach
Abschluss der 30 Minuten wurden die Objekttrager kurz in 0,1-prozentige Essigsdure
getaucht, sodass die iiberschiissigen Farbreste auf den Priparaten entfernt wurden. Fiir
den néchsten Féarbeschritt wurde zunéchst eine 0,1-prozentige Eosin-Losung hergestellt.
Als Ansatz wurden 2 ml Eosin mit 18 ml destilliertem Wasser vorab verdiinnt, und ein
Tropfen hundertprozentiger Eisessig wurde hinzugefiigt. Mit dieser Eosin-Losung
wurden die Schnitte weitere vier Minuten gefarbt und anschlieBend mit destilliertem

Wasser abgespiilt. Bei zu starker Farbung bestand die Moglichkeit, die Probe kurz in 90-
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prozentigem Ethanol zu differenzieren. Die fertigen Priparate wurden in einen

Objekttriagerkasten einsortiert und fiir die abschlieBende Befundung aufbewahrt.

2.6  Histologische Beurteilung der Priparate

Die Beurteilung der gefarbten Priparate erfolgte mithilfe eines Auflichtmikroskops
(Axiophot, Zeiss, Oberkochen; vgl. Abb. 21). Dabei handelt es sich um ein
Forschungsmikroskop der Firma Zeiss, das mit einem sechsfachen Objektivrevolver
ausgestattet ist, bestehend aus Plan-Neofluar-Objektiven (2,5x, 5x, 10x, 20x, 40x, 100x).
Des Weiteren ermdglicht das Axiophot verschiedene Kontrastverfahren, unter anderem
Hellfeld, Phasenkontrast, Polarisations- und Fluoreszenzmikroskopie. Durch eine
integrierte Kamera (AxioCam, Zeiss, Oberkochen) und ein Programm (AxioVision,
Zeiss, Oberkochen) ist es mdglich, die Priparate in Echtzeit auf dem Computer anzusehen
und bei Bedarf histologische Bilder aufzunehmen und zu speichern. Diverse
Programmtools erlauben zudem eine Bearbeitung oder Auswertung der Priparatbilder.
Auf diese Weise konnte unter anderem die Knorpeldicke durch eine integrierte

Messfunktion gemessen werden.

Abbildung 21: Auflichtmikroskop Axiophot der Firma Zeiss mit integrierter Kamera (AxioCam)
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Die Priparate wurden von zwei Personen (A. Pieringer und S. Milz) unabhingig
voneinander zu verschiedenen Zeiten verblindet beurteilt. Dazu wurden die Priparate
zufillig gezogen, und die histologische Befundung wurde notiert. Erst danach erfolgte
die Zuordnung der histologischen Befundung zur Priparatnummer. Ein Fokus lag dabei
auf der Quantifizierung des Knorpelschadens. Diese erfolgte mithilfe einer
Schadenstabelle, die bereits in vorherigen Studien zum Einsatz kam®!®%!. Je nach
Ausmal} der Schadigung wurden die Werte 0—5 vergeben. Sie richten sich maf3geblich
danach, welche Knorpelzonen betroffen sind (vgl. Abb. 22 und Tabelle 5).
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Abbildung 22: Schadenstabelle zur Beurteilung der histologischen Préparate (nach Glaser et al., 2002 und
Milz et al., 1994)8283
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Schadenswert Erkldrung

0 Kein Schaden erkennbar

1 Schaden in Tangentialfaserzone

2 Schaden bis zu 25 % der Ubergangs- und Radirzone
3 Schaden bis zu 50 % der Ubergangs- und Radirzone
4 Schaden bis zu 100 % der Ubergangs- und Radiérzone
5 Schaden bis mindestens in Mineralisationszone

Tabelle 5: Erklédrung zu den Werten der Schadenstabelle

Fiir die Wertevergabe wurde stets die Stelle mit dem groBten Knorpelschaden innerhalb
eines Préparats herangezogen. Sonstige Auffilligkeiten im Préparat wurden ebenfalls
notiert. Alle Ergebnisse wurden anschliefend sortiert nach Versuchsgruppen in eine
Excel-Tabelle eingetragen, und der Schadendurchschnittswert jeder Gruppe wurde

errechnet. Das folgende Kapitel zeigt die ermittelten Ergebnisse.
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3 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse aus der mikroskopischen Befundung gezeigt.
Abbildung 23 liefert zunichst einen Uberblick iiber die Haufigkeit der zugewiesenen

Schadenswerte ohne Gruppenaufteilung.

Schadensverteilung

Schaden Grad 5 8%

Schaden Grad 4 8%

Schaden Grad 3 38%

Schaden Grad 2 25%

Schaden Grad 1 17%

Schaden Grad 0 4%

o I
=

n (Proben)

Abbildung 23: Balkendiagramm zur Verteilung des Knorpelschadens der Knochen-Knorpel-Zylinder, die
einheitlich bewertet wurden. Jeweils Angabe der absoluten Werte (x-Achse) und in Prozent (iiber
Balken). n (gesamt) = 24

Es wird ersichtlich, dass der GroBteil der Priparate deutliche Knorpelschiden zeigte.
Uber ein Drittel der Priparate wies einen Schaden Grad 3 auf und beinahe zwei Drittel
der Priparate einen Schaden Grad 2 oder Grad 3. Kein Knorpelschaden, mild ausgeprégte
Knorpelschidden (0 oder 1) sowie extreme Knorpelschiden (4 oder 5) kamen indes

seltener vor.

In Abbildung 23 sind allerdings nur 24 der insgesamt 30 Proben aufgefiihrt. Das liegt
daran, dass sechs Proben durch die Befunder hinsichtlich des Knorpelschadens
unterschiedlich beurteilt wurden. In diesen Féllen wurde den Proben der Mittelwert der
beiden Schadenswerte zugewiesen. Die Werte hierfiir konnen Abbildung 24 entnommen

werden.
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Schadensverteilung

Schaden Grad 3,5 33%

Schaden Grad 2,5 33%

Schaden Grad 0,5 33%

n (Proben) 0 1

N
w
S
(6]

Abbildung 24: Balkendiagramm zur Verteilung des Knorpelschadens der Knochen-Knorpel-Zylinder, die
von den Befundern unterschiedlich bewertet wurden. Jeweils Angabe der absoluten Werte (x-Achse) und
in Prozent (iiber Balken). n (gesamt) = 6

In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse der histologischen Befundung
gruppenweise aufgefiihrt. Die Schadenswerte sind in Tabellen angegeben, sowohl einzeln
fiir die Befunder (P = Pieringer, M = Milz) als auch als Durchschnittswert. Dabei ist pro
Knochen-Knorpel-Zylinder nur ein Wert angeben, obwohl jeweils beide angefertigten
Schnitte histologisch beurteilt wurden. Dieser Schritt dient der Ubersichtlichkeit, da
beiden Prédparaten einer Probe trotz verblindeter Befundung jeweils derselbe
Schadenswert zugeteilt wurde und eine separate Angabe der Werte somit liberfliissig ist.
Im Anschluss an eine Tabelle ist jeweils beispielhaft das histologische Bild eines
Knochen-Knorpel-Zylinders der entsprechenden Gruppe gezeigt. Sollten die Proben
spezielle Auffilligkeiten aufgewiesen haben, wird das ebenfalls im Abbildungstext des

Préparats erwihnt.

3.1 Knorpel gegen Knorpel in NaCl

Wie eingangs erwihnt, wurde die Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel in NaCl nicht
durchgefiihrt, da die Ergebnisse bereits aus einer anderen Arbeit bekannt sind'®. Der
Vollstindigkeit halber werden hier die Ergebnisse ebenfalls aufgefiihrt (vgl. Tabelle 6).
Abbildung 25 zeigt beispielhaft das histologische Bild eines Knochen-Knorpel-Zylinders

aus dieser Arbeit.
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Versuchsreihe Schadenswert
CCNaCl 24 h Probe 1 0

Probe 2 0

Probe 3 0
CC NaCl 48 h Probe 1 0

Probe 2 0

Probe 3 0
CCNaCl 72 h Probe 1 0

Probe 2 0

Probe 3 0
Gesamt 0

Tabelle 6: Schadenswerte der Versuchsreihen C-C NaCl!?

Abbildung 25: Versuchsgruppe 1, ,Knorpel auf Knorpel‘: tibialer Knorpel in NaCl fiir 24 h, ohne
Schaden, Zylinder 1183-2 bei fiinffacher VergroBerung (aus Diermeier, 2018)"
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3.2 Knorpel gegen Knochen in NaCl

Die Ergebnisse der Versuchsreihe Knorpel gegen Knochen in NaCl sind in Tabelle 7 fiir
die einstiindige Laufzeit und in Tabelle 8 fiir die sechsstiindige Laufzeit dargestellt. Im
Anschluss an eine Tabelle ist jeweils beispielhaft das histologische Bild eines Knochen-
Knorpel-Zylinders der entsprechenden Gruppe gezeigt. Tabelle 9 gibt einen Uberblick

iiber den Gesamtschaden der Versuchsreihe Knorpel gegen Knochen in NaCl.

Ergebnisse der einstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-B NaCl 1 h Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 4 3 3,5

Probe 2 4 3 3,5

Probe 3 4 4 4

Gesamt 3,67

Tabelle 7: Schadenswerte der Versuchsreihe C-B NaCl 1 h

Abbildung 26: Probe 3 C-B NaCl I h, Histologie
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Ergebnisse der sechsstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-BNaCl 6 h Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 3 3 3

Probe 2 4 4 4

Probe 3 3 3 3

Gesamt 3,33

Tabelle 8: Schadenswerte der Versuchsreihe C-B NaCl 6 h

Abbildung 27: Probe 2 der Versuchsreihe C-B NaCl 6 h, Histologie

Gesamtschaden der Versuchsreihe Knorpel gegen Knochen in NaCl

Versuchsreihe C-B NaCl Schadenswert
C-BNaCl1h 3,67
C-BNaCl6h 3,33

Gesamt 3,5

Tabelle 9: Gesamtschadenswert der Versuchsreihe C-B NaCl
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3.3 Knorpel gegen Knorpeldefekt in NaCl

Die Ergebnisse der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt in NaCl sind in Tabelle
10 fiir die einstiindige Laufzeit und in Tabelle 11 fiir die sechsstiindige Laufzeit
dargestellt. Im Anschluss an eine Tabelle ist jeweils beispielhaft das histologische Bild
eines Knochen-Knorpel-Zylinders der entsprechenden Gruppe gezeigt. Tabelle 12 gibt
einen Uberblick iiber den Gesamtschaden der Versuchsreihe Knorpel gegen

Knorpeldefekt in NaCl.

Ergebnisse der einstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-CD NaCl 1 h Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 2 2 2

Probe 2 3 3 3

Probe 3 2 3 2,5

Gesamt 2,5

Tabelle 10: Schadenswerte der Versuchsreihe C-CD NaCl 1 h
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Abbildung 28: Probe 3 der Versuchsreihe C-CD NaCl 1 h, Histologie
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Ergebnisse der sechsstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-CD NaCl 6 h Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 3 3 3

Probe 2 3 3 3

Probe 3 2 2 2

Gesamt 2,67

Tabelle 11: Schadenswerte der Versuchsreihe C-CD NaCl 6 h
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Abbildung 29: Probe 2 der Versuchsreihe C-CD NaCl 6 h, Histologie

Gesamtschaden des Versuchs Knorpel gegen Knorpeldefekt in NaCl

Versuchsreihe C-CD NaCl Schadenswert
C-CDNaCl1h 2,5
C-CDNaCl 6 h 2,67

Gesamt 2,58

Tabelle 12: Gesamtschadenswert der Versuchsreihe C-CD NaCl
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3.4 Knorpel gegen Knorpeldefekt mit CF in NaCl

Die Ergebnisse der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt mit CF in NaCl sind in
Tabelle 13 fiir die einstlindige Laufzeit und in Tabelle 14 fiir die sechsstiindige Laufzeit
dargestellt. Im Anschluss an eine Tabelle ist jeweils beispielhaft das histologische Bild
eines Knochen-Knorpel-Zylinders der entsprechenden Gruppe gezeigt. Tabelle 15 gibt
einen Uberblick iiber den Gesamtschaden der Versuchsreihe Knorpel gegen

Knorpeldefekt mit CF in NaCl.

Ergebnisse der einstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-CD CF NaCl 1 h Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 3 3 3

Probe 2 3 3 3

Probe 3 2 2 2

Gesamt 2,67

Tabelle 13: Schadenswerte der Versuchsreihe C-CD CF NaCl 1 h
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Abbildung 30: Probe 3 der Versuchsreihe C-CD CF NaCl I h, Histologie
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Ergebnisse der sechsstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-CD CF NaCl 6 h Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 2 2 2

Probe 2 3 2 2,5

Probe 3 3 3 3

Gesamt 2,5

Tabelle 14: Schadenswerte der Versuchsreihe C-CD CF NaCl 6 h

Abbildung 31: Probe 1 der Versuchsreihe C-CD CF NaCl 6 h, Histologie

Gesamtschaden des Versuchs Knorpel gegen Knorpeldefekt mit CF in NaCl

Versuchsreihe C-CD CF NaCl Schadenswert
C-CDCFNaCl1h 2,67

C-CD CF NaCl 6 h 2,5

Gesamt 2,58

Tabelle 15: Gesamtschadenswert der Versuchsreihe C-CD CF NacCl
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3.5 Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronséure

Die Ergebnisse der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsdure sind in
Tabelle 16 fiir die einstlindige Laufzeit und in Tabelle 17 fiir die sechsstiindige Laufzeit
dargestellt. Im Anschluss an eine Tabelle ist jeweils beispielhaft das histologische Bild
eines Knochen-Knorpel-Zylinders der entsprechenden Gruppe gezeigt. Tabelle 18 gibt
einen Uberblick iiber den Gesamtschaden der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel in

Hyaluronsdure.

Ergebnisse der einstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert
c-C Pieringer Milz Durchschnitt

Hyaluronsdurel h

Probe 1 0 0 0
Probe 2 1 1 1
Probe 3 1 1 1
Gesamt 0,67

Tabelle 16: Schadenswerte der Versuchsreihe C-C Hyaluronsdurel h

Abbildung 32: Probe 1 der Versuchsreihe C-C Hyaluronsdure 1 h, Histologie
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Ergebnisse der sechsstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-C Hyaluronsdure 6 h  Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 1 0 0,5

Probe 2 1 1 1

Probe 3 3 3 3

Gesamt 15

Tabelle 17: Schadenswerte der Versuchsreihe C-C Hyaluronsiure 6 h

Abbildung 33: Probe 1 der Versuchsreihe C-C Hyaluronsdure 6 h, Histologie

Gesamtschaden des Versuchs Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsdure

Versuchsreihe C-C Hyaluronsdure Schadenswert
C-C Hyaluronsdure 1 h 0,67

C-C Hyaluronsdure 6 h 1,5

Gesamt 1,08

Tabelle 18: Gesamtschadenswert der Versuchsreihe C-C Hyaluronséure
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3.6  Knorpel gegen Knorpelschaden in Hyaluronsiure

Die Ergebnisse der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpelschaden in Hyaluronsdure sind
in Tabelle 19 fiir die einstiindige Laufzeit und in Tabelle 20 fiir die sechsstiindige Laufzeit
dargestellt. Im Anschluss an eine Tabelle ist jeweils beispielhaft das histologische Bild
eines Knochen-Knorpel-Zylinders der entsprechenden Gruppe gezeigt. Tabelle 21 gibt
einen Uberblick iiber den Gesamtschaden der Versuchsreihe Knorpel gegen

Knorpelschaden in Hyaluronsdure.

Ergebnisse der einstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-CD  Hyaluronsdure Pieringer Milz Durchschnitt
1h

Probe 1 2 2 2

Probe 2 0 1 0,5

Probe 3 2 2 2

Gesamt )

Tabelle 19: Schadenswerte der Versuchsreihe C-CD Hyaluronséure 1 h

Abbildung 34: Probe 1 der Versuchsreihe C-CD Hyaluronsdure 1 h, Histologie
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Ergebnisse der sechsstiindigen Laufzeit

Versuchsreihe Schadenswert

C-CD Hyaluronsdure 6 h  Pieringer Milz Durchschnitt
Probe 1 1 1 1

Probe 2 5 5 5

Probe 3 5 5 5

Gesamt 3,67

Tabelle 20: Schadenswerte der Versuchsreihe C-CD Hyaluronséure 6 h

Abbildung 35: Probe 2 der Versuchsreihe C-CD Hyaluronsdure 6 h, Histologie

Gesamtschaden des Versuchs Knorpel gegen Knorpeldefekt in

Hyaluronsdure
Versuchsreihe C-CD Hyaluronsdure Schadenswert
C-CD Hyaluronséure 1 h 1,5
C-CD Hyaluronsdure 6 h 3,67
Gesamt 2,58

Tabelle 21: Gesamtschadenswert der Versuchsreihe C-CD Hyaluronsiure
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3.7 Weitere Auffilligkeiten

3.7.1 Tidemarkschiaden

Eine Auffilligkeit, die sich in manchen Pridparaten neben dem oberfldchlichen
Knorpelschaden gezeigt hat, sind Tidemarkschiden. Als Tidemark wird die
Verbindungszone von kalzifizierten zu nichtkalzifizierten Knorpel unmittelbar vor dem
Ubergang in den subchondralen Knochen bezeichnet. Auf mdgliche Ursachen wird im
Diskussionsteil eingegangen. Der Vollstindigkeit halber werden hier aber bereits
histologische Ausschnitte der betroffenen Préiparate gezeigt. Teilweise lagen die
Tidemarkschdden lokalisiert vor. Meist waren jedoch multiple Schiden iiber den

gesamten Querschnitt des Zylinders zu sehen. Folgende Proben waren davon betroffen:

— Probe 3 der Versuchsreihe C-C Hyaluronsdure 6 h (vgl. Abb. 36)

— Proben 2 und 3 der Versuchsreihe C-CD Hyaluronsdure 6 h (vgl. Abb. 37 und
Abb. 38)

— Probe 1 der Versuchsreihe C-CD CF NaCl 1 h (vgl. Abb. 39)

Abbildung 36: Probe 3 der Versuchsreihe C-C Hyaluronsdure 6 h mit multiplen Tidemarkschiaden (sieche
Pfeile)
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Abbildung 37: Probe 2 der Versuchsreihe C-CD Hyaluronsdure 6 h mit massiven Knorpelschéden und
Ablosung des Knorpels im Bereich des Knochen-Knorpel-Uberganges und der Tidemark, Histologie

L)
)

Abbildung 38: Probe 3 der Versuchsreihe C-CD Hyaluronsdure 6 h mit massiven Knorpelschidden und
Abldsung des Knorpels im Bereich des Knochen-Knorpel-Uberganges und der Tidemark, Histologie
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Abbildung 39: Probe 1 der Versuchsreihe C-CD CF NaCl 1 h mit klaffenden Tidemarkschéden (s. Pfeile)

3.7.2 GefaBBanschnitte

In einigen Prédparaten lassen sich GefdlBanschnitte finden. Beispiele hierfiir sind auf den
folgenden histologischen Bildern gezeigt (vgl. Abb. 40—43). Diese deuten auf ein relativ

junges Alter der Schweine hin.

Abbildung 40: Histologisches Bild Nr. 1 eines porcinen Gelenkknorpels mit Gefdanschnitt (Pfeil)
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Abbildung 42: Histologisches Bild Nr. 3 eines porcinen Gelenkknorpels mit Gefdanschnitt (Pfeil) und
vermutlich zerstortem Gefal3 (*)
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Abbildung 43: Histologisches Bild eines porcinen Gelenkknorpels mit Gefédanschnitt (Pfeil)
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3 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Arbeit kritisch reflektiert und in den
wissenschaftlichen Kontext eingeordnet. Zunichst erfolgt eine Diskussion der eigenen
Ergebnisse (Kapitel 4.1), wobei unter anderem der Einfluss der unterschiedlichen
Testmedien sowie der Vergleich verschiedener Laufzeiten analysiert werden.
Anschlieend werden die Limitationen und methodischen Einschrankungen der Studie
thematisiert (Kapitel 4.2). Darauf aufbauend folgt ein Vergleich der eigenen Ergebnisse
mit bereits publizierten Studien (Kapitel 4.3), um die Relevanz und Einordnung der
gewonnenen Erkenntnisse zu verdeutlichen. AbschlieBend wird ein Ausblick auf
zukiinftige Forschungsansitze gegeben, insbesondere im Hinblick auf eine Testung neuer

Biomaterialien im Reibepriifstand (Kapitel 4.4).

4.1 Diskussion der eigenen Ergebnisse

Wie erwihnt, wurden die Ergebnisse der Versuchsanordnung Knorpel gegen Knorpel in
NaCl aus einer anderen Arbeit entnommen, die ebenfalls in der Abteilung und Poliklinik
fiir Sportorthopidie des Klinikum rechts der Isar durchgefiihrt wurde!®. Sowohl Herkunft
und Préparation der Schweineknie als auch die Entnahme und Installation der
Knorpelzylinder in den Reibepriifstand erfolgten nach exakt denselben Prinzipien. Auch
der axiale Druck wurde gleich gewidhlt. Weil es dort in den Kurzzeitversuchen bis zu
sechs Stunden zu keinen Schdden kam, wurden jeweils drei Knorpelzylinder zudem fiir
24, 48 und 72 Stunden getestet. Selbst bei einer Laufzeit von 72 Stunden lief sich

histologisch keinerlei Schaden quantifizieren.

4.1.1 Ausreil3er

Bevor die Ergebnisse der Versuchsgruppen miteinander verglichen werden, sollen
zundchst die Schadenswerte innerhalb einer Gruppe betrachtet werden. Jede
Versuchsreithe wurde mit drei Proben durchgefiihrt. Demnach bestehen je drei
Knorpelzylinder, die im Reibepriifstand den gleichen Belastungen ausgesetzt wurden.
Folglich sollte der Schaden dieser drei Zylinder dhnlich sein. Bei der Sichtung der Werte

innerhalb einer Gruppe unterscheidet sich hiufig ein Wert von den beiden anderen. Das
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ist nicht weiter verwunderlich, wenn bedacht wird, dass jeder Knorpelzylinder von einem
anderen Schwein entnommen wurde. Wie bei Menschen existieren auch bei Schweinen
anatomische Normvarianten. So kann sich teilweise die Knorpeldicke der verschiedenen
Préparate unterscheiden. Des Weiteren ist die Beurteilung des Knorpelschadens nach der
Schadenstabelle nicht immer eindeutig moglich (vgl. Abschnitt Limitationen und
Einschrdnkungen). Geringe Schadensunterschiede von einem Punktwert waren daher zu
erwarten und sind nachvollziehbar. Zwei Versuchsreihen haben allerdings
Abweichungen in ihren Schadenswerten von {iiber einem Punktwert (vgl. C-C
Hyaluronsdure 6 h und C-CD Hyaluronsdure 6 h). Nun stellt sich die Frage nach der
Ursache dafiir. Auffallig sind zwei Tatsachen:

1. Beide Gruppen wurden fiir sechs Stunden in Hyaluronséure durchgefiihrt.
2. In den Proben mit den schlechteren Werten innerhalb der Gruppe (Probe 3 in C-
C Hyaluronsdure 6 h; Proben 2 und 3 in C-CD Hyaluronsdure 6 h) zeigten sich

jeweils Tidemarkschéden.

Inwiefern diese beiden Auffilligkeiten zu den schlechteren Werten verglichen mit den
anderen Proben der Versuchsreihe beigetragen haben konnten, wird in den folgenden

Abschnitten ndher ausgefiihrt.

4.1.2  Vergleich der Testmedien

Es bietet sich an, sich zundchst die Ergebnisse der beiden Testmedien im Vergleich
anzusehen (Hyaluronséure versus NaCl). Dabei werden die Laufzeiten vorerst auBBer Acht

gelassen und lediglich die Gesamtwerte der einzelnen Gruppen betrachtet.

Vergleich der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel

Ein Blick auf die Ergebnisse der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsiure
und NaCl zeigt, dass die Tests in Hyaluronsdure geringfiigig schlechter abschneiden (vgl.
Tabelle 22). Mit einem Gesamtwert von 1,08 liegen sie iiber dem Wert von 0 in NacCl,
der — wie vorhin erwihnt — aus einer anderen Arbeit bekannt ist'®. Das ist in doppelter
Hinsicht unerwartet. Es ist bemerkenswert, dass es in dem Test Knorpel gegen Knorpel
iiberhaupt zu Schdden kam. Dass aber der Schaden zudem in der Hyaluronsdure-Gruppe

auftrat und nicht bei der Verwendung von NacCl, ist noch erstaunlicher.
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Versuchsreihe Gesamtschadenswert
C-C Hyaluronsdure 1,08
C-C NaCl 0

Tabelle 22: Vergleich der Gesamtschadenswerte der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel zwischen den
beiden Testmedien Hyaluronsidure und NaCl

Wird allerdings nicht nur der Gesamtwert betrachtet, sondern auch die Einzelwerte der
Proben, dann wird ersichtlich, weshalb es zu dem Ergebnis kam. Die dritte Probe der
Gruppe C-C Hyaluronsdure 6 h ist einer der erwdhnten Ausreifser. Mit einem Wert von 3
liegt er unterhalb der Werte der beiden anderen Proben dieser Gruppe und verschlechtert
den Gesamtwert. Ohne diesen Wert verbessert sich der Gesamtwert der Gruppe Knorpel
gegen Knorpel auf 0,6 und relativiert das schlechtere Abschneiden der Versuche in
Hyaluronsdure gegeniiber den Versuchen in NaCl. Zur Erinnerung sei erwéhnt, ein
Schadenswert von 1 bedeutet, dass es zu ecinem Schaden innerhalb der
Tangentialfaserzone kam. Histologisch ist allerdings kaum abzugrenzen, ob die
Tangentialfaserzone komplett intakt ist oder nicht. Es ldsst sich hochstens eine leichte

Auffaserung der Oberfldche erkennen (vgl. Abb. 44).

Abbildung 44: Auffaserung der Knorpeloberflidche im Sinne eines Schadens Grad 1 der Schadenstabelle
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Somit ist die Bedeutung des Unterschieds zwischen dem Wert 0 (fiir NaCl) und 0,6 (fiir
Hyaluronsdure) gering. Eine mdgliche Ursache fiir den schlechteren Wert der Probe 3

wird im Abschnitt Tidemarkschdden diskutiert.

Vergleich der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt
Auch in der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt fallen beim Vergleich der

Ergebnisse von NaCl mit Hyaluronsdure keine Unterschiede auf, wenn lediglich die
Gesamtwerte miteinander verglichen werden. Es liegt in beiden Féllen ein Wert von 2,58

vor (vgl. Tabelle 23).

Versuchsreihe Gesamtschadenswert
C-CD Hyaluronsdure 2,58
C-CD NacCl 2,58

Tabelle 23: Vergleich der Gesamtschadenswerte der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt
zwischen den beiden Testmedien Hyaluronsdure und NaCl

Das erweckt den Eindruck, dass die Testmedien nicht nur bei den Versuchen Knorpel
gegen Knorpel, sondern auch bei den Versuchsreihen Knorpel gegen Knorpeldefekt
keinen Unterschied zeigten. Dieser Eindruck éndert sich allerdings schlagartig, wenn man

die Ergebnisse zusétzlich nach den Laufzeiten unterteilt betrachtet.

4.1.3 Vergleich der Laufzeiten

Beim Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Laufzeiten miteinander féllt ein
Aspekt umgehend auf. Wihrend die Testdauern bei den in NaCl durchgefiihrten
Untersuchungen anscheinend keinen Einfluss auf den Schaden haben, sieht das fiir die
Versuche in Hyaluronsédure anders aus. Hier existieren zum Teil deutliche Unterschiede
zwischen den Werten. Die alleinige Beachtung des Gesamtwertes fiir die Versuchsreihe
Knorpel gegen Knorpeldefekt, die bei beiden Testmedien einen Wert von 2,58 zeigt, ist
daher irrefiihrend. Bei separater Betrachtung der Laufzeiten wird ersichtlich, dass einem
Schadenswert von 1,5 in der Versuchsrethe Knorpel gegen Knorpeldefekt in
Hyaluronsdure im einstiindigen Test ein Wert von 3,67 gegeniibersteht, wenn dieser Test
auf sechs Stunden ausgedehnt wird (vgl. Tabelle 24). In keiner der drei Versuchsreihen,

die in NaCl durchgefiihrt wurden, ldsst sich ein derartiger Sprung finden.
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Versuchsreihe Schadenswert Versuchsreihe Schadenswert
C-CD  Hyaluronsdure 1,5 Vs. C-CDNaCl1h 2,5

lh

C-CD  Hyaluronsdure 3,67 C-CDNaCl 6 h 2,67

6h

Tabelle 24: Vergleich der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt nach Laufzeit und Testmedium

Dass der Schaden bei lingeren Laufzeiten zunimmt, war zu erwarten. Der Knorpel ist der
Belastung im Reibepriifstand einer ldngeren Zeit ausgesetzt, was naturgemil zu einem
stairkeren Verschleil fiihren kann. Jedoch kann auch eine Zunahme des
Reibungskoeffizienten mit steigender Versuchsdauer von Bedeutung gewesen sein.
Forster und Fisher haben 1996 eine Arbeit veroffentlicht, in der sie den Einfluss der
Belastungszeit auf den Reibungskoeffizienten von hyalinem Gelenkknorpel untersucht
haben®. Hierzu wurden Knorpel-Knochen-Zylinder aus Femurkondylen von Rindern
entnommen, und der Reibungskoeffizient wurde nach unterschiedlich langer statischer
Belastung gemessen. Wie in Abbildung 45 zu sehen, steigt der Reibungskoeffizient
sowohl fiir die Tests in NaCl als auch fiir die Tests in Synovialfliissigkeit mit

zunehmender Belastungsdauer an.
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Abbildung 45: Reibungskoeffizienten fiir Knorpel gegen Knorpel gemessen nach 5 s, 30 s, 2 min, 5 min,
20 min und 45 min nach statischer Belastung in NaCl (R) und Synovialfliissigkeit (SF) (aus Forster et al.,
1996)%
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Dieser Umstand kann eine weitere Ursache fiir die stirkeren Knorpelschidden bei lingeren
Laufzeiten sein. Interessanterweise reduzierte Synovialfliissigkeit verglichen mit NaCl in
der Arbeit von Forster und Fisher den Reibungskoeffizienten fiir alle Belastungszeiten.
Das war jedoch nur bei den Tests Knorpel gegen Knorpel der Fall. Kein Unterschied
zeigte sich hingegen bei den Versuchen Knorpel gegen Metall, ein Befund, der im
Gegensatz zu dieser Arbeit steht, bei der die Schidden bei den Versuchen in Hyaluronséure
hoher waren als in Kochsalzlosung. Allerdings wurde bei Forster und Fisher natiirliche
Synovialfliissigkeit (aus den Sprunggelenken von Rindern gewonnen) verwendet,
wihrend in dieser Arbeit auf Hyaluronsdure (Synvisc, Sanofi, Paris, Frankreich)
zuriickgegriffen wurde. Wieso es bei der Verwendung von Hyaluronsédure verglichen mit
NaCl bei den sechsstiindigen Versuchen zu einer solchen Zunahme der
Knorpelschdadigung kam, wahrend die Schidden bei den einstiindigen Versuchen im
Vergleich milder ausfielen, lisst sich allein durch diese Arbeit nicht kliren. Es zeigte sich
zwar auch in der Arbeit von Diermeier et al.!” bei einem Knorpel-Knochen-Zylinder in
Hyaluronséure ein stirkerer Knorpelschaden verglichen mit den Versuchen in NaCl. Dies

wurde jedoch auf das jlingere Alter des Versuchstiers zuriickgefiihrt.

4.1.4 Vergleich der Gruppen in NaCl

Auch der direkte Vergleich einzelner Gruppen untereinander legt weitere interessante
Ergebnisse offen. Tabelle 25 gibt eine Ubersicht iiber die Gesamtschadenswerte der in

NaCl durchgefiihrten Versuchsreihen.

Versuchsreihe Gesamtschadenswert
C-C NaCl 0

C-B NaCl 3,5

C-CD Nac(l 2,58

C-CD CF NacCl 2,58

Tabelle 25: Vergleich der Gesamtschadenswerte der Versuchsreihen in NaCl

Der Gesamtschadenswert der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpel in NaCl stammt
dabei, wie erwihnt, aus einer anderen Arbeit'’. Da sich dort bis zu einer Laufzeit von 72
Stunden keine Knorpelschidden zeigten, kann folglich davon ausgegangen werden, dass

diese ebenfalls weder bei einer noch bei sechs Stunden vorhanden waren. Ein
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unbeschidigter Knorpel scheint demnach den im Versuch applizierten axialen Druck
standhalten zu konnen, ohne dabei Schaden zu nehmen. Wird hingegen die
Knorpelschicht eines der Reibepartner (Versuch Knorpel auf Knochen in NaCl) entfernt,
dann kommt es bereits nach einer Stunde zu deutlichen Knorpelschiden des
korrespondierenden Knorpels, die teilweise bis in die Radidrzone reichen. Das war zu
erwarten, wenn die Oberflichenbeschaffenheit des Knochens mit der des Knorpels
verglichen wird. Dass eine Verldngerung der Laufzeit auf sechs Stunden keinen weiteren
Schaden bewirkt, ist eher erstaunlich.

Interessanter sind aber die Ergebnisse der Gruppen, bei denen ein Knorpeldefekt gesetzt
wurde. Vermutet wurde, dass ein Knorpeldefekt eine leichte Schidigung am Knorpel des
Reibepartners zur Folge haben wiirde. Bei den Ergebnissen des Versuchs Knorpel gegen
Knorpeldefekt in NaCl wird allerdings deutlich, dass der verursachte Schaden sogar
ausgepriagter als erwartet ist. Mit einem Gesamtschadenswert von 2,58 liegt der
Knorpelschaden zwar um beinahe einen ganzen Punktwert niedriger als in der Gruppe
Knorpel gegen Knochen (Wert 3,5), aber selbst ein fokaler Knorpelschaden war folglich
bereits ausreichend, teilweise bis zu 50 % des gegeniiberliegenden Knorpels zu zerstoren.
Diese Knorpelschiddigung wird bereits umfassende Auswirkungen auf die Integritit des
verbleibenden Knorpelgewebes haben. Mehrere Studien haben gezeigt, dass es im
Bereich des Defektrands zu einer signifikanten Zunahme der Zug- und Druckbelastung
kommen kann, woraus wiederum weitere Gewebeschiden folgen konnen’-3385-%,
Verschiedene Studien legen zudem nahe, dass fokale Knorpeldefekte sogar das Risiko fiir
die Entwicklung einer Arthrose erhdhen”®%>,

Der Autor dieser Arbeit geht davon aus, dass in den durchgefiihrten Tests die Kante am
Rand des Knorpelschadens zur Schdadigung des gegeniiberliegenden Knorpels gefiihrt hat.
Ein Knorpeldefekt scheint sich ndmlich nicht nur negativ auf die biomechanischen
Eigenschaften des umgebenden Knorpels auszuwirken, sondern erhoht auch die
Belastung und Verformung des gegeniiberliegenden Knorpels®>%¢. Zudem scheint auch
die Morphologie des Knorpeldefekts von Relevanz zu sein. So konnten Yanke et al.”*
zeigen, dass Defekte mit einer sehr vertikalen Defektkante (wie in dieser Arbeit) eine
starkere Verformung des gegeniiberliegenden Knorpels verursachen als Knorpeldefekte
mit einer eher abgeschrigten Defektkante. Auch der Knorpelschaden von Patienten
beinhaltet gerade bei den traumatischen Schiden héufig vergleichbare Kanteneffekte.
Durch die Abldsung von Knorpelflakes entsteht ein scharfer Ubergang zwischen intaktem

und fehlendem Knorpel. Dieser Bereich trifft dann auf den Gelenkpartner. Daher ist diese
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Kantenbelastung ein realistisches klinisches Szenario. Dieses gilt weniger fiir die
degenerativen Schéaden.

Eine entscheidende Fragestellung der Arbeit war zudem zu kldren, ob sich durch
Biomaterialien (in diesem Fall ChondroFiller) der gegeniiberliegende Knorpel schiitzen
lasst. Die Idee dahinter war folgende: Durch das Ausfiillen des Knorpeldefektes mit dem
Biomaterial sollten die Kanten am Rand des Defektes beseitigt werden. Gleichzeitig sollte
sich die Kongruenz der Reibepartner wieder verbessern und dadurch optimalerweise die

Schidigung des gegeniiberliegenden Knorpels verringern (vgl. Abb. 46).

~—— ~ ~—— ~
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Abbildung 46: Schema von Knorpelzylinder im Reibepriifstand ohne (li.) und mit (re.) ChondroFiller

Bisher existieren nur vereinzelte Arbeiten zu den ChondroFiller-Produkten. Erste Studien
zeigen fiir das ChondroFiller™ aber bereits positive Resultate. In einer retrospektiven
Studie von Breil-Wirth et al. von 2016 gaben die Patienten einen durchschnittlichen
IKDC-Score von 75 nach ca. sieben Monaten nach Behandlung eines fokalen
Knorpeldefektes mit ChondroFiller®i¢ an®®. Die Arbeit von Schneider legt dhnliche
Ergebnisse dar’®. Auch hier haben sich nach zwdlf Monaten IKDC-Scores von
durchschnittlich 72,1  gezeigt (prdoperativ  43,3). Zudem wurde mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) nach vier Wochen und zwolf Monaten die Integritét
des eingebrachten ChondroFiller®¢ beurteilt und der MOCART-Score bestimmt.
Hierbei zeigten sich nach zwolf Monaten gute Werte von durchschnittlich 81,6 bei optisch
stets gedecktem Knorpeldefekt. Zum Vergleich liegen MOCART-Scores von 75 fiir
Mikrofrakturierung und 75,5 fiir MACT aus einer Arbeit von Welsch et al. vor®’.

Sowohl gute radiologische als auch gute klinische Ergebnisse veranschaulichte eine
prospektive Studie von Mazek et al. 2021%. Hierzu wurden 26 Patienten mit
femoroazetabuldrem Impingement und begleitenden Knorpelschiden im Rahmen einer
Hiiftarthroskopie mit ChondroFiller behandelt. Die postoperative MRT-Bildgebung

zeigte eine signifikante Verbesserung der Knorpelheilung, und 17 von 21 Patienten

wiesen bei einer Nachbeobachtungszeit von zwolf bis sechzig Monaten gute bis
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exzellente klinische Ergebnisse auf. Patienten mit vorbestehender Osteoarthritis (Tonnis
2-3) erzielten jedoch schlechtere Resultate. Klinisch liegen bisher demnach gute
Ergebnisse fiir das ChondroFiller'®¢ vor.

In der vorliegenden In-vitro-Studie hat das getestete Biomaterial jedoch nicht den
gewiinschten Effekt gehabt und konnte den Schaden am gegeniiberliegenden Knorpel
nicht mindern. Ob mit oder ohne ChondroFiller, der Schaden lag bei beiden
Versuchsreihen bei einem Wert von 2,58. Es stellt sich die Frage, welche Griinde es dafiir
geben konnte, dass trotz Verwendung des Biomaterials im Versuch der Knorpelschaden
nicht gemindert wird.

Die plausibelste Erkldrung fiir die fehlende Minderung des Knorpelschadens am
korrespondierenden Gelenkpartner durch das ChondroFiller in dieser Arbeit ist, dass es
seine Wirkung nicht auf Dauer entfalten konnte. Vermutlich hat die Primérstabilitit des
Biomaterials nicht ausgereicht, der Dauerbelastung im Reibepriifstand zu widerstehen.
Durch den axialen Druck und die Reibung scheint das Biomaterial bereits nach einigen
Durchgéngen zerstort worden zu sein. Als Folge reibt der Knorpeldefekt wieder gegen
den gegeniiberliegenden Knorpel und schidigt diesen, dhnlich wie bei den
Versuchsreihen ohne Verwendung des ChondroFiller.

Es ist zu priifen, ob der gewéhlte axiale Druck zu hoch gewesen ist. Wie erwéhnt, wurde
dieser aufgrund von Berechnungen anhand des Gewichts der Schweine in der Pilotstudie
bewusst auf 33 Newton eingestellt. Dies entspricht einer Belastung, der ein Kniegelenk
bei einem Schwein im Stand ausgesetzt ist. Umgerechnet sind das in etwa 0,42 MPa.
Prinzipiell ist diese Belastung als eher gering zu werten. In einem Tiermodell von Spahn
et al. kam es erst bei Werten von > 5 MPa zu dauerhaften Verformungen des hyalinen
Knorpels und ab ca. 26 MPa zu einem Bruch desselben®. Bis 5 MPa zeigten sich lediglich
elastische, reversible Verformungen des Knorpels. Allerdings ist das Biomaterial im
Klinikalltag postoperativ einer Vollbelastung meist noch nicht ausgesetzt.
Nachbehandlungsschemata sehen nicht umsonst hdufig zunéchst eine sechswochige Teil-
oder Entlastungsphase vor. In dieser Zeit soll dem Implantat die Mdglichkeit gegeben
werden, einzuwachsen und sich neu zu formieren. Es wéire deshalb vermutlich
zielfiihrender gewesen, die Hohe des axialen Drucks neu zu berechnen und der
Teilbelastung anzupassen. Allerdings war die gewihlte Belastung fiir die Versuchsreihen
ohne ChondroFiller, das heilit fiir Knorpel gegen Knorpel und Knorpel gegen
Knorpelschaden, angebracht. In diesen Szenarien ist keine Reduktion des axialen Drucks

notwendig, denn hier herrschen in vivo beim Gehen, Laufen oder sogar Springen héhere
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Belastungen. Genau dies war das Problem. Ein niedrigerer Druck wire lediglich fiir die
Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt mit CF angebracht gewesen, was aber
Vergleiche zwischen den einzelnen Versuchsanordnungen verunmdglicht hétte.
Nichtsdestotrotz sollte fiir zukiinftige Untersuchungen ein niedrigerer axialer Druck
gewihlt werden, damit das Biomaterial nicht sofort zerstort wird. Mit einer Kraft, die in
etwa der postoperativ einwirkenden entspricht, konnte gestartet werden. Dieser sollte das
Biomaterial auf jeden Fall standhalten. Ansonsten wiirde es auch bei klinischer
Anwendung bereits nach kurzer Zeit zerstort werden. Da aber bei einer solch niedrigen
Belastung auch Knorpelschdden vermutlich keinen umfassenden Schaden verursachen
wiirden, miisste stattdessen die Laufzeit des Reibeversuchs erhoht werden. Ansonsten
besténden fiir die Versuchsreihen mit dem ChondroFiller keine Vergleichsmoglichkeiten.
Erst wenn bei der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpelschaden der gegeniiberliegende
Knorpel geschéddigt wird, kann durch das Biomaterial ein mdglicher positiver Einfluss
nachgewiesen werden. Sobald demnach in Vorversuchen die Kraft und Dauer so gewéhlt
wurde, dass der Knorpeldefekt Schaden verursacht, das Biomaterial dem Druck allerdings
standhalten kann, kann mit der Versuchsreihe in groBBerer Probenzahl gestartet werden.
Dadurch konnte in Zukunft vermieden werden, dass Knorpelschaden und
Knorpelschaden mit ChondroFiller die gleichen Ergebnisse liefern, nur weil das

Biomaterial bereits zu Beginn zerstort wird.

4.1.5 Tidemarkschiaden

Bei den Schnitten zweier Knorpelzylinderpriparate waren horizontale Risse auf Hohe der
Tidemark zu sehen, und bei zwei weiteren schien der Knorpel in diesem Areal komplett
abgelost. Als Tidemark wird die Verbindungszone von Kkalzifizierten zu
nichtkalzifizierten Knorpel unmittelbar vor dem Ubergang in den subchondralen
Knochen bezeichnet, die ultrastrukturell einem Fibrillenband entspricht (vgl. Abb. 47)!7.
Histologisch erscheint sie als schmale, wellige, himatoxylinphile Linie!®. Bedingt durch
den plotzlichen Wechsel der mechanischen Gewebseigenschaften herrschen in der
Ubergangszone zwischen Knorpel und Knochen bei Gelenkbelastung hiufig hohe
Scherkrifte’!, und es hat sich gezeigt, dass diese Zone am anfilligsten gegeniiber

mechanischem Stress ist!°!.



Diskussion 70

Die Tidemark stellt deshalb eine Art Anbindungsmechanismus dar. Sie soll verhindern,
dass die Kollagenfibrillen in der nichtkalzifizierten Zone aus ihrer Verankerung in der

kalzifizierten Zone gerissen werden'’.

A B

— Knorpeloberfliche ———

1 Tangentialfaserzone {

— Ubergangszone

— Radiédrzone \E

Mineralisationszone —

Tidemark Subchondraler Knochen Tidemark

Abbildung 47: Schemazeichnung der zonalen Gliederung von Gelenkknorpel mit sichtbare Tidemark: A.
Strukturelle Organisation der Chondrozyten; B. Strukturelle Organisation der Kollagenfasern. (nach
Buckwalter et al., 1994)3?

Die wesentliche Frage ist, wie es in den vorliegenden Priparaten zu den Tidemarkschidden
kam. Das ldsst sich nicht eindeutig beantworten. Prinzipiell bestehen aber zwei
Moglichkeiten: Entweder die Schidden waren vor der Schlachtung im Schweineknie
vorhanden oder die Tidemarkschéden entstanden erst danach bei der Priparation der Knie
oder den Reibeversuchen.

Zunichst soll die Mdglichkeit betrachtet werden, dass die Schdaden vor Schlachtung
vorlagen. Tatsédchlich existiert eine Studie iiber syrische Goldhamster, in der Knorpelrisse

auf Hohe der Tidemark entdeckt wurden'??

. Allerdings waren dort nur dltere Hamster
betroffen, wohingegen in dieser Studie junge Schweine untersucht wurden. Landells hat
sich in einer Arbeit von 1957 die Veranderungen im menschlichen Gelenkknorpel nach

einem mechanischen Trauma angesehen'®?

. Dazu untersuchte er den Knorpel drei Tage
bis zehn Jahre nach Trauma histologisch und bemerkte, dass beinahe alle transversalen
Knorpelfrakturen im Bereich der Tidemark verliefen.

Auch bei Guinea-Schweinen'®, Ratten'% und Miusen'% wurden bereits Knorpelrisse auf
Hohe der Tidemark beschrieben. Vor allem exzessiver tangentialer Stress kann demnach

die Kollagenfasern in der Tidemarkzone schiddigen, was sekunddr zu fokalen
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Knorpelschédden fiihren kann. Auch wenn die Tidemarkschidden in diesen Arbeiten meist
bei Tieren mit Arthrose gefunden wurden, ist es dennoch vorstellbar, dass die
Tidemarkschdden vor Schlachtung vorhanden waren.

Die andere Moglichkeit ware allerdings, dass es erst bei bzw. durch die Entnahme der
Knochen-Knorpel-Zylinder zu den Schiaden in der Tidemark kam. Wie erwédhnt, wurden
die Zylinder mithilfe des OATS-Systems gewonnen. Nach Einschlagen des
Spenderhohlmeiflels muss der Zylinder an der Basis vom restlichen Knochengewebe
abgesetzt werden. Dies geschieht durch eine schnelle Rotationsbewegung. Es ist
vorstellbar, dass diese ruckartige Bewegung an dem ohnehin mechanisch empfindlichen
Ubergang zwischen Knochen- und Knorpelgewebe zu einer Scherbelastung fiihrt und auf
diese Weise Schiddigungen verursacht. Verstirkt werden konnte dies durch die
unterschiedliche Wandbeschaffenheit von Knochen und Knorpel. Aufgrund seiner
Struktur und Oberflachenbeschaffenheit weist Knochen eine hohere Reibung auf als
Knorpel. Durch diese erhohte Reibung zwischen Knochen und Spenderhohlmeif3el
verglichen mit der Reibung zwischen Knorpel und Hohlmeif3el konnte sich der kndcherne
Anteil des Knochen-Knorpel-Zylinders eventuell schneller mit dem Hohlmeifel
mitdrehen als der knorpelige Anteil. Die Suche im Internet hinsichtlich Literatur zu
Schidigungen des Zylinders wihrend dessen Entnahme liefert allerdings keine Treffer.
Bislang bleibt dieser Ansatz lediglich eine These, der in weiteren Versuchen
nachgegangen werden miisste.

Auch vorstellbar ist, dass die Schaden wéihrend des Reibeversuchs entstanden sind. Dass
es hierbei zu Scherbelastungen am Knorpel-Knochen-Ubergang kommen kann, ist
verstindlich. Interessant ist allerdings die Frage der Ursache-Wirkungs-Beziehung, der
Kausalitdt, insbesondere in Hinblick auf die Tidemarkschdden in den sechsstiindigen
Versuchsrethen Knorpel gegen Knorpel in Hyaluronsdure und Knorpel gegen
Knorpelschaden in Hyaluronsdure, in der sich auch die erwdhnten Ausreifser befinden.
Hierbei bestehen zwei Moglichkeiten. Es kann sein, dass die Tidemarkschédden in diesen
Priparaten erst wihrend des Reibeversuchs entstanden sind. Es ist jedoch auch moglich,
dass die Tidemarkschiden bereits vorhanden waren und die Schadigungen des Knorpels
wéhrend der Tests bedingt haben. Angenommen, letzteres trifft zu, dann hétten die
Tidemarkschidden im Vorfeld durch die Stérung der Knorpelarchitektur die Stabilitét des
Knorpels herabgesetzt. Das wiirde erkléren, wieso es insbesondere bei den Proben 2 und

3 der Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpelschaden in Hyaluronsdure 6 h zu einer so
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massiven Schidigung des Knorpels kam, insbesondere im Gegensatz zu Probe 1 dieser

Gruppe, die einen milderen Knorpelschaden aufweist.

4.2  Limitationen und Einschrinkungen

4.2.1 Geringe Probenzahlen und fehlende Statistik

Als zentrale Limitation dieser Arbeit ist die geringe Probenzahl pro Gruppe zu nennen.
Zwar wurden insgesamt 30 Knochen-Knorpel-Zylinder am Reibepriifstand getestet und
von jedem dieser Zylinder zwei Schnitte angefertigt, sodass letztendlich 60 Prédparate
mikroskopisch beurteilt wurden. Durch die hohe Anzahl verschiedener Versuchsgruppen
blieben jedoch pro Gruppe nur drei Zylinder iibrig (n = 3). Fiir statistische Tests ist diese
Zahl zu niedrig, da fiir signifikante Ergebnisse mehr Proben benétigt werden. Deshalb
konnen die Ergebnisse dieser Arbeit lediglich als ein Wegweiser verstanden werden, die
zeigen, welche der Versuchsreihen am ehesten relevante Ergebnisse verspricht. Diese
Arbeit liefert Ideen fiir zahlreiche Fragestellungen, die in Zukunft untersucht werden
konnten. Dazu empfiehlt es sich, sich auf eine Fragestellung zu beschrinken und eine
hohere Probenzahl anzustreben. Das wiirde statistische Tests ermdglichen und zu

signifikanten Ergebnissen fiihren.

4.2.2 Vergleichbarkeit von humanem und porcinen Knorpel

Zu bedenken ist zudem, dass die Versuche am Reibepriifstand mit porcinem Knorpel
durchgefiihrt wurden. Hierbei stellt sich die Frage, ob porciner Knorpel mit humanem
hinsichtlich der Anatomie und seines biomechanischen Verhaltens miteinander
vergleichbar ist. Eine Arbeit, die sich mit dem Vergleich von humanem und porcinen
Knorpel beschiftigt hat, veroffentlichten 2009 Ahern et al.'”’. Es zeigte sich unter
anderem, dass die Knorpeldicke mit ca. 2 mm am medialen Femurkondylus bei beiden
dhnlich ist. Zum gleichen Ergebnis kamen Ronken et al., die beim Menschen und beim
Schwein die Knorpeldicke unter anderem am lateralen Femurkondylus untersucht und

Werte von ca. 1-3 mm gemessen haben!'®

. Auch verschiedene Tests zur Steifigkeit der
beiden Knorpelgewebe ergaben keine grolen Unterschiede. Zudem scheinen auch der
Wassergehalt und die zellulire Anordnung des porcinen Knorpelgewebes mit dem

menschlichen vergleichbar zu sein, auch wenn insbesondere bei jliingeren Schweinen die
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Zelldichte etwas hoher und die zonale Architektur nicht in dem Malle ausgereift ist wie
beim Menschen'”. Nichtsdestotrotz scheinen Knorpel-Knochen-Zylinder von Schweinen

eine gute Alternative zu denen von Menschen zu sein.

4.2.3 Knorpel-Knochen-Zylinder als Testmaterial

Ein weiterer Punkt, der erwdhnt werden muss, ist, dass nicht nur eine andere Spezies
getestet wurde, sondern auch nur Knochen-Knorpel-Zylinder und kein ganzes Gelenk
samt seiner speziellen Biomechanik. Die gesamte Fiihrungsfunktion des Bandapparats
und der Muskeln wurde im Reibepriifstand vom Metallschlitten und den Metallbacken
tibernommen. Die Folge davon ist, dass sich der auf die Zylinder einwirkende Druck
kaum andert, im Gegensatz zum physiologischen Fall, wo er intermittierend durch die
Flexion des Kniegelenks und der Schwungphase des Beins abnimmt. Es kann demnach
davon ausgegangen werden, dass die Druckverteilung auf den Zylindern anders ist als in
einem echten Kniegelenk, bei dem der Druck beim normalen Gang abwechselnd von null
auf einen Spitzenwert ansteigt und wieder auf null abfallt*!.

Noch wesentlicher ist jedoch ein anderer Punkt. Knorpelgewebe besitzt eine ausgetiiftelte
Biomechanik. Nur intakter Knorpel kann seine Funktionen uneingeschrénkt erfiillen. Wie
anfangs erwihnt, verhélt sich Knorpelgewebe biomechanisch wie ein gekammertes
Wasserkissen®®. Das dichte Netzwerk aus Kollagenfasern hilt zusammen mit den
Proteoglykanaggregaten den hydrostatischen Druck aufrecht. Dies geschieht zwar in
erster Linie vor allem durch einen hohen osmotischen Druck, aber teilweise auch
mechanisch. Es ist gut vorstellbar, dass aus einem kleinen Knochen-Knorpel-Zylinder
leichter das Wasser herausgepresst werden kann als aus einer kompletten
Gelenkoberfliche, da die seitliche Barriere fehlt. Sowohl die beiden Knochen der
Gelenkpartner als auch der Knorpel neben dem Knorpel der Belastungszone verhindern
im Normalfall einen starken Fliissigkeitsverlust!®>!. Allerdings zeigte die Gruppe
Knorpel gegen Knorpel, die als Kontrollgruppe verstanden werden kann, keine Schéiden.
Die Biomechanik scheint demnach nicht in einem derartigen Ausmaf gestort zu sein, dass

es selbst bei intakter Knorpeloberfliche zu Schiden kommt.
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4.2.4 Dauerbelastung des Knorpels

Ein letzter Punkt soll noch erwéhnt werden. Unter normalen Umstdnden wirkt auf einen
Knorpel keine durchgehende Belastung. Abschnitte, in denen es zu Spitzenbelastungen
kommen kann, wechseln sich mit Ruhephasen ab. Selbst der Knorpel von
Spitzensportlern ist keinen dauerhaften Hochstbelastungen ausgesetzt. Ruhephasen sind
relevant, da in dieser Zeit der Knorpel rehydrieren kann, dhnlich einem Schwamm, der
zusammengepresst wurde, sich anschlieBend wieder ausdehnt und dabei Fliissigkeit
aufsaugt. Dieser Vorgang ist zentral fiir den Knorpel und vor allen Dingen speziell fiir
die Knorpelzellen, da mit der einstromenden Gelenkfliissigkeit auch Néhrstoffe mit ins
Gewebe transportiert werden?!. Wie eingangs erwihnt, ist der Knorpel gefiBlos und von
der Nahrstoffzufuhr aus der Synovialfliissigkeit abhidngig. Eine Dauerbelastung des
Knorpelgewebes verhindert diesen Mechanismus und kann deshalb zum Absterben von
Knorpelzellen fithren und damit den Knorpel langfristig zerstdren. Andererseits ist das
auch der Grund, wieso Immobilitit zu Arthrose fithren kann. Auch hier fehlt der
Schwammmechanismus, da das Knorpelgewebe nicht mehr belastet und somit nicht mehr
komprimiert wird, woraus ebenfalls eine Mangelerndhrung der Zellen folgt. Eine
ausgewogene Belastung und ein Wechsel von Belastungs- und Entlastungsphasen sind
daher von Relevanz fiir einen gesunden Knorpel'!. Die Erndhrung spielt fiir diesen
Versuchsaufbau zwar weniger eine Rolle, da die Tests nur jeweils fiir eine oder sechs
Stunden liefen. Aber auch wenn die Fliissigkeit (je nach Versuch NaCl oder
Hyaluronséure) in dieser Versuchsanordnung nicht aufgrund der Néhrstoffe notwendig
ist, so ist es doch vorstellbar, dass die herausgepresste Fliissigkeit zu einer verminderten
mechanischen Belastbarkeit des Knorpels fithren konnte. Dieser Umstand zeigte sich
auch in der erwidhnten Studie von Forster und Fisher. In dieser kam es nach der
anfanglichen Zunahme des Reibungskoeffizienten unter ldngerer Belastung zu einer
sofortigen Wiederabnahme des Reibungskoeffizienten, sobald dem Knorpel eine

einminiitige Pause zur Rehydrierung gewéhrt wurde®*.

4.3  Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien

Bei der Suche in der Literatur nach Ergebnissen anderer Studien fallt schnell auf, dass
keine vergleichbaren Arbeiten zu dieser Thematik existieren. Einige Studien beschiftigen

sich zwar ebenfalls mit Knorpelschiden und deren Einfluss auf den restlichen



Diskussion 75

Gelenkknorpel. Allerdings liegt das Augenmerk meist auf dem Knorpelgewebe, der
unmittelbar den Defekt umgibt, und nicht wie in dieser Arbeit auf dem Knorpel des
Gelenkpartners, folglich dem korrespondierenden Knorpel. Zudem werden meist
biomechanische Parameter betrachtet und nicht der Schaden des Knorpels. In der Arbeit
von Strauss et al. beispielsweise wurden in einem Pferdemodell (nach experimenteller
Knorpeldefektdeckung) die biomechanischen und biochemischen Eigenschaften des
angrenzenden Knorpels untersucht®. Ein weiteres Beispiel ist die Arbeit von Guettler et
al., die mithilfe von humanen Kadaverknien den Einfluss der DefektgroBe auf die
biomechanischen Eigenschaften des umgebenden Knorpels untersucht haben’. Andere
Studien nutzen auch die Finite-Elemente-Methode, um den Einfluss eines chondralen
Defekts auf die restliche Biomechanik des Gelenks zu untersuchen!!’. Es existieren
allerdings wenige Studien, die nicht nur den an den Defekt grenzenden Knorpel
betrachten, sondern auch den gegeniiberliegenden. Vor allem zwei Arbeiten aus dem
Department of Bioengineering der University of California — San Diego sind hier zu
erwihnen. In einer dieser Studien von Gratz et al.* wurden ebenfalls Knochen-Knorpel-
Zylinder entnommen (bovin) und jeweils zwei als Testpartner in eine Testkammer
installiert. Zunéchst wurden zwei intakte Proben getestet. AnschlieBend wurde bei einem
der Zylinder ein Knorpelschaden gesetzt und der Test wiederholt. Allerdings wurden die
Proben keiner Reibung ausgesetzt. Stattdessen wurde die jeweilige Knorpeldeformation
videomikroskopisch aufgezeichnet und ausgewertet. Ahnlich ist auch die zweite Arbeit

aus dem Department aufgebaut!!!

. Auch hier wurden wiederum zwei Knochen-Knorpel-
Zylinder (bovin) verwendet, die in einem Priifstand gegeneinander getestet wurden,
zunichst intakt, dann einmal mit Knorpelschaden. Gemessen wurden hierbei allerdings
die Spannungen, die beim Gleiten der Testpartner unter Kompression erzeugt wurden,
sowohl unmittelbar neben dem Defekt als auch am intakten Knorpelpréparat.

Allen bisher genannten Arbeiten ist gemein, dass sie vor allem biomechanische Parameter
untersuchen. Ob und inwieweit eine Knorpelldsion auch den gegeniiberliegenden Knorpel
schidigen kann, wurde bisher nur in der Studie von Yan et al. untersucht!'?. Hierzu
wurden acht Minischweine in zwei Gruppen randomisiert und anschlieend
standardisierte, vollschichtige Knorpeldefekte an der medialen Femurkondyle erzeugt. Je
nach Gruppe betrug der Durchmesser des Knorpeldefekts entweder 6,5 mm oder 8,5 mm.
Nach einer Beobachtungszeit von zwdolf Monaten wurden die Knie mittels MRT,
makroskopischer Beurteilung, histologischer Férbung und immunhistochemischer

Analyse gepriift. Es wurden signifikante Lasionen am Gegenknorpel gefunden, sodass
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die Autoren zu dem Schluss kamen, dass vollfldchige Knorpeldefekte den Gegenknorpel
schiadigen konnen. Die Wirkung von Biomaterialien wurde allerdings nicht untersucht.

Es wird ersichtlich, dass zwar zahlreiche Studien existieren, die sich mit den Folgen
fokaler Knorpelschiden auseinandersetzen. Die Parameter, die gemessen wurden, und die
Methoden, wie diese erhoben wurden, unterscheiden sich jedoch teilweise umfassend
voneinander. Ein Vergleich der Ergebnisse ist daher kaum moglich. Vor allem ob und
inwiefern Knorpelschdden auch den gegeniiberliegenden Knorpel schéadigen, ist nur

unzureichend untersucht.

4.4  Ausblick: Testung neuer Biomaterialien im Reibepriifstand

4.4.1 Grundidee

Es wire interessant zu wissen, inwiefern fokale Knorpeldefekte den gegeniiberliegenden
Knorpel schiadigen konnen, auch fiir den Einsatz von Biomaterialien. Durch eine
Standardisierung der Testung am Reibepriifstand konnten valide Daten zu den
durchschnittlichen Schadenswerten bei der Versuchsreihe Knorpel auf Knorpeldefekt
gesammelt werden, wie in dieser Arbeit bereits mit geringer Probenzahl durchgefiihrt.
Anhand dieser Werte konnten verschiedene Biomaterialien auf ihre Wirksamkeit hin
iberpriift und miteinander verglichen werden. Ob sie im Priifstand den Schaden
verringern konnten (bezogen auf den Schaden, den ein unbehandelter Knorpeldefekt

hervorruft), hinge in erster Linie von ihrer Primérstabilitit ab.

Sollte diese ausreichend hoch sein und das Biomaterial die Tests im Priifstand
unbeschadet  iiberstehen, wire das zweite relevante  Merkmal  seine
Oberflichenbeschaffenheit. Je glatter die Oberfliche und je niedriger dadurch der
Reibungskoeffizient wéren, desto milder fiele vermutlich der Schaden am
gegeniiberliegenden Knorpel aus. Zudem konnte anschlieBend die einwirkende Kraft im
Reibepriifstand zunehmend gesteigert werden. Damit liee sich eventuell fiir jedes
Biomaterial ein eigener Belastungswert bestimmen, ab dem das Implantat versagt. Bereits
vor dem klinischen Finsatz des Produkts konnten auf diese Art und Weise
unterschiedliche Biomaterialien miteinander verglichen werden. Das wére auch insofern
von hohem medizinischen Interesse, als je nach ermitteltem Wert die postoperativ

zuldssige Belastung angepasst werden konnte. Ist dadurch im Nachbehandlungsschema



Diskussion 77

eine hohere Belastung moglich als zuvor gedacht, konnte das eventuelle Komorbiditdten
verringern, zum Beispiel von Beinvenenthrombosen oder Pneumonien. Dies kime dem
Wohl der Patienten zu gute. Es existieren zwar Tierversuche, die unter anderem die
Stabilitit verschiedener Biomaterialien vergleichen. Hierzu wurden diese nach Setzung

113,114 oder in

eines kiinstlichen Knorpelschadens beispielsweise in Hasenknie
Schweineknie'!> implantiert und nach Euthanasie der Tiere nach einigen Wochen
untersucht. Allerdings werden hierbei stets nur die biomaterialtragenden Knochen-
Knorpel-Zylinder histologisch aufgearbeitet, damit zu sehen ist, wie stark das Implantat
bzw. dessen Architektur geschidigt ist. Der Einfluss der Biomaterialien auf den
gegeniiberliegenden Knorpel und dessen eventuelle Schiden bleiben dabei allerdings
unbeachtet. Die beiden Uberlegungen kdnnten verbunden werden, indem die
Untersuchungen am Reibepriifstand erweitert werden. Anstatt nur den mobilen Knochen-
Knorpel-Zylinder histologisch zu untersuchen, konnte auch hier die Untersuchung auf
den fixierten Zylinder erweitert werden. So lielen sich Schiden sowohl am Reibepartner
als auch am Biomaterial feststellen. Nach dem gleichen Schema liee sich auch die
Versuchsreihe Knorpel gegen Knorpeldefekt erweitern. Anstatt nur den Schaden am
Gegenspieler zu messen, konnte auch hier der Zylinder mit Knorpeldefekt histologisch
aufgearbeitet und anhand der Schadenstabelle eingeteilt werden. Bei der Herstellung von
zuvor histologischen Préparaten von Knorpelzylindern mit Knorpelschidden, die keinen
Tests im Reibepriifstand unterzogen wurden, lie3e sich im Vergleich sehen, ob auch der
kiinstlich gesetzte Knorpeldefekt im Reibeversuch an Gréfle zunimmt. Interessant wére
zudem zu wissen, ob es erst ab einer bestimmten Defektgrole zu Schiden am
korrespondierenden Knorpel kommt. Dazu miissten die Reibeversuche mit
unterschiedlich groBen Knorpeldefekten durchgefiihrt werden. Zeigt es sich, dass
Knorpeldefekte bis zu einer gewissen Grofle auch bei langen Laufzeiten keine Schiden
am korrespondierenden Knorpel verursachen, liee sich fiir den klinischen Alltag eine
Defektgrofle festlegen, bis zu der der Knorpelschaden zunéchst konservativ behandelt
und weiter beobachtet werden konnte. Allerdings darf dabei nicht auller Acht gelassen
werden, dass selbst kleine Knorpelschidden die Knorpelarchitektur massiv storen und so

den Knorpelzustand weiter verschlechtern konnen’-318116,



Diskussion 78

4.4.2 Diskussion moglicher Einwénde

Auf zwei mdogliche Einwénde soll bereits jetzt eingegangen werden. Es kann gesagt
werden, dass Biomaterialien, ob mit oder ohne Zellen, erst im Korper, folglich nach
Implantation ins Defektareal zu dem eigentlichen neuen Knorpelgewebe umgewandelt
werden. Das neue Gewebe besitzt daher erst viele Monate nach Implantation die volle
biomechanische Belastbarkeit. Das CaReS-1S beispielsweise, das aus demselben
Kollagen-Typ-I hergestellt wird wie das in dieser Arbeit eingesetzte ChondroFiller'a“i¢,
dient primir nur als Stiitzgeriist und soll den Stammzellen das Anhaften und Einwachsen
ins Defektareal erleichtern. Zwei Arbeiten von der Arbeitsgruppe um Schneider und
Gavenis an Gottinger Minischweinen konnten zeigen, dass nach sechs Wochen bereits
eine hohe Anzahl an Zellen ins primir zellfreie Biomaterial eingewandert waren und sich
nach einem Jahr ein hyalindhnliches Ersatzmaterial gebildet hat'!"!'8, Aber auch wenn
ein Biomaterial noch nicht denselben biomechanischen Belastungen standhalten kann wie
das spitere Ersatzgewebe, so wird von den meisten Autoren eine moglichst hohe
Primirstabilitit des Biomaterials gefordert>’#’>!""  Denn auch wenn nach einer
Knorpeloperation durch diverse Nachbehandlungsschemata eine Vollbelastung fiir einige
Zeit vermieden wird, so muss das Implantat dennoch einer gewissen Belastung
standhalten. Insbesondere muss es die Zellen, die sich in ihm ansiedeln, vor zu hohen
duBeren Belastungen schiitzen, damit das neue Knorpelregenerat entstehen kann.

Eine interessante Arbeit zu diesem Thema lieferten Efe et al.!?’. Auch diese Autoren sind
der Meinung, dass eine hohe Primirstabilitit zu den zentralen Eigenschaften von
Biomaterialien gehort. Um diese zu testen, haben die Autoren ein spezielles CPM-Gerét
(Continuous Passiv Motion) entwickelt, in das préparierte Schweineknie eingespannt
werden konnen. Vor Testung wurden in den Knien standardisiert Defekte gesetzt und
anschlieBend mit CaReS-1S behandelt. Ziel der Arbeit war es unter anderem, die
bendtigte Zyklenzahl fiir die Testung der mechanischen Eigenschaften des Biomaterials
zu ermitteln. Dazu wurden jeweils nach 0, 2000, 4000, 6000 und 8000 Bewegungszyklen
standardisierte Bilder von der Implantatoberfliche gemacht, und mithilfe einer
Bildverarbeitungssoftware wurde der prozentuale Anteil der abgenutzten Fliche
ermittelt. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der abgenutzten
Implantatoberfliche zwischen 0 und 2000 Zyklen. Hohere Zyklenzahlen (4000, 6000,
8000) fiihrten allerdings zu keiner weiteren Verschlechterung. Efe et al. folgerten daraus,
dass eine Zyklenzahl von 2000 daher ausreichend erscheint, die Primérstabilitidt von

Kollagen-Typ-I-Gelen zu bestimmen. Sie verfolgen denselben Ansatz wie auch in dieser
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Arbeit vorher vorgeschlagen. Durch einen standardisierten Versuchsaufbau konnte auf
diese Art und Weise die Primdrstabilitdt verschiedener Biomaterialien miteinander
verglichen werden. Es bestehen jedoch zwei wesentliche Unterschiede zwischen den
beiden Ansitzen. In der Arbeit von Efe et al. wird lediglich das Biomaterial selbst
beurteilt und das auch nur optisch mithilfe einer Bildverarbeitungssoftware. Dadurch
bleiben einerseits eventuell eingetretene Strukturschdden des Biomaterials unbemerkt. Es
wird lediglich die Ablosung des Implantats vom Rand des Knorpeldefektes beurteilt.
Andererseits wird nicht untersucht, ob das Implantat den gegeniiberliegenden Knorpel
schédigt. Das ist bei diesem Versuchsaufbau allerdings auch nicht zu erwarten, da die
Tests im CPM-Gerét ohne zusitzliche axiale Belastung durchgefiihrt wurden, damit die
frithe postoperative Rehabilitationsphase simuliert werden konnte. Interessant ist aber die
Tatsache, dass selbst ohne zusitzliche axiale Belastung das Biomaterial schon innerhalb
der ersten 2000 Zyklen geschadigt wurde und diesen Zustand in etwa fiir weitere 6000
Zyklen beibehielt. Die Annahme, dass in dieser Arbeit das Biomaterial nur aufgrund des
hohen axialen Drucks friith zerstért wurde, ist demnach vielleicht nicht ganz zutreffend.
Auch ohne zusitzliche Belastung wird es anscheinend friithzeitig ausgewaschen.

Es soll noch auf einen zweiten moglichen Einwand eingegangen werden. Die Frage stellt
sich, ob es nicht prinzipiell simpler wére, anstatt des gegentiiberliegenden Knorpels den
Knochen-Knorpel-Zylinder mit dem Biomaterial zu untersuchen, damit die
Primirstabilitdten miteinander verglichen werden kdnnen. Dabei handelt es sich auch um
einen Ansatz, den viele Studien verfolgen. Drei unterschiedliche Vorgehensweisen lassen

sich hauptsédchlich unterscheiden:

l. Histologische Untersuchung des Biomaterials nach verschiedenen
biomechanischen Tests

2. Arthroskopische Beurteilung des Implantats im Follow-up

3. Beurteilung des Outcomes verschiedener Knorpelersatzverfahren mithilfe von

Scores und Fragebogen

Ob es jedoch durch die Biomaterialien im Verlauf zu Schidden an dem
gegentiberliegenden Knorpel kam, wird dabei auler Acht gelassen. Dieser Sachverhalt

konnte mit diesem Versuchsaufbau untersucht werden.
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5 Resumee

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits ein fokaler viertgradiger
Knorpelschaden zu umfassenden Schéden am korrespondierenden Knorpel fiihren kann.
Teilweise umfasste der Schaden 50 % der Knorpeldicke, was zu einer massiven Storung
der Knorpelarchitektur fiihrt. Dies unterstreicht die hohe Vulnerabilitdt des artikuldren
Knorpels und weist auf die Notwendigkeit praventiver und therapeutischer Malnahmen
hin, um eine fortschreitende Degeneration friithzeitig zu verhindern.

Wodurch es bei den Versuchen in NaCl und Hyaluronsdure zu den unterschiedlichen
Knorpelschadenswerten je nach Laufzeit kam, konnte nicht abschlieBend geklirt werden.
Zudem fiel der Schaden bei der Verwendung von Hyaluronsdure stirker aus als beim
Einsatz von NaCl. Dies widerspricht der allgemeinen Erwartung, dass Hyaluronséure
protektive Eigenschaften fiir den Knorpel aufweist. Weitere Untersuchungen sind
erforderlich, um die genaue Ursache fiir diese Diskrepanz zu identifizieren. Auch
auffillig war die Tatsache, dass die Proben mit Tidemarkschidden innerhalb einer Gruppe
meist starkere Knorpelschédden erlitten haben.

Der Einsatz von ChondroFiller hatte nicht den erhofften Effekt und konnte in dieser
Arbeit den Knorpelschaden nicht mindern. Es ist anzunehmen, dass die fehlende
Primérstabilitdit des ChondroFiller in diesem spezifischen Versuchsaufbau eine
entscheidende Rolle spielte. Eine unmittelbare postoperative Vollbelastung sollte daher
vermieden werden, da sie die Integritit des Biomaterials beeintrichtigen konnte.
Stattdessen ist eine angepasste Rehabilitation mit partieller Belastung in den frithen
postoperativen Phasen notwendig.

Weitere Versuche im Reibepriifstand mit einem niedrigeren axialen Druck und
stattdessen mit ldngeren Laufzeiten wéren erstrebenswert, um eine realistischere
Belastungssituation zu simulieren und moglicherweise die sofortige Zerstorung des
eingesetzten Biomaterials zu verhindern.

Zudem konnten verschiedene Biomaterialien miteinander verglichen und so fiir jedes
Biomaterial ein eigener Belastungswert bestimmt werden, ab dem das Implantat versagt.
Bereits vor dem klinischen Einsatz des Biomaterials wére hierdurch ein Vergleich der
unterschiedlichen Produkte moglich. Je nach Belastungswert konnte zudem die
postoperativ zuldssige Belastung angepasst werden. Dies wiirde zu einer rascheren

Rehabilitation beitragen, wodurch wiederum Komorbiditédten verringert werden konnten.
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Des Weiteren sollte die Probenzahl erhoht werden, damit die Ergebnisse auf statistische

Signifikanz hin tiberpriift werden kénnen.
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