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 Zusammenfassung 
 

Fragestellung. Fokale osteochondrale Defekte heilen nicht. Der direkte Gentransfer des 

humanen Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (hFGF-2) mittels klinisch angepassten, 

rekombinanten adeno-assoziierten viralen (rAAV) Vektoren ist ein wirksames Werkzeug, 

um Reparaturprozesse in Knorpeldefekten zu aktivieren. In dieser Arbeit überprüfen wir 

die Hypothese, dass rAAV-vermittelter Gentransfer von hFGF-2 die Reparatur 

osteochondraler Defekte im translationalen in vivo-Großtiermodell verbessert. 

Methoden. Nach Miniarthrotomie wurden standardisierte, osteochondrale Defekte 

(Durchmesser 3,5 mm) in den Kniegelenken (Trochlea femoris) von erwachsenen 

Merinoschafen gesetzt (n = 7). Die Defekte wurden mit rAAV-hFGF-2 Vektoren durch 

direkte Applikation in die Defekte behandelt und mit einem analogen (Reporter) rAAV-

lacZ-Kontrollgentransfer verglichen (jeweils 10 μl). Nach sechs Monaten wurde die 

Knorpelreparatur durch bildgebende Verfahren und durch histologische, 

immunhistochemische sowie biochemische Verfahren evaluiert.  

Ergebnisse. Nach sechs Monaten postoperativ führte eine effektive und prolongierte 

rAAV-vermittelte Überexpression von hFGF-2 zu einer verbesserten Reparatur des 

subchondralen Knochens, verglichen mit der Behandlung durch lacZ. Die rAAV-hFGF-

2-Therapie verbesserte signifikant die individuellen Parameter des histologischen 

Bewertungssystems „Defektfüllung“, „Matrixanfärbbarkeit“ und „Zellmorphologie“ sowie 

den Gesamtpunktwert der Knorpelreparatur, jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die 

rAAV-vermittelte Überexpression von hFGF-2 führte zu einer signifikant höheren 

Zelldichte und einer stärkeren Produktion von Typ-II-Kollagen bei gleichzeitiger 

signifikant niedrigeren Produktion von Typ-I-Kollagen im knorpeligen Reparaturgewebe. 

Makroskopisch lag eine signifikant verringerte perifokale Arthrose vor. 

Schlussfolgerung. Der rAAV-vermittelte Gentransfer von hFGF-2 verbesserte die 

strukturelle osteochondrale Reparatur im klinisch relevanten Großtiermodell nach sechs 

Monaten in vivo. Die Verabreichung therapeutischer (FGF-2) rAAV-Vektoren in fokale 

osteochondrale Defekte könnte in der nahen Zukunft neue Möglichkeiten zur 

Verbesserung der osteochondralen Reparatur eröffnen. 
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Abstract 

 

Gene transfer of hFGF-2 improves the repair of osteochondral defects 

 

Introduction. Focal osteochondral defects do not heal. Direct gene transfer of the 

human fibroblast growth factor 2 (hFGF-2) via clinically adapted recombinant adeno-

associated viral (rAAV) vector is a powerful tool to durably activate the repair processes 

in sites of articular cartilage injury. In the present study, we tested the hypothesis that 

rAAV-mediated gene transfer of hFGF-2 improves the repair of osteochondral defects in 

a large translational animal model in vivo.  

Methods. After mini-arthrotomy, standardized osteochondral defects (diameter 3.5 mm) 

were created in the stifle joints (trochlea femoris) of adult merino sheep (n = 7). Each 

knee joint was treated with an rAAV human FGF-2 (hFGF-2) vector by direct 

administration into the defects relative to control (reporter) rAAV-lacZ gene transfer (10 

μl each defect). After six months, cartilage repair was evaluated by imaging techniques, 

histological, immunohistochemical and biochemical methods. 

Results. After six months in vivo, effective and prolonged rAAV-mediated hFGF-2 

overexpression led to better subchondral bone repair versus lacZ treatment. rAAV-

hFGF-2-treatment improved significantly individual parameter „filling of the defect”, 

„matrix staining”, „cellular morphology“ and the overall score of cartilage repair of the 

histological scoring system, each compared with the control group. The rAAV-mediated 

overexpression of hFGF-2 led to significantly higher cell densities and increased 

production of type-II-collagen, while type-I-collagen production was significantly 

decreased in the cartilaginous repair tissue. Macroscopic findings displayed a reduced 

perifocal osteoarthritis.  

Conclusion. rAAV-mediated overexpression of hFGF-2 improved structural parameters 

of osteochondral repair in a clinically relevant large animal model over time in vivo. 

Application of therapeutic (FGF-2) rAAV vectors in sites of focal osteochondral defects 

may offer novel tools to improve osteochondral repair in a close future.  
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 Einleitung 
2.1 Problematik 
 

Die Therapie fokaler Knorpeldefekte ist ein ungelöstes Problem in der Orthopädie und 

orthopädischen Chirurgie. Ein wesentlicher Grund dafür ist, dass der hyaline 

Gelenkknorpel ein sehr eingeschränktes intrinsisches Heilungspotential besitzt [27]. 

Osteochondrale Defekte nehmen eine Sonderrolle ein, da sie definitionsgemäß den 

Gelenkknorpel und den darunterliegenden subchondralen Knochen involvieren [89]. 

Osteochondrale Defekte haben eine Inzidenz von bis zu 10% aller Knorpeldefekte [266] 

und sind häufig am Kniegelenk lokalisiert [177]. Osteochondrale Knorpelschäden 

können das Resultat verschiedener Ätiologien sein [213]. Neben primären, 

traumatischen Ursachen führen auch Osteonekrosen, die Osteochondosis dissecans 

oder Arthrose zu lokalen osteochondralen Schädigungen [176,264]. Die bisher 

etablierten Therapien osteochondraler Defekte richten sich nach dem Stadium, der 

Defektgröße und der Tiefe der Läsion [213].  

 

Die chirurgische Behandlung von großflächigen osteochondralen Defekte des 

Kniegelenkes ist erschwert [275], obwohl heute eine Vielzahl an modernen, operativen 

Therapiemethoden existieren [33]. Unbehandelt kommt es zu einem signifikanten 

Fortschreiten der Degeneration in Knorpel, Meniskus und Knochenmark [121]. Primäre 

Knorpelschäden begünstigen daher, insbesondere nach Schluss der Wachstumsfugen, 

die Entstehung einer Früharthrose [79,94,167,232] und erfordern häufig die Versorgung 

durch eine Endoprothese [242] als Ultima Ratio. Die Arthrose gilt in Deutschland und 

weltweit als die am häufigsten vorkommende Gelenkerkrankung [265,269] mit jährlich 

erheblichen volkswirtschaftlichen Kosten [221]. Auch bei der Vielzahl an klinischen 

Therapiemöglichkeiten die uns zur Verfügung stehen, kann geschädigter hyaliner 

Gelenkknorpel nicht vollständig regeneriert werden [46]. Daher bleibt die Regeneration 

des hyalinen Gelenkknorpels bis heute eine der größten Herausforderungen der 

orthopädischen Chirurgie [155].  

 

Ein Ansatz der aktuellen Forschung ist es, mit Hilfe innovativer Therapieverfahren 

biologisch und mechanisch gleichwertiges Knorpelregenerationsgewebe herzustellen. 

Die Gentherapie stellt dabei ein Mittel dar, um Reparaturvorgänge in osteochondralen 

Defekten durch Aktivierung der Chondrogenese in ruhenden Zellen wie mesenchymale 

Stammzellen zu verbessern [39,61,65,158]. Es stehen eine Vielzahl an 

Transportsystemen zur Verfügung, um Gene in ihre Zielzellen zu schleusen. Die 
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Verwendung viraler Gentransfersysteme stellt eine interessante und vielversprechende 

Strategie in der orthopädisch-regenerativen Medizin dar [260]. Die Zielgene können 

dabei für verschiedene therapeutische Faktoren, wie Wachstumsfaktoren oder 

Signalproteine, kodieren und in den Zielzellen überexprimiert werden. Der Gentransfer 

des insulinartigen Wachstumsfaktor I (IGF-I), alleine [47] oder kombiniert mit dem 

Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (IL-1RA) [182], transformierender Wachstumsfaktor 

beta (TGF-ß) [51], knochenmorphogenetisches Protein (BMP-2, -6) [175] und dem 

Transkriptionsfaktor SOX9 [45] wurde durch adenovirale und rekombinante adeno-

assoziierte virale (rAAV) Vektoren bereits erfolgreich durchgeführt. Jedoch konnte eine 

langfristige Wirkung auf die Knorpelreparatur an einem klinisch relevanten 

Großtiermodell bislang nicht gezeigt werden. 

 

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF-2) ist ein potenter therapeutischer Faktor, 

welcher reparative Vorgänge in Chondrozyten, Knorpelgewebe und mesenchymalen 

Stammzellen in Gang setzt [44,209,252] und durch rAAV-vermittelte Überexpression zu 

einer Verbesserung der Knorpelreparatur im Kleintiermodell (Kaninchen) führte [40,105]. 

In der vorliegenden Arbeit favorisierten wir daher die Verwendung von rekombinanten 

adeno-assoziierten viralen (rAAV) Vektoren. Sie gelten als hoch effiziente und sichere 

Gentransfervehikel mit geringer Immunogenität [17,39,65,158]. 

 

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Überprüfung der Hypothese, dass direkter, 

rAAV-vermittelter Gentransfer von humanem FGF-2 die osteochondrale Reparatur in 

vivo im Vergleich zum Kontrollgentransfer mit dem lacZ-Reportergen verbessert. Wir 

wählten ein klinisch relevantes Großtiermodell am erwachsenen Schaf und analysierten 

die Reparatur der osteochondralen Einheit nach einem Zeitraum von 6 Monaten. Das 

Kniegelenk des Schafes weist wichtige Eigenschaften des menschlichen Kniegelenks 

auf [200,201]. Als Ort des Gentransfers wählten wir die Trochlea femoris des 

Kniegelenks des Schafes. Wir verwendeten in diesem translationalen Modell etablierte 

makroskopische, histo- und immunhistochemische, biochemische sowie mikro-

computertomographische Methoden, welche vergleichende Analysen der gesamten 

osteochondralen Einheit ermöglichten.  
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2.2 Die osteochondrale Einheit 
 

Als osteochondrale Einheit wird die Funktionseinheit aus hyalinen Gelenkknorpel, 

kalzifizierten Knorpel sowie dem darunter liegenden subchondralen Knochen in 

diarthrotischen Gelenke bezeichnet [89] (Abbildung 1). Die Bestandteile interagieren 

dabei als funktionelle Partner. Pathologische Veränderungen der Struktur oder 

Physiologie der einen Funktionseinheit wirken sich auf die andere Funktionseinheit aus 

[163,205]. Die funktionellen Partner leiten einwirkende Kräfte weiter und verarbeiten 

diese [69,88]. Die Betrachtung der gesamten osteochondralen Einheit ist wichtig für das 

Verständnis der Pathophysiologie von Gelenkerkrankungen und die Planung von 

Knorpeltherapien. 

 

2.2.1 Der hyaline Gelenkknorpel 
 

Der hyaline Gelenkknorpel ist ein avaskuläres, anervales und alymphatisches Gewebe, 

der die Gelenkflächen aller echten Gelenke überzieht [191]. Chondrozyten tragen mit 

einem Anteil von nur ein bis zwei Prozent am wenigsten zum Gesamtknorpelvolumen 

bei [195]. Diese hoch differenzierten, mesenchymalen Zellen sind in Chondronen 

angeordnet und von einer basophilen Matrix umgeben, dem sogenannten Knorpelhof. 

Chondrone sind in ein hoch komplexes Netzwerk aus extrazellulärer Matrix eingebettet. 

Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix ist Wasser (65-80%) sowie Proteoglykane 

und Kollagenfasern. Proteoglykane sind Makromoleküle mit einem Kohlenhydratanteil 

von bis zu 95% und besitzen eine wesentliche Wasserbindungskapazität und 

Quelldruck. Das Aggrekan-Molekül stellt das Hauptproteoglykan des Knorpels dar und 

bildet damit die Grundlage für die Elastizität des Gewebes [88]. Es wird durch zwei 

Verbindungsproteine an Hyaluronsäure (Hyaluronan) gebunden [124]. Kollagene sind im 

Körper ubiquitär vorhandene Proteine, die für die mechanische Festigkeit im hyalinen 

Knorpel sorgen. Im intakten hyalinen Knorpel ist Typ-II-Kollagen mit einem Anteil von 

90-95% das Hauptkollagen und verläuft arkadenförmig durch fast alle Schichten [170]. 

Weitere, im hyalinen Knorpel vorkommende Kollagene sind Typ-VI-, -IX-, -X-, - und -XI-

Kollagen. Im Lichtmikroskop zeigen sich Kollagenfasern im intakten Knorpel maskiert. 

Kommt es zu einer degenerativen Veränderung, werden Kollagenfibrillen demaskiert 

(sog. „Asbestfasern“) [178]. Mit Hilfe der Polarisationsmikroskopie kann so zwischen 

normalem Knorpelgewebe und Reparaturgewebe unterschieden werden. Hyaliner, 

nicht-kalzifizierter Gelenkknorpel kann in verschiedene Schichten und organisatorische 

Einheiten eingeteilt werden [116,156] (Abbildung 1). In der oberflächlich gelegenen, 

superfiziellen Zone sind Chondrozyten parallel zur Gelenkoberfläche angeordnet und 
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treten in Kontakt mit der Synovialflüssigkeit. Die Anzahl der Chondrozyten sowie der 

Anteil an Proteoglykanen ist reduziert, der Kollagengehalt ist hoch. Die mittlere Zone 

(Übergangszone) zeigt eine teilweise Organisation der Chondrozyten in Chondronen. 

Der Anteil an Proteoglykanen steigt und Kollagenfibrillen sind arkadenförmig 

angeordnet. An die mittlere Zone schließt sich die tiefe (radiäre) Zone an. Hier finden 

sich in Säulen gestapelte Chondrozyten. Der Proteoglykangehalt ist hier am höchsten 

und Kollagenfibrillen sind senkrecht zur Gelenkoberfläche angeordnet. Kalzifizierter 

Knorpel befindet sich in einer 20 bis 250 μm dicken Zone (kalzifizierte Zone) und ist 

geprägt von aktiven, physiologischen Umbauprozessen [195]. Die kalzifizierte Zone trägt 

kleine, runde Chondrozyten. Typ-II-Kollagenfibrillen haben ihren Ursprung in dieser 

Zone [156]. Zwischen tiefer Zone und kalzifizierter Zone befindet sich ein ca. 5 μm 

dünnes Band aus mineralisiertem Knorpel, die sogenannte tidemark [149]. Die 

kalzifizierte Zone ist das Verbindungsstück zwischen Knorpel und dem steifen 

Knochengewebe. Die Zone des kalzifizierten Knorpelgewebes hat die Aufgabe, Kräfte 

zu vermitteln und die Diffusion von Stoffen aus dem subchondralen Knochen zur tiefen 

Zone des Gelenkknorpels zu limitieren [192]. 

 

2.2.2 Der subchondrale Knochen 
 
Der subchondrale Knochen kann in die subchondrale Knochenplatte und die diaphysär 

gelegene subartikuläre Spongiosa unterteilt werden [156]. Die Knochenplatte lieg direkt 

unter der kalzifizierten Zone des Gelenkknorpels und wird durch die sogenannte 

Zementlinie von dieser Schicht getrennt. Sie besteht aus 0,2 bis 0,4 mm dünnen, dicht 

gepackten Lamellen. Einzelne mechanische und strukturelle Parameter variieren je nach 

Lokalisation und Belastung im Gelenk. So ist die subchondrale Knochenplatte in 

Regionen hoher mechanischer Belastung dichter, dicker [98] und besitzt eine höhere 

Vaskularisationsdichte [133]. In tieferen Regionen der subchondralen Zone vergrößern 

sich die spongiösen Räume und verlaufen parallel zur Diaphyse. Diese Schicht wird als 

subartikuläre Spongiosa bezeichnet. Sie ist metabolisch aktiver als die subchondrale 

Platte, bedingt durch die ständigen Umbauprozesse der Osteoblasten und Osteoklasten 

als Reaktion auf mechanische Reize [195]. Die Stabilität des Knochens korreliert dabei 

mit der Dichte an Trabekeln, ebenfalls abhängig von der Lokalisation im Gelenk. Der 

subchondrale Knochen ist durch sensorische und sympathische Nervenfasern innerviert. 

Blutgefäße können die Zementlinie durchbrechen und bis in die kalzifizierte Zone reichen 

und hier die Ernährung der tiefen Zone durch Diffusion der Nährstoffe sicherstellen. 

Hauptkollagen des subchondralen Knochens ist das Typ-I-Kollagen. Neben dem 

Knochengewebe kommt es auch in Sehnen, Bändern und der Haut vor. Im Rahmen 
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degenerativer Prozesse oder in faserknorpeligen Reparaturgewebe ist es im 

Gelenkknorpel nachweisbar [178]. Kollagenfasern kreuzen Gelenkknorpel und 

subchondralen Knochen nicht. Die beiden Gewebe werden nur durch dreidimensionale 

Verzahnung zusammengehalten [192]. Der subchondrale Knochen hat zum einen die 

Aufgabe der Ernährung des Gelenkknorpels, zum anderen spielt er eine wichtige Rolle 

in der mechanischen Unterstützung des Gelenkknorpels durch die Absorption von 

Gewichts- und Stoßkräften [116].  

 
Abbildung 1: Aufbau der osteochondralen Einheit. Schematische Darstellung und beispielhafter, 
histologischer Schnitt in Safranin O/Echtgrün-Färbung. 

 
2.2.3 Die Biologie der osteochondralen Einheit 
 
Die Ernährung des Gelenkknorpels wird durch Diffusion von Nährstoffen aus der 

Synovialflüssigkeit und basal durch Diffusion aus den Kapillaren des subchondralen 

Knochens sichergestellt [116]. Chondrozyten liegen als terminal differenzierte Zellen 

ohne Proliferationsaktivität vor, welche die extrazelluläre Matrix durch ihre geringe 

Stoffwechselaktivität aufrecht erhalten [41]. Die extrazelluläre Matrix spielt eine zentrale 

Rolle in der Knorpelhomöostase. Das Aggrekan vermittelt, als wichtigstes Proteoglykan 

der extrazellulären Matrix, Chondrozyt-Chondrozyt- sowie Chondrozyten-

Matrixinteraktionen [124]. Der Verlust von Aggrekananteilen ist ein Hauptindikator der 
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Früharthrose [117]. Das Kollagenfasernetz und die Glykosaminoglykan-gebundene 

interstitielle Flüssigkeit des Knorpelgewebes wirken als biochemisch-hydrodynamisches 

Dämpfungssystem: Bei Zunahme der biomechanischen Last kommt es zu einer 

druckinduzierten Umverteilung der interstitiellen Flüssigkeit in weniger komprimierte 

Anteile der extrazellulären Matrix. Nach Abnahme der Last fließt die Flüssigkeit durch 

ihre Elektrostatik wieder zurück und wird teilweise von Glykosaminoglykan reabsorbiert. 

Dadurch erlangt der hyaline Knorpel seine ursprüngliche Form [145]. Im hyalinen 

Gelenkknorpel herrscht ein Gleichgewicht zwischen matrix-aufbauenden (anabolen) und 

matrix-abbauenden (katabolen) Prozessen, welche durch ein komplexes molekulares 

Signalnetzwerk reguliert werden. Auf der anabolen Seite des 

Chondrozytenmetabolismus stehen Wachstumsfaktoren wie beispielsweise der 

transformierende Wachstumsfaktor β (TGF-β), knochenmorphogenetische Proteine 

(BMPs) und insulinartiger Wachstumsfaktor I (IGF-I) sowie Inhibitoren (TIMP) von 

Matrixmetalloproteasen (MMPs). Katabol wirken dagegen Entzündungsmediatoren wie 

Tumornekrosefaktor α (TNF-α), Interleukine (z.B. IL-1β), proteolytische Enzyme (MMP 

und ADAMTS) oder Kollagenasen. Mit zunehmenden Alter verringert sich die mitogene 

und synthetische Aktivität von humanen Chondrozyten, ebenso die Ansprechbarkeit auf 

anabol wirkende Cytokine und mechanische Stimuli [171] sowie die Telomerase-Aktivität 

als Indikator für die zelluläre Seneszenz und Replikationsfähigkeit [268]. Im 

subchondralen Knochen finden sich mesenchymale Stammzellen und weitere, 

multipotente Zellen des Knochenmarks. Diese Zellen spielen eine Rolle in der spontanen 

Knorpelreparatur (Kapitel 2.4) oder bei operativen Therapien (Kapitel 2.5).  

 

2.3 Einteilung der Knorpeldefekte 
 

Knorpeldefekte können in fokale Läsionen und degenerative Läsionen unterteilt werden. 

Per definitionem sind fokale Knorpeldefekte innerhalb der Gelenkfläche abgegrenzt und 

von einem sonst intakten hyalinen Gelenkknorpel umgeben, die sogenannte 

„Defektschulter“. Degenerative Läsionen sind typischerweise gering demaskiert [67]. 

Vielzählige Erkrankungen können zu einem Gelenkknorpeldefekt führen. Dabei sind 

fokale Defekte oft Folge eines Traumas, einer Osteonekrose oder einer Osteochondrosis 

dissecans [159] und kommen sehr häufig retropatellar und am medialen Femurkondylus 

vor [243]. Degenerative Läsionen werden häufig durch Bandinstabilitäten, 

Meniskusschäden, Achsenfehlstellungen oder Arthrose hervorgerufen [267]. Bei fokalen 

Defekten unterscheidet man zwischen chondralen und osteochondralen Defekten. 

Chondrale Defekte betreffen ausschließlich die kartilaginäre Zone der osteochondralen 
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Einheit [39,190]. Sie sind die am häufigsten vorkommenden Knorpeldefekte [107] und 

können weiter in teilschichtige und vollschichtige Defekte kategorisiert werden 

(Abbildung 2). In der klinischen Behandlung spielt die exakte Klassifizierung der 

Knorpelschäden anhand von Tiefenausdehnung, Defektgröße, Lokalisation, Zustand 

des umgebenen Knorpels, dem Zustand des subchondralen Knochens, Begleitschäden 

und Genese eine wichtige Rolle für die Therapieentscheidung [213]. Aktuelle empfiehlt 

die DGOU (Deutsche Gesellschaft für Orthopädie und Unfallchirurgie) die Verwendung 

der ICRS-Klassifikation (International Cartilage Regeneration and Joint Preservation 

Society, Grad 0 bis 4b) [24] zur klinischen Einteilung von Knorpeldefekten auf Basis der 

1989 entwickelten Klassifikation von Noyes und Stabler [190].  

 

 
Abbildung 2: Einteilung der Knorpeldefekte. Einteilung in chondrale teil- und vollschichtige Defekte sowie 
osteochondrale Defekte (A). Einteilung nach der ICRS-Klassifikation (B). Grad 1a: Intakte Oberfläche mit 
Fibrillationen und/oder Knorpelerweichungen. Grad 1b: zusätzliche, oberflächliche Rissbildung. Grad 2: 
teilschichtiger Knorpeldefekt < 50% der normalen Knorpeldicke. Grad 3: Defekte > 50% der normalen 
Knorpeldicke ohne Involvierung der kalzifizierten Zone (3a), bis zur kalzifizierten Zone reichend (3b), bis 
zum subchondralen Knochen reichend (3c), mit zusätzlicher Blasenbildung (3d). Grad 4: osteochondrale 
Defekte ohne (4a) oder mit begleitendem Knochendefekt (4b). Abbildung adaptiert aus dem ICRS Cartilage 
Injury Evaluation Package (www.cartilage.org). 
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2.3.1 Osteochondrale Defekte 
 

Osteochondrale Defekte reichen per Definition immer durch das Knorpelgewebe in den 

subchondralen Knochen und haben verschiedene Ursachen. Der Ausdruck 

„osteochondrale Läsionen“ stellt dabei ein Überbegriff für unterschiedliche Pathologien 

dar, die den subchondralen Knochen und den darüber liegenden Knorpel betreffen. Die 

Osteochondrosis dissecans ist eine aseptische Knochennekrose und beschreibt eine 

erworbene Verletzung des subchondralen Knochens. Der im englischen Sprachraum 

verwendete Ausdruck „osteochondritis“ wurde von Franz König 1888 geprägt, welcher 

von einer Entzündung als Ursprung der Erkrankung ausging [12]. Die genaue Ätiologie 

der Erkrankung wird jedoch kontrovers diskutiert und ist weiterhin unklar [238]. Die 

Osteochondrosis dissecans betrifft am Häufigsten das Knie- sowie das obere 

Sprunggelenk und das Ellenbogengelenk [57]. Ostechondrale Defekte können durch 

eine Osteochondrosis dissecans entstehen und dabei den darüber liegenden 

Gelenkknorpel sekundär betreffen [39,190]. Auch andere Pathologien wie 

Osteonekrosen oder osteochondrale Frakturen (z.B. nach einer traumatischen 

Patellaluxation) führen zu osteochondralen Defekten. Durch die Involvierung des 

subchondralen Knochens wird der Knochenmarkraum eröffnet, es bildet sich ein 

Blutgerinnsel und es kommt zu einem Einstrom von mesenchymalen Stammzellen in 

den Defekt [207]. Die biomechanische und homöostatische Veränderung der 

subchondralen Einheit führen oft zu einer weiteren Degeneration des gesamten Gelenks 

und schließlich auch zur früheren Ausbildung einer sekundären Arthrose [89]. Bei 

osteochondralen Defekten ist die exakte Klassifikation wichtig für die 

Entscheidungsfindung im klinischen Alltag. Die Klassifikation von Berndt und Harty 

wurde ursprünglich für die Einteilung der talaren Osteochondrosis dissecans entwickelt 

[15]. Sie wurde von J. Bruns [26] erweitert und schließt klinische Symptome, 

röntgenmorphologische Veränderungen, Signalalterationen in der 

Magnetresonanztomografie (MRT) sowie arthroskopisch erkennbare 

Knorpelveränderungen ein. Diese Veränderungen korrelieren mit pathohistologischen 

Veränderungen. Neben der Klassifikation für Knorpelschäden existiert von der ICRS 

auch eine Klassifikation für reine osteochondrale Läsionen [24]. Die operative Therapie 

von osteochondralen Defekten hat das Ziel, sowohl eine hinreichende Knorpel- als auch 

Knochenheilung zu erzielen (siehe Kapitel 2.5).  
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2.4 Biologie der osteochondralen Reparatur 
 

Die Regenerationsfähigkeit von verletztem Knorpelgewebe ist begrenzt [27]. 

Regeneration und Reparatur von Gelenkknorpel müssen streng voneinander getrennt 

werden. Als Resultat der Knorpelreparatur findet man ein Reparaturgewebe, welches 

makroskopische Ähnlichkeiten mit nativen, hyalinen Knorpel aufweist, sich jedoch in 

Morphologie und biochemischer Zusammensetzung wesentlich unterscheidet [207]. Es 

ähnelt dem Faserknorpel und zeigt eine geringere mechanische Belastbarkeit auf [71]. 

Im Gegensatz dazu weist die Knorpelregeneration exakte makroskopische, 

mikroskopische und biochemische Eigenschaften des nativen hyalinen Gelenkknorpels 

auf [31]. Eine vollständige Knorpelregeneration kann nur in der embryonalen 

Entwicklung festgestellt werden, sie erfolgt nicht beim Erwachsenen [32]. Chondralen 

Defekten fehlt der Zugang zu pluripotenten Stammzellen aus dem Knochenmark. 

Randständige Chondrozyten sowie Synovialzellen sind die einzigen Zellpopulationen, 

die zu Reparaturprozessen beitragen können [114]. Von diesen Zellen ausgehend wurde 

am Kaninchen- und Minischwein-Modell die Bildung von Reparaturgewebe 

nachgewiesen [112]. Eine komplette Defektauffüllung wird hier oftmals nicht erreicht 

[207] und das Reparaturgewebes zeigt Diskontinuitäten an den Integrationszonen sowie 

eine Hypozellularität im angrenzenden hyalinen Knorpel auf [118]. Im Rahmen der 

spontanen Reparatur von osteochondralen Defekten oder nach markraumeröffnenden 

Verfahren (Kapitel 2.5) kommt es nach Penetration des subchondralen Knochens zur 

Migration von mesenchymalen Stammzellen vom subchondralen Knochen in den 

Defekt. Hier differenzieren die Stammzellen zu Chondrozyten und bilden ein 

faserknorpeliges Reparaturgewebe [164]. Die ablaufenden Reparaturprozesse beruhen 

auf dem Prinzip der Chondrogenese und werden durch verschiedene Wachstums- und 

Transkriptionsfaktoren reguliert. Proteoglykane und Typ-I-Kollagen sind nach einigen 

Wochen nachweisbar. Das neu gebildete Gewebe ist durch eine hohe Typ-I-Kollagen- 

und eine niedrige Typ-II-Kollagen-Konzentration charakterisiert. Zwar steigt der Gehalt 

an Typ-II-Kollagen und Aggrekan mit der Zeit an [6,7], die Anordnung der Typ-II-

Kollagenfibrillen entspricht jedoch nicht der des normalen hyalinen Knorpelgewebes. 

Auch die Transkriptionsaktivität im normalen Knorpel ist für Proteoglykane und 

nichtkollagene Adhäsionsproteine höher [179]. Die Reparatur des subchondralen 

Knochens verläuft ähnlich den Vorgängen während der Frakturheilung [29]. 

Knochenspezifische Transkriptionsfaktoren wie RUNX2 und der Ligand Wnt regulieren 

die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Prä-Osteoblasten und reifen 

Osteoblasten im subchondralen Knochen. Die Innervation des Knochens moduliert die 

Knochenregenerations- und Umbauprozesse und ist an der Knorpelhomöostase beteiligt 
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[233]. Reparaturmechanismen können auch durch sich wiederholende Mikrotraumata 

ausgelöst werden. Dies kann zu subchondraler Sklerosierung und der Ausbildung einer 

neuen kalzifizierten Zone führen [116]. Im subchondralen Knochen werden eine Reihe 

von langfristigen Veränderungen beobachtet. So kommt es im Tiermodell und beim 

Patienten häufig zu einem Voranschreiten der subchondralen Knochenplatte, der 

Bildung von intraläsionalen Osteophyten sowie zum Auftreten von subchondralen 

Knochenzysten oder Veränderungen der subchondralen Mikroarchitektur [198,199]. Als 

Ursache dieser Veränderungen werden mechanosensitive Osteoblasten vermutet, 

welche durch Veränderungen der Biomechanik im ostechondralen Defekt aktiviert 

wurden [231]. Das gebildete, faserknorpelige Reparaturgewebe weist nach einigen 

Monaten erste Zeichen einer Degeneration auf und der Defekt kann sich in den 

angrenzenden hyalinen Gelenkknorpel hinein ausweiten [118]. 

 
2.5 Operative Therapiestrategien von Knorpeldefekten  
 

Die Möglichkeiten der chirurgischen Knorpeltherapie können grundsätzlich in 

zellgebundene und zellfreie Verfahren unterteilt werden. Als zellgebundene Verfahren 

für chondrale Knorpeldefekte existieren einige etablierte, markraumeröffnende 

Operationsverfahren wie die Mikrofrakturierung [246], Pridie-Bohrung [219] und die 

Abrasionsarthroplastik [120]. Durch Eröffnung des subchondralen Knochens kommt es 

zu einer Einblutung in den Defekt, Einstrom von Stammzellen sowie Wachstumsfaktoren 

und schließlich zur Ausbildung eines faserknorpeligen Reparaturgewebes [30]. Die 

Mikrofrakturierung ist die am häufigsten verwendete Technik zur Behandlung von 

kleinen (≤ 2,5 cm2) Knorpeldefekten am Kniegelenk [264]. Das zweizeitig durchgeführte 

Verfahren der autologen Chondrozytentransplantation (ACT) ermöglicht die Bildung von 

knorpelähnlichem Reparaturgewebe [211]. Sie basiert auf der Isolation und Expansion 

von Knorpelzellen aus humanem Gewebe [168]. Zunächst wird ein Knochen-Knorpel-

Zylinder außerhalb der Hauptbelastungszone entnommen, ca. vier Wochen kultiviert und 

anschließend in den Knorpeldefekt implantiert. Die Indikation für eine ACT ist ab einer 

Defektgröße von 2,5 cm2 bei jungen, sportlich aktiven Patienten bei einem 

symptomatischen Knorpelschaden (Grad III/IV nach ICRS) gegeben. Heute kommen 

verschiedene Biomaterialien als Matrix der Knorpelzellen zur Verwendung (matrix-

assoziierte autologe Chondrozytentransplantation, MACT), was auch eine 

minimalinvasive Transplantation ermöglicht. Die ACT bzw. MACT zeigt in einigen 

Studien im Vergleich zur Mikrofrakturierung eine Überlegenheit bei der Behandlung 

größerer Defekte auf [104]. Osteochondrale Transferverfahren bringen eine 

physiologisch intakte, native osteochondrale Einheit in einen Defekt ein [214]. Dabei 
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werden in einem einzeitigen Verfahren Knorpel-Knochen-Zylinder außerhalb der 

Hauptbelastungszone entnommen und diese dann knöchern in den vorbereiteten 

Knorpeldefekt verblockt (sog. Press-fit-Technik) [97]. Indikationen sind fokale 

Knorpeldefekte mit Involvierung des subchondralen Knochens bis zu einer Größe von 

ca. 3 bis 4 cm2. Sowohl allogene als auch autologe Verfahren wie die OATS-Technik 

(Osteochondrales-Autograft-Transfer-System) zeigen in Langzeitstudien gute 

Ergebnisse [148,214]. Bei zellfreien Therapieverfahren werden Zellen nicht kultiviert und 

können somit einzeitig angewandt werden. Klinisch verwendet wird auch das sog. AMIC- 

(„autologe matrixinduzierte Chondrogenese“) Verfahren. Hier wird der Knorpeldefekt 

nach Mikrofrakturierung mit einer Membran abgedeckt. Die klinische Evidenzlage im 

Vergleich zu etablierten Verfahren ist hier noch unzureichend [80]. Für osteochondrale 

Defekte befinden sich zurzeit nur wenige zellfreie Systeme im klinischen Gebrauch 

[25,35]. Die Verwendung von Membranen und strukturellen Gerüsten („scaffolds“) zählt 

zum sogenannten Tissue Engineering. Dies beschreibt allgemein die zielgerichtete 

Neubildung von Gewebe mit Hilfe einer Vielzahl an biomedizinischen Verfahren und 

Techniken [255]. Ein Hauptproblem in der klinischen Anwendung ist die ungenügende 

Einheilung der Multiphasen-Implantate in den subchondralen Knochen sowie die 

fehlende Osteokonduktion oder Ossifikation [11,55]. Die Evidenz ist hier auf wenige 

Fallstudien limitiert [128]. Die unzureichende Studienlage und fehlende Regeneration 

des subchondralen Knochens verdeutlicht die Notwendigkeit, neue experimentelle 

Ansätze zu finden, um die Reparatur der gesamten osteochondralen Einheit zu 

verbessern.  

 

2.6 Experimentelle Therapieansätze 

2.6.1 Übersicht 
 

Als Gentherapie definiert man den Transfer von Genen oder Gensequenzen in 

somatische Zellen von Patienten mit dem Ziel, dadurch einen therapeutischen Nutzen 

zu erlangen [188]. Die Übertragung der Gensequenzen wird als Gentransfer bezeichnet. 

Für das Einschleusen von Gensequenzen in Zielzellen stehen verschiedene virale und 

nicht-virale Gentransfersysteme zur Verfügung, sogenannte Gentransfer-Vektoren. 

Allen Gentransfersystemen ist gemein, dass genetisches Material die Zellmembran 

passieren und den Zellkern erreichen muss. Ein solcher Gentransfer mit viralen 

Systemen wird Transduktion genannt, ein Transfer mit nicht-viralen Systemen wird als 

Transfektion bezeichnet (Abbildung 3). Um einen therapeutischen Gentransfer zu 

verwirklichen muss eine ausreichende, biologisch aktive Menge an Proteinen über einen 

bestimmten Zeitraum synthetisiert werden.  
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Abbildung 3: Überblick über Methoden des Gentransfers im Gelenkknorpel. Ein Transgen kann durch 
nicht-virale oder virale Gentransfersysteme in Zielzellen (z.B. Chondrozyten) eingebracht werden. Im ex 
vivo- Verfahren werden transgene Zellen mit Hilfe von Biomaterialien durch intraartikuläre Injektion oder 
nach Arthrotomie in (osteo)chondrale Defekte eingebracht. Die direkte Gabe einer therapeutischen Lösung 
(in vivo-Verfahren) ist ebenfalls über diese zwei Applikationswege möglich. Abbildung adaptiert nach 
Cucchiarini und Rey-Rico (2017) [50]. 
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2.6.2 Therapeutische Faktoren 
 

Die Knorpelreparatur weist Ähnlichkeiten mit der embryonalen Chondrogenese auf [39]. 

Ziel der Gentherapie ist die Überexpression therapeutischer Faktoren zur Erhöhung der 

Produktion an Proteinen, welche die Knorpelreparatur fördern. Dazu zählen 

Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, anti-inflammatorische Zytokine, 

Signalproteine, Proteine der extrazellulären Matrix und Rezeptoren [13]. 

Wachstumsfaktoren sind in der Lage, die Chondrogenese zu induzieren und 

modulierend in die Zellproliferation einzugreifen [253]. Sie sind meist aus Polypeptiden 

aufgebaut, welche durch ihre kurze pharmakologische Halbwertszeit die therapeutische 

Wirksamkeit vermindern [224]. Ihre Wirkung wird über spezifische, membrangebundene 

Rezeptoren und intrazelluläre Signaltransduktionsprozesse vermittelt [70,143]. Zur 

Gruppe der Wachstumsfaktoren, welche die Chondrogenese fördern, gehören Mitglieder 

der TGF-β-Gruppe wie TGF- β1 und -β2 [96], BMP-2 [235] und BMP-7 [8]. Auch 

Mitglieder der Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren wie FGF-2 [119] sowie der 

Wachstums- und Differenzierungsfaktor 5 (GDF-5) [109] gehören dazu. BMP stimulieren 

jedoch auch die enchondrale Ossifikation und führen zu einer Hypertrophie von 

Chondrozyten. Die Zellproliferation wird durch FGF-2 [251] und durch insulinartigen 

Wachstumsfaktor I (IGF-I) [252] angeregt. IGF-I [250], BMP-2 und -7 [60] regen die 

Matrixsynthese an. Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise Mitglieder der SOX-

Familie können die Expression von Genen, die in die Chondrogenese involviert sind, 

direkt modulieren. Sie kodieren für Typ-II-Kollagen- oder Aggrekan-Gene [19,158]. Es 

existieren aber auch Strategien, welche degenerative Vorgänge im Reparaturgewebe 

inhibieren sollen. Hier sind Mitglieder der Interleukin 1- (IL-1) [87], Interleukin 17- (IL-17) 

[237] und Tumornekrosefaktor-Familien [216,245] mögliche Kandidaten. 

 

2.6.3 Humaner Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (hFGF-2) 
 
Das humane Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (hFGF-2)- Protein hat eine Größe von 18 

kDA. Es besitzt eine kurze Plasmahalbwertzeit und ist bereits einige Minuten nach 

direkter Applikation in ein Gelenk vollständig abgebaut [239]. In tierexperimentellen, 

gentransferbasierten Studien zeigten sich positive Effekte auf die 

Knorpeldefektreparatur [40,105,123,272,274]. FGF-2 unterstützt dabei hauptsächlich 

die Differenzierung zu Chondrozyten in vivo [72,122,234], was zur Steigerung der 

Synthese von Matrixproteinen führt [75]. Außerdem wirkt der Faktor mitogen auf 

Chondrozyten [152,228] und stimuliert die Expression anderer chondrogener Faktoren 

wie beispielsweise SOX9 [189] oder die Freisetzung entsprechender Rezeptoren [102]. 
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In vitro- Experimente zeigten außerdem eine reduzierte Expression von Typ-I- und Typ-

X-Kollagen, welche als Marker für fibrokartilaginäres Reparaturgewebe gelten, sowie 

eine reduzierte Mineralisation und Expression osteogenetischer Marker wie 

beispielsweise alkalische Phosphatase [44]. Gegensätzliche Einflüsse auf die 

Knorpelhomöostase beobachtete man in Studien mit verschiedenen Spezies [59]. Dabei 

spielt die Regulation von FGF-2-spezifischen Rezeptoren eine Rolle, die entweder 

katabolische oder anabolische Prozesse induzieren [59]. Die chondroprotektive, anabole 

Wirkung von FGF-2 unterscheidet sich in verschiedenen Spezies [139] und ist 

altersabhängig [271]. Dies muss bei der Wahl des Tiermodells unbedingt beachtet 

werden.  

 

2.6.4 Applikationswege 
 

Grundsätzlich stehen zwei Wege zur Verfügung, um Transgene in Defekte einzubringen 

und damit die Zielzellen zu behandeln (Abbildung 3). Bei der indirekten (ex vivo) 

Methode müssen autogene, allogene oder xenogene Zellen zunächst isoliert, kultiviert 

und modifiziert werden. Anschließend folgt die Reimplantation, häufig in Verbindung mit 

Trägermaterialien [220]. J. M. Mason und Kollegen brachten retroviral-vermittelt den 

Knochenwachstumsfaktor BMP-7 erfolgreich mit Hilfe periostaler Zellen in einen fokalen 

Defekt ein [173]. Weitere Studien mit verschiedenen Wachstumsfaktoren waren 

ebenfalls erfolgreich [93,153]. Kaul und Mitarbeiter transfizierten FGF-2 in Chondrozyten 

und beobachteten nach Reimplantation der Zellen in Alginatsphäroiden eine 

Verbesserung der Knorpelreparatur [123]. Der direkte (in vivo) Transfer therapeutischer 

Gene in Knorpeldefekte stellte lange Zeit ein Problem dar. Vermutlich bedingt durch die 

dichte Knorpelmatrix, in der die Chondrozyten eingebettet sind, gelang durch 

adenovirale, retrovirale oder nicht-virale Genvektoren keine direkte 

Transgenübertragung [154]. Verbesserte Gentransfermethoden, basierend auf adeno-

assoziierten Viren, zeigten jedoch Erfolge in der direkten Vektorverabreichung in einen 

Knorpeldefekt [40,65,150]. Die Transgen-Expression konnte auch in Chondrozyten des 

normalen Knorpel und in Zellen der Synovialmembran nachgewiesen werden, was auf 

eine Diffusion der Faktoren aus dem Defekt hinweist [40,151,215,254]. Zur 

erfolgreichen, direkten Applikation muss entweder ein chirurgischer Zugangsweg mittels 

Arthrotomie geschaffen werden oder es erfolgt eine intraartikuläre Injektion [43,65]. Die 

direkte, intraartikuläre Injektion findet eher Verwendung in Therapiestrategien für 

rheumatoide Arthritis oder Arthrose [63,154,262]. 
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2.6.5 Gentransfersysteme 
 

 Nicht-virale Gentransfermethoden 
 

Bei nicht-viralen Gentransfermethoden dient häufig ein Plasmid als Expressionsvektor. 

Die Expressionsvektoren können mit verschiedenen chemischen oder physikalischen 

Methoden in die Zielzellen eingeschleust werden. Die Elektroporation ist ein Beispiel für 

eine physikalische Gentransfermethode. Dabei wird ein elektrisches Feld genutzt, um 

Poren der Zellmembran zu öffnen und kleine DNS-Moleküle in die Zelle zu schleusen 

[194]. Chemische Methoden, wie beispielsweise lipid-basierte Gentransfersysteme 

[81,123,150] sind zahlreich verfügbar. Die negative Oberflächenspannung der DNS geht 

dabei einen Komplex mit den kationischen Liposomen ein. Bei der Transfektion mit Hilfe 

nicht-viraler Systeme verbleibt das transfizierte Plasmid extrachromosomal im Zellkern 

und produziert dort das spezifische Genprodukt [99]. Nicht-virale Systeme induzieren in 

der Regel keine Immunreaktion und sind deshalb wiederholt anwendbar. Außerdem sind 

sie zellzyklusunabhängig, haben eine höhere Aufnahmekapazität für genetisches 

Material und weisen eine niedrige Toxizität auf [161]. Als nachteilig erweist sich eine 

geringere Transfektionseffektivität und kurze Transgenexpressionraten im Vergleich zu 

viralen Methoden [50,91].  

 

 Virale Gentransfermethoden 
 

Viren können als natürliche Gentransfervehikel dienen. Eine Transgen-Kassette mit der 

benötigten DNS-Sequenz (engl. gene of interest) wird dazu zunächst mittels Klonierung 

in das Virusgenom eingebaut. Grundsätzlich besteht das virale Wildtyp-Genom aus 

Sequenzen, die für virale Proteine kodieren und cis-agierenden, genregulierenden 

Sequenzen. Eine Trennung dieser Sequenzen ist ein wichtiger Sicherheitsaspekt. Mit 

gentechnischen Methoden kann das Virusgenom modifiziert und 

replikationsinkompetente, virale Vektoren hergestellt werden Die rekombinante DNS 

wird nun mit viruseigenen Integrationswegen in die Zielzellen geschleust. Die häufigsten, 

für den sicheren Gentransfer verwendeten Viren sind Adenoviren, Retro- und Lentiviren, 

Herpes Simplex Viren (HSV) und adeno-assoziierte Viren (AAV) [4,50]. Adenoviren sind 

die häufigsten Viren, die zur Knorpelreparatur eingesetzt werden [50]. Sie besitzen eine 

hohe Transduktionseffizienz und können daher in vivo verwendet werden [13]. 

Eingeschränkt wird die Verwendung jedoch durch die induzierte Immunantwort des 

Wirtsorganismus nach viraler Erstinfektion [14,257]. Außerdem ist die zeitliche 

Transgenexpression reduziert [43,50]. Grund dafür ist der Verbleib des Transgens als 
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Episom in der Zielzelle [99]. Im Gegensatz dazu werden retro- und lentivirale Vektoren 

in das Genom der Zielzelle integriert. Das Transgen wird dadurch repliziert und die 

zeitliche Transgenexpression ist erhöht [64]. Retrovirale Vektoren transduzieren jedoch 

keine ruhenden Zellen. In vivo weist der Gentransfer daher keine hohe Effizienz auf 

[21,158]. Herpesviren sind effektive Vektoren, jedoch ist ihre Verwendung durch eine 

hohe Toxizität limitiert [50,64]. Eine zweite Generation an HSV-Vektoren kann diesen 

Nachteil verbessern [270]. Bis heute gelten rekombinante adeno-assoziierte Viren 

(rAAV) als vielversprechendste Vektoren für die Gentherapie [13]. Ihre Verwendung zur 

Behandlung von rheumatoider Arthritis und Arthrose wird bereits in ersten klinischen 

Studien erprobt [66].  

 

 

 Adeno-assoziierte virale Vektoren 
 

Grundlage der in dieser Studie verwendeten Vektoren sind adeno-assoziierte Viren 

(AAV), welche zur Gattung der Dependoparvoviren gehören. Die Virionen besitzen einen 

Durchmesser von 20-25 nm, sind in ikosaedrischer Form angeordnet und beinhalten ein 

eingekapseltes, 4,7 kb großes, einzelsträngiges DNS-Genom [263] (Abbildung 4). Als 

Wild-Typ sind sie auf Helferviren, häufig aus der Familie der Adenoviren, als Helferviren 

angewiesen, Das Ausbleiben einer Co-Infektion durch Helferviren verhindert die 

produktive Replikation von Viruspartikeln. Die Integration innerhalb der Wirtszelle ist 

dennoch möglich [263]. AAV sind im Tierreich und beim Menschen weit verbreitet. Man 

geht davon aus, dass bis zu ca. 80% der humanen Population Antikörper gegen AAV-

Serotypen besitzen [22,115]. Es exisieren 5 Serotypen von adeno-assoziierten Viren, 

von denen AAV-2 bereits früh sequenziert und charakterisiert werden konnte 

[147,244,263]. Umschlossen wird das AAV-Genom von haarnadelförmig angeordneten 

sog. Inverted Terminal Repeats (ITRs) [147]. Weitere essenzielle Bestandteile des 

Genoms sind rep- und cap-Sequenzen. Die rep-Gene sind für die Replikation notwendig 

und kodieren 4 Proteine (Rep 68, 78, 52, 40). Das Kapsid wird durch Strukturproteine 

gebildet, welche durch cap-Gene kodiert werden (VP 1, 2 3) [225]. Als Promotor-

Sequenzen dienen p5 und p19 sowie p40 [263]. Der natürliche Lebenszyklus von AAV 

ist komplex. In Abwesenheit eines Helfervirus kommt es nach Infektion der Wirtszelle zu 

einer Integration des AAV-Genoms in das Wirtsgenom (latente Infektion) [90]. Beim 

Menschen befindet sich der spezifische Lokus auf dem Chromosom 19. Das AAV-

Genom liegt auch häufig als extrachromosomales Episom vor [174]. Kommt es nun zu 

einer Co-Infektion, wird die Viruspartikelproduktion durch einen lytischen Zyklus induziert 

und es kommt zur Freisetzung der Partikel [90]. 
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 Rekombinante adeno-assoziierte Viren (rAAV) sind weniger immunogen, da ihre rep- 

und cap- Sequenzen vollständig entfernt werden können [16]. An ihre Stelle tritt eine 

Expressionskassette, welche die Gensequenz des entsprechenden Wunschgens 

enthält. Die zur Replikation benötigten rep- und cap-Gene können dann beispielsweise 

durch ein Hilfsplasmid zur Verfügung gestellt werden. Die ITRs bleiben als viruseigene 

Sequenzen erhalten. rAAV-Vektoren können sowohl sich teilende- als auch ruhende 

Zellen mit einer sehr hohen Transduktionseffizienz (bis zu 100%) innerhalb der 

extrazellulären Matrix adressieren [56,220,247,259]. Die Expression der Transgene 

erfolgt über einen langen Zeitraum [45,151]. Eine Genotoxizität durch insertionelle 

Mutagenese wird in der Regel nicht beobachtet [138].  

 

 
Abbildung 4: Aufbau des AAV-2 Wildtyp-Genoms sowie der rekombinanten AAV-Vektoren. Gene of 
interest beispielhaft für hFGF-2 und lacZ. Abbildung adaptiert aus Cucchiarini et al. (2015) [48]. 
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2.7 Konzept der vorliegenden Arbeit 
 

In der vorliegenden Studie wurde der Ansatz der Gentherapie zur Behandlung 

osteochondraler Defekte verfolgt (Abbildung 5). In vergangenen Studien konnte gezeigt 

werden, dass rekombinante adeno-assoziierte virale (rAAV) Vektoren Markergene in 

Knorpelzellen sehr gut transduzieren können und dabei die Transduktionsrate hoch 

effizient und anhaltend (80-90%) über einen Zeitraum von mindestens vier Monaten 

ohne schädliche Nebeneffekte aufrechterhalten [40,45,47,51,105]. 

 

Humaner Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (hFGF-2) ist ein therapeutischer Faktor, 

welcher reparative Eigenschaften in Chondrozyten, Knorpelgewebe und 

mesenchymalen Stammzellen aufweist [44,209,252]. In vivo-Studien am Kleintiermodell 

(Kaninchen) zeigten Verbesserungen der Knorpelreparatur von osteochondralen 

Defekten nach rAAV-Vektorapplikation und Überexpression von hFGF-2 [40,105]. Wir 

wählten hFGF-2 daher aus, um den katabolen Effekt der Steigerung der Chondrogenese 

in vivo zu stimulieren und verglichen den Effekt mit einer Reporter-lacZ-behandelten 

Kontrollgruppe (rAAV-lacZ). Ein direkter, rAAV-Vektor-vermittelter in vivo-Gentransfer in 

flüssiger Lösung ohne Verwendung von Trägermaterial wurde in der vorliegenden Studie 

favorisiert. Die Vektorendosis wurde niedrig gewählt (2,4 x 105 funktionale Partikel) [51]. 

 

Um diesen experimentellen Ansatz anzuwenden, wählten wir das translationale 

Großtiermodell des Schafes [162]. Zur Verbesserung der Knorpelreparatur und Arthrose 

exisieren bereits einge Studien am Schafmodell [58,101,127,169,201,208]. Wir 

verfolgten in dieser Studie einen bilateralen Ansatz. Die Stichprobengröße berechneten 

wir anhand zuvor durchgeführter translationalen Studien zu Knorpeldefektmodellen 

[51,58,202]. Um den potenziellen Verlust von Versuchstieren zu kompensieren, wurde 

eine Stichprobenanzahl von 8 Tieren gewählt. Wir setzten osteochondrale Defekte auf 

der Trochlea femoris des Kniegelenks des Schafes mit einem standardisierten AO-

Bohrer (3,5mm Spiralbohrer). Das Gelenk wurde über eine kleine mediale, parapatelläre 

Arthrotomie (Miniarthrotomie) eröffnet [200]. Nach dem Setzen der Defekte kam es zur 

spontanen Vermischung des Knochenmarkblutes mit der rAAV-Lösung. Durch die 

Penetration der subchondralen Knochenplatte eröffneten sich Blutgefäße. Dabei 

migrierten pluripotente, mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark. Die 

mesenchymalen Stammzellen dienten als Zielzellen des in dieser Studie durchgeführten 

Gentransfers. Wir bewerteten die osteochondrale Reparatur anhand validierter 

Methoden nach einer mittelfristigen Zeitspanne von 6 Monaten und überprüften die 

nachfolgenden Hypothesen (siehe Kapitel 3) anhand etablierter Methoden. 
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Abbildung 5: Konzept der Studie.  
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 Fragestellung 
 

In der vorliegenden Arbeit überprüften wir am Großtiermodell des Schafes folgende 

Hypothesen: 

 

 

1) Direkter, rAAV-vermittelter Gentransfer in osteochondrale Defekte ermöglicht eine 

effektive Genexpression des humanen Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (hFGF-2) 

für 6 Monate in vivo.  

 

2) Durch direkten, rAAV-vermittelten Gentransfer von hFGF-2 in osteochondrale 

Defekte wird das Auftreten einer perifokalen Arthrose weniger beobachtet als in der 

lacZ-behandelten Kontrollgruppe. 

 
3) rAAV-vermittelter Gentransfer von hFGF-2 in osteochondrale Defekte verbessert die 

Reparatur des subchondralen Knochens in vivo im Vergleich zur lacZ-behandelten 

Kontrollgruppe.  

 

4) rAAV-vermittelter Gentransfer von hFGF-2 in osteochondrale Defekte verbessert die 

Reparatur des Gelenkknorpels in vivo im Vergleich zur lacZ-behandelten 

Kontrollgruppe. 
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 Materialien 
4.1 Lösungen, Puffer, Medien 
 

Die verwendeten Lösungen wurden mit aqua bidest. angesetzt. 
Lösungen Inhaltsstoffe Konzentration/Menge/Volumen 

Blockierungspuffer BSA 

PBS 

6 ml 

200 ml 

DAB-Lösung 
(3’3 Diaminobenzidin) 

H2O 
Puffer (pH=7,5) 

DAB Substratreagenz 

H2O2 

5 ml 
2 Tropfen 

4 Tropfen 

2 Tropfen 
DMMB-Färbelösung (pH 

3,5) 

1,9-Dimethylmethylenblau 

Natriumhydroxid (1 M) 

Ethanol (95%) 
Ameisensäure (90%) 

H2O 

16 mg 

25,6 ml 

5 ml 
3 ml 

ad 1000 ml 

DMMB-Lösung A D-Cysteinhydrochlorid-monohydrat 
PBE 

0,05 g 
30 ml 

DMMB-Lösung B Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz 

Lösung A 

0,053 g 

1 ml 

DMMB-Lösung C Lösung A 
Lösung C 

24,95 ml 
0,05 ml 

Echtgrün-Lösung  Echtgrün 

H2O 

200 mg 

ad 1000 ml 
Entkalkungs-Lösung Natrium-Citrat 

Ameisensäure (90%) 

H2O 

100 g 

250 ml 

ad 750 ml 
Eosin-Lösung  Eosin G 

H2O 

10 g 

ad 2000 ml 

Formalin-Lösung (pH 7,4) KH2PO4 

Na2HPO4 

Formalin-Stammlösung 

H2O 

9,07 g 
11,86 g 

140 ml 

ad 1000 ml 
Hämatoxylin-Lösung nach 

Harris 

Hämatoxylin 

Ethanol (100%) 

Natrium-Jodat 
Aluminiumkaliumsulfat 

H2O 

10 g 

120 ml 

10 g 
200 g 

ad 2000 ml 

Papain-Lösung Papain 
PBS 

5 mg 
ad 40 ml 

PBS Kaliumchlorid (pH 7,2) 

Kaliumhydrogenphosphat 

Natriumchlorid 

2,7 mM 

1,7 mM 

136 mM 
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Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 

• 7H2O) 
10 mM 

Safranin O Lösung Safranin-Orange 

H2O 

1 g 

ad 1000 ml 
Salzsäure-Lösung HCl (37%) 

H2O 

5,4 ml 

ad 200 ml 

TNE-Puffer NaCl 
Na2EDTA • 2H2O 

Tris/(HCL) (pH 7,4) 

5,8 g (100 mM) 
372 mg (1 mM) 

1322 mg (10 mM) 

Trypsin-Lösung (0,1%) Trypsin-Stammlösung (25%) 
PBS 

800 ml 
25% (V/V) 

Wasserstoff-Peroxid-

Lösung (0,3%) 

H2O2 

H2O 

0,6 ml 

200 ml 

Tabelle 1: Lösungen, Puffer und Medien 

 
4.2 Chemikalien 
 

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe, Deutschland), 

Sigma (Taufkirchen, Deutschland) oder Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen und 

für die Herstellung von Puffern und Lösungen verwendet. Weitere Chemikalien und 

Bezugsquellen: 

 
Chemikalie Hersteller 

ABC (Avidin-Biotin-Peroxidase)- Reagenz Vector (Burlingame, CA, USA) 

Albumin-Standard Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 

Ameisensäure Apotheke UKS (Homburg, Deutschland) 
BCA Protein Assay (Reagent B) Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 

Bisbenzimid Hoechst 33258 Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 
Caprofol  Pfizer (Berlin, Deutschland) 

Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz Fluka (Buchs, Schweiz) 

D-Cysteinhydrochloridmonohydrat Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 
DAB-Reagenz Vector (Burlingame, CA, USA) 

Dimethylmethylenblau Serva (Darmstadt, Deutschland) 

Echtgrün (FCF) MP Biomedicals (Solon, OH, USA) 
Eosin G Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure (1%) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol (100%) Apotheke UKS (Homburg, Deutschland) 
Formalin-Stammlösung (37%) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Hämatoxylin (A+B) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Hämatoxylin (nach Weigert/nach Harris) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Isofluran Baxter (Unterschleißheim, Deutschland) 
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Isopropanolol Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 
Papain Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Penicillin/Streptomycin Albrecht GmbH (Aulendorf, Deutschland) 

Pierce-BCA-Protein-Assay (Reagent A) Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 
Propofol AstraZeneca (Wedel, Deutschland) 

Rompun (Xylazin-Hydrochlorid) Bayer (Leverkusen, Deutschland) 

Roti Histokit II (Eindeckmittel) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Safranin O Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Salzsäure (1%) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Standard-DNS-Lösung  
(10μg/ml; Kalbsthymus) 

Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Trypsin Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 

Typ-I-Kollagen Standard MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Typ-II-Kollagen Standard MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 
Waschpuffer-Konzentrat (10x) MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Wasserstoff-Peroxid Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Xylazin Bayer (Leverkusen, Deutschland) 
Xylen Apotheke UKS (Homburg, Deutschland) 

Xylol Fischar (Saarbrücken, Deutschland) 

Tabelle 2: Chemikalien 

 
4.3 Zelllinien und Zellen 
 

Für die Herstellung von viralen Vektoren kamen humane embryonale Nierenzellen der 

293-Zelllinie zur Anwendung (LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland).  

 

4.4 Antikörper und Enzyme 
 

Wir verwendeten für die immunhistologischen Färbungen folgende Antikörper: 
Bezeichnung Spezies Hersteller 

Anti-Typ-I-Kollagen (AF-5610) Maus Acris Antibodies (Hiddenhausen, Deutschland) 

Anti-Typ-II-Kollagen (AF-5710) Maus Acris Antibodies (Hiddenhausen, Deutschland) 
Anti-Maus-IgG (biotinyliert) Ziege Vector (Burlingame, CA, USA) 

Anti-FGF-2 (C-18) Maus Santa Cruz Biotechnologie (Heidelberg, Deutschland) 

Tabelle 3: Antikörper 

Entnommenes Knorpelmaterial wurde mittels Papain (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

verdaut. Bei immunhistochemischen Färbungen wurde Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland) verwendet.  
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4.5 Geräte und Verbrauchsmaterialien  
 

Zusätzlich zu allgemeinen Laborgeräten wurden folgende Geräte und 

Verbrauchsmaterialien verwendet: 
Gerät Hersteller 

Autoklav AMA-240 Astell (Sidcup, Großbritannien) 

Canon Powershot A480 Canon (Neu-Isenburg, Deutschland) 
Digitalkamera CC-12 (Mikroskop) Soft Imaging System (Münster, Deutschland) 

Eindeckgläser R. Langenbrinck (Emmendingen,Deutschland) 

Fettstift Liquidblocker  Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 
Gefrierschrank -20°C Bosch (Gerlingen-Schillerhöhe, Deutschland) 

Gefrierschrank -74°C Platinum 550 Angelantoni Industrie (Massa, Italien) 

GENios Mikroplattenleser TECAN (Crailsheim, Deutschland) 
Inkubator CB 150 (37°C) Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Kühlplatte EG 1140-C Leica (Nussloch, Deutschland) 

Magnetrührer RH Basic 2 IKA (Staufen, Deutschland) 

Röntgenröhre (μCT) Hamamatsu (Hamamatso City, Japan) 
Scanner (μCT) Bruker Skyscan (Kontich, Belgien) 

Mikroskop BX-45 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikroskop CK-2 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen, F-Profil) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Mischplatte MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

OptiPlate-96 Schwarz Perkin Elmer (Waltham, MA, USA) 

Paraffin-Granulat Paraplast X-tra Leica (Nussloch, Deutschland) 
Paraffinausgießstation EG 1140-H Leica (Nussloch, Deutschland) 

Plattenabdeckung MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Plattenschüttler LabNet Orbit LS Labnet (Woodbridge, NJ, USA) 
Reprostativ mit Reproarm RTX Kaiser Fototechnik (Buche, Deutschland) 

Rotationsmikrotom RM 2135 Leica (Nussloch, Deutschland) 

SuperFrost/Plus Objektträger R.Langenbrinck (Emmendingen, Deutschland) 
Tischzentrifuge Qualitron Mikrozentrifuge Krackeler Scientific (Albany, NY, USA) 

Vortex Reagenzglasmischer 7-2020 neoLab Migge (Heidelberg, Deutschland) 

Waage EW-600-2M Kern (Balingen, Deutschland) 

Wärmeplatte HI 1220 Leica (Nussloch, Deutschland) 
Wärmeschrank 37°C  Memmert (Schwabach, Deutschland) 

Wärmeschrank 62°C Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Wasserbad HI 1210  Leica (Nussloch, Deutschland) 
Zentrifugenröhrchen Falcon Fisher Scientific (Toronto, Kanada) 

Tabelle 4: Geräte und Verbrauchsmaterialien 
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4.6 Computerprogramme 
Programm Verwendung Hersteller 

Affinity Designer Illustrationen, Abbildungen Serif (Nottingham, Großbritannien) 

Affinity Photo Bildbearbeitung Serif (Nottingham, Großbritannien) 
analySIS Auswertung digitaler Bilder Soft Imaging System (Münster, 

Deutschland) 

cellSens Standard Auswertung digitaler Bilder Olympus (Hamburg, Deutschland) 
CT-Analyzer Auswertung der Mikro-CT Daten Bruker Skyscan (Kontich, Belgien) 

CT-Vol 3D-Rekonstruktion der Mikro-CT 

Bilder 

Bruker Skyscan (Kontich, Belgien) 

CT-Vox Volumenrendering Software Bruker Skyscan (Kontich, Belgien) 

DataViewer Betrachten der Mikro-CT Bilder Bruker Skyscan (Kontich, Belgien) 

GraphPad PRISM 8 Statistische Analysen und 
Datenvisualisierung 

GraphPad Software, (San Diego, CA, 
USA) 

IBM SPSS Statistics 25 Statistische Analysen IBM Corporation (Armonk, NY, USA) 

NRecon Rekonstruktion der Mikro-CT Bilder Bruker Skyscan (Kontich, Belgien) 
Stata software (release 

15) 

Statistische Analysen Stata Corp. (College Station, TX, 

USA) 

Tabelle 5: Computerprogramme 

 

4.7 Operationsinstrumentarium- und materialien 
 

Nahtmaterialien, Nadeln und Spritzen wurden von den Firmen Braun (Melsungen, 

Deutschland) und Ethicon (Somerville, MA, USA) bezogen. Weitere chirurgische 

Instrumente und sterile Abdeckungstücher stammen von den Firmen Martin und 

Medicon (beide Tuttlingen, Deutschland), A. Dumont & Fils (Montignez, Schweiz) und 

Megro (Wesel, Deutschland). Subchondrale Bohrlöcher setzten wir mit einem 3,5 mm 

Spiralbohrer der Firma Synthes (Umkirchen, Deutschland). Nahtmaterialien, Nadeln und 

Spritzen wurden von den Firmen Braun (Melsungen, Deutschland) und Ethicon 

(Somerville, MA, USA) bezogen. Weitere chirurgische Instrumente und sterile 

Abdeckungstücher stammen von den Firmen Martin (Tuttlingen, Deutschland), Medicon 

(Tuttlingen, Deutschland), A. Dumont & Fils (Montignez, Schweiz) und Megro (Wesel, 

Deutschland).  
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 Methoden 
5.1 Überblick 
 

 
 

Abbildung 6: Überblick über die angewandten Methoden. Evaluation der osteochondralen Reparatur 
anhand bildgebender Verfahren und durch histologische, immunhistochemische sowie biochemische 
Verfahren (A). Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Durchführung (B). 
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5.2 Herstellung rekombinanter adeno-assoziierter viraler Vektoren  
 

Die rAAV-Vektoren der hier durchgeführten Studie wurden von Frau Prof. Dr. rer. nat. M. 

Cucchiarini und Herrn Dr. rer nat. J. Venkatesan entworfen, hergestellt und transduziert. 

Als ersten Schritt der komplexen rAAV-Vektorkonstruktion wurde das entsprechende 

rekombinante AAV-Plasmid durch Klonierung hergestellt. Die gewünschte 

komplementäre DNS (cDNS) wurde in Plasmide kloniert, in Bakterien transformiert und 

vervielfältigt sowie anschließend isoliert. Danach erfolgte die Transfektion von 

Wirtszellen mit entsprechenden rekombinanten AAV-Plasmiden. Als Produkt entstanden 

rekombinante, adeno-assoziierte virale Vektoren mit unterschiedlicher Plasmid-DNS 

(Reporter-lacZ, hFGF-2), welche wir in osteochondrale Defekte applizierten (Abbildung 

7). 

 

 
Abbildung 7: Schematische Darstellung der rAAV-Vektorherstellung. Nach Amplifikation der Plasmid-
DNS wird das rekombinant hergestellte rAAV-Plasmid mit dem jeweiligen gene of interest mit Hilfe von Ad8- 
Hilfsplasmid und Ad5- Helfervirus in HEK-293-Zellen geschleust, vervielfältigt und isoliert (Transduktion). 
Anschließend erfolgt die direkte Applikation in einen osteochondralen Defekt.  
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5.2.1 Plasmiddesign und Amplifikation der Plasmid-DNS 
 
Die Herstellung von rAAV-Vektoren erfolgte aus dem rekombinanten AAV-2 

genomischen Klon Plasmid pSSV9 [229,230]. Ausgehend von pSSV9 wurden zwei 

Basisplasmide, rAAV-Plasmid (mit variabler Klonierungsstelle) und Ad8 Hilfsplasmid 

konstruiert. Ad8 trug die AAV-Gene für die Replikation (rep) und Capsidbildung (cap). 

Alle Plasmide standen unter Kontrolle des heterologen Promotor/Enhancer CMV-IE 

(Cytomegalievirus Immediate Early) sowie dem SV40 (simian virus 40) 

Polyadenylierungssignals. Sie besaßen als Selektionsmarker das β-Lactamase-Gen 

AmpR. An die variable Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site, MCS) des rAAV-Plasmids 

konnte nun die Integration der gewünschten cDNS-Sequenz mittels Subklonierung 

erfolgen. In der vorliegenden Studie trug das rAAV-lacZ-Plasmid das Reporter-Gen lacZ 

(ca. 3,5 kB), welches für β-Galaktosidase kodiert und als Kontrollbehandlung diente. 

rAAV-hFGF-2 trug die cDNS des humanen Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (480 bp) 

[236] und wurde anstelle des lacZ-Gens kloniert [40]. Die Amplifikation der Plasmid-DNS 

erfolgte nach Transformation in Bakterien (Escherichia coli DH 5!; Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland) und anschließender Isolierung aus der Bakterienkultur (Genopure Plasmid 

Maxi Kit, Roche Applied Sciences, Penzberg, Deutschland). 

 

 

5.2.2 Transduktion 
 
Die Transduktion der rekombinanten AAV-Plasmide mit entsprechender Gene of Interest 

(GOI)-Sequenz erfolgte in Wirtszellen (packaging). In der vorliegenden Arbeit dienten 

humane, embryonale Nierenzellen der 293-Zelllinie (HEK-293) als Wirtszellen. Diese 

wurden mit einem adenoviralen Helfervirus (Ad5) infiziert, welcher nach Zugabe von 

Ad8-Hilfsplasmid dessen Proteinbiosynthese der rep- und cap- Proteine aktivierte. In 

Kombination mit der Bildung der Kapsidbestandteile des Vektors wurde die Replikation 

der rAAV-DNS mit enthaltener GOI-Sequenz induziert. Anschließend wurde die 

Freisetzung der vollständigen, rekombinanten Vektoren eingeleitet. Die gebildeten 

Vektoren wurden anschließend durch Dialyse gereinigt und mittels real-time 

Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) titriert (1010 Transgen-Kopien pro Milliliter). Das 

Verhältnis von viralen Partikeln zu funktionellen Vektoren betrug 500 zu 1 [40,44,51]. 
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5.3 Großtiermodell 
 

Erwachsene und gesunde, weibliche Merinoschafe (n = 8; durchschnittliches 

Körpergewicht 77,1 ± 4,4 kg; Alter 34 ± 8 Monate;) mit geschlossenen Wachstumsfugen 

bezogen wir vom Landesschafzuchtverband Sachsen-Anhalt e.V. (Halle, Deutschland). 

Sie erhielten Wasser ad libitum sowie eine Ernährung nach einer standardisierten Diät. 

Die tierexperimentellen Versuche führten wir nach Genehmigung der saarländischen 

Tierschutz-Kommission (gemäß §8 des Tierschutzgesetzes, Versuchsnummer 19/2011) 

und in Übereinstimmung mit dem nationalen Recht für Tierschutz sowie nach gültigen 

NIH-Richtlinien für die Achtung und den Schutz von Versuchstieren („guide for the care 

and use of laboratory animals, 8th edition“; durch [38]. Eine tierärztliche Begutachtung 

fand regelmäßig statt.  

 

5.4 Operationsverfahren 

5.4.1 Präoperative Versorgung und Anästhesie 
 

Die Sedierung mit 2% Rompun wurde nach zwölfstündiger Fastenzeit durchgeführt. Die 

endotracheale Intubation erfolgte nach intravenöser Verabreichung von 2% Propofol (20 

ml/kg Körpergewicht) und Caprofen (1,4 mg/kg Körpergewicht). Die Narkose wurde mit 

1,5% Isofluran per inhalationem in wechselnder Dosierung sowie intravenöser Gabe von 

Propofol (6-20 mg/kg Körpergewicht/h) aufrechterhalten. Perioperativ wurde Caprofen 

(1,4mg/kg Körpergewicht) zur Analgesie sowie eine Antibiotikaprophylaxe 

(Penicillin/Streptomycin; 3 ml/50 kg) intravenös verabreicht. 

 

5.4.2 Operative Vorgehensweise 
 
Die Operationen der Versuchstiere führte Herr Prof. Dr. med. H. Madry unter Assistenz 

von Herrn Prof. Dr. med. P. Orth und Herrn Y. Morscheid am Institut für Klinisch-

Experimentelle Chirurgie (Universitätsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar, 

Deutschland) durch. Herr Prof. Dr. med. M. Laschke leitete die Intubationsnarkosen der 

Tiere ein, hielt die Allgemeinanästhesien aufrecht und betreute die 

Narkoseausleitungen.  

 

Nach Rückenlagerung, Rasur des OP-Gebietes, sterilem Abwaschen und Abdecken 

erfolgte der Zugang zum Kniegelenk per modifiziertem medialen parapatellarem 

Hautschnitt durch eine Miniarthrothomie [200]. Das Bein des Tieres wurde dabei durch 

einen Assistenten in Extensionsstellung gehalten. Der Hautschnitt verlief 1 cm medial 
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des distalen Patellapols bis 1 cm proximal der Tuberositas tibiae auf einer Länge von 

insgesamt ca. 5 cm. Nach subkutaner Präparation wurde die Gelenkkapsel mit einem 

Elektrokauter unter begleitender, sukzessiver Blutstillung, eröffnet. Der Musculus vastus 

medialis obliquus wurde bei der Schnittführung geschont. Die Patella wurde mit einem 

kleinen Hohmann-Hebel leicht nach lateral subluxiert, sodass die Trochlea femoris des 

Schafes in 20° Knieflexion dargestellt werden konnte. Mit einem AO-Spiralbohrer mit 

einem Durchmesser von 3,5 mm wurde ein 5 mm tiefer Defekt gesetzt. Die 

Defektkreierung erfolgte rautenförmig auf der Trochlea femoris lateralis nach der 

jeweiligen Gruppenzuordnung. Wir injizierten jeweils 10 μl rAAV-Lösung in die gesetzten 

Defekte und operierten stets beide Kniegelenke. Ein Kniegelenk erhielt den 

Wachstumsfaktor hFGF-2 (hFGF-2-behandelte Defekte), die Gegenseite diente als 

Kontrollgruppe (lacZ-behandelte Defekte). Die Zuordnung erfolgte alternierend. Wir 

setzten pro Kniegelenk jeweils vier osteochondrale Defekte und unterschieden zwischen 

Defekten der proximalen Trochlea femoris lateralis (PTL) und distalen Trochlea femoris 

lateralis (DTL) (Abbildung 8). Die Kapsel wurde mit geflochtenen Fäden der Stärke 3 

USP verschlossen. Anschließend erfolgte der schichtweise Wundverschluss sowie die 

Hautnaht in Einzelknopf-Technik mit Vicryl-Fäden der Stärke 2 USP. Die Wunde deckten 

wir mit einem aluminiumhaltigen Sprühverband ab (Abbildung 8).  

 
Abbildung 8: Operative Vorgehensweise. Nach Rückenlagerung (A), steriler Abwaschung und 
Abdeckung (B) konnte nach chirurgischer Präparation die Trochlea femoris dargestellt werden (C). 
Osteochondrale Defekte wurden mit einem 3,5mm AO-Bohrer gesetzt und rAAV-Lösung direkt appliziert 
(D). Schichtweiser Wundverschluss (E). Vicryl-Einzelknopfnähte zum Hautverschluss (F).  

PTL: proximale Trochlea femoris lateralis. 
DTL: distale Trochlea femoris lateralis. 
MTL: medialer Aspekt der Trochlea femoris lateralis. 
LTL: lateraler Aspekt der Trochlea femoris lateralis. 
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5.4.3 Postoperative Versorgung 
 
Die Tiere erhielten eine postoperative Antibiotikaprophylaxe mit Penicillin/Streptomycin 

(3ml/ 50kg Körpergewicht). Zur postoperativen Analgesie erhielt jedes Tier 3ml 

Fenpipramid/Levomethadon 0,25% (MSD, Unterschleißheim, Deutschland) sowie 

Caprofen (1,8 mg/kg Körpergewicht) subkutan injiziert. Die Standzeit der Schafe betrug 

insgesamt sechs Monate. Eine engmaschige klinische Verlaufskontrolle nach einem 

standardisierten Protokoll erfolgte für 10 Tage post operationem. Dabei wurde auf die 

Belastung der operierten Extremitäten, sichtbare Zeichen der Entzündung und 

Anzeichen von Schmerzen geachtet. Die Schmerzmedikation wurde stetig angepasst. 

Die Fütterung und Versorgung der Tiere erfolgte artgerecht nach fest angegebenen 

Mahlzeiten. Die Tiere wurde bis 14 Tage post operationem täglich visitiert und 

untersucht. Der Transport in den Haltungsbetrieb konnte anschließend ohne Anzeichen 

von Lahmheit oder sonstigen Beeinträchtigungen stattfinden.  

 

5.5 Sektion 
 

Die Euthanasie erfolgte nach einer Standzeit von insgesamt 6 Monaten nach 

Narkoseeinleitung in artgerechter Weise. Die Kniegelenke der Tiere wurden in toto 

entnommen und vom Weichteilmantel befreit. Wir untersuchten die Kniegelenke auf 

Infektions- oder Entzündungszeichen und fotografierten die operierten Areale für die 

makroskopische Auswertung unter standardisierten Bedingungen hochauflösend im 

Nahfokus-Modus. Anschließend entnahmen wir aus den lateralen und medialen 

Defekten (LTL, MTL) sowie von dem angrenzenden Gelenkknorpel Proben für die 

biochemische Auswertung mit einem scharfen Löffel, sammelten sie in Gefäßen und 

fixierten sie auf Trockeneis (-80°C). Die für die Auswertung verwendeten femoralen 

Anteile der Kniegelenke wurden verwechslungsfrei gekennzeichnet, in Formalin- (4%) 

gefüllten Behältern fixiert und gelagert. Bei einem Tier konnte man nach Eröffnung des 

Kniegelenkes eine Destruktion des Gelenkes mit Zeichen einer Entzündung feststellen 

(Ergussbildung, Synovialitis). Dieses Tier wurde von den weiteren Analysen 

ausgeschlossen (Anzahl der analysierten Versuchstiere n = 7).  

 

5.6 Makroskopische Evaluation 
 

Nach der Sektion wurden alle Defektareale der Kniegelenke unter standardisierten 

Bedingungen hochauflösend, digital fotografiert (10 Megapixel, Canon PowerShot A480) 

und anhand der nachfolgenden Bewertungssysteme evaluiert. 
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5.6.1 Bewertungssystem nach Goebel et al. 
 

Verblindet wurden die einzelnen Defekte anhand des inversen, semiquantitativen 

Bewertungssystems nach Goebel et al. [85] (Tabelle 6, max. 20 Punkte: fehlende 

Knorpelreparatur, min. 0 Punkte: komplette Knorpelreparatur) evaluiert. 

 
Kategorie Parameter Punkte 

1. Farbe des Reparaturgewebes Hyalin oder weiß 0 

vorwiegend weiß (>50%) 1 

vorwiegend transparent (>50%) 2 
transparent 3 

kein Reparaturgewebe vorhanden 4 

2. Sichtbare Blutgefäße im      
Reparaturgewebe 

keine sichtbaren Blutgefäße 0 
<25% des Reparaturgewebes 1 

25-50% des Reparaturgewebes 2 

50-75% des Reparaturgewebes 3 
>75% des Reparaturgewebes 4 

3. Oberflächen- 
beschaffenheit des 
Reparaturgewebes 

glatt, homogen 0 

glatt, inhomogen 1 
Fibrillationen 2 

inkompletter neuer Reparaturknorpel 3 

kein knorpeliges Reparaturgewebe 4 

4. Defektfüllung im Vergleich 
zum angrenzenden Knorpel 

im Niveau 0 

>50% der Defekttiefe ausgefüllt oder hervorstehend 1 

<50% der Defekttiefe ausgefüllt 2 

0% der Defekttiefe ausgefüllt 3 

Beschädigung des subchondralen Knochens 4 

5. Degeneration des 

angrenzenden Knorpels 

normal 0 

Risse und/oder Fibrillationen in der Integrationszone 1 
diffuse arthrotische Veränderungen 2 

Ausbreitung des Defekts in den angrenzenden Knorpel 3 

Beschädigung des subchondralen Knochens 4 

Tabelle 6: Makroskopisches Bewertungssystem (nach Goebel et al.) [85]. 

 

5.6.2 Bewertungssystem nach Smith et al. 
 

Zur Beurteilung der makroskopischen Knorpelreparatur verwendeten wir das 

Bewertungssystem des modifizierten Oswestry Arthroscopy Score nach Smith et al. 

(OAS, Tabelle 7, max. 8 Punkte: gute Knorpelreparatur, min. 0 Punkte: schlechte 

Knorpelreparatur) [241].  
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Kategorie Parameter Punkte 

1. Defektniveau im Vergleich zu 

umgebendem Knorpelgewebe 

gleiches Niveau 2 

höheres Niveau 1 

niedrigeres Niveau 0 

2. Integration in umgebendes 
Knorpelgewebe 

komplett 2 
kleine Unterbrechung (<25% des Areals) 1 

große Unterbrechung (>25% des Areals) 0 

3. Oberflächen- 
beschaffenheit 

glatt 2 
feine Ausziehungen 1 

größere Ausziehungen/Fibrillationen 0 

4. Farbe des Defekts perlweiß, hyalines weiß 2 
weiß 1 

gelb 0 

Tabelle 7: Makroskopisches Bewertungssystem (nach Smith et al.) [241]. 

 

5.7 Histologische Auswertung 

5.7.1 Entkalkung 
 
Für die histologische Auswertung benötige Proben wurden zunächst in 70%-igem 

Ethanol gelagert. Nach Durchführung der Mikro-CT-Bildgebung (Kapitel 5.9) wurden die 

Proben mit einem Skalpell geteilt und in ein Entkalkermedium überführt. Das Medium 

wechselten wir regelmäßig. Die Proben betteten wir anschließend nach 2 Monaten 

Entkalkung in Paraffin ein. 

 

5.7.2 Fixierung und Einbettung 
 
Für die Paraffin-Fixierung war eine vorbereitende Entwässerung der Proben notwendig. 

Dazu wurden sie zunächst mit aqua bidest gewaschen (2x 1 h und 1x ü.N.) und in einer 

aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 2x 95%, 1x 100%, jeweils 1 h und 100% ü.N. und 1 h 

100%) dehydriert. Nach Lagerung (2x 1 h) in Xylol überführten wir die Proben in flüssiges 

Paraffin (62°C; 1 h und ü.N.). Die Einbettung in mit flüssigem Paraffin gefüllten 

Metallkassetten erfolgte am Folgetag mit anschließender Aushärtung ü.N (Abbildung 9). 

 

5.7.3 Anfertigung der histologischen Schnitte 
 
Die Paraffinblöcke wurden mit einem Rotationsmikrotom 3 μm dünn geschnitten (30 

Schnitte je Probe), in ein Wasserbad (24°C) überführt und auf Albumin-beschichtete 

Objektträger (R. Langenbrinck, Emmendingen) gebracht. Für Schnitte, die der 

immunhistologischen Auswertung dienten, verwendeten wir speziell beschichtete 
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Objektträger (R. Langenbrinck, Emmendingen). Nach dem Trocknen auf einer 

Wärmeplatte (42°C, 20 min) und Aushärtung im Wärmeschrank (62°C ü.N.) färbten wir 

die Schnitte zur histologischen Auswertung nach untenstehenden Protokollen.  

 
Abbildung 9: Einbettung. Nach Entkalkung werden die Proben grob geschnitten (A). Der Defekt wird 
vollständig belassen (B). Fixierung in Paraffin-gefüllten Metallkassetten nach Entwässerung (C). 

 
5.7.4 Histologische Färbungen 
 

 Safranin O/Echtgrün-Färbung 
 

Safranin-Orange (Safranin O) ist ein kationischer Farbstoff, welcher sich direkt 

proportional zum Glykosaminoglykangehalt des Knorpelgewebes verhält und 

Glykosaminoglykane selektiv orange-rot färbt [226]. In Kombination mit Fast-Green FCF 

und Hämatoxylin können Zytoplasma, Kollagenfasern sowie Zellkerne ebenfalls sichtbar 

gemacht werden. Dabei erscheinen Zytoplasma und Kollagenfasern grün und Zellkerne 

violett-schwarz. L. Rosenberg’s Untersuchungen schafften die theoretische Basis für 

verschiedene histologische Bewertungssysteme. Wie in 5.7.2 beschrieben wurden die 

Proben zunächst entparaffiniert und hydriert. Wir färbten die Schnitte nach einem 

modifizierten Protokoll [125] in Hämatoxylin-Lösung nach Weigert 10 min. Anschließend 

wurden sie in gefiltertem Leitungswasser gewaschen, in Echtgrün-Lösung (0,02%) 4 min 

gebadet, in Essigsäure (1%) 3x kurz eingetaucht und in Safranin O-Lösung (1%) für 10-

12 min gefärbt. Abschließend erfolgten die Dehydrierung, Eindeckung und 

Austrocknung. 

 

 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  
 

Hämatoxylin ist ein natürlicher Farbstoff, welcher basophile Strukturen (z.B. Zellkern mit 

DNS) blau färbt. Eosin hingegen ist ein synthetischer Farbstoff welcher azidophile, 

basische Strukturen (z.B. Zellplasmaproteine) rot färbt. Zunächst erfolgt die 

Entparaffinierung (in 2x 5 min Xylol) und Hydrierung in absteigender Ethanolreihe (2x 

100%, 2x 95%, 1x 80%; jeweils 2,5 min) der Proben. Danach wurden die Schnitte in 
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gefiltertem Leitungswasser gewaschen, in Hämatoxylin-Lösung (nach Harris) 10 min 

gefärbt, unter Leitungswasser abgespült, in 1%iger Salzsäure differenziert und in 

erwärmtem Leitungswasser (60°C) 4 min gebläut. Danach folgte die erneute Färbung in 

Hämatoxylin (2 ½ min), Spülung in gefiltertem Leitungswasser, Kolorierung in 

Eosinlösung (1 ½ min), Entwässerung in aufsteigender Ethanolreihe, Xylolbad (2x 5 min) 

sowie Eindeckung und Austrocknung über Nacht. 

 

5.7.5 Immunhistochemische Färbung  
 
Durch Techniken der Immunhistochemie können spezifische Antigen-

Antikörperreaktionen im Gewebsschnitt unter dem Lichtmikroskop sichtbar gemacht 

werden. Die indirekte Darstellung einer spezifischen Antigen-Expression ist somit 

möglich. In der hier angewandten Avidin-Biotin-Methode dienen als Antikörper 

Immunglobuline der Klasse G (IgG), welche mit spezifischen Antigenen reagieren und 

einen primären Antikörper-Antigen-Komplex bilden. Ein mit Biotin markierter 

(biotinylierter) Sekundärantikörper bindet nun an diesen primären Antikörper. 

Anschließend erfolgt eine Inkubation mit einem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex 

(ABC). Dabei dient die Peroxidase als enzymatisches Indikatormolekül und wird durch 

das Chromogen 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) durch eine Braunfärbung sichtbar gemacht 

[134]. Nachfolgend wird der Antigen-Nachweis von Typ-I- und Typ-II-Kollagen sowie 

FGF-2 beschrieben. Die weitere Analyse des Reparaturgewebes erfolgte unter dem 

Lichtmikroskop (Olympus BX 45, Hamburg, Deutschland). 

 

 Nachweis der Typ-I- und Typ-II-Kollagenexpression 
 

Wir nutzten als primäre Antikörper monoklonale anti-Typ-I- und anti-Typ-II-IgG (Acris 

Antibodies, Hiddenhausen, Deutschland). Alle Proben wurden in Xylol entparaffiniert und 

in absteigender Ethanolreihe jeweils eine Minute hydriert. Anschließend wurden sie 

zweimal (jeweils 1 min) in gefiltertem Leitungswasser gewaschen, in 

Wasserstoffperoxid-Lösung (0,3%) 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 

anschließend zweimal mit PBS-Lösung gespült. Es folgte die Andauung in Trypsin-

Lösung (0,1%) bei 37°C für 10 Minuten im Inkubator mit danach folgender Spülung in 

PBS-Lösung (5 min) und anschließender Überführung in einen Blockierungspuffer für 30 

Minuten bei Raumtemperatur. Zwischenzeitlich wurden primäre Typ-I-Kollagen- und 

Typ-II-Kollagen-Antikörper in Blockierungspuffer verdünnt (Anti-Typ-I-Kollagen-IgG: 1 zu 

90, Anti-Typ-II-Kollagen-IgG: 1 zu 45). Die Präparate wurden nun in eine Nasskammer 

überführt, mit den jeweiligen verdünnten Antikörpern bedeckt und bei Raumtemperatur 
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inkubiert (1h). Anschließend wurden alle Objektträger zweimal mit PBS gespült, mit 

einem sekundären anti-Maus-IgG-Antikörper (biotinyliert, Verdünnung 1:200 in PBS; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) bedeckt und über Nacht inkubiert (bei 4°C). 

Es folgte die Applikation von ABC-Reagenz, die Inkubation mit DAB-Lösung (7 min bei 

Raumtemperatur), jeweils nach dreimaliger Spülung mit PBS (jeweils 5 min). 

Abschließend wurden die Präparate in aqua bidest gespült (1 min), entwässert und 

eingedeckt [153]. 

 

 Nachweis der FGF-2-Expression 
 

Wir nutzten als primäre Antikörper polyklonale anti-FGF-2-IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, Heidelberg, Deutschland). Die entsprechenden Vorbereitungen 

(Entparaffinierung, Hydration) sowie die Andauung in einer Trypsin-Lösung und Spülung 

in PBS erfolgten wie unter Punkt 5.7.5.1 beschrieben. Nach Verdünnung des anti-FGF-

2-Antikörpers (1:50) wurden je 200μl des Antikörpers auf die Schnitte aufgebracht, in 

eine Nasskammer überführt und über Nacht für 8 h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden alle Objektträger mit einem biotinylierten sekundären anti-Maus-

IgG-Antikörper (biotinyliert, Verdünnung 1:200 in PBS; Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) bedeckt und inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten unter Anwendung der 

ABC-Methode wie unter Punkt 5.7.5.1 beschrieben.  

 

5.7.6 Bewertungssysteme 
 

 Evaluation des osteochondralen Reparaturgewebes 
 
Nach Safranin O/Echtgrün-Färbung der histologischen Schnitte erfolgte die Evaluation 

des osteochondralen Reparaturgewebes unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX 45, 

Hamburg, Deutschland) anhand des semiquantitativen, inversen Bewertungssystems 

nach Sellers et al. (Tabelle 8, max. 31 Punkte: kein Reparaturgewebe; min. 0 Punkte: 

komplette Reparatur mit hyalinem Knorpel) [235]. Bewertet wurden knorpeliges 

Reparaturgewebe und osteochondraler Knochen. Insgesamt bewerteten wir 224 

histologische Schnitte (jeweils zwei Defekte pro Knie, n= 28). Proximale und distale 

Defekte der Trochlea femoris untersuchten wir getrennt oder fassten sie zu einem 

Mittelwert zusammen [186]. Der Gesamtpunktwert der kumulativen Betrachtung der 

proximalen und distalen Defekte definierten wir als strukturellen Gesamtindex der 

osteochondralen Reparatur.  
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Parameter Punkte 

1. Defektfüllung (in Relation zum angrenzenden gesunden Knorpel)  

91-110% 0 

76-90% oder 111-125% 1 
51-75% 2 

26-50% 3 

<25% 4 

2. Integration des Reparaturgewebes in den umliegenden Knorpel  
normale Kontinuität 0 

verminderte Zellularität 1 

Spalte auf einer Seite 2 
Spalte auf beiden Seiten 3 

3. Matrixanfärbbarkeit mit Safranin O/Echtgrün  

normal 0 
leicht vermindert 1 

mittelstark vermindert 2 

stark vermindert 3 

keine Anfärbbarkeit 4 

4. Zellmorphologie  

normal 0 

vorwiegend runde Zellen, Chondrozytenmorphologie  
75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 0 

25-75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 1 

<25% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 2 
50% runde Zellen, Chondrozytenmorphologie,  

75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 2 

25-75% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 3 
<25% der Zellen in Säulen in der radialen Zone 4 

vorwiegend fibroblastenähnliche Zellen 5 

5. Defektarchitektur ohne Berücksichtigung der Defektränder  

normal 0 
1-3 kleine Defekte 1 

1-3 große Defekte 2 

>3 große Defekte 3 
Risse/Spalten 4 

6. Oberflächenarchitektur (Fibrillation= Auffaserung der Oberfläche)  

normal 0 
leichte Fibrillationen 1 

mittelstarke Fibrillationen 2 

starke Fibrillationen 3 

7. Neubildung des subchondralen Knochens unterhalb des Defektes  
90-100% 0 

75-89% 1 

50-74% 2 
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25-49% 3 
<25% 4 

8. Formation der tidemark  

vollständig 0 
75-89% 1 

50-74% 2 

25-49% 3 

<25% 4 

Tabelle 8: Histologische Beurteilung der Knorpelreparatur (nach Sellers et al.) [235]. 

 

 Evaluation des angrenzenden Knorpels 
 

Die Evaluation des angrenzenden Knorpels erfolgte unter dem Lichtmikroskop (Olympus 

BX 45, Hamburg, Deutschland). Pro Defekt bewerteten wir 3 Schnitte mittels des 

etablierten inversen Bewertungssystems nach Little et al. (Tabelle 9, max. 25 Punkte: 

restlos aufgebrauchter Knorpel; min. 0 Punkte: hyaliner Knorpel) [142].  

 
Kategorie Parameter Punkte 

1. Struktur* normal 0 

leichte Oberflächenirregularitäten (Oberfläche kaum zerrissen) 1 

moderate Oberflächenirregularitäten (raue Oberfläche) 2 
massive Oberflächenirregularitäten (Riss, Fissur <10% Tiefe) 3 

Fissuren bis zur Transitionalzone 4 

Fissuren bis zur radialen Zone 5 
Fissuren bis zur kalzifizierten Zone 6 

Erosionen oder massive Fibrillationen bis zur mittleren Zone (1/3 

Tiefe) 

7 

Erosionen oder massive Fibrillationen bis zur tiefen Zone (2/3 Tiefe) 8 
Erosionen oder massive Fibrillationen bis zur kalzifizierten Zone 

(vollständige Tiefe) 

9 

Erosionen oder massive Fibrillationen bis zum subchondralen 
Knochen 

10 

2. Chondrozyten-
dichte 

normal 0 

erhöht oder leicht erniedrigt 1 
moderat erniedrigt 2 

massiv erniedrigt 3 

keine Zellen 4 
3. Zellklone 

 

normal 0 

einzelne Duplets 1 

viele Duplets 2 
Duplets und Triplets 3 

multiple Zellnester oder keine Zellen 4 

normal 0 
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4. Safranin O/ 
Echtgrün-Färbung* 
 

erniedrigte Färbung bis zur mittleren Zone (1/3 Tiefe) 1 
erniedrigte Färbung bis zur tiefen Zone (2/3 Tiefe) 2 

erniedrigte Färbung bis zur kalzifizierten Zone (vollständige Tiefe) 3 

keine Färbung 4 

5. Tidemark/ 
kalzifizierter 
Knorpel/ 
subchondraler 
Knochen* 

intakte subchondrale Knochenplatte + eine tidemark 0 
intakte subchondrale Knochenplatte + doppelte tidemark 1 

Blutgefäße penetrieren die subchondrale Knochenplatte bis zur 

kalzifizierten Zone 

2 

Blutgefäße penetrieren die tidemark 3 

Tabelle 9: Histologische Beurteilung des angrenzenden Knorpels (nach Little et al.) [142].  

* Beurteilung des schlechtesten Areals. 

 
5.7.7 Histomorphometrische Auswertung 
 

Die histomorphometrische Analyse der histologischen Schnitte erfolgte unter einem 

Lichtmikroskop (Olympus BX 45, Hamburg, Deutschland) mit einer montierten 

Digitalkamera (CC-12, Soft Imaging System, Münster, Deutschland). Die digitalisierten 

Bilder wurden mittels einer Bildanalyse-Software (AnalySIS, Soft Imaging System, 

Münster, Deutschland) untersucht.  

 

 Transgenexpression von FGF-2 
 

Spezifische anti-FGF-2-Antikörper wurden in histologischen Schnitten anhand der 

immunhistochemischen ABC-Methode unter Verwendung eines biotinylierten, 

sekundären Antikörpers und DAB als Chromogen gefärbt (Kapitel 5.7.5.2). Durch die 

spezifische Braunfärbung konnte die FGF-2-Transgenexpression im Gewebe analysiert 

werden [51]. Hierzu bestimmten wir den prozentualen Anteil der FGF-2-gefärbten Zellen 

in definierten Ausschnitten histologischer Schnitte von osteochondralen Defekten. Ein 

histologischer Schnitt jedes Defektes wurde bei 20- und 40-facher Vergrößerung 

verblindet evaluiert [186].  

 

 Zelldichte 
 

Wir bestimmten die Zelldichte (Zellen pro mm2) in den Defekten nach Hämatoxylin-

Eosin-Färbung. Wir definierten jeweils zwei Areale mit einer Breite von 100 μm und einer 

Tiefe von 100 μm im Defekt (Abbildung 10) [9,186]. Die Defekte betrachteten wir unter 

dem Lichtmikroskop (Olympus BX 45, Hamburg, Deutschland) in 40-facher 

Vergrößerung. 
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Abbildung 10: Bestimmung der Zelldichte. Unterteilung der Defekte in eine periphere (1) und zentrale 
Zone (2), Ansicht von oben (A). Schematische Darstellung im Frontalschnitt (B). Die definierten Zonen 
haben jeweils eine Ausdehnung von 100x 100 μm. Die Auswertung erfolgt im histologischen Schnitt nach 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung unter dem Lichtmikroskop (C). Die Pfeile kennzeichnen die Defektgrenze bzw. 
Integrationszone.  

 
 Typ-II- und Typ-I-Kollagen-Immunreaktivität 

 

Typ-I- und Typ-II-Kollagen wurden durch die Braunfärbung anhand der 

immunhistochemischen ABC-Methode sichtbar gemacht (Kapitel 5.7.5.1). Die 

Immunreaktivität von Typ-I- und Typ-II-Kollagen entspricht der Farbintensität und lässt 

sich durch ein semiquantitatives Bewertungssystem nach Orth et al. [203] evaluieren 

(Tabelle 10). Subchondraler Knochen wird in der Typ-I-Kollagen-spezifischen Färbung 

braun gefärbt und dient in der Bewertung als Positivkontrolle (Negativkontrolle: normaler 

Gelenkknorpel). Analog dient der subchondrale Knochen in der Typ-II-Kollagen-

spezifischen Färbung als Negativkontrolle, normaler Gelenkknorpel wird vermehrt braun 

angefärbt (Positivkontrolle) (Abbildung 11). Je Defekt wurde ein Schnitt bei 20- und 40-

facher Vergrößerung von einem Untersucher verblindet evaluiert. Wir fassten die 

Punktzahlen der proximalen und distalen Trochlea femoris zu einem Mittelwert der 

jeweiligen Gruppe zusammen. Um das Kollagennetzwerk (Doppelbrechung, 
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Orientierung, Anisotrophie) des Reparaturgewebes darstellen zu können, wurde die 

Polarisationsmikroskopie verwendet [198]. 

 
Immunreaktivität* Punkte 

keine Immunreaktion 0 

signifikant geringere Immunreaktion 1 
moderat geringere Immunreaktion 2 

gleiche Immunreaktion 3 

höhere Immunreaktion 4 

Tabelle 10: Semiquantitative Bewertung der Immunreaktivität. *Intensität der Braunfärbung entspricht 
der Immunreaktivität im Vergleich zur Positivkontrolle [203]. 

 
Abbildung 11: Immunhistochemische Färbung und Auswertung. In der Typ-I-Kollagen-spezifischen 
Färbung wird im intakten Gelenkknorpel der subchondrale Knochen braun gefärbt (Positivkontrolle; A). 
Beispielhafte Darstellung des Reparaturgewebes (*) eines humanen chondralen Defektes (B). Die Intensität 
der Braunfärbung des Reparaturgewebes entspricht der Immunreaktivität von Typ-I-Kollagen im Vergleich 
zum subchondralen Knochen. Analog wird in der Typ-II-Kollagen-spezifischen Färbung intakter 
Gelenkknorpel braun gefärbt (Positivkontrolle; C). Die Intensität der Braunfärbung des Reparaturgewebes 
entspricht der Immunreaktivität von Typ-II-Kollagen (D). (A-D) Humane Präparate; Maßstabsbalken: 1 mm. 
* Reparaturgewebe; Pfeile kennzeichnen die Defektgrenzen. 

 

 

5.8 Biochemische Verfahren 

5.8.1 Papain-Verdau 
 

Alle Proben wurden einer mit PBS verdünnten Papain-Lösung (0,5 mg/ ml) zugeführt 

und über Nacht bei 60°C inkubiert [44]. 

 



Methoden 
 

   
 

44 

5.8.2 DNS-Bestimmung (Hoechst 33258-Test) 
 

In einer schwarzen Mikrotiterplatte (96-well-Platte) wurde eine Standardreihe (A-H) 

angelegt (Standard-DNS-Konzentration: 10 μg/ml). Pro Vertiefung wurden 10 μl der 

Papain-verdauten Probe pipettiert und je 90 μl TNE-Puffer hinzugefügt. Anschließend 

wurde jeder Probe 100 μl des verdünnten Farbstoffes (1:500 mit TNE-Puffer) 

lichtgeschützt zugefügt. In einem GENios Spektrophotometer/Fluorometer (Tecan, 

Crailsheim, Deutschland) wurde bei einer Exzitationswellenlänge von 360 nm die 

Emissionen der Wellenlänge 465 nm detektiert. Nun konnte anhand des bekannten 

DNS-Gehaltes der Standardreihe und einer Kalibrierungsgeraden der DNS-Gehalt jeder 

Probe errechnet werden [44].  

 

5.8.3 Protein-Bestimmung (BCA-Test) 
 

Um die gesamte Zellproteinkonzentration zu bestimmen, wurde ein Protein-Assay 

(Pierce, Thermo Fisher Scientific Life Sciences, Schwerte, Deutschland) genutzt. In einer 

transparenten Mikrotiterplatte (96-well-Platte) wurde eine Standardreihe (A-H) mit 25 μl 

Standardlösung pro Vertiefung angelegt. In jede Vertiefung wurde 5 μl zuvor verdauter 

Probelösung pipettiert sowie 200 μl des vorbereiteten Arbeitsreagenz hinzugefügt und 

auf einem Plattenschüttler 30 Sekunden gemischt. In einem Wärmeschrank (37°C) 

wurden die Lösungen anschließend 30 Minuten inkubiert, auf Raumtemperatur 

abgekühlt und die Absorption in einem GENios Spektrophotometer/Fluorometer (Tecan, 

Crailsheim, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 530 nm gemessen. Anhand einer 

Kalibrierungsgeraden konnte die Proteinkonzentration von jeder Probe berechnet 

werden.  

 

5.8.4 Proteoglykan-Bestimmung (DMMB-Test) 
 
Zunächst wurde eine gepufferte Dimethylmethylenblau-Lösung (DMMB-Lösung) 

hergestellt. Dazu wurden 16 mg DMMB in 5 ml 95%-igem Ethanol gelöst, 3 ml 

Ameisensäure und 25,6 ml von ein-molekularem Natriumhydroxid zugegeben und bis 

auf 1 l Gesamtvolumen mit aqua bidest lichtgeschützt aufgefüllt. Eine Standardreihe (A-

F) mit 40 μl Standardlösung (aus Lösungen A-C) pro Vertiefung wurde angelegt und 

jeweils 250 μl DMMB-Lösung hinzugegeben. 10 μl einer Probe wurden jeweils 30 μl einer 

zuvor hergestellten Lösung A und 250 μl DMMB appliziert. Die Absorption wurde in 

einem GENios Spektrophotometer/Fluorometer (Tecan, Crailsheim, Deutschland) bei 

einer Wellenlänge von 530 nm detektiert und die Proteoglykankonzentration wurde 

anhand einer Kalibrierungsgeraden errechnet [44]. 
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5.9 Mikro-computertomografische Auswertung 

5.9.1 Mikro-Computertomographie 
 
Alle Proben der proximalen und distalen Defekte wurden mit einem Mikro-

Computertomograph (mCT; Skyscan® Modell 1172, Bruker, Kontich, Belgien) gescannt. 

Dieser ist mit einer 11 Megapixel Röntgenkamera (12-bit digitale CCD-Kamera) mit einer 

maximalen Bildweite von 50 mm ausgestattet. Das Gerät besitzt eine drehbare 

Abtastbühne sowie eine Mikrofokus-Röntgenröhre (Spotgröße < 5 μm; Hamamatsu, 

Japan) mit einer maximalen Auflösung von 0,8 μm. Zur Reduzierung von 

Strahlaufhärtungsartefakten (beam-hardening) wurde ein 0,5 mm Aluminium/Kupfer 

Filter zwischen Röntgenstrahlenquelle und Röntgendetektor platziert. Wir erstellten pro 

Probe zwischen 900 und 2000 Bilder (16-bit) bei zuvor festgelegter Röhrenspannung (70 

kV) und Stromstärke (140 μA) in mittlerer Auflösung (13 µm). Die Kamera rotierte in 0,4° 

Schritten mit einer Belichtungszeit von 1770 ms um die Probe. Anhand empirischer 

Vorversuche sowie bereits veröffentlichten Protokollen [58,199,208] wählten wir die 

Parameter frame averaging (3), random movement (15) und ring artefact correction (7). 

Die Schritte der Mikro-CT-Auswertung werden in Abbildung 12 dargestellt.  

 

5.9.2 Fixierung 
 
Zunächst wurden die in Formalin-Aldehyd gelagerten Proben in eine 70% Ethanol-

Lösung überführt. Wir fixierten die Proben in einem röntgendurchlässigen, modifizierten 

Zentrifugen-Röhrchen mit handelsüblichen Strohhalmen, um Bewegungsartefakte 

während des Scanvorgangs zu vermeiden.  

 

5.9.3 Scan, Rekonstruktion und Rotation 
 
Dem Nativ-Scan mit den oben genannten Einstellungen folgte eine Rekonstruktion in ein 

zweidimensionales Schnittbild durch einen modifizierten Feldkamp-Algorithmus (cone-

beam reconstruction, Programm „NRecon“) [68]. In diesem Schritt wurden durch 

Software-basierte Algorithmen (Programm „NRecon“) Ring- und 

Strahlaufhärtungsartefakte reduziert. Zum standardisierten Einzeichnen der „Regionen 

von Interesse“ (engl. regions of interest, ROI) war eine Rotation aus der transversalen 

Ausrichtung des Bildstapels in die sagittale Ebene ohne Qualitäts- und 

Dimensionsverlust notwendig (Programm „Data Viewer“).  
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5.9.4 Standardisierte Definition der VOI 
 
Für die Analyse der Mikroarchitektur des subchondralen Knochens sowie der 

dreidimensionalen Darstellung der Morphologie war es notwendig, zweidimensionale 

„Regionen von Interesse (engl. regions of interest, ROIs) in der sagittalen Ebene zu 

definieren. Durch dreidimensionale Extrapolation resultierten daraus „Volumen von 

Interesse“ (engl. volumes of interest, VOI). Die Definition der ROIs bzw. VOIs orientierte 

sich an den mikroanatomischen Strukturen der osteochondralen Einheit (Abbildung 13). 

Zur morphologischen Analyse wurden pro osteochondralem Defekt vier VOIs bestimmt: 

Die „subchondrale Knochenplatte des Defektes“ (SKD) mit einem maximalen 

Durchmesser von 3,5 mm, der darunterliegenden „subchondralen Spongiosa des 

Defektes“ (SSD) mit einer maximalen Tiefe von 8 mm und jeweils VOIs der 

angrenzenden subchondrale Knochenplatte lateral (SKL) sowie subchondrale 

Spongiosa lateral (SSL), definiert als normale osteochondrale Einheit. Dabei wurde 

darauf geachtet, dass keines der Areale überlappt. Wir definierten insgesamt 56 VOIs 

[186]. 

 

5.9.5 Analyse und 3D-Rekonstruktion  
 
Um die Knochendichte und morphologische Parameter (5.9.6) zu bestimmen, wurden 

die VOIs der rekonstruierten Bildstapel in segmentierte, binäre Bilder umgewandelt. Wir 

wählten dafür Graustufen-Schwellenwerte von 89 bis 255. Die Auswahl dieser 

Schwellenwerte wurde anhand von Vorversuchen getroffen [58,198,208]. Zur 

Bestimmung der Knochenmineraldichte (bone mineral density; BMD) dienten zwei 

Calciumhydroxyapatit (CaHA)-Phantome mit bekannten BMD-Werten von 250 und 750 

mg CaHA/cm3 als Eichparameter (in 70%-igem Ethanol). Durch die ermittelten 

Grauwerte (Abschwächungskoeffizienten) konnte nun die Knochenmineraldichte 

bestimmt werden. Die komplexe Anordnung der osteochondralen Defekte sowie das 

Auftreten von morphologischen Veränderungen der subchondralen Einheit machten eine 

dreidimensionale Darstellung der Strukturen notwendig. Dreidimensionale Modelle 

wurden auf Grundlage der segmentierten, binären Bilder mit dem Softwareprogramm 

CTVox gerendert und visualisiert.  
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Abbildung 12: Schritte der Mikro-CT-Auswertung.  

 

 

 
Abbildung 13: Definition der regions of interest (ROI). Schematische Darstellung der ROIs (A) und 
Einzeichnung im rekonstruierten Mikro-CT-Einzelbild (B). SKD= subchondrale Knochenplatte Defekt, SSD= 
subartikuläre Spongiosa Defekt, SKL= angrenzende subchondrale Knochenplatte lateral, SSL= 
angrenzende subartikuläre Spongiosa lateral. 
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5.9.6 Morphologische Mikro-CT Parameter 
 
Folgende Parameter wurden mit dem Programm CTAnalyzer für jede VOI bestimmt: 

Symbol Parameter Einheit Beschreibung 

BMD Knochenmineraldichte  

(bone mineral density) 

mg/cm3 Kalksalzgehalt des Knochens 

BV/TV Knochenvolumenanteil  

(bone volume fraction) 

% Verhältnis des Knochenvolumen zum 

Gesamtvolumen, relative Knochendichte 

BS/BV Knochenoberfläche/ 

Knochenvolumen Verhältnis 
(bone surface/volume ratio) 

mm-1 Freie Oberfläche des Knochens, an der 

Knochenumbau stattfinden kann 

BS/TV Knochenoberflächendichte 

(bone surface density) 

mm-1 Anteil der Knochenoberfläche am 

Gesamtvolumen der VOI 
Ct.Th Kortikale Dicke  

(cortical thickness) 

mm Durchschnittliche kortikale Dicke 

Tb.Th Trabekeldicke 
(trabecular thickness) 

mm Mittlere Trabekeldicke, Maß für die 
Stabilität des Knochens 

Tb.Sp Trabekelabstand 

(trabecular separation) 

mm Mittlerer Abstand zwischen Trabekeln, 

Maß des durchschnittlichen 
Porendurchmessers 

Tb.Pf Trabekulärer Knochen-

Anordnungsfaktor 
(trabecular pattern factor) 

mm-1 Umgekehrtes Maß für die 

Konnektivität/Verknüpfungsdichte.  

Tb.N Trabekelanzahl 

(trabecular number) 

mm-1 Durchschnittliche Anzahl an Trabekeln pro 

Längeneinheit 

SMI Struktur-Model-Index (structure 

model index) 
-/- Indikator für die Trabekelstruktur: 0 für 

parallele Platten, 3 für zylindrische Stäbe 

DA Grad der Anisotropie (degree of 

anisotropy) 

-/- Grad der Richtungsabhängigkeit der 

Trabekel, 1: isotrophisch, >1: 

anisotrophisch (keine Längengleichheit in 
unterschiedlichen Raumrichtungen) 

FD Fraktale Dimension 

(fractal dimension) 

-/- Indikator für die Oberflächenkomplexität 

Tabelle 11: Parameter der Mikro-CT Analyse 
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5.10 Statistische Verfahren 
 

Bei der histologischen Auswertung nach Sellers et al. wurde zwischen einem 

kumulativen Vergleich von hFGF-2- und lacZ-behandelten Defekten der gesamten 

Trochlea femoris (proximale und distale Trochlea femoris zusammengefasst) sowie 

einer separaten Betrachtung der Regionen unterschieden. Für die kumulative 

Betrachtung wurde eine multilevel mixed-effects generalized linear model Prozedur des 

Statistikprogramms Stata Software (Stata Corp. release 15, College Station, TX, USA) 

mit wiederholten Messungen benutzt. Diese Methode berücksichtigte individuelle Schafe 

und Kniegelenkseiten und integrierte sie in das Modell. Zweigeteilte P-Werte für die 

unterschiedlichen Regionen (proximale Trochlea femoris, distale Trochlea femoris) 

wurden durch einen F-Test eines general linear mixed-regression model ANOVA 

bestimmt. Dabei wurde die MIXED-Prozedur des Statistikprogramms SPSS (IBM; 

Armonk, NY, USA) mit wiederholten Messungen benutzt. Diese komplexen statistischen 

Analysen zur histologischen osteochondralen Reparatur führte Herr D. Zurakowski 

(PhD, Boston Children’s Hospital, MA, USA) durch.  

 

Nachfolgende Analysen wurden am Lehrstuhl für experimentelle Orthopädie und 

Arthroseforschung (Homburg/Saar, Deutschland) durchgeführt. Ein Shapiro-Wilk-Test 

zeigte keine Normalverteilung der makroskopischen Analyse. Ein Mann-Whitney U-Test 

wurde benutzt, um Unterschiede zwischen lacZ- und hFGF-2-behandelten Defekten zu 

bestimmen. Die Regionen betrachteten wir kumulativ. Die mikro-

computertomografischen Daten folgen einer Normalverteilung. Eine einseitige 

Varianzanalyse (ANOVA) mit post-hoc Analyse wurde durchgeführt um 3 Gruppen 

kumulativ miteinander zu vergleichen aber auch, um einen paarweisen Vergleich der 

Gruppen untereinander durchführen zu können. Dazu wurde die Software GraphPad 

PRISM 8 (Graphpad Software Inc; USA) verwendet. Falls nicht anders beschrieben, 

wurde für die übrigen Analysen ein zweiseitiger t-Test zur Bestimmung der statistischen 

Signifikanz angewandt. Alle Daten werden nachfolgend als Mittelwert ± Standardfehler 

des Mittelwertes oder Standardabweichung beschrieben. Ein P- Wert < 0,05 wurde als 

statistisch signifikant gewertet. 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 
 

   
 

50 

 Ergebnisse 
6.1 FGF-2-Transgenexpression 
 

Die FGF-2-Transgenexpression im Gewebe nach rAAV-Behandlung wurde durch einen 

spezifischen anti-FGF-2-Antikörper in histologischen Schnitten immunhistochemisch 

analysiert (rAAV-hFGF-2 versus rAAV-lacZ) (Kapitel 5.7.5.2) [186]. Die Anzahl der FGF-

2-positiven Zellen stellte sich signifikant ausgeprägter, 4,8-fach höher, dar im Vergleich 

zu rAAV-lacZ-behandelten Defekten (61,8 ± 2,1% versus 12,8 ± 1,3% FGF-2-positive 

Zellen, (P ≤ 0,001). Im umgebenden Knorpelgewebe, im subchondralen Knochen sowie 

in den Synovialzellen lag keine vermehrte FGF-2-Expression in hFGF-2-behandelten 

Defekten oder in den lacZ-Kontrolldefekten vor (Abbildung 14).  

 

 
Abbildung 14: Nachweis der hFGF2-Transgenexpression. Darstellung repräsentativer histologischer 
Schnitte von rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelten Defekten nach Färbung mit einem spezifischen anti-
FGF-2-Antikörper. Der Anteil FGF-2-gefärbter Zellen ist als Balkendiagramm dargestellt. Maßstabbalken: 
50μm. 

 

6.2 Perifokale Arthrose 
 

Die Bewertung der perifokalen Arthrose erfolgte mit Hilfe des inversen 

Bewertungssystems nach Little et al. (Kapitel 5.7.6.2). Verglichen wurde die 

angrenzende Zone der Kontroll- und Therapiegruppe, sowohl in einzelner Betrachtung 

des lateralen und medialen Aspekts als auch zusammengefasst. Interessanterweise 

zeigten sich hier Unterschiede in den mittleren Gesamtpunktwerten. In Betrachtung der 

lateral angrenzenden Zone zeigten sich vermehrte Irregularitäten an der Zelloberfläche 

der hFGF-2-behandelten Gruppe mit bis zu 10% Tiefenausdehnung (mittlere Punktzahl: 

3,12 ± 1,41). Gleichzeitig war die Chondrozytendichte der hFGF-2-behandelten Gruppe 

entweder leicht erhöht oder erniedrigt (mittlere Punktzahl: 1,21 ± 0,51). Der medial 
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angrenzende Aspekt beider Gruppen zeigte hingegen nur geringe 

Oberflächenirregularitäten (rAAV-lacZ: 1,05 ± 0,47 versus rAAV-hFGF-2: 1,29 ± 0,25), 

die Chondrozytendichte war annähernd normal (rAAV-lacZ: 0,71 ± 0,18 versus rAAV-

hFGF-2: 0,52 ± 0,16). rAAV-lacZ- und rAAV-hFGF-2-behandelte Proben unterschieden 

sich nicht in der Anzahl der Zellklone im Bereich des lateral angrenzenden Knorpels 

(rAAV-lacZ: 2,05 ± 0,18 versus rAAV-hFGF-2: 2,10 ± 0,38). Der mediale Aspekt des 

angrenzenden Knorpels wies in der Therapiegruppe jedoch weniger Zelldoublets auf 

(mittlerer Punktwert: 1,74 ± 0,42). Lateralseitig war die interterritoriale Safranin 

O/Echtgrün-Färbung in der Therapiegruppe vermindert (mittlerer Punktwert: 1,33 ± 

0,42). Die Intensität der Färbung war in der medialseitig angrenzenden Zone annähernd 

normal in beiden Gruppen (rAAV-lacZ: 0,50 ± 0,15 versus rAAV-hFGF-2: 0,38 ± 0,15). 

Die Intaktheit der subchondralen Platte war in beiden Aspekten annähernd gegeben, 

wobei die tidemark in hFGF-2-behandelten Proben tendenziell singulär ausgeprägt war 

(lateraler Aspekt: 0,64 ± 0,16; medialer Aspekt: 0,52 ± 0,16). Insgesamt zeigte sich in 

Betrachtung des mittleren Gesamtpunktwertes des lateral angrenzenden Knorpels eine 

geringere Degeneration für die Kontrollgruppe (rAAV-lacZ: 5,52 ± 1,38 versus rAAV-

hFGF-2: 8,40 ± 2,41). Umgekehrt stellte sich in medialen Abschnitten der 

Therapiegruppe eine geringere Degeneration im umgebenen Knorpel dar (rAAV-lacZ: 

5,45 ± 0,92 versus rAAV-hFGF-2: 4,45 ± 0,62). Die statistischen Vergleiche von 

Therapie- und Kontrollgruppen in den einzelnen Aspekten zeigten jedoch keine 

signifikanten Unterschiede.  

 
Kategorie Angrenzender Knorpel  P-Wert 
 lateralseitig  medialseitig   

 lacZ hFGF-2  lacZ hFGF-2  (a) (b) 

Struktur 0,90 ± 0,55 3,12 ± 1,41  1,29 ± 0,25 1,05 ± 0,47  0,197 0,320 

Chondrozytendichte 0,86 ± 0,29 1,21 ± 0,51  0,52 ± 0,16 0,71 ± 0,18  0,809 0,539 

Zellklone 2,05 ± 0,18 2,10 ± 0,38  1,74 ± 0,42 2,26 ± 0,23  0,912 0,228 

Safranin O-Färbung 0,74 ± 0,32 1,33 ± 0,42  0,38 ± 0,15 0,50 ± 0,15  0,178 0,638 

tidemark/kalzifizierter 
Knorpel/SCB 

0,98 ± 0,31 0,64 ± 0,16  0,52 ± 0,16 0,93 ± 0,23  0,552 0,166 

Gesamtpunktwert 5,52 ± 1,38 8,40 ± 2,41  4,45 ± 0,62 5,45 ± 0,92  0,414 0,513 

Tabelle 12: Histologische Bewertung des angrenzenden Knorpels (mediale und laterale Zone). Die 
Werte wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes angegeben, evaluiert nach dem inversen 
Bewertungssystem nach Little et al. (0 Punkte = hyaliner Gelenkknorpel; 25 Punkte = restlos aufgebrauchter 
Knorpel). Statistische Vergleiche: (a) lacZ versus hFGF-2 lateralseitig; (b) lacZ versus hFGF-2 medialseitig. 

 

Fasst man medialen und lateralen Aspekt zusammen, zeigten sich in der Struktur des 

umgebenden Knorpels der Kontrollgruppe geringere Anzeichen einer Degeneration 
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(mittlerer Punktwert: 0,98 ± 0,5), ebenso war die Intensität der Safranin O/Echtgrün-

Färbung nicht wesentlich erniedrigt (mittlerer Punktwert: 0,62 ± 0,22). Die 

Chondrozytendichte war entweder leicht erhöht oder erniedrigt (rAAV-lacZ: 0,79 ± 0,22 

versus rAAV-hFGF-2: 0,87 ± 0,26). Eine geringere Degeneration zugunsten der 

Therapiegruppe zeigte sich in der Zellklonierung (rAAV-lacZ: 2,15 ± 0,18 versus rAAV-

hFGF-2: 1,92 ± 0,32) sowie Intaktheit der subchondralen Platte (mittlerer Punktwert: 0,58 

± 0,08). Insgesamt zeigte sich in der Betrachtung des mittleren Gesamtpunktwertes 

kumulativ eine geringere Degeneration für die Kontrollgruppe (rAAV-lacZ: 5,49 ± 1,13 

versus rAAV-hFGF-2: 6,43 ± 1,29), ohne das statistische Signifikanzniveau zu erreichen 

(P = 0,608).  

 
Kategorie rAAV-lacZ  rAAV-hFGF-2  P-Wert 
Struktur 0,98 ± 0,50  2,20 ± 0,75  0,158 

Chondrozytendichte 0,79 ± 0,22  0,87 ± 0,26  0,861 

Zellklone 2,15 ± 0,18  1,92 ± 0,32  0,580 

Safranin O-Färbung 0,62 ± 0,22  0,86 ± 0,20  0,325 

tidemark/kalzifizierter 

Knorpel/SCB 

0,95 ± 0,26  0,58 ± 0,08  0,311 

Gesamtpunktwert 5,49 ± 1,13  6,43 ± 1,29  0,608 

Tabelle 13: Histologische Bewertung des angrenzenden Knorpels (kumulative Auswertung). Die 
Werte wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes angegeben, evaluiert nach dem inversen 
Bewertungssystem nach Little et al. (0 Punkte = hyaliner Gelenkknorpel; 25 Punkte = restlos aufgebrauchter 
Knorpel). 

 
Abbildung 15: Histologische Bewertung des angrenzenden Knorpels. Die Evaluation des 
angrenzenden Knorpels von rAAV-lacZ (blau) und rAAV-hFGF-2-behandelten Defekten (rot) erfolgte 
anhand des inversen Bewertungssystems nach Little et al. Eine Unterscheidung erfolgte zwischen lateral 
(rAAV-lacZ: dunkelblau; hFGF-2: dunkelrot) und medial (rAAV-lacZ: hellblau; hFGF-2: hellrot) 
angrenzendem Knorpel. Als Balkendiagramme sind die Punktwerte der einzelnen Kategorien des inversen 
Bewertungssystems (A-E) und der Gesamtpunktwerte (F) dargestellt. 
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6.3 Reparatur des subchondralen Knochens 

6.3.1 Analyse der Mikrostruktur durch das mCT 
 

Durch die mikro-computertomografischen Analysen konnte anhand standardisierter 

ROIs und mit Hilfe festgelegter Parameter (Tabelle 11) die Mikroarchitektur des 

subchondralen Knochens bewertet werden. Bewertet wurden die mit lacZ-behandelte 

Kontrollgruppe und die hFGF-2-behandelte Therapiegruppe (jeweils subchondrale 

Knochenplatte und subartikuläre Spongiosa des Defektes; Abbildung 13). Die 

angrenzende osteochondrale Einheit (subchondrale Knochenplatte und subartikuläre 

Spongiosa lateral des Defektes) der Kontrollgruppe diente als Vergleich. Wir definierten 

sie als normale osteochondrale Einheit (Abbildung 16) [186]. 

 
Abbildung 16: Überblick über die Mikro-CT Analysen des subchondralen Knochens. Darstellung der 
Defektgrenzen und der eingezeichneten, standardisierten regions of interest (ROI) von Kontroll- und 
Therapiegruppe sowie einer normalen osteochondralen Einheit im jeweils repräsentativen, sagittalen Mikro-
CT-Einzelbild (A-F). Einen besseren Überblick erhält man im rekonstruierten 3D-Bild mit den jeweils 
eingezeichneten volumes of interest (VOI) (G-L). Maßstabsbalken: 3,5 mm. Die gelben Pfeile kennzeichnen 
die Defektgrenzen. 
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 Bewertung der subchondralen Knochenplatte 
 

Die Analyse der Mikrostruktur im Bereich der osteochondralen Defekte zeigte in der 

Knochenmineraldichte (BMD) eine Erhöhung für hFGF-2-behandelte Defekte (669,64 ± 

173,02 versus 723,99 ± 204,75; Einheit: mg/cm3). Ebenfalls erhöht war die relativen 

Knochendichte (BV/TV in %; 27,63 ± 9,93 versus 33,63 ± 17,47) zugunsten der 

Therapiegruppe. Die Knochenoberflächendichte (BS/TV) der Therapiegruppe war erhöht 

im Vergleich zur lacZ-behandelten Gruppe (21,42 ± 2,60 versus 22,06 ± 6,13; Einheit: 

mm-1). Die kortikale Dicke war für die Therapiegruppe um das 1,5-fache erhöht (0,89 ± 

0,25 versus 1,33 ± 0,95; Einheit: mm). Interessanterweise war das Verhältnis von 

Knochenoberfläche zum Knochenvolumen („freie Oberfläche“ des Knochens; BS/BV) in 

lacZ-behandelten Defekten vermehrt (83,51 ± 20,24 versus 75,92 ± 25,77; Einheit: mm-

1). Das statistische Signifikanzniveau wurde in den einzelnen Kategorien jeweils nicht 

erreicht (P > 0,05). Im Vergleich der Kontrollgruppe mit der normalen osteochondralen 

Einheit zeigte sich eine geringere Knochenmineraldichte (P = 0,914). Die 

Knochenmineraldichte der Therapiegruppe war leicht erhöht, jedoch ohne das 

statistische Signifikanzniveau zu erreichen (P = 0,985). 

 
Abbildung 17: Mikro-CT Analyse der subchondralen Knochenplatte. Die 3-D-Rekonstruktionen der 
subchondralen Knochenplatte repräsentieren rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte Defekte (A, B) und 
die normale osteochondrale Einheit (C). Die Punktwerte der einzelnen Parameter sind als Boxplot dargestellt 
(D-H). Maßstabsbalken: 2 mm. Orangene Pfeile kennzeichnen die Defektgrenzen. 
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Die relative Knochendichte (BV/TV) betrug für die normale osteochondrale Einheit im 

Mittelwert 54,95 % (± 18,52) und war im Vergleich zur Therapie- und Kontrollgruppe 

erhöht. Statistisch signifikant unterschied sich die relative Knochendichte dabei im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (P = 0,012). Gleichzeitig war die freie Oberfläche des 

Knochens (BS/BV) der normalen osteochondralen Einheit erhöht (59,13 ± 23,74; P 

jeweils > 0,05). Interessanterweise unterschied sich die Knochenoberflächendichte 

signifikant von der Kontrollgruppe (P = 0,021) und der Therapiegruppe (P = 0,036). Sie 

betrug für die normale osteochondrale Einheit 28,75 ± 4,36 mm-1 und war somit 

signifikant höher. Keinen statistisch signifikanten Unterschied wies die kortikale Dicke 

der normalen osteochondralen Einheit (1,01 mm ± 0,36 mm) im Vergleich zu lacZ- und 

hFGF-2-behandelten Defekten auf.  

 

 

 Bewertung der subartikulären Spongiosa 
 

Die Analyse der morphologischen Parameter im Bereich der subartikulären Spongiosa 

wurde um die Trabekeldicke (Tb.Th), verschiedene Parameter der Trabekelstruktur 

(Tb.Sp, Tb.N, SMI), dem Grad der Anisotropie (DA) sowie dem Indikator für die 

Oberflächenkomplexität (FD) ergänzt. Die Knochenmineraldichte (BMD) war in den 

hFGF-2-behandelten Defekten erhöht (704,83 ± 161,03 versus 720,75 ± 227,20; Einheit: 

mg/cm3), ebenso die relative Knochendichte (BV/TV in %; 20,08 ± 5,66 versus 21,30 ± 

6,43). Interessanterweise war die freie Knochenoberfläche (BS/BV) in hFGF-2-

behandelten Defekten um das 1,2-fache reduziert (84,80 ± 29,28 versus 73,22 ± 24,30; 

Einheit: mm-1). Auch eine Reduzierung der Knochenoberflächendichte (BS/TV) konnte 

beobachtet werden (15,72 ± 3,31 versus 14,62 ± 4,37; Einheit: mm-1). Der 

durchschnittliche Abstand zwischen den Trabekeln (Tb.Sp; mm) war in der hFGF-2-

behandelten Therapiegruppe erhöht ( 0,16 ± 0,07 versus 0,18 ± 0,08; P = 0,773), Das 

umgekehrte Maß für die Konnektivität der Trabekel (Tb.Pf) war zugunsten der 

Therapiegruppe verbessert (rAAV-lacZ: 9,23 ± 21,59 versus rAAV-hFGF-2: 3,50 ± 18,95; 

Einheit: mm-1). Die Anzahl der Trabekeln (Tb.N.) im Bereich des Defektes war in der 

Therapiegruppe erniedrigt (4,02 ± 0,72 versus 3,83 ± 1,10; Einheit: mm-1), ebenso das 

Maß für die dreidimensionale Form der gemessenen Trabekel (SMI; 1,54 ± 1,00 versus 

1,46 ± 0,85). Eine geringe Erhöhung zeigte sich im Grad der Anisotropie (DA) für hFGF-

2-behandelte Defekte (0,40 ± 0,04 versus 0,41 ± 0,11). Keine Unterschiede fanden sich 

in der Dicke der Trabekel (Tb.Th; Mittelwert jeweils 0,05 mm ± Standardabweichung) 

und dem Maß für die Oberflächenkomplexität (FD; Mittelwert jeweils 2,56 ± 

Standardabweichung). Das statistische Signifikanzniveau konnte bei der Auswertung 
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der einzelnen Parameter jeweils nicht erreicht werden (P > 0,05). Statistisch signifikante 

Unterschiede zeigten sich in der Analyse der angrenzenden osteochondralen Einheit im 

Vergleich zur Kontroll- und Therapiegruppe nicht. Die Knochenmineraldichte (BMD; 

725,15 ± 158,60; Einheit: mg/cm3) sowie die relative Knochendichte (BV/TV in %; 24,03 

± 5,46) waren in der normalen osteochondralen Einheit am Höchsten, ebenso die 

Knochenoberflächendichte (BS/TV; 15,79 ± 4,23; Einheit: mm-1). Dabei war die freie 

Oberfläche (BS/BV) des Knochens in der normalen osteochondralen Einheit erniedrigt 

(70,07 ± 26,42 Einheit: mm-1). Eine gering erhöhte trabekuläre Dicke (Tb.Th) konnte in 

der normalen osteochondralen Einheit beobachtet werden (0,06 ± 0,02; Einheit: mm). 

Der durchschnittliche Abstand zwischen den Trabekeln (Tb.Sp) betrug in der normalen 

osteochondralen Einheit 0,17 mm (± 0,06 mm). Interessanterweise  waren das Maß der 

Verknüpfungsdichte (Tb.Pf; 0,12 ± 15,39; Einheit: mm-1), die Trabekelzahl (Tb.N; 3,74 ± 

0,78; Einheit: mm-1), SMI (1,40 ± 1,08, DA (0,38 ± 0,05) und FD (2,50 ± 0,12) der 

normalen osteochondralen Einheit im Vergleich zur Kontroll- und Therapiegruppe 

erniedrigt. Im statistischen Vergleich aller drei Gruppen war kein signifikanter 

Unterschied bei der Auswertung der jeweiligen Parameter feststellbar (P > 0,05).  
 

 
Abbildung 18: Mikro-CT Analyse der subartikulären Spongiosa. Die 3-D-Rekonstruktionen der 
subchondralen Knochenplatte repräsentieren rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte Defekte (A, B) und 
die normale osteochondrale Einheit (C). Die Punktwerte der einzelnen Parameter sind als Boxplot dargestellt 
(D-K). Maßstabsbalken: 2 mm. Orangene Pfeile kennzeichnen die Defektgrenzen. 
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Parameter rAAV-lacZ rAAV-hFGF-2 Normale 
osteochondrale Einheit 

P-Wert 

  (a) (b) (c) 

Subchondrale Knochenplatte      
BMD (mg/cm3) 669,64 ± 173,02 723,99 ± 204,75 708,28 ± 153,33 0,837 0,914 0,985 

BV/TV (%) 27,63 ± 9,93 33,63 ± 17,47 54,95 ± 18,52 0,760 0,012 0,052 
BS/BV (mm-1) 83,51 ± 20,24 75,92 ± 25,77 59,13 ± 23,74 0,818 0,153 0,390 
BS/TV (mm-1) 21,42 ± 2,60 22,06 ± 6,13 28,75 ± 4,36 0,964 0,021 0,036 
Ct.Th (mm) 0,89 ± 0,25 1,33 ± 0,95 1,01 ± 0,36 0,376 0,932 0,578 

  
  

 
   

Subartikuläre Spongiosa      
BMD (mg/cm3) 704,83 ± 161,03 720,75 ± 227,20 725,15 ± 158,60 0,986 0,977 0,999 
BV/TV (%) 20,08 ± 5,66 21,30 ± 6,43 24,03 ± 5,46 0,921 0,435 0,665 

BS/BV (mm-1) 84,80 ± 29,28 73,22 ± 24,30 70,07 ± 26,42 0,702 0,568 0,974 
BS/TV (mm-1) 15,72 ± 3,31 14,62 ± 4,37 15,79 ± 4,23 0,866 0,999 0,849 
Tb.Th (mm) 0,05 ± 0,02 0,05 ± 0,01 0,06 ± 0,02 0,886 0,681 0,926 

Tb.Sp (mm) 0,16 ± 0,07 0,18 ± 0,08 0,17 ± 0,06 0,773 0,949 0,924 
Tb.Pf (mm-1) 9,23 ± 21,59 3,50 ± 18,95 0,12 ± 15,39 0,837 0,644 0,940 
Tb.N (mm-1) 4,02 ± 0,72 3,83 ± 1,10 3,74 ± 0,78 0,920 0,829 0,979 
SMI (-/-) 1,54 ± 1,00 1,46 ± 0,85 1,40 ± 1,08 0,988 0,959 0,991 

DA (-/-) 0,40 ± 0,04 0,41 ± 0,11 0,38 ± 0,05 0,960 0,805 0,644 
FD (-/-) 2,56 ± 0,05 2,56 ± 0,08 2,50 ± 0,12 0,997 0,415 0,456 

Tabelle 14: Übersicht der Mikro-CT Analyse. Die Werte wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Abkürzungen werden im Text erläutert. Statistische 
Vergleiche: (a) rAAV-lacZ versus rAAV-hFGF-2, (b) lacZ versus normale osteochondrale Einheit, (c) hFGF-2 versus normale osteochondrale Einheit
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6.3.2 Histologische Bewertung des subchondralen Knochens 
 

Die semiquantitative, histologische Bewertung des subchondralen Knochens erfolgte 

anhand des Bewertungssystem nach Sellers et al. [235] in isolierter Betrachtung der 

Kategorie „Neubildung des subchondralen Knochens“ (Tabelle 8). In der 

zusammengefassten Betrachtung der Punktwerte für proximale und distale Anteile der 

Trochlea femoris zeigte sich, dass durchschnittlich 75-100% des subchondralen 

Knochens in der rAAV-FGF-2-behandelten Therapiegruppe neugebildet wurde. Die 

mittleren Punktwerte waren für die Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe 

verbessert, jedoch ohne das statistische Signifikanzniveau zu erreichen (rAAV-lacZ: 

1,22 ± 0,11, rAAV-FGF-2: 0,82 ± 0,08, P = 0,120). Interessanterweise war in einzelner 

Betrachtung des proximalen Aspektes der Trochlea femoris die Neubildung des 

subchondralen Knochens in hFGF-2-behandelten Defekten signifikant verbessert (rAAV-

lacZ: 1,29 ± 0,16 versus rAAV-hFGF-2: 0,98 ± 0,16, P = 0,048). Auch die isolierte 

Betrachung der distalen Anteile wies einen signifikant verbesserten mittleren Punktwert 

nach rAAV-hFGF-2-Behandlung im Vergleich zur rAAV-lacZ-Kontrollgruppe auf (rAAV-

lacZ: 1,15 ± 0,32 versus rAAV-hFGF-2: 0,70 ± 0,32; P = 0,003) (Abbildung 19).  

 

Abbildung 19: Histologische Bewertung des subchondralen Knochens. Darstellung repräsentativer 

histologischer Schnitte des Reparaturgewebes für rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte Defekte (A, B). 

Die Evaluation erfolgte anhand des inversen Bewertungssystems nach Sellers et al., die Punktwerte sind 

als Balkendiagramme dargestellt. Maßstabsbalken: 250 μm, 4-fache Vergrößerung. Die Pfeile kennzeichnen 

jeweils die Integrationszone. Safranin O/Echtgrün-Färbung. 
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6.4 Reparatur des Gelenkknorpels 

6.4.1 Makroskopische Bewertung des Reparaturgewebes 
 

 Evaluation des Reparaturgewebes nach Goebel et al. 
 

Die Bewertung der makroskopischen Knorpelreparatur erfolgte anhand des inversen 

Bewertungssystems nach Goebel et al. [85] (Tabelle 6). Nach rAAV-vermitteltem 

Gentransfer zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen lacZ-behandelten 

Defekten (mittlerer Punktwert: 3,89 ± 2,47) und hFGF-2-behandelten Defekten (mittlerer 

Punktwert: 4,64 ± 2,97; P = 0,475). Die Farbe der Defekte war hauptsächlich hyalinartig 

bis weiß sowohl in der Kontroll- (mittlerer Punktwert: 0,96 ± 0,79) als auch in der 

Therapiegruppe (mittlerer Punktwert: 0,71 ± 0,66). In keiner der beiden Gruppen traten 

vermehrt sichtbare Blutgefäße auf. Oberflächenbeschaffenheit und Defektfüllung waren 

bei hFGF-2-behandelten Defekten verbessert, jedoch ohne das statistische 

Signifikanzniveau zu erreichen. Interessanterweise zeigte sich eine signifikant vermehrte 

Degeneration des angrenzenden Knorpels bei lacZ-behandelten Defekten (lacZ-

behandelte Defekte: 1,64 ± 0,68 versus hFGF-2-behandelte Defekte: 1,61 ± 0,57; P < 

0,001) in der makroskopischen Evaluation des Reparaturgewebes (Abbildung 20, 

Tabelle 15). 

 

Kategorie rAAV-lacZ  rAAV-hFGF-2  P-Wert 

Farbe des Reparaturgewebes 0,96 ± 0,79 0,71 ± 0,66 0,248 

Sichtbare Blutgefäße 0,46 ± 0,69 0,32 ± 0,61 0,462 

Beschaffenheit der Oberfläche 1,18 ± 0,86 1,04 ± 0,88 0,520 

Defektfüllung 0,39 ± 0,63 0,21 ± 0,63 0,174 

Degeneration des 

angrenzenden Knorpels 

1,64 ± 0,68 1,61 ± 0,57 < 0,001* 

Mittlerer Gesamtpunktwert 4,64 ± 2,97 3,89 ± 2,47 0,475 

Tabelle 15: Makroskopische Evaluation des Reparaturgewebes (nach Goebel et al). Die Werte wurden 

als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die Bewertung erfolgte anhand des inversen 

Bewertungssystems (0 Punkte = komplette Knorpelreparatur; 20 Punkte = fehlende Knorpelreparatur) [85]. 

* Statistisch signifikant versus lacZ. 

 
 Evaluation des Reparaturgewebes nach Smith et al. 

 

Die Bewertung der makroskopischen Veränderungen des Reparaturgewebes anhand 

der Parameter des Bewertungssystems aus Oswestry (nach Smith et al. [241], Tabelle 

7) zeigte keine statistisch signifikanten Veränderungen des Reparaturgewebes im 

mittleren Gesamtpunktwert (lacZ-behandelte Defekte: 4,29 ± 2,21 versus hFGF-2-

behandelte Defekte: 4,86 ± 1,88; P = 0,27). Die individuellen Kategorien des 
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Defektniveaus, der Integration und der Farbe des Defektes zeigten eine Verbesserung 

der Reparatur der hFGF-2-behandelten Defekte im Vergleich zur lacZ-behandelten 

Kontrollgruppe, ohne das statistische Signifikanzniveau zu erreichen. Die Beschaffenheit 

der Oberfläche zeigte keinen Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 20, Tabelle 

16). 

 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-hFGF-2 P-Wert 

Defektniveau 1,36 ± 0,83 1,57 ± 0,74 0,33 

Integration 0,93 ± 0,54 1,21 ± 0,50 0,07 

Oberflächenbeschaffenheit 0,82 ± 0,82 0,82 ± 0,72 0,94 

Farbe des Defekts 1,18 ± 0,61 1,25 ± 0,70 0,64 

Mittlerer Gesamtpunktwert 4,29 ± 2,21 4,86 ± 1,88 0,27 

Tabelle 16: Makroskopische Evaluation des Reparaturgewebes (nach Smith et al.). Die Werte wurden 

als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die Bewertung erfolgte anhand des modifizierten 

Oswestry Arthroskopy Score (0 Punkte: schlechte Knorpelreparatur; 8 Punkte: gute Knorpelreparatur). * 

Statistisch signifikant versus lacZ.  

 

 
Abbildung 20: Makroskopische Bewertung des Reparaturgewebes. Repräsentative, makroskopische 

Darstellung der osteochondralen Defekte (A, B). Die Evaluation erfolgte anhand der Bewertungssysteme 

nach Goebel et al. (C) und nach Smith et al.(E). Die Punktwerte sind als Balkendiagramme dargestellt. 

Maßstabsbalken: 1,4 mm. 
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6.4.2 Histologische Bewertung des Reparaturgewebes 
 

 Bewertungssystem nach Sellers et al. 
 

Safranin O/Echtgrün-gefärbte, histologische Schnitte wurden anhand des in Tabelle 8 

beschriebenen, semiquantitativen Bewertungssystem nach Sellers et al. [235] evaluiert. 

Der Gentransfer von hFGF-2 verbesserte signifikant die mittleren Punktwerte für die 

individuellen Kategorien der Defektfüllung (P = 0,030). Im Vergleich zum angrenzenden 

Knorpel war die Füllung auf annähernd gleichem Niveau. Die Anfärbbarkeit der 

Knorpelmatrix mit Safranin O/Echtgrün war signifikant verbessert im Vergleich zur lacZ-

Kontrollgruppe (P = 0,029). Auch die Zellmorphologie zeigte eine signifikante 

Verbesserung (P = 0,007) durch vermehrte Anordnung der Zellen in hauptsächlich 

säulenartiger Orientierung. rAAV-vermittelte Überexpression von hFGF-2 verbesserte 

außerdem die Punktwerte für die Integration des Defektes in den umgebenden Knorpel 

(mittlerer Punktwert: 0,94 ± 0,05) und Architektur des Defektes (mittlerer Punktwert: 0,39 

± 0,09), jeweils ohne das statistische Signifikanzniveau zu erreichen. In der 

Therapiegruppe konnte durchschnittlich 75-100% des subchondralen Knochens 

neugebildet werden. Die Ausbildung der tidemark war im Vergleich zur lacZ-behandelten 

Kontrollgruppe verbessert, jedoch ohne statistische Signifikanz. Im Gegensatz dazu 

fanden sich keine Unterschiede in den Punktwerten der Architektur der Defektoberfläche 

(lacZ- und hFGF-2-behandelte Defekte: 1,39 ± 0,09; P = 0,918) (Abbildung 21). Der 

mittlere Gesamtpunktwert (struktureller Gesamtindex) war für hFGF-2-behandelte 

Defekte signifikant verbessert (9,63 ± 0,20 versus 12,20 ± 0,19 für lacZ-Kontrolldefekte; 

P < 0,001) (Abbildung 22). Die Punktwerte für die Kategorie der Neubildung des 

subchondralen Knochens wurden in die Ermittlung des Gesamtpunktwertes mit 

einbezogen (Tabelle 17).  

Kategorie rAAV-lacZ  rAAV-hFGF-2  Mittlere Differenz P-Wert 

Defektfüllung 0,47 ± 0,06 0,15 ± 0,04 -0,32 0,030* 

Integration 1,22 ± 0,05 0,94 ± 0,05 -0,35 0,084 

Matrixanfärbbarkeit 1,26 ± 0,12 0,50 ± 0,07 -0,76 0,029* 

Zellmorphologie 2,14 ± 0,06 1,66 ± 0,05 -0,48 0,007* 

Defektarchitektur 0,64 ± 0,10 0,39 ± 0,09 -0,25 0,480 

Oberflächenarchitektur 1,39 ± 0,09 1,39 ± 0,09 0,00 0,918 

tidemark 3,86 ± 0,07 3,76 ± 0,06 -0,10 0,551 

Gesamtpunktwert 12,20 ± 0,19 9,63 ± 0,20 -2,57 < 0,001* 

Tabelle 17: Gesamtbewertung der histologischen Knorpelreparatur. Die Werte wurden als Mittelwert ± 

Standardfehler des Mittelwertes angegeben, evaluiert anhand des inversen Bewertungssystems nach 

Sellers et al. (0 Punkte = komplette Reparatur/normaler Gelenkknorpel; 31 Punkte = keine Reparatur). Die 

Punktwerte für die Kategorie „Neubildung des subchondralen Knochens“ wurden in die Ermittlung des 

Gesamtpunktwertes mit einbezogen. * Statistisch signifikant versus lacZ.  
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Abbildung 21: Histologische Bewertung des Reparaturgewebes. Darstellung repräsentativer 

histologischer Schnitte des Reparaturgewebes für rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte Defekte (A-N). 

Die Evaluation erfolgte anhand des inversen Bewertungssystems nach Sellers et al., die Punktwerte der 

Kategorien „Defektfüllung“, „Matrixanfärbbarkeit“ und „Zellmorphologie“ sind als Balkendiagramme 

dargestellt (I-III). Maßstabsbalken: 250 μm, 4-fache Vergrößerung (Ausnahme: G+H: 100 μm, 10-fache 

Vergrößerung). Safranin O/Echtgrün-Färbung. 
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Abbildung 22: Übersicht der Gesamtpunktwerte der histologischen Bewertung. Darstellung 

repräsentativer histologischer Schnitte des Reparaturgewebes für rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte 

Defekte (A, B). Die Evaluation erfolgte anhand des inversen Bewertungssystems nach Sellers et al. Die 

Gesamtpunktwerte der einzelnen Regionen der Trochlea femoris (C, D) und der strukturelle Gesamtindex 

(E) der osteochondralen Reparatur sind als Balkendiagramme dargestellt. Maßstabsbalken: 250 μm, 4-

fache Vergrößerung. Safranin O/Echtgrün-Färbung.  

 

 Vergleich verschiedener Regionen 
 

Zur histologischen Evaluation des Reparaturgewebes anhand des Bewertungssystems 

nach Sellers et al. [235] verglichen wir auch verschiedene anatomische Lokalisationen 

miteinander (distale versus proximale Anteile der Trochlea femoris). Ein signifikant 

besseres Reparaturpotential von hFGF-2-behandelten Defekten wurde bei der 

separaten Betrachtung der Gesamtpunktwerte von distalen (lacZ-behandelte Defekte: 

12,06 ± 0,60 versus hFGF-2-behandelte Defekte: 9,30 ± 0,58) und proximalen (lacZ-

behandelte Defekte: 12,19 ± 0,44 versus hFGF-2-behandelte Defekte: 10,02 ± 0,44) 

gezeigt. Die Punktwerte für die Kategorie der Neubildung des subchondralen Knochens 

wurden in die Ermittlung des Gesamtpunktwertes mit einbezogen. Ausschließlich auf der 

distalen Trochlea femoris von hFGF-2-behandelten Defekten konnte eine signifikante 

Verbesserung der Punktwerte der Defekt- und Oberflächenarchitektur beobachtet 

werden. Im Gegensatz dazu war die Defektintegration (P = 0,712) und Neubildung der 

tidemark (P = 0,202) nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen. Proximale 

Aspekte der Trochlea femoris zeigten signifikant verbesserte Punktwerte in der 

Neubildung der tidemark (P < 0,001). Interessanterweise war die Architektur der 
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Oberfläche des Reparaturgewebes in der lacZ-Kontrollgruppe signifikant verbessert (P 

< 0,001). Die Punktwerte der Defektarchitektur waren nicht signifikant unterschiedlich 

zwischen beiden Gruppen (Tabelle 18 und Tabelle 19).  
 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-hFGF-2 Mittlere Differenz P-Wert 

Defektfüllung 0,58 ± 0,13 0,17 ± 0,13 -0,42 < 0,001* 

Integration 1,44 ± 0,17 0,90 ± 0,16 -0,54 < 0,001* 

Matrixanfärbbarkeit 1,04 ± 0,17 0,52 ± 0,17 -0,52 < 0,001* 

Zellmorphologie 2,08 ± 0,10 1,54 ± 0,10 -0,54 < 0,001* 

Defektarchitektur 0,62 ± 0,31 0,60 ± 0,30 -0,02 0,916 

Oberflächenarchitektur 1,17 ± 0,28 1,71 ± 0,29 0,54 < 0,001* 

tidemark 3,96 ± 0,17 3,60 ± 0,17 -0,36 < 0,001* 

Gesamtpunktwert 12,19 ± 0,44 10,02 ± 0,44 -2,17 < 0,001* 

Tabelle 18: Histologische Bewertung der proximalen Trochlea femoris. Die Werte wurden als Mittelwert 

± Standardfehler des Mittelwertes angegeben, evaluiert anhand des inversen Bewertungssystems nach 

Sellers et al. (0 Punkte = komplette Reparatur/normaler Gelenkknorpel; 31 Punkte = keine Reparatur). Die 

Punktwerte für die Kategorie „Neubildung des subchondralen Knochens“ wurden in die Ermittlung des 

Gesamtpunktwertes mit einbezogen. * Statistisch signifikant versus lacZ. 

 
Kategorie rAAV-lacZ rAAV-hFGF-2 Mittlere Differenz P-Wert 

Defektfüllung 0,34 ± 0,13 0,14 ± 0,13 -0,19 0,042 * 

Integration 0,98 ± 0,06 1,00 ± 0,07 0,02 0,712 

Matrixanfärbbarkeit 1,47 ± 0,27 0,48 ± 0,26 -0,99 < 0,001* 

Zellmorphologie 2,03 ± 0,20 1,77 ± 0,19 -0,26 0,003* 

Defektarchitektur 0,66 ± 0,13 0,21 ± 0,12 -0,45 < 0,001* 

Oberflächenarchitektur 1,67 ± 0,22 1,13 ± 0,21 -0,54 < 0,001* 

tidemark 3,73 ± 0,13 3,89 ± 0,12 0,16 0,202 

Gesamtpunktwert 12,06 ± 0,60 9,30 ± 0,58 -2,76 < 0,001* 

Tabelle 19: Histologische Bewertung der distalen Trochlea femoris. Die Werte wurden als Mittelwert ± 

Standardfehler des Mittelwertes angegeben, evaluiert anhand des inversen Bewertungssystems nach 

Sellers et al. (0 Punkte = komplette Reparatur/normaler Gelenkknorpel; 31 Punkte = keine Reparatur). Die 

Punktwerte für die Kategorie „Neubildung des subchondralen Knochens“ wurden in die Ermittlung des 

Gesamtpunktwertes mit einbezogen. * Statistisch signifikant versus lacZ. 

 
6.4.3 Zelldichte 
 

Nach Hämatoxylin-Eosin-Färbung der histologischen Schnitte ermittelten wir die 

Zelldichte von rAAV-hFGF-2-behandelten Defekten im Vergleich zur rAAV-lacZ-

behandelten Kontrollgruppe. In den Knorpeldefekten zeigte sich in der kumulativen 

Betrachtung der zwei Zonen eine signifikant höhere Zelldichte (P = 0,049) für hFGF-2-

behandelte Defekte (770 ± 153,38 Zellen pro mm
2
) im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(471,5 ± 100,52 Zellen pro mm
2
). In der Betrachtung der zentralen Zone ergab sich eine 

höhere Zelldichte für die Therapiegruppe (hFGF-2-behandelte Defekte: 865 ± 110 Zellen 

pro mm
2
 versus lacZ-Kontrolldefekte: 432,5 ± 17,5 Zellen pro mm

2
) ohne das statistische 
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Signifikanzniveau zu erreichen (P = 0,06). Dies zeigte sich ebenfalls in Betrachtung der 

peripheren Zone (hFGF-2-behandelte Defekte: 675 ± 130 Zellen pro mm
2
 versus lacZ-

Kontrolldefekte: 510 ± 130 Zellen pro mm
2
; P = 0,464). Keinen signifikanten Unterschied 

ergab der Vergleich der peripheren und zentralen Zone der einzelnen Therapiegruppen 

(hFGF-2-behandelte Defekte: P = 0,380; lacZ-Kontrolldefekte: P = 0,614) (Abbildung 

23). 

 

Abbildung 23: Bestimmung der Zelldichte. Darstellung repräsentativer histologischer Schnitte des 

Reparaturgewebes für rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte Defekte (A-F), anhand derer die Zelldichte 

bestimmt wurde (20-fache Vergrößerung). B und E: periphere Zone; C und F: zentrale Zone der jeweiligen 

Gruppe (40-fache Vergrößerung). Die Werte der einzelnen Zonen sind als Balkendiagramme dargestellt. 

Maßstabbalken: 100 µm für A, D; 20 µm für B, C, E, F. Die Pfeile markieren die Integrationszone in den 

Übersichtsausschnitten (A, D). Hämatoxylin-Eosin-Färbung. 

 
6.4.4 Typ-II- und Typ-I-Kollagenexpression 
 

Die Immunreaktivität von Typ-II- und Typ-I-Kollagen entspricht der Farbintensität nach 

immunhistochemischer Färbung und ist Ausdruck der Typ-II- und Typ-I-

Kollagenexpression. Zur Beurteilung der Typ-I- und Typ-II-Immunreaktivität des 

Reparaturgewebes wendeten wir ein semiquantitatives Bewertungssystem an [203]. Die 
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Applikation von rAAV-hFGF-2 zeigte eine signifikant stärkere Immunreaktivität für Typ-

II-Kollagen (3,00 ± 0,15; 1,3-facher Unterschied) im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 

rAAV-lacZ-Behandlung (2,29 ± 0,27; P = 0,020). Ergänzend war die Immunreaktivität für 

Typ-I-Kollagen für hFGF-2-behandelte Defekte signifikant reduziert (1,29 ± 0,13; P ≤ 

0,0001) im Vergleich zu lacZ-Kontrolldefekten (1,57 ± 0,14; 1,2-facher Unterschied). In 

der Polarisationsmikroskopie stellte sich das Kollagennetzwerk in hFGF-2-behandelten 

Defekten einheitlicher dar als in der Kontrollgruppe. Gleichzeitig wurden die 

Kollagenfibrillen beider Gruppen nicht im umgebenden Knorpel reproduziert (Abbildung 

24). 

 

 

Abbildung 24: Immunhistologischer Nachweis der Typ-I-und II-Kollagenexpression. Darstellung 

repräsentativer histologischer Schnitte des Reparaturgewebes für rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-behandelte 

Defekte (A-F). Die Evaluation erfolgte anhand eines semiquantitativen Bewertungssystems [203] nach 

Färbung mit einem monoklonalen Anti-Typ-II-Kollagen IgG (A, B) oder Anti-Typ-I-Kollagen IgG (C, D). Die 

Polarisationsmikroskopie stellt das Kollagennetzwerk der Defekte und des angrenzenden Gelenkknorpels 

dar (E, F). Die mittleren Gesamtpunktwerte sind als Balkendiagramme dargestellt (G, H). Maßstabsbalken: 

250 µm, 4-fache Vergrößerung. 
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6.4.5 Biochemische Auswertung 
 

Wir analysierten das knorpelige Reparaturgewebe von rAAV-hFGF-2- und rAAV-lacZ-

behandelten Defekten sowie das umliegende Knorpelgewebe mit Hilfe biochemischer 

Methoden. Der DNS-Gehalt (= Zellzahl) im Reparaturgewebe der Defekte war in der 

rAAV-hFGF-2-behandelten Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe um das 

1,05-fache erhöht (P = 0,229). In Betrachtung des angrenzenden Knorpels war der DNS-

Gehalt in der hFGF-2-behandelten Gruppe um das 2,06-fache signifikant erhöht (P = 

0,007) im Vergleich zur lacZ-behandelten Kontrollgruppe. Der Proteoglykangehalt war in 

den hFGF-2-behandelten Defekten und des angrenzenden Knorpels der 

Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht, jedoch ohne das statistische 

Signifikanzniveau zu erreichen (P jeweils > 0,05). Das Proteoglykan/DNS-Verhältnis war 

in den Defekten für lacZ- und hFGF-2-behandelte Defekte ausgeglichen (jeweils 0,07 ± 

0,01 µg/ng). Auch in Betrachtung des angrenzenden Knorpels fand sich kein statistisch 

signifikanter Unterschied im Proteoglykan/DNS-Verhältnis (P = 0,098) (Tabelle 20). 

Verglich man Reparaturknorpel und angrenzenden Knorpel innerhalb der FGF-2-

behandelten Therapiegruppe und lacZ-behandelten Kontrollgruppe, so ergaben sich 

Differenzen (Tabelle 21). Die Zellzahl (DNS-Gehalt) im Reparaturknorpel der lacZ-

Kontrollgruppe war im Vergleich zum angrenzenden Knorpel signifikant erhöht (lacZ-

Defekt: 4,13 ± 0,80 ng/µg versus lacZ-angrenzender Knorpel: 2,0 ± 0,37 ng/µg; P = 

0,007). Ebenso war das Proteoglykan/DNS-Verhältnis der lacZ-behandelten Defekte im 

Vergleich zum angrenzenden Knorpel signifikant erniedrigt (0,07 ± 0,01 µg/ng versus 

0,13 ± 0,05 µg/ng; P = 0,001). Die Matrixsynthese (Proteoglykangehalt) war im 

Reparaturknorpel der lacZ-Kontrollgruppe im Vergleich zum umgebenden Knorpel nicht 

signifikant erhöht (lacZ-Defekt: 0,27 ± 0,04 µg/µg versus lacZ-angrenzender Knorpel: 

0,25 ± 0,05 µg/µg; P = 0,214). In der hFGF-2-behandelten Therapiegruppe zeigte sich 

eine erhöhte Zellzahl in der Defektzone (4,36 ± 0,64 ng/µg) verglichen mit dem 

umgebenden Knorpel (4,12 ± 1,43 ng/µg). Der Gehalt an Proteoglykanen war im 

angrenzenden Knorpel leicht erhöht (hFGF-2-Defekt: 0,30 ± 0,06 versus hFGF-2-

angrenzender Knorpel: 0,41 ± 0,39). Das Proteoglykan/DNS-Verhältnis war balanciert 

zwischen den beiden Zonen (hFGF-2-Defekt: 0,07 ± 0,01 versus hFGF-2-angrenzender 

Knorpel: 0,09 ± 0,05). Der Vergleich der Defekt- und angrenzenden Zone innerhalb der 

hFGF-2-behandelten Gruppe zeigte jeweils keinen signifikanten Unterschied bezüglich 

DNS- und Proteoglykangehalt sowie Proteoglykan/DNS-Verhältnis (Abbildung 25).  
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Abbildung 25: Biochemische Auswertung. DNS (A)- und Proteoglykangehalt (B) sowie 

Proteoglykan/DNS-Verhältnisse (C) wurden für das Reparaturgewebe von rAAV-lacZ und rAAV-hFGF-2-

behandelten Defekte sowie für den angrenzenden Knorpel analysiert. Darstellung als Balkendiagramme.  

 

 

Parameter rAAV-behandelte 

Defekte 

 Angrenzender Knorpel  P-Werte 

 lacZ hFGF-2  lacZ hFGF-2  (a) (b) 

DNS-Gehalt 
(ng/µg 

Gesamtproteine) 
4,13 ± 0,80 4,36 ± 0,63  2,00 ± 0,37 4,12 ± 1,43  0,229 0,007* 

Proteoglykangehalt 
(µg/µg 

Gesamtproteine) 
0,27 ± 0,04 0,30 ± 0,06  0,25 ± 0,05 0,41 ± 0,39  0,120 0,204 

Proteoglykan/DNS 

(µg/ng) 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01  0,13 ± 0,05 0,09 ± 0,05  0,399 0,098 

Tabelle 20: Biochemische Auswertung des Reparaturgewebes und des angrenzenden Knorpels. Die 

Werte wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Statistische Vergleiche: (a) hFGF-2 versus 

lacZ (Defekte), (b) hFGF-2 versus lacZ (angrenzender Knorpel). * Statistisch signifikante Gruppen. 

 

 

Parameter P-Werte 

 lacZ  hFGF-2 

 Defekt versus angrenzender Knorpel  Defekt versus angrenzender Knorpel 

DNS-Gehalt 
(ng/µg 

Gesamtproteine) 

< 0,007 *  0,338 

Proteoglykangehalt 
(µg/µg 

Gesamtproteine) 

0,214  0,229 

Proteoglykan/DNS 

(µg/ng) 
0,001 *  0,165 

Tabelle 21: Statistischer Vergleich der biochemischen Auswertung. Verglichen wurden rAAV-lacZ-

behandelte Defekte versus angrenzender Knorpel, analog rAAV-hFGF-2-behandelte Defekte versus 

angrenzender Knorpel. * Statistisch signifikante Gruppen. 
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 Diskussion 
 

Die vorliegende Arbeit untersuchte die übergeordnete Hypothese, ob direkter 

Gentransfer von humanem FGF-2 durch rAAV-Vektoren die osteochondrale Reparatur 

in vivo im Großtiermodell verbessert. Aus den Daten der Studie gehen einige wichtige 

Erkenntnisse hervor. 

 

Die erste Feststellung ist, dass eine effektive und prolongierte hFGF-2-Überexpression 

in vivo über einen Zeitraum von 6 Monaten erfolgreich aufrechterhalten werden konnte. 

Diesen Aspekt wiesen wir durch eine signifikant stärkere anti-hFGF-2-Immunreaktivität 

im knorpeligen Reparaturgewebe von Defekten, die mit rAAV-hFGF-2 behandelt wurden 

als in rAAV-lacZ-behandelten Kontroll-Defekten nach. Der verwendete rAAV-Genvektor 

eignet sich aufgrund seiner langen Verfügbarkeit daher als möglicher Kandidat in der 

Therapie osteochondraler Defekte [186]. Dieser Aspekt ergänzt Erkenntnisse aus einer 

Studie am Kleintiermodell, in welcher ein effektiver rAAV-Gentransfer nach 4 Monaten 

nachgewiesen werden konnte [40]. 

 

Die zweite wichtige Feststellung ist, dass rAAV-vermittelte hFGF-2 Überexpression eine 

verbesserte histologische subchondrale Reparatur im Vergleich zur lacZ-behandelten 

Kontrollgruppe aufzeigte. Die mikrostrukturellen Daten demonstrieren, dass dabei 

hauptsächlich die Reparatur der subchondrale Knochenplatte beeinflusst wurde. Dies 

zeigt sich vor allem durch den höheren und damit „normaleren“ Knochenvolumenanteil 

(BV/TV) von rAAV-hFGF-2-behandelten Defekten. 

  

Der wichtigste Aspekt dieser Studie ist der signifikant verbesserte histologische 

Gesamtpunktwert der osteochondralen Reparatur in Defekten, die mit rAAV-hFGF-2 

behandelt wurden. Die rAAV-hFGF-2 Therapie verbesserte ebenfalls signifikant die 

individuellen Parameter „Defektfüllung“, „Matrixanfärbbarkeit“ und „Zellmorphologie“ des 

histologischen inversen Bewertungssystems [235], jeweils im Vergleich zur lacZ-

Kontrollgruppe. Die rAAV-vermittelte Überexpression von hFGF-2 steigerte ebenfalls 

signifikant die Zelldichte im knorpeligen Reparaturgewebe im Vergleich zu Kontroll-

Defekten. Es ist außerdem hervorzuheben, dass nach makroskopischer Bewertung der 

osteochondralen Defekte eine signifikant verminderte perifokale Arthrose vorlag. Die 

rAAV-vermittelte Überexpression von hFGF-2 führte zu einer signifikant stärkeren 

Produktion von Typ-II-Kollagen bei gleichzeitiger signifikant niedrigeren Produktion von 

Typ-I-Kollagen im knorpeligen Reparaturgewebe.  
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7.1 Wirkung des rAAV-basierten Gentransfers auf das 

Reparaturgewebe in osteochondralen Defekten 

7.1.1 Effekte auf die makroskopischen und histologischen Parameter der 
Knorpelreparatur 

 

Zunächst wurde die Hypothese untersucht, ob rAAV-vermittelter Gentransfer von 

humanem FGF-2 im Reparaturgewebe die Parameter der makroskopischen und 

histologischen Bewertungssystemen im Vergleich zur lacZ-behandelten Kontrollgruppe 

verbessert. Die makroskopischen Analysen durch zwei unabhängige 

Bewertungssysteme [85,241] zeigten numerische Verbesserungen individueller 

Parameter sowie des jeweiligen mittleren Gesamtpunktwertes. Die „Farbe des 

Reparaturgewebes“ wurde in beiden Bewertungssystemen evaluiert und demonstrierte 

eine Ähnlichkeit zum normalen Knorpelgewebe. Ebenso zeigte die „Füllung des 

Defektes“ bzw. das „Defektniveau“ eine komplette Füllung des Defektes mit 

Reparaturgewebe in beiden Gruppen. Auch die „Beschaffenheit der Oberfläche“ wurde 

in beiden Bewertungssystemen betrachtet. Ein numerischer Unterschied konnte hier 

lediglich im Bewertungssystem nach Goebel und Mitarbeitern festgestellt werden. 

Ergänzend wurde in diesem Bewertungssystem auch das Vorkommen von Blutgefäßen 

beurteilt. Eine vermehrte Ausbildung von Blutgefäßen wurde in keiner der Gruppen 

beobachtet. Normalerweise ist der Gelenkknorpel des Erwachsenen avaskulär [187]. 

Eine Angiogenese tritt in der osteochondralen Einheit als Zeichen einer Arthrose auf. In 

fortgeschrittenen Stadien der Arthrose penetrieren die Blutgefäße dabei die tidemark 

und treten an die Oberfläche [20]. Interessanterweise traten in lacZ-behandelten 

Defekten vermehrte Anzeichen einer Degeneration des angrenzenden Knorpels auf. Im 

Bewertungssystem aus Oswestry wird der angrenzende Knorpel nicht beurteilt. Hiraide 

et al. zeigten im Kleintiermodell eine signifikante Verbesserung des Gesamtpunktwertes 

eines semiquantitativen, makroskopischen Bewertungssystems nach AAV-assoziiertem 

Gentransfer von bovinem (b)FGF-2 in chondrale Defekte [105]. Der angrenzende 

Knorpel wurde, im Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit, nicht als eigenständige 

Kategorie analysiert und das Vorkommen von Blutgefäßen wurde nicht bewertet [132]. 

Madry und Mitarbeiter überexprimierten erfolgreich den Transkriptionsfaktor SOX9 

rAAV-vermittelt und via hydrogelbasierter Biomaterialien in vollschichtigen, chondralen 

Defekten. Die Studie wurde am Minischwein-Modell durchgeführt. Die makroskopische 

Analyse anhand des Bewertungssystems nach Goebel et al. zeigte hier eine signifikante 

Verbesserung des Gesamtpunktwertes sowie ein signifikant geringeres Vorkommen von 

Blutgefäßen [165]. Ähnliche Verbesserungen der Knorpelreparatur stellten Cucchiarini 

et al. nach Überexpression von rAAV-TGF-β in osteochondralen Defekten am 
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Minischwein-Modell fest. In dieser Studie wurde auch das Bewertungssystem aus 

Oswestry in die makroskopische Bewertung mit einbezogen [51]. Die rAAV-vermittelte 

Überexpression verschiedener therapeutischer Faktoren zeigt somit im Großtiermodell 

unterschiedliche makroskopische Effekte.  

 

Die wichtigste Feststellung der durchgeführten Studie waren signifikant verbesserte, 

individuelle histologische Parameter der Knorpelreparatur nach Auswertung anhand des 

inversen Bewertungssystems nach Sellers et al. [235]. Hier zeigten sich signifikante 

Verbesserung nach rAAV-vermitteltem Gentransfer von hFGF-2 im individuellen 

Parameter der „Defektfüllung“. Die bessere Füllung der hFGF-2- behandelten Defekte 

wurde bereits am Kleintiermodell durch Cucchiarini et al. beobachtet [40]. In der 

genannten Studie sowie in der vorliegenden Untersuchung war die „Zellmorphologie“ 

zugunsten der Therapiegruppe verbessert. Nach hFGF-2-Behandlung entstanden 

vermehrt runde Zellen mit chondrogenem Phänotyp und säulenartiger Anordnung im 

Reparaturgewebe. Dies bestätigt die Rolle von hFGF-2 als mitogen wirkender Faktor 

[146]. Als Zeichen einer vermehrten Proteoglykanbildung beobachteten wir eine 

signifikant vermehrte „Matrixanfärbbarkeit“ in der Therapiegruppe. Gleichzeitig war der 

mittlere Gesamtpunktwert im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbessert. Nach 

quantitativer Analyse zeigte sich außerdem eine signifikant höhere Zelldichte nach 

rAAV-hFGF-2-Gabe im Vergleich zur lacZ-Behandlung. Diese Feststellung stimmt mit 

den zellproliferativen Eigenschaften von FGF-2 überein [123,252]. Vergleicht man die 

unterschiedlichen Lokalisationen der gesetzten Defekte (distale Trochlea femoris und 

proximale Trochlea femoris) nach histologischen Gesichtspunkten, zeigten sich jeweils 

signifikant verbesserte mittlere Gesamtpunktwerte der Therapiegruppe. Gleichzeitig 

waren jedoch auch unterschiedliche individuelle Parameter der histologischen 

Knorpelreparatur signifikant verbessert. Die Verwendung histologischer, 

semiquantitativer Bewertungssysteme gilt als Goldstandard für die Bewertung von 

knorpeligen Reparaturgewebe [206]. Auch ähnliche Studien am Großtiermodell, in 

denen rAAV-vermittelt eine Überexpression von therapeutischen Faktoren stattfand, 

zeigten nach histologischer Bewertung nach Sellers et al. signifikante Unterschiede im 

Gesamtpunktwert und in einzelnen Kategorien im Vergleich zur jeweiligen 

Kontrollgruppe [9,51,165]. Die Auswertung erfolgte hier jedoch bereits nach einem 

Zeitraum von vier Wochen. Eine Verbesserung der Knorpelreparatur, betrachtet nach 

histologischen Aspekten [261], konnten Hiraide und Mitarbeiter am Kleintiermodell nach 

bFGF-2-Überexpression in chondralen Defekten feststellen [105]. Limitierend war in 

dieser Studie ebenfalls der maximale Beobachtungszeitraum von 12 Wochen. Der FGF-

2-Transfer mit Hilfe einer Kollagenmembran in osteochondrale Defekte zeigte am 



Diskussion 
 

   
 

72 

Kleintiermodell einen Effekt auf den subchondralen Knochen sowie die Gesamtreparatur 

des Knorpels nach 8 Wochen in vivo [272], evaluiert anhand eines kumulativen 

Bewertungssystems [95]. Ein Gentransfer fand in dieser Studie nicht statt.  

 

Zusammenfassend gelang die Expression von hFGF-2 via rAAV erfolgreich und war im 

Vergleich zum lacZ-Kontrollgentransfer in der Lage, mikroskopische (histologische) 

Reparaturprozesse in den Defekten nach sechs Monaten zu verbessern. Nachteilige 

Effekte (Synovitis, Infektionen, Fibrosen, Osteophytenbildung) zeigen sich nicht. Eine 

Vektor-Leckage tritt praktisch nicht auf. Dies ist am Ehesten durch den gewählten 

chirurgischen Zugangsweg (Arthrotomie) zu erklären. Zuvor veröffentlichte Studien am 

Kaninchen zeigten bereits, dass rAAV-Vektoren geeignete Vektortypen sind, um 

spezifische therapeutische Faktoren auf chirurgischem Weg in Defekte einzubringen 

[40,105].  

 

 

7.1.2 Effekte auf die Zellproliferation und Histomorphologie 
 
In unbehandelten Defektarealen kommt es zu einer spontanen Zunahme des Typ-II-

Kollagengehaltes [123,196]. Der positive Nachweis von Typ-II-Kollagen in lacZ-

behandelten Defekten beweist, dass rAAV-Gentransfersysteme auch ohne 

Wachstumsfaktorübertragung die Typ-II-Kollagenproduktion stimulieren. Sie dienen als 

Grundlage der Chondrogenese. Durch die Ausrichtung von Kollagenfibrillen wird dem 

Gelenkknorpel seine Form verliehen [28]. Dieses Netzwerk wird durch die 

Polarisationsmikroskopie visualisiert und ist in lacZ- sowie hFGF-2-behandelten 

Defekten gut ausgeprägt. Interessanterweise ist der Typ-II-Kollagennachweis in rAAV-

hFGF-2-behandelten Defekten in den immunhistochemischen Analysen signifikant 

erhöht. Das Kollagennetzwerk dient den Chondrozyten als Gerüst und ist Voraussetzung 

für die Synthese von Matrixbestandteilen [28,100,193]. Entsprechend in Einklang 

bringen lässt sich diese Beobachtung mit der signifikanten Verbesserung der 

histologischen Strukturparameter in hFGF-2-behandelten Defekten in unterschiedlichen 

Lokalisationen getrennt- sowie kumulativ betrachtet (Verbesserung der Punktwerte für 

„Matrixanfärbbarkeit“ und „Zellmorphologie“). Der Typ-I-Kollagengehalt ist 

typischerweise im subchondralen Knochen erhöht [156] und findet sich auch im fibrösem 

Reparaturknorpel [222]. Er dient als knochenbildender Marker [44]. In beiden Gruppen 

stellten wir Typ-I-Kollagen im knorpeligen Reparaturgewebe fest, ein fibrotischer Anteil 

des Reparaturgewebes bleibt demnach bestehen. Die Regeneration von gesundem, 

hyalinem Gelenkknorpel war nicht vollständig möglich. Zu diskutieren ist jedoch auch der 
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positive Nachweis von Typ-I-Kollagen durch die erhöhte mechanische Belastung der 

gesetzten Defekte unmittelbar postoperativ. Eine Entlastung der operierten Extremität, 

wie nach klinisch angewandten Knorpeltherapien, konnte beim Versuchstier nicht 

durchgeführt werden. Orth et al. stellten die Hypothese auf, dass die Kollagensynthese 

möglicherweise den untersuchten Zeitraum von sechs Monaten überdauert und eine 

abschließende Beurteilung der Kollagensynthese noch nicht getroffen werden kann 

[198]. Dennoch ist der immunhistochemische Nachweis von Typ-I-Kollagen in hFGF-2-

behandelten Defekten signifikant geringer als in der lacZ-behandelten Kontrollgruppe. 

Die signifikant erhöhte Zelldichte in hFGF-2-behandelten Defekten unterstreicht 

nochmals die zellproliferative Eigenschaft des verwendeten therapeutischen Faktors. 

Keinen signifikanten Unterschied ergab der Vergleich einer zentralen und peripheren 

Zone innerhalb des Defektes der beiden Gruppen. Dies zeigt, dass die eingebrachte 

rAAV-Lösung innerhalb des Defektes ohne zusätzliche Modifikation durch Biomaterialien 

gleich verteilt wirkte. Diese Erkenntnis kann auch als biologische Reaktion des Gewebes 

auf die Knorpelverletzung zurückgeführt werden.  

 

Insgesamt sind sowohl die Stimulation von reparativen Zellaktivitäten in Gegenwart von 

rAAV-hFGF-2 (Steigerung der Zellproliferation und des Typ-II-Kollagengehalt) als auch 

die gleichzeitige Abnahme der unerwünschten Typ-I-Kollagenexpression als positiv für 

die Knorpelreparatur zu sehen und stimmen mit den Eigenschaften dieses 

Wachstumsfaktors in zuvor veröffentlichten Studien überein [209,252]. Ähnliche 

Ergebnisse zeigten Studien am Kleintiermodell [40,105]. 

 

 

7.1.3 Effekt auf die biochemischen Eigenschaften 
 
Der DNS- und Proteoglykangehalt war im Reparaturgewebe von hFGF-2-behandelten 

Defekten im Vergleich zur Kontrollgruppe nach den biochemischen Analysen erhöht. 

Dies kann als stimulierte Zellaktivierung verstanden werden und ist gut mit den 

histomorphologischen Beobachtungen vereinbar. Im angrenzenden, normalen 

Knorpelgewebe war der DNS-Gehalt und damit die Zellzahl der lacZ-behandelten 

Gruppe signifikant vermindert. Hier sind vorwiegend ruhende, nicht-proliferative Zellen 

zu finden welche von der Verletzung in der Defektzone nicht beeinflusst wurden. Auch 

der rAAV-Transfer ohne Wachstumsfaktor induzierte keine spontane Zellproliferation im 

benachbarten Knorpel. Dies wird durch ein ausgeglichenes Proteoglykan/DNS-

Verhältnis im angrenzenden Knorpel unterstrichen. Interessanterweise war die Zellzahl 

im benachbarten, normalen Knorpel von hFGF-2-behandelten Defekten signifikant 
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erhöht im Vergleich zum benachbarten Knorpel von lacZ-behandelten Defekten. Auch 

der Proteoglykangehalt war hier leicht vermehrt. Eine zellproliferative Wirkung des rAAV-

vermittelten Gentransfers von hFGF-2 auf den benachbarten Knorpel ist nicht 

auszuschließen. In vitro-Untersuchungen von rAAV-vermittelter Expression von hFGF-2 

in Chondrozyten von Kaninchen kamen zu ähnlichen Ergebnissen. Auch hier fand sich 

kein signifikanter Unterschied zwischen dem totalen Proteoglykangehalt nach 26 Tagen 

zwischen Therapie- und Kontrollgruppe [40]. 

 

Insgesamt war der DNS-Gehalt im Reparaturknorpel der hFGF-2-behandelten Defekte 

im Vergleich zum angrenzenden Knorpel erhöht, gleichzeitig der Proteoglykangehalt 

leicht erniedrigt. Dies kann als Anhalt für eine Inaktivität der Proteoglykan-Produktion 

nach sechs Monaten gesehen werden. Die Stimulation der Proteoglykan-Produktion 

durch rAAV-hFGF-2 trägt, zusammen mit der Steigerung der Proliferation und Typ-II-

Kollagenexpression, zu einer Steigerung der reparativen zellulären Aktivität bei. 

 

 

7.1.4 Effekt auf die Reparatur des subchondralen Knochens 
 

Die Wiederherstellung des subchondralen Knochens ist unabdingbar für die 

osteochondralen Reparatur [118,156,204]. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, 

eine möglichst physiologische Rekonstitution des subchondralen Knochens nach rAAV-

vermitteltem Gentransfer von hFGF-2 zu erzielen. Im Minischwein-Modell konnte TGF-

β1 erfolgreich mit Hilfe einer Trägersubstanz in osteochondrale Defekte eingebracht 

werden [9]. Die Bewertung des subchondralen Knochens durch das Mikro-CT zeigte 

auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. 

Jedoch fanden sich in dieser Studie bei einigen mikrostrukturellen Parametern 

signifikante Differenzen zwischen Defekten, welche die Trägersubstanz enthielten und 

der normalen osteochondralen Einheit.  

 

Die semiquantitative, histologische Bewertung des subchondralen Knochens [235] war 

signifikant in einzelner Betrachtung der proximalen und distalen Abschnitte der Trochlea 

femoris nach hFGF-2 Verabreichung verbessert. Interessanterweise zeigte sich kein 

solcher Effekt in einer vorangegangenen Studie am Kaninchenmodell, bei welcher die 

Applikation von rAAV-FGF-2 nach 4 Monaten ausgewertet wurde [40]. In einer 

vergleichbar aufgebauten Studie zeigte die Transplantation von FGF-2-

überexprimierenden Chondrozyten nach 3 Wochen eine signifikant verbesserte 

Rekonstruktion des subchondralen Knochens und eine stimulierte Chondrogenese 
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[123]. Der kombinierte Gentransfer von IGF-I und FGF-2 im Kaninchenmodell zeigte 

ebenfalls signifikante Verbesserungen der histologischen Rekonstitution des 

subchondralen Knochens [197]. In einer weiteren Studie wurde FGF-2 durch eine Typ-

I/III-Kollagenmembran in vollschichtige Knorpeldefekte von Kaninchen eingebracht. Hier 

war, nach histologischer Analyse, das Remodelling des angrenzenden subchondralen 

Knochens verbessert [95]. Eine verbesserte Reparatur des subchondralen Knochens 

fand man außerdem am Kaninchenmodell nach Applikation von rekombinanten FGF-2 

(rFGF-2) nach 8 Wochen [37,106,181]. Die Evaluation dieser Studien basierte 

hauptsächlich auf histologischen Analysen während in unserer Studie die sensitive 

mikro-computertomografische Methode gewählt wurde. Oben genannte Autoren führten 

rFGF-2 zuvor gesetzten Defekten mit Hilfe einer osmotischen Pumpe (50-150 pg/h) über 

2 Wochen zu, während in unsere Studie eine einzelne, niedrige Vektordosis appliziert 

wurde (2,4 x 10
5
 funktionelle Partikel). Diese Vektorengabe produzierte ca. 40-10

-2
 pg 

FGF-2/ml/24 h, dies entspricht einem 3,8- bis 15 x 10
3
-facher Unterschied [40,44,51].  

 

In unserer Arbeit wurde der subchondrale Knochen zusätzlich zur histologischen 

Bewertung auch durch das sensitive Mikro-CT analysiert. Es fanden sich unter den 

getesteten Bedingungen dieser Studie (Vektordosis, Zeitpunkt der Analyse) keine 

signifikanten Unterschiede zwischen hFGF-2-behandelten Defekten und lacZ-

behandelten Kontrolldefekten nach mikro-computertomographischer Auswertung in 

differenzierter Betrachtung der subchondralen Knochenplatte sowie der subartikulären 

Spongiosa. Interessanterweise zeigte die Analyse des rAAV-FGF-2-behandelten 

Abschnittes der subchondralen Knochenplatte keine signifikanten Unterschiede der 

relativen Knochendichte (BV/TV) im Vergleich zur normalen osteochondralen Einheit, 

obwohl eine vollständige Reparatur nicht auftrat. Gleichzeitig unterschied sich die 

relative Knochendichte und die Knochenoberflächendichte (BS/TV) von rAAV-lacZ-

behandelten Defekten signifikant von den Werten der normalen osteochondralen 

Einheit. Keine signifikanten Veränderungen zwischen rAAV-behandelten Zonen und 

normaler osteochondraler Einheit fand man hingegen in Betrachtung der subartikulären 

Spongiosa. Eine detaillierte mikrostrukturelle Analyse durch das Mikro-CT wurde in einer 

Kleintierstudie am Kaninchenmodell von Fukuda et al. im ähnlichen Kontext durchgeführt 

[78]. Hier wurde die Integration FGF-2-beladener (500 ng) 3D-Polyethylenkonstrukte in 

osteochondrale Defekte evaluiert. In einer weiteren Studie wurde FGF-2 durch eine 

doppelschichtige Membran in vollschichtigen Defekten freigesetzt. Hier beobachtete 

man eine Hochregulierung von TGF-β2, VEGF, FGF-2, BMP-2,-3 und -4, was zu einer 

verbesserten Knorpelreparatur führte [140]. In unserer Studie wurde FGF-2 

ausschließlich im knorpeligen Reparaturgewebe immunhistochemisch nachgewiesen. 
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Daher ist davon auszugehen, dass lokale Überexpression von FGF-2 die Reparatur des 

subchondralen Knochens durch parakrine Mechanismen fördert [186]. Frisbie et al. 

beobachteten in arthrotisch verändertem Knochen und bei einigen Tieren eine 

verbreiterte und dichtere subchondrale Knochenplatte im Großtiermodell des Pferdes 

[73]. Ebenso war die subartikuläre Spongiosa verbreitert [212], die 

Knochenmineraldichte vermindert und die Integrität der trabekulären Strukturen 

verändert [129]. In Betrachtung dieser Parameter fand sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen hFGF-2- behandelten Defekten, lacZ- Kontrolldefekten und 

normaler osteochondralen Einheit.  

 

 

7.2 Wirkung des rAAV-basierten Gentransfers auf den 

angrenzenden Knorpel  

 

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, einen positiven Effekt der rAAV-vermittelten 

hFGF-2 Applikation auf den umgebenden Knorpel nachzuweisen. Dies erfolge im 

Vergleich mit der rAAV-lacZ-behandelten Kontrollgruppe. Fokale Knorpelläsionen führen 

zur Ausprägung einer Arthrose, wenn sie nicht behandelt werden [76]. In 

makroskopischer Betrachtung nach dem Bewertungssystem nach Goebel et al. stellten 

wir eine signifikant geringere Degeneration des umliegenden Knorpelgewebes nach 

Behandlung eines osteochondralen Defektes mit rAAV-hFGF-2 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe fest. Die Rolle von FGF-2 als chondroprotektiver Wachstumsfaktor wird 

kontrovers diskutiert. Gegensätzliche Einflüsse auf die Knorpelhomöostase beobachtete 

man in Studien an verschiedenen Spezies [139]. Dabei spielt die Regulation FGF-2-

spezifischer Rezeptoren eine Rolle, die entweder katabolische oder anabolische 

Prozesse induziert [59]. Gleichzeitig zeigen andere Vertreter der Fibroblasten-

Wachstumsfaktor-Familie eine vielversprechende Wirkung, um Knorpeldegenerationen 

zu verhindern [59]. Fibroblasten-Wachstumsfaktor 18 (FGF-18) ist wie FGF-2 ebenfalls 

ein Mitglied der FGF-Familie [110]. Rekombinant produzierter humaner Fibroblasten-

Wachstumsfaktor 18 (rhFGF18) wird derzeit in Phase-II-Studien als sicherer, 

intraartikulär verabreichter therapeutischer Faktor zur Behandlung von Arthrose getestet 

[53,108,144]. Die histologische Degeneration des angrenzenden Knorpels von lacZ-

behandelten Defekten sowie hFGF-2-behandelten Defekten evaluierten wir mit Hilfe des 

Bewertungssystems nach Little et al. [142] und unterschieden zwischen einer dem 

Defekt lateral angrenzenden und medial angrenzenden Zone. Interessanterweise war im 

mittleren Gesamtpunktwert eine geringere Degeneration des angrenzenden 
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Knorpelgewebes der lacZ-behandelten Gruppe zu beobachten. Dies zeigte sich auch in 

Betrachtung der biochemischen Parameter. Hier war die Zellzahl (DNS-Gehalt) im 

angrenzenden Knorpel von lacZ-behandelten Defekten signifikant niedriger und das 

Proteoglykan/DNS-Verhältnis ausgeglichener als in der hFGF-2-behandelten Gruppe. 

Gleichzeitig war der Parameter „Chondrozytendichte“ im Bewertungssystem nach Little 

et al. in der hFGF-2-behandelten Gruppe erhöht. Eine Korrelation fand sich auch 

zwischen erhöhtem Proteoglykangehalt und vermehrter Intensität der Safranin 

O/Echtgrün-Färbung im benachbarten Knorpel der hFGF-2-behandelten Gruppe. 

Interessanterweise zeigten sich aber auch unterschiedliche Ausprägungen der 

Degeneration innerhalb der Gruppen unter Berücksichtigung der lateralen oder medialen 

Lokalisation. So war die Degeneration in der lateral angrenzenden Zone vermehrt zu 

beobachten. Grund dafür könnte eine erhöhte mechanische Druckbelastung des 

Reparaturgewebes in der lateralen Zone durch eine geringe Lateralisation der Patella 

sein.  

 

Zusammenfassend fanden sich signifikante, bildmorphologische Unterschiede in der 

Betrachtung des perifokalen Knorpelgewebes zwischen rAAV-hFGF-2 und der 

Kontrollgruppe. Ebenso zeigt sich ein signifikant vermehrter DNS-Gehalt des perifokalen 

hFGF-2-behandelten Knorpelgewebes im Vergleich zur lacZ-Kontrollgruppe. Die 

histologische Betrachtung des angrenzenden Knorpelgewebes weist regionale 

Unterschiede auf, welche statistisch nicht signifikant unterschiedlich waren.  

 

 

7.3 Vorgehensweise 

7.3.1 Analyseverfahren 
 

Das Bewertungssystem nach Goebel et al. [85] wurde für die Evaluation der 

Knorpelreparatur in experimentellen Großtiermodellen entwickelt. Dabei korreliert der 

individuelle Parameter der „Defektfüllung“ am stärksten mit MRT-Analysen im Vergleich 

zu anderen Bewertungssystemen. Dieser Parameter zeigt sich in beiden hier 

angewandten Bewertungssystemen zugunsten der hFGF-2-behandelten Defekten 

verbessert. Das Bewertungssystem nach Smith et al. (Oswestry Arthroscopy Score, 

OAS) wurde ursprünglich für die arthroskopische Evaluation von Knorpeldefekten 

entwickelt [241] und in modifizierter Form in dieser Studie angewandt. Verzichtet wurde 

hierbei auf die Überprüfung der „Steifigkeit der Probe“. Diese wird im klinischen 

Gebrauch intraoperativ durch einen Tasthaken evaluiert. Der Gesamtpunktwert reduziert 

sich daher von 10 auf 8 Punkte. Insgesamt lässt die makroskopische Evaluation des 
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Reparaturgewebes durch das Bewertungssystem nach Goebel et al. eine genauere 

Analyse zu. Hier werden pro Kategorie bis zu 4 Punkte vergeben (im Vergleich zum 

OAS: max. 2 Punkte/Kategorie). Dabei korrelieren die Kategorien „Defektfüllung“, 

„Defektintegration“ und der Gesamtpunktwert mit den korrespondierenden Kategorien 

der histologischen Bewertungssysteme [86]. Es findet in Groß- und Kleintier-Modellen 

Anwendung [51,165,217]. 

 

Die histologische Bewertung gilt in der Analyse von Knorpelreparatursystemen als 

Goldstandart [206]. In dieser Studie verwendeten wir etablierte Bewertungssysteme für 

die histologische Beurteilung des Reparaturgewebes sowie des umliegenden Knorpels. 

Das von Sellers und Kollegen [235] beschriebene Bewertungssystem ist im Vergleich zu 

den häufig angewandten Bewertungssystemen nach Wakitani und Mitarbeitern [261] 

sowie Pineda und Mitarbeitern [218] komplexer. Alle etablierten Bewertungssysteme 

weisen in einer Übersichtsarbeit von Orth et al. eine hohe Intra- und Interobserver-

Variabilität auf [206]. Die histologische Analyse des angrenzenden Knorpelgewebes wird 

durch das Bewertungssystem nach Little et al. [142] ergänzt. Dieses System wurde für 

die Bewertung von Arthrose in Großtiermodellen (Schafe und Ziegen) entwickelt. 

Ergänzt wurde die histologische Auswertung durch immunhistochemische Analysen. 

Durch ein semiquantitatives Bewertungssystem [197] konnte hier die Intensität der Typ-

II- und Typ-I-Kollagenausprägung im histologischen Schnitt mit einer Negativkontrolle 

verglichen werden. Visualisiert wurden die Kollagenfibrillen auch durch Hilfe eines 

zusätzlichen optischen Filters und Verwendung der Polarisationsmikroskopie. Die 

Anordnung der Fibrillen innerhalb des Reparaturgewebes sowie im angrenzenden 

Knorpel konnte so dargestellt werden [136]. Die biochemische Analyse des DNS- und 

Proteoglykan-Gehaltes im Reparaturgewebe sowie im anliegenden normalen 

Knorpelgewebe stellt einen Standard in der Analyse von gentherapeutischen Verfahren 

dar. Allerdings findet sie auch in der Analyse von klinischen Strategien der 

Knorpelreparatur Anwendung [58,208]. Zur detaillierten Beurteilung des subchondralen 

Knochens dient die mikro-computertomografische Analyse. Umbauprozesse in der 

subartikulären Spongiosa sowie der subchondralen Knochenplatte können hier durch 

Parameter der Mikrostruktur dargestellt werden [23]. Die dreidimensionale 

Untersuchung des Knochens wurde erstmals Ende der 80-er Jahre durch das Mikro-CT 

durchgeführt [68,131]. Die Auswahl der Einstellungsparameter der hier publizierten 

Studie beruht auf vorangegangene Studien am Schafmodell [58,199,208]. 

Zusammenfassend erlaubt die Verwendung dieser etablierten Verfahren die detaillierte 

Analyse der Reparatur der gesamten osteochondralen Einheit und stärkt damit die 

Aussagekraft dieser Studie. 
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7.3.2 Tiermodell 
 

In dieser Studie verwendeten wir ein bilaterales, klinisch relevantes Großtiermodell am 

Schaf, um die Reparatur osteochondraler Defekte nach rAAV-Gentransfer zu 

analysieren. Es existiert kein Großtiermodell, welches das menschliche Kniegelenk und 

dessen biomechanischen Eigenschaften exakt wiederspiegelt [1,10]. Großtiermodelle 

existieren für Schweine [83] und Huftiere [92,103]. Bei der Auswahl eines geeigneten 

Tiermodells müssen verschiedene Faktoren berücksichtigt werden, wenn man fokale 

Knorpeldefekte in einer translationalen Studie adressieren möchte. Die Knorpeldicke 

nimmt mit der Größe des Tiermodells zu und hängt von der anatomischen Lokalisation 

im Gelenk ab [113]. Kreuz et al. [130] fanden heraus, dass kleine chondrale Läsionen in 

humanen Kondylen ein besseres Reparaturpotenzial als in der Trochlea femoris haben. 

Interessanterweise ist die Knorpelreparatur im Schafmodel in der Trochlea femoris 

besser als in den ovinen Kondylen [201]. Die humane Situation wird im hier verwendeten 

Modell mit trochleär gesetzten Defekten folglich besser dargestellt als bei kondylär 

gesetzten Defekten. Die chondroprotektive, anabole Wirkung von hFGF-2 unterscheidet 

sich in verschiedenen Spezies [139] und ist altersabhängig [271]. Ausgewachsene Tiere 

haben außerdem eine niedrigere spontane Heilungsrate und sind demnach besser für 

therapeutische Defektmodelle geeignet. Wir wählten sie daher für diese Studie aus. 

Madry et al. gaben Empfehlungen für die Auswahl eines geeigneten Tiermodells [162]. 

Diese Empfehlungen beachteten wir in der hier vorliegenden Studie. So bietet das 

Schafmodell wichtige Eigenschaften des humanen Kniegelenks, wie die relative Größe 

der artikulierenden Knochen, der Verlauf der Beinachse sowie der Aufbau der Bänder 

und Menisken [172,200,201]. Die Knorpeldicke im Schafsknie beträgt durchschnittlich 

0,4 bis 0,5 mm und die des Menschen durchschnittlich 2,2 bis 2,5 mm [2,74,210]. 

Limitierend ist dabei die Tatsache, dass Schafe Vierfüßler sind und dadurch ein 

unterschiedliches Stand- und Gangbild bieten [201,227]. Zudem können Schafe ihre 

operierte Extremität nicht entlasten, was bei Patienten nach knorpeltherapeutischen 

Verfahren für sechs Wochen empfohlen wird. Das Kniegelenk des Schafes ist demnach 

postoperativ stärkeren biomechanischen Belastungen ausgesetzt [199]. Orth et al. 

zeigten, dass bei einem bilateralen Vergleich die Stichprobengröße ohne Veränderung 

der Standardabweichung und Durchschnittsdifferenz reduziert werden kann [202]. Durch 

den hier gewählten bilateralen Vergleich konnte die Anzahl der Versuchstiere signifikant 

minimiert und der Ausschluss von einem Tier aus den Auswertungen ohne Verlust der 

Teststärke kompensiert werden.  
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7.3.3 rAAV-Vektoren und FGF-2 als therapeutischer Faktor 
 

Der humane Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 wurde in der vorliegenden Studie durch 

rAAV-vermittelten Gentransfer im Großtiermodell erfolgreich in osteochondrale Defekte 

eingebracht und überexprimiert. Die direkte Verabreichung von therapeutischen 

Genvektoren ist eine geeignete Methode, um die Reparaturmechanismen im 

Gelenkknorpel dauerhaft zu aktivieren [39,49,61,65]. In der vorliegenden Studie 

verwendeten wir ein virales Gentransfersystem. Allgemeine Nachteile von viralen 

Gentransfersystemen bestehen in ihrer potenziellen Immogenität [18,256,273], 

Onkogenität [5,141] und dem verbleibenden Restrisiko für den Erwerb einer 

Replikationskompetenz [249]. Adeno-assoziierte virale Vektoren gelten jedoch als 

sichere und effektive Gentransfersysteme [13,49,62]. Durch Modifikation von AAV-

Vektoren und wiederholter systematischer Verabreichung kann die Immunantwort 

gesenkt und die Transduktionseffizienz trotz bestehender humoraler Immunität weiter 

gesteigert werden [180]. Ein ungelöstes Problem stellt jedoch die Dauer der 

Transgenexpression dar, da die optimalen Bedingungen der Steuerung der 

Chondrogenese bisher nicht vollständig verstanden werden. Die ideale Dauer der 

Transgenexpression bleibt daher weiterhin unklar [52]. Durch die Deletion der 

Replikationskassette besitzen sie eine sehr geringe Mutagenität [54,65]. Die 

Verwendung von rAAV-Vektoren zur Behandlung von chondralen oder osteochondralen 

Defekten ist etabliert. Die rAAV-vermittelte Überexpression therapeutischer 

Wachstumsfaktoren in isolierten mesenchymalen Stammzellen alleine [77,258] oder in 

Kombination [183,248] war in vitro bereits erfolgreich und bewährte sich als effizientes 

Werkzeug des Gentransfers. Eine rAAV-vermittelte Co-Überexpression von TGF-β/IGF-

I gelang in humanen mesenchymalen Stammzell-Aggregaten erfolgreich nach deren 

Implantation in menschliche osteochondrale Explantate und ermöglicht somit Analysen 

des Gentransfers unter in vivo-ähnlichen Bedingungen [184]. Die Anwendung von 

Gentransfersystemen an translationalen Tiermodellen ist dennoch unerlässlich für die 

zukünftige Anwendung am Menschen. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass 

Reparaturprozesse in fokalen Knorpeldefekten an Klein- und Großtiermodellen 

(Kaninchen, Schweine, Huftiere) durch den adenoviralen oder rAAV-vektorbasierten 

Gentransfer von therapeutischen Faktoren wie IGF-I (alleine oder mit IL-1 Rezeptor-

Antagonist), TGF-β, BMP und SOX9 getriggert werden [45,47,51,175,182]. Jedoch 

konnte bislang keiner dieser Studien eine Evidenz für einen definitiven Effekt auf die 

Verbesserung der Geweberegeneration in den behandelten Defekten nachweisen. Dies 

unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung von Gentransferwerkzeugen mit 

höchster Effizienz und Langlebigkeit für die Therapie von Knorpeldefekten, vor allem für 
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den Einsatz in Großtiermodellen, welche die humane Situation am besten 

wiederspiegeln [36,162].  

 

Die Anzahl an experimentellen Studien über die Überexpression eines therapeutischen 

Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 durch einen Gentransfer in Zielzellen von 

Knorpeldefekten ist beschränkt [13]. FGF-2 in Kombination mit IGF-I wurde erfolgreich 

in osteochondrale Defekte eingebracht. In ex vivo (Kaninchenmodell) und in vitro Studien 

wurden Chondrozyten/Alginat-Sphäroide [197] sowie murine dermale Fibroblasten (NIH 

3T3)/Alginat-Sphäroide [157] als Transfersysteme genutzt. Als Expressionsvektoren 

dienten Plasmide. In einer in vitro Studie war die adenovirus-vermittelte Co-Expression 

von FGF-2 und IGF-I in adipösen mesenchymalen Stammzellen erfolgreich und führte 

zu einer vermehrten chondrogenen Differenzierung [82]. Kaul et al. transfizierten 

Chondrozyten mit Plasmidexpressionsvektoren für FGF-2 und transplantierten 

anschließend Chondrozyten/Alginat-Sphäroide in osteochondrale Defekte. FGF-2 

konnte so in dieser ex vivo (Kaninchenmodell) und in vitro Studie erfolgreich 

überexprimiert werden. Die rAAV-vermittelte Überexpression von FGF-2 in 

mesenchymalen Stammzellen [44] oder Knochenmarkaspiraten [75] war in einigen in 

vitro Studien erfolgreich und gelang auch in humanen Fibrochondrozyten von Menisken 

[42] sowie in Fibroblasten im menschlichen Kreuzband [160]. Die (r)AAV-vermittelte 

FGF-2-Überexpression in osteochondralen oder chondralen Defekten wird nach 

unserem besten Wissen bislang nur im Kleintiermodell beschrieben [40,105,274]. Das 

Ziel dieser Studie war, den Gentransfer des reparativen Wachstumsfaktors FGF-2 

[44,209,252] mit Hilfe klinisch adaptierter rAAV-Vektoren [39,65,158] in einem 

Großtiermodell (Schaf) von osteochondralen Defekten durchzuführen und über einen 

längeren Zeitraum (sechs Monate) aufrechtzuerhalten. Die Methode basierte auf zuvor 

publizierte Ergebnisse, welche das Potenzial dieses Therapieansatz bereits am 

Kleintiermodell (Kaninchen) unter Beweis stellten [40,105]. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Studie zeigten, dass die hFGF-2 Überexpression nach direkter rAAV-

Applikation in osteochondrale Defekte am Schafmodell in vivo verlängert war (ca. 62% 

Effektivität für sechs Monate relativ zum rAAV-lacZ-Kontrollgentransfer). Gegenüber den 

Untersuchungsergebnissen im Kaninchenmodell, in welchen eine Expression von rAAV-

FGF-2 über einen Zeitraum von vier Monaten aufrechterhalten wurde, war die 

Expression von hFGF-2 im vorliegenden Modell verlängert [40,105]. Die therapeutische 

Transgenexpression war in dieser Studie nur auf die Zielzellen der Vektorapplikation 

begrenzt. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu zuvor durchgeführten Studien von 

Hiraide et al. am Kaninchenmodell, wo eine FGF-2 Expression auch in Nicht-Zielzellen 

wie Synovialzellen beobachtet wurde [105]. Jedoch wurde in der Arbeit von Hiraide et 
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al. eine intraartikuläre Injektion als Weg der Vektorapplikation gewählt, während in 

unserer Studie eine Arthrotomie als Zugangsweg durchgeführt und nur die Zielzellen der 

Knorpelreparatur innerhalb des Defektes für den Gentransfer adressiert wurden [40]. 

Eine Vektordissemination konnte durch den chirurgisch geschaffenen Zugangsweg 

verhindert werden.  

 

Diese Arbeit bezieht sich auf die Evaluation der osteochondralen Reparatur auf einen 

beschränkten, mittelfristigen Zeitraum von sechs Monaten. Um langfristige Effekte der 

FGF-2-Applikation zu untersuchen, sollten in zukünftigen Studien längere 

Untersuchungszeiträume gewählt werden. Ebenso limitierte die Verwendung einer 

Einzeldosis des Vektors die vorliegende Arbeit. Eine verstärkte therapeutische Wirkung 

von hFGF-2 im Großtiermodell könnte in zukünftigen Arbeiten entweder durch die 

Applikation von höheren und/oder repetitiven Vektordosen hervorgerufen werden. Eine 

weitere Strategie, die Wirkung des therapeutischen Faktors zu verbessern, kann die 

simultane Gabe von additiven Faktoren sein. Hier weisen Faktoren wie IGF-I, TGF-β, 

SOX9 und/oder BMPs einen synergen Effekt zu FGF-2 auf [45,47,51,175,182]. In dieser 

Hinsicht sind rAAV-Vektoren gut geeignete Vehikel zur simultanen Gabe von separaten 

Genen, welche keine Interferenzen zwischen den Gentransferkonstrukten zeigen [248]. 

Alternativ können auch Strategien verwendet werden, welche auf der kontrollierten 

Freisetzung von rAAV-FGF-2 aus angepassten Biomaterialien basieren [111,166]. Diese 

Strategie bietet effektive Werkzeuge, um die räumliche und zeitliche Präsenz der 

therapeutischen Faktoren im Defekt zu verbessern [52]. Eine Überexpression von 

therapeutischen Faktoren mit Hilfe von Alginat- oder Kollagenträgersubstanzen gelang 

bereits erfolgreich in Kaninchenmodellen [34,123,197]. Die Überexpression von 

humanem FGF-2 nach nicht-viraler Transfektion in Alginat-Chondrozyten-Sphäroide 

verbesserte die Reparatur fokaler osteochondraler Defekte im Schafmodell in einer noch 

nicht veröffentlichten Arbeit [185]. Die hier durchgeführte Studie beschreibt eine direkte, 

rAAV-vermittelte Überexpression von humanem FGF-2 in fokalen osteochondralen 

Defekten erstmals am klinisch relevanten Großtiermodell. 

 

 

7.4 Klinische Relevanz 

 

Kartilaginäre und ossäre Bestandteile der osteochondralen Einheit besitzen 

unterschiedliche Heilungsdauer [198]. Um die Ergebnisse dieser Studie in klinisch 

anwendbare Methoden zu übersetzen, müssen daher weitere Langzeitstudien 
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durchgeführt werden. In einer randomisierten multizentrischen Studie von Knutsen et al. 

wurde zudem gezeigt, dass anfänglich gute Resultate der Knorpelreparatur (mittels ACT 

und Mikrofrakturierung) ein Risiko für Behandlungsversagen aufweisen und Patienten 

im Langzeitverlauf zudem häufig radiologische Zeichen einer Arthrose zeigen [126]. 

Gleichzeitig spielen Tiermodelle eine wichtige Rolle in der Entwicklung von neuen, 

experimentellen Therapiemethoden [46]. Besonders Großtiermodelle werden gebraucht, 

um neue chirurgische Techniken am Patienten anzuwenden [162], aber auch um die 

Komplexität der Pathophysiologie der osteochondralen Einheit zu verstehen. In der 

Entwicklung neuer chirurgischer Behandlungsmethoden von Arthrose oder fokalen 

Knorpeldefekten ist die Betrachtung der gesamten osteochondralen Einheit notwendig, 

da klinische Symptome wie Schmerzen oftmals bestehen bleiben, wenn in den 

Reparaturmethoden ausschließlich der Gelenkknorpel adressiert wird [137]. Vom 

translationalen Aspekt ist es unabdingbar, neue Therapiemethoden sorgfältig auf 

Sicherheit und Effizienz im Tiermodell zu evaluieren, bevor die Therapie am Menschen 

angewendet werden kann [137]. Im Jahr 2017 wurden fast 2600 klinische 

Gentherapiestudien für Krebskrankheiten, monogene Erbkrankheiten, 

Infektionskrankheiten, kardiovaskuläre Krankheiten sowie andere Erkrankungen 

abgeschlossen, fortgesetzt oder freigegeben [84]. Bis heute gelten rekombinante adeno-

assoziierte virale Vektoren als vielversprechende Vektoren für die Gentherapie [13]. Ihre 

Verwendung zur Behandlung von rheumatoider Arthritis und Arthrose wird bereits in 

klinischen Studien erprobt [66]. Genetisch modifizierte Chondrozyten, welche durch 

einen retroviralen Vektor den Wachstumsfaktor TGF-β1 überexprimierten, zeigten 

signifikante Verbesserungen in klinischen Bewertungssystemen in einer randomisierten 

Phase-II für die Behandlung von moderater Gonarthrose [135]. Wenn die Gentherapie 

als effektive Behandlungsmethode für idiopathische Arthrose zukünftig eingesetzt 

werden kann, wird sie sicherlich ein komplementäres Verfahren für etablierte 

chirurgische Behandlungstechniken wie die Tibiakopfumstellungsosteotomie, die uni- 

oder bikondyläre Knieendoprothetik darstellen [223].  

 

Die Daten der vorliegenden Studie belegen nach unserem besten Wissen erstmalig, 

dass die therapeutische Expression von hFGF-2 nach direkter rAAV-Applikation in vivo 

einen großen Stellenwert besitzt, um fokale Knorpelverletzungen über einen längeren 

Zeitraum am klinisch relevanten Großtiermodell zu behandeln.  
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7.5 Zusammenfassung und Ausblick 

 

In Zusammenschau verbessert die rAAV- vermittelte Überexpression von hFGF-2 die 

strukturelle Knorpelreparatur im Großtiermodell nach sechs Monaten. Dies konnte 

anhand verschiedener makroskopischer, histologischer und immunhistochemischer 

sowie biochemischer Parameter gezeigt werden. Diese Daten unterstützen das Potential 

einer direkten Applikation therapeutischer rAAV-Vektoren zur Behandlung von fokalen, 

osteochondralen Knorpeldefekten. Die Kombination viraler Gentransfermethoden mit 

tissue engineering Konzepten besitzt das Potenzial, klinische Anwendung zu finden [52] 

und hat das Ziel, Vektoren kontrolliert freizusetzen. Die Optimierung der 

Freisetzungsprozesse der Vektoren von Trägermaterialien stellt dabei die nächste 

Herausforderung dar, um die Knorpelreparatur in vivo zu verbessern [52]. Die 

Verwendung von Biomaterialien kann auch mit Methoden aus dem Bereich der Genom-

Editierung kombiniert werden. Genom-Editierung ist eine vielversprechende 

Technologie die es erlaubt, das Erbgut von lebenden Zellen mit spezifischen, 

modifizierten Gensequenzen präzise zu verändern [3]. Biokompatible Materialien sind 

vielfältig verfügbar, jedoch besteht kein Konsens über das beste Material oder die beste 

Technik [240]. Weiterführende Arbeiten müssen überprüfen, ob sich Vor- oder Nachteile 

des rAAV-vermittelten Gentransfers in Kombination mit Trägermaterialien zeigen. 

Gleichzeitig müssen Therapieansätze überprüft werden, die FGF-2 mit anderen 

therapeutischen Faktoren kombinieren mit dem Ziel, die Degeneration des 

angrenzenden Knorpels zu reduzieren. Die Betrachtung der gesamten osteochondralen 

Einheit ist unabdingbar. Der unterschiedliche Anspruch der Gewebearten (Knorpel- 

versus Knochengewebe) auf die Biomechanik macht in der Zukunft aber auch 

biomechanische Analysen notwendig. Eine erfolgreiche Behandlung fokaler 

Knorpeldefekte ist am Ehesten durch eine Kombination verschiedener Therapieansätze 

erreichbar. Weitere in vivo-Studien zu präklinischen Modellen sind notwendig, um den 

optimalen viralen Vektor, die optimale Genkombination und Auswahl an therapeutischen 

(Wachstums-)Faktoren ohne oder mit Trägersubstanz zu finden, bevor eine Therapie am 

Menschen angewendet werden kann [260]. Die Verabreichung therapeutischer rAAV-

Vektoren eröffnet in naher Zukunft neue, vielversprechende Möglichkeiten zur 

Verbesserung der osteochondralen Reparatur auf dem Gebiet der Orthopädie und 

orthopädischen Chirurgie. 
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