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1. Zusammenfassung 
Fragestellung: Osteochondrale Defekte sind in ihrer intrinsischen Regenerationsfähigkeit 

limitiert und werden durch ein Reparaturgewebe substituiert, welches langfristig die optimale 

strukturelle und biochemische Konstellation einer normalen osteochondralen Einheit nicht 

suffizient reproduziert. Perifokale Gewebedestruktion und konsekutive Arthroseinduktion sind 

häufig die Folge. Die Regulation der initialen osteochondralen Defektheilung bietet dabei 

einen essentiellen Ansatzpunkt zur langfristigen Optimierung des Reparaturgewebes. 

Diesbezüglich zeigte sich die lokale und prolongierte Überexpression des transformierenden 

Wachstumsfaktors β 1 (TGF-β1) bereits in zuvor durchgeführten Studien als eine potente 

Therapieoption, welche die frühe Defektheilung in vivo positiv beeinflusst. Insbesondere 

direkte Langzeit-Effekte des Gentransfers auf das Reparaturgewebe und die perifokalen 

Verhältnisse wurden allerdings bislang nicht untersucht. 

Methoden: Die vorliegende translationale Großtierstudie umfasst acht Minischweine, welche 

jeweils bilateral an beiden medialen Femurkondylen operativ fokale osteochondrale Defekte 

erhielten. Therapiert wurden die osteochondralen Läsionen mit rekombinanten adeno-

assoziierten viralen (rAAV) Vektoren, die eine alternierende Überexpression des TGF-β1- (n 

= 8, Behandlungsgruppe) oder des β-Galactosidase-Gens (lacZ, n = 8, Kontrollgruppe) 

bedingten. Nach einem Jahr erfolgte die Analyse des Reparaturgewebes und des perifokalen 

Gewebes mittels etablierter makroskopischer und histologischer Bewertungssysteme. 

Ergänzend wurde das Reparaturgewebe und dessen Mikroarchitektur durch Mikro-

computertomographische sowie Ultrahochfeld-magnetresonanztomographische Bildgebung 

dargestellt und analysiert. Feingewebliche Untersuchungen mit immunhistochemischen 

Nachweisen und Zellularitätsmessungen komplettierten die Defektanalysen. 

Ergebnisse: Direkter rAAV-vermittelter Gentransfer von TGF-β1 führte zur signifikanten 

Verbesserung der Defektfüllung, Matrixanfärbung und gesamten Knorpelreparatur nach 

einem Jahr in vivo im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem bewirkte die rAAV-TGF-β1-

Behandlung signifikant höhere Zelldichten in den tiefen und mittleren Schichten des 

knorpeligen Reparaturgewebes, ohne dabei eine Chondrozytenhypertrophie zu induzieren. 

Des Weiteren minimierte rAAV-TGF-β1 die subartikuläre trabekuläre Separation im 

knöchernen Regeneratbereich. Bemerkenswert ist, dass rAAV-TGF-β1 auch die perifokale 

Arthrose nach einem Jahr signifikant reduzierte und hierbei insbesonders die Knorpelstruktur 

und die Chondrozytendichte signifikant verbesserte. 

Schlussfolgerungen: Die Behandlung osteochondraler Defekte mit rAAV-TGF-β1 verbessert 

das knorpelige Reparaturgewebe nachhaltig und führt zur signifikanten Reduktion der 

perifokalen Arthrose im translationalen Großtiermodell. 
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Abstract 

 
Gene transfer of TGF-β improves osteochondral repair and reduces perifocal 
osteoarthritis in a large animal model at one year 
 
Introduction: Osteochondral defects are limited in their intrinsic regenerative capacity and 

were regularly substituted by a repair tissue that is not able to sufficiently reproduce the 

physiological structure and biochemical constellation of the native osteochondral unit. 

Perifocal degeneration and osteoarthritis can be the long-term consequence. Thus, the 

regulation and therapeutic improvement of osteochondral repair is of particular importance in 

order to optimize the repair tissue. Gene transfer of transforming growth factor beta (TGF-β) 

with recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors offers a novel potent strategy to 

improve osteochondral repair. However, the long-term in vivo effects of such rAAV-mediated 

TGF-β1 overexpression on the repair tissue and the perifocal tissue remain unknown. 

Methods: Focal osteochondral defects in minipig knees were treated with either rAAV-lacZ 

(β-galactosidase, n = 8, control group) or rAAV-TGF-β1 (n = 8, treatment group). After one 

year, the repair tissue and perifocal osteoarthritis were visualized using macroscopic scoring, 

ultra-high-field MRI at 9.4 Tesla, and micro-CT. A quantitative estimation of the cellular 

densities and a validated semi-quantitative scoring of histological and immunohistological 

parameters completed the microarchitectural analysis of the repair tissue. 

Results: Direct rAAV-mediated gene transfer of TGF-β1 induced significantly improved 

defect filling, matrix staining and overall cartilage repair after one year in vivo. In addition, 

rAAV-TGF-β1 application led to significantly higher cell densities in the deep and middle 

layers of cartilaginous repair tissue without affecting chondrocyte hypertrophy. Moreover, 

rAAV-TGF-β1 minimized subarticular trabecular separation within the regenerated 

subchondral bone. Remarkably, rAAV-TGF-β1 significantly reduced perifocal osteoarthritis 

after one year, improving in particular the adjacent cartilage structure and chondrocyte 

density. 

Conclusions: The study highlights considerable long-term effects of locoregional rAAV-TGF-

β1-treatment after one year as a targeted molecular approach to treat focal osteochondral 

defects. These data suggest a mechanism of defect repair modification in vivo that may 

improve long-term human osteochondral repair and diminish perifocal osteoarthritis. 
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2. Einleitung 

2.1. Problematik (Überblick) 
Synovialgelenke sind wesentliche Bestandteile des menschlichen Bewegungsapparats. Das 

reibungslose Gleiten der verbundenen Knochen wird durch die osteochondrale Einheit 

gewährleistet, die aus dem Gelenkknorpel und dem subchondralen Knochen besteht 

(GOLDRING, 2012). Unterschiedliche pathophysiologische Prozesse nehmen dabei auf 

diese komplexe Einheit Einfluss. So bedingen traumatische Knorpelschäden und 

Erkrankungen wie Osteochondrosis dissecans, Osteonekrosen oder Arthrose eine 

strukturelle sowie funktionelle Störung dieser osteochondralen Einheit (GOMOLL et al., 

2010; ORTH et al., 2014). Letztlich führen unbehandelte lokale, umschriebene (osteo-) 

chondrale Defekte im Kontinuum der Belastung angrenzend zur progressiven 

Knorpeldestruktion, die sich schließlich in einer unikompartimentellen Arthrose manifestieren 

kann, und verursachen letztlich Schmerzen sowie Bewegungseinschränkungen (ANGELE et 

al., 2016; JOSEPH et al., 2012; RANDSBORG et al., 2016; SANDERS et al., 2017). Das 

intrinsische Heilungspotential des adulten hyalinen Knorpels ist dabei äußerst limitiert und 

stellt somit eine besondere therapeutische Herausforderung dar (O'DRISCOLL, 1998). 

Osteochondrale Defekte regenerieren nicht, sondern werden durch ein Reparaturgewebe 

substituiert, welches auf migrierenden pluripotenten Knochenmarkstammzellen basiert (LEE 

et al., 2012; ORTH et al., 2012; SHAPIRO et al., 1993). Dieses reproduziert oft die optimale 

strukturelle und biochemische Konstellation des physiologischen Gelenkknorpels nicht 

suffizient. Es erfolgt somit keine Restitutio ad integrum, was der Ausbildung eines 

Regeneratgewebes entsprechen würde (HUEY et al., 2012). Ein solches vollständiges 

Regeneratgewebe lässt sich lediglich in der Embryonalzeit beobachten, nicht aber im 

Erwachsenenalter (CAPLAN, GOLDBERG, 1999). In Folge dessen und zur Prävention von 

sekundärer Arthrose ist die Optimierung der Knorpeldefektreparatur zentraler Bestandteil 

aktueller laborexperimenteller und translationaler Forschung, mit dem potentiellen Ziel 

zukünftig ein Regeneratgewebe konstruieren zu können. Da die Knorpelreparatur ähnlich der 

embryonalen Chondrogenese durch Zytokine reguliert wird liegt es nah diese Mediatoren 

auch therapeutisch zu nutzen. Sie tragen unter anderem zur Zellproliferation bei (FUJIMOTO 

et al., 1999), induzieren die Chondrogenese und steigern die Produktion der extrazelluläre 

Matrix (BOBACZ et al., 2002). Da Zytokine Polypeptide sind, ist bei alleiniger intraartikulärer 

Applikation deren pharmakologisch relevante Halbwertszeit bedeutend limitiert, wie 

beispielsweise bei dem Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-2) mit ca. 30 min (CHUMA et 

al., 2004). Eine Überexpression von Wachstumsfaktoren mittels viralem Gentransfer kann 

die therapeutische Anwesenheit von Signalproteinen in Form von z.B. Wachstumsfaktoren 

im Defektareal, prolongieren. Sowohl ex vivo, als auch im Großtiermodell ist die 
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Transduktion mittels rekombinanter adeno-assoziierter viraler (rAAV-)Vektoren aus der 

Familie der Parvoviridae eine etablierte Gentransfermethode. So wurden bereits mehrfach 

Signalproteine, welche potentiellen Einfluss auf die osteochondrale Defektheilung haben, 

mittels viraler Transduktion in vivo überexprimiert. Es zeigten sich chondrogene Effekte für 

den insulinartigen Wachstumsfaktor I (IGF-I) (FRISCH et al., 2014a), die 

knochenmorphogenetischen Proteine (BMP-2,-6) (MENENDEZ et al., 2011) und den 

Transkriptionsfaktor sex determining region Y-HMG box 9 (SOX9) (VENKATESAN et al., 

2012). Auch das Potenzial des transformierenden Wachstumsfaktors β 1 (TGF-β1) zur 

Modifikation der Frühphase der osteochondralen Defektheilung ist mit dieser und ähnlicher 

Methodik für in vitro (ULRICH-VINTHER et al., 2005; VENKATESAN et al., 2013) und in vivo 

Modelle bereits gezeigt worden (ASEN, 2018; PAGNOTTO et al., 2007). Differenzierte 

Gewebeanalysen in Langzeitmodellen fehlen allerdings, insbesondere zur Evaluation 

perifokaler Prozesse, welche sich erst im Kontinuum der Zeit demaskieren. 

 

2.2. Grundlagen der osteochondralen Einheit und Einteilung 
osteochondraler Defekte 

Die Gelenkfunktion wird durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener 

Gelenkbestandteile gewährleistet. Teil des passiven Bewegungsapparates sind neben 

Kapsel- und Bandapparat die Gelenkflächen, welche von hyalinem Knorpelgewebe 

überzogen sind. Die Gelenkflächen der großen Gelenke zeichnen sich durch ihre Fähigkeit 

aus, Druck- und Zugbelastungen während der Gelenkbewegung zu übertragen und zu 

kompensieren. Ermöglicht wird dies durch die funktionelle Einheit aus Knorpelgewebe und 

unterliegendem Knochengewebe, welche als osteochondrale Einheit bezeichnet wird 

(schematische und histologische Darstellung siehe Abbildung 1). Die Komponenten der 

osteochondralen Einheit sind nicht nur mechanisch eng gekoppelt, sondern weisen auch 

tiefergehende metabolische Verbundenheit auf (MADRY et al., 2016b). Dysbalance 

innerhalb der empfindlichen Einheit kann Pathologien induzieren oder aus diesen resultieren 

sowie folglich zur Degeneration des Gelenks beitragen (LEPAGE et al., 2019). Pathologische 

Veränderungen der osteochondralen Einheit bedingen aufgrund der engen Verknüpfung 

auch sekundär die weiteren osteochondralen Komponenten. So betreffen frühe degenerative 

Prozesse nicht allein den Knorpel, sondern führen auch zu einer Verdickung der 

subchondralen Knochenplatte und diffusen reaktiven Veränderungen in der subartikulären 

Spongiosa (GOLDRING, GOLDRING, 2016; MADRY et al., 2012). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der osteochondralen Einheit eines Aachener Minischweins. 
 

Der hyaline Gelenkknorpel wird seinen funktionellen Ansprüchen mit Hilfe einer komplexen 

extrazellulären Matrix gerecht. Sie besteht vorwiegend aus Wasser, Kollagenen, 

Proteoglykanen und Glykoproteinen (BUCKWALTER, MANKIN, 1998). Wasserbindende 

Eigenschaften der Matrix begünstigen letztlich die Druckelastizität des Gewebes, was einer 

seiner Hauptfunktionen entspricht (HALL et al., 1996; ORTH, 2009). Die Produktion und 

Aufrechterhaltung der extrazellulären Matrix gewährleisten eingebettete Chondrozyten. Der 

zelluläre Anteil macht insgesamt nur ca. 2 % des anervalen alymphatischen Gewebes aus 

und wird über die Synovialflüssigkeit und Gefäße des subchondralen Raums versorgt 

(BUCKWALTER, MANKIN, 1998; CUCCHIARINI, MADRY, 2005; MILZ, PUTZ, 1994). 

 

Im Gelenkknorpel besteht eine besondere Kollagenkomposition vorwiegend bestehend aus 

Typ-III,-V,-VI,-X,-XI,-XIV und dem Hauptkollagen Typ-II mit einem Gesamtanteil von 90-95% 

(WACHSMUTH et al., 2006; YOUNG et al., 2000). Besonders Typ-II-Kollagen ist aufgrund 

seines hohen Anteils im Gelenkknorpel für viele mechanische Eigenschaften verantwortlich 

(BORA, MILLER, 1987). Dieses verläuft bogenförmig apikal aufsteigend von der Zementlinie, 

um nach kurzem parallelem Verlauf an der Gelenkoberfläche deszendierend in jener zu 

enden. Typ-X-Kollagen hingegen lässt sich vorwiegend in den metabolisch aktiveren Zonen 

des Knorpels nachweisen und umgibt vorwiegend hypertrophe Chondrozyten (MUELLER et 

al., 2010; PACIFICI et al., 1990). Die Struktur der Kollagenfibrillen in Kombination mit der 

Anordnung der Chondrozyten lässt Rückschlüsse auf eine zonale Aufteilung des 

Gelenkknorpels zu. Dieser teilt sich auf in die Tangentialzone, Übergangszone, Radiärzone 

und Mineralisationszone (kalzifizierter Knorpel). Die oberflächliche Tangentialzone ist durch 
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einen hohen Kollagengehalt gekennzeichnet und beinhaltet spindelförmige Chondrozyten. 

Dabei ist eine parallele Anordnung der Knorpelbestandteile zur Gelenkoberfläche auf eine 

optimale Kraftabsorption ausgelegt (MINNS, STEVEN, 1977). Verlust oder degenerative 

Schäden dieser Knorpelschicht vermindern die Gleitfähigkeit der Gelenkpartner und führen 

zu schlechterer Toleranz hinsichtlich einwirkender Scherkräfte. In der Übergangszone sind 

abgerundete Chondrozyten vorzufinden, ihr schließt sich inferior die Radiärzone an. Diese 

fungiert als Dämpfer von axialen Kompressionskräften. Gewährleistet wird dies durch einen 

hohen Proteoglykangehalt und durch Chondrozyten, welche in charakteristischen Säulen 

angeordnet sind (HUBER et al., 2000). Als Grenzlinie zwischen Radiärzone und dem 

radiologisch dichteren mineralisierten Knorpel ist die sog. Tidemark beschrieben (BROOM, 

POOLE, 1982). Sie ist ein dreidimensionales Gebilde und lässt sich besonders in der 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) darstellen. Die Kollagenfibrillen des nicht-kalzifizierten 

Knorpels durchstoßen die Tidemark und setzen sich im mineralisierten Knorpel fort. 

Mineralisation ist ein physiologischer Prozess und an die Belastung der Gelenkoberfläche 

adaptiert. Der kalzifizierte Knorpel verbindet letztlich den Gelenkknorpel mit dem basal 

gelegenen Knochen (LYONS et al., 2005). Dieser ist funktionell sowie morphologisch eng mit 

dem überliegenden Knorpel verbunden. Den Übergang zwischen mineralisiertem Knorpel 

und unterliegendem Knochen bildet die Zementlinie. Kollagenfibrillen durchdringen diese 

Linie nicht, allerdings perforieren Blutgefäße noch diese Grenzschicht.  

 

Der subchondrale Knochen gliedert sich in die subchondrale Knochenplatte und die 

subartikuläre Spongiosa. Die Morphologie dieser Komponenten variiert zwischen den 

Gelenken des menschlichen Körpers erheblich, da sie an jeweilige mechanische 

Belastungen angepasst ist. Auch die Definitionen der subchondralen Komponenten variieren 

in der Literatur. Für die vorliegende Arbeit ist die subchondrale Knochenplatte als 

Knochenlamelle direkt unter der Zementlinie definiert (MADRY et al., 2010). Gebildet wird die 

subchondrale Knochenplatte aus parallel angeordneten Kollagenlamellen. Kollagenfibrillen 

penetrieren diese und setzen sich weiter bis in die Knochentrabekel fort. Sie verbinden somit 

den Gelenkknorpel fest mit dem unterliegendem trabekulärem Knochen (INOUE, 1981).  

 

Defekte der osteochondralen Einheit werden anhand morphologischer Kriterien eingeordnet. 

So kann die Betrachtung von fokalen Gelenkknorpeldefekten anhand der Ausdehnungstiefe 

erfolgen. Unterschieden werden dabei isoliert chondrale von osteochondralen Defekten. 

Chondrale Läsionen können teilschichtig oder vollschichtig imponieren und sind begrenzt auf 

das Knorpelgewebe. Osteochondrale Defekte hingegen sind definiert als eine tiefgreifendere 

Schädigung, welche die subchondrale Knochenplatte perforiert und bis in die subartikuläre 

Spongiosa reicht. Osteochondrale Defekte stehen somit per Definition formal mit dem 
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unterliegenden Knochenmark in Verbindung. Im Prozess der Defektheilung spielt dies eine 

zentrale Rolle. Zur weiteren Differenzierung und klinischen Strukturierung der 

osteochondralen Defekte ist eine Einteilung erforderlich. Etabliert hat sich die ICRS-

Klassifikation (International Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society, Grad 0 

bis 4b) auf Basis der klinischen Einteilung von Knorpeldefekten, welche Noyes und Stabler 

initiierten (NOYES, STABLER, 1989). Unterschieden werden dabei Grad 0, wenn keine 

Pathologie vorliegt, Grad 1a bei intakter Oberfläche mit Fibrillationen und/oder 

Knorpelerweichungen sowie Grad 1b, wenn zusätzlich eine oberflächliche Rissbildung 

vorliegt. Der ICRS-Grad 2 ist erreicht, wenn ein teilschichtiger Knorpeldefekt vorliegt, welcher 

weniger als 50% der gesamten Knorpeldicke misst. Entsprechend repräsentiert Grad 3 

Defekte über mehr als 50% der normalen Knorpeldicke. Hierbei wird unterschieden, ob keine 

(3a) oder eine Affektion der kalzifizierten Zone (3b) besteht, der Defekt bis zum 

subchondralen Knochen reicht (3c) oder dass eine zusätzliche Blasenbildung auftritt (3d). 

Die schwersten Defekte werden mit Grad 4 bewertet und stellen osteochondrale Defekte 

ohne (4a) oder mit direktem begleitendem Knochendefekt (4b) dar. Die in dieser Studie 

operativ induzierten Defekte sind den osteochondralen Defekten mit begleitendem 

Knochendefekt zuzuordnen (4b), die eine Affektion der subartikulären Spongiosa aufweisen. 

 

2.3. Biologie der osteochondralen Reparatur 
Wie oben beschrieben hat die Tiefenausdehnung der Gelenkknorpeldefekte bedeutenden 

Einfluss auf das Potential und die Ausgangspunkte für spontane Heilungsmechanismen. So 

zeigen isoliert chondrale Defekte oft insuffiziente Reparaturmuster oder persistieren als 

Defekt (FULLER, GHADIALLY, 1972). Grundlage der Defektheilung bildet eine zelluläre 

Basis, die wichtige anabole Funktionen übernimmt. Eine Migration oder regenerative 

Proliferation von adulten lokoregionären Chondrozyten selbst ist stark limitiert und nicht 

suffizient, insbesondere in degenerativ veränderten Gewebemilieus (DOZIN et al., 2002; 

TALLHEDEN et al., 2005). Mesenchymale Stromazellen aus der Synovialmembran könnten 

in die Defektregion einwandern, allerdings produziert der Knorpel antiadhäsive 

Proteoglykane, welche ein Anhaften der Zellen an die extrazelluläre Matrix verhindern 

(HUNZIKER, ROSENBERG, 1996). Bei osteochondralen Defekten hingegen wird der 

entstehende Defekt sofort durch ein Gerinnsel aus aszendierendem Knochenmarksblut 

gefüllt. Die enthaltenen Stammzellen aus dem Knochenmark übernehmen dann eine 

zentrale Rolle im Heilungsprozess. Chirurgische markraumeröffnende Verfahren versuchen 

den Effekt der Defektfüllung durch ein Blutgerinnsel operativ herbeizuführen und somit eine 

Grundlage für die Entstehung von Reparaturgewebe zu initiieren (ERGGELET, VAVKEN, 

2016; STEADMAN et al., 2002). Basis des Reparaturgewebes bildet dann zunächst ein 

Komplex aus Thrombozyten, Erythrozyten und Stammzellen, welche in einer Fibrinmatrix 
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eingedeckt sind (HUNZIKER, 1999; JOHNSON, 1986). Dieses Gerinnsel, auch „super clot“ 

genannt, haftet im Defekt und füllt diesen aus (JOHNSON, SPECTOR, 2015). Letztlich 

differenziert dieses auch aufgrund der mesenchymalen Zellkomposition innerhalb von ca. 6 

Wochen zu einem vorwiegend faserknorpeligen Reparaturgewebe aus (SHAPIRO et al., 

1993; STEADMAN et al., 2001). Auf subchondraler Ebene wird meist eine solide knöcherne 

Konsolidierung des Defektes erreicht, die knorpeligen Anteile integrieren dabei eher 

insuffizient zum angrenzenden Gewebe (TRENGOVE et al., 2021). Der perifokale Knorpel 

leidet unter den mechanischen und biochemischen Alterationen, sodass Chondrozyten im 

Übergangsbereich absterben (REDMAN et al., 2005; SHAPIRO et al., 1993). Auch die 

komplexe Mikrostruktur in Bezug auf die vertikale Organisation der Chondrozyten kann im 

Heilungsprozess ausbleiben (BOTHE et al., 2019). Ein Kaninchenmodell zeigte bereits nach 

4 Wochen ein Typ-II-Kollagen-reiches Gewebe, welches durch chondrozytenähnliche Zellen 

unterhalten wird (FURUKAWA et al., 1980). Diese Zellen sind jedoch nicht typischerweise 

palisadenartig angeordnet und die Knorpelmatrix strukturell kaum organisiert. Bereits nach 

10-20 Wochen beginnen degenerative Prozesse das Reparaturgewebe zu strapazieren und 

offenbaren eine mechanische sowie biochemische Unterlegenheit im Vergleich zu nativem 

hyalinem Knorpel (SHAPIRO et al., 1993). Die vollständige Wiederherstellung der 

ursprünglichen osteochondralen Verhältnisse ist nur eingeschränkt möglich. Dennoch 

zeigten Frisbie et al. nach Débridement des kalzifizierten Knorpels in einer Tierstudie an 

Pferden nach einem Jahr die Möglichkeit einer vollständigen Rekonstruktion der Tidemark 

(FRISBIE et al., 2006). Auch im Kaninchenmodell beschrieben Marchand et al. bereits nach 

6 Monaten die vollständige Formation einer Tidemark im Reparaturgewebe (MARCHAND et 

al., 2012).  

 

Da bei osteochondralen Defekten auch eine Affektion des unterliegenden Knochens vorliegt, 

sind Prozesse der Defektreparatur nicht nur auf das Knorpelniveau begrenzt. 

Heilungsprozesse inkludieren und basieren auch auf der Rekonstruktion des subchondralen 

Knochens (LYDON et al., 2019). Für die medialen Femurkondylen von Göttinger 

Minischweinen zeigten Jung et al., dass die Defektorganisation auch auf Prozessen wie der 

enchondralen Ossifikation beruhen (JUNG et al., 2009). So ist nach 3 Monaten eine 

knöcherne Defektkonsolidierung nachgewiesen, auf der dann die Bildung von neuem 

Knorpelgewebe basiert. Die ossären Heilungsprozesse in osteochondralen Defekten haben 

somit deutliche Parallelen zu den Prozessen der Frakturheilung (EINHORN, 1998; LYDON et 

al., 2019). Auch biomechanische Stimuli beeinflussen die zellulären Prozesse und fördern so 

beispielsweise die Differenzierung zu knochenbildenden Osteoblasten (CHEN et al., 2017). 
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2.4. Sekundärarthrose  
Arthrose ist die chronisch progrediente degenerative Destruktion eines Gelenks unter 

Miteinbeziehung der peri- sowie intraartikulären Strukturen (KRISHNASAMY et al., 2018; 

URBAN, LITTLE, 2018). Die Sekundärarthrose beschreibt den durch artikuläre Form- und 

Funktionsstörungen induzierten destruktiven Gelenkprozess variabler Genese. Aus 

anlagebedingten Fehlstellungen oder Traumafolgen kann sich somit sekundär eine Arthrose 

entwickeln (SABERI HOSNIJEH et al., 2017). Besonders auch fokale Defekte der 

osteochondralen Einheit können im Verlauf Einfluss nehmen auf die Destruktion des Gelenks 

(GUERMAZI et al., 2017a; MANKIN, 1982; SCHINHAN et al., 2020). Im Fokus steht dabei 

das Reparaturgewebe, welches progredient degenerativen Veränderungen unterliegt 

(JACKSON et al., 2001). Eine Affektion des perifokalen Gewebes ist dann aufgrund der 

veränderten biomechanischen Verhältnisse wahrscheinlich (KATAGIRI et al., 2017). Klinisch 

stehen bei fortgeschrittener Arthrose primär Gelenkschmerzen und der Funktionsverlust im 

Vordergrund, während die initiale Gelenksdestruktion oft symptomarm voranschreitet 

(MADRY, 2022). 

 

Das therapeutische Spektrum bei degenerativen Gelenkerkrankungen erstreckt sich von 

einer konservativen Therapie mit Bewegungstherapie und orthopädischen Hilfsmitteln über 

die strukturierte Schmerztherapie bis hin zu operativen Strategien. Diese beinhalten neben 

dem vollständigen und partiellen Gelenkersatz allerdings auch gelenkerhaltende und 

rekonstruktive Methoden. Gelenkerhaltende Vorgehen sind besonders in frühen Stadien der 

Erkrankung mit isoliert fokaler Manifestation sinnvoll. Der therapeutische Fokus invasiver 

Maßnahmen liegt dabei auf der langfristigen Vermeidung von sekundärer Arthrose. Zum 

Beispiel ermöglichen Umstellungsosteotomien wie die valgisierende Tibiakopfosteotomie 

eine Korrektur der Achsfehlstellung und eine signifikante Verbesserung biomechanischer 

Risikofaktoren aufgrund der postoperativ optimierten Lastverteilung (BIRMINGHAM et al., 

2017). Bei symptomatischen, umschriebenen, nicht arthrotischen Knorpeldefekten sind 

operative Maßnahmen von besonderer Bedeutung, da sich eine periläsionale Früharthrose 

ausweiten kann (ANGELE et al., 2016; MADRY et al., 2016a; SCHINHAN et al., 2012). 

Insgesamt kann im Verlauf durch knorpelrekonstruktive Verfahren die kumulative Inzidenz für 

Endoprothetik signifikant gesenkt werden (SANDERS et al., 2017). Eine adäquate 

Versorgung von fokalen intraartikulären Läsionen trägt somit bedeutend zur langfristigen 

Sekundärprophylaxe der Arthrose bei (SCHINHAN et al., 2020). 
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2.5. Aktuelle klinische Therapiestrategien bei fokalen 
Gelenkknorpeldefekten 

Die Therapie fokaler Knorpeldefekte hängt neben der Tiefen- und Flächenausdehnung des 

Defektes vor allem vom symptomatisch funktionellen Anspruch des Patienten ab. 

Gelenkschmerz und Funktionseinschränkungen führen im Verlauf der Erkrankung zu einer 

erheblichen Beeinflussung der Lebensqualität. Deshalb rückt zunächst die adäquate 

medikamentöse Schmerztherapie durch nichtsteroidale Antirheumatika und Opioide auch bei 

Knorpeldefekten in den Vordergrund. Rekonstruktiv-chirurgische Verfahren kommen bei 

unzureichenden Therapieergebnissen der konservativen Behandlung zum Einsatz. 

Insgesamt besteht die Indikation zur chirurgischen Knorpeltherapie bei der symptomatischen 

fokalen Früharthrose, welche um lokale Knorpelläsionen auftritt (FEUCHT et al., 2021). 

Primär ist aus therapeutischer Sicht die Füllung des Defektes mit einem adäquaten 

Reparaturgewebe anzustreben, um die Oberflächenkongruenz wiederherzustellen. Dies 

reduziert nicht nur die Symptomatik, sondern soll frühzeitig die Entstehung oder Ausweitung 

perifokaler Degenerationen verhindern. Das langfristige Therapieziel ist, eine Expansion der 

perifokalen Gewebsschädigung zu limitieren und somit globale Gelenkdestruktionen zu 

vermeiden (ANGELE et al., 2016). Die operativ therapeutischen Ansätze für 

knorpelrekonstruktive Verfahren erstrecken sich von der Eröffnung des Markraums mittels 

Pridie-Bohrung (PRIDIE, 1959) oder Mikrofrakturierung (STEADMAN et al., 1999) bis hin zur 

Transplantation von autologen Chondrozyten (GRANDE et al., 1989; NIEMEYER et al., 

2007). Doch keines der Behandlungsverfahren erzielt bislang ein Reparaturgewebe, welches 

dem nativen hyalinen Gelenkknorpel äquivalent ist (HINCKEL et al., 2021). Ein weiterer 

Ansatz ist die Transplantation von einem oder mehreren vollständigen autologen 

osteochondralen Zylindern (ASSENMACHER et al., 2016; GRANDE et al., 1989). Dieses 

einzeitige Transferverfahren wird dem biologischen Anspruch gerecht, das Defektgewebe mit 

einer vollständigen hyalinen osteochondralen Einheit auszustatten (PEARSALL et al., 2004). 

Doch auch die Zylindertransplantation unterliegt mehreren möglichen 

Versagensmechanismen. Unter anderem sind eine insuffiziente Integration der knorpeligen 

Struktur in die Umgebung (WELTON et al., 2018), zystische Formationen (GUDAS et al., 

2005) oder Transplantatinkongruenz möglich. Tierstudien zeigten, dass sich der 

transplantierte Zylinder bezüglich seiner osteochondralen Komponenten deutlich verändern 

kann. So kommt es zu Veränderungen im Bereich des Knorpels (HUANG et al., 2004; 

TIBESKU et al., 2004) und des Knochens (KOCK et al., 2011; SIEBERT et al., 2001) bis hin 

zu Transplantatfrakturen (BURKS et al., 2006). Ein einfacher Ersatz des nativen 

physiologischen Zustands ist somit bislang nicht möglich. 
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2.6. Aktuelle experimentelle Therapiestrategien bei fokalen 
Gelenkknorpeldefekten 

Klinische, labor- und tierexperimentelle Forschung versucht etablierte Therapieansätze zu 

verbessern und die Langzeitergebnisse der Defektheilung zu optimieren. Zunehmende 

Kenntnisse über Pathophysiologie und Pathologie der Knorpeldefekte ermöglichen neue 

potentielle Therapieansätze, welche die intrinsische Heilungsfähigkeit des Gewebes 

unterstützen. Besonders Zell-, Gen- und (zellfreie) gerüstbasierte Verfahren könnten 

synergistisch mit den Heilungsprozessen des hochspezialisierten Knorpelgewebes 

interagieren (CUCCHIARINI et al., 2015; CUCCHIARINI, MADRY, 2010). 

 

2.6.1. Wachstumsfaktoren als therapeutische Optionen 

Die intraartikuläre Injektion von chondroprotektiven oder stimulierenden Substanzen zur 

Vermeidung progressiver destruierender arthrotischer Prozesse oder zur Stimulation der 

Defektheilung ist eine wenig invasive, früh einsetzbare Interventionsmöglichkeit. Auf Basis 

dieses Ansatzes haben sich bereits klinische Anwendungen etabliert, welche vor allem in der 

Arthrosetherapie als regenerative Ansätze propagiert werden. Konkret kann plättchenreiches 

Plasma (PRP) als autologes Blutprodukt intraartikulär appliziert werden (SANCHEZ et al., 

2009; SMELTER, HOCHBERG, 2013). Die in den Thrombozyten enthaltenen multiplen 

Wachstumsfaktoren sollen chondroprotektive Stoffwechselprozesse regulieren (KON et al., 

2010; LEITNER et al., 2006). Die Rolle und therapeutische Verwendung einzelner Zytokine 

bei Gelenkserkrankungen ist bereits seit Jahrzehnten Forschungsgegenstand (GOLDRING, 

2000). So zeigen Studien zum chondrogen wirkenden Fibroblastenwachstumsfaktor-18 

(FGF-18), dass durch die intraartikuläre Injektion der Knorpelverlust bei Gonarthrose 

eingedämmt und eine Beschwerdelinderung erreicht werden kann (ECKSTEIN et al., 2015; 

LOHMANDER et al., 2014). Die biologischen Effekte verteilen sich dabei diffus über das 

gesamte Gelenk und scheinen somit kaum effektiv für die lokoregionale Anwendung bei 

fokalen Knorpelschäden. Andere molekulare Therapieansätze versuchen die Problematik der 

kurzen Halbwertszeit der intraartikulär applizierten Wachstumsfaktoren und unerwünschte 

Wirkungen an gesunden Gelenkarealen zu umgehen. Erreicht werden kann dies durch lokale 

prolongierte Expression der therapeutischen Polypeptide mittels z.B. Gentransfersystemen, 

welche eine Überexpression therapeutischer Faktoren durch die migrierten mesenchymalen 

Stromazellen im Reparaturgewebe erzeugen (CUCCHIARINI, MADRY, 2005). Dabei bietet 

der Gentransfer mittels rekombinanter adeno-assoziierter viraler Vektoren eine hohe 

Effizienz bei ebenfalls hoher Anwendungssicherheit (ARAI et al., 2000; ULRICH-VINTHER et 

al., 2004). Sie basieren auf einem nicht pathogenen, replikationsinkompetenten adeno-

assoziierten Virus, dessen AAV-codierende Sequenzen eliminiert und durch „Transgene 

cassette“ ersetzt wurden (CUCCHIARINI et al., 2015). Entsprechend ist eine weitere 
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Replikation in der Wirtszelle unmöglich. Die transduzierte Desoxyribonukleinsäure (DNS) 

beinhaltet somit einen integrierten, codierenden Anteil für z.B. einen Wachstumsfaktor. Diese 

DNS liegt dann als Episom extrachromosomal in der Wirtszelle vor und wird exprimiert (KAY 

et al., 2001). So kann eine prolongierte Präsenz des Wachstumsfaktors um oder in der 

Wirtszelle erzeugt werden. Effekte auf das umliegende Gewebe zeigten sich bereits nach der 

lokoregionären isolierten Überexpression des Wachstumsfaktors FGF-2 in humanen 

Knochenmarksaspiraten mit proliferativen und prochondrogenen Effekten (FRISCH et al., 

2016). Auch SOX9 förderte in einer ähnlichen Konstellation die Proteoglykan- und Typ-II-

Kollagenbiosynthese (VENKATESAN et al., 2018). 

 

2.6.2. Transformierender Wachstumsfaktor β 1 (TGF-β1) 

Der transformierende Wachstumsfaktor β 1 (TGF-β1) ist ein Zytokin der TGF-Superfamilie, 

welche mehr als 30 Wachstumsfaktoren mit pleiotropen Wirkungen auf nahezu jedes 

menschliche Gewebe beinhaltet (GORDON, BLOBE, 2008). TGF-β wirkt dabei über 

membranständige Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren und aktiviert außerdem den Smad-

Signalweg (HUANG, CHEN, 2012; TANG, ZHANG, 2011). Die Bindung von TGF-β aktiviert 

die Rezeptoren über Komplexbildung (FENG, DERYNCK, 2005). Dieser Komplex 

phosphoryliert dann sog. receptor-Smads (Smad1, Smad2, Smad3, Smad5, Smad8), die im 

Komplex mit einem common-Smad (Smad-4) zur Modulation der Genexpression fähig sind. 

Die rezeptorvermittelten Wirkungen auf Signaltransduktionsprozesse sind dabei u.a. 

abhängig vom Zelltyp, der Konzentration der Signalwegkomponenten und der Aktivität 

anderer Signalwege (TEN DIJKE, HILL, 2004). 

 

In mesenchymalen Stromazellen wirkt TGF-β1 als Schlüsselinitiator der Chondrogenese und 

unterhält diese mittels verschiedener chondro-stimulierender Aktivitäten über z.B. 

extracellular signal-regulated kinases (GRAFE et al., 2018). Die Regulation der 

chondrogenen Differenzierung wird über den Kinase-modulierten N-Cadherin-Spiegel 

erreicht, welche auch Einfluss auf den Wnt-Signalweg haben (TULI et al., 2003). Weiterhin 

zeigt TGF-β1 proliferative Effekte und stimuliert die Produktion von knorpelspezifischen 

Bestandteilen der extrazellulären Matrix (HU et al., 2021). So wird die Synthese von 

Proteoglykanen und Kollagenen wie Typ-II-Kollagen unter Anwesenheit von TGF-β1 

gesteigert (FURUMATSU et al., 2009; REDINI et al., 1988; WORSTER et al., 2000; ZHU et 

al., 2015). Proliferative und anabole Effekte erzielten bereits in vitro rAAV-hTGF-β1 

behandelte mesenchymalen Stromazellen, die so zu einer prolongierten Überexpression des 

Wachstumsfaktors befähigt waren (FRISCH et al., 2014b, a). Eine ex vivo Modifikation von 

mesenchymalen Stromazellen mit anschließender Implantation in osteochondrale Defekte 

hatte im Kleintiermodell eine strukturelle Verbesserung des Reparaturgewebes zur Folge 
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(PAGNOTTO et al., 2007). Im Großtiermodell zeigten dann Knorpeldefekte, welche direkt mit 

rAAV-hTGF-β1 behandelt wurden auch signifikante Verbesserungen der Frühheilungsphase, 

welche auf die genannten Effekte des TGF-β1 zurückzuführen sind (ASEN, 2018; 

CUCCHIARINI et al., 2018). Weiter zeigte sich das Potential der prolongierten Freisetzung 

von TGF-β1 bereits in der Behandlung der fortgeschrittenen Gonarthrose. Intraartikuläre 

Injektionen von retroviral modifizierten und bestrahlten juvenilen allogenen Chondrozyten, 

die eine komplementär-Desoxyribonukleinsäure (cDNS) des TGF-β1 überexprimieren 

(TissueGene-C, Invossa®) befinden sich bereits in klinischen Studienphasen (LEE et al., 

2015). Dabei hat die zellbasierte Therapie laut einer Phase-III-Studie signifikanten Einfluss 

auf klinische Parameter, welche u.a. mittels des IKDC-Bewertungssystem [IKDC: 

International Knee Documentation Commitee subjective Knee Form] und der visuellen 

Analogskala (VAS) für Schmerz gemessen wurden (CHO et al., 2016; KIM et al., 2018). 

Auch strukturelle Effekte auf den Knorpel nach intraartikulärer Anwendung sind denkbar 

(GUERMAZI et al., 2017b). 

 

Neben stimulierenden Effekten sind regulativ inhibitorische Wirkungen von TGF-β1 auf 

andere Zytokine wie Interleukin 1 (IL-1) bekannt. So antagonisiert TGF-β1 die Effekte von IL-

1 auf Matrix-Metalloproteinasen in Chondrozyten (ANDREWS et al., 1989; LUM et al., 1996; 

ULRICH-VINTHER et al., 2005). In der Knorpelhomöostase nimmt TGF-β1 somit eine 

zentrale anabole Rolle ein, denn im gesunden Knorpel hält sich sowohl ein ständiger Abbau, 

als auch die Synthese von Knorpelmatrixmolekülen die Waage (KIM et al., 2022). 

Signalproteine regulieren die Syntheseraten in der extrazellulären Matrix und sind vermutlich 

fähig, kompensatorisch in der Frühphase der Arthrose mit anabolen Stimuli 

entgegenzuwirken (BLANEY DAVIDSON et al., 2007). Erschöpfen sich diese Prozesse, 

überwiegen die katabolen Stimuli und führen somit zur Degeneration der extrazellulären 

Matrix. Die Anwendung von TGF-β1 wird durch die Induktion von Hypertrophie-Proteinen wie 

Typ-X-Kollagen, Matrix-Metalloproteinase-13 und alkalischer Phosphatase, welche zur 

Knorpelmineralisation beitragen können, limitiert (DAVIS et al., 2021). 
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2.7. Studienaufbau 
Die vorliegende Arbeit untersucht mittels eines Großtiermodells am Aachener Minischwein 

die direkten Langzeiteffekte der rAAV-vermittelten Expression des Wachstumsfaktors TGF-

β1 auf die osteochondrale Defektheilung. Analysiert wurden die Auswirkungen auf das 

Reparaturgewebes und die perifokalen Strukturen nach operativer Defektsetzung (Abbildung 

2). 

 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vektorapplikation. Nach Miniarthrotomie wurden standardisierte 
osteochondrale Defekte erzeugt (A) und mit isotoner Kochsalzlösung gespült (B). Anschließend erfolgte die 
Applikation (C) der rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektoren (hTGF-β1 oder lacZ beladen). Letztlich 
bildete sich ein Blutkoagel aus aszendierenden Blutkomponenten des unterliegenden Knochenmarks. Dieser 
beinhaltet Zellkomponenten darunter u.a. mesenchymale Stromazellen (D). lacZ: β-Galactosidase-Gen; TGF-β: 
transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Im Fokus des Studienaufbaus steht somit die langfristige Optimierung des 

Reparaturgewebes im Kontext einer prolongierten Zytokinüberexpression nach viralem 

Gentransfer. Die osteochondrale Defektsetzung erfolgte dabei chirurgisch an den medialen 

Femurkondylen beider Hinterläufe mit einem horizontalen Durchmesser von 3,2 mm bei 

einer Defekttiefe von 5 mm. Alternierend wurde an jedem Tier jeweils ein Defekt mit rAAV-

hTGF-β1 (Behandlungsgruppe) oder mit Kontrollvektoren („rAAV-lacZ“) therapiert. Es 

ergeben sich somit zwei Behandlungsgruppen. Die rAAV-lacZ-Gruppe dient als 

Kontrollgruppe, zu der ein direkter Vergleich sämtlicher erhobener Parameter erfolgte. Die 

Gewebsanalysen erfolgten ein Jahr nach der chirurgischen Intervention anhand multipler 

etablierter Bewertungsmethoden (ASEN, 2018; ASEN et al., 2018; CUCCHIARINI et al., 

2018; MÜLLER-BRANDT, 2017), wie zeitlich in Abbildung 3 dargestellt. 

 

 

 
Abbildung 3: Übersicht der angewendeten Methoden im zeitlichen Verlauf. 
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3. Hypothesen 
In einem Langzeit-Großtiermodell mit adulten Minischweinen wurden an chirurgisch 

induzierten standardisierten fokalen osteochondralen Defekte folgende Hypothesen 

untersucht: 

 

(1) Therapie mit rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektoren, die TGF-β1-

cDNS tragen, verbessert nachhaltig die chondrale Defektheilung im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. 

 

(2) Therapie mit rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektoren, die TGF-β1-

cDNS tragen, verbessert nachhaltig die subchondrale knöcherne Defektheilung 

im Vergleich zur Kontrollgruppe.  

 

(3) Therapie mit rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektoren, die TGF-β1-

cDNS tragen, erhöht die Zellzahl im Defektgewebe nachhaltig. 

 
(4) Therapie mit rekombinanten adeno-assoziierten viralen Vektoren, die TGF-β1-

cDNS tragen, reduziert den Progress einer perifokalen Arthrose. 
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4. Material 
 

4.1. Lösungen, Puffer und Medien 
Alle hergestellten Lösungen wurden mit destilliertem Wasser (H2O) angesetzt (Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Verwendete Lösungen und Suspensionen. 

Lösung, Puffer Inhaltsstoffe Konzentration / Menge / Volumen 

Blockierungspuffer  Bovines Serumalbumin 

Phosphat-gepufferte 
Salzlösung (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 

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)  Kaliumdihydrogenphosphat 

Dinatriumhydrogenphosphat 

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 

HCl-Lösung (Salzsäure) HCl (40 %)  

H2O  

5,4 ml 

ad 200 ml 

PBS  

 

Kaliumchlorid (pH 7,2)  

Kaliumhydrogenphosphat  

Natriumchlorid  

2,7 mM 

1,7 mM 

136 mM 
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4.2. Chemikalien 
Die verwendeten Medien und Bestandteile von Puffern und Lösungen wurden primär von 

Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma (Taufkirchen, 

Deutschland) bezogen. Tabelle 2 zeigt Reagenzien, Lösungen und Chemikalien mit den 

entsprechenden Bezugsquellen. 

 
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien. 

Produkt Hersteller 

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

Albumin-Standard  Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Bovines Serumalbumin Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

3,3′-Diaminobenzidin-Reagenz  Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) 

Echtgrün ICN Biomedicals (Eschwege, Deutschland) 

Eosin G Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure (100 %)  Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Formalin (4 %)  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Hämatoxylin nach Weigert (A & B) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Hämatoxylin nach Harris Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Dinatriumhydrogenphosphat 10 mM 

Safranin-O-Lösung Safranin-Orange  

H2O  

1 g 

ad 1000 ml 

Trypsin-Lösung (0,1%)  

 

Trypsin-Stammlösung (25 %)  

PBS  

800 ml 

25% vol 

Trypsin-Stammlösung  

 

Trypsin  

PBS 

25% vol 

75% vol 

Wasserstoff-Peroxid-Lösung  
(0,3 %) 

H2O2  

H2O 

0,6 ml 

200 ml 
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Paraplast X-TRA Leica (Nussloch, Deutschland) 

Roti-Histokitt II (Eindeckmittel) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Safranin-Orange  Sigma (Taufkirchen, Deutschland 

Salzsäure (1 %) Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Wasserstoff-Peroxid  Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

Xylol Fischer (Saarbrücken, Deutschland) 

 

4.3. Biologische Materialien 
In Tabelle 3 aufgeführte monoklonale Antikörper und Enzyme fanden für die 

immunhistochemischen Aufarbeitungen des Reparaturgewebes Verwendung. 

 

Tabelle 3: Antikörper und Enzyme. 

Antikörper und Enzym Donor Hersteller 

Anti-Kaninchen-IgG (biotinyliert) Ziege Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) 

Anti-Maus-IgG (biotinyliert) Ziege Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) 

Anti-TGF-β1 Kaninchen Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) 

Anti-Typ-I-Kollagen Maus Abcam (Cambridge, Großbritannien) 

Anti-Typ-II-Kollagen Maus Acris Antibodies (Herford, Deutschland) 

Anti-Typ-X-Kollagen Maus Abcam (Cambridge, Großbritannien) 

Trypsin  Sigma (Taufkirchen, Deutschland) 

IgG: Immunglobulin G; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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4.4. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Neben allgemeinem Instrumentarium kamen die in Tabelle 4 aufgeführten Geräte und 

Materialien zur Anwendung. 

 
Tabelle 4: Geräte und Verbrauchsmaterialien. 

Gerät Hersteller 

Autoklav AMA-240  Astell (Sidcup, Großbritannien) 

Canon Powershot A480  Canon (Neu-Isenburg, Deutschland) 

Deckgläser Langenbrinck (Emmendingen, Deutschland) 

Digitalkamera CC-12 (auf Mikroskop BX-45)  Soft Imaging System (Münster, Deutschland) 

Einbettmaschine EG 1140-C  Leica (Nussloch, Deutschland) 

Fettstift Sigma (Taufkirch, Deutschland) 

Gefrierschrank  Bosch (Gerlingern-Schillerhöhe, Deutschland) 

Gefrierschrank Platinum 550  Angelantoni Industrie (Massa Martana, Italien) 

Inkubator CB 150 (37 °C)  Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Kühlplatte EG1140C Leica (Nussloch, Deutschland) 

Mikrofokus-Computertomograph (Skyscan 1176) Bruker (Kontich, Belgien) 

Mikrofokus-Computertomographie-Röntgenröhre  Hamamatsu (Hamamatso City, Japan) 

Mikroskop BX-45 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Rotationsmikrotom RM 2135  Leica (Nussloch, Deutschland) 

SuperFrost Plus Objektträger Langenbrinck (Emmendingen, Deutschland) 

Wärmeplatte HI 1220  Leica (Nussloch, Deutschland) 

Wärmeschrank 62 °C Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Wasserbad HI 1210  Leica (Nussloch, Deutschland) 
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4.5. Operationsinstrumente 
Verwendung für die Präparation und operative Defektsetzung fanden die in Tabelle 5 

aufgeführten Operationsinstrumente und Materialien. 

 
Tabelle 5: Operationsinstrumentarium. 

Instrument Hersteller 

Abdecktuch, Foliodrape Paul Hartmann AG (Heidenheim, Deutschland) 

Aluminiumhaltiges Desinfektionsspray Albrecht (Aulendorf, Deutschland) 

Biopsiestanze Kai Europe (Solingen, Deutschland) 

Braunoderm B. Braun (Melsungen, Deutschland) 

Durogesic, Fentanylpflaster Janssen-Cilag (Neuss, Deutschland) 

Erbotom ICC 350, Hochfrequenzchirurgie-Gerät Erbe (Tübingen, Deutschland) 

Hohmann-Hebel Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Mayo-Schere Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Metzenbaumschere Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Mixter-Zange Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Monopolarer Elektrodengriff Erbe (Tübingen, Deutschland) 

Nadelhalter nach Mayo-Hegar Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Pipette Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Prolene-Nahtmaterial Ethicon (Somerville, NJ, USA) 

Ringkürette  Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Skalpell Aesculap (Tuttlingen, Deutschland) 

Spritze (20ml und 10ml) B. Braun (Melsungen, Deutschland) 

Wundhaken  
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4.6. Software 
Für die computerbasierte Defektevaluation, statistische Auswertung und graphische 

Aufarbeitung dieser Arbeit wurden die in Tabelle 6 aufgeführten Computerprogramme 

genutzt. 

 
Tabelle 6: Verwendete Computerprogramme. 

Programm Hersteller/Entwickler 

Cellsense Olympus (Hamburg, Deutschland) 

CTAn (CT-Analyzer) Bruker (Kontich, Belgien) 

Dataviewer Bruker (Kontich, Belgien) 

Keynote Apple (Cupertino, CA, USA) 

Microsoft Excel Microsoft Corporation (Redmond, WA, USA) 

NRecon Bruker (Kontich, Belgien) 

Paravision 5.1 JIVE Tool Bruker Biospin (Ettlingen, Deutschland) 

RadiAnt Medixant (Poznan, Polen) 

Stata software, Version 15 StataCorp LLC (College Station, TX, USA) 
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5. Methoden 
 

5.1. Großtiermodell 
Für die Planung der Tierversuche wurden die PREPARE-Leitlinien (SMITH et al., 2018) 

berücksichtigt. Die Berichterstattung des in vivo-Modells erfolgte auf Basis der ARRIVE-

Leitlinien 2.0 (PERCIE DU SERT et al., 2020). Die chirurgischen Eingriffe wurden zuvor von 

der saarländischen Tierschutz-Kommission (gemäß §8 des Tierschutzgesetzes; 

Genehmigungsnummer: 70/2013) genehmigt und standen im Einklang mit der EU-Richtlinie 

2010/63/EU für Tierversuche. Die Anzahl der verwendeten Tiere, welche die bilaterale 

Operation erhielten, wurde auf Grundlage von Daten aus vorangegangen Tierstudien für 

Knorpeldefektmodelle festgelegt (CUCCHIARINI et al., 2018; ORTH et al., 2013). Bei 

Berechnung für ein α-Fehlerniveau von 0,05 würden bei bilateraler Behandlung insgesamt 7 

Tiere benötigt. Um den potentiellen Verlust eines Tieres zu kompensieren wurden insgesamt 

8 ausgewachsene weibliche Aachener Minischweine (Gerd Heinrichs, Heinsberg, 

Deutschland) mit einem durchschnittlichen Körpergewicht von 42,75 ± 6,12 kg operiert. Unter 

permanenter tiermedizinischer Überwachung wurden die Tiere im Institut für Klinisch-

Experimentelle Chirurgie am Universitätsklinikum des Saarlandes operiert und nach 

hochethischen Aspekten den deutschen Tierschutzrichtlinien entsprechend behandelt. 

Letztlich wurden die Tiere postoperativ ohne eine spezielle Anschlussbehandlung bei 

standardisierter Diät für ein Jahr im Freiland gehalten. 

 

5.2. Studiendesign / Qualitätskriterien 
Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine translationale Tierstudie zur Langzeit-

Wirkungsanalyse der rAAV-TGF-β1-Therapie im osteochondralen Defektareal und zur 

Evaluation der Auswirkungen auf das perifokale Gewebe. Die Kontrollgruppe (n = 8) wird 

durch Defekte gebildet, welche im kontralateralen Knie des gleichen Tiers mit rAAV-lacZ 

behandelt wurden. Phänotypisch entspricht die Kontrollgruppe bei gleichen Individuen direkt 

der Behandlungsgruppe. Eine paarweise Zuordnung wurde nicht durchgeführt, um eine 

Stichprobenverzerrung zwischen den behandelten Defekten zu verhindern. Zudem wurden 

Operateure sowie Auswertende verblindet. Alle angewandten Analysen und Bewertungen 

dienen zur Identifizierung und Quantifizierung der Therapieeffekte im direkten Vergleich zur 

Kontrollgruppe. 
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5.3. Rekombinante adeno-assoziierte virale Vektoren 
Eine langanhaltende und stabile lokoregionäre Expression des Wachstumsfaktors TGF-β1 

wurde durch virale Transduktion erreicht. Professorin Dr. rer. nat. Magali Cucchiarini stellte 

unter Verwendung eines Biplasmidtransduktionssystems die Vektoren rAAV-lacZ und rAAV-

TGF-β1 auf Basis des AAV-2 Klons pSSV9 her. Die Vektor-DNS bestand neben dem 

codierenden Anteil für lacZ oder hTGF-β1 aus dem Verpackungsplasmid pXX2 und dem 

Adenovirus-Helferplasmid pXX6. So trägt rAAV-lacZ das Gen für die β-Galactosidase und 

rAAV-hTGF-β1 das 1,2 kB lange Komplementär-cDNS-Fragment „PFF-hTGFB1“ (Invivogen, 

Toulouse, Frankreich) codierend für den menschlichen transformierenden Wachstumsfaktor 

TGF-β1. Beide Konstrukte wurden reguliert durch den Cytomegalovirus immediate-early 

Promoter. Mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion wurden die Konstrukte 

aufgereinigt und titriert. Es standen letztlich 1010 transgene Kopien pro ml mit ca. 1/500 

funktionalen Vektoren zur Verfügung.  

 

5.4.  Operation und postoperative Behandlung 
Die Eingriffe erfolgten unter balancierter Anästhesie und sterilen Bedingungen im Institut für 

Klinisch-Experimentelle Chirurgie am Universitätsklinikum des Saarlandes. Dazu wurden die 

Tiere präoperativ durch Ketamin (30mg/kg Ketanest S, Pfizer, Berlin, Deutschland), Xylazin 

(2mg/kg Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland) und Atropin (0,02 mg/kg Atropinsulfat, 

B. Braun, Melsungen, Deutschland) sediert. Propofol (20 ml 2% Disoprivan, AstraZeneca, 

Hamburg, Deutschland) und Isofluran (1,5%, Baxter, Unterschleißheim, Deutschland) hielten 

nach endotrachealer Intubation die Allgemeinanästhesie aufrecht. In Rückenlagerung mit 

freiliegenden Hinterläufen wurden die Tiere rasiert und mit 10%iger Jodlösung desinfiziert. 

Nach dem sterilen Abdecken des Operationsgebietes wurde das distale Drittel der 

Hinterläufe mit Raucodrape steril und mobilisationsfähig umwickelt. Professor Dr. med. 

Henning Madry führte die Operationen durch und begann mit einem mediopatellaren ca. 5 

cm messenden Hautschnitt. Zunächst erfolgte dann eine subtile Präparation des subkutanen 

Gewebes bis zur Darstellung des Ligamentum patellae. Zugang zum Kniegelenk erhielt der 

Operateur mittels einer Miniarthrotomie in 60° Flexion im Sinne eines medialen 

parapatellaren Zugangs. In stärkerer Flexion war somit eine suffiziente Darstellung der 

medialen Femurkondyle erreicht. Zunächst markierte der Operateur das Areal für die 

zirkuläre chondrale Defektsetzung (Durchmesser 3,2 mm) direkt zentral im 

gewichtstragenden Anteil der medialen Femurkondyle durch eine Hautstanze (Kai Europe, 

Solingen, Deutschland). Die Läsion wurde anschließend mit einer Ringkürette (Aesculap, 

Tuttlingen, Deutschland) vollständig von Knorpel befreit, sodass die subchondrale 

Knochenplatte in Gänze dargestellt war. Mit einem kanülierten Bohrer (Durchmesser 3,2 

mm) wurden dann die 5 mm tiefen osteochondralen Läsionen erzeugt. Anschließend wurden 
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die Defekte mit physiologischer Kochsalzlösung gespült (siehe A und B in Abbildung 2). 

Darauf konnten die Genvektoren in Form von 12 µl Vektorenlösung in die Läsionen 

eingebracht werden (siehe C in Abbildung 2). Dabei erfolgte die Behandlung jeweils für ein 

Knie des Tieres mit rAAV-lacZ oder rAAV-TGF-β1. Die Tiere (n = 8) wurden bilateral operiert 

und beide Therapien alternierend verblindet appliziert. Es resultierte für jedes Tier je ein 

osteochondraler Defekt in der medialen Femurkondyle, der mit rAAV-lacZ- beziehungsweise 

kontralateral mit rAAV-TGF-β1-Therapie behandelt wurde. Nach Spülung und passiver 

Mobilisation des Gelenks wurde die Gelenkkapsel schichtweise verschlossen. Abschließend 

erfolgte der Wundverschluss mit Subkutannaht und Hautnaht. Postoperativ wurde den Tieren 

eine Schmerztherapie in Form von transdermaler Applikation von Fentanyl für 72 h (100 

µg/h; Durogesic, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) und bedarfsweise orales Carprofen 

(4mg/kg Rimadyl, Pfizer, Berlin, Deutschland) zugeführt. Eine Entlastung oder Ruhigstellung 

der operierten Gelenke war nicht erforderlich, da keine Mobilitätseinschränkungen 

bestanden. Ein Jahr postoperativ wurden die Tiere in Allgemeinanästhesie durch eine 

Überdosis Pentobarbital euthanasiert und daraufhin die Knie chirurgisch explantiert. Die 

parallel durchgeführte detaillierte Fotodokumentation unter standardisierten 

Lichtverhältnissen der einzelnen Defekte ermöglichte die anschließende makroskopische 

Auswertung. Nach der Entnahme wurden die Präparate vollständig erhalten tiefgefroren, 

sodass diese für weitergehende Analysen aufbereitet werden konnten. 

 

5.5. Makroskopische Bewertung 
Auf Grundlage der Fotodokumentation (Abbildung 4) führten drei verblindete Beobachter die 

makroskopische Evaluation der Defekte durch. 

 

 
Abbildung 4: Exemplarische makroskopische Darstellung der Defektreparatur. Anhand der Fotodokumentation 
erfolgte die makroskopische Defektevaluation. Hier gezeigt ist ein Übersichtsbild der medialen Femurkondyle 
(A) und eine Vergrößerung (B); Maßstabsbalken: A 1,5 mm; B 1,0 cm. 
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Zur Anwendung kam der modifizierte Oswestry Arthroscopy Score nach Smith et al. (SMITH 

et al., 2005) zur Einschätzung der Knorpelreparatur sowie ein inverses makroskopisches 

Bewertungssystem (GOEBEL et al., 2012), welches dargestellt ist in Tabelle 7. Da das 

Bewertungssystem aus Oswestry ursprünglich für Arthroskopien entwickelt wurde entfällt in 

der hier verwendeten modifizierten Version der Parameter „Steifheit beim Sondieren“. 

 

Tabelle 7: Kriterien des modifizierten makroskopischen Bewertungssystems aus Oswestry. 

Kategorie Parameter Punkte 

1. Defektfüllung Im Niveau  2 

 Oberhalb des Niveaus  1 

 Unterhalb des Niveaus 0 

2. Integration Vollständig 2 

 Kleine Unterbrechungen (< 25 % der Fläche) 1 

 Große Unterbrechungen (> 25 % der Fläche) 0 

3. Oberflächenbeschaffenheit Glatt 2 

 Feine Unregelmäßigkeiten 1 

 Viele Unregelmäßigkeiten oder Fibrillationen 0 

4. Farbe des Reparaturgewebes Perlmutt, hyalin 2 

 Weiß 1 

 Gelber Knochen 0 

 
Beim inversen makroskopischen Bewertungssystem aus Homburg (GOEBEL et al., 2012) 

zeigt eine niedrige Bewertungspunktzahl die makroskopisch höherwertig imponierende 

Knorpelreparatur an (siehe Tabelle 8). 

 
Tabelle 8: Makroskopisches inverses Bewertungssystem aus Homburg. 

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 
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2. sichtbare Blutgefäße Keine 0 

 
< 25 % des Reparaturgewebes 1 

25-50 % des Reparaturgewebes 2 

 50-75 % des Reparaturgewebes 3 

 > 75 % des Reparaturgewebes 4 

3. Oberflächenbeschaffenheit Glatt, homogen 0 

 
Glatt, inhomogen 1 

Fibrillationen 2 

 Inkompletter neuer Reparaturknorpel 3 

 Kein knorpeliges Reparaturgewebe 4 

4. Defektfüllung 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. Perifokale Degeneration Physiologische Verhältnisse 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 

 

5.6. Mikro-computertomographische Auswertung 

5.6.1. Bildakquisition  

Die Aufnahmen von 16-Bit-Röntgenbildern wurden in 0,4° Intervallen mit einer 

Belichtungszeit von 270 ms mit dem Gerät Skyscan 1176 (Bruker, Kontich, Belgien) erstellt, 

dabei betrug die Auflösung pro Pixel 17,64 µm. Sekundäre Rekonstruktionsmodifikationen 

wie Glättung, Korrektur von Ausrichtungsfehlern, Ringartefaktreduktion und Korrektur der 

Strahlenhärte (2, 1, 10, 30% ohne Einheit) wurden nach Voruntersuchungen und 

Erfahrungswerten entsprechend durchgeführt (ASEN, 2018; OLÁH et al., 2018). 

 

Ein modifizierter Feldkamp Cone-Beam Algorithmus (NRecon software, Bruker) ermöglichte 

dann aus den Rohbildern einen verwendbaren Datensatz zu rekonstruieren (FELDKAMP et 
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al., 1989). Die Ausrichtung der Schnittbilder erfolgte in der Koronarebene, um eine einheitlich 

reproduzierbare Analyse der Datensätze zu ermöglichen. Jegliche Messungen und 

Auswertungen wurden mithilfe des Programms CT-Analyzer (Bruker) durchgeführt. Die 

Knochenmineraldichte (bone mineral density; BMD) ließ sich aus den 

Abschwächungskoeffizienten (Grauwerten) errechnen. Für die Kalibrierung der BMD-

Berechnung wurden standardisierte Calciumhydroxylapatit (CaHA)-Phantome (250 und 750 

mg CaHA/cm3) verwendet (ASEN, 2018; FELDKAMP et al., 1989). 

 

5.6.2. Definition der untersuchten 3-dimensionalen Strukturen 

Zur Beurteilung der osteochondralen Einheit wurden sechs Areale als regions of interest 

(ROIs) definiert und eingezeichnet (siehe Abbildung 5). Diese sind zweidimensional (2D) und 

ergeben in Addition der einzelnen Schnittbilder die dreidimensionalen (3D) volumes of 

interest (VOIs). Eine Übersicht über alle angefertigten VOIs bietet Tabelle 9. 

 

Tabelle 9: Mikro-computertomographisch analysierte Bestandteile der osteochondralen Einheit. 

Areal Struktur Graustufen 

Defektgewebe Knorpelniveau 10-89, 89-255 

 
Subchondrale Knochenplatte 89-255 

 
Subartikuläre Spongiosa 89-255 

Perifokales Gewebe Knorpel 10-89, 89-255 

 
Subchondrale Knochenplatte 89-255 

 
Subartikuläre Spongiosa 89-255 

Die aufgeführten Graustufen repräsentieren die computertomographische Fensterung und sind jeweils angepasst 
für die zu analysierende Struktur. So war es möglich die Analyse auch auf das Knorpelniveau auszuweiten, da 
dort ausgebliebene Defektheilungen, respektive fehlendes Reparaturgewebe, demaskiert werden konnte. 
 

Die ROIs/VOIs erfassten jeweils das Defektgewebe und perifokal den Knorpel, die 

subchondrale Knochenplatte und die subartikuläre Spongiosa (CUCCHIARINI et al., 2018). 

Breite und Länge der Defekt-ROIs orientierten sich an den operativen Defektausmessungen 

mit 3,2 mm. Die Tiefenausdehnung der ROI „subartikuläre Spongiosa“ wurde auf 5 mm 

festgelegt. Korrespondierend dazu erfolgte die Einzeichnung der ROIs, welche das native 

Gewebe markieren. Dabei verwendet wurde eine standardisierte Breite von 2 mm und die 

Einzeichnung erfolgte primär medialseitig des Defektgewebes. Dies verhinderte direkte 

Überschneidungen zu den Defekt-ROIs. 
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Abbildung 5: Repräsentative osteochondrale Einheit und korrespondierende Mikro-computertomographische 
Darstellung. Schematische Darstellung (A) und computertomographische Aufnahme (B) der osteochondralen 
Einheit: Eingezeichnet sind exemplarisch die analysierten Zonen (regions of interest, ROI) im Defektbereich 
sowie die entsprechende korrespondierende Lokalisation im angrenzenden Gewebe. Eingezeichnet ist somit 
der Bereich der subchondralen Knochenplatte (gelb respektive perifokal orange), der subartikulären Spongiosa 
(blau respektive grün) sowie das Gewebe im Niveau des hyalinen Gelenkknorpels (rot respektive violett). 
 

 

5.6.3. Strukturelle Parameter zur Analyse der Defektarchitektur 

Es erfolgte eine computerbasierte Kalkulation für jedes VOI mit folgenden Parametern: 
 
• Knochenmineraldichte (bone mineral density, BMD), 

• Knochenvolumenanteil (bone volume fraction, BV/TV), 

• Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis (bone surface/volume ratio, BS/BV), 

• Knochenoberflächendichte (bone surface density, BS/TV). 

Dazu wurden folgende Werte im Knorpelniveau bestimmt: 

• Kortikale Dicke (Ct.Th) 

• Geschlossene Porosität (closed porosity) 

• Offene Porosität (open porosity) 

• Totale Porosität (total porosity) 

• Knochenvolumenanteil (bone volume fraction, BV/TV) mit modifizierter Darstellung. Der 

dargestellte Knorpel wurde mittels Fensterung der Graustufen hyperdens dargestellt und 

war scharf gegenüber des Gesamt-VOIs abzugrenzen. Der Parameter kann formal als 

Defektfüllung interpretiert werden (BV/TV). 
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Im Bereich der subchondralen Knochenplatte wurden die folgenden Parameter bestimmt: 

• Kortikale Dicke (Ct.Th) 

• Geschlossene Porosität (closed porosity) 

• Offene Porosität (open porosity) 

• Totale Porosität (total porosity) 

zusätzlich in der subartikulären Spongiosa: 

• Trabekeldicke (trabecular thickness, Tb.Th) 

• Trabekelabstand (trabecular separation, Tb.Sp) 

• Trabekulärer Knochen-Anordnungsfaktor (trabecular pattern factor, Tb.Pf) 

• Trabekelanzahl (trabecular number, Tb.N) 

• Struktur-Model-Index (structure model index, SMI) 

• Grad der Anisotropie (degree of anisotropy, DA) 

• Fraktale Dimension (fractal dimension, FD) 

• Konnektivitätsdichte (connectivity density, CD) 

Außerdem wurden folgende strukturellen Parameter manuell ausgemessen und miteinander 

verglichen. Eine schematische Aufarbeitung zeigt Abbildung 6: 

• Knorpeldicke des Reparaturgewebes 

• Perifokale Knorpeldicke 

• Dicke der subchondralen Knochenplatte im Reparaturgewebe 

• Dicke der subchondralen Knochenplatte perifokal 

• Weite des Defektes auf Höhe des Knorpels 

• Weite des Defektes auf Höhe der subchondralen Knochenplatte 

• Vertiefung des Knorpelniveaus 

• Vertiefung der subchondralen Knochenplatte 

• Erhebung des Knorpelniveaus 

• Erhebung der subchondralen Knochenplatte 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der manuellen Mikro-computertomographischen Analyse. Es fehlt die 
Darstellung der Anhebung der subchondralen Knochenplatte im Defektbereich und die Elevation des 
Reparaturgewebes (überschießendes Reparaturgewebe) im Defektbereich. Diese Parameter wurden analog zu 
der hier dargestellten Verfahrensweise der Vertiefung erhoben und bewertet. 
 
Für die Analyse herangezogen wurden pro Defekt 5 computertomographische Schnittbilder 

in definiertem Abstand und pro Schnittbild wurden jeweils 3 Messungen für jeden erhobenen 

Parameter angefertigt. Dabei wurde je eine Messung in der medialen, zentralen und 

lateralen bzw. der oberen, mittleren und unteren Zone des Defektes durchgeführt. 

 

5.7. Ultrahochfeld-Magnetresonanztomographie 

5.7.1.  Darstellung der Kondylen 

Die magnetresonanztomographische Darstellung der medialen Femurkondylen wurde mit 

einem 9,4 Tesla Ultrahochfeld-Magnetresonanztomografen (MRT; Biospec Avance III 9,4/20, 

Bruker Biospin, Ettlingen Deutschland) durchgeführt. In diesem wurden die tiefgefrorenen 

Kondylen mit dem distalen Ende vorangehend in der MRT-Röhre (circular polarized volume 

coile) positioniert. Einstellung und Optimierung der Bildakquisition sind an empirische 

Vorversuche von Goebel et al. angelehnt (GOEBEL et al., 2012; GOEBEL et al., 2014). Eine 

3D-gespoilte Gradientenecho-Sequenz mit einer Repetitionszeit (TR) von 10 ms bei einer 

Echozeit (TE) von 3 ms realisierte die Bildgebung. So resultierte bei einem Pulswinkel von 

10° eine Voxelgröße von 120 x 120 x 120 µm. Bildrekonstruktion und Verarbeitung erfolgte 

mit Paravision 5.1 JIVE Tool (Bruker Biospin). Erstellt wurden 5 Untersequenzen in 3 

Ebenen. Eine exemplarische Darstellung in Sagittalebene zeigt Abbildung 7. Die 

Darstellungen der Kondylen wurde in freundlicher Zusammenarbeit mit Dr. rer. med. Andreas 

Müller aus dem Institut für Klinisch-Experimentelle Chirurgie verwirklicht. 
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Abbildung 7: Exemplarische magnetresonanztomographische Darstellung. Gezeigt wird die sagittale 
Schnittführung mit Querschnitt eines osteochondralen Defektes in Vergrößerung (A) und Übersichtsdarstellung 
der Kondyle (B). Der Stern (*) markiert die Defektgrenzen, der Pfeil zeigt den Übergang von Knorpel- zu 
Knochengewebe. Der große Stern zeigt die subartikuläre Spongiosa. Auf Basis der Bildgebung wurde das 
MOCART-Bewertungssystem angewendet. Maßstabsbalken: A 4,0 mm; B 2,5 mm. MOCART: magnetic 
resonance observation of cartilage repair tissue. 
 
5.7.2. Bewertung der Defektreparatur 

Die Betrachtung der Ultrahochfeld-MRT-Datensätze erfolgte mit dem RadiANT DICOM 

Viewer (Medixant, Poznan, Polen). Drei verblindete Beobachter bewerteten die Defekte 

jeweils in sagittaler und koronarer Schnittbildgebung. Für die Beurteilung des 

osteochondralen Status der Defekte kam das 3D-MOCART (magnetic resonance 

observation of cartilage repair tissue)-Bewertungssystem (GOEBEL et al., 2014; 

MARLOVITS et al., 2006) zum Einsatz. Es ist ursprünglich für autologe 

Chondrozytentransplantationen in vivo entwickelt worden und wird hier in Tabelle 10 

aufgeführt. Durch die außerordentlich hohe Auflösung der einzelnen knöchernen und 

knorpeligen Gelenksstrukturen konnten die ex vivo Proben genauestens bewertet werden. 

Dafür wurde das Bewertungssystem hinsichtlich der Parameter „Adhäsion“, „Erguss“ und 

„Knochenschnittstelle“ modifiziert. Diese Parameter konnten nicht weiter berücksichtigt 

werden, da sie entweder nicht bestimmbar waren (durch ex vivo Bedingungen) oder in allen 

Proben identische Punktzahlen erzielten. 

 
Tabelle 10: Magnetresonanztomographische Kriterien des MOCART 3D-Bewertungssystem. 

Kategorie Parameter Punkte 

   
1. Defektfüllung 0% 

0-25% 
25-50% 

50-75% 

75-100% 

100% 
100-125% 

125-150% 

150-200% 
>200% 

0 

3 
5 

10 

15 

20 
15 

7 

3 
0 
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2. Knorpelgrenzschicht Nicht zu erkennen 

Demarkierung der Grenzschicht 
Defekt < 50% sichtbar 

Defekt > 50% sichtbar 

10 

8 
3 

0 

 
3. Oberflächenbeschaffenheit 

 

Intakt 

Schädigung von < 50% der Tiefe 

Schädigung von > 50% der Tiefe 

10 

5 

0 

 

4. Defektstruktur 

 

Homogen 

Inhomogen 
Spaltbildung 

Fehlen des Reparaturgewebes 

10 

5 
2 

0 

 
5. Signalintensität in 

Abgrenzung zum nativen 

Gewebe 

Normal 

Ähnlich 

Anormal 

10 

5 

0 

 
6. Knorpelige Osteophyten Nicht vorhanden 

< 50% der Knorpeldicke 

> 50% der Knorpeldicke 

5 

3 

0 
 

7. Integrität der subchondralen 

Knochenplatte 
 

> 75% 

50-75% 
25-50% 

0-25% 

0% 

10 

8 
5 

3 

0 
 

8. Subartikuläre Spongiosa Intakt 

Granulationsgewebe 
Sklerose 

Zyste 

Granulationsgewebe und Sklerose 
Granulationsgewebe und Zyste 

Sklerose und Zyste 

Granulationsgewebe, Sklerose und Zyste 

10 

8 
8 

5 

5 
2 

2 

0 

MOCART: magnetic resonance observation of cartilage repair tissue. 
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5.8. Histologische Gewebsanalyse 

5.8.1. Histologische Aufarbeitung 

Lagerung 

Nach Entnahme der Knie wurden diese fotodokumentiert und bei -80 °C tiefgekühlt gelagert. 

Im gefrorenen Zustand wurden die computertomographische und 

magnetresonanztomographische Bildakquisition durchgeführt. Anschließend wurden die 

Kondylen für 24 h in 4%igem Formalin und dann in einer Lösung aus 70%igem Ethanol und 

100%iger Essigsäure (Mischungsverhältnis 2,5 ml/l) konserviert. Um die Proben der weiteren 

feingeweblichen Aufarbeitung zuzuführen wurden diese, angepasst auf die Defektareale, 

zugeschnitten und dann suffizient entkalkt. Dies gelang durch Lagerung in einer Entkalker-

Lösung aus Natriumcitrat, 90%iger Methansäure und destilliertem Wasser. In dieser Lösung 

verblieben die Proben für 3 Wochen mit intermittierendem Wechsel der Entkalkerlösung. 

 

Entwässern und Einbetten der histologischen Präparate 

Vor dem Einbetten der Proben in Paraffin wurden diese zentral im Defektareal halbiert. Eine 

sukzessiv aufsteigende Ethanolreihe mit jeweils 60 min in 70%igem, 80%igem und je 

zweimal 60 min in 95%igem und 99%igem Ethanol entwässerte die Proben ausreichend, 

bevor sie erst zweimal 30 min in Xylol und anschließend 60 min in einem Xylol-Paraffin-

Gemisch (1:1) in einem Wärmeschrank bei 60 °C lagerten. Anschließend wurden sie dann 

über 10 h in reinem verflüssigtem Paraffin gelagert, welches zweifach gewechselt wurde. 

Dies gewährleistete eine vollständige Infiltration des Gewebes mit Paraffin. Die Proben 

wurden dann mit Paraffin in Metallkassetten eingebettet. Diese härteten letztlich im 

Gefrierschrank zu schneidbaren Paraffinwachsblöcken aus. 

 

Schneiden 

Nach Lagerung auf einer Kühlplatte wurden pro Probe mit einem Mikrotom jeweils 40 

Schnitte mit einer Schnittdicke von 3-5 µm angefertigt. Diese wurden in ein 40 °C warmes 

Wasserbad überführt und anschließend auf Glasobjektträger übertragen, die mit 2,5%igem 

Albumin (Sigma) beschichtet waren. Es wurden pro Defekt zusätzlich 10 SuperFrost® Plus 

Objektträger für Immunfärbungen verwendet. Die Lagerung im Wärmeschrank bei 60 °C 

ermöglichte die Aushärtung der Proben über Nacht.  
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Färbeverfahren 

Safranin-O/Echtgrün-Färbung 

Zur Färbevorbereitung wurden die Objektträger für 10 min in Xylol deparaffiniert und jeweils 

5 min in einer absteigenden Ethanolreihe mit 100%, 95% und 80%igem Ethanol in ein 

wässriges Milieu überführt. Nach 10-minütiger Gegenfärbung durch Weigerts-

Hämatoxylinlösung und dreifachem Reinigen mit Leitungswasser wurden die Schnitte für 5 

min in einer 0,02%igen Echtgrün-Lösung gefärbt. Durch dreimaliges Eintauchen der Schnitte 

in 1%iger Essigsäure wurden die Oberflächen der Proben angeraut, um anschließend für 10 

min in Safranin-O-Lösung (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) gefärbt zu werden. 

Abschließend erfolgte nach Spülen mit Leitungswasser eine Dehydrierung und 

Konservierung mittels aufsteigender Alkoholreihe für jeweils 1 min in 80%, 95% und 

100%igem Ethanol und Lagerung in Xylol für 10 min. Letztlich wurden die Schnitte mit dem 

Roti-Histokitt eingedeckt und härteten über Nacht aus. Das Ergebnis der Safranin-Orange-

Färbung (Safranin-O) ist eine Grünfärbung azidophiler Strukturen. Basophile Strukturen 

stellen sich dunkelrot-violett dar. Die Intensität der roten Safranin-Färbung im Knorpel 

korreliert direkt mit dem Proteoglykangehalt des Gewebes. Entsprechend differenziert kann 

dieser begutachtet werden.  

 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Nach der oben beschriebenen Hydrierung und Deparaffinierung erfolgte eine Färbung der 

Schnitte mit Hämatoxylin-Lösung nach Harris für 10 min und eine anschließende 

Aufreinigung durch kurzes Eintauchen in Leitungswasser. Nach ca. 10-sekündiger 

Aufbereitung in 1%iger Salzsäure wurde der pH-Wert in einem 60 °C warmen 

Leitungswasserbad wieder erhöht und somit ein Farbumschlag erzeugt. Darauf folgte eine 

weitere 2,5-minütige Hämatoxylinfärbung nach Harris und eine erneute Reinigung der 

Proben mit Leitungswasser. Kontakt mit der Eosinlösung für 30 Sekunden und ein 

abermaliger Waschgang vollendeten den Färbeprozess, sodass die Schnitte dehydriert und 

letztlich eingedeckt wurden. 
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Masson-Goldner-Trichrom-Färbung 

Auch die Masson-Goldner-Trichrom-Färbung wurde nach Hydrierung und Deparaffinierung 

der Proben durchgeführt. Zunächst erfolgte eine Färbung der Schnitte durch Hämatoxylin-

Lösung nach Weigert für 10 min, welche dann durch destilliertes Wasser gewaschen 

wurden. Anschließend färbte Säurefuchsin-Ponceau-Azophloxin nach 10 min das Zellplasma 

rot an. Danach raute 0,5%ige Essigsäure nach 1 min die Oberfläche der Schnitte an und 

entfärbte die Proben gleichzeitig. Darauf folgte für 5 min ein Färbeschritt in Orange-G-

Lösung sowie nach abermaliger Essigsäurebehandlung eine 8-minütige Färbung in 

Lichtgrün. Schließlich wurden die Schnitte wieder durch eine aufsteigende Alkoholreihe 

dehydriert und zuletzt eingedeckt. 

 

5.8.2. Histologische Bewertung  

Bewertung der osteochondralen Defektreparatur 

Eine differenzierte Beurteilung der Qualität des osteochondralen Reparaturgewebes wurde 

durch unterschiedliche Bewertungssysteme auf Basis der verschiedenen histologischen 

Färberverfahren ermöglicht (Übersicht in Abbildung 8). Zur Anwendung kam in dieser Arbeit 

das semiquantitative Bewertungssystem nach Sellers (Tabelle 11) (SELLERS et al., 1997). 

Die Bewertung des Reparaturgewebes wurde durch einen verblindeten Betrachter an jeweils 

10 Safranin-O-gefärbten Schnitten für jeden Defekt vorgenommen. Das Bewertungssystem 

nach Sellers et al. (SELLERS et al., 1997) wurde im Parameter „Neubildung des 

subchondralen Knochens unterhalb des Knorpelreparaturgewebes“ modifiziert, da in 

Defekten auch überschießende subchondrale Reaktionen beobachtet wurden. Bei Elevation 

der subchondralen Knochenplatte in das Knorpelniveau des Defektes wurde die Bewertung 

invers angepasst. Wenn 0-10% des Knorpelareals durch Knochengewebe eingenommen 

wurden resultieren 0 Punkte. Folglich gilt für 11-25% knöchernen Anteil = 1 Punkt, für 26-

50% = 2 Punkte, für 51-75% = 3 Punkte, für 76-100%= 4 Punkte. Die Gesamtpunktzahl 

reicht von 0 Punkten (vollständige Regeneration) bis zu maximal 31 Punkten 

(fehlgeschlagene Defektheilung, Defekt ohne Reparaturgewebe). 
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Tabelle 11: Histologische Kriterien des Bewertungssystems nach Sellers et al. 

Kategorie Parameter Punkte 

   
1. Defektfüllung in Relation zum 

angrenzenden gesunden Knorpel 

91 – 110 % 

76 – 90 % oder > 110 % 
51 – 75 % 

26 – 50 % 

< 25 % 

0 

1 
2 

3 

4 
 

2. Integration des Reparaturgewebes mit 

dem angrenzenden gesunden Knorpel 

Normale Kontinuität 

Verminderte Zellularität 
Spalte auf einer Seite 

Spalte auf beiden Seiten 

0 

1 
2 

3 

 
3. Matrixanfärbbarkeit mit Safranin O  

 

Normal 

Leicht vermindert 

Mittelstark vermindert 
Stark vermindert 

Keine Anfärbbarkeit 

0 

1 

2 
3 

4 

 
4. Zellmorphologie 

 

4.1 Normale Zellkonfiguration 

4.2 Überwiegend runde Zellen mit:  

75 % der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
25 – 75 % der Zellen in Säulen in der radialen Zone 

< 25 % der Zellen in Säulen in der radialen Zone 

4.3 Ca. 50 % runde Zellen mit: 

75 % der Zellen in Säulen in der radialen Zone 
25 – 75 % der Zellen in Säulen in der radialen Zone 

< 25 % der Zellen in Säulen in der radialen Zone 

4.4 Vorwiegend fibroblastenähnliche Zellen 

0 

 

0 
1 

2 

 

2 
3 

4 

5 
 

5. Defektarchitektur ohne 

Berücksichtigung der Defektränder 

Normal 

1 – 3 kleine Defekte 
1 – 3 große Defekte 

> 3 große Defekte 

Risse/Spalten 

0 

1 
2 

3 

4 
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6. Oberflächenarchitektur 

(Fibrillation = Auffaserung der Oberfläche) 

Normal 

Leichte Fibrillationen 
Mittelstarke Fibrillationen 

Starke Fibrillationen 

0 

1 
2 

3 

 
7. Neubildung des subchondralen 

Knochens unterhalb des 

Knorpelreparaturgewebes 

90 – 100 % 

75 – 89 % oder > 100 % 

50 – 74 % 
25 – 49 % 

< 25 % 

0 

1 

2 
3 

4 

 
8. Tidemark 

 

Vollständig 

75 – 89 % 

50 – 74 % 
25 – 49 % 

< 25 % 

0 

1 

2 
3 

4 

 
Darüber hinaus wurde zusätzlich das inverse Bewertungssystem nach Fortier et al. zur 

Evaluation der histologischen Schnitte verwendet (Tabelle 12). Die maximale Punktzahl von 

20 Punkten entspricht einem Defekt ohne jeglichem Reparaturgewebe und 0 Punkte zeigen 

hingegen die vollständige Reparatur des Defekts mit hyalinem Knorpel an (FORTIER et al., 

2002). 



Methoden 

 39 

 
Tabelle 12: Histologische Kriterien des Bewertungssystems nach Fortier et al. 

Kategorie Parameter Punkte 

   
1. Defektfüllung  

 

91 – 110 % 

76 – 90 % oder 111 – 125 % 
51 – 75 % 

26 – 50 % 

< 25 % 

0 

1 
2 

3 

4 
 

2. Integration des Reparaturgewebes  Normale Kontinuität 

Spalte auf einer Seite 
Spalte auf beiden Seiten 

0 

1 
2 

 

 
3. Oberflächenarchitektur Normal, glatt 

Leichte Fibrillationen 

Mittelstarke Fibrillationen 
Starke Fibrillationen 

0 

1 

2 
3 

 

4. Zellmorphologie und Organisation 

 

100 % normal 

> 75 % normal 
25 - 75 % normal 

< 25 % normal 

 

0 

1 

2 
3 

5. Zellularität im Vergleich zum 

angrenzenden Knorpel 

Normal 

< 10 % vermindert oder erhöht 

> 10 % vermindert oder erhöht 
 

0 
1 

2 

6. Tidemark 

 

Vollständig rekonstruiert (> 90 %) 

75 – 90 % 
50 – 74 % 

25 – 49 % 

< 25 % 

0 

1 
2 

3 

4 
 

7. Matrixanfärbbarkeit mit Safranin-O  

im Vergleich zum angrenzenden Knorpel 

Normal 

< 25 % vermindert 
> 25 % vermindert 

0 

1 
2 

 

Zusätzlich wurde das Wakitani-Bewertungssystem angewendet (Tabelle 13). Dieses ist eine 

häufig verwendete Modifikation der Pineda-Skala und wurde initial zur Bewertung von 

vollschichtigen Knorpeldefekten bei Kaninchen entworfen (PINEDA et al., 1992; RUTGERS 

et al., 2010; WAKITANI et al., 1994). 
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Tabelle 13: Histologische Kriterien des Bewertungssystems nach Wakitani et al. 

Kategorie Parameter Punkte 

   
1. Zellmorphologie 

 

Hyaliner Knorpel 

Vorwiegend hyaliner Knorpel 

Vorwiegend Faserknorpel 

Vorwiegend kein Knorpelgewebe 

Kein Reparaturgewebe 

0 

1 

2 

3 

4 

 

2. Matrixanfärbarkeit 
 

Normal 
Leicht reduziert 

Deutlich reduziert 

Keine Anfärbung 

0 

1 

2 

3 
 

3. Oberflächenbeschaffenheit 

(glatte Anteile in Relation zum 
Gesamtdefekt)  

 

Glatt (>3/4) 

Moderat (1/2 bis 3/4) 
Ungleichmäßig (1/4 bis 1/2) 

Sehr ungleichmäßig (< 1/4) 

 

0 

1 

2 

3 

4. Knorpeldicke (verglichen zum 

angrenzenden Knorpel) 

> 2/3 

1/3 bis 2/3 

< 1/3 
 

0 

1 

2 

5. Integration Beide Seiten integriert 

Nur eine Seite integriert 
Keine Seite integriert 

0 

1 

2 

 

Bewertung der perifokalen degenerativen Knorpelveränderungen 

Eine genaue Identifikation früher perifokaler degenerativer Gewebsveränderungen erfolgte 

u.a. histologisch. Untersucht wurden die degenerativen Prozesse der direkt an das 

Reparaturgewebe angrenzenden Region mittels des komplexen, inversen OARSI 

(Osteoarthritis Research Society International)-Bewertungssystems nach Little et al. (LITTLE 

et al., 2010), welches in Tabelle 14 aufgeführt ist. Als perifokal definiert ist dabei das 

Gewebe, welches direkt an die Integrationszone des Defektes angrenzt und bis zu 2 mm in 

die Peripherie reicht. Eine Bewertung wurde jeweils neben dem medialen und lateralen 

Defektrand durch einen verblindeten Beobachter an je 3 Safranin-O-gefärbten Schnitten pro 

Defekt vorgenommen. Eine hohe Punktzahl im Bewertungssystem zeigt dabei ein hohes 

Ausmaß der perifokalen destruktiven Prozesse an. 
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Tabelle 14: Histopathologische Kriterien des OARSI-Bewertungssystems für degenerative 
Knorpelveränderungen. 

Kategorie Parameter Punkte 

   
1. Knorpelstruktur 

 

Normal 

Leichte Oberflächenunregelmäßigkeiten 

Mäßige Oberflächenunregelmäßigkeiten 

Deutliche Oberflächenunregelmäßigkeiten 

Fissuren bis zur Übergangszone 

0 

1 

2 

3 

4 

Fissuren bis zur Radiärzone 5 

Fissuren bis zum kalzifizierten Knorpel 6 

Erosionen bis zur mittleren Zone 7 

Erosionen bis zur tiefen Zone 8 

Erosionen bis zum kalzifizierten Knorpel 9 

Erosionen bis auf die subchondrale Knochenplatte 10 

 

2. Chondrozytendichte 

 

Normal 

Leicht reduziert oder erhöht 

Mäßig reduziert 
Deutlich reduziert 

0 

1 

2 

3 

Azellulär 4 

 
3. Zellklone  

 

Normal 

Einige Duplets 

Viele Duplets 

Duplets und Triplets 

0 

1 

2 

3 

Zellnester oder azellulär 4 

 
4. Safranin-O-Anfärbung Normal 

Reduziert bis zur mittleren Zone 

Reduziert bis zur tiefen Zone 

Reduziert bis zum kalzifizierten Knorpel 

Keine Anfärbung 

0 

1 

2 

3 

4 

 
5. Tidemark Intakte subchondrale Knochenplatte und einzelne Tidemark 

Intakte subchondrale Knochenplatte und verdoppelte Tidemark 

Gefäßpenetration bis zum kalzifizierten Knorpel 

0 

1 

2 

Gefäßpenetration der Tidemark 3 

OARSI: Osteoarthritis Research Society International. 
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5.8.3. Immundetektion extra- und intrazellulärer Bestandteile des knorpeligen 

Reparaturgewebes 

Die histologischen Präparate wurden auf SuperFrost® Plus Objektträgern fixiert und dann 

nach standardisierter Aufbereitung, wie unter 5.8.1 beschrieben, mit 0,3%igem 

Wasserstoffperoxid (H2O2) versetzt. Nach zwei 5-minütigen Waschvorgängen in Phosphat 

gepufferter Salzlösung (PBS) wurde 0,1%ige Trypsin-Lösung auf die Objektträger 

aufgetragen. Nach 10 min Inkubation in einem Wärmeschrank bei 37 °C wurden 

anschließend die Präparate zweimal 5-minütig mit PBS-Lösungen gewaschen. Dann wurde 

mit Blockierungspuffer (200 ml PBS und 6 ml Bovines Serum Albumin) die Applikation der 

Antikörper vorbereitet und anschließend der jeweils entsprechend verdünnte primäre 

monoklonale Antikörper direkt auf die Präparate aufgetragen. Der enthaltene spezifische 

Antikörper unterschied sich jeweils entsprechend der immunhistochemischen Färbung. 

 

Die Inkubationszeit des Primärantikörpers betrug 8 h in einer Nasskammer bei 8 °C. Der 

Sekundärantikörper wurde jeweils nach zwei 5-minütigen reinigenden Anwendungen von 

PBS aufgetragen. Dieser richtet sich gegen den Primärantikörper und ist biotinyliert. Nach 

einstündiger Inkubation bei Raumtemperatur und anschließender Spülung in PBS wurde das 

Avidin-Biotin-Enzymkonjugat (ABC-Reagenz) auf die Präparate aufgetragen. Anschließend 

wurden die Schnitte bei Raumtemperatur für 30 min inkubiert und nachfolgend mit PBS 

gewaschen. Letztlich rief die Verwendung einer 3‘3-Diaminobenzidin-Lösung (DAB-Lösung) 

als Substrat eine gelb-bräunliche Farbreaktion im Bereich der Antigenpräsenz hervor. Die 

DAB-Lösung wirkte für 7 min auf die Schnitte ein und wurde dann mit PBS und 

Leitungswasser abgewaschen. Abschließend sind die Präparate wie oben beschrieben 

wieder dehydriert und eingedeckt worden. 

 

Typ-I-Kollagen-Immunhistochemie 

Für die Anfärbung des Typ-I-Kollagens kam ein 1:90 verdünnter muriner Antikörper von 

Abcam (Cambridge, Großbritannien) zur Anwendung. Als Sekundärantikörper fungierte ein 

biotinmarkierter Anti-Maus-Immunglobulin G (IgG)-Antikörper (Ziege; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) in einer 1:200 Verdünnung in PBS. 
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Typ-II-Kollagen-Immunhistochemie 

Die Typ-II-Kollagen-Immunmarkierung wurde durch einen murinen Anti-Typ-II-Kollagen-

Antikörper von Acris Antibodies (Herford, Deutschland) durchgeführt. Der 

Sekundärantikörper war ein biotinylierter Anti-Maus-IgG-Antikörper (Ziege; Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) in einer 1:200 Verdünnung in PBS. 

 

Typ-X-Kollagen-Immunhistochemie 

Die Darstellung von Typ-X-Kollagen gelang durch den 1:200 verdünnten Typ-X-Kollagen-

Antikörper (Maus; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Als Sekundärantikörper fungierte 

ebenfalls ein biotinylierter Anti-Maus-IgG-Antikörper (Ziege; Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) in einer 1:200 Verdünnung in PBS. Kollagen-Typ-X ist ein Marker für die 

Spätphase der Chondrozytenhypertrophie (MUELLER et al., 2010; MWALE et al., 2006) und 

repräsentiert so den Differenzierungsgrad der vorliegenden Zellen (PACIFICI et al., 1990). 

 

TGF-β1-Immunhistochemie 

Der direkte TGF-β1-Nachweis gelang mittels eines 1:50 verdünnten Anti-TGF-β1-Antikörpers 

(Kaninchen) der Firma Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) und einem gegen 

Kaninchen-IgG gerichteten Sekundärantikörper (Ziege; Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA). 

 

 
Abbildung 8: Übersichtsdarstellung der angefertigten Färbungen einer nativen osteochondralen Einheit. 
Safranin-O-Lichtgrün Färbung (A), Hämatoxylin-Eosin-Färbung (B), Masson-Goldner-Trichrom-Färbung (C), 
polarisierte Aufnahme einer Masson-Goldner-Trichrom-Färbung (D), Typ-I-Kollagen-Immunmarkierung (E), Typ-
II-Kollagen-Immunmarkierung (F), Typ-X-Kollagen-Immunmarkierung (G), TGF-β1-Immunmarkierung (H), 
Maßstabsbalken: 750 µm. TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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5.8.4. Quantitative Analyse extra- und intrazellulärer Bestandteile des 

knorpeligen Reparaturgewebes 

Ausgewertet wurden die immunhistochemischen Präparate mithilfe eines semiquantitativen 

Bewertungssystems (Tabelle 15). Die Färbeintensität repräsentiert hierbei direkt die 

Immunmarkierung und somit den Substanzgehalt des untersuchten Antigens im betrachteten 

Gewebeabschnitt. Für Typ-I-Kollagen wurde die Färbeintensität des knorpeligen 

Reparaturgewebes mit der nativen subchondralen Knochenplatte als Positivkontrolle 

verglichen. Als Positivkontrolle für Typ-II-Kollagen wurde nativer Knorpel derselben Probe 

herangezogen. Jeweils ein repräsentativer Defekt (für Typ-II-Kollagen zwei Schnitte) wurde 

pro Defekt ausgewertet (ASEN, 2018; ORTH, 2009). 

 

Tabelle 15: Semiquantitatives Bewertungssystem zur Beurteilung der Immunreaktivität des Reparaturgewebes. 

Intensität der Immunfärbung entsprechend der Immunreaktivität Punkte 

Keine stattgefundene Immunreaktion 0 

Evident reduzierte Immunreaktion 1 

Moderat reduzierte Immunreaktion 2 

Äquivalente Immunreaktion (gleich der Positivkontrolle) 3 

Stärkere Immunreaktion 4 

 
Da Typ-X-Kollagen und TGF-β1 vorwiegend intrazellulär und perizellulär nachweisbar sind, 

wurde im knorpeligen Anteil des Reparaturgewebes zusätzlich die individuelle Anfärbbarkeit 

der Zellen ausgewertet. In je 3 gleichgroßen Arealen (0,2 mm x 0,2 mm) wurden pro Defekt 

die positiv immunmarkierten Zellen gezählt sowie die Gesamtzellularität in diesen Arealen 

bestimmt. Anschließend ist ein Quotient aus immunpositiven Zellen und der Gesamtzellzahl 

für jedes Areal gebildet worden.  

!""#$%&'()*+*)ä) = !""#$./0*)*+&	2&33&$
4&0'")5&335'ℎ3  

 

Dieser Quotient spiegelt die Immunreaktivität im Defektgewebe wider. Betrachtet wurden 

somit insgesamt 3 Zonen in einem Anschnitt des Reparaturgewebes. 
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5.8.5. Bestimmung der Zellularität im knorpeligen Reparaturgewebe 

Für eine objektiv vergleichbare Bestimmung der Zellzahlen wurde jeder Defekt in 3 Regionen 

(medial, zentral, lateral) mit jeweils 3 Subregionen (Superfizialzone, Intermediärzone, 

Inferiorzone) unterteilt. Die resultierenden 9 Zonen sind durch feste Abmessungen mit einer 

Höhe von 100 µm und einer Breite von 400 µm (Fläche = 0,04 mm2) definiert worden. Die 

Bestimmung der Zellzahl innerhalb der Zonen erfolgte durch computerbasierte Betrachtung 

eines mit Hämatoxylin-Eosin gefärbten Schnittes in 40-facher Vergrößerung mit dem 

Programm Olymps cell sens, wie dargestellt in Abbildung 9. Angegeben ist die Zellularität als 

Zellzahl pro Fläche (Zellen/mm2). 

 

 

 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Zellularitätsbestimmung. Die ausgezählten Felder hatten eine Höhe 
von 100 µm und eine Breite von 400 µm. Der Übergang vom Defektgewebe zu der Integrationszone wurde 
beidseits mit * markiert. Gezeigt wird eine Übersichtsaufnahme (A) mit Darstellung der 9 Areale zur 
Zellularitätsbestimmung sowie das mediale (B), zentrale (C) und laterale (D) Defektareal mit jeweils 
superfizieller, intermediärer und inferiorer Zone. Maßstabsbalken: A 400 µm, für B, C, D 200 µm. 
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5.9. Statistische Analyse 
Die statistischen Vergleiche und Rechenoperationen wurden mithilfe von Stata software, 

Version 15 (StataCorp LLC, College Station, Texas) und Excel (Microsoft Corporation, 

Redmond, WA) durchgeführt. In Bezug gesetzt und direkt verglichen wurde jeweils die rAAV-

lacZ-Kontrollgruppe mit der rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe. Die Stichproben sind als 

unverbundene Stichproben zu betrachten. Zur Anwendung kamen multiple mathematische 

Hypothesentests. Unter anderem erfolgte die statistische Auswertung unter Verwendung 

eines Mixed-Model-Ansatzes mit generalisierten Schätzgleichungen (Generalized Estimating 

Equations, GEEs), um mehrere Messungen (mehrere Objektträger / Anschnitte) pro Defekt 

zu berücksichtigen. Auch bei Vergleichen zwischen lateralen und medialen Anteilen 

innerhalb der Behandlungsgruppen kam der GEE zur Anwendung. Das Signifikanzniveau 

dieser Arbeit wurde auf < 0,05 (= 5%) festgelegt. P-Werte < 0,05 werden somit als statistisch 

signifikant betrachtet und hervorgehoben. 

 

Alle dargestellten Daten werden mit Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die 

entsprechenden Kastengrafiken zeigen immer die 75. und 25. Perzentile (oberer und unterer 

Rand des Kastens), das Minimum und Maximum (Antennen), den Mittelwert (+), den Median 

(mittlere Linie) und die einzelnen Datenpunkte. 
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6. Ergebnisse 
 
Die osteochondrale Defektreparatur ist ein komplexer, multifaktorieller Prozess. 

Morphologisch stehen die Neubildung des subchondralen Knochens, dessen Integrität und 

die Qualität des Reparaturgewebes auf dem Knorpelniveau im Vordergrund. Für die 

Quantifizierung der Qualität des Reparaturgewebes wurden in der vorliegenden Studie 

verschiedene Betrachtungsmodi und Bewertungssysteme herangezogen. Das perifokale 

Gewebe wurde ebenfalls mit den oben genannten Untersuchungsmethoden in die Analyse 

miteinbezogen. Statistisch verglichen wurde jeweils die rAAV-lacZ- (n = 8) direkt mit der 

rAAV-TGF-β1-Therapiegruppe (n = 8). 
 

6.1. Makroskopische Defektauswertung 
Die makroskopische Bewertung der Defektheilung erfolgte, wie unter 5.5 beschrieben und in 

Abbildung 10 repräsentativ dargestellt, durch drei verblindete Beobachter anhand zweier 

verschiedener semiquantitativer Bewertungssysteme ein Jahr postoperativ.  

 

Die Integration der Defekte in den angrenzenden Knorpel war in beiden Gruppen nur durch 

geringe Unterbrechungen geprägt. Die Defektoberfläche imponierte vorwiegend glatt bzw. 

wies lediglich feine Risse auf. Dabei erschien das Reparaturgewebe in beiden Gruppen 

primär weißlich bis hyalin koloriert. Auch die Defektfüllung erreichte makroskopisch 

durchschnittlich über 50% der initialen Defekttiefe (siehe Tabelle 16). 

 
Tabelle 16: Makroskopische Defektanalyse (Bewertungssystem aus Oswestry). 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Defektfüllung 1,08 ± 0,39 1,25 ± 0,66 0,417 

Integration in angrenzenden Knorpel 0,79 ± 0,5 0,88 ± 0,4 0,826 

Oberflächenbeschaffenheit 1,46 ± 0,35 1,08 ± 0,71 0,286 

Farbe des Reparaturgewebes 1,33 ± 0,31 1,29 ± 0,42 0,827 

Total 4,67 ± 0,76 4,5 ± 1,69 1,000 

Bei der Defektbeurteilung repräsentieren 8 Punkte eine vollständige Knorpelreparatur und 0 Punkte eine fehlende 
Knorpelreparatur; MW ± SD, lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-
assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 
Es ergibt sich nach Evaluation mittels des modifizierten Oswestry-Bewertungssystems kein 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen (P ≥ 0,286). 
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Tabelle 17: Makroskopische Defektanalyse (inverses Bewertungssystem aus Homburg). 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Farbe  0,88 ± 0,35 0,96 ± 0,52 0,821 

Blutgefäße  0,50 ± 0,47 0,58 ± 0,61 0,913 

Oberflächenbeschaffenheit  0,96 ± 0,21 1,17 ± 0,53 0,348 

Defektfüllung  1,00 ± 0,18 0,75 ± 0,3 0,079 

Degeneration des angrenzenden Knorpels 1,46 ± 0,69 1,00 ± 0,64 0,217 

Total 4,79 ± 1,25 4,46 ± 2,14 0,337 

Bei der Defektbeurteilung repräsentieren 0 Punkte ein optimales Reparaturgewebe, 20 Punkte stellen eine 
fehlgeschlagene Defektreparatur dar; MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: 
rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor 
β. 
 
Auch das inverse makroskopische Bewertungssystem aus Homburg identifizierte zwischen 

den Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede (P ≥ 0,079, Tabelle 17). 

 

 

 
Abbildung 10: Semiquantitative makroskopische Defektanalysen. Gezeigt ist eine Nahaufnahme der 
Fotodokumentation eines rAAV-lacZ- (A) sowie eines rAAV-TGF-β1-behandelten Defekts (C); Auch ist die 
statistische Aufarbeitung zusammengefasst dargestellt in Form von Totalpunkzahlen der Behandlungsgruppen 
im makroskopischen Bewertungssystem aus Oswestry (B) und dem inversen makroskopischen 
Bewertungssystem aus Homburg (D); Maßstabsbalken: A, B 1,5 mm. lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: 
rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.2. Mikro-computertomographische Defektauswertung 
Die nähere mikrostrukturelle Analyse der knöchernen und knorpeligen Anteile des 

Defektgewebes erfolgte wie unter 5.6 beschrieben und wird in Abbildung 5 detailliert 

dargestellt. Einen Auszug aus der Defektauswertung zeigt Abbildung 11. 

 
Abbildung 11: Computertomographische Datensätze in 2D- und 3D-Darstellung. Dargestellt ist jeweils die 
osteochondrale Einheit des Defektgewebes. Die erste Zeile (A-C) zeigt die 2D-Rekonstruktion mit Markierung 
der Defektgrenzen (*); die zweite Reihe (D-F) zeigt hingegen die 3D-Rekonstruktion der VOIs auf dem Niveau 
der subchondralen Knochenplatte; die dritte Reihe (G-I) zeigt die 3D-Rekonstruktion der VOIS auf dem Niveau 
der subartikulären Spongiosa; die vierte Reihe (J-L) ist eine farbbasierte 3D-Rekonstruktion der 
Trabekelabstände (Tb.Sp) in der subartikulären Spongiosa. Die erste Spalte (A, D, G, J) zeigt rAAV-lacZ-
behandelte Defekte; die zweite Spalte (B, E, H, K) rAAV-TGF-β1-behandelte Defekte, die dritte Spalte (C, H, M, 
R) die korrespondierende Statistik. Maßstabsbalken: A, B, G, J, K 1 mm; D, E 500 µm. BV/TV: 
Knochenvolumenanteil; lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; Tb.Sp: 
trabekuläre Separation; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.2.1. Mikro-computertomographische Evaluation des Knorpelniveaus 

Tabelle 18 zeigt, dass computertomographisch keine signifikanten Unterschiede im 

Reparaturgewebe auf dem Knorpelniveau zwischen den beiden Behandlungsgruppen 

nachgewiesen wurden.  

 

Tabelle 18: Mikro-computertomographische Analyse des Defektknorpels. 

Parameter rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BMD, mg/cm³ 448,04 ± 126,36 447,44 ± 117,62 0,992 

BV/TV, % 2,02 ± 1,52 6,55 ± 7,2 0,104 

BS/BV, mm-1 89,66 ± 51,83 82,44 ± 45,19 0,771 

BS/TV, mm-1 1,26 ± 0,6 3,75 ± 3,37 0,058 

Ct.Th, mm 0,08 ± 0,05 0,08 ± 0,04 0,835 

Po(cl), % 0 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,806 

Po(op), % 97,98 ± 1,52 93,44 ± 7,2 0,104 

Po(to), % 97,98 ± 1,52 93,45 ± 7,2 0,104 

Daten mit MW ± SD. BMD: Knochenmineraldichte; BV/TV: Knochenvolumenanteil; BS/BV: 
Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis; BS/TV: Knochenoberflächendichte; Ct.Th: Kortikale Dicke; lacZ: β-
Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; Po(cl): geschlossene Porosität; Po(op): offene Porosität; Po(to): totale 
Porosität; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
 

Auch das Knochenvolumen in Bezug zum Totalvolumen (BV/TV), welches eine 

überschießende knöcherne Konsolidierung im Knorpelniveau indizieren kann, zeigte keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen (P ≥ 0,104). Die 

Knochenmineraldichte (BMD) in mg/cm³ ist in Abbildung 12 dargestellt. 
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Abbildung 12: Mikro-computertomographische Defektdarstellung und kolorierte Knochenmineraldichteverteilung. 
Die dreidimensionale Defektdarstellung (A, B) erzeugte eine verbesserte Orientierung während der Auswertung. 
Weiter ist eine kolorierte Darstellung der Knochenmineraldichte aufgeführt (C, D). In der Abbildung dargestellt ist 
jeweils ein Defekt aus der rAAV-lacZ-Behandlungsgruppe (A, C) und ein Defekt aus der rAAV-TGF-β1-
Behandlungsgruppe (B, D). Gezeigt wird die Verteilung der Knochenmineraldichte im Reparaturgewebe. 
Maßstabsbalken: A, B, C, D 1 mm. BMD: Knochenmineraldichte; lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: 
rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 

Eine computertomographische Auswertung der Knorpeldicke, beschrieben als Parameter 

Ct.Th, wies ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (P = 0,835). Die 

korrespondierende kolorierte Aufarbeitung ist in Abbildung 13 dargestellt. 

 

 
Abbildung 13: Kolorierte dreidimensionale Mikro-computertomographische Darstellung der Knorpeldicke. 
Darstellung mithilfe farblicher Hervorhebungen der Knorpeldicke (bzw. des Reparaturgewebes) der rAAV-TGF-
β1- (A) und rAAV-lacZ (B)-Behandlungsgruppe. Die Farbskala entspricht der Ausprägung des Parameters Ct.Th 
(mm) in der computerbasierten Defektevaluation. Maßstabsbalken: A, B 2 mm. Ct.Th: kortikale Dicke; lacZ: β-
Galactosidase-Gen; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor 
β. 
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Vergleiche der Knorpelgewebe auf Basis von modifizierten Schwellenwerten ergaben keine 

signifikanten Unterschiede. Untersucht wurde dabei der morphologische Knorpel nach 

Veränderung der abgebildeten Graustufen (Knorpelfensterung), welcher diesen als 

hyperdenses Areal darstellte und eine scharfe Abgrenzung zu fehlendem Reparaturgewebe 

(hypodens) ermöglichte. Der Parameter BV/TV repräsentiert dabei die Füllung des 

Defektareals mit Knorpelgewebe (Tabelle 19).  

 

Tabelle 19: Modifizierte Mikro-computertomographische Analyse des Defektknorpels. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BV/TV, % 85,52 ± 9,77 87,96 ± 7,01 0,575 

Dabei erfolgte die Knorpeldarstellung mit veränderter Fensterung. Knorpelige Gewebsanteile wurden hyperdens 
dargestellt und scharf gegen fehlendes Reparaturgewebe abgegrenzt (hypodens); MW ± SD. BV/TV: 
Knochenvolumenanteil; lacZ β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes 
Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 
 
Eine manuelle Messung der computertomographisch erzeugten Bilder zur tiefergehenden 

Analyse der Defektarchitektur ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Behandlungsgruppen (Tabelle 20).  

 
 
Tabelle 20: Manuelle Mikro-computertomographische Analyse des knorpeligen Defektgewebes. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Knorpeldicke (Defekt), mm 0,58 ± 0,14 0,51 ± 0,16 0,637 

Defektweite (chondral), mm 0,73 ± 0,45 0,84 ± 0,42 0,793 

Vertiefung (chondral), mm 0,07 ± 0,05 0,08 ± 0,03 0,431 

Anhebung (chondral), mm  0,03 ± 0,06 0,02 ± 0,03 0,784 

Daten mit MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; 
SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.2.2. Mikro-computertomographische Evaluation der subchondralen 

Knochenplatte 

Auf dem Niveau der subchondralen Knochenplatte ergaben sich zwischen den beiden 

Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 21).  

 

Tabelle 21: Mikro-computertomographische Analyse der subchondralen Knochenplatte im Defektareal. 

Parameter rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BMD, mg/cm³ 763,56 ± 59,78 761,9 ± 59,99 0,958 

BV/TV, % 87,02 ± 9,84 85,80 ± 12,61 0,832 

BS/BV, mm-1 8,18 ± 3,12 9,63 ± 6,10 0,558 

BS/TV, mm-1 6,86 ± 1,61 7,70 ± 3,30 0,529 

Ct.Th, mm 0,47 ± 0,10 0,45 ± 0,10 0,651 

Po(cl), % 0,21 ± 0,27 0,16 ± 0,13 0,670 

Po(op), % 12,8 ± 9,78 14,05 ± 12,70 0,829 

Po(to) % 12,9 ± 9,84 14,20 ± 12,61 0,832 

Dargestellt sind die Ergebnisse der computerbasierten Analyse der subchondralen Knochenplatte. Gemessen 
wurden die Werte auf dem Niveau der subchondralen Knochenplatte im Reparaturgewebe; MW ± SD. BMD: 
Knochenmineraldichte; BV/TV: Knochenvolumenanteil; BS/BV: Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis; BS/TV: 
Knochenoberflächendichte; Ct.Th: Kortikale Dicke; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; Po(cl): 
geschlossene Porosität; Po(op): offene Porosität; Po(to): totale Porosität; rAAV: rekombinantes adeno-
assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Abbildung 14 zeigt in 3D-Rekonstruktion koloriert die Dickenverteilung der subchondralen 

Knochenplatte und ihre Morphologie im Reparaturgewebe. 

 
Abbildung 14: Kolorierte dreidimensionale Mikro-computertomographische Darstellung der subchondralen 
Knochenplattenausprägung. Koloriert dargestellt ist die subchondrale Knochenplattendicke der rAAV-TGF-β1- 
(A) und rAAV-lacZ- (B) Behandlungsgruppe. Die Farbskala entspricht der Ausprägung des Parameters Tb.Th. 
(mm) in der computerbasierten Defektevaluation. Es sind in Reihe mehrere Anschnitte derselben Defekte 
gezeigt. Maßstabsbalken 2 mm. lacZ: β-Galactosidase; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; Tb.Th: 
Trabekeldicke; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 
Für die manuell erhobenen Daten ergab sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die 

subchondrale Knochenplatte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 dargestellt. 

 

Tabelle 22: Manuelle Mikro-computertomographische Analyse der subchondralen Knochenplatte im 
Defektgewebe. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Subchondrale Knochendicke, Defekt, mm 1,10 ± 0,30 1,32 ± 0,60 0,713 

Defektweite (subchondral), mm 1,22 ± 0,47 1,39 ± 0,60 0,564 

Vertiefung, subchondrale Knochenplatte, mm 0,29 ± 0,16 0,27 ± 0,22 0,713 

Elevation, subchondrale Knochenplatte, mm 0,02 ± 0,02 0,06 ± 0,05 0,101 

Daten mit MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; 
SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.2.3. Mikro-computertomographische Evaluation der subartikulären 

Spongiosa 

Zwischen den Behandlungsgruppen unterschied sich die trabekuläre Separation im 

Defektbereich signifikant mit einer reduzierten Separation nach rAAV-TGF-β1-Anwendung (P 

= 0,041), siehe Tabelle 23. 

 

Tabelle 23: Mikro-computertomographische Analyse der subartikulären Spongiosa im Defektgewebe. 

Parameter rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BMD, mg/cm³ 673,91 ± 30,55 686,53 ± 30,94 0,426 

BV/TV, % 78,04 ± 6,41 81,05 ± 4,27 0,287 

BS/BV, mm-1 10,53 ± 2,01 10,53 ± 1,83 0,995 

BS/TV, mm-1 8,12 ± 0,90 8,47 ± 1,14 0,500 

Tb.Pf, mm-1 -14,22 ± 5,45 -18,72 ± 4,88 0,104 

SMI, - -0,91 ± 1,63 -1,82 ± 2,70 0,425 

Tb.Th, mm 0,33 ± 0,05 0,33 ± 0,04 0,982 

Tb.N., mm-1 2,39 ± 0,24 2,47 ± 0,18 0,491 

Tb.Sp, mm 0,13 ± 0,02 0,10 ± 0,01 0,041 

DA, - 0,23 ± 0,02 0,24 ± 0,08 0,680 

FD, - 2,52 ± 0,03 2,53 ± 0,03 0,521 

CD, mm-3 102,80 ± 26,75 139,84 ± 47,75 0,076 

Daten mit MW ± SD. BMD: Knochenmineraldichte; BV/TV: Knochenvolumenanteil; BS/BV: 
Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis; BS/TV: Knochenoberflächendichte; CD: Konnektivitätsdichte; DA: Grad 
der Anisotropie; FD: fraktale Dimension; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes 
adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; SMI: Struktur-Model-Index; Tb.N: Trabekelanzahl; Tb.Pf: 
trabekulärer Anordnungsfaktor; Tb.Th: Trabekeldicke; Tb.Sp: Trabekelabstand; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
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6.3. Ultrahochfeld-magnetresonanztomographische Defektbewertung 
Mittels 9,4 Tesla Ultrahochfeld-Magnetresonanztomographie wurden die Kondylen in Gänze 

mit hoher Auflösung dargestellt und anschließend anhand des MOCART-

Bewertungssystems bewertet (MARLOVITS et al., 2006). Es zeigten sich dabei keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen (P ≥ 0,342), wie in 

Tabelle 24 und Abbildung 15 dargestellt. Die Knochenintegration war bei jedem Defekt 

suffizient und folglich mit der gleichen Punktzahl zu bewerten. Entsprechend wurde dieser 

Parameter aus der statistischen Analyse entfernt. 

 
Tabelle 24: Defektbewertung anhand des adaptierten MOCART-Bewertungssystems. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Defektfüllung 11,27 ± 3,46 11,15 ± 5,10 1,000 

Knorpelgrenzschicht 3,56 ± 1,00 5,04 ± 3,09 0,342 

Oberflächenbeschaffenheit 2,17 ± 1,72 2,92 ± 2,67 0,749 

Defektstruktur 3,50 ± 0,89 3,92 ± 2,71 0,708 

Signalintensität 5,42 ± 1,09 5,73 ± 1,75 1,000 

Vollständigkeit der subchondralen Lamelle  4,00 ± 1,15 3,40 ± 2,02 0,789 

Integrität der subchondralen Knochenplatte 9,04 ± 1,15 8,52 ± 2,27 0,866 

Subartikuläre Spongiosa 7,02 ± 1,80 6,54 ± 1,59 0,556 

Total 48,27 ± 7,89 49,71 ± 16,69 0,564 

85 Punkte nativer gesunder Knorpel, 0 Punkte fehlgeschlagene Defektreparatur, MW ± SD. lacZ: β-
Galactosidase-Gen; MOCART: magnetic resonance observation of cartilage repair tissue; MW: Mittelwert; rAAV: 
rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor 
β. 
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Abbildung 15: Magnetresonanztomographische Defektbewertung. Ultrahochfeld-magnetresonanztomographisch 
dargestellt ist jeweils die mediale Femurkondyle mit Anschnitt des Defektgewebes, hier gezeigt exemplarisch 
ein Defekt der rAAV-lacZ-Kontrollgruppe (A, F) sowie der rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe (B, G); Mit * 
markiert sind die Defektgrenzen im Übergang zur Integrationszone. Der Stern in G kennzeichnet den 
subchondralen Knochen als hypointenses Areal, während die Knorpelschicht und Teile des Reparaturgewebes 
(mit Pfeil in B und F markiert) hyperintens dargestellt sind. Maßstabsbalken in A, B 1mm; F, G 1,5mm. lacZ: β-
Galactosidase-Gen; MOCART: magnetic resonance observation of cartilage repair tissue; rAAV: rekombinantes 
adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.4. Histopathologische Defektbewertung  
 
6.4.1. Semiquantitative Bewertungen des knorpeligen Reparaturgewebes 

Semiquantitative Defektbewertung nach Sellers 

Die histologische Aufarbeitung der Defekte erfolgte wie unter 5.8.1 beschrieben und zeigte 

nach der defektmorphologischen Bewertung signifikante Unterschiede zwischen den beiden 

Behandlungsgruppen (siehe Tabelle 25 und Abbildung 16). So erreichten rAAV-TGF-β1-

behandelte Defekte eine durchschnittliche Defektfüllung von 90-110%, während die Daten 

der Kontrollgruppe eher eine Füllung der Defekte zu 75-90% in Relation zum perifokalen 

Gewebe zeigten (P < 0,001). Weiter war das Anfärbeverhalten der Knorpelmatrix in der 

rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe signifikant verstärkt (P = 0,019). Es zeigte sich insgesamt 

eine Verbesserung der Defektreparatur, angezeigt durch eine signifikant geringere 

Gesamtpunktzahl des semiquantitativen histologischen Bewertungssystems (P = 0,049). 

 
Tabelle 25: Semiquantitative histologische Analyse der Defektreparatur nach Sellers. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Defektfüllung 0,79 ± 0,91 0,31 ± 0,59 <0,001 

Integration 1,01 ± 0,44 1,1 ± 0,47 0,181 

Matrixanfärbung 2,14 ± 1,33 1,76 ± 0,86 0,019 

Zellmorphologie 2,73 ± 1,88 2,44 ± 1,53 0,213 

Defektarchitektur 0,93 ± 1,34 0,91 ± 1,50 0,931 

Oberflächenarchitektur 0,86 ± 0,94 0,93 ± 1,23 0,632 

Neubildung des subchondralen Knochens 1,35 ± 0,84 1,50 ± 0,73 0,165 

Tidemark 1,88 ± 1,16 1,69 ± 0,88 0,166 

Total 11,68 ± 5,13 10,64 ± 4,55 0,049 

Eine Bewertung mit 0 Punkten zeigt die vollständige Defektreparatur, die Maximalpunktzahl von 31 Punkten 
eine fehlende oder fehlgeschlagene Knorpelreparatur; MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; 
rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
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Abbildung 16:. Semiquantitative histologische Analyse der Defektreparatur (Bewertungssystem nach Sellers). 
Für die Analyse fanden hauptsächlich Safranin-O-gefärbte Schnitte Verwendung. Zelluläre Parameter wurden 
aufgrund des Anfärbeverhaltens an HE-gefärbten (J, K) Schnitten ausgewertet. Der subchondrale Knochen war 
in der polarisierten Lichtmikroskopie diffiziler abgrenzbar (S, T). Repräsentative Schnitte von osteochondralen 
Defekten nach Behandlung mit rAAV-lacZ (A, D, G, J, M, P, S, V, Y) oder rAAV-TGF-β1 (B, E, H, K, N, Q, T, W, 
Z) sind jeweils in einer Spalte dargestellt. Die Defektgrenzen wurden mit * markiert. Maßstabsbalken in A, B, D, 
E, G, H 400 µm; M, N, P, Q, S, T, V, W 200 µm; J, K 100 µm. lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: rekombinantes 
adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Semiquantitative Defektbewertung nach Fortier 

Die Auswertung der Defektgewebe mittels des Bewertungssystems nach Fortier et al. 

(FORTIER et al., 2002) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Behandlungssystemen (P ≥ 0,074), wie in Tabelle 26 dargestellt. 

 
Tabelle 26: Semiquantitative histologische Analyse der Defektreparatur nach Fortier. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Defektfüllung 0,53 ± 0,49 0,33 ± 0,42 0,395 

Integration 0,2 ± 0,31 0,31 ± 0,41 0,547 

Oberflächenarchitektur 0,91 ± 0,66 1,19 ± 1,16 0,571 

Zellmorphologie und Organisation 2,2 ± 0,69 1,78 ± 0,6 0,210 

Zellularität 1,71 ± 0,26 1,44 ± 0,31 0,074 

Tidemark 1,89 ± 1,01 1,48 ± 0,62 0,345 

Matrixanfärbbarkeit 1,36 ± 0,55 1,16 ± 0,41 0,423 

Total 8,8 ± 2,63 7,68 ± 2,83 0,424 

Die Punktzahl 0 repräsentiert eine vollständige Defektreparatur, die Maximalpunktzahl mit 20 Punkten eine 
fehlende Knorpelreparatur; MW ± SD; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-
assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Semiquantitative Defektbewertung nach Wakitani 

Auch die histologische Evaluation auf Basis des Wakitani-Bewertungssystem (WAKITANI et 

al., 1994) zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (siehe 

Tabelle 27). In den Kategorien Zellmorphologie (P < 0,001), Knorpeldicke (P < 0,001) und 

Gesamtpunktzahl (P = 0,002) erzielten mit rAAV-TGF-β1 behandelte Defekte signifikant 

geringere Punktzahlen, welche Indikatoren für eine verbessertes Reparaturgewebe sind. 

 

Tabelle 27: Semiquantitative histologische Analyse der Defektreparatur nach Waktiani. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Zellmorphologie 2,19 ± 0,90 1,71 ± 0,58 <0,001 

Matrixanfärbbarkeit 1,65 ± 0,98 1,43 ± 0,76 0,071 

Oberflächenbeschaffenheit 0,95 ± 0,84 1,00 ± 1,20 0,669 

Knorpeldicke 0,46 ± 0,62 0,21 ± 0,44 <0,001 

Integration 0,60 ± 0,56 0,50 ± 0,61 0,280 

Total 5,85 ± 2,59 4,85 ± 2,52 0,002 

Die Punktzahl 0 zeigt die vollständige Defektreparatur, die Maximalpunktzahl von 14 Punkten die fehlende 
Knorpelreparatur an; MW ± SD; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-
assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 
Die Zellmorphologie imponierte in der rAAV-lacZ-Behandlungsgruppe als vorwiegend 

faserknorpelig und in der rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe teilweise hyalin-artig. Dieser 

Unterschied ist statistisch signifikant (P < 0,001). In beiden Behandlungsgruppen wurden 

insgesamt suffiziente Rekonstruktionen des Knorpelniveaus und damit der Knorpeldicke im 

Defekt festgestellt. Durchschnittlich erfolgte diese zu mehr als 66% in Relation zum direkt 

angrenzenden Knorpelgewebe. Die rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe zeigte dazu den 

signifikant verbesserten Parameter „Knorpeldicke“ (P < 0,001). Auch die Gesamtpunktzahl 

war signifikant geringer nach rAAV-TGF-β1-Anwendung (P = 0,002). 
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6.4.2. Immunhistochemische Bewertung des knorpeligen Reparaturgewebes 

Immunhistochemische Bewertung von Typ-I-Kollagen 

Zur tiefergehenden Gewebsanalyse wurde der Gehalt von Typ-I-Kollagen im knorpeligen 

Reparaturgewebe gemessen. In Abgrenzung zum hyalinen Knorpel enthält Faserknorpel 

hohe Anteile an Typ-I-Kollagen (ARMIENTO et al., 2019). Die Immunreaktivität von Typ-I-

Kollagen wurde mittels eines semiquantitativen Bewertungssystems ausgewertet (siehe 

Tabelle 28). Dabei spiegelt die Intensität der Immunmarkierung den Kollagengehalt im 

Gewebe wider.  

 
Tabelle 28: Immunhistochemische Analyse von Typ-I-Kollagen. 

Typ-I-Kollagen rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Semiquantitative Immunreaktivität 1,06 ± 0,73 0,81 ± 0,61 0,497 

Analyse anhand des semiquantitativen Bewertungssystems zur Bestimmung der Immunreaktivität. Daten mit 
MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: 
Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 

Die semiquantitativ ausgewertete Immunreaktivität des Typ-I-Kollagens unterschieden sich 

zwischen beiden Behandlungsgruppen nicht signifikant (P = 0,497), siehe Abbildung 17. 

 

 
Abbildung 17: Immunhistochemische Analyse von Typ-I-Kollagen. Evaluiert wurden die immunhistochemisch 
zuvor aufgearbeiteten feingeweblichen Präparate mit Hilfe eines semiquantitativen Bewertungssystems. 
Angefärbt wurde Typ-I-Kollagen in den oben gezeigten Gewebsanschnitten. Mit * sind die Defektgrenzen 
markiert; rAAV-TGF-β1-Gruppe (A, C); rAAV-lacZ-Gruppe (D, E); Maßstabsbalken A, D 750 µm; B, E 200 µm. 
lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
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Immunhistochemische Bewertung von Typ-II-Kollagen 

Das Typ-II-Kollagen ist ein strukturelles Merkmal des hyalinen Gelenkknorpels (BORA, 

MILLER, 1987). Der Nachweis im Reparaturgewebe gelang durch Immunmarkierung mittels 

Antikörperfärbung. Im Vergleich zum angrenzenden Gelenkknorpel war eine deutliche 

Immunreaktivität in allen Defektgeweben beider Behandlungsgruppen auf dem 

Knorpelniveau nachzuweisen (siehe Tabelle 29). Dies zeigt, dass sich langfristig ein 

knorpeliges Reparaturgewebe bildet, welches hinsichtlich des Typ-II-Kollagengehalts 

deutliche Merkmale des physiologischen Gelenkknorpels trägt. 

 
Tabelle 29: Immunhistochemische Analyse von Typ-II-Kollagen. 

Typ-II-Kollagen rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Semiquantitative Immunreaktivität 2,81 ± 0,788 3,19 ± 0,43 0,287 

Analyse anhand des semiquantitativen Bewertungssystems zur Bestimmung der Immunreaktivität. Daten mit 
MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: 
Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 

Im subchondralen Niveau konnten vereinzelt subchondrale, Typ-II-Kollagen-reiche Areale 

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18). Die semiquantitativ ausgewertete 

Immunreaktivität des Typ-II-Kollagens im Reparaturgewebe unterschied sich zwischen 

beiden Gruppen nicht signifikant (P = 0,287). 

 
Abbildung 18: Immunhistochemische Analyse von Typ-II-Kollagen. Evaluiert wurden die immunhistochemisch 
aufgearbeiteten Färbungen mit Hilfe eines semiquantitativen Bewertungssystems. Mit * sind die Defektgrenzen 
markiert. In A und B sind jeweils positiv angefärbte Areale im subchondralen Knochen sichtbar. Diese könnten 
Residuen der enchondralen Ossifikation darstellen; rAAV-TGF-β1 behandelt (A, C); rAAV-lacZ-Gruppe (D, E); 
Maßstabsbalken A, B 1 mm, D, E 200 µm. lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes 
Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Immunhistochemische Bewertung von Typ-X-Kollagen 

Die Immunreaktivität des Typ-X-Kollagens wurde als Immunaktivitätsquotient auf zellulärer 

Ebene bestimmt. Dabei impliziert eine vermehrte Typ-X-Kollagenexpression einen 

hypertrophen Chondrozytenphänotyp, wie unter 2.2 beschrieben. Die Bewertung ist in 

Tabelle 30 dargestellt. 

 
Tabelle 30: Immunhistochemische Analyse von Typ-X-Kollagen. 

Typ-X-Kollagen rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Immunaktivitätsquotient (zellulär) 0,25 ± 0,11 0,37 ± 0,17 0,147 

Vergleich der Defekte anhand der direkten zellulären Immundetektion mit dem Quotienten aus positiv 
angefärbten Zellen und der Gesamtzellzahl. Daten mit MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; 
rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
 

Basierend auf der zellulären Identifikation angefärbter Zellen ergab die Auswertung keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (P = 0,147). Abbildung 19 

zeigt die repräsentative Immunmarkierung des Typ-X-Kollagens. 

 
Abbildung 19: Immunhistochemische Analyse von Typ-X-Kollagen. Die nähergehende Gewebsanalyse erfolgte 
durch Bestimmung der zellulären Immunaktivität. Mit * sind die Defektgrenzen markiert; rAAV-TGF-β1-Gruppe 
(A, D); rAAV-lacZ-Gruppe (B, E); Maßstabsbalken A, B 1 mm, D, E 100 µm. lacZ: β-Galactosidase-Gen; rAAV: 
rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Immunhistochemische Bewertung des transformierenden Wachstumsfaktors β 1 

Der Gehalt von TGF-β1 im Defektgewebe wurde mittels einer Antikörperfärbung bestimmt. 

Ein Jahr postoperativ wurden im Reparaturgewebe keine signifikant erhöhten 

Proteinkonzentrationen des Wachstumsfaktors TGF-β1 detektiert (Tabelle 31). 

 

Tabelle 31: Immunhistochemische Analyse von TGF-β1 im Reparaturgewebe. 

TGF-β1-Immunanfärbung rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Immunaktivitätsquotient (zellulär) 0,19 ± 0,11 0,26 ± 0,05 0,187 

Vergleich der Defekte anhand der direkten zellulären Immundetektion mit dem Quotienten aus positiv 
angefärbten Zellen und der Gesamtzellzahl. Daten mit MW ± SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; 
rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
 

Durchgeführt wurde der Vergleich von Färbeintensitäten der Immunmarkierung auf Basis der 

zellulären Identifikation mit einer quantitativen Auswertung (P = 0,187), siehe Abbildung 20.  

 
Abbildung 20: Immunhistochemische Analyse von TGF-β1. Die nähergehende Gewebsanalyse erfolgte durch 
direkte Bestimmung der zellulären Immunaktivität. Mit * sind die Defektgrenzen markiert; rAAV-TGF-β1 
behandelt (A, D); rAAV-lacZ-Gruppe (B, E); Maßstabsbalken A, B 150 µm, D, E 50 µm. lacZ: β-Galactosidase-
Gen; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.4.3. Auswertung der Zellularität im knorpeligen Reparaturgewebe 

Die Zellzahl wurde in drei fest definierten Defektarealen bestimmt und statistisch verglichen 

(Tabelle 32). Die Angabe der Zellularität repräsentiert die Zellzahl pro Flächeneinheit in 

Zellen pro mm2. 

 

Tabelle 32: Defektzellularität nach zonaler Aufteilung. 

Zonale Unterteilung rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Superfizielle Zone, 1/mm2 1157,29 ± 586,92 1518,75 ± 516,60 0,241 

Intermediäre Zone, 1/mm2 692,71 ± 269,05 1123,96 ± 416,32 0,037 

Inferiore Zone, 1/mm2 786,46 ± 271,82 1102,08 ± 251,51 0,041 

Total, 1/mm2 878,82 ± 351,77 1248,26 ± 377,89 0,079 

Die Daten geben die mittlere Zellzahl pro mm2 an; MW ± SD; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: 
rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor 
β. 
 

Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der inferioren, knochennahen Zone (P = 0,041) 

und in der intermediären Zone (P = 0,037). Die durchschnittliche Zellzahl pro Flächeneinheit 

war somit für zwei Zonen in der rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe signifikant erhöht. Eine 

gemittelte Analyse über alle 3 definierten Zonen pro Defekt ergab keine signifikanten 

Unterschiede (P = 0,079), wie in Abbildung 21 dargestellt. 
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Abbildung 21: Defektzellularität im knorpeligen Reparaturgewebe. Die Bestimmung der Zellularität ist durch die 
Messung der Zellzahl in fest definierten Arealen erfolgt; rAAV-TGF-β1-Gruppe (A, D, G, J); rAAV-lacZ-Gruppe 
(B, E, H, K); Maßstabsbalken A-H 100 µm, J, K 200 µm. lacZ β-Galactosidase-Gen; rAAV: rekombinantes 
adeno-assoziiertes Virus; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 



Ergebnisse 

 69 

Eine durchgeführte Korrelationsanalyse (Abbildung 22), welche die Zellularität des 

Gesamtdefekts in Relation setzt zur Gesamtpunktzahl des Bewertungssystems nach Sellers 

et al. derselben Defekte, zeigte einen negativen signifikanten Zusammenhang. Der 

angegebene Korrelationskoeffizient (ρ = -0.5059) zeigt an, dass eine hohe Gesamtzellularität 

des Defektgewebes mit einer niedrigen Punktzahl im histologischen Bewertungssystem nach 

Sellers et al. korreliert. Niedrige Punktzahlen im histologischen Bewertungssystem 

repräsentieren dabei eine hohe Qualität des Reparaturgewebes. Somit korreliert die hohe 

Zellularität der Defekte mit einer verbesserten Defektheilung. Dieser Zusammenhang ist 

signifikant (P = 0,036). 

 

 
Abbildung 22: Korrelationsanalyse nach Spearman. In Bezug gesetzt ist die Gesamtpunkzahl im 
Bewertungssystem nach Sellers (auf der x-Achse aufgetragen) zur Gesamtzellularität der Defektgewebe (auf 
der y-Achse). Der Korrelationskoeffizient beträgt -0.506 und ist signifikant bei 2-seitigem Test (P = 0,036). Der 
Zusammenhang ist negativ, eine niedrige Punktzahl im inversen Bewertungssystem nach Sellers et al. zeigt 
eine höhere Defektgewebsqualität an und korreliert mit hoher Defektzellularität. 
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6.5. Analyse der perifokalen arthrotischen Degenerationsprozesse 
An den osteochondralen Defekt angrenzend wurde das perifokale Gewebe mittels Mikro-CT-

Darstellung computerbasiert ausgewertet und anschließend der feingeweblichen Evaluation 

zugeführt. 

 

6.5.1. Mikro-computertomographische Evaluation des perifokalen Knorpels 

In den perifokalen Regionen wurden auf dem Knorpelniveau nach Mikro-CT-Darstellung 

keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt (Tabelle 33).  

 

Tabelle 33: Mikro-computertomographische Analyse des perifokalen Knorpels. 

Parameter rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BMD, mg/cm³ 299,79 ± 55,08 298,09 ± 24,39 0,938 

BV/TV, % 1,71 ± 1,37 5,60 ± 6,34 0,113 

BS/BV, mm-1 137,467 ± 5,07 123,11 ± 33,22 0,346 

BS/TV, mm-1 2,07 ± 1,09 5,79 ± 6,07 0,110 

Ct.Th, mm 0,04 ± 0,01 0,040 ± 0,01 0,170 

Knorpeldicke, mm 0,56 ± 0,13 0,53 ± 0,12 0,495 

Po(op), % 98,28 ± 1,37 94,40 ± 6,34 0,113 

Po(to), % 94,40 ± 6,34 98,28 ± 1,37 0,113 

Reguläre Darstellung der osteochondralen Komponenten mit hypodenser Knorpeldarstellung. Daten mit MW ± 
SD. lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: 
Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
 
Die Füllung des Knorpelareals im angrenzenden Gewebe wurde mittels der Modifikation von 

Graustufen (Fensterung) objektiviert (Tabelle 34). Die Knorpelfensterung erzeugte dabei eine 

hyperdense computertomographische Darstellung von Knorpelgewebe. Dies ermöglichte der 

Software die Abgrenzung zu fehlendem Gewebe im VOI (hypodens). Ein prozentual 

verminderter Knochenvolumenanteil repräsentiert dabei fehlendes perifokales Gewebe, z.B. 

durch Erosion. Die Unterschiede waren nicht signifikant. 
 
Tabelle 34: Modifizierte Mikro-computertomographische Analyse des perifokalen Knorpels. 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BV/TV, % 96,58 ± 2,69 93,62 ± 5,86 0,216 

Dabei erfolgte die Knorpeldarstellung mit modifizierter Fensterung. Knorpelige Gewebsanteile wurden 
hyperdens dargestellt und gegen fehlendes Gewebe im Knorpelniveau abgegrenzt (hypodens). Daten mit MW ± 
SD. BV/TV: Knochenvolumenanteil; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-
assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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6.5.2. Mikro-computertomographische Evaluation der perifokalen 

subchondralen Knochenplatte  

Ebenso zeigte die Mikro-CT-Analyse der perifokalen subchondralen Knochenplatten keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (Tabelle 35). 

 
Tabelle 35: Mikro-computertomographische Analyse der perifokalen subchondralen Knochenplatte. 

Parameter rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BMD, mg/cm³ 804,39 ± 48,87 833,55 ± 52,20 0,268 

BV/TV, % 98,86 ± 1,09 98,48 ± 2,88 0,730 

BS/BV, mm-1 6,24 ± 0,73 6,57 ± 2,23 0,695 

BS/TV, mm-1 6,17 ± 0,68 6,42 ± 1,92 0,726 

Tb.Th, mm 0,51 ± 0,08 0,53 ± 0,13 0,831 

Po(cl), % 0,12 ± 0,12 0,07 ± 0,04 0,273 

Po(op), % 1,02 ± 0,99 1,45 ± 2,88 0,695 

Po(to), % 1,14 ± 1,09 1,52 ± 2,88 0,730 

Knochenplattendicke, mm 0,65 ± 0,15 0,69 ± 0,07 0,270 

Daten mit MW ± SD. BMD: Knochenmineraldichte; BV/TV: Knochenvolumenanteil; BS/BV: 
Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis; BS/TV: Knochenoberflächendichte; Ct.Th: Kortikale Dicke; lacZ: β-
Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; Po(cl): geschlossene Porosität; Po(op): offene Porosität; Po(to): totale 
Porosität; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
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6.5.3. Mikro-computertomographische Evaluation der perifokalen 

subartikulären Spongiosa 

Bei der computergestützten Analyse der perifokal gelegenen subartikulären Spongiosa 

wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen eruiert (P ≥ 

0,093). Die Daten sind in Tabelle 36 und Abbildung 23 dargestellt. 

 
Tabelle 36: Mikro-computertomographische Analyse der perifokalen subartikulären Spongiosa. 

Parameter rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

BMD, mg/cm³ 636,48 ± 29,01 654,51 ± 23,28 0,192 

BV/TV, % 72,90 ± 6,32 74,18 ± 5,05 0,660 

BS/BV, mm-1 14,14 ± 2,07 14,40 ± 2,27 0,814 

BS/TV, mm-1 10,20 ± 0,82 10,60 ± 1,20 0,451 

Tb.Pf, mm-1 -13,12 ± 6,06 -14,65 ± 5,02 0,591 

SMI, - -0,56 ± 1,79 -0,36 ± 1,27 0,796 

Tb.Th, mm 0,24 ± 0,02 0,24 ± 0,02 0,565 

Tb.N., mm-1 3,07 ± 0,21 3,04 ± 0,18 0,796 

Tb.Sp, mm 0,12 ± 0,02 0,11 ± 0,02 0,266 

DA, - 0,27 ± 0,05 0,29 ± 0,09 0,589 

FD, - 2,47 ± 0,04 2,48 ± 0,03 0,739 

CD, mm-3 124,64 ± 28,14 170,66 ± 66,56 0,093 

Daten mit MW ± SD. BMD: Knochenmineraldichte; BV/TV: Knochenvolumenanteil; BS/BV: 
Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis; BS/TV: Knochenoberflächendichte; CD: Konnektivitätsdichte; DA: Grad 
der Anisotropie; FD: fraktale Dimension; SMI: Struktur-Model-Index; Tb.N: Trabekelanzahl; Tb.Pf: trabekulärer 
Anordnungsfaktor; Tb.Th: Trabekeldicke; Tb.Sp: Trabekelabstand; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; 
rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
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Abbildung 23. Perifokale computertomographische Datensätze in 2D- und 3D-Darstellung. Dargestellt ist jeweils 
die osteochondrale Einheit des perifokalen Gewebes. Die erste Zeile (A-C) zeigt die 2D-Rekonstruktion mit 
Markierung der Defektgrenzen (*), die zweite Zeile (D-F) zeigt hingegen die 3D-Rekonstruktion der VOIs auf 
dem Niveau der subchondralen Knochenplatte, die dritte Zeile (G-I) zeigt die 3D-Rekonstruktion der VOIS auf 
dem Niveau der subartikulären Spongiosa, die vierte Zeile (J-L) ist eine farbbasierte 3D-Rekonstruktion der 
Trabekelabstände (Tb.Sp) in der subartikulären Spongiosa. Die erste Spalte (A, D, G, J) zeigt rAAV-lacZ-
behandelte Defekte, die zweite Spalte (B, E, H, K) rAAV-TGF-β1-behandelte Defekte, die dritte Spalte (C, F, I, 
L) die korrespondierende Statistik. Maßstabsbalken: A, B, G, J, K 1 mm; D, E 500 µm. BV/TV: 
Knochenvolumenanteil; lacZ: β-Galactosidase-Gen; Tb.Sp: Trabekelabstand; TGF-β: transformierender 
Wachstumsfaktor β. 
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6.5.4. Histopathologische Bewertung der perifokalen Arthrose 

An den osteochondralen Defekt angrenzend wurde das perifokale Gewebe histologisch 

untersucht und mit dem OARSI-Bewertungssystem nach Little et al. (LITTLE et al., 2010) 

tiefergehend analysiert (siehe Tabelle 37 und Abbildung 24). Die kombinierte Auswertung 

des medial und lateral angrenzenden Gewebes ergab signifikante Unterschiede in den 

Parametern Knorpelstruktur (P = 0,032), Chondrozytendichte (P < 0,001), Tidemark (P = 

0,049) und für die Gesamtpunktzahl (P = 0,003). So imponierte die Knorpelstruktur in der 

rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe primär dem nativen Gewebe entsprechend, die rAAV-

lacZ-Behandlungsgruppe wies ebenfalls eher native Gewebsanteile auf, zeigte aber häufiger 

leichte Oberflächenunregelmäßigkeiten. Tiefe Fissuren oder Erosionen waren in keiner 

Behandlungsgruppe präsent. Bezüglich der perifokalen Chondrozytendichte zeigte die rAAV-

lacZ Kontrollgruppe im Vergleich eher reduzierte Zellzahlen. Die statistische Signifikanz im 

Parameter Tidemark wurde durch das singuläre Vorkommen einer verdoppelten Tidemark in 

der rAAV-lacZ-Kontrollgruppe hervorgerufen. 

 
Tabelle 37: Semiquantitative histologische Analyse des perifokalen Gewebes (OARSI-Bewertungssystem). 

Kategorie rAAV-lacZ rAAV-TGF-β1 P-Wert 

Lateral angrenzendes Gewebe 

Knorpelstruktur 0,54 ± 0,51 0,38 ± 0,49 0,178 

Chondrozytendichte 1,21 ± 0,93 0,33 ± 0,56 <0,001 

Zellklone 2,29 ± 1,46 1,83 ± 1,31 0,146 

Safranin-O-Anfärbbarkeit 0,58 ± 0,65 0,21 ± 0,41 0,017 

Tidemark 0 ± 0 0 ± 0 0,999 

Total 4,63 ± 2,50 2,75 ± 1,54 <0,001 

Medial angrenzendes Gewebe       

Knorpelstruktur 0,50 ± 0,78 0,21 ± 0,41 0,048 

Chondrozytendichte 0,88 ± 0,85 0,63 ± 0,58 0,183 

Zellklone 1,44 ± 1,01 1,88 ± 1,45 0,104 

Safranin-O-Anfärbbarkeit 0,38 ± 0,58 0,38 ± 0,49 0,999 

Tidemark 0,33 ± 0,82 0 ± 0 0,038 

Total 3,46 ± 1,96 3,08 ± 2,08 0,363 
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Medial und lateral kombiniert       

Knorpelstruktur 0,52 ± 0,65 0,29 ± 0,46 0,032 

Chondrozytendichte 1,04 ± 0,90 0,48 ± 0,58 <0,001 

Zellklone 1,83 ± 1,33 1,85 ± 1,37 0,937 

Safranin-O-Anfärbbarkeit 0,48 ± 0,62 0,29 ± 0,46 0,067 

Tidemark 0,17 ± 0,59 0 ± 0 0,049 

Total 4,04 ± 2,30 2,92 ± 1,82 0,003 

Durch 0 Punkte sind physiologische osteochondrale Verhältnisse angezeigt, 25 Punkte repräsentieren die 
vollständige degenerative Destruktion der osteochondralen Einheit; MW ± SD; OARSI: Osteoarthritis Research 
Society International; lacZ: β-Galactosidase-Gen; MW: Mittelwert; rAAV: rekombinantes adeno-assoziiertes 
Virus; SD: Standardabweichung; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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Abbildung 24: Semiquantitative histologische Analyse des perifokalen Gewebes. Übersichtsdarstellung der 
perifokalen osteochondralen Gewebe und Auswertung der Parameter des komplexen inversen OARSI-
Bewertungssystems nach Little et al. zur Evaluation degenerativer arthrotischer Veränderungen; rAAV-lacZ-
Kontrollgruppe (A, D, G, J, M, P); rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe (B, E, H, K, N, Q). Mit * markiert sind die 
Defektgrenzen im Bereich der Integrationszone. Maßstabsbalken in A, B, P, Q 400 µm; D, E 200 µm; G, H 75 
µm; J, K 100 µm; M, N 150 µm. OARSI: Osteoarthritis Research Society International; lacZ: β-Galactosidase-
Gen; TGF-β: transformierender Wachstumsfaktor β. 
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7. Diskussion 
 
Weltweit leiden mehr als 500 Millionen Menschen an den klinischen Symptomen einer 

degenerativen Gelenkserkrankung und ihre Häufigkeit nimmt aufgrund der alternden 

Bevölkerung, von der etwa 80 % radiologische Anzeichen einer Arthrose aufweisen, weiter 

zu (MURRAY et al., 2020). Daher besteht ein entscheidender Bedarf an Prävention, 

Früherkennung und Therapie von präarthrotischen Gelenkserkrankungen. In der 

vorliegenden Langzeitstudie wurde diesbezüglich eine molekulare Therapie mit klinisch 

relevanter Bildgebung und histologischer Analyse kombiniert, um die osteochondrale 

Defektheilung zu bewerten sowie (prä-)arthrotische Prozesse sukzessive zu identifizieren 

und zu behandeln. Dabei wurden die direkten Effekte der rAAV-vermittelten Überexpression 

des Wachstumsfaktors TGF-β1 auf das Reparaturgewebe und auf das perifokale Gewebe im 

Großtiermodell untersucht. Die Daten zeigten erstens, dass durch prolongierte lokale 

Expression von TGF-β1 mikrostrukturelle Aspekte des Defektgewebes signifikant verbessert 

wurden. Zweitens wurde dabei keine klinisch relevante Änderung der subchondralen 

knöchernen Situation induziert. Drittens liegt nach Gentransfer von TGF-β1 eine signifikant 

erhöhte Zellularität in definierten knorpeligen Defektarealen auf. Viertens zeigen die Daten, 

dass eine signifikante Reduktion der defektassoziierten perifokalen Arthrose in der rAAV-

TGF-β1-Behandlungsgruppe vorliegt. 

 

7.1. Studienziele 
Ziel der vorliegenden translationalen Langzeit-Studie war es Effekte der TGF-β1-

Überexpression auf das osteochondrale Defektgewebe nach einem Jahr zu identifizieren und 

mögliche Einflüsse auf (prä-)arthrotische Prozesse im angrenzenden Gewebe zu evaluieren. 

Dies ist essentiell, da fokale osteochondrale Defekte im Kontinuum der Zeit eine perifokale 

Destruktion mit Affektion des gesamten Gelenks bedingen können (GUERMAZI et al., 

2017a; MANKIN, 1982; SCHINHAN et al., 2020). Dabei ist das Großtiermodell mit Aachener 

Minischweinen für die durchgeführten Untersuchungen ein etabliertes Forschungsmodell 

(GOTTERBARM et al., 2008). Die Transduktion durch rekombinante adeno-assoziierte virale 

Vektoren ermöglichte die prolongierte lokale Expression des Wachstumsfaktors. Somit 

schließt sich die vorliegende Studie an eine frühere Großtierstudie an, welche die frühen 

Auswirkungen der TGF-β1-Überexpression auf die Defektreparatur nach vier Wochen 

untersuchte und eine signifikant verbesserte Defektorganisation nachwies (ASEN, 2018; 

ASEN et al., 2018; CUCCHIARINI et al., 2018). 
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Die Einordnung und Bewertung der Gewebsanalysen erfolgten anhand der 4 

übergeordneten Hypothesen (siehe 3.). Dies erforderte insbesondere bildgebende, 

histologische und statistische Analysen der 

 

(1) chondralen Defektheilung, 

(2) subchondralen (knöchernen) Defektheilung, 

(3) Zellularität im knorpeligen Reparaturgewebe, 

(4) perifokalen Gewebekonstitution. 

 

7.2. Effekte der rAAV-TGF-β1-Behandlung auf das Reparaturgewebe 

7.2.1. Nachhaltiger Einfluss auf mikrostrukturelle Defektparameter und die 

Defektarchitektur 

Tiefergehende strukturelle Analysen bestätigten die 1. Hypothese wie unter 5.8. beschrieben 

und wiesen signifikante Alterationen zwischen den Behandlungsgruppen auf 

mikrostruktureller Ebene im Defektgewebe nach. So ergab die Untersuchung durch das 

inverse Bewertungssystem nach Sellers et al. (SELLERS et al., 1997) eine signifikante 

Verbesserung der Defektfüllung, Färbeintensität und Gesamtpunktzahl nach rAAV-TGF-β1-

Behandlung (Tabelle 25). Auch eine weitere Auswertung mittels des Wakitani-

Bewertungssystems bestätigte die Ergebnisse mit einer signifikanten Verbesserung der 

Knorpeldicke, der Zellmorphologie sowie der Gesamtpunktzahl (Tabelle 27). Diese 

Ergebnisse sind konkordant zu den Daten eines Minischwein-Modells mit einer kürzeren 

Nachuntersuchungszeit von 4 Wochen (ASEN, 2018; ASEN et al., 2018; CUCCHIARINI et 

al., 2018). Eine dort vorbeschriebene Tendenz zur verbesserten zellulären 

Defektmorphologie (CUCCHIARINI et al., 2018) konnte in diesem Langzeitmodell im 

Wakitani-Bewertungssystem nachgewiesen werden. Dieser Effekt basiert vermutlich auf der 

primär chondrogenen Differenzierung der mesenchymalen Stromazellen, welche durch die 

Überexpression von TGF-β1 unterstützt wurde. So beschrieben bereits frühere Studien das 

induktive Potenzial von TGF-β1 auf die chondrogene Differenzierung und ordneten dieses 

als positiven Einflussfaktor für chondrale Reparaturmechanismen ein (DIAO et al., 2009; 

FREYRIA, MALLEIN-GERIN, 2012; KIM et al., 2014; PALMER et al., 2005; PEI et al., 2009). 

In Tiermodellen mit viraler Transduktion von TGF-β1-cDNS konnte dieser direkte Effekt auf 

das Reparaturgewebe mit primär chondrogener Differenzierung der Zellen bereits 

nachgewiesen werden (CUCCHIARINI et al., 2018; QI et al., 2013). Verstärkend auf diesen 

Effekt wirkt eine Erweiterung der transduzierten Gene. So ist bei AAV-vermittelter Expression 

von Histon-Deacetylase 4 (HDAC4) der Wachstumsfaktor TGF-β1 zur Beschleunigung der 

Chondrogenese befähigt und reguliert dabei die Expression von Typ-X-Kollagen herunter 
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(PEI et al., 2009). Neben TGF-β1 sind in die Induktion und Regulation der chondrogenen 

Differenzierung noch multiple weitere Wachstumsfaktoren involviert, darunter das 

knochenmorphogenetische Protein-2 (BMP-2) (TOH et al., 2005), FGF-2 (STEVENS et al., 

2004), IGF-I (LONGOBARDI et al., 2006) und Knorpelmatrixproteine (PEI et al., 2008). 

Jedoch basieren zelluläre Differenzierungen im Reparaturgewebe auf multiplen komplexen 

Zusammenhängen und unterliegen, neben dem Zusammenspiel verschiedener Zytokine, 

auch weiteren bedeutenden Einflussfaktoren. So steuert das (bio-) mechanische Milieu 

ebenfalls entscheidenden die Differenzierungsfähigkeiten von Stammzellen (DAVIS et al., 

2021).  

 

Neben direkten zellulären Effekten ließen sich weitere indirekte Effekte auf das 

Defektgewebe nachweisen, welche partiell mit der primär chondrogenen Differenzierung der 

Stammzellen zusammenhängen. Entsprechend war die Safranin-O-Anfärbung der Defekte 

nach rAAV-TGF-β1-Behandlung signifikant verstärkt, dies weist auf eine veränderte 

Proteoglykankomposition der Reparaturgewebe hin. Weiter wurde eine signifikante 

Verbesserung der Defektauffüllung im Sellers-Bewertungssystem sowie eine signifikant 

verbesserte Knorpeldicke im Wakitani-Bewertungssystem nach einem Jahr beobachtet. 

Durch manuelle Mikro-CT-Messungen und Ultrahochfeld-MRT-Auswertungen ließen sich die 

histologisch nachgewiesenen Unterschiede der Defektfüllung jedoch nicht weiter 

objektivieren (Tabelle 18, Tabelle 20, Tabelle 24). Dies beruht am ehesten auf der 

Auswertungsmethodik. Bei der histologischen Evaluation wird das Defektgewebe in direkte 

Relation zum angrenzenden nativen Gewebe bewertet. Die Mikro-computertomographische 

Auswertung misst jedoch die Höhe des Reparaturgewebes und vergleicht die 

Behandlungsgruppen in absoluten Zahlen miteinander, allerdings ohne einen direkten 

individuellen Vergleich mit dem angrenzenden Gewebe zu berücksichtigen. Somit erscheint 

es wahrscheinlich, dass rAAV-TGF-β1-behandelte Defekte eine signifikant bessere 

Defektfüllung in Relation zum angrenzenden Gewebe erreichen, allerdings insgesamt kein 

absolut messbares Knorpeldickenwachstum induziert wird, weder im Defektgewebe, noch im 

perifokalen Gewebe. Interessanterweise wurden im gesamten Bewertungssystem nach 

Fortier et al. keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen 

festgestellt. In Abgrenzung zu den vorausgegangenen Arbeiten von Asen und Cucchiarini et 

al. (ASEN, 2018; CUCCHIARINI et al., 2018) lässt sich das Bewertungssystem nach Fortier 

et al. somit eher zur Bewertung der frühen Defektheilungsphasen heranziehen. Langfristige 

und teils subtilere Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen deckte dieses 

Bewertungssystem in der vorliegenden Arbeit nicht auf. 
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7.2.2. TGF-β1-Expression im Reparaturgewebe 

Grundlage des molekularen Therapieansatzes war die prolongierte Freisetzung des 

Wachstumsfaktors TGF-β1 lokalisiert im Defektareal durch virale Transduktion. Eine 

langfristige suffiziente Transgenexpression ist mit rAAV-Transduktion möglich und bereits in 

diversen Gewebetypen erprobt. Venkatesan et al. untersuchten so zuvor in situ Effekte einer 

verlängerten TGF-β1-Überexpression auf Proliferation, Überleben und anabole Aktivität von 

transduzierten Chondrozyten nach bis zu 90 Tagen (VENKATESAN et al., 2013). 

Herzmuskelzellen oder Skelettmuskelzellen hingegen erreichen sogar eine 

Transgenexpression von bis zu 5 Monaten (CLARK et al., 1997; KUSANO et al., 2007). In 

einer vorausgegangenen Studie waren 4 Wochen postoperativ nach intraläsionaler rAAV-

TGF-β1-Behandlung noch erhöhte Proteinspiegel von TGF-β1 im Reparaturgewebe 

nachweisbar (ASEN, 2018; CUCCHIARINI et al., 2018). Pagnotto et al. berichteten zudem in 

einem ähnlichen Studienaufbau von einer bis zu 12 Wochen andauernden AAV-induzierten 

Proteinexpression in situ mit zeitabhängigem Rückgang (PAGNOTTO et al., 2007). In der 

vorliegenden Studie war nach einem Jahr kein signifikanter Unterschied in den TGF-β1-

Proteinkonzentrationen im Defektgewebe zwischen den Behandlungsgruppen zu 

beobachten (siehe Tabelle 31, Abbildung 20). Aufgrund der soliden Datenlage und 

entsprechenden methodischen Bestätigungen in den vorausgegangenen Studien kann 

allerdings eine langanhaltende Expression von TGF-β1 angenommen werden. Diese äußert 

sich im Langzeitmodell somit indirekt über veränderte Gewebeparameter, konnte aber nicht 

direkt immunhistochemisch objektiviert werden. 

 

7.2.3. Kollagenzusammensetzung des Reparaturgewebes 

Nach einem Jahr zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Typ-I oder Typ-II-

Kollagenkomposition der Reparaturgewebe (siehe Tabelle 28, Tabelle 29, Abbildung 17 und 

Abbildung 18). Vereinzelte Typ-II-Kollagen-haltige und somit primär knorpelig imponierende 

residuale Gewebe im subchondralen Areal (siehe Abbildung 18) konnten identifiziert werden, 

diese traten am ehesten Rahmen der enchondralen Ossifikation auf (ERLEBACHER et al., 

1995). Diese vereinzelten residualen Gewebe präsentierten sich aber gleich häufig in beiden 

Behandlungsgruppen. 

 

Eine vorangegangene Studie zeigte während der frühen Defektheilungsphase signifikant 

vermehrte Typ-X-Kollagenexpressionen im Reparaturgewebe nach rAAV-TGF-β1-

Anwendung (ASEN, 2018; CUCCHIARINI et al., 2018). Dieser Effekt war nach einem Jahr 

im vorliegenden Tiermodell aber nicht nachzuweisen (siehe Tabelle 30, Abbildung 19). Eine 

prolongierte TGF-β1-Expression kann initial proliferative Chondrozyten zum hypertrophen 

Phänotyp ausreifen lassen und eine anschließende Transdifferenzierung zu Osteoblasten ist 
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potentiell möglich (AGHAJANIAN, MOHAN, 2018; ROACH, 1992). Die Überexpression von 

Typ-X-Kollagen weist dabei auf Chondrozyten in der hypertrophen Phase hin (GOLDRING et 

al., 2006; LUVALLE et al., 1992; VON DER MARK et al., 1992). Folge einer 

Transdifferenzierung zum hypertrophen Phänotyp wäre dann die Begünstigung der 

knöchernen Konsolidierung, welche sich als überschießende Elevation der subchondralen 

Knochenplatte oder als Formation eines intraläsionalen Osteophyten präsentiert. 

Entsprechende Präformationen und auch zystische Formationen traten in der vorliegenden 

Studie allerdings gleichermaßen in beiden Behandlungsgruppen auf. Die vorliegenden Daten 

schließen aber nicht aus, dass während der Heilungsphasen über ein Jahr der hypertrophe 

Phänotyp transient präsent war. Ein potentieller Ansatz zur Vermeidung des hypertrophen 

Phänotyps während der Heilungsphasen ist die simultane Ko-Expression mit IGF-I, wie 

durch Morscheid et al. im in vitro-Modell beschrieben (MORSCHEID et al., 2019).  

 

Nicht nur die quantitative Kollagenkomposition gibt Aufschluss über die Qualität des 

Reparaturgewebes, sondern auch die Organisation der Kollagenfibrillen. So sind unter 

physiologischen Verhältnissen die Kollagenfibrillen streng organisiert, wie unter 2.2 erläutert. 

Shapiro et al. wiesen allerdings bereits darauf hin, dass im osteochondralen 

Reparaturgewebe nur eine geringe Organisation der Kollagenfibrillen zu finden ist und diese 

nur schlecht ins angrenzende Gewebe integriert sind (SHAPIRO et al., 1993). Eine 

veränderte Kollagenorganisation könnte insbesondere langfristig zu erhöhter 

biomechanischer Beanspruchung des perifokalen Gewebes beitragen. Effekte der rAAV-

Behandlung auf die Kollagenstruktur des Defektes sind in der hier vorliegenden Arbeit nicht 

näher untersucht. 

 

7.3. Effekte der rAAV-TGF-β1-Behandlung auf den subchondralen 
Knochen 

Die Untersuchungen des subchondralen Knochens im Reparaturgewebe konnten die 2. 

Hypothese nicht bestätigen. Eine Alteration zwischen den Behandlungsgruppen wurde zwar 

isoliert detektiert, allerdings ist die Auswirkung auf die Gesamtstruktur des subchondralen 

Knochens eher als gering einzuordnen. Dabei implizieren die bedeutenden Rollen von TGF-

β1 und -β3 bei der Frakturheilung zunächst, dass sich eine Therapie mit rAAV-TGF-β1 auch 

auf die Restrukturierung der knöchernen Strukturen im Defektgewebe auswirken kann (CHO 

et al., 2002). TGF-β1 ist als Zytokin zudem essenziell für die Knochenhomöostase. Es wird 

bei der osteoklastischen Knochenresorption freigesetzt und lenkt die Migration von 

mesenchymalen Stromazellen zur Bildung neuen Knochens an den Resorptionsstellen 

(TANG et al., 2009). Zhen et al. beschrieben, dass hohe Konzentrationen von aktivem TGF-

β1 die Clusterbildung von mesenchymalen Stromazellen im subchondralen Knochenmark 
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und die Bildung von Knochenmarkosteoidinseln induziert (ZHEN, CAO, 2014). Die 

vorliegende Studie zeigte vorerst im Niveau der subchondralen Knochenplatte keine 

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Mikro-CT- und Ultrahochfeld-MRT-

Untersuchungen (siehe Tabelle 21, Tabelle 24, Abbildung 14 und Abbildung 15). Auf 

histologischer Ebene erbrachte die Untersuchung mittels Sellers-Bewertungssystem 

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Neubildung des subchondralen Knochens 

bei der Behandlung mit rAAV-TGF-β1 im Vergleich zu rAAV-lacZ. Die zunächst in der 

Frühphase von Asen und Cucchiarini et al. beobachtete signifikant verbesserte subchondrale 

Defektorganisation bestätigte sich in dieser Studie, respektive im Langzeitmodell, somit nicht 

oder relativierte sich über die Zeit (ASEN, 2018; CUCCHIARINI et al., 2018). Im Niveau der 

subartikulären Spongiosa allerdings zeigte sich eine Alteration zwischen den 

Behandlungsgruppen. Für die rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe detektierte die Mikro-CT-

Untersuchung einen signifikant geminderten Trabekelabstand (P = 0,041, Tabelle 23, 

Abbildung 11). Bezüglich anderer trabekulärer Parameter ließen sich nur Tendenzen, aber 

keine Signifikanzen feststellen, so für die Trabekelanzahl und den Knochenvolumenanteil 

(siehe Tabelle 23). Eine sehr ähnliche knöcherne Konstellation beschrieb Gao nach 

Anwendung von Mikrofrakturierungen in Verbindung mit dem Einsatz von 

Knochenmarkaspiraten in einem Minischweinmodell (GAO, 2017). Im Gegensatz zum hier 

vorliegenden Studienkonzept untersuchte Gao chondrale Defekte und bereits 4 Wochen 

postoperativ. Gao interpretierte die veränderten subchondralen Verhältnisse durch die 

osteogen wirkenden autologen Knochenmarkaspirate im Kontext einer Hemmung der 

Osteoklasten (GAO, 2017; GIANAKOS et al., 2016). Ähnliche Auswirkungen lassen sich in 

der vorliegenden Studie durch TGF-β1 beobachten. Die pleiotropen Effekte des 

Wachstumsfaktors wirken auf zellulärer Ebene allerdings komplex. So hemmt TGF-β1 die 

Osteoklastogenese nur, wenn es in frühen Stadien der Differenzierung zugegeben wird 

(JANN et al., 2020). Weiter begünstigt TGF-β1 durch Smad3-Stimulation die RANK 

(Receptor Activator of NF-κB)-Expression in humanen Osteoklasten-Vorläuferzellen, 

während es via Smad1 diese wiederum unterdrücken kann (LEE et al., 2019). Der 

geminderte Trabekelabstand kann als morphologische Reaktion der subartikulären 

Spongiosa auf die geänderten biomechanischen Verhältnisse des überliegenden 

Reparaturgewebes postinterventionell gewertet werden. Dieser Mechanismus und die 

möglichen direkten Effekte des Wachstumsfaktors auf das subartikuläre Knochengewebe 

können Auswirkung auf die trabekulären Parameter und Knochenvolumenanteile haben. 

Zwischen den Behandlungsgruppen divergierte somit in dieser Langzeitstudie lediglich der 

Trabekelabstand signifikant, dessen Relevanz für die komplexe Gesamtstruktur des 

subchondralen Knochens allerdings eher gering einzuschätzen ist. 
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7.4. Effekte der rAAV-TGF-β1-Behandlung auf die Defektzellularität 
Die vorliegenden Daten bestätigen die 3. Hypothese. TGF-β1 moduliert langfristig die 

zellulären Eigenschaften im Defektgewebe. So zeigten die Defekte nach rAAV-TGF-β1-

Anwendung signifikant erhöhte Zellzahlen in den intermediären und inferioren Zonen. Diese 

Befunde stehen im Einklang mit Beschreibungen aus der vorausgegangenen Studie, welche 

erhöhte Zellzahlen im Defektgewebe nachwies, die vermutlich aus dem subchondralen 

Knochenmarkkompartiment über den SDF-1/CXCR4-Signalweg migrierten (ASEN et al., 

2018; CUCCHIARINI et al., 2018). Potentiellen Einfluss auf die Defektzellularität hat z.B. die 

unmittelbare proliferative Wirkung von TGF-β1 auf Knochenmarksstammzellen über den 

Smad3-Signalweg mittels schneller nukleärer Translokation von β-Catenin (JIAN et al., 

2006). Weiter sind proliferative Effekte von TGF-β1 auf synoviale mesenchymalen 

Stromazellen sowie Chondrozyten beschrieben (KIM et al., 2014; WANG et al., 2018), 

jeweils ohne dabei eine Zellseneszenz herbeizuführen (WALENDA et al., 2013). Auch 

verhindert der Wachstumsfaktor unter bestimmten Umständen die Apoptose (ZHANG et al., 

2017) und wirkt direkt chemotaktisch auf die Zellmigration (BAEK et al., 2011). 

 

Im vorliegenden Modell sind die Langzeiteffekte auf die Zellularität im Reparaturgewebe 

somit am ehesten multifaktoriell. Interessanterweise hat auch die Zellmorphologie, 

gemessen durch das Wakitani-Bewertungssystem, signifikant profitiert (P < 0,001, Tabelle 

27). Es scheint somit auch zu einer verbesserten Anordnung, Differenzierung und 

Restrukturierung der proliferierten Zellen im Defektgewebe gekommen zu sein. Dies ist 

konkordant zu vorherigen Studien, die ebenfalls von positiven Effekten auf u.a. die 

Zellanordnung berichteten (GUGJOO et al., 2017). Weiter besteht eine signifikante 

Korrelation zwischen der Gesamtpunktzahl des histologischen Bewertungssystem nach 

Sellers et al. mit der Defektzellularität. Es zeigte sich, dass höhere Zellzahlen im 

Reparaturgewebe mit einer Verbesserung der feingeweblich untersuchten semiquantitativen 

Parameter im Sellers-Bewertungssystem einhergehen (siehe Abbildung 22). Potentiell 

erscheint eine erhöhte Zellularität des knorpeligen Reparaturgewebes somit vorteilhaft auf 

die Mikrostruktur des Defektgewebes zu wirken, da z.B. die Anzahl der Zellen, welche an 

Umbau- und Reparaturprozessen partizipieren können, erhöht ist. Auch bei osteochondralen 

Transplantationen korreliert die Zellularität im Knorpelgewebe direkt mit der Knorpelqualität 

hinsichtlich histologischer struktureller und biomechanischer Merkmale (PALLANTE et al., 

2012). 
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7.5. Effekte der rAAV-TGF-β1-Behandlung auf perifokale degenerative 
Prozesse 

Ein zentraler Aspekt der vorliegenden Studie mit potentiell hoher translationaler Tragweite ist 

die Bestätigung der 4. Hypothese, da osteochondrale Defekte über perifokale destruktive 

Gelenkprozesse zu einer Arthrose führen können (GUERMAZI et al., 2017a; SCHINHAN et 

al., 2020). Dabei unterliegt die Schwere der perifokalen Veränderungen auch der initialen 

tangentialen Defektgröße und weniger der Tiefenausdehnung der (osteo-)chondralen 

Defekte (GUERMAZI et al., 2017a; SCHINHAN et al., 2012). Die vorliegenden Daten weisen 

darauf hin, dass eine rAAV-TGF-β1-Behandlung von osteochondralen Defekten im 

Tiermodell auch nachhaltigen Einfluss auf das perifokale Gewebe hat. Histologisch führte die 

TGF-β1-Expression zu einer messbaren Abschwächung der knorpeldestruktiven Prozesse 

gemessen im komplexen OARSI-Bewertungssystem (LITTLE et al., 2010). Dort ließen sich 

nach einem Jahr verbesserte Knorpelstrukturen im angrenzenden Gewebe nachweisen, 

welche potentiell auf veränderten biomechanischen Konditionen im Reparaturgewebe 

basieren. Ebenfalls manifestierte sich eine signifikant glattere Oberflächenstruktur des 

perifokalen Knorpels in der rAAV-TGF-β1-Behandlungsgruppe. Interessanterweise zeigte 

sich eine singulär in der rAAV-lacZ-Kontrollgruppe aufgetretene verdoppelte Tidemark, 

welche einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen im 

Parameter „Tidemark“ hervorrief. Ergänzend ist zu erwähnen, dass insgesamt in beiden 

Behandlungsgruppen kaum schwerwiegendere Knorpeldestruktionen oder Erosionen 

auftraten. Dies bestätigten auch die Mikro-CT- und Ultrahochfeld-MRT-Untersuchungen. 

Weitere signifikante Verbesserungen des perifokalen Gewebes nach TGF-β1-Expression 

zeigten sich ebenfalls in einer geringeren Chondrozytendichte, was voraussichtlich auf eine 

biomechanisch optimierte Belastungsverteilung durch eine verbesserte Defektarchitektur, 

welche z.B. Scherkräfte besser kompensiert, zurückzuführen ist. So postulierten Shapiro et 

al., dass Scherkräfte in Form von Mikrobewegungen auf das schlechter organisierte 

Reparaturgewebe einwirken und degenerative Prozesse auslösen können (SHAPIRO et al., 

1993).  

 

Wegweisend für die Untersuchung der langfristigen Effekte nach rAAV-TGF-β1-Behandlung 

auf die perifokalen Verhältnisse war der bereits in klinischer Erprobung befindliche Einsatz 

von TGF-β1 zur Arthrosebehandlung. Basierend auf einer Überexpression durch 

intraartikuläre Injektion von retroviral modifizierten und bestrahlten juvenilen allogenen 

humanen Chondrozyten ist die Anwendung von TissueGene-C (INVOSSA™) unserem 

Versuchsaufbau sehr ähnlich und führt ebenfalls zu einer Überexpression von TGF-β1-cDNS 

(LEE et al., 2015). Hauptunterschiede zur untersuchten Anwendung in der hier vorliegenden 

Arbeit sind die Herkunft der Zellen und die Anwendungsmodalität. So divergiert die Methodik 
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hinsichtlich der Transduktion, welche im vorliegenden Modell in vivo an den mesenchymalen 

Stromazellen aus dem aufsteigenden Knochenmarksblut erfolgte. Währenddessen ist 

TissueGene-C eine Suspension von zuvor transduzierten und bestrahlten allogenen 

juvenilen humanen Chondrozyten, die nach intraartikulärer Injektion in der Synovialflüssigkeit 

diffundiert. Die Anwendung von TissueGene-C bei Arthrose wird als potentiell 

krankheitsmodifizierende Therapie beschrieben, zeigte aber in einer MRT-Analyse nach 

einem Jahr bezüglich des Fortschreitens des Knorpelschadens im Vergleich zur 

Placebogruppe keine signifikanten Unterschiede (GUERMAZI et al., 2017b). Eine klinische 

Phase-I-Studie konnte auch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Knorpeldicke 

feststellen (KIM et al., 2018). Die Effekte auf subjektive Parameter wie Symptomatik, 

Funktion und Aktivität postulierten Lee et al. anhand des Fragebogens des International 

Knee Documentation Committee als signifikant verbessert nach 24 Wochen im Vergleich zu 

der Placebogruppe (LEE et al., 2015). Nachdem INVOSSA™ die Lizenz 2019 auf dem 

koreanischen Markt aufgrund von fehlerhaften Produktinformationen verloren hatte, 

genehmigte die Food and Drug Administration (FDA) der USA im April 2020 die 

Wiederaufnahme einer Phase-III-Studie. Diese aktuell laufende Phase-III-Studie untersucht 

die Wirkung einer singulären intraartikularen TissueGene-C-Applikation bei 510 Patienten mit 

einer Nachbeobachtungszeit von 2 Jahren. 

 

Die genaue Rolle von TGF-β bei der Pathogenese sowie der Verhinderung von 

Gelenksdegenerationen bis hin zur Arthrose ist derzeit nicht abschließend geklärt (VAN DER 

KRAAN, 2022). Mehrere Studien untersuchten die TGF-β-Zytokinspiegel bei 

fortgeschrittener Arthrose (FINNSON, 2012). Dabei alterieren die Zytokinspiegel im Vergleich 

zu gesundem Knorpel teils inkongruent und zeigen eine Abnahme (VERDIER et al., 2005; 

WU et al., 2007) oder Zunahme der Expressionsmuster (POMBO-SUAREZ et al., 2009). 

Hinlänglich bekannt ist jedoch, dass ein vollständiger Verlust von TGF-β-Isoformen in 

Tiermodellen einen arthrotischen Knorpelphänotyp auslöst, beschleunigt zum Tod führt und 

ein inflammatorisches Niveau induziert (BLANEY DAVIDSON et al., 2007; KULKARNI et al., 

1993; SHULL et al., 1992). Wahrscheinlich hängt die pathophysiologische Bedeutung und 

Rolle von TGF-β bei der Entstehung bzw. dem Einfluss auf den Verlauf der Arthrose 

maßgeblich vom Phänotyp der Arthrose ab. Es scheint möglich, dass in den frühen Stadien 

der Arthrose die TGF-β-Spiegel im Gewebe ansteigen, um den direkt katabolen Effekten von 

inflammatorischen Zytokinen wie z.B. Interleukin-1 (IL-1) entgegenzuwirken (VAN 

BEUNINGEN et al., 1993, 1994). Bei fortgeschrittener Erkrankung sind anabole 

Wachstumsfaktoren wie TGF-β supprimiert und es entsteht eine Dysbalance zugunsten 

kataboler Stimuli in der extrazellulären Matrix (BLANEY DAVIDSON et al., 2007). 

Insbesondere IL-1 hat das Potential dann regulativ die Expression von Metalloproteinasen im 
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Knorpel zu erhöhen sowie den Proteoglykan- und Kollagenabbau zu fördern (DINGLE, 1981; 

PUJOL, LOYAU, 1987). Im Gegensatz zum hier vorliegenden fokalen Defektmodell 

bezeichnet die Arthrose allerdings die fortgeschrittene inflammatorische Affektion von 

mehreren oder allen Gelenkstrukturen und ist eine multifaktorielle Erkrankung. Die 

therapeutische Anwendung von Wachstumsfaktoren im Rahmen der großflächigen 

Gelenksdestruktion muss dann die gesamte betroffene Gelenkfläche erreichen können. Die 

hier vorliegenden Daten reduzieren sich lokal auf das Reparaturgewebe eines fokalen 

osteochondralen Defektes sowie das direkt angrenzende, perifokale Gewebe. Eine 

lokoregionale Therapie mit Wachstumsfaktoren bei isolierten osteochondralen Defekten 

mittels viraler Transduktion erscheint im Gegensatz zur intraartikulären Hochdosisapplikation 

nebenwirkungsärmer, was Begleitreaktionen wie beispielsweise Fibrose der 

Synovialmembran und Osteophytenbildung betrifft (BLANEY DAVIDSON et al., 2007). 

Insgesamt ist der hier vorliegende molekulare Therapieansatz einzuordnen als frühe invasive 

Präventionsoption zur Verhinderung oder Abschwächung der drohenden perifokalen 

Gelenksdestruktion bei osteochondralen Defekten (MADRY, 2022). 

 

7.6. Limitationen und Stärken 
In der vorliegenden Großtierstudie erzielten die beiden Behandlungsgruppen eine hohe 

intrinsische Vergleichbarkeit, da jedes Individuum (n = 8) Teil der Kontrollgruppe sowie der 

Therapiegruppe war. Eine paarweise Zuordnung der Defekte ist nicht durchgeführt worden, 

um Selektionsverzerrungen zu vermeiden. Es erfolgte weiter eine umfassende Verblindung 

der Operateure sowie der Auswertenden. Dies vermeidet eine Verzerrung durch Behandler 

oder Auswertende. Der gewählte Zeitraum von einem Jahr ermöglichte die Evaluation von 

osteochondralen Heilungsprozessen, welche nach der Frühphase der Defektheilung 

auftraten oder sich nach dieser fortsetzten. Durch die verlängerte Untersuchungsperiode 

wurde die Bewertung von degenerativen Veränderungen ermöglicht, da diese erst im 

Kontinuum der biomechanischen Belastung auftreten und somit nach früheren 

postinterventionellen Zeitpunkten kaum präsent sind. Letztlich ist translationale Forschung 

eine Verbindung der laborexperimentellen Entwicklungen zur klinischen Anwendung. 

Tiermodelle nehmen dabei eine Schlüsselfunktion ein. Der direkte Transfer von 

Studienergebnissen in das humane Modell ist dabei nicht möglich oder zielführend. So 

nähert sich das hier vorliegende Tiermodell an humane biomechanische Bedingungen an, 

inkludiert aber u.a. nicht das postoperative Belastungs- und Nachsorgeprozedere. Außerdem 

ist in dieser Studie ein fundamentales Kriterium der Knorpeldefekte, wie die postoperative 

Schmerzintensität und langfristige Schmerzentwicklung, nicht berücksichtigt. Beim hier 

verwendeten Therapiemodell als Behandlungsverfahren bei posttraumatischen 

Gelenkknorpeldefekten ist ebenfalls zu berücksichtigen, dass ein einzeitiger operativer 
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Eingriff stattgefunden hat. Die Defektentstehung fiel somit zeitlich direkt mit der chirurgischen 

Applikation von rAAV-TGF-β1 zusammen. Die klinische Anwendung kann sich deutlich vom 

hier konstruierten Modell unterscheiden. Zum Beispiel sind osteochondrale Defekte mit 

traumatischer Genese oftmals bereits einer degenerativen Affektion und Erosion des 

Umgebungsgewebes ausgesetzt und Umbauprozesse können bereits stattgefunden haben 

oder deutlich fortgeschritten sein. Besonders die Defektränder, welche das Defektgewebe 

initial stabilisieren, können somit bei einer potentiellen klinischen Anwendung bereits in ihrer 

Struktur verändert sein. 

 

7.7. Zusammenfassung 
Gentherapie erschließt ein bedeutendes neues Feld zur Therapieoptimierung bei 

fortgeschrittener Gonarthrose oder bei fokalen Knorpeldefekten. Entsprechende 

Anwendungen sind Gegenstand aktueller experimenteller und klinischer Forschung (ASEN 

et al., 2018; MAIHÖFER et al., 2021; ZHEN, CAO, 2014). Hierzu gehören TissueGene-C-

Injektionen bei Arthrose, nichtvirale und virale Gentransfermethoden wie beispielsweise die 

rAAV-vermittelte Überexpression bei fokalen Knorpeldefekten. Vorteile des rAAV-vermittelten 

Gentransfers sind die Vermeidung von Fremdmaterial und die klinisch erwiesene 

Anwendungssicherheit. Als pleiotroper Wachstumsfaktor imponiert TGF-β1 als ein 

herausragendes Zytokin, welches positive Einflüsse auf unterschiedliche 

pathophysiologische Prozesse in Gelenkserkrankungen hat. Dies zeigt sich unter anderem in 

Effekten auf die terminale Chondrozytendifferenzierung (GRAFE et al., 2018), der Fähigkeit 

zur chondrogenen Induktion von aufsteigenden Knochenmarksstammzellen (WORSTER et 

al., 2000), der Steigerung der Chondrozytenproliferation (GRIMAUD et al., 2002), der 

Modulation entzündlicher Prozesse (VAN DER KRAAN, 2018) und der Fähigkeit zur 

Beeinflussung der extrazellulären Matrix (ZHU et al., 2015). 

 

Die vorausgegangenen Studien von Asen und Cucchiarini et al. identifizierten bereits zuvor 

einen Mechanismus, der TGF-β1 als Schlüsselmodulator in der Frühphase der Defektheilung 

beschreibt, indem er die Anzahl an Vorläuferzellen im Defektgewebe erhöht sowie die 

Zelldifferenzierung und Matrixproduktion verstärkt (ASEN, 2018; CUCCHIARINI et al., 2018). 

Die nun im Langzeitmodell erhobenen Daten bestätigen diese positiven Effekte auf das 

Reparaturgewebe. So profitierte die feingeweblich untersuchte Defektstruktur signifikant von 

der rAAV-TGF-β1-Anwendung. Die gesteigerte Defektzellularität unterstützte dabei Umbau- 

und Reparaturprozesse und korrelierte entsprechend positiv mit der histologischen 

Defektbewertung. Auch hatte das modulierte Reparaturgewebe signifikante langfristige 

Auswirkungen auf die perifokalen degenerativen Prozesse, welche durch die verbesserte 

biomechanische Komposition des Defektgewebes reduziert werden konnten. Wichtige 
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klinische Aspekte wie Schmerzlinderung, Funktion und Lebensqualität sind dabei im 

Tierversuch nicht genauer zu beleuchten. Um allerdings zukünftig eine probate klinische 

Anwendung mit dieser Methodik zu bahnen sind zunächst weitere in vitro- und in vivo-

Studien nötig. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf die Sicherheit der viralen Vektoren 

und die Effekte durch die Zytokin-Überexpression gerichtet werden. In der vorliegenden 

Studie sind über ein Jahr durch die prolongierte Überexpression von TGF-β1 keine 

Nebeneffekte bzw. unerwünschte Wirkungen außerhalb des Defektbereichs aufgetreten. 

 

7.8. Ausblick und klinische Perspektiven 
Die Sicherheit und langfristigen Effekte bei Anwendungen von viralen und nicht-viralen 

Gentransfermethoden gerieten zuletzt im Rahmen der SARS-CoV-2 (severe acute 

respiratory syndrome coronavirus type 2)-Pandemie in den Fokus der Öffentlichkeit. So 

kamen neben Ribonukleinsäuren auch virale Vektoren (ChAdOx1 und Ad26.COV2.S) zur 

Anwendung, um eine Antigenexpression zu erzielen (SADOFF et al., 2021; VOYSEY et al., 

2021). Langzeitstudien zur Evaluation der Anwendungssicherheit der oben genannten 

Gentransfermethoden werden in Zukunft somit retrospektiv zu verwirklichen sein. 

Vorbeschriebene unerwünschte Wirkungen einer TGF-β1-Überexpression auf die Formation 

von osteophytären Anbauten (BAKKER et al., 2001; SCHARSTUHL et al., 2002) zeigten sich 

im vorliegenden Langzeitmodell mit den Aachener Minischweinen nicht.  

 

Die hier erhobenen translationalen Daten implizieren, dass der virale Gentransfer des 

Wachstumsfaktors TGF-β1 die osteochondrale Defektreparatur verbessert und nachhaltig 

perifokale degenerative Prozesse abschwächt. In Kombination und sinnvoller Abstimmung 

mit bereits etablierten Therapieoptionen erscheint eine klinische Anwendung des hier 

vorgestellten in vivo-Gentransfers zur Optimierung der osteochondralen Defektreparatur 

realisierbar. Um die Wirksamkeit der verwendeten Anwendung weiter zu erhöhen und den 

klinischen Nutzen zu vervielfachen bietet sich die simultane Ko-Expression mehrerer 

synergistischer (osteo-) chondromodulativer Zytokine an (TRIPPEL et al., 2004). 

Laborexperimentell zeigte sich dieser Ansatz aussichtsreich zur weiteren Optimierung der 

Defektheilung, denn die simultane rAAV-vermittelte Ko-Expression von TGF-β1 mit IGF-I hat 

bereits nachweislich positive Auswirkungen auf die proliferativen, anabolen und 

chondrogenen Aktivitäten von humanen mesenchymalen Stromazellen (MORSCHEID et al., 

2019). Jedoch erhöht die Ko-Expression nicht nur das Modulationspotenzial auf die 

Defektheilung, sondern könnte auch dosisabhängig das Risiko für unerwünschte Wirkungen 

steigern. Die Anwendung eines einzelnen Wachstumsfaktors war in der vorliegenden Studie 

notwendig, um dessen Auswirkungen und Effekte ohne Interferenzen präzise zu analysieren.  
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Es ist vorstellbar, dass in Zukunft ein Genvektor mit humaner TGF-β-cDNS unter Kontrolle 

eines regulierbaren Promotors mit Enhancer-Funktion eingesetzt werden kann. Geleitet von 

einer individualisierten Diagnostik und Verlaufskontrollen mit z.B. in vivo-MRT kann das 

therapeutische Transgen bei Bedarf räumlich und zeitlich aktiviert werden. So könnte 

potentiell die Expression des Transgens (wieder) hochreguliert werden, wenn eine 

unzureichende Defektfüllung oder insuffiziente Integration diagnostiziert wurde. Optional 

würde dann die Stimulation von Gewebewachstum oder die Zelldifferenzierung fortgesetzt 

werden. Auch könnte es in ähnlicher Weise ausgeschaltet werden, wenn bereits eine 

ausreichende Reparatur erreicht wurde (AU et al., 2021). Eine solche kontrollierte 

Genaktivierung durch Antizytokine oder synthetische Transkriptionsfaktoren wurden bereits 

in vitro untersucht und stellen somit plausibel zukünftige Modelle für ex vivo, direkt-virale 

oder gerüstbasierte in vivo-Therapieansätze dar (CUCCHIARINI et al., 2018; CUCCHIARINI, 

MADRY, 2019; MAIHÖFER et al., 2021; MOUTOS et al., 2016; PEREZ-PINERA et al., 2013; 

VENKATESAN et al., 2013; ZYLBERBERG et al., 2017).  

 

In Zusammenschau legen die erhobenen Daten der vorliegenden translationalen 

Großtierstudie einen Mechanismus nahe, der potentiell langfristig die Defektreparatur in vivo 

verbessern und simultan die perifokale Arthrose verringern kann. Auf dieser Basis ergeben 

sich vielversprechende zukünftige Therapieansätze zur therapeutischen Modifikation der 

humanen osteochondralen Defektreparatur. 
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