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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Fragestellung. Die subchondrale Anbohrung ist ein etabliertes markraumeréffnendes Verfahren zur
Behandlung kleinflachiger symptomatischer Gelenkknorpeldefekte. Es ist jedoch unklar, ob die sub-
chondrale Anbohrung einem alleinigen Defektdebridement tiberlegen ist und ob die Dichte der angeleg-
ten Bohrlcher die induzierte Reparatur beeinflusst.

Methoden. Rechteckige, vollschichtige Knorpeldefekte (4 x 8 mm) wurden in der lateralen Trochleafa-
cette ausgewachsener Schafe (n = 16) erzeugt. Alle Defekte (n = 21) erhielten ein Debridement. Die
Defekte der Kontrollgruppe (n = 7) wurden anschlieRend nicht weiter behandelt, die restlichen Defekte
erhielten entweder 2 oder 6 (jeweils n = 7) subchondrale Bohrléchern (Durchmesser: 1 mm; Tiefe: 10
mm). Die osteochondrale Reparatur wurde 6 Monate postoperativ mittels standardisierter (semi-) quan-
titativer makroskopischer, histologischer, immunhistochemischer, biochemischer Verfahren und durch
Mikro-Computertomographie untersucht.

Ergebnisse. Verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement verbesserte die subchondrale Anboh-
rung unabhdngig von der Bohrlochanzahl die histologische Gesamtqualitat der induzierten Knorpelre-
paratur (P = 0,025) und den makroskopischen Zustand des angrenzenden Gelenkknorpels (P < 0,032).
Eine Anbohrung mit 6 Bohrldchern erhohte den Typ-11-Kollagen-Gehalt im Reparaturgewebe vergli-
chen mit der Kontrollgruppe (P = 0,038). Die Knochenmineraldichte zeigte sich nach Defektdebride-
ment in der subchondralen Knochenplatte (P < 0,015) und subartikuldren Spongiosa (P < 0,041) signi-
fikant vermindert verglichen mit beiden Behandlungsgruppen. Uberdies war die Querschnittsflache der
intraldsionalen Osteophyten nach Debridement signifikant gréRer als nach subchondraler Anbohrung (P
<0,034). Es bestanden keine weiteren signifikanten Unterschiede in der osteochondralen Reparatur zwi-

schen einer Anbohrung mit 2 oder 6 Bohrléchern.

Schlussfolgerung. Die subchondrale Anbohrung verbessert unabhéngig der verwendeten Bohrloch-
dichte die Knorpelreparatur von kleinflachigen, vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten verglichen mit
einem alleinigen Defektdebridement im Schafmodell 6 Monate postoperativ. Zudem steigert die sub-
chondrale Anbohrung die Mineraldichte des subchondralen Knochens und verringert die Ausbildung

von intral&sionalen Osteophyten verglichen mit einem Defektdebridement.



Abstract

2 Abstract

Introduction. Subchondral drilling is an established marrow stimulation technique for small sympto-
matic cartilage defects, but whether subchondral drilling is superior to sole defect debridement and if

the drill hole density affects repair remains unclear.

Methods. Rectangular full-thickness chondral defects (4 x 8 mm) were created in the lateral trochlea of
adult sheep (n = 16). All defects (n = 21) were debrided. Control defects were left without further treat-
ment (n = 7), all other defects were treated with either 2 or 6 (n = 7 each) subchondral drill holes (diam-
eter: 1 mm; depth: 10 mm). Osteochondral repair was assessed at 6 months postoperatively by stand-
ardized (semi-) quantitative macroscopic, histological, immunohistochemical, biochemical analyses and

micro-computed tomography.

Results. Compared with defect debridement alone, histological overall cartilaginous repair tissue qual-
ity (p =.025) and the macroscopic aspect of the adjacent cartilage (p <.032) were improved independent
of drill hole density. Drilling with 6 holes increased type 2 collagen content in the repair tissue compared
with controls (p = .038). After debridement, bone mineral density was significantly decreased in the
subchondral bone plate (p < .015) and the subarticular spongiosa (p < .041) compared with both treat-
ment groups. Debridement also significantly increased intralesional osteophyte sectional area compared
with drilling (p <.034). No other differences in osteochondral repair existed between subchondral drill-
ing with 2 or 6 drill holes.

Conclusions. Subchondral drilling independent of drill hole density significantly improves cartilage
repair compared with sole defect debridement of small full-thickness cartilage defects in sheep after 6
months. Subchondral drilling also increases bone mineral density of subchondral bone compartment and

simultaneously reduces the formation of intralesional osteophytes compared with debridement.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden veréffentlicht in:

Stachel N, Orth P, Zurakowski D, Menger MD, Laschke MW, Cucchiarini M, Madry H (2022) Subchondral Drilling
Independent of Drill Hole Number Improves Articular Cartilage Repair and Reduces Subchondral Bone Alterations
Compared With Debridement in Adult Sheep. Am J Sports Med 50(10):2669—-2679

Diese Publikation diente als Vorlage fiir Zusammenfassung und Abstract.



Einleitung

3 [Einleitung

3.1 Problematik

Gelenkknorpelschéden sind haufig und werden beispielsweise in 60-63% aller Kniegelenksarthrosko-
pien identifiziert [10, 62, 118, 315] . Ihre Therapie stellt weiterhin ein bedeutendes Problem in der or-
thopadischen Chirurgie dar [31, 319]. Hyaliner Gelenkknorpel Uberzieht die Gleitflachen von Synovi-
algelenken und ist einer der Garanten einer physiologischen Gelenkfunktion [42]. Dieser kann durch ein
Trauma, im Rahmen der Arthrose und von Erkrankungen des subchondralen Knochens wie der Osteo-
chondrosis dissecans oder Osteonekrosen Schaden nehmen [177, 247, 253]. Eine kritische Ausdehnung
erreichend, resultieren Knorpelschéden in Schmerzen, Gelenkreizzustanden und Bewegungseinschran-
kungen [178, 181, 272]. Zudem verfligen teil- und vollschichtige chondrale Defekte lber ein nur sehr
eingeschranktes Reparaturpotential [45, 247], da sie im Vergleich zu osteochondralen Lasionen Uber
keinen Anschluss an das Blutgefalsystem sowie den Markraum des subchondralen Knochens verfiigen
[130, 132, 178]. Der Zugang zu pluripotenten mesenchymalen Stammzellen fehlt daher zumeist. Dem-
zufolge bildet sich in chondralen Defekten lediglich ein im Vergleich zum gesunden hyalinen Gelenk-
knorpel minderwertiges fibroses Reparaturgewebe, welches den Defekt meist nur unvollstdndig ausfullt
[130, 132, 234]. Unbehandelt kdnnen Knorpeldefekte daher weiter voranschreiten, zu einer Schadigung
des gesunden benachbarten Knorpelgewebes flihren und durch Stérung der Gelenkhomdostase in einer
Arthrose des betroffenen Gelenkes enden [41, 42, 99, 139, 144, 165, 181, 200, 216, 272, 276].

Das Therapiekonzept markraumer6ffnender Verfahren besteht darin, Verbindungskanale zwischen
Knorpeldefekt und dem darunterliegenden Knochenmarkraum durch fokale Perforationen oder eine lo-
kale Abrasion der subchondralen Knochenplatte zu schaffen [140, 260, 289, 295, 297]. Hierdurch wird
ein Einwandern mesenchymaler Stammzellen in die Defektregion ermdglicht [53, 284]. Eine im Ver-
gleich zum natirlichen Heilungsverlauf und auch gegeniiber einem alleinigen Defektdebridement struk-
turell und biomechanisch verbesserte Knorpelreparatur wird hierdurch induziert [50, 53, 80, 81, 183,
284]. Markraumerdffnende Verfahren z&hlen zur Standardtherapie symptomatischer kleinflachiger (< 2
cm?), teil-/ und vollschichtiger chondraler Defekte [50, 209, 222, 244, 298, 302] und werden seit mehr
als 6 Jahrzehnten angewandt [140, 260, 289, 295, 298].

Interessanterweise sind fir markraumerdffnende Verfahren Versagensraten von 11-27 % innerhalb der
ersten 5 Jahre und von 6-32 % 10 Jahre postoperativ beschrieben [244, 295]. Urséchlich hierfur sind
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u.a. die faserknorpelige Qualitdt des Reparaturknorpels mit inkompletter Defektfiillung und unzu-
reichender Integration [68, 89, 244, 281]. Insbesondere mit Hilfe préklinischer Untersuchungen konnten
diese Techniken in den letzten Jahren weiter verbessert werden [295]. Bezogen auf die subchondrale
Anbohrung wurde der Effekt verschiedener Einflussgroien wie Bohrlochdurchmesser [68], Anbohrtiefe
[50], vorbereitendes Defektdebridement [50, 66, 82, 87], Defektlokalisation [51, 239], kiihlende Spul-
lI6sungen wéhrend des Bohrvorganges [13, 48], Bohrinstrumentendesign [48] und supportive Biomate-
rialien [88, 95, 107] sowie supplementare Therapieverfahren [281, 306] untersucht [89, 295, 296]. Der
Einfluss der Bohrlochanzahl auf die osteochondrale Reparatur wurde hierbei jedoch bisher noch nicht
erforscht. Uberdies wird weiterhin kontrovers diskutiert, ob eine fokale Perforation der subchondralen
Knochenplatte zusatzlich zum Defektdebridement tberhaupt notwendig ist [22, 172], da das alleinige
Defektdebridement bisweilen ebenfalls einen limitierten Zugang zum Blutsystem subchondraler Si-
nusoide zu schaffen vermag [66, 296].

3.2 Biologische Grundlagen der osteochondralen Einheit

3.2.1 Hyaliner Gelenkknorpel

Der hyaline Gelenkknorpel ist ein bradytrophes Gewebe mesenchymalen Ursprungs. Dieser ist avasku-
lar, anerval und alymphatisch [34]. Aufgrund seines besonderen dreidimensionalen (3D-) Aufbaus und
seiner Zusammensetzung besitzt er einzigartige biomechanische Eigenschaften und erfullt wichtige
Aufgaben der physiologischen Gelenkfunktion. Er hat eine Pufferfunktion und reduziert die biomecha-
nische Belastung, die auf unsere Gelenke einwirkt. Uberdies ermdglicht er das Gleiten der Gelenkfla-
chen mit moglichst wenig Reibung und Widerstand [34].

Der hyaline Gelenkknorpel setzt sich zusammen aus zelluldren Bestandteilen und der diese umgebenden
extrazelluldren Matrix. Die spezifischen Zellen des Knorpelgewebes sind Chondrozyten, welche im aus-
gereiften Gelenkknorpel lediglich 10% des Gesamtgewichts ausmachen [40]. Die metabolische und
Zellteilungs-Aktivitat sowie die Anzahl der Knorpelzellen ist altersabhéngig und verringert sich deutlich
nach Abschluss der Wachstumsphase im adulten Gelenkknorpel [43]. Die Chondrozyten selbst bilden
die extrazellulare Matrix. Die genaue Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix variiert interindivi-
duell, aber auch innerhalb eines Individuums, und ist abh&ngig von Gelenklokalisation, biomechani-
scher Beanspruchung und Alter [27, 63]. Sie ist reich an Proteoglykanen (~10%) und Kollagen-Fasern
(~15%) (v.a. Typ-ll-, aber auch Typ-V-,VI-IX-X- XI- und XIV-Kollagen) und einer Reihe anderer

Makromolekdile, die v.a. der Netzwerk-Stabilisierung dienen [34, 59]. Hierzu z&hlen das Cartilage
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Oligomeric Matrix Protein (COMP), Fibronektin, das Link-Protein sowie Tenascin [133, 217]. Haupt-
bestandteil der extrazelluldren Matrix ist jedoch Wasser mit einem Anteil von 70 bis 80% des Knorpel-
Gesamtgewichtes [59]. Fir die biomechanischen Eigenschaften des hyalinen Gelenkknorpels besonders
wichtig sind die Proteoglykane und Typ-I1-Kollagenfasern der extrazelluldren Matrix [26]. Das flr den
hyalinen Gelenkknorpel charakteristische Proteoglykan ist Aggrekan [113]. Andere wichtige Proteogly-
kane sind Decorin, Biglykan und Fibromodulin [59]. Proteoglykane sind Protein-Polysaccharid-Kom-
plexe [108]. Diese bestehen sich aus einem Kernprotein, das mit aus Disacchariden aufgebauten Mole-
kilen - den Glykosaminoglykane - verbunden ist [108]. Die haufigsten Glykosaminoglykane sind
Keratan-Sulfat und Chondroitin-Sulfat [108]. Untereinheiten der Proteoglykane sind tiber Verbindungs-
proteine mit Hyaluronsdure verknuipft [255]. Dieser Verbindungskomplex aus Proteoglykanen und Hy-
aluronsdure ist hydrophil und bindet das im Gelenkknorpel enthaltene Wasser [255]. Ein Teil des Was-
sers liegt ungebunden vor und dient der Gelenkschmierung und Nutrition der Knorpelzellen Giber den
Weg der Diffusion [61]. Typ-Il-Kollagen ist ein fir den hyalinen Gelenkknorpel charakteristisches Kol-
lagen und besitzt einen Anteil von ca. 95% am Gesamtgewicht von Kollagen im hyalinen Gelenkknorpel
[34]. Seine komplexe Struktur verleiht den Typ-I1-Kollagen-Fasern eine grof3e Zug- und Reilfestigkeit
[34]. Es bildet ein dichtes Flechtwerk, umschlief3t das am Verbindungskomplex aus Proteoglykanen und
Hyaluronsdure gebundene Wasser und steuert dessen Ausdehnung und Flussrichtung [34]. Bei Druck-
belastung auf den Gelenkknorpel stromt das Wasser nur langsam aus dem Flechtwerk heraus und schiitzt
die soliden Bestandteile des Gelenkknorpels [34]. Diese komplexe dreidimensionale Struktur der extra-
zellularen Matrix ermdglicht eine Reduktion des auf ein Gelenk einwirkenden Korpergewichtes um ein
Vielfaches und verleiht dem Knorpel zwei seiner charakteristischen Eigenschaften: Widerstandsfahig-

keit gegentiber Druck- und Scherbelastung sowie gleichzeitig hohe Elastizitat [34].

Die extrazellulare Matrix kann in verschiedene, konzentrisch angeordnete Regionen unterteilt werden
[27, 256]. Ein Chondrozyt liegt eingebettet in einer basophilen, perizelluldren Matrix [256, 257]. Diese
wird auch Knorpelhof genannt [256, 257]. Die Matrix ist reich an Proteoglykanen und enthalt u.a. das
fur diese Schicht spezifische Typ-VI-Kollagen, welches direkt mit den Oberflachenrezeptoren der Knor-
pelzellen interagiert und hiertiber eine Zellverankerung sowie Signalibertragungen zwischen Matrix
und Zelle ermdglicht [27, 61]. Chondrozyten organisieren sich in Funktionseinheiten, den sogenannten
Chondronen [256, 257]. Ein Chondron besteht aus einem Chondrozyt oder einem Zusammenschluss
mehrerer Chondrozyten und wird von einer perizellularen Kapsel umschlossen [256, 257]. Chondrone
sind wiederum von der territorialen Matrix umgeben [256, 257]. Die hierin enthaltenen Kollagenfasern
bilden ein korbdhnliches Geflecht, welches dem mechanischen Schutz der Chondrozyten dient [27, 211].
Zwischen der territorialen Matrix einzelner Chondrone befindet sich der grofte Teil der extrazelluléren
Matrix, auch interterritoriale Matrix genannt [256, 257]. Diese enthalt ebenfalls Proteoglykane und ver-
schiedene Kollagenfaser-Typen, welche in dieser Region die grofite Dichte und Dicke aufweisen [61,
161, 257].
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Lamina splendens

Tangentiale Zone

Transitionale Zone

Basale Zone

Grenzlinie

Kalzifizierte Knorpelschicht
Zementlinie

~ Subchondrale Knochenplatte

Subartikuldre Spongiosa

Abbildung 1: Histologischer Aufbau der osteochondralen Einheit.
Histologischer Schnitt eines Schafpraparates (Safranin O/Echtgriin-Farbung, 40x Vergro3erung).

Der im menschlichen Kniegelenk ca. 1-3 mm dicke hyaline Gelenkknorpel ist strukturell in vier Zonen
gegliedert (Abbildung 1) [177, 227]. Jede dieser Zonen besitzt eine charakteristische Zellmorphologie
und -zusammensetzung sowie charakteristische Typ-1I1-Kollagenfasern. Apikal liegt die zellfreie La-
mina splendens [27]. Sie dient als mechanische Barriere und unterstiitzt ein reibungsfreies Gleiten der
Knorpeloberflachen [27]. Hieran schliel’t sich die tangentiale Zone. Diese macht ca. 10-20% der gesam-
ten Knorpeldicke aus [34, 293]. Sie enthalt abgeflachte Chondrozyten in hoher Dichte, welche u.a.
Lubricin produzieren [59]. Lubricin ist ein Protein, welches als Gelenkschmiermittel dient und eine
reibungsfreie Gleitfahigkeit der Knorpeloberflachen aufrechterhalt [59]. Die Kollagenfasern verlaufen
in dieser Zone tangential zur Knorpeloberflache. Die nach kaudal folgende transitionale Zone mit will-
kirlichem Kollagenfaserverlauf (schrdg und tangential) stellt ca. 40-60% der Knorpelgesamtdicke dar
und enthalt rundliche Chondrozyten. Hier sind die Zellen am wenigsten dicht angeordnet [34, 59]. Die
tiefe basale Zone mit vertikalem Kollagenfaserverlauf macht ca. 30% der Knorpelgesamtdicke aus [59].
Die Knorpelzellen sind in dieser Zone in Sdulen angeordnet, welche wie die Kollagenfasern senkrecht
zur Knorpeloberfléche ausgerichtet sind [34, 59]. Den vier Knorpelzonen schlief3t sich die kalzifizierte
Knorpelschicht an [59, 226]. Diese besteht aus hypertrophen Chondrozyten sowie vorwiegend Typ-X-
Kollagen [177, 226], hat einen hohen Mineralsalzgehalt und liegt dem subchondralen Knochen
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unmittelbar auf [234]. Zwischen der tiefen Zone und dem kalzifizierten Knorpel befindet sich eine his-
tologisch nachweisbare Grenzlinie (engl. tidemark) [177]. Dieser wird zusammen mit dem kalzifizierten
Knorpel eine entscheidende Rolle in der Ubertragung von Druck- und Scherkraften vom Knorpel auf
den darunterliegenden subchondralen Knochen zugeschrieben [177]. Die Grenzlinie stellt eine 3D-
Schicht mit dreischichtigem Aufbau dar [173, 174, 177]. Durch die Grenzlinie treten Typ-II-
Kollagenfasern von der basalen Zone in den kalzifizierten Knorpel hinein [177, 226]. Sie bewirken eine

mechanisch feste Verbindung zwischen diesen beiden Schichten.

3.2.2 Subchondraler Knochen

Direkt unterhalb der kalzifizierten Knorpelschicht liegt der subchondrale Knochen (Abbildung 1) [177,
226]. Die sogenannte Zementlinie (cement line) trennt beide Schichten voneinander [177, 226]. Sub-
chondraler Knochen und kalzifizierte Knorpelschicht sind dreidimensional miteinander verbunden [134,
177, 225, 226]. Der wellenférmige Verlauf dieser Verbindungszone ermdglicht eine suffiziente Uber-
setzung von Scherkréften in Zug- und Druckbelastungen [98, 226].

Der subchondrale Knochen setzt sich zusammen aus subchondraler Knochenplatte und subartikulérer
Spongiosa (Abbildung 1) [177]. Der Knochen enthélt vorwiegend Typ-1-Kollagen [226]. Die subchond-
rale Knochenplatte besteht ahnlich der Knochenkortikalis aus dichtem Lamellenknochen [177, 226]. Sie
setzt sich aus mehreren ca. 0,2-0,4 mm dicken Platten zusammen, welche schmale 0,4-0,6 mm weite
Hohlrdume honigwabenartig umschlieBen [177, 226, 287]. Die subchondrale Knochenplatte ist durch-
setzt von kleinen Kanalen und Hohlrdumen [177]. Sie trennt die kalzifizierte Knorpelschicht vom Kno-
chenmarkraum der subartikuldren Spongiosa [67, 177, 226]. Letztgenannte besteht aus einem Trabekel-
netzwerk, welches aus der subchondralen Knochenplatte entspringt [182, 226]. Die Knochentrabekel
sind vorwiegend rechtwinklig zur Gelenkoberflache ausgerichtet und durch diinnere, tangential ausge-
richtete Trabekel querverbunden [177]. Zwischen den Knochentrabekeln liegen relativ weite Hohl-
rdume, welche den Knochenmarkraum bilden [226]. Dieser enthalt Fettzellen, Endothelzellen, aber auch
mesenchymale und hdmatopoetische Stammzellen sowie BlutgefaRe [226]. Die Festigkeit der subarti-
kuldren Spongiosa korreliert mit ihrer Trabekeldichte [112, 226]. Fingerartige, enge, gefalfuhrende
Knochenkandle treten aus der subartikuldren Spongiosa in die subchondrale Knochenplatte ein [177,
226] und reichen bis in die kalzifizierte Knorpelschicht hinein [103, 177, 226].

Hinsichtlich ihrer Anatomie und Beschaffenheit erscheint die subchondrale Knochenregion variabel
[134, 177, 226]. Dichte, Dicke, biochemische Zusammensetzung und mechanische Eigenschaften des

subchondralen Knochens sowie Beschaffenheit und Dichte des Gefalnetzes und der Knochenkanale
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variieren abh&ngig von Gelenktyp, Lokalisation innerhalb des Gelenkes, von den auf sie wirkenden
Belastungen, vom Alter und von genetischen Einflussen [9, 44, 55, 67, 134, 163, 177, 201, 203, 226].
Der subchondrale Knochen befindet sich weiterhin in einem standigen Anpassungs- und Remodellie-
rungs-Prozess [55, 177, 226]. So weist der subchondralen Knochen beispielsweise in Zonen gréRerer
Belastung eine hohere Dichte, Dicke und GeféaBRversorgung als in mechanisch unbelasteten Regionen
auf [177].

3.2.3 Osteochondrale Einheit

Einerseits scheinen Gelenkknorpel sowie subchondraler Knochen hinsichtlich ihrer biomechanischen
und physiologischen Ablaufe getrennt und unabhéngig zu funktionieren [182, 226], allerdings bilden
diese Gewebe physiologisch und pathophysiologisch betrachtet eine gemeinsame Funktionseinheit
[100, 226]. Diese funktionelle Einheit setzt sich aus nicht kalzifiziertem Gelenkknorpel, kalzifiziertem
Knorpel, subchondraler Knochenplatte und subartikularer Spongiosa zusammen (Abbildung 1) [177,
226] und ist anatomische Grundlage fur eine gesunde Gelenkhomdgostase [122, 271].

Der subchondrale Knochen besitzt eine hohere Steifigkeit und Festigkeit als der Gelenkknorpel [54,
170, 177]. Daher fungiert er vorwiegend als Formgeber fiir die Gelenkkontur. Der Gelenkknorpel erfiillt
u.a. die Funktion eines Lasttragers und -verteilers [135, 165, 177, 226, 262, 265]. Die Schicht des kal-
zifizierten Knorpels dient als Pufferzone, um Druckspitzen zwischen Gelenkknorpel und steiferem sub-
chondralen Knochen zu minimieren [177, 226] und reguliert den Diffusionsaustausch zwischen beiden
Schichten [225, 226]. In ihrer Einheit erméglichen sie eine harmonische Druck- und Lastverlagerung
im Rahmen von Gelenkbelastung und -bewegung [75, 98, 226]. Hierbei absorbiert die subchondrale
Knochenschicht den Grofiteil der Gelenkbelastung (ca. 30%), die Gelenkknorpelschicht lediglich ca. 1-
3% [177, 226, 261, 265].

Die subchondrale Knochenschicht nimmt eine Schlisselrolle im Metabolismus des Gelenkknorpels ein
[182, 226]. Uber das arterielle und vendse GefaRsystem der subchondralen Knochenplatte bestehen Ver-
bindungen zwischen dem blutreichen subchondralen Knochenmark und dem eigentlich avaskuldren Ge-
lenkknorpel [55, 165, 177, 191, 226, 232]. GefalRkanale treten aus der subchondralen Knochenplatte in
die kalzifizierte Knorpelschicht bis an die Grenzlinie heran und ermdéglichen eine Versorgung der tiefen
Gelenkknorpelschichten mit Nahrstoffen [7, 124, 165, 177, 225, 226, 232, 251]. Uberdies enthalt die
subchondrale Knochenschicht eine hohe Dichte an Nervenendigungen, welche bis in die kalzifizierte
Knorpelschicht hineinreichen [177]. Die Blutflussrate in der subchondralen Knochenplatte ist ca. 3-

10fach hoher im Vergleich zur subartikuldren Spongiosa [232]. Hierdurch wird eine ausreichende
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Né&hrstoffversorgung des Gelenkknorpels gewahrleistet [135, 232]. Auch findet ein Transport von Sig-
nalmolekilen auf diesem Wege zwischen den einzelnen Schichten statt [75, 226]. Ohne derartige Ver-
bindungskanale wirde der Gelenkknorpel ausschlieBlich per Diffusion Uber die Synovia mit Nahrstof-

fen versorgt [177].

Ein Verstandnis der komplexen Physiologie, Anatomie und Biomechanik der osteochondralen Einheit
ist von herausragender Bedeutung fur die Diagnostik, Therapie und Pravention von osteochondralen
Pathologien und riickte in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus [42, 165, 182, 295]. Pathologien
des subchondralen Knochens fiihren u.a. durch mechanische Uberbeanspruchung sowie durch inflamm-
atorische Prozesse zu Veranderungen des angrenzenden Gelenkknorpels, und umgekehrt [98, 162, 165,
177, 182, 226, 271]. So kann die Integritét der osteochondralen Einheit beispielsweise durch Gelenkpa-
thologien wie Arthrose, Osteonekrosen, Osteochondrosis dissecans und traumatische Gelenkknorpel-
schaden gestort sein [42, 165, 177, 182, 226, 271]. Im Kontext der Therapie chondraler und osteochond-
raler Pathologien scheint eine méglichst physiologische Rekonstitution der osteochondralen Einheit u.a.
fur den Langzeiterfolg dieser Verfahren unabdingbar [49, 100, 115, 165, 226, 265, 271]. So muss hierbei
nicht nur ein Reparaturgewebe induziert werden, welches die biomechanischen Eigenschaften des ge-
sunden hyalinen Gelenkknorpels nachbildet, sondern auch eine maglichst physiologische Integration
zum subchondralen Knochen sowie Homdostase der osteochondralen Einheit hergestellt werden [165].
Eine gestorte osteochondrale Einheit, z.B. durch Entwicklung von subchondralen Sekundéarveranderun-
gen wie Zysten, Osteophyten oder eine flachige Verdickung der subchondralen Knochenplatte, resultiert
wiederum zumeist in einer minderwertigen Knorpelreparatur [263]. Die Weiterentwicklung bestehender
Operationstechniken oder die Entwicklung von Biomaterialien soll die osteochondrale Reparatur weiter
verbessern und ist Gegenstand der aktuellen Forschung [36, 90, 221, 222, 244, 295].

3.3 Grundlagen der Kniegelenksanatomie

Das Kniegelenk ist eine Drehscharniergelenk. In diesem artikulieren drei Knochen miteinander (Abbil-
dung 2). Distaler Oberschenkelknochen (Femur) und proximaler Schienbeinknochen (Tibia) bilden tiber
die mit Knorpel tberzogenen Gelenkfl&dchen der medialen und lateralen Femurkondylen sowie der kor-
respondierenden Kondylen des Tibiaplateaus das Femorotibialgelenk. Die Kniescheibe (Patella) sowie
die Gleitrinne des distalen Femurs (Trochlea femoris) artikulieren als Patellofemoralgelenk. Beide Ge-
lenke sind von einer gemeinsamen Gelenkkapsel umschlossen und werden durch verschiedene Bénder,
Sehnen sowie Innen- und AuRenmeniskus statisch und dynamisch stabilisiert. Die Patella ist als Hy-
pomochlion in den Kniegelenksstreckapparat aus Musculus quadriceps femoris und Patellasehne inte-

griert. Sie dient der Verlangerung des Hebelarmes des Knie-Streckapparates und vergréRert dessen
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Drehmoment. Die Riickflache der Patella, welche durch mediale und laterale Patellafacette sowie zent-

ralen Patellafirst gebildet wird, ist von Gelenkknorpel tiberzogen und gleitet im Zuge der Kniegelenks-

beugung und -streckung zentriert in der kongruent rinnenartig geformten, ebenfalls knorpelig Uberzoge-

nen Trochlea. Die Gelenkflachen der Trochlea setzen sich entsprechend aus einer medialen und lateralen
Gelenkfacette und dem zentralen Gelenkfirst zusammen.
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Abbildung 2: Darstellung der Kniegelenksanatomie am humanen Praparat.

(A) Ansicht von vorne mit Eréffnung der Gelenkkapsel und nach kaudal geklappter Patella. Schwarz gefillter Kreis:
Trochlea femoris mit Facies patellaris femoris; blauer Stern: laterale Femurkondyle; roter Stern: mediale Femur-
kondyle; blaue Pfeilspitze: zeigt auf die laterale Tibiakondyle; rote Pfeilspitze: zeigt auf die mediale Tibiakondyle.
(B) Ansicht von lateral. (C) Transversalschnitt und tangentiale Rontgenbildgebung des Femoropatellargelenks. Vor-

lage der Abbildung: Prometheus LernAtlas [279].
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3.4 Systematik von Gelenkknorpeldefekten

Knorpeldefekte konnen fokal, umschrieben oder multifokal, disseminiert - wie im Rahmen der Arthrose
- im Gelenk auftreten [234]. Knorpeldefekte werden hinsichtlich ihrer Tiefenausdehnung in chondrale
und osteochondrale Knorpeldefekte unterteilt (Abbildung 3). Chondrale Knorpeldefekte reichen maxi-
mal bis an den subchondralen Knochen heran, er6ffnen diesen jedoch nicht [234, 238]. Chondrale Knor-
peldefekte werden nochmals in teilschichtige und vollschichtige Defekte unterteilt [234]. Osteochond-
rale Knorpeldefekte wiederum erstrecken sich bis in den subchondralen Knochen [234, 238]. Sie sind
meist traumatisch bedingt, kénnen jedoch auch im Rahmen einer Osteonekrose oder der Osteochondro-
sis dissecans entstehen [234]. Knorpelschaden werden mit Hilfe der Magnetresonanztomographie
(MRT) sowie im Rahmen einer Arthroskopie diagnostiziert und entsprechend klassifiziert. Gangige
Klassifikationssysteme fiir die Beschreibung der Tiefenausdehnung von Knorpeldefekten sind die Klas-
sifikation der International Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society (ICRS) [32], nach
Noyes und Stabler [223] oder nach Outerbridge [249].

Chondraler Defekt

Teilschichtig Vollschichtig

Osteochondraler Defekt

Abbildung 3: Ubersicht zur Einteilung von Knorpeldefekten.

(A) Teilschichtiger chondraler Defekt. (B) Vollschichtiger chondraler Defekt bis zur subchondralen Knochenschicht.
(C) Osteochondraler Defekt bis in den subchondralen Knochen hinein. Hellblau: hyaliner Gelenkknorpel; dunkel-
blau: kalzifizierter Knorpel; gelb: subchondraler Knochen; violette Linie: Grenzlinie. Vorlage der Abbildung: Stachel
et al. [295].
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Ist der hyaline Knorpel im Erwachsenenalter einmal beschadigt, besitzt er keine F&higkeit zur Spontan-
regeneration [34]. Ein Ersatz durch vollwertigen hyalinen Gelenkknorpel - im Sinne einer Knorpelrege-
neration - ist nicht moéglich [45, 234]. Beeinflusst von Tiefenausdehnung und Lokalisation des Knorpel-
defekts findet lediglich eine Knorpelreparatur statt. Dadurch bildet sich bestenfalls ein dem normalen
hyalinen Knorpel &hnliches Ersatzgewebes [234], welches jedoch nicht vollumféanglich die komplexe
Mikroarchitektur und Funktion des hyalinen Gelenkknorpels nachbildet [45]. Chondralen Knorpelde-
fekten fehlt der Zugang zum subchondralen Knochenmark und zum Gefalsystem. Sie werden von Sy-
noviozyten der Gelenkschleimhaut spérlich besiedelt [130, 132, 177, 284]. Theoretisch haben auch Fett-
gewebsstammzellen aus dem Hoffa-Fettkdrper [234] sowie - durch intraartikuléare Einblutungen im Rah-
men traumatischer Defekte - Zellen des Blutsystems [143] Anteil an den induzierten Reparaturprozes-
sen. Es bildet sich hierdurch ausschlieBlich ein faserartiges Gewebe minderwertiger Qualitét, welches
den Defekt in der Regel nur unvollstandig ausftllt und mit dem angrenzenden gesunden Gelenkknorpel
insuffizient verbunden ist [41, 139, 186, 234, 301]. Die angrenzenden gesunden Knorpelzellen wandern
in der Regel nicht in die Defektregion ein und unterliegen meist einem Apoptoseprozess [148, 177, 304].
Das entstandene Reparaturgewebe halt den mechanischen Beanspruchungen nicht stand und degeneriert
oftmals bereits nach Wochen bis Monaten [234]. GroRere Defekte kénnen sich dann in den angrenzen-
den Knorpel ausdehnen [56, 132] und im weiteren Verlauf in einer Arthrose miinden [41, 42, 71].

Osteochondrale Defekte besitzen wiederum Zugang zum Knochenmark und GefaRsystem des sub-
chondralen Knochens. Hieriiber bildet sich ein Blutgerinnsel im Defektbett, welches u.a. pluripotente
Stammzellen enthélt [85, 139, 284]. Unter dem Einfluss von Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
differenzieren diese in Chondrozyten und Osteoblasten [234]. Im Zuge der nun ablaufenden Osteoge-
nese und Chondrogenese wird im Defekt ein osteochondraler Reparaturvorgang angestof3en [60, 234].
Die induzierte Reparatur scheint zwar der Reparatur von chondralen Defekten tiberlegen, jedoch entsteht
auch in osteochondralen Defekten lediglich ein strukturell und funktionell minderwertiges, faserknor-
pelartiges Reparaturgewebe, welches den Defekt in der Regel ebenfalls nur unvollistandig ausfiillt und
meist insuffizient mit dem angrenzenden gesunden Gelenkknorpel integriert ist [79, 85, 139, 177, 234,
284] . Der subchondrale Knochen sowie die osteochondrale Einheit bauen sich mit veranderter Struktur
auf [134, 232]. Hierbei werden u.a. flachige Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte, eine ge-
storte Mikrostruktur des subchondralen Knochens sowie ein unvollstandiger Wiederaufbau der Grenz-
linie beobachtet [134, 177, 234, 237]. Nach einigen Monaten zeigt sich bereits eine beginnende Dege-
neration des Reparaturgewebes, welche tber die folgenden Jahre fortschreitet [139] und zu einer Arth-
rose des betroffenen Gelenkes fiihren kann [71]. Kleinere osteochondrale Defekte weisen hierbei eine
bessere Reparatur auf als groRe und tiefe Defekte [177], bei welchen auch der subchondrale Knochen-

defekt nicht vollstandig wiederaufgebaut werden kann [139, 177].
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3.5 Operative Therapiestrategien fokaler chondraler Defekte

3.5.1 Ubersicht

Symptomatische, vollschichtige, fokale Gelenkknorpeldefekte ohne Zeichen einer hohergradigen Arth-
rose im restlichen Gelenk stellen die typische Indikation zu knorpelregenerativen Eingriffen dar [222].
Ziele einer operativen Behandlung sind die Erzeugung eines Ersatzgewebes, welches dem nattrlichen
Knorpelreparaturgewebe Uberlegen und dem angrenzenden, gesunden Gelenkknorpel biomechanisch
gleichwertig ist, den Knorpeldefekt vollstandig ausfullt sowie stabil mit dem angrenzenden Gelenkknor-
pel und subchondralen Knochen verbunden ist. Die durchgefiihrte Therapie sollte in einer Verbesserung
von Gelenkfunktion und -kongruenz, einer Schmerzreduktion sowie der Pravention arthrotischer Scha-
digungen benachbarter Knorpelareale resultieren [178, 181, 220]. Fur eine entsprechende Indikations-
stellung miissen folgende Voraussetzungen vorliegen bzw. geschaffen werden: 1. Es soll keine fortge-
schrittene Arthrose des betroffenen Gelenkes (Kellgren und Lawrence Grad 111 oder 1V [147]) vorliegen.
2. Der Knorpel der korrespondierenden Gelenkfléche soll nicht hohergradig geschidigt sein (< ICRS
Grad 11 [32]). 3. Eine moglichst physiologische Beinachse soll vorliegen (maximale Achsabweichung
von 5° Varus/Valgus [14, 136]). 4. Das Gelenk soll ligamentér stabil gefiihrt sein. [36, 175, 222]

Ein praktikabler und in den meisten Therapieempfehlungen angewandter Parameter fur die VVerfahren-
sauswahl ist die DefektgroRe [222, 316]. Andere wichtige Einflussfaktoren sind Patientenalter, -an-
spruch, Defektlokalisation, Knorpelstatus des restlichen Gelenkes, Begleitpathologien und Beinachse
[222, 316]. Aufgrund der in den letzten Jahren gerade beziiglich des Kniegelenks verbesserten Studien-
lage, konnten durch die Arbeitsgemeinschaft ,,Klinische Geweberegeneration® der Deutschen Gesell-
schaft fir Orthopddie und Unfallchirurgie (DGOU) klinische Empfehlungen hinsichtlich der Auswahl
knorpelrekonstruktiver Operationsverfahren ausgesprochen werden [222]. Es ist zu betonen, dass sich
diese von der Behandlung osteochondraler Knorpeldefekte unterscheiden; in letztgenanntem Fall muss
die subchondrale Pathologie mitadressiert werden [222]. Ein besonderes Augenmerk wird im Folgenden

auf die Knorpeltherapie am Kniegelenk gelegt.

3.5.2 Defektdebridement

Das vorbereitende Defektdebridement vor knorpelchirurgischen Eingriffen (Abbildung 4) ist streng ab-
zugrenzen von einem (heute nicht mehr leitliniengerechtem) Gelenkdebridement im Rahmen der symp-

tomatischen  Arthrosebehandlung, im Zuge dessen friher instabile Knorpelfragmente,

-13 -



Einleitung

Meniskusauffaserungen, freie Gelenkkdrper und synoviale Verwachsungen im Sinne einer Knorpelglé-
ttung mit Hilfe einer Frase oder der Diathermie arthroskopisch entfernt wurden [184, 196, 294]. Auch
ist das vorbereitende Defektdebridement nicht zu verwechseln mit dem oberflachlichen Debridement
von teilschichtigen Knorpeldefekten, wobei ausschlief3lich instabile Knorpelfragmente beseitigt werden

ohne ein Debridement in die Tiefe vorzunehmen [303, 314].

1t Hyaliner Gelenkknorpel

I} Kalzifizierter Knorpel
- Subchondrale Knochenplatte

:‘ + Subartikuldre Spongiosa

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Defektdebridements.
Dargestellt ist das Defektdebridement mit vollstandiger Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht und Schaffung
stabiler Defektrander am Schafmodell. (A) Safranin O-gefarbter histologischer Schnitt eines debridierten Gelenk-
knorpeldefekts. Pfeilspitzen: Defektrander nach Debridement; Maf3stab: 2 mm. (B) Makroskopisches Bild eines
debridierten Gelenkknorpeldefektes. Gestrichelte schwarze Linie: Begrenzung des debridierten Gelenkknorpelde-
fekts; MaR3stab: 4 mm. Vorlage der Abbildung: Stachel et al. [295].

Ein Defektdebridement im eigentlichen Sinne wird routinemagig vor Er6éffnung des Markraums oder
sonstiger Knorpeltherapie durchgefuhrt. Es umfasst zwingend die Entfernung instabiler und untermi-
nierter Knorpelfragmente im Bereich des zu behandelnden Knorpeldefektes zur Schaffung stabiler
Randwalle zum angrenzenden gesunden Gelenkknorpel sowie eine fléchige Freilegung der Oberflache
der subchondralen Knochenplatte am Defektgrund unter Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht
[82, 183, 300] (Abbildung 4). Auch sollten Defektrander mit stabilen Randwallen und vitalem Knorpel-
gewebe geschaffen werden als Voraussetzung flr eine suffiziente Integration des Reparaturgewebes
zum angrenzenden Gelenkknorpel [304]. Beschéadigte, avitale Knorpelfragmente kénnen im Rahmen

der Knorpelreparatur nicht resorbiert werden und verhindern eine stabile Integration [304]. Die

-14 -



Einleitung

praparierten Defektrander sollten rechtwinklig zum subchondralen Knochen verlaufen [111]. Ein stump-
fes und zu aggressives Debridement wiederum verstérkt die Apoptose von Chondrozyten im angrenzen-
den Knorpelgewebe [131, 304] und kann die Integration des Reparaturgewebes verschlechtern [171,
304]. Das Defektdebridement wird mit Hilfe von Kretten, motorisierten Frasen oder eines Skalpells
durchgefuhrt [82, 304]. Das verwendete Instrument sollte in diesem Zusammenhang einerseits den an-
grenzenden gesunden Gelenkknorpel und subchondralen Knochen schonen [6, 82, 131, 304], anderer-

seits eine ausreichende Tiefe des Defektdebridements gewéhrleisten [66].

3.5.3 Markraumeroffnende Verfahren

Der Begriff der markraumerdffnenden Verfahren fasst die Techniken der Mikrofrakturierung [297], der
fokalen Abrasion [140] sowie der subchondralen Anbohrung [260, 289] zusammen. Diese sind weiter-
hin die Standardmethoden zur Behandlung von kleinflachigen, vollschichtigen chondralen Lésionen (<
2 cm?) [8, 206, 209, 222, 298, 302]. Erganzt um in den Defekt eingebrachte, resorbierbare Matrizes
besteht fiir diese (im deutschsprachigen Raum dann als ,,Matrix-augmentierte markraumerdffnende Ver-
fahren* bezeichnete Methoden) sogar im Grenzbereich zur autologen Knorpelzelltransplantation eine
relative Empfehlung der Arbeitsgemeinschaft ,,Klinische Geweberegeneration* der DGOU bis zu einer

Defektgrolie von 4,5 cm?2 [146, 221, 222, 295].

Mit Hilfe von speziellen Ahlen (Mikrofrakturierung) [297], Kugelfrésen (fokale Abrasion) [140] sowie
Kirschnerdrahten oder chirurgischen Bohrern (subchondrale Anbohrung) [260, 289] wird eine Verbin-
dung des mittels Debridements vorbereiteten Knorpeldefektes mit dem subchondralen Markraum ge-
schaffen [295]. Hierdurch entsteht ein Blutgerinnsel aus Knochenmarkinhalten im Knorpeldefekt, wel-
ches unter anderem mesenchymale Stammzellen sowie Wachstumsfaktoren enthalt [238, 284, 295]. Im
Rahmen der nachfolgend induzierten Chondrogenese entsteht ein faserknorpeliges Reparaturgewebe,
welches den Defekt teil- bis vollstandig ausfullt [48, 50, 68, 95, 107, 159, 168, 198, 208, 235, 239, 243,
284, 295, 297, 298]. Die hierdurch induzierte osteochondrale Reparatur zeigt sich dem nattrlichen Hei-
lungsverlauf und auch einem alleinigen Defektdebridement tiberlegen [50, 53, 80, 81, 95, 107, 168, 243,
295]. Markraumerdffnenden Verfahren finden im klinischen Alltag aufgrund ihrer einfachen Handha-
bung, Kosteneffektivitat und geringen Invasivitat weiterhin verbreitet Anwendung in der Therapie voll-
schichtiger Gelenkknorpeldefekte [209, 212, 273, 281, 295, 300, 319]. Diese Techniken sind breit ver-
flgbar und kénnen ohne gréReren Vorbereitungsaufwand eingesetzt werden. Dies ist insofern vorteil-
haft, als dass Knorpeldefekte oftmals als Zufallsbefund im Rahmen einer Arthroskopie diagnostiziert
werden [77, 150, 185] und eine entsprechende Therapie gegebenenfalls kurzfristig indiziert werden

muss. Im Bereich des Kniegelenks werden vorwiegend die Techniken der subchondralen Anbohrung
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und Mikrofrakturierung verwendet [158, 159, 281, 295, 298]. Es zeigen sich befriedigende kurz- und
mittelfristige Ergebnisse [24, 154, 156, 209, 244, 299]. Jedoch wird 1,5 [160], 3 [275] und 5 Jahre [308]
postoperativ eine voranschreitende Abnutzung des entstandenen Reparaturgewebes [177, 205, 276, 298]
beobachtet [159, 244, 273, 295]. Im Langzeitverlauf kénnen Funktionsverbesserung und Schmerzlinde-
rung weiter abnehmen [24, 244], auch wenn bis 15 Jahre nach Operation immer noch zufriedenstellende

Ergebnisse dokumentiert sind [244].

3.5.3.1 Subchondrale Anbohrung

Die subchondrale Anbohrung wurde erstmals von lan Scott Smilie 1957 zur Therapie der Osteochond-
rosis dissecans beschrieben [289, 295]. Kenneth Pridie verdffentlichte 1959 diese Technik zur Therapie
degenerativer Knorpellasionen [260, 295]. Der subchondrale Knochenmarksraum wird durch recht-
winklig zur debridierten Defektoberflache angelegte Bohrkanale mit Hilfe von chirurgischen Bohrern
oder Kirschner-Drahten ertffnet [48, 89, 260, 289, 295]. Der Bohrvorgang sollte zur Vermeidung von
Hitzenekrosen und zur besseren Beseitigung von Bohrmehl unter kontinuierlicher, kiihlender Spilung
erfolgen [48, 89, 295]. Eine Mindesteindringtiefe von 3-4 mm ist im Klinischen Kontext zur sicheren
und vollstandigen Er6ffnung der gegebenenfalls durch Sklerose verdichteten subchondralen Knochen-
platte empfohlen [50, 123, 295].

3.5.3.2 Mikrofrakturierung

Die Mikrofrakturierung zur Behandlung vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte wurde von John Richard
Steadman in den 1980er Jahren entwickelt [297]. Erstmals wurden die klinischen Ergebnisse der Me-
thode 1997 verdffentlicht [297]. Mit Hilfe unterschiedlich stark abgewinkelter Ahlen werden Mikro-
frakturldcher mit einer Tiefe von 2-4 mm in der subchondralen Knochenplatte erzeugt [300]. Steadman
propagierte eine verbesserte Integration des entstehenden Reparaturgewebes zum subchondralen Kno-
chen durch Anrauung der Knochenoberflache sowie eine Vermeidung maoglicher Hitzenekrosen im an-
grenzenden subchondralen Knochen [300]. Da die Technik der Mikrofrakturierung als Weiterentwick-
lung der bestehenden markraumerdffnenden Verfahren galt und gut unter arthroskopischer Sicht an-
wendbar ist, erfreute sich dieses Verfahren in den letzten Jahrzehnten grolier Beliebtheit in der Klini-
schen Anwendung [195, 295].
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3.5.3.3 Abrasionsarthroplastik

Die fokale Abrasion ist eine lokale Anwendung der Technik der Abrasionsarthroplastik, welche durch
Lanny Leo Johnson in den spéaten 1970er Jahren zur Therapie von arthrotischen Knorpeldefekte entwi-
ckelt wurde [22]. Klinische Ergebnisse wurden erstmals 1987 veroffentlicht [22, 140, 142, 295]. Im
Rahmen der Abrasion wird die subchondrale Knochenplatte des Defektgrundes mit Hilfe einer Kugel-
frase flachig bis zu einer Tiefe von ca. 1-1,5 mm ausgediinnt [155]. Es erfolgt ein oberflachliches Ab-
tragen abgestorbener Osteone mit Eroffnung des Geféal3netzes der subchondralen Knochenplatte [143].
Johnson empfahl, noch bestehende Knorpelinseln im Defektbett zur Unterstiitzung der angestoRenen
Knorpelreparatur zu belassen [143]. Dieses Verfahren ist strikt abzugrenzen von der 1979 beschriebenen
Spongiosation nach Ficat, im Rahmen welcher die subchondrale Knochenplatte unter Freilegung der
subartikuldren Spongiosa bis zu einer Tiefe von 2-3 mm entfernt wird [73]. Bei der Abrasionsarthro-
plastik sollte jedoch eine Erdffnung der subartikuldren Spongiosa vermieden werden, da diese zu einer
verschlechterten osteochondralen Reparatur fiihrt [140, 143]. Die Technik der fokalen Abrasion wird
heutzutage vorwiegend zur Behandlung isolierter, Kleiner, chronisch degenerativer Knorpeldefekte mit
begleitender Verdickung und Sklerose der angrenzenden subchondralen Knochenplatte verwendet [273,
300].

3.5.4 Autologe Chondrozytentransplantation

Die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) wird seit 1987 klinisch zur Behandlung von voll-
schichtigen Knorpeldefekten im Kniegelenk angewandt. Klinische Ergebnisse wurden erstmals 1994
von Lars Peterson und Matts Brittberg verdffentlicht [33, 219]. Die Methode wurde in den letzten Jahr-
zehnten stetig weiterentwickelt, sodass mittlerweile verschiedene Generationen der Technik existieren
[188, 219]. Es handelt sich um ein zweizeitiges Vorgehen. Im Rahmen der ersten Operation werden
zunachst arthroskopisch osteochondrale Zylinder aus weniger belasteten, gesunden Gelenkbereichen
entnommen [36, 175]. In spezialisierten Laboren werden die Knorpelzellen anschlielend enzymatisch
isoliert und kultiviert [36, 175]. In einer Zweitoperation (3-6 Wochen spater) werden die Zellen in den
zuvor praparierten Knorpeldefekt eingebracht [36, 175]. In der Orginaltechnik (erste Generation der
autologen Chondrozytentransplantation) wurde der Knorpeldefekt mit einem an den angrenzenden, ge-
sunden Gelenkknorpel angenahten Periostlappen Uberdeckt und die kultivierten Zellen in Form einer
Suspension hierunter injiziert [175]. Weiterentwicklungen umfassen die Verwendung von Biomateria-
lien (v.a. Typ-I/l11-Kollagenmembranen) zur Abdeckung des Defektes (zweite Generation) sowie das
Einbetten der kultivierten Knorpelzellen in 3D-Biomaterialien (membran- oder hydrogelbasiert) vor Im-

plantation in den Defekt (dritte Generation, Matrix-gekoppelte autologe Chondrozytentransplantation
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(MACT)) [8, 36, 70, 127, 228]. Neueste Entwicklung auf dem Gebiet der autologen Chondrozytentrans-
plantation ist das Konzept eines tragermaterialfreien 3D-Systems (Sphéroidaltechnik), wobei sich die
kultivierten Knorpelzellen zu hochdichten Zellhaufen (Sphéaroide) zusammenlagern und in ihrer selbst-
erzeugten extrazelluldren Matrix eingebettet sind [8, 36, 74]. AnschlieBend kénnen die autologen Zellen
im Tragermaterial eingebettet teilweise sogar arthroskopisch in den Knorpeldefekt transplantiert werden
[36, 202]. Die ACT soll verglichen mit den markraumerdffnenden Verfahren zu einer strukturell ver-
besserten Knorpelreparatur fihren [30, 33, 248, 319] mit zufriedenstellenden klinischen Langzeitergeb-
nissen [119, 206]. In der Behandlung von mittel- bis groRflachigen chondralen Defekten (2-10 cm2)
scheinen sie inshesondere bei jingeren, aktiven Patienten (< 50 Jahre) den markraumeréffnenden Ver-
fahren Uberlegen zu sein [1, 19, 35, 36, 156, 219, 222, 319].

3.5.5 Osteochondrale Transplantation

Die autologe osteochondrale Transplantation (OCT) hat in der Therapie rein chondraler Knorpeldefekte
in den letzten Jahren an Bedeutung verloren [222]. Angewandt wird sie bei kleinflachigen (< 1-1,5
cm?), vorwiegend osteochondralen Defekten [222]. Bereits 1964 berichtete Heinz Wagner von der au-
tologen osteochondralen Transplantation zur Behandlung der Osteochondrosis dissecans [312]. Die
Technik wurde in den 1990er Jahren weiterentwickelt [25, 110, 192] und kann durch die Entwicklung
des Osteochondral Autograft Transfer System (OATS) auch arthroskopisch durchgefuihrt werden [278].
Hierbei werden osteochondrale Zylinder aus einer gesunden Gelenkregion auf3erhalb der Hauptbelas-
tungszone entnommen und in der sogenannten press-fit-Technik in den vorbereiteten Defekt knéchern
eingepasst [109]. Die Technik der Mosaikplastik [109, 110] mit Einbringen mehrerer kleiner Knorpel-
Knochen-Zylinder zur Therapie groRerer Knorpeldefekte wird aktuell aufgrund der Problematik am In-
terface der einzelnen Zylinder, einer kritischen Vitalitat des zentralen Zylinders sowie der bestehenden
Entnahmemorbiditéat nicht mehr empfohlen [14, 222]. Zur Therapie groRerer osteochondraler Defekte
konnen prinzipiell osteochondrale Allografts verwendet werden [46], welche jedoch aufgrund der

Rechtslage in Deutschland aktuell nicht zur Verfugung stehen [222].
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3.6 Osteochondrale Reparatur nach Markraumero6ffnung

3.6.1 Biologie der osteochondralen Reparatur

Die Grundziige der durch ein markraumerdffnendes Verfahren angestollenen Reparaturprozesse voll-
schichtiger Gelenkknorpeldefekte wurden in Tierstudien detailliert beschrieben und sind gut verstanden
[183, 198, 204, 207, 284]. Eine Schlusselrolle nehmen hierbei pluripotente mesenchymale Stammzellen
aus dem subchondralen Knochenmark ein, welche sich unter anderem zu Chondrozyten und Osteozyten
- wichtige Zellreihen der osteochondralen Einheit - differenzieren kénnen [50, 53, 183, 198]. Zunachst
flllt sich der praparierte Gelenkknorpeldefekt in den ersten Stunden durch die angelegten Verbindungs-
kanile mit fliissigen Knochenmarkinhalten [183, 284]. Ahnlich der normalen Wundheilung wird durch
Kontakt einwandernder Thrombozyten mit freiliegendem Kollagen an der Defektbasis eine Gerinnungs-
kaskade aktiviert [183]. Durch Polymerisation von Fibrin und Zelladh&sion bildet sich ein Blutkoagel,
das den Defekt ausfullt [183]. Im Laufe der ersten Tage wird dieses Blutkoagel unter anderem durch
das Wirken von neutrophilen Granulozyten und Monozyten umgebaut und ein 3D-Grundgeriist aus
arkardenartig aufgespannten Kollagenfaserstrangen entsteht [183, 284]. Dieses bietet einerseits ein op-
timales Milieu fiir die weiteren Reparaturprozesse und schiitzt andererseits den freiliegenden subchond-
ralen Knochen vor mechanischer Schédigung [183]. Durch Sekretion von Wachstumsfaktoren und
chemotaktischen Botenstoffen wandern tiber die folgenden Wochen immer mehr Stammzellen, perivas-
kulére Zellen und GefaRe in den Defekt ein [183, 284]. Im Rahmen der Chondrogenese und Osteogenese
proliferieren die pluripotenten Stammzellen und durchlaufen einen Differenzierungsprozess [183, 284].
Die entstehenden Chondrozyten beginnen mit der Produktion knorpelspezifischer Matrix und ein ge-
lenkknorpelartiges Reparaturgewebe entsteht in den ersten Wochen, welches den Defekt in der Regel
vollstandig ausfullt [198, 207, 284]. Dieses wird jedoch im Verlauf zunehmend faserknorpelartig umge-
baut [207, 284] und beginnt bereits nach einigen Wochen zu degenerieren [284]. Die angestoRRenen
Reparaturprozesse fiihren zur Bildung eines biomechanisch und strukturell minderwertigen, fibrokarti-
lagindren Reparaturgewebes [96, 137, 140, 183, 204, 238, 244, 260, 263, 281, 292, 295, 298]. Durch
Sekretion von Angiogenesefaktoren wird tberdies eine GefaReinwanderung in den Defekt stimuliert
[183]. Hierdurch wird die Reparatur des er6ffneten subchondralen Knochens durch Knochenumbaupro-
zesse wie Resorption und enchondrale sowie intramembrandse Ossifikation eingeleitet [183, 198, 263,
284]. Die angelegten Knochenkanéle verschlieRen sich hierbei aus der Tiefe hin zur Oberflache [198].
Diese Prozesse resultieren zumeist in einer nur unvollstdndigen und gestorten Rekonstruktion der Kno-
chenmikrostruktur sowie der osteochondralen Grenzzone [48, 49, 68, 235, 238, 243, 263, 295]. Hiervon
sind sowohl die subchondrale Knochenplatte als auch die subartikulére Spongiosa betroffen [235]. Be-
gleitende mikroarchitektonische Veranderungen sind typischerweise eine Verminderung des Mineral-

salzgehaltes, des relativen Knochenvolumens sowie der Trabekeldicke [157, 235]. Des Weiteren wird
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oftmals die Entstehung subchondraler Sekundérverédnderungen induziert [86, 87, 91, 235, 238, 263,
295]. Die Grenzzone der osteochondralen Einheit bildet hierdurch meist eine irreguléar geformte Ober-
flache aus und ist in ihrer Funktion gestort [263]. Diese subchondralen Veranderungen werden im fol-

genden Unterkapitel beschrieben.

3.6.2 Subchondrale Sekundarveranderungen nach Markraumeroffnung

Subchondrale Sekundarveranderungen wie intralasionale Osteophyten, eine flachige Verlagerung bzw.
Verdickung der subchondralen Knochenplatte und subchondrale Zysten (Abbildung 5) treten sowohl in
préklinischer als auch Kklinischer Anwendung bereits wenige Wochen nach Operation auf [238]. Sie
zeigen sich im weiteren Verlauf - 6 bis 12 Monate postoperativ - weiter zunehmend [210] und werden
in bis zu 75% der behandelten Defekte beobachtet [37, 48, 49, 57, 58, 68, 82, 86, 91, 105, 153, 160, 205,
208, 210, 235, 243, 274, 275, 295, 298]. Ein intral&sionaler Osteophyt ist definiert als fokal innerhalb
der Knorpeldefektregion uber die Begrenzung der subchondralen Knochenplatte (Zementlinie) hinaus-
wachsender Knochen, welcher sich gelenkwarts in das Gelenkknorpel- oder Reparaturgewebe hinein
projiziert oder auch freiliegen kann [238]. Dieser kann zentral im Defekt oder peripher an den Defekt-
réndern lokalisiert sein und ist abzugrenzen von einer flachigen Verlagerung bzw. Verdickung der sub-
chondralen Knochenplatte [177]. Genannte kndcherne Uberwucherungen entstehen durch metaplasti-
sche, enchondrale Ossifikationsprozesse in den tiefen Regionen des Knorpelgewebes und oberflachli-
chen Schichten des subchondralen Knochens sowie durch tiberschieBende intramembrandse Ossifika-
tion im Rahmen des Wiederaufbaus der subchondralen Knochenschicht nach Eréffnung [232, 284].
Subchondrale Knochenzysten wiederum sind teils mit Flussigkeit sowie gemischt osteochondral und
fibrosem Gewebe gefiillte, nicht epithelial ausgekleidete Hohlraume innerhalb des subchondralen Kno-
chens [16, 91, 167]. Sie entwickeln sich durch Einwirkung hydraulischer Krafte auf den freiliegenden
subchondralen Knochen [91] und in Folge von lokalen Inflammationsprozessen [82, 269]. Ursdchlich
fir die beschriebenen Vorgange sind verschiedene Faktoren [177, 182, 232]. Einerseits werden durch
mechanische Reize der chirurgischen Instrumente auf den subchondralen Knochen und durch die Eroff-
nung des subchondralen Knochens selbst Inflammations- und Umbauprozesse induziert [48, 49, 76, 91,
230, 232]. Hierbei scheint bereits das vorbereitende Defektdebridement abhangig seiner Tiefe relevante
Impulse zu setzen [50, 87, 210]. Uberdies bietet das im Vergleich zum hyalinen Gelenkknorpel struktu-
rell minderwertige Reparaturgewebe dem subchondralen Knochen nur einen begrenzten Schutz vor
Druck- und Scherbelastungen [76, 232, 238, 263, 295]. Durch die resultierenden mechanischen Reize

werden ebenfalls pathologische Signalkaskaden und Prozesse aktiviert [76].
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Subchondrale Knochenplatte

} Gelenkknorpelschicht

— Subartikuldre Spongiosa

Abbildung 5: Ubersicht subchondraler Sekundarveranderungen.

Schematische Darstellung von Mikro-CT-Bildern subchondraler Sekundarveranderungen am Schafmodell. (A) In-
tralasionale Osteophyten. (B) Verlagerung bzw. Verdickung der subchondralen Knochenplatte. (C) Subchondrale
Knochenzyste. WeilRe Sterne: subchondrale Sekundarveréanderungen; Pfeilspitzen: Knorpeldefektgrenzen; gestri-
chelte rote Linien: Verlauf der Oberflache einer normalen subchondralen Knochenplatte. Maf3stab: 2 mm. Vorlage
der Abbildung: Stachel et al. [295].

Subchondrale Sekundarverédnderungen storen die Integritat der osteochondralen Einheit [238, 263, 295].
Der Nahrstoffaustausch zwischen subchondralem Knochen und Knorpelgewebe ist durch die veranderte
Dichte des subchondralen Knochens und veranderte Druckverhéltnisse in den blutfuhrenden Knochen-
kanéle gestort [165]. Veranderungen der Rigiditat und Festigkeit des subchondralen Knochens [262,
263, 267, 271] wiederum beeintréchtigen die Absorption und Umverteilung von Druck- und Scherbe-
lastungen in den betroffenen osteochondralen Regionen [114, 166, 226, 263, 271, 305]. Im Speziellen
dunnen Osteophyten und flachige Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte das hierliberlie-
gende Knorpelreparaturgewebe aus [199, 210, 238, 263, 282, 284, 295], wodurch sich dessen Wider-
standsfahigkeit vermindert [3, 129, 263]. Diese Prozesse leisten einer zunehmenden Degeneration des
Knorpelreparaturgewebes sowie des angrenzenden Gelenkknorpels Vorschub [165, 263, 264, 266, 268,
295]. Ahnliche Vorgénge sind auch im Rahmen der Arthrose zu beobachten [165, 182, 226, 262, 267].
Den Sekundarveranderungen des subchondralen Knochens wird daher eine gewichtige prognostische
Rolle fur den Langzeitverlauf nach markraumertffnenden Verfahren zugesprochen [58, 86, 91, 177,
183, 205, 210, 232, 238, 263, 298].

3.7 Konzept der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir den Einfluss der Bohrlochdichte auf die osteochondrale
Reparatur von kleinen, vollschichtigen Knorpeldefekten in den Kniegelenken ausgewachsener Schafe.
Hierfur erzeugten wir standardisierte Knorpeldefekte in der lateralen Trochlea, welche alle bis zur sub-

chondralen Knochenplatte debridiert wurden mit vollstdndiger Entfernung der kalzifizierten
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Knorpelschicht, ohne diese jedoch zu verletzen [68, 243]. Die debridierten Knorpeldefekte wurden ohne
Therapie als Kontrollgruppe verwendet oder zusétzlich in den beiden Therapiegruppen mit 2 oder 6
subchondralen Bohrléchern behandelt. Die osteochondrale Reparatur wurde ex vivo mittels erprobter
[68, 86, 87, 97, 233, 235, 236, 243, 245] (semi-) quantitativer makroskopischer, histologischer, immun-
histochemischer, biochemischer und Mikro-Computertomographie (CT)-Verfahren im Detail unter-

sucht.

Die Einflusse verschiedener technischer Variablen markraumertéffnender VVerfahren wurden in der Ver-
gangenheit in préklinischen Studien beleuchtet [48, 50, 66, 68, 82, 243, 245, 295]. Die gewonnenen
Erkenntnisse konnten die Anwendung im Klinischen Alltag verbessern [222, 295]. Die Bedeutung der
Bohrlochdichte sowie der genaue Effekt eines alleinigen Defektdebridements fiir die osteochondrale
Reparatur von Knorpeldefekten wurden hierbei bisher jedoch noch nicht untersucht. Andererseits wird
diskutiert, ob eine Erdffnung des subchondralen Knochens nach erfolgtem Defektdebridement tber-
haupt notwendig ist [22, 111, 143, 172, 303]. Daher bewerteten wir zusétzlich die Wirkung der sub-
chondralen Anbohrung per se im Vergleich zu einem alleinigen Defektdebridement.

Unsere Untersuchungen flhrten wir am Grof3tiermodell Schaf durch. Das Schafmodell hat sich in der
praklinischen Knorpelforschung am Kniegelenk aufgrund der anatomischen und biologischen Ahnlich-
keiten zum menschlichen Kniegelenk hinsichtlich der Ubertragbarkeit in den klinischen Kontext als
gunstig erwiesen [64, 68, 95, 180, 227, 235, 243, 245]. Um den Einfluss anderer Faktoren, welche den
osteochondralen Reparaturprozess beeinflussen kénnen, zu minimieren, wurden alle weiteren techni-
schen Variablen neben der Bohrlochdichte konstant gehalten (Instrumente, Bohrlochtiefe, Bohrloch-
durchmesser, Defektgrolie, -lokalisation und -tiefe etc.). Als Nachbeobachtungszeitpunkt wurden, ba-
sierend auf vorgehenden Groftierstudien [68, 235, 241, 243], sechs Monate gewahlt. Dies bildet im
klinischen Kontext einen mittelfristigen postoperativen Verlauf zufriedenstellend ab. In der vorliegen-
den Studie verglichen wir drei Gruppen miteinander (2 Bohrlécher; 6 Bohrldcher; Debridement). Hier-
flr wahlten wir ein gemischt uni-/bilaterales Studiendesign, um die Anzahl der zu operierenden Schafe

zu reduzieren [241].
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4 Fragestellungen

In einer GroBtierstudie Uberpriften wir folgende Hypothesen:

1)

2)

3)

Die subchondrale Anbohrung mit hoherer Bohrlochdichte verbessert die osteochondrale
Reparatur von kleinen, vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten gegentiber einer Behandlung mit
niedrigerer Bohrlochdichte.

Die subchondrale Anbohrung fuihrt per se zu einer verbesserten Reparatur von kleinen,
vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement.

Die subchondrale Anbohrung fuihrt zu einer héhergradigeren Schwachung des subchondralen
Knochens als das alleinige Defektdebridement.
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5 Material

5.1 Chemikalien

Die Chemikalien fiir die Herstellung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffer und Ldsungen

wurden im Allgemeinen von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Sigma (Taufkirchen,

Deutschland) und Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Bezugsquellen spezieller Chemikalien wa-

ren:

Tabelle 1: Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

ABC-Reagenz
Albumin-Standard
Ameisensaure

BCA Protein Assay Reagent A
BCA Protein Assay Reagent B
Bisbenzimid Hoechst 33258
BSA

Caprofen
Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz
D-Cystein-Hydrochlorid-Monohydrat
DAB-Reagenz
Dimethylmethylenblau

Echtgrin (FCF)

Eosin G

Essigsaure (1 %)

Ethanol (100 %)
Fenpipramid/Levomethadon (0,25 %)
Formalin-Stammldsung (37 %)
Hamatoxylin

Hamatoxylin nach Weigert
Isofluran (1,5 %)
Paraffin-Granulat ,Roti Plast"
Penicillin/Streptomycin

Propofol (1 % und 2 %)
Ringer-Lactat-Lésung

Roti Histokitt Il
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Vector (Burlingame, CA, USA)
Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
Uniklinikum des Saarlandes, Apotheke
Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Pfizer (Berlin, Deutschland)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Vector (Burlingame, CA, USA)

Serva (Darmstadt, Deutschland)

MP Biomedicals (Solon, OH, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Uniklinikum des Saarlandes, Apotheke
MSD (UnterschleiBheim, Deutschland)
Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Baxter (Unterschlei3heim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Albrecht (Aulendorf, Deutschland)
AstraZeneca (Wedel, Deutschland)
Baxter (Deerfield, IL, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Chemikalie Hersteller

Safranin O Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Salzsaure Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Standard-DNS-Lésung (10ug/ml; Kalbsthymus) Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

T61 MSD (Rahway, NJ, USA)
Tusche, schwarz
Xylazin (1 %)

Xylol Fischar (Saabriicken, Deutschland)

Pelikan (Hannover, Deutschland)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)

5.2 Puffer und Losungen

Die aufgefuhrten Losungen wurden mit aqua bidest angesetzt.

Tabelle 2: Puffer und Lésungen.

Puffer/Losung Inhaltsstoff Konzentration/Menge/Volumen
Blockierungspuffer BSA 6 ml
PBS 200 ml
DAB-LOsung H20 5ml
Puffer (pH 5,5) 2 Tropfen
DAB-Reagenz 4 Tropfen
Wasserstoffperoxid 2 Tropfen
DMMB-Féarbelésung 1,9-Dimethylmethylenblau 16 mg
(pH 3,5) Natriumhydroxid (1 M) 25,6 ml
Ethanol (95 %) 5ml
Ameisensaure (90 %) 3 mi
H20 ad 1000 ml
DMMB-L6sung A D-Cystein-Hydrochlorid- 0,05¢
Monohydrat
PBE 30 ml
DMMB-L6sung B Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz 0,053 ¢
DMMB-L6sung A 1ml
DMMB-L6sung C Losung A 24,95 ml
DMMB-Lésung B 0,05 ml
Echtgriin-Lésung Echtgrin 200 mg
H20 ad 1000 ml
Entkalkungslésung Natrium-Citrat 100 g
Ameisensaure (90 %) 250 ml
H20 ad 750 ml
Eosin-Losung Eosin G 104¢g
H20 ad 2000 ml
Formalin-Ldsung Kaliumdihydrogenphosphat 9,07 ¢
(pH 7,4) Dinatriumhydrogenphosphat 11,86 g
Formalin-Stammlésung (37 %) 140 ml
H20 ad 1000 ml
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Puffer/Losung Inhaltsstoff Konzentration/Menge/Volumen
Hamatoxylin-Lésung Hamatoxylin 109
nach Harris Ethanol (100 %) 120 mi
Natrium-lodat 10g
Aluminiumkaliumsulfat 200 g
H20 ad 2000 ml
HCI (Salzsaure)-Losung  HCI (40 %) 5,4 ml
H20 ad 200 ml
Papain-L6ésung Papain 5mg
PBS ad 40 ml
PBE Dinatriumhydrogenphosphat 7,19
EDTA 1,869
H20 ad 500 ml
PBS Kaliumchlorid (pH 7,2) 2,7mM
Kaliumhydrogenphosphat 1,7mM
Natriumchlorid 136 mM
Safranin Orange-L6sung Safranin O 1lg
H20 ad 1000 ml

TNE-Puffer

Trypsin-Lésung (0,5 %)

Wasserstoffperoxid-
Ldsung (0,3 %)

Natriumchlorid
EDTA-Dinatriumsalz Dihydrat
Tris-Hydrochlorid (pH 7,4)

5,8 g (100 mM)
372 mg (1 mM)
1322 mg (10 mM)

Trypsin (2,5 %) 1ml
H20 200 ml
Wasserstoffperoxid 0,6 ml
H20 200 ml

5.3 Antikorper

Folgende Antikdrper wurden fir die immunhistochemischen Farbungen verwendet:

Tabelle 3: Antikorper.

Primérer Antikdrper Spezies Hersteller

Anti-Typ-1-Kollagen Maus Acris Antibodies (Hiddenhausen, Deutschland)
Anti-Typ-1I-Kollagen Maus Acris Antibodies (Hiddenhausen, Deutschland)
Sekundérer Antikdrper Spezies Hersteller

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

Vor biochemischer Analyse wurden die entnommenen Knorpelproben mit Hilfe von Papain (Sigma,

Taufkirchen, Deutschland) verdaut. Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) fand im Rahmen der

immunhistochemischen Farbungen Anwendung.

5.5 Gerate und Laborprodukte

Zusétzlich zu allgemeinen Laborgeraten fanden folgende Geratschaften und Produkte Anwendung:

Tabelle 4: Gerate und Produkte.

Gerat

Hersteller

Autoklav AMA-240

Canon Powershot A480
Digitalkamera CC-12 (Mikroskop)
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -74°C Platinum 550
GENios Microplate Reader
Inkubator CB 150 (37°C)

Kihlplatte EG 1140-C
Magnetrithrer RH Basic 2

Mikro-CT (Skyscan 1172)

Mikro-CT Réntgenrdhre

Mikroskop BX-45

Mikrotiterplatte 96-well-Format transparent
OptiPlate-96 Schwarz
Paraffinausgiel3station EG 1140-H
Plattenabdeckung

Plattenschuttler LabNet Orbit LS
Rotationsmikrotom RM 2135
Tischzentrifuge Qualitron Mikrozentrifuge
Vortex Reagenzglasmischer 7-2020
Waage EW-600-sM

Warmeplatte HI 1220
Warmeschrank 37°C
Warmeschrank 62°C

Wasserbad HI 1210

Astell (Sidcup, GroRbritannien)

Canon (Neu-Isenburg, Deutschland)

Soft Imaging System (Munster, Deutschland)
Bosch (Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland)
Angelantonie Industrie (Massa, Italien)
Tecan (Crailsheim, Deutschland)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)

IKA (Staufen, Deutschland)

Bruker (Billerica, MA, USA)

Hamamatsu (Hamamatsu, Japan)
Olympus (Hamburg, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Perkin Elmer (Waltham, MA, USA)

Leica (Nussloch, Deutschland)

MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA)
Labnet (Woodbridge, NJ USA)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Krackeler Scientific (Albany, NY, USA)
neolLab Migge (Heidelberg, Deutschland)
Kern (Balingen, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)
Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)
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5.6 Weitere Verbauchsmaterialien

Glasbehélter und Plastikmaterialien stammten von den Firmen Falcon (Beckton Dickinson, Pont de
Claix, Frankreich), Fisher (Schwerte, Deutschland), neoLab (Heidelberg, Deutschland) und VWR
(Darmstadt, Deutschland), Parafilm von der Firma Fisher (Schwerte, Deutschland). Fir die Paraffin-
Einbettung verwendeten wir AusgieRformen aus Metall sowie Kunststoff-Einbettkassetten der Firma
Roth (Karlsruhe, Deutschland). Zur Anfertigung histologischer Schnitte bezogen wir Objekttrager (Su-
perFrost; SuperFrost/Plus) und Deckglaser von der Firma R. Langenbrinck (Emmendingen, Deutsch-

land). Hersteller der Mikrotommesser (Typ 819) war die Firma Leica (Nussloch, Deutschland).

5.7 Operationsinstrumente und -materialien

Nadeln, Nahtmaterial, Spritzen und Kanulen wurden von der Firma Braun (Melsungen, Deutschland)
bezogen. Das verwendete chirurgische Instrumentarium stammte gréitenteils von den Firmen A. Du-
mont & Fils (Montignez, Schweiz), Martin (Tuttlingen, Deutschland), Medicon (Tuttlingen, Deutsch-
land) und Megro (Wesel, Deutschland). Zur Anwendung kamen dartiber hinaus maRgefertigte Stanzen
zur Erzeugung standardisierter Knorpeldefekte und chirurgische, gewinkelte Kiiretten mit eckiger Spitze
(jeweils Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) sowie Kirschner-Drahte mit Trokar und Gewinde mit ei-
nem Durchmesser von 1 mm (CL-Medical, Merchweiler, Deutschland), welche mit Hilfe einer elektri-
schen Bohrmaschine (MBQ 700; De Soutter Medical Limited, Nohfelden, Deutschland) angetrieben

wurden.

5.8 Computerprogramme

Folgende Computerprogramme wurden im Zuge unserer Analysen eingesetzt:

Tabelle 5: Computerprogramme.

Programm Verwendung Hersteller/Entwickler

Adobe Photoshop CS2 Abbildungen, lllustrationen Adobe Inc. (St. José, CA, USA)

analySIS 5.0 Analysen digitaler Bilder Soft Imaging System (Munster,
Deutschland)

cellSens Standard Analysen digitaler Bilder Olympus (Hamburg, Deutschland)

GraphPad PRISM 8 Datenvisualisierung GraphPad Software (San Diego, CA,
USA)

Microsoft Excel 2016 Tabellen, Diagramme Microsoft (Redmond, WA, USA)
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Programm Verwendung Hersteller/Entwickler

Skyscan CT-Analyzer Analysen der Mikro-CT-Daten  Bruker (Billerica, MA, USA)

Skyscan CT-Vol 3D-Rekonstruktion der Mikro- Bruker (Billerica, MA, USA)
CT-Bilder

Skyscan DataViewer Betrachten der Mikro-CT- Bruker (Billerica, MA, USA)
Bilder

Skyscan NRecon Rekonstruktion der Mikro-CT- Bruker (Billerica, MA, USA)
Bilder

SPSS Statistik 26 Statistische Analysen IBM (Armonk, NY, USA)

5.9 Versuchstiere

Alle fir die vorliegende Arbeit verwendeten Versuchstiere (17 ausgewachsene, weibliche Merino-

schafe) bezogen wir vom Landesschafzuchtverband Sachsen-Anhalt e.v. (Halle, Deutschland).
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6 Methoden

6.1 Studiendesign

Die Stichprobengrolie der vorliegenden Tierstudie wurde orientiert an den Poweranalysen vergleichba-
rer Studien [68, 235, 241, 243] berechnet. Hierfiir wurde ein Zweistichproben-t-Test verwendet. Fur das
gemischt unilaterale/bilaterale Studiendesign der vorliegenden Arbeit wahlten wir eine Stichproben-
grole von 8 Kniegelenken fur die Therapiegruppen und 7 Kniegelenken fiir die Kontrollgruppe (23
Kniegelenke; 17 Schafe) (Abbildung 6). Ein Schaf musste aufgrund einer schweren Kniegelenksinfek-
tion von der Studie ausgeschlossen werden. Die restlichen Tiere konnten in die weiteren Analysen ein-
geschlossen werden (21 Kniegelenke; 16 Schafe). In diesen 16 Schafen wurden insgesamt 21 vollschich-
tige, rechtwinklige Gelenkknorpeldefekte (Defektflache: 4 x 8 mm = 32 mm?) zentral in der lateralen
Trochleafacette (1 Defekt pro Kniegelenk) erzeugt (Abbildung 7). Alle Defekte wurden unter vollstén-
diger Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht und Schonung des subchondralen Knochens debri-
diert (n = 21). Standardisierte subchondrale Bohrlocher (Durchmesser: 1 mm; Tiefe: 10 mm) wurden in
14 von 21 Defekten angelegt. Hierbei wurde entweder eine hohe Bohrlochdichte (6 Bohrldcher; n = 7)
oder eine niedrige Bohrlochdichte (2 Bohrlocher; n = 7) verwendet. Die restlichen Defekte (n = 7) wur-
den nach Defektdebridement nicht behandelt und erhielten als Kontrollgruppe keine subchondrale An-
bohrung (Abbildung 7). Die Verteilung der Gruppen erfolgte randomisiert. In den Therapiegruppen
wurden 10 Knorpeldefekte bilateral erzeugt (n = 10 Defekte in 5 Schafen) und auf einer Seite mit 6
Bohrléchern (n = 5) sowie auf der Gegenseite mit 2 Bohrlochern (n = 5) behandelt. Die Seite der Be-
handlungsgruppen wechselte hierbei jeweils alternierend zwischen rechts und links. Die restlichen 4
Defekte der Behandlungsgruppen sowie alle Defekte der Kontrollgruppe (n = 7) wurden einseitig in
unterschiedlichen Tieren angelegt (n = 11 Defekte in 11 Schafen). Die kontralateralen Seiten erhielten
hierbei Knorpeldefekte im Rahmen einer nicht publizierten Studie unter Verwendung vergleichbarer
chirurgischer Verfahren (gleicher operativer Zugang; vergleichbare GroRe, Geometrie, Tiefe, Lokalisa-
tion der Defekte; Verwendung markraumerdffnender Verfahren) (Abbildung 6). Folglich wurden alle
Schafe bilateral operiert und belasteten beide Kniegelenke unmittelbar nach Operation voll. Klinisch
zeigten sich postoperativ keine Unterschiede hinsichtlich Schmerzen oder individueller Gelenkbelas-
tung zwischen den einzelnen Tieren. Nach einer Beobachtungszeit von 6 Monaten wurden die Tiere
artgerecht euthanasiert und die osteochondrale Reparatur ex vivo verblindet durch zwei unabhéngige
Untersucher (Prof. Dr. med. Patrick Orth, Niklas Stachel) bewertet. Die Knorpelreparatur wurde hierbei
mit Hilfe etablierter semiquantitativer makroskopischer [97, 197], histologischer [280, 313], immunhis-
tochemischer [240] sowie biochemischer [151, 214, 290] Verfahren analysiert. Der subchondrale Kno-
chen wurde histologisch [280] und mittels Mikro-CT [86, 210, 235] beurteilt.
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n = 34 Knorpeldefekte in 17 Schafen

Aktuelle Arbeit:
n =23 Knorpeldefekte in 17 Schafen

Ausgeschlossen (Gelenkinfektion):
n = 2 Knorpeldefekte in 1 Schaf

Einschluss in die weiteren Analysen:
n =21 debridierte Knorpeldefekte in 16 Schafen

N\

n = 10 Knorpeldefekte in 5 Schafen (bilateral): n = 11 Knorpeldefekte in 11 Schafen (unilateral):

* n= 5 Knorpeldefekte: 2 Bohrlocher * n=2 Knorpeldefekte: 2 Bohrlécher

e n=5K |defekte: 6 Bohrléch * n=2 Knorpeldefekte: 6 Bohrlocher
o S e * n=7 Knorpeldefekte: keine Anbohrung

v
Nicht publizierte Studie:
n = 11 Knorpeldefekte

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Studiendesigns.

6.2 Groldtiermodell

Die tierexperimentellen Versuche wurden nach Genehmigung der saarlandischen Tierschutzkommis-
sion (geman 88 des Tierschutzgesetztes; Versuchsnummer 20/2011) in Ubereinstimmung mit dem nati-
onalen Recht fir Tierschutz sowie nach giiltigen NIH-Richtlinien des National Institute of Health (Be-
thesda, MD, USA) fur die Achtung und den Schutz von Versuchstieren (NIH Publication 85-23; Rev
1985) durchgefihrt [215]. Flr unsere Versuche verwendeten wir gesunde, weibliche Merinoschafe (n =
17; Durchschnittsalter (+ Standardabweichung; SA): 34 £ 8 Monate; durchschnittliches Korpergewicht
(= SA): 77,1 + 4,4 kg). Wir bezogen die Versuchstiere vom Landesschafzuchtverband Sachsen-Anhalt
e.v. (Halle, Deutschland). Die Schafe wurden artgerecht in ausreichend groRen Stéllen mit Auslauf ge-
halten und regelmé&Rig tierérztlich begutachtet. Sie erhielten uneingeschrankten Zugang zu sauberem
Trinkwasser - welches mehrfach am Tag gewechselt wurde - und wurden geméR einer standardisierten

Diét gefittert.

-31-



Methoden

6.3 Operative Eingriffe

10,0 mm

Abbildung 7: Ubersicht operatives Vorgehen.

(A) Nach sterilem Abwaschen und Abdecken erfolgte die Darstellung der Trochlea femoris Uber einen etablierten
Miniarthrotomie-Zugang [231]. Im Anschluss an die knorpelchirurgischen Eingriffe wurden Kapsel, Subkutange-
webe und Haut mit Einzelknopfnéhten verschlossen. Ein aluminiumhaltiger Spriihverband wurde angelegt. (B,C)
Mit Hilfe einer maf3gefertigten Stanze wurden alle Knorpeldefekte (4 x 8 mm; 32 mm?2) zentral in der lateralen Tro-
chleafacette erzeugt und mittels einer rechtwinkligen, gewinkelten Kirette unter vollstandiger Entfernung der kalzi-
fizierten Knorpelschicht debridiert. Nachfolgend wurden in den beiden Therapiegruppen standardisierte, subchond-
rale Bohrlécher (Durchmesser: 1 mm; Tiefe: 10 mm) senkrecht zur Gelenkoberflache mit Kirschner-Drahten ange-
legt. Hellblau: hyaliner Gelenkknorpel; dunkelblau: kalzifizierter Knorpel; gelb: subchondraler Knochen; violette Li-
nie: Grenzlinie. (D) Die behandelten Defekte erhielten entweder 6 oder 2 Bohrlécher in standardisierter Anordnung.
Die Kontrolldefekte wurden nach Defektdebridement unbehandelt belassen. Vorlage der Abbildung: Stachel et al.
[296].
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6.3.1 Praoperative Vorbereitungen und Narkose

Nach einer zwolfstiindigen Nahrungskarenz wurden die Versuchstiere mit 1 % Xylazin (Bayer, Lever-
kusen, Deutschland) intramuskul&r sediert (0,05 mg/kg Kérpergewicht). Die Narkoseeinleitung erfolgte
mit 20 ml Propofol (2%; AstraZeneca, Wedel, Deutschland) intravends. AnschlieBend wurden die Tiere
endotracheal intubiert. Die Narkose wurde aufrechterhalten mit 1,5 % Isofluran (Baxter, Unterschleif3-
heim, Deutschland) per inhalationem und intravendser Gabe von 1 % Propofol (6-20 mg/kg Kdrperge-
wicht) Uber einen Infusomat. Die Narkose und anésthesiologische Betreuung erfolgten durch Herrn Prof.
Dr. med. Matthias W. Laschke (Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universitét des Saarlan-

des, Homburg/Saar, Deutschland).

6.3.2 Operatives Vorgehen

Alle Operationen wurden durch Prof. Dr. med. Henning Madry unter Assistenz von Prof. Dr. med. Pat-
rick Orth und Niklas Stachel am Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie (Universitat des Saar-
landes, Homburg/Saar, Deutschland) durchgefiihrt. Nach Narkoseeinleitung wurden die Tiere auf dem
Riicken gelagert. Hiernach erfolgte die standardisierte Rasur des Operationsgebietes, das mehrfache
sterile Abwaschen mit Braunol-Lésung (Braun, Melsungen, Germany) sowie das sterile Abdecken des
zu operierenden Kniegelenks (Abbildung 7 A). Es wurde ein etablierter Miniarthrotomie-Zugang ge-
wahlt [231] (Abbildung 7 A). Anhand der anatomischen Landmarken wurde unter Langszug des Beines
und Extension des Kniegelenkes durch den Assistenten ein Hautschnitt tiber 4-5 cm Lénge von 1 cm
medial des unteren Patellapols bis 1 cm proximal der Tuberositas tibiae durchgefuihrt. Die subkutane
Préaparation erfolgte mit dem Elektrokauter unter simultaner Blutstillung bis auf Faszienniveau zur Dar-
stellung der medialen Begrenzung der Patellasehne. Die Gelenkkapsel wurde mittels Elektrothermie
ertffnet. Der Musculus vastus medialis obliquus sowie das Retinaculum patellae mediale wurden durch
den minimalinvasiven Zugang geschont. Der Hoffa-Fettkdrper wurde mit einem Langenbeck-Haken
geschiitzt. Die Patella wurde nicht luxiert, sondern mit einem kleinen Hohmann-Haken angehoben und
zur Darstellung der Trochlea femoris proximalisiert (Abbildung 7 A). Mit malgefertigten Stanzen wur-
den nun standardisierte rechtwinklige, vollschichtige Gelenkknorpeldefekte (n = 21; Defektflache: 4 x
8 mm = 32 mm?) zentral in der lateralen Facette der Trochlea femoris prépariert (Abbildung 7 B). Der
Knorpel wurde mit einem Skalpell entfernt und das Defektbett unter vollstdndiger Entfernung der kal-
zifizierten Knorpelschicht und penibler Schonung des subchondralen Knochens mit Hilfe einer gewin-
kelten Kirette mit eckiger Spitze (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) debridiert (Abbildung 7 B und
C). Nach Defektdebridement wurde keine Blutung im Bereich der freigelegten subchondralen Knochen-

platte beobachtet. Mit Hilfe von Kirschner-Drahten mit Trokar und Gewinde (Durchmesser: 1 mm),
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angetrieben durch eine elektrische Bohrmaschine (MBQ 700; De Soutter Medical Limited, Nohfelden,
Deutschland), wurden in den Therapiegruppen (14 von 21 Defekte) entweder 2 (n = 7) oder 6 (n = 7)
subchondrale Bohrldcher rechtwinklig zur Knochenoberflache angelegt (Abbildung 7 D). Zur Standar-
disierung der Bohrlochtiefe von 10 mm wurde eine metallische Bohrhlse mit integriertem Bohr-Stopp
genutzt. Die subchondrale Anbohrung erfolgte unter kontinuierlicher Spilung mit gekuhlter Ringer-
Lactat-Losung (Baxter, Deerfield, IL, USA) um eine Hitzeentwicklung zur vermeiden und Bohrmehl zu
entfernen. Auf einen Mindestabstand von 1,5 mm zwischen den Bohrlochern wurde geachtet, um ein
Ineinanderbrechen der Bohrlécher zu vermeiden. Die GrolRenverhéltnisse der Kniegelenke von Schaf
und Mensch beachtend [227, 246], entspricht dies dem klinisch empfohlenen Abstand von 3-4 mm zwi-
schen Mikrofrakturlochern [208]. Die Anlage der subchondralen Bohrldcher erfolgte standardisiert (6
Bohrldcher in 2 Reihen; 2 Bohrldcher im Defektzentrum in 1 Reihe) (Abbildung 7 D). Nach Anbohrung
konnte aus allen Bohrldchern ein Blutaustritt beobachtet werden. Die restlichen Defekte (7 von 21 De-
fekten) wurden nicht angebohrt und dienten als Kontrollen (Abbildung 7 D). Nach ausgiebiger Gelenk-
spulung mit Ringer-Lactat-Ldsung erfolgte ein dichter Kapselverschluss mit geflochtenem Fadenmate-
rial der Starke 3 USP (United States Pharmacopeia) bei bluttrockenem Situs. Nachfolgend wurde der
schichtweise Wundverschluss mit Subkutann&hten und Einzelknopfndhten der Haut mit Vicryl-Féaden
der Starke 2 USP durchgeftihrt. Ein aluminiumhaltiger Sprihverband wurde angelegt (Abbildung 7 A).

6.3.3 Postoperative Behandlung

Eine postoperative Antibiose mit Penicillin/Streptomycin (12/7 mg/kg Kdrpergewicht; Albrecht, Au-
lendorf, Deutschland) wurde intramuskulér verabreicht. Die postoperative Analgesie erfolgte taglich
tiber 2 Wochen mit 3 ml 0,25% Fenpipramid/Levomethadon (MSD, UnterschleiBheim, Deutschland)
intramuskuléar sowie Caprofen (1,4 mg/kg Korpergewicht; Zoetis, Delémont, Schweiz) subkutan. Die
Schmerzmedikation wurde an den Bedarf angepasst. Engmaschige klinische Kontrollen wurden im Rah-
men téglicher Visiten durch den Operateur nach einem standardisierten Protokoll Giber 14 Tage nach
Operation durchgefiihrt. Hierbei wurde u.a. auf Anzeichen von Schmerzen, lokalen und systemischen
Entzindungen, Wundkomplikationen und Fehlbelastungen der operierten Extremitaten geachtet. Eine
direkte, uneingeschrankte postoperative Vollbelastung der operierten Gelenke war méglich. Ein Tier
musste aufgrund einer schweren Gelenkinfektion friihzeitig artgerecht euthanasiert werden. Die restli-
chen Tiere wurden nach 14 Tagen in gutem Allgemeinzustand ohne Hinweis auf eine postoperative
Komplikation in den Haltungsbetrieb transportiert. Hier wurden die Tiere wechselnd im Stall und auf
der Weide ohne weitere Komplikationen gehalten. RegelmaRige Visiten erfolgten durch Operateur und
Schéfer. Die Gesamtstandzeit betrug 6 Monate. Am Ende der Beobachtungsdauer erfolgte die leitlini-
enbasierte, artgerechte Euthanasie nach einer Narkoseeinleitung durch eine Uberdosis von T61 (MSD,
Rahway, NJ, USA).
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6.4 Probenaufbereitung

Wir explantierten die Kniegelenke nach Euthanasie im Ganzen und befreiten diese vom Weichteilman-
tel. Die makroskopische Begutachtung ergab keinen Hinweis auf Infektions- und Entziindungszeichen.
Eine hochauflosende, digitale Fotodokumentation (Canon Powershot A480 mit Makrolinse; 10 Megapi-
xel; Neu-Isenburg, Deutschland) aller Defekte sowie des angrenzenden Gelenkknorpels wurde unter
standardisierten Bedingungen durchgefiihrt [97]. Das Reparaturgewebe der proximalen Defekthalften
(4 x 4 mm) sowie der Gelenkknorpel auf einer Strecke von 3 mm direkt angrenzend an den proximalen
Defektrand (4 x 3 mm) wurden mit Hilfe eines Skalpells unter Schonung des subchondralen Knochens
entnommen und bei einer Temperatur von -80°C auf Trockeneis bis zur biochemischen Analyse gela-
gert. AnschlieBend wurden die osteochondralen Proben der Trochlea femoris inklusive Defektregion
und mindestens 8 mm angrenzendem Gewebe zurechtgeschnitten, in verwechslungsfrei gekennzeich-
nete Behdlter Uberfiihrt und in gepufferter Formalin (4%) -Losung Ober 24 h fixiert. Hiernach spllten
wir die Proben unter gefiltertem Leitungswasser und lagerten diese anschlieend in Ethanol (70%) bis

zu den weiteren analytischen Aufbereitungen.
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6.5 Ubersicht der angewandten Methoden

2. Biochemische Analysen

1. Proximal angrenzender Gelenkknorpel
2. Reparaturgewebe proximale Defekthalfte

Methoden:
I. Héchst-Test (DNS-Gehalt) (1. und 2.)

Il. BCA-Test (Protein-Gehalt) (1. und 2.)
11l. DMMB-Test (Proteoglykan-Gehalt) (1. und 2.)

1. Makroskopische Analysen

1. Reparaturgewebe und angrenzender
Gelenkknorpel
2. Distal angrenzender Gelenkknorpel

lateral

Bewertungssysteme:

3. Mikro-CT-Analysen

1. Subchondraler Knochen Defektregion
2. Subchondraler Knochen angrenzend
3. Subchondraler Knochen Normalkontrolle

|. Goebel-Score (1.)
Il. India-Ink-Tuschefarbung (2.}

Analyse von:

I. Knochenmikrostruktur (1.-3.)
Il. Osteophyten und Zysten (1.)

4. Histologische Analysen

1. Reparaturgewebe
2. Angrenzender Gelenkknorpel

Bewertungssysteme:

|. Sellers-Score (1. und 2.)

Il. Wakitani-Score (1. und 2.)

Ill. Little-Score (2.)

IV. Immunhistochemie Typ-I- und
Typ-ll-Kollagen-Gehalt (1.)

Abbildung 8: Ubersicht angewandter Methoden.

Nach Euthanasie und Probenaufbereitung wurden die osteochondrale Reparatur sowie angrenzender Gelenkknor-
pel und subchondraler Knochen mit Hilfe etablierter makroskopischer, biochemischer, radiologischer, histologischer
und immunhistochemischer Methoden analysiert. Schwarz gestrichelte Linie: Begrenzung Ausschnitte; rot gestri-
chelte Linie: Begrenzung Defektregion; rot eingefarbte Flache: 2,5 mm um distale Defekthalfte angrenzender Ge-
lenkknorpel; griin eingefarbte Flache: Gelenkknorpel auf Strecke von 3 mm direkt angrenzend an den proximalen
Defektrand (4 x 3mm); gelb eingeféarbte Flache: Gelenkknorpel proximale Defekthélfte; braun eingefarbte Flache:
mittels Mikro-CT analysierter subchondraler Knochen der Defektregion, unmittelbar medial angrenzend sowie mit
einem Abstand von 3,5 mm medial angrenzend an die Defektregion; violett eingefarbte Flache: histologisch und
immunhistochemisch beurteilte distale Defekthélfte sowie 3 mm medial und lateral angrenzender Gelenkknorpel.
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6.6 Makroskopische Begutachtung von Knorpelreparatur und angrenzen-
dem Knorpel

6.6.1 Bewertungssystem nach Goebel et al.

Tabelle 6: Makroskopisches Bewertungssystem nach Goebel et al. [97].

Kategorie Parameter Punkte
1. Farbe des Hyalin oder weil3 0
Reparaturgewebes Vorwiegend weil} (> 50%)

Vorwiegend transparent (> 50%)
Transparent
Kein Reparaturgewebe vorhanden

2. Sichtbare Blutgefalie Keine sichtbaren Blutgefalie
im Reparaturgewebe < 25% des Reparaturgewebes

25-50% des Reparaturgewebes

50-75% des Reparaturgewebes

75 % des Reparaturgewebes

3. Oberflachenbeschaf-  Glatt, homogen

fenheit des Glatt, inhomogen
Reparaturgewebes o
Fibrillationen
Inkompletter Reparaturknorpel
Kein knorpeliges Reparaturgewebe
4. Defektfullung Im Niveau
im Vergleich zum > 50% der Defekttiefe ausgefiillt oder hervorstehend

angrenzenden Knorpel _ .
< 50% der Defekttiefe ausgefullt

0% der Defekttiefe ausgefullt
Beschadigung des subchondralen Knochens

5. Degeneration des Normal
angrenzenden Risse und/oder Fibrillationen in der Integrationszone
Knorpels

Diffuse arthrotische Veranderungen

Ausbreitung des Defekts in den angrenzenden Knorpel

A WO NP O P ODNPFP O PP WODNPFP O WODNPFP O P W DN P

Beschadigung des subchondralen Knochens

Das Knorpelreparaturgewebe sowie der angrenzende Gelenkknorpel wurden mit Hilfe des semiquanti-
tativen Bewertungssystems nach Goebel et al. [97] anhand der standardisiert fotodokumentierten De-
fektregionen (n = 21) makroskopisch bewertet (max. 20 Punkte: keine Knorpelreparatur; min. 0 Punkte:

normaler hyaliner Gelenkknorpel) (Tabelle 6). Die Untersuchungen wurden verblindet durch zwei
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unabhéngige Untersucher (Prof. Dr. med. Patrick Orth, Niklas Stachel) durchgefiihrt. Die jeweiligen

Mittelwerte der Bewertungspunkte wurden flr die statistischen Analysen verwendet.

6.6.2 Ausmessung degenerativer Veranderungen im angrenzenden Gelenkknorpel

Al proximal B ' “oka ¥

2,5mm 4,0 mm

2,5 mm 4,0 mm 2,5mm

Abbildung 9: Flachenausmessung degenerativer Veranderungen.

(A) Defektregion (4 x 8 mm; 32 mm?) mit Reparaturgewebe und angrenzender Gelenkknorpel vor Tuschefarbung.
(B) Einfarbung degenerativer Veranderungen des angrenzenden Gelenkknorpels mittels India-Ink-Tuschefarbung
[197]. (C) VergroRerter Ausschnitt der distalen Defekthélfte sowie des angrenzenden Gelenkknorpels mit Markie-
rung der geféarbten arthrotischen Lasionen. Rot eingefarbte Flache: Defektregion; dunkelviolette Linie: Begrenzung
der ROI im angrenzenden Gelenkknorpel 2,5 mm um die distale Defekthélfte (42,5 mmg?); griin eingefarbte Flachen:
manuell ausgemessenen Flachen tuschegefarbter, arthrotischer Veranderungen des angrenzenden Gelenkknor-
pels innerhalb der ROI.

Zur makroskopischen Ausmessung degenerativer Veranderungen des distal an die Defekte angrenzen-
den Gelenkknorpels wurden India-Ink-Férbungen angefertigt [197]. Die Trochleaproben wurden hierzu
aus der Ethanol-L6sung genommen, mit physiologischer Kochsalzldsung gespilt und anschliefend mit
Tusche gefarbt. Die Tusche wurde mit einem Pinsel (Pelikan, Hannover, Deutschland) aufgetragen und
tiberschiissige Farbreste mit einem Papiertuch vorsichtig entfernt. VerschleilRbedingte Verédnderungen
der Knorpeloberflache wie Rauheiten oder Fissuren farben sich mit der Tusche und werden hierdurch
visualisiert. Die tuschegeféarbten Proben wurden unter standardisierten Bedingungen fotografiert (Canon
Powershot A480 mit Makrolinse; 10 Megapixel; Neu-lsenburg, Deutschland) (Abbildung 9). Die Fla-

chen der angefarbten degenerativen Veranderungen der Knorpeloberflache des angrenzenden
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Gelenkknorpels wurden manuell anhand der digitalisierten Fotodokumentation ausgemessen (analySIS
5.0; Olympus Soft Imaging System, Minster, Deutschland). Hierzu wurden in einer definierten Flache
(Region von Interesse; engl. region of interest; ROI) 2,5 mm um die distalen Defekthalften (42,5 mm?)
die mit Tusche eingeféarbten Veranderungen deliniert und deren Gesamtflachenausdehnung berechnet
(Abbildung 9).

6.7 Biochemische Analysen

6.7.1 Vorbereitung

Die zur biochemischen Analyse entnommenen und bei -80°C gelagerten Proben des Knorpelreparatur-
gewebes sowie des direkt angrenzenden Gelenkknorpels wurden zur weiteren Bearbeitung zunéchst in
einer mit PBS (Phosphat-gepufferte Salzldsung; engl. phosphate buffered saline) verdinnten Papain-
Losung (0,5 mg/ml) tiber Nacht bei 60-64°C zur Proben-Verdauung inkubiert.

6.7.2 Bestimmung des DNS-Gehaltes (Hoechst 33258-Test)

Wir bestimmten den Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Gehalt der Proben mittels Fluorometrie und ver-
wendeten hierfiir den Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33258 (Bisbenzimid; Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) [151]. Dieser interkaliert mit DNS und farbt diese an. Zundchst wurde eine Standardreihe
des DNS-Gehaltes (A-F) mit jeweils 100 pl Standardldsung pro Mikrotiterplatte (schwarz; 96-well-For-
mat) angelegt (Tabelle 7). In die restlichen Vertiefungen der 96-well-Platte pipettierten wir nun jeweils
10 pl der Papain-verdauten Proben und figten 90 pl TNE (Tris-HCI-NaCI-EDTA)-Puffer hinzu. Im
néchsten Schritt wurde der mit TNE-Pufferlésung verdiinnte Hoechst 33258-Farbstoff streng lichtge-
schutzt hinzugefiigt (100 ul pro Probe). Die Fluoreszenz-Anregung des Farbstoffes erfolgte mit einer
Wellenldnge von 365 nm. Die Intensitat der Emission wurde fiir die Wellenldnge 458 nm detektiert. Fur
die Untersuchungen verwendeten wir einen GENios-Spektrofluorometer (Tecan, Crailsheim, Deutsch-
land). Anhand der DNS-Standardreihe konnten wir eine Kalibrierungsgerade ermitteln und hiermit den
DNS-Gehalt jeder Probe berechnen.
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Tabelle 7: Schema der Standardreihe des DNS-Gehaltes.

Standard  Standard-DNS-L6sung TNE-Puffer DNS-Gehalt
A 0 pl 100 pl 0ng
B 5l 95 pl 50 ng
C 0 90 pl 100 ng
D 20 pl 80 ul 200 ng
E 50 pl 50 pl 500 ng
F 90 pl 10 ul 900 ng

6.7.3 Bestimmung des Proteingehaltes (BCA-Test)

Die quantitative Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte ebenfalls fluorometrisch mit Hilfe der Bicin-

choninsaure (engl. bicinchoninic acid; BCA), welche mit an Peptidbindungen gekoppelten Kupferionen

einen blau-violetten Farbstoffkomplex bildet und Licht mit einer Wellenldnge von 530 nm emittiert

[290]. Zuné&chst wurde eine Standardreihe der BSA (bovines Serumalbumin)-Konzentration (A-I) pro

Mikrotiterplatte (transparent; 96-well-Format) angelegt (25 pl Standardldsung pro Vertiefung) (Tabelle

8). Nun pipettierten wir 5 ul der Papain-verdauten Probenldsungen in die restlichen Vertiefungen der

Mikrotiterplatten und fiigten anschlieRend 200 pl des BCA-Arbeitsreagenz hinzu. Die 96-well-Platten

wurden nach 30 Sekunden auf einem Plattenschttler fir 30 Minuten in einem Wérmeschrank (37°C)

inkubiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur abgekihlt. Mit dem GENios-Spektrofluorometer wurde

nun die Intensitdt der Emission fiir eine Wellenldnge von 530 nm gemessen und anhand der mit Hilfe

der Standardreihe ermittelten Kalibrierungsgerade die Proteinkonzentration jeder Probe berechnet.

Tabelle 8: Schema der Standardreihe der BSA-Konzentration.

Standard H20 BSA-LOsung BSA-Konzentration

A 0 pl 75 pl Stammlésung 2000 pg/ml
B 31,3 ul 93,8 pl Stammlésung 1500 pg/ml
C 81,3 ul 81,3 pl Stammlésung 1000 pg/ml
D 43,8 pl 43,8 plvon B 750 pg/ml
E 81,3 ul 81,3 plvon C 500 pg/ml
F 81,3 ul 81,3 ulvon E 250 pg/ml
G 81,3 ul 81,3 ulvon F 125 pg/ml
H 100,0 pl 25 ulvon G 25 pg/ml

I 100,0 pl ol 0 pg/mi

Stammldsung: 2 mg BSA/mL.
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6.7.4 Bestimmung des Proteoglykangehaltes (DMMB-Test)

Zur fluorometrischen Bestimmung des Proteoglykangehaltes der Proben wurde eine gepufferte Dime-
thylmethylenblau-Ldsung (DMMB-L6sung) verwendet [214]. Zur Herstellung der DMMB-Ldsung fiig-
ten wir 16 mg DMMB zu 5 ml 95%igem Ethanol. AnschlieBend wurden 3 ml Ameisenséure sowie 25,6
ml einmolares (1 M) Natriumhydroxid hinzugegeben und die Lésung bis auf 1 | Gesamtvolumen mit
zweifach destilliertem Wasser (aqua bidest) aufgefullt (pH-Wert: 3,5). Wir legten zunachst eine Stan-
dardreihe der Chondroitin-6-Sulfat-Konzentration (A-F) mit 40 ul Standardldsung (hergestellt aus Lo-
sungen A-C) pro Vertiefung auf den Mikrotiterplatten (transparent; 96-well-Format) an (Tabelle 9) und
flgten jeweils 250 pl DMMB-L6sung hinzu. Chondroitin-6-Sulfat - ein tierisches Proteoglykan, wel-
ches wichtiger Bestandteil von Knorpel, Knochen und Bindegewebe ist - wurde zur Herstellung der
Standardldsung verwendet. Die 3 Lésungen A, B und C stellten wir wie folgt her: 1. Losung A mit 0,05
g D-Cystein-Hydrochlorid-Monohydrat und 30 ml PBE (engl. phosphate-buffered EDTA). 2. Lésung B
mit 0,05 Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz und 1 ml Lésung A. 3. Losung C mit 24,95 ml Lésung A
und 0,05 ml Lésung B. Im néchsten Schritt wurden 10 pl der Papain-verdauten Probenlésungen in die
restlichen Vertiefungen der 96-well-Mikrotiterplatten pipettiert und 30 pl Loésung A sowie 250 pl
DMMB-L06sung hinzugefgt. Mit Hilfe des GENios Spektrofluorometers detektierten wir die Intensitat
der Emission fur eine Wellenldnge von 530 nm. Mit Hilfe der Standardreihe ermittelten wir eine Kalib-

rierungsgerade und berechneten hiermit die Proteoglykankonzentration der einzelnen Proben.

Tabelle 9: Schema der Standardreihe der Chondroitin-6-Sulfat-Konzentration.

Standard Herstellung des Standards C6S-Konzentration
A 40 pl Lésung C 100 pg/ml
B 32 ul Lésung C + 8 pl Losung A 80 pg/ml
C 24 ul Lésung C + 16 pl Losung A 60 pg/ml
D 16 pl Loésung C + 24 ul Lésung A 40 pg/ml
E 8 pl Losung C + 32 p | Lésung A 20 pg/ml
F 40 pl Lésung A 0 pg/ml

C6S: Chondroitin-6-Sulfat.
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6.8 Radiologische Beurteilung des subchondralen Knochens

6.8.1 Mikro-CT-Bildgebung

Die Trochleaproben wurden zur Schnittbildgebung in einem rontgendurchléssigen, speziell zugerichte-
ten Zentrifugenrohrchen platziert und mit handelstblichen Plastik-Strohhalmen fixiert. Die R6hrchen
wurden mit 70%igem Ethanol luftfrei beftllt und mit Parafilm verschlossen. Die Bildgebungen aller 21
Schaftrochleas wurden mit einem Mikro-Computertomograph (Skyscan 1172; Bruker, Billerica, MA,
USA) nach standardisiertem Protokoll durchgefiihrt. Der Computertomograph ist mit einer Mikrofokus-
Rontgenrdhre (Spotgrélle < 5 um; Hamamatsu, Japan), einem Rotationstisch sowie einem beweglichen
11 Megapixel Rontgendetektor (12-bit digitale CCD-Kamera) ausgestattet. Eine detaillierte Untersu-
chung des subchondralen Knochens mit einem maximalen Auflésungsvermdgen von bis zu 0,8 pum ist
hierdurch mdéglich. Ein 0,5 mm Aluminium/Kupfer-Filter wurde verwendet, um Aufhartungsartefakte
zu reduzieren. GemaR eines standardisierten Untersuchungsprotokolls (R6hrenspannung: 70 kV; Strom-
starke: 140 pA; mittlere Auflésung: 13 um) wurden pro Trochleaprobe (n = 21) 900-1200 16-bit Ront-
genbilder angefertigt. Die Bilder wurden jeweils mit einer Belichtungszeit von 1770 ms und in 0,4°-
Schritten aufgenommen. Die Parameter frame averaging, random movement und ring artifact correc-
tion wurden auf 3, 15 und 7 (jeweils keine Einheit) festgesetzt. Alle Einstellungen orientierten sich an

etablierten Untersuchungsprotokollen vergleichbarer Studien [68, 235, 243].

6.8.2 Bildrekonstruktion

Fur die CT-Bildrekonstruktion (Skyscan NRecon) wurde ein modifizierter Algorithmus nach Feldkamp
et al. [72] verwendet. Die rekonstruierten Mikro-CT-Bilder wurden anschlieRend in eine exakt koronare

Schnitteben der Defektregion rotiert (Skyscan Data Viewer).

6.8.3 Volumes of interest (VOIs)

Die Mikrostruktur der subchondralen Knochenplatte und subartikuldren Spongiosa unterhalb der De-
fektregion (Defektregionen), direkt medial angrenzend (angrenzende Regionen) sowie mit 3,5 mm Ab-
stand zur Defektregion (Normalregionen) wurden getrennt voneinander beurteilt. Hierflr wurden in den

einzelnen koronaren 2D-Schnittbildern der entsprechenden Proben (n = 21) definierte ROIs
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eingezeichnet, welche im Mikro-CT-Bilddatensatz zu VOIs (Volumen von Interesse; engl. volumes of
interest) zusammengefigt wurden (Skyscan CTAnalyzer). Pro Defektregion (n = 21) wurden sechs
VOIs (Gesamtzahl = 126) mit folgender Definition eingezeichnet: subchondrale Knochenplatte der De-
fektregion (SKD), subartikuldre Spongiosa der Defektregion (SSD), direkt medial an die Defektregion
angrenzende subchondrale Knochenplatte (SKA) und subartikuldre Spongiosa (SSA) sowie mit einem
Abstand von 3,5 mm medial angrenzende, als Normalkontrollen definierte subchondrale Knochenplatte
(SKN) und subartikuldre Spongiosa (SSN) (Abbildung 10). Zur Gbersichtlicheren Darstellung der Daten
wurden die VOIs SKA, SSA, SKN und SSN aller drei Gruppen jeweils zusammengefasst. Die Tiefe der
eingezeichneten VVOIs betrug maximal 10 mm. Die Breite der VOIs wurde auf 3,5 mm begrenzt, um ein

Uberlappen der einzelnen VOIs zu vermeiden.

Abbildung 10: Darstellung der zweidimensionalen ROIs.

Definierte ROIs wurden in koronaren Mikro-CT-Schnittbildern eingezeichnet und im Bilddatensatz zu dreidimensi-
onalen VOIs zusammengefiigt. Subchondrale Knochenplatte und subartikulére Spongiosa wurden getrennt vonei-
nander analysiert. Pro Defektregion wurden die folgenden 6 ROIs eingezeichnet: Subchondrale Knochenplatte De-
fekt (SKD) und Subartikulare Spongiosa Defekt (SSD) jeweils unterhalb der Defektregion; Subchondrale Knochen-
platte Angrenzend (SKA) und Subartikulare Spongiosa Angrenzend (SSA) jeweils direkt medial angrenzend an die
Defektregion; Subchondrale Knochenplatte Normal (SKN) und Subartikulare Spongiosa Normal (SSN) jeweils als
Normalkontrolle mit einem Abstand von 3,5 mm medial angrenzend an die Defektregion. Tiefe (max. 10 mm) und
Breite (max. 3,5 mm) der ROIs wurden begrenzt.
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6.8.4 Analysen der Knochenmikrostruktur

Die Knochenmikrostruktur wurde innerhalb der definierte VOIs analysiert (Programm: Skyscan
CTAnalyzer). Hierfur erfolgte eine Datensegmentierung in binére Bilder mit Graustufen-Schwellenwer-
ten von 89 und 255. Wie Vorstudien zeigen konnten, bilden diese Werte Knochen bestmdglich ab [68,
235, 243]. Die folgenden 3D-Parameter wurden fiir die einzelnen VOIs bestimmt: Knochenmineral-
dichte (engl. bone mineral density; BMD), Knochenvolumenanteil (engl. bone volume fraction;
BV/TV), Knochenoberflache/Knochenvolumen-Verhaltnis (engl. bone surface/volume ratio; BS/BV),
Knochenoberflachendichte (engl. bone surface density; BS/TV). Die kortikale Dicke (engl. cortical
thickness; Ct.Th) wurde ausschlieBlich fur die subchondrale Knochenplatte ausgemessen, wahrend
Trabekeldicke (engl. trabecular thickness; Th.Th), Trabekelabstand (engl. trabecular separation;
Th.Sp), Trabekuldrer Knochen-Anordnungsfaktor (engl. trabecular pattern factor; Th.Pf), Trabekelan-
zahl (engl. trabecular number; Th.N), Struktur-Model-Index (engl. structure model index; SMI), Grad
der Anisotropie (engl. degree of anisotropy; DA) und Fraktale Dimension (engl. fractal dimension; FD)
lediglich fir die subartikulére Spongiosa ermittelt wurden. Zwei in 70%igem Ethanol gelagerte Calci-
umhydroxyapatit (CaHA)-Phantome mit bekannter Knochenmineraldichte von 250 und 750 mg
CaHA/cm? dienten der Kalibrierung vor Bestimmung der Knochenmineraldichte der einzelnen VOIs
anhand ermittelter Grauwerte (Abschwachungskoeffizienten). Alle Analyse-Einstellungen wurden an-
hand etablierter Studienprotokolle vorgenommen [68, 235, 243].

6.8.5 Analysen von Osteophyten und subchondralen Zysten

Alle geometrischen Formen kndcherner Anbauten oberhalb der Zementlinie wurden als intraldsionale
Osteophyten betrachtet [86]. Eine Differenzierung zwischen Osteophyten und einer flachigen Verlage-
rung bzw. Verdickung der subchondralen Knochenplatte erfolgte entsprechend nicht. Maximale Hohe,
maximaler Basisdurchmesser, maximaler longitudinaler Durchmesser, maximale longitudinale Quer-
schnittsflache und 3D-Volumen der einzelnen Osteophyten wurden berechnet (Skyscan CTAnalyzer)
und deren Lokalisation (zentral: zwischen Bohrldchern; peripher: zwischen Bohrloch und Defektrand)
beschrieben. Das AusmaR des osteophytaren Uberwuchses wurde mit Hilfe eines adaptierten magnetre-
sonanztomographischen Bewertungssystems nach Mithoefer et al. [210] beschrieben und hierbei in Re-
lation zur Dicke des angrenzenden Gelenkknorpels gesetzt (Grad 0: keine knicherne Uberwucherung;
Grad 1: maximale Osteophytenhdhe 1-33% der angrenzenden Knorpeldicke; Grad 2: maximale Osteo-
phytenhthe 34-66% der angrenzenden Knorpeldicke; Grad 3: maximale Osteophytenhéhe > 67% der

angrenzenden Knorpeldicke). Die Dicke des Gelenkknorpels wurde innerhalb von 3 mm medial und
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lateral angrenzend an die Defektregionen auf Safranin Orange/Echtgriin-gefarbten histologischen

Schnitten vermessen (n = 2 x 21). Der Mittelwert der Messungen wurde als Referenzwert verwendet.

Zur Analyse von subchondralen Knochenzysten wurde ein adaptierter Algorithmus in Anlehnung an
Gao et al. [86] und Orth et al. [235] gebraucht. Der Mindestdurchmesser einer Zyste wurde wie vorbe-
schrieben auf den dreifachen Durchmesser der angelegten subchondralen Bohrlécher (3 mm) festgelegt,
um diese gegenuber residuellen oder durch Resorption erweiterten Bohrléchern abzugrenzen. Sub-
chondrale Zysten wurden Uiberdies von lokalen Resorptionsprozessen der subchondralen Knochenplatte

unterschieden und mussten definitionsgeman bis in die subartikulére Spongiosa hineinreichen.

6.9 Histologische Beurteilung der osteochondralen Reparatur

6.9.1 Entkalkung

Nach erfolgter Mikro-CT-Bildgebung wurden die osteochondralen Blocke in eine Entkalkungsldsung
tberfuhrt. Die Entkalkungsldsung wurde wochentlich gewechselt. Die Proben wurden tber zwei Mo-
nate entkalkt. Mit einer 22G (Gauge)-Kandile wurde der Entkalkungsgrad geprift. Bei zufriedenstellen-
der Entkalkung wurden die Blocke mit einem Skalpell auf die Defektregion sowie die angrenzende os-

teochondrale Einheit zurechtgeschnitten.

6.9.2 Entwasserung und Einbettung

Zunachst wurden die Proben in gefiltertem Leitungswasser ausgiebig gewaschen (2 x 1 h und 1 x 0.N.
(Uber Nacht)). Hierauf folgten der Entwésserungsprozess in einer aufsteigenden Ethanolreihe (1 x 1 h
in Ethanol 70%; 2 x 1 h in Ethanol 95%; 1 x 1 h, 4.N. und 1 x 1 h in Ethanol 100%), die Lagerung in
Xylol tber 2 x 1 h und anschlieBend in flissigem Paraffin (62°C; 1 x 1 h und @.N.). AnschlieRend
wurden die osteochondralen Blocke fir den Einbettungsprozess jeweils auf einer Ausgiefform aus
Stahlblech positioniert. Die Ausrichtung der Proben erfolgte standardisiert zur Anfertigung exakt koro-
narer histologischer Schnitte der Defektregion. Das distale Defektende zeigte jeweils zum Boden der
AusgielRform. Nach Probenpositionierung wurden Einbettkassetten aus Kunststoff aufgebracht. Die Ein-
bettung in flissigem Paraffin wurde mit einer Einbettmaschine durchgefuhrt (EG 1140-C; Leica, Neis-

sloch, Deutschland). Die Paraffinaushartung erfolgte Gber Nacht auf einer Kélteplatte.
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6.9.3 Anfertigung histologischer Schnitte

Nach Paraffinaushértung fertigten wir 3 um dicke, koronare histologische Schnitte der distalen osteo-
chondralen Defekthalften aller Proben (n = 21) mit einem Rotationsmikrotom (RM 2135; Leica, Neis-
sloch, Deutschland; Mikrotommesser: Leica Typ 819; Neigungswinkel: 6-7°) an. Die Schnitte wurden
zunachst in ein 24°C warmes Wasserbad tberfiihrt (HI 1210; Leica, Neissloch, Deutschland) und an-
schliefend auf Albumin-beschichtete Objekttrager (SuperFrost; R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland) aufgezogen. Fir die immunhistochemischen Farbungen verwendeten wir spezielle Ob-
jekttrager (SuperFrost/Plus; R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland). Die Schnitte trockneten auf

einer Warmeplatte (42°C; 20 min) und hérteten im Warmeschrank aus (62°C; 0.N.).

6.9.4 Histologische Farbungen

6.9.4.1 Allgemeines Vorgehen

Die Entparaffinierung und Hydrierung erfolgten in Xylol (2 x 5 min) und in einer absteigenden Alko-
holreihe (2 x 2,5 min in 100% Ethanol; 2 x 2,5 min in 95% Ethanol; 1 x 2,5 min in 80% Ethanol). Fir
die histologischen Standardfarbungen verwendeten wir einen 200 ml fassenden Glasbehdlter. Pro Far-
bedurchgang positionierten wir maximal 10 Schnitte in einer entsprechenden Haltevorrichtung. Unser
Vorgehen orientierte sich an etablierten Farbeprotokollen [149, 164, 277]. Nach abgeschlossener Far-
bung wurden die Schnitte jeweils in einer aufsteigenden Ethanolreihe (1 x 2,5 min in 80% Ethanol; 2 x
2,5minin 95% Ethanol; 2 x 5 minin 100% Ethanol) und in Xylol (2 x 2,5 min) entwassert. AnschlieRend
erfolgte die Eindeckung mit Deckglésern (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) mit Hilfe ei-
nes Einschlussmittels (Roti Histokitt; Roth, Karlsruhe, Deutschland). Die eingedeckten Schnitte wurden

tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

6.9.4.2 Safranin Orange/Echtgriin-Farbung

Der Farbstoff Safranin Orange (Safranin O) farbt Glykosaminoglykane orange-rot [270], wahrend Fast-
Green FCF und Hamatoxylin gemeinsam Zytoplasma und Kollagenfasern griin sowie Zellkerne violett-
schwarz darstellen [149, 277]. Die Féarbung erfolgte geméaR eines modifizierten Protokolls nach John
Alan Kiernan [149]. Zunédchst wurden die histologischen Schnitte fur 10 Minuten in Hdmatoxylin-L6-

sung nach Weigert gefarbt, anschlieRend mit gefiltertem Leitungswasser gewaschen. In den néchsten
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Schritten wurden die Proben in Echtgrin-Losung (0,02 %) fur 4 Minuten, folgend dreimal kurz in Es-

sigsdure (1%) sowie 10-12 Minuten in Safranin O-Ldsung (1%) eingetaucht.

6.9.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Héamatoxylin farbt saure Strukturen, welche insbesondere in den Zellkernen enthalten sind (u.a. DNS,
raues endoplasmatisches Retikulum), blau [125, 277]. Eosin stellt basische Strukturen - wie beispiels-
weise im Zellplasma enthaltene Proteine oder Kollagenfasern - rot dar [125]. Die Féarbung orientierte
sich an etablierten Farbeprotokollen [149, 277]. Die Schnitte wurden fur 10 Minuten in Hamatoxylin-
Losung nach Harris geféarbt. Hiernach wurden die Proben unter gefiltertem Leitungswasser abgespiilt,
fiir 3 Sekunden in Salzsdure (HCI)-Losung differenziert und in erwarmtem, gefiltertem Leitungswasser
(60°C) fur 4 Minuten gebldut. Ein erneuter Farbedurchgang in Hamatoxylin-Lésung nach Harris (2,5
min) mit nachfolgender Spiilung unter gefiltertem Leitungswasser und Anfarbung in Eosin-Ldsung tiber
1,5 Minuten folgten.

6.9.4.4 Immunhistochemische Farbung von Typ-I- und Typ-I1-Kollagen

Wir verwendeten zur Darstellung der Typ-I- und Typ-I1-Kollagen-Expression die Avidin-Biotin-Per-
oxidase-Komplex-Methode (engl. avidin-biotin-peroxidase-complex; ABC) [126]. Hierzu nutzten wir
primdre monoklonale anti-Typ-1- sowie anti-Typ-11-1gG (Immunglobulin G)-Antikorper (Acris Antibo-
dies, Hiddenhausen, Deutschland) und biotinylierte goat-anti-mouse-lgG-Antikorper (Vector, Bur-
lingame, CA, USA). Die entparaffinierten und hydrierten Proben wurden in gefiltertem Leitungswasser
gewaschen (2 x 1 min), anschlieBend in Wasserstoffperoxid-Ldsung (0,3%) fur 30 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert und nochmals mit Leitungswasser gespult (2 x 1 min). Eine Andauung mit Trypsin-
Ldsung (0,5%) bei 37°C (10 min) und Spilung mit PBS-Ldsung (2 x 1 min) folgten. Die Proben wurden
fir 30 Minuten in einem Blockierungspuffer bei Raumtemperatur inkubiert. Die priméren Typ-I- und
Typ-11-Kollagen-Antikorper wurden jeweils steril mit dem Blockierungspuffer verdinnt (Typ-I-Anti-
korper: 1:90; Typ-llI-Antikorper: 1:45). Die histologischen Schnitte wurden mit einem Fettstift (PAP
Pen Liquid Blocker; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) umrandet, in einer Nasskammer mit 200 pl
des entsprechenden, verdiinnten Antikorpers (anti-Typ-1- oder anti-Typ-11-19G-Antik6rper) bedeckt und
nachfolgend bei Raumtemperatur fur 1 Stunde inkubiert. Die Objekttrager wurden nun mit PBS-L&sung
gewaschen (2 x 5 min). Der sekundére biotinylierte goat-anti-mouse-1gG-Antikorper (Vector, Bur-
lingame, CA, USA) wurde mit PBS-L6sung verdiinnt (1:200). Die Objekttrager wurden nun mit 200 pl

des verdiinnten sekundaren Antikorpers bedeckt und in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur
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inkubiert (1 h). Hierauf folgten die Spiilung mit PBS-LAsung (3 x 5 min) und eine 30-minlitige Inkuba-
tion bei Raumtemperatur nach Aufbringen des ABC-Reagenz auf die Schnitte. Die Proben wurden an-
schliefend in PBS-Ldsung gewaschen (3 x 5 min), die DAB (Diaminobenzidin)-L6sung wurde aufge-
bracht und die Proben bei Raumtemperatur fir 7 Minuten inkubiert. Abschlielend spilten wir die

Schnitte mit PBS-Ldsung (3 x 5 min) und Leitungswasser (1 min).

6.9.5 Bewertungssysteme

Alle Analysen wurden verblindet durch zwei unabhdngige Untersucher (Prof. Dr. med. Patrick Orth,
Niklas Stachel) mit einem Lichtmikroskop (Olympus BX45, Hamburg, Deutschland) bei 20- und 40fa-
cher VergroRerung durchgefthrt.

6.9.5.1 Bewertung des osteochondralen Reparaturgewebes

Anhand von 8-10 Safranin O/Echtgriin- und Hamatoxylin-Eosin-geféarbten Schnitten pro Defektregion
(insgesamt 176 histologische Schnitte) wurde die osteochondrale Reparatur mit Hilfe des semiquantita-
tiven Bewertungssystems nach Sellers et al. [280] (max. 31 Punkte: kein Reparaturgewebe; min. 0
Punkte: physiologische osteochondrale Regeneration) (Tabelle 10) sowie nach Wakitani et al. [313]
(max. 14 Punkte: kein Reparaturgewebe; min. 0 Punkte: physiologische osteochondrale Regeneration)
(Tabelle 11) bewertet.

Tabelle 10: Histologisches Bewertungssystem nach Sellers et al. [280].

Kategorie Parameter Punkte
1. Defektfullung 91-100% 0
(in Relation zum 76-90% oder 111-125% 1
angrenzenden 51-75% 2
gesunden Knorpel) 26-50% 3
< 25% 4
2. Integration des Normale Kontinuitat 0
Reparaturgewebes Verminderte Zellularitat 1
mit dem umliegenden Spalte auf einer Seite 2
Knorpel Spalte auf beiden Seiten 3
3. Matrixanfarbung mit Normal 0
Safranin O/Echtgriin Leicht vermindert 1
Mittelstark vermindert 2
Stark vermindert 3
Keine Anfarbung 4
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Kategorie Parameter Punkte

4. Zellmorphologie Normal 0

Vorwiegend runde Zellen mit Chondrozyten-
morphologie:

75% der Zellen angeordnet in Saulen in der 0
basalen Zone
25- 75% der Zellen angeordnet in Saulen in der 1
basalen Zone
< 25% der Zellen angeordnet in Saulen in der 2

basalen Zone (desorganisiert)

50% runde Zellen mit Chondrozyten-
morphologie:

75% der Zellen angeordnet in Saulen in der 2
basalen Zone
25-75% der Zellen angeordnet in S&aulen in der 3
basalen Zone
< 25% der Zellen angeordnet in S&aulen in der 4

basalen Zone (desorganisiert)

Vorwiegend spindelférmige, fibroblastenartige 5
Zellen
5. Defektarchitektur ohne Normal 0
Beriicksichtigung der 1-3 kleine Defekte/Licken 1
Defektréander 1-3 groRe Defekte/Liicken 2
> 3 groRRe Defekte/Liicken 3
Risse/Spalten 4
6. Oberflachenarchitektur Normal 0
(Fibrillation = Auffaserung Leichte Fibrillationen 1
der Oberflache) Mittelstarke Fibrillationen 2
Starke Fibrillationen 3
7. Neubildung des Falls der neugebildete Knochen unterhalb der
subchondralen Knochens tidemark liegt?®:
unterhalb des Defektes 90-100% 0
75-89% 1
50-74% 2
25-49% 3
< 25% 4

Falls der neugebildete Knochen oberhalb der
tidemark liegt®:

90-100%

75-89%

50-74%

25-49%

< 25%

8. Formation der tidemark Vollstandig
75-89%
50-74%
25-49%
<25%

Ar WONPEFPOMWDNEO

a Prozentualer Anteil der wiederhergestellten subchondralen Knochenschicht im Vergleich zur urspriinglichen Situ-
ation. ® Gemittelter prozentualer Anteil an der Gesamtdicke des Reparaturknorpels.
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Tabelle 11: Histologisches Bewertungssystem nach Wakitani et al. [313].

Kategorie Punkte

1. Zellmorphologie

Hyaliner Knorpel

Vorwiegend hyaliner Knorpel
Vorwiegend Faserknorpel
Vorwiegend Nicht-Knorpelgewebe
Nicht-Knorpelgewebe

A WN PO

2. Matrixanfarbung

Normal (verglichen mit dem angrenzenden, gesunden Knorpel)
Leicht vermindert

Deutlich vermindert

Keine Anfarbung

w N+ O

3. Oberflachenbeschaffenheit (Anteil glatter Oberflache an der
gesamten Defektoberflache)

Glatt (> 3/4)

Moderat (> 1/2 - 3/4)

Irregulér (1/4 — 1/2)

Massiv irregulér (< 1/4)

w N - O

4. Knorpeldicke im Vergleich zum angrenzenden Knorpel
> 2/3

1/3-2/3

<1/3 2

= O

5. Integration des Reparaturgewebes mit dem angrenzenden Knorpel

Beidseitig integriert 0
Auf einer Seite integriert
Auf keiner Seite integriert 2

[EnY

6.9.5.2 Bewertung degenerativer Veranderungen des angrenzenden Gelenkknorpels

Degenerative Verdnderungen des angrenzenden Gelenkknorpels beurteilten wir histologisch innerhalb
von 3 mm lateral und medial der Defektrander mittels eines semiquantitativen Bewertungssystems nach
Little et al. [169] (max. 25 Punkte: schwere Degeneration; min. 0 Punkte: normaler hyaliner Gelenk-
knorpel) (Tabelle 12). Pro Defekt wurden 3 Safranin O/Echtgriin-gefarbte Schnitte bewertet (insgesamt
63 histologische Schnitte).
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Tabelle 12: Histologisches Bewertungssystem nach Little et al. [169].

Kategorie Punkte
1. Struktur (Bewertung des schlechtesten Areals)
Normal 0
Leichte Oberflachen-Irregularitéten (Oberflache kaum beeintréchtigt) 1
Moderate Oberflachen-Irregularitaten (Oberflache aufgeraut) 2
Schwere Oberflachen-Irregularitaten (Risse, Fissuren, Fibrillationen bis < 10 % Tiefe) 3
Fissuren bis zur Transitionalzone (1/3 Tiefe) 4
Fissuren bis zur radialen Zone (2/3 Tiefe) 5
Fissuren bis zur kalzifizierten Zone (gesamte Tiefe) 6
Erosionen oder massive Fibrillationen bis zur mittleren Zone (1/3 Tiefe) 7
Erosionen oder massive Fibrillationen bis zur tiefen Zone (2/3 Tiefe) 8
Erosionen oder massive Fibrillationen bis zur kalzifizierten Zone (gesamte Tiefe) 9
Erosionen oder massive Fibrillationen bis zum subchondralen Knochen 10
2. Chondrozytendichte (Bewertung des gesamten Areals)
Normal 0
Erhoht oder leicht erniedrigt 1
Moderat erniedrigt 2
Massiv erniedrigt 3
Keine Zellen 4
3. Zellklone (Bewertung des gesamten Areals)
Normal 0
Einzelne Zelldubletten 1
Zahlreiche Zelldubletten 2
Zelldubletten und -tripletten 3
Mehrere Zellnester oder keine Zellen 4
4. Safranin O-Farbung (Bewertung des schlechtesten Areals)
Normal 0
Abgeschwachte Farbung bis zur mittleren Zone (1/3 Tiefe) 1
Abgeschwachte Farbung bis zur tiefen Zone (2/3 Tiefe) 2
Abgeschwachte Farbung bis zur kalzifizierten Zone (gesamte Tiefe) 3
Keine Farbung 4
5. Tidemark/kalzifizierter Knorpel/subchondraler Knochen (Bewertung des

schlechtesten Areals)
Intakte subchondrale Knochenplatte und eine tidemark 0
Intakte subchondrale Knochenplatte und doppelte tidemark 1
Blutgefal3e penetrieren die subchondrale Knochenplatte bis zum kalzifizierten Knorpel 2
Blutgefal3e penetrieren die tidemark 3

6.9.5.3 Bewertung der Typ-1- und Typ-11-Kollagen-Expression im Reparaturgewebe

Typ-1- und Typ-11-Kollagengehalt im Knorpelreparaturgewebe wurden jeweils anhand von 2 entspre-

chend immunhistochemisch angeférbter Schnitte aus dem Zentrum der distalen Defekthélfte beurteilt

(jeweils 42 Schnitte). Typ-I- und Typ-11-Kollagen stellen sich in der jeweiligen immunhistochemischen

Farbung braun dar. Die Farbintensitat ist hierbei proportional zur Typ-I- und Typ-lI-Kollagen-
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Expression im Gewebe. Die Bewertung des Typ-1- und Typ-I1-Kollagen-Gehaltes erfolgte jeweils an-
hand eines semiquantitativen Bewertungssystems [240] (Tabelle 13). Die Immunreaktivitat von Typ-I-
Kollagen im Knorpelreparaturgewebe wurde mit derjenigen des angrenzenden subchondralen Knochens
verglichen. Der subchondrale Knochen hat einen hohen Typ-I-Kollagen-Gehalt, farbt sich daher inten-
siv braun und dient in der Bewertung als Positivkontrolle. Die Typ-1I-Kollagen-Immunreaktivitat des
Knorpelreparaturgewebes wiederum verglichen wir mit der des angrenzenden hyalinen Gelenkknorpels,

welcher in diesem Fall als Positivkontrolle fungierte.

Tabelle 13: Bewertungssystem der Typ-I-/Typ-ll-Kollagen-Immunreaktivitat [240].

Immunreaktivitat Punkte

Keine Immunreaktion 0
Signifikant reduzierte Immunreaktion
Moderat reduzierte Immunreaktion
Gleiche Immunreaktion

A W N R

Ausgepragtere Immunreaktion

Intensitéat der Immunreaktivitéat/Braunfarbung im Vergleich zur jeweiligen Positivkontrolle (Typ-I-Kollagen: sub-
chondraler Knochen; Typ-Il-Kollagen: angrenzender Knorpel).

6.10 Statistische Analysen

Die Normalverteilung der erhobenen Daten wurde mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests Uberpriift.
Die Untersuchungen ergaben, dass alle Daten nicht normalverteilt waren. Daher wurde der Kruskal-
Wallis-Test als Hypothesen-Test zur Datenanalyse, um alle drei Gruppen hinsichtlich der einzelnen Pa-
rameter miteinander zu vergleichen. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurden die individuellen
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen fur die jeweiligen Parameter analysiert. Hinsichtlich der
Inzidenzen intral&sionaler Osteophyten und subchondraler Zysten wurden die einzelnen Gruppen unter
Anwendung des Chi-Quadrat-Tests gegenibergestellt. Die Datenanalysen wurden mit Unterstiitzung
von David Zurakowski (PhD; Boston Children’s Hospital, MA, USA) durchgefiihrt. Flr die statistischen
Analysen wurde das Programm SPSS Statistik 26 (IBM, Armonk, NY, USA) eingesetzt. Ein P-Wert
von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Alle Daten werden im Folgenden als Mittelwert

(MW) + Standardabweichung (SA) dargestellt.
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7 Ergebnisse

7.1 Analysen der Knorpelreparatur

7.1.1 Makroskopische Bewertung des Reparaturgewebes

Die makroskopische Analyse der Knorpelreparatur erfolgte mit Hilfe des Bewertungssystems nach Goe-
bel et al. [97] (Tabelle 6). Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 14 und Abbildung 11 dargestellt.
Der Gesamtpunktwert des Reparaturgewebes nach alleinigem Defektdebridement zeigte sich diskret er-
hoht (MW £ SA Gesamtpunktwert: 7,46 + 5,73) im Vergleich zu beiden Behandlungsgruppen (6 Bohr-
lécher: 5,04 + 2,45; 2 Bohrlécher: 4,96 + 1,98). Das Reparaturgewebe in der Kontrollgruppe kennzeich-
nete sich tendenziell durch eine transparentere Farbe (Farbe: 1,50 £ 1,85), oberflachliche Fibrillationen
(Oberflache: 2,21 + 1,50) und eine geringere Defektfiillung (Defektfillung: 1,46 + 1,40), wahrend beide
Behandlungsgruppen ein weildlicheres Reparaturgewebe (Farbe 6 Bohrlécher: 0,57 £ 0,61; 2 Bohrl6-
cher: 0,64 + 0,48) aufwiesen, das den Defekt vollstdndiger ausfillte (Defektflllung 6 Bohrldcher: 0,64
+ 0,24; 2 Bohrlécher: 0,75 + 0,32). Es fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
allen drei Gruppen hinsichtlich der einzelnen individuellen Parameter (P > 0,518) sowie der Gesamt-
punktwerte (P = 0,768).

Defektbehandlung nach Debridement
Bl 6 Bohrlocher

6 Bohrlocher 2 Bohrlocher keine Anbohrung Ea 2 Bohrlécher
mm keine Anbohrung

20
154
10
0
Makroskopisches Bewertungssystem
Gesamtpunktwert
[0-20 Punkte]

Abbildung 11: Ubersicht makroskopische Bewertung des Reparaturgewebes.

Représentative, makroskopische Bilder der Gelenkknorpelreparatur sowie des angrenzenden Gelenkknorpels.
Schwarze Ecken: Begrenzungen der Defektregion. Malistab: 4 mm. Die mittleren Gesamtpunkwerte mit Stan-
dardabweichung sind als Boxplot dargestellt. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzel-
nen Gruppen. Vorlage der Abbildung: Stachel et al. [296].
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Tabelle 14: Ergebnisse makroskopischer Bewertung der Knorpelreparatur.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Parameter 6 Bohrlécher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Gesamt Spezifisch
Farbe Reparaturgewebe 0,57 £ 0,61 0,64 + 0,48 1,50+1,85 0,843 NB
Sichtbare Blutgefaiie 0,71+0,81 0,50 + 0,50 0,39 + 0,64 0,672 NB
gf)se‘;ﬁggﬁghe” 1,71+0,74 1,46 + 0,82 2,21 +1,50 0,591 NB
Defektfillung 0,64 £ 0,24 0,75+0,32 1,46 £1,40 0,518 NB
gﬁgr‘z?‘i?r:z’; Knorpel 1,39 +0,61 1,61+0,76 1,89+1,14 0,632 NB
Gesamtpunktwert 5,04 £ 2,45 4,96 +1,98 7,46 £ 5,73 0,768 NB

Bewertungssystem nach Goebel et al. [97]: 20 = kein Reparaturgewebe; 0 = normaler hyaliner Gelenkknorpel. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. NB, nicht berechnet.

7.1.2 Histologische Bewertung des Reparaturgewebes

Anhand Safranin O/Echtgriin- und Hamatoxylin-Eosin-geférbter histologischer Schnitte wurde die os-
teochondrale Reparatur mit Hilfe der etablierten histologischen Bewertungssysteme [236] nach Sellers
et al. [280] (Tabelle 10) und Wakitani et al. [313] (Tabelle 11) semiquantitativ durch 2 unabhéngige

Untersucher verblindet beurteilt.

7.1.2.1 Histologische Bewertung nach Sellers et al.

Die Ergebnisse der Bewertung sind in Tabelle 15 und Abbildung 12 dargestellt. Die histologischen
Analysen mit Hilfe des Bewertungssystems nach Sellers et al. [280] (Tabelle 10) zeigten einen signifi-
kant verbesserten Gesamtpunktwert der osteochondralen Reparatur nach Defektbehandlung mit 6 Bohr-
l6chern (17,67 £ 3,75; P = 0,009) sowie 2 Bohrléchern (17,48 + 4,09; P = 0,033) verglichen mit einem
alleinigen Debridement (19,33 £ 4,62). Beide Anbohrungsgruppen induzierten ein Reparaturgewebe,
welches den Defekt suffizienter ausfiillte (Defektfillung 6 Bohrldcher: 1,27 + 1,37; P = 0,032; 2 Bohr-
locher: 1,37 + 1,31; P = 0,043) sowie eine verbesserte Defektarchitektur mit weniger ausgedehnten
Licken innerhalb des Reparaturgewebes (Defektarchitektur 6 Bohrlocher: 2,18 + 1,58; P = 0,028; 2
Bohrldcher: 2,24 + 1,77; P = 0,036) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Defektfiillung: 2,04 + 1,58; De-
fektarchitektur: 2,84 + 1,48).
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Defektbehandlung nach Debridement

6 Bohrlocher

2 Bohrlocher

keine Anbohrung

chondralen Knochen; schwarzer Kreis:

-B5 -

Abbildung 12: Ubersicht histologische Bewertung des Reparaturgewebes.
Dargestellt sind reprasentative histologische Schnitte der osteochondrale Reparatur aller 3 Gruppen. Die Bewer-
tung der osteochondralen Reparatur erfolgte anhand der Bewertungssysteme nach Sellers et al. [280] und Wakitani
et al. [313]. (A) Ubersicht der Defektregionen mit angrenzendem Gelenkknorpel und subchondralem Knochen (Saf-
ranin O/Echtgrin-Farbung). MaR3stab: 2 mm. (B) Ausschnitte der lateralen Defektregionen mit Integrationszonen
zum angrenzenden Gelenkknorpel und subchondralen Knochen. MaRRstab: 1 mm. (C) Ausschnitte der medialen
Defektregionen mit Integrationszonen zum angrenzenden Gelenkknorpel und subchondralen Knochen. Maf3stab:
1 mm. (A-C) Gestrichelte Linie: Normaler Verlauf der intakten Knorpeloberflache; groRe Pfeilspitzen: Defektgren-
zen; kleine Pfeilspitzen: Integrationszonen zum angrenzenden Gelenkknorpel; Pfeile: Integrationszonen zum sub-
Resorption subchondrale Knochenplatte. (D,E) Ausschnitte des

Bl 6 Bohrlocher
B3 2 Bohrlocher
Hl keine Anbohrung

a b

30

) ; ‘ +
Sellers Score

Gesamtpunktwert [0-31 Punkte]

a b

Sellers Score
Defektfiillung [0-4 Punkte]

)

Sellers Score
Matrixanfarbung [0-4 Punkte]

a b
4
3
2
1
0
Sellers Score
Defektarchitektur [0-4 Punkte]

c b
3
2 ! ‘
1
0

Sellers Score

Oberflachenarchitektur [0-3 Punkte]
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Reparaturgewebes mit Darstellung der Defektarchitektur (D) und Oberflachenbeschaffenheit (E) (Hd&matoxylin-Eo-
sin-Farbung). Pfeile: Oberflache Knorpelreparaturgewebe; Pfeilspitzen: Ubergang zum subchondralen Knochen;
Stern: (D) Riss in der Defektreparatur, (E) Fibrillationen der Knorpeloberflache. Maf3stab: 0,8 mm. Die Gesamt-
punktwerte sowie exemplarische Individualparameter des histologischen Bewertungssystems nach Sellers et al.
sind jeweils als Box-Plot dargestellt. 2 P < 0,05 fiir 6 Bohrlécher versus keine Anbohrung; ® P < 0,05 fiir 2 Bohrlécher
versus keine Anbohrung; ¢ P < 0,05 fur 6 Bohrldcher versus 2 Bohrlécher. Vorlage der Abbildung: Stachel et al.
[296].

Interessanterweise resultierten beide Behandlungsgruppen in einer stark verminderten bis fehlenden
Matrixanfarbung (Matrixanfarbung 6 Bohrlocher: 3,37 £ 0,77; 2 Bohrldcher: 3,42 + 0,69), welche sich
verglichen mit der Kontrollgruppe verschlechtert zeigte (Matrixanfarbung: 2,86 + 1,08; 6 Bohrldcher:
P =0,012; 2 Bohrldcher: P = 0,006). Eine Defektbehandlung mit 2 Bohrléchern wiederum mundete in
einem Knorpelreparaturgewebe mit lediglich magigen Fibrillationen der Oberflache (Oberflachenarchi-
tektur: 1,92 + 1,06), wéahrend nach Behandlung mit 6 Bohrldchern (Oberflachenarchitektur: 2,54 + 0,84)
sowie einem alleinigem Defektdebridement (Oberfl&chenarchitektur: 2,80 + 0,50) signifikant starker
ausgepragte Fibrillationen der Oberflache zu erkennen waren (P < 0,001). Hinsichtlich aller weiteren
individuellen Bewertungsparameter bestanden keine signifikanten Unterschiede in der induzierten oste-
ochondralen Reparatur zwischen beiden Behandlungsgruppen (P > 0,774).

Tabelle 15: Ergebnisse histologischer Bewertung des Reparaturgewebes nach Sellers et al. [280].

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Parameter 6 Bohrlécher 2 Bohrldcher @& Anbohrung Gesamt Spezifisch
Defektfillung 1,27 £ 1,37 1,37+1,31 2,04 £1,58 0,048 0,032%;, 0,043
Integration 1,67 £0,70 2,03+0,72 2,00+0,74 0,009 NS
Matrixanfarbung 3,37 +£0,77 3,42 £ 0,69 2,86 +1,08 0,010 0,012?; 0,006
Zellmorphologie 2,63+1,11 2,53+1,04 2,80+1,24 0,536 NB
Defektarchitektur 2,19+1,58 2,24 +1,77 2,84+1,48 0,048 0,028?; 0,036
Oberflachenarchitektur 2,54 +0,84 1,92 +1,06 2,80 + 0,50 <0,001 <0,001bc
Subchondraler Knochen 0,00 = 0,00 0,08 + 0,27 0,00 = 0,00 0,010 NS
tidemark 4,00 + 0,00 4,00 + 0,00 4,00 + 0,00 1,000 NB
Gesamtpunktwert 17,67 + 3,75 17,48 + 4,09 19,33 +£4,62 0,025 0,009?; 0,033

Bewertungssystem nach Sellers et al. [280]: 31 = kein Reparaturgewebe; 0 = osteochondrale Regeneration. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. NB, nicht berechnet. NS, nicht signifikant.

a P < 0,05 fur 6 Bohrlocher versus keine Anbohrung. ® P < 0,05 fiir 2 Bohrlécher versus keine Anbohrung. ¢ P <
0,05 fir 6 Bohrlocher versus 2 Bohrldcher.
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7.1.2.2 Histologische Bewertung nach Wakitani et al.

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse der Analysen der Knorpelreparatur anhand des semiquantitativen Be-
wertungssystems nach Wakitani et al. [313] (Tabelle 11). Diese wiesen ebenfalls eine verbesserte Ge-
samtreparatur in beiden Behandlungsgruppen (Gesamtpunktwert 6 Bohrlécher: 7,44 + 2,49; P = 0,015;
2 Bohrlécher: 7,34 £ 1,90; P = 0,020) verglichen mit der Kontrollgruppe nach (Gesamtpunktwert: 8,54
* 2,72). Hierbei verbesserte eine Defektbehandlung mit 6 oder 2 Bohrldchern die Dicke (Knorpeldicke
6 Bohrlocher: 0,41 £ 0,75; P = 0,001; 2 Bohrlécher: 0,48 + 0,76; P = 0,002) sowie Oberflachenbeschaf-
fenheit (Oberflachenbeschaffenheit 6 Bohrlocher: 1,92 + 1,05; P = 0,038; 2 Bohrldcher: 1,21 + 1,07; P
< 0,001) des induzierten Knorpelreparaturgewebes verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement
(Knorpeldicke: 0,78 + 0,84; Oberflachenbeschaffenheit: 2,46 + 0,79). Zwar induzierte die Defektbe-
handlung mit 2 Bohrldchern auch im Vergleich zu einer Behandlung mit 6 Bohrldchern ein Reparatur-
gewebe mit glatterer Oberflache (P < 0,001), jedoch zeigte die extrazelluldre Matrix des Reparaturge-
webes eine nur schwache bis nicht vorhandene Anférbung mit Safranin O/Echtgriin (Matrixanférbung:
2,53 + 0,50), welche gegenuber der Kontrollgruppe (Matrixanfarbung: 2,12 + 0,72) signifikant vermin-
dert war (P = 0,006). Den Einfluss der Bohrlochdichte betrachtend, konnten wir keine weiteren signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich aller weiteren individuellen Parameter (P > 0,514) sowie des Gesamt-
punktwertes (P = 0,857) beobachten.

Tabelle 16: Ergebnisse histologischer Bewertung der Knorpelreparatur nach Wakitani et al. [313].

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Parameter 6 Bohrlocher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Gesamt Spezifisch
Zellmorphologie 2,08 £ 0,27 2,21+0,41 2,32+0,74 0,119 NB
Matrixanfarbung 2,38 0,77 2,53 +£ 0,50 2,12+0,72 0,031 0,006°
Beschaffenheit Oberflaiche 1,92 + 1,05 1,21 +£1,07 2,46 0,79 <0,001 <(0)‘,ggéic;
Knorpeldicke 0,41 + 0,75 0,48 £ 0,76 0,78 £ 0,84 <0,001 <888£
Integration 0,65 +0,70 0,90 = 0,65 0,86 £ 0,81 0,089 NB
Gesamtpunkiwert 7444249  734%190  854%272 0025 PO

Bewertungssystem nach Wakitani et al. [313]: 14 = kein Reparaturgewebe; 0 = chondrale Regeneration. Die Er-
gebnisse sind als  Mittelwert +  Standardabweichung  angegeben. NB, nicht berechnet.
a P < 0,05 fur 6 Bohrlocher versus keine Anbohrung. ® P < 0,05 fiir 2 Bohrlécher versus keine Anbohrung. ¢ P <
0,05 fir 6 Bohrlocher versus 2 Bohrldcher.

Die histologische Bewertung nach Sellers et al. und Wakitani et al. zusammenfassend resultierte eine
Defektbehandlung unabhédngig der Bohrlochdichte in einem faserknorpelartigem Reparaturgewebe mit

Anteilen chondrozytenartiger Zellen (ca. 50 %), welches den Defekt suffizient im Mittel mehr als 76 %
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ausfullte, jedoch eine reduzierte Matrixanfarbung mit Safranin O/Echtgriin - ein indirektes Mal3 fur den
Glykosaminoglykan-, Kollagen- und Zellgehalt - sowie eine nur teilstandige Integration zum angren-
zenden Gelenkknorpel aufwies. Die Defektreparatur zeigte sich gegenuiber einem alleinigen Defektde-
bridement insgesamt und speziell hinsichtlich der Defektfullung und Architektur des Reparaturgewebes
verbessert. Hinsichtlich der Bohrlochdichte konnte bis auf eine verbesserte Oberflachenbeschaffenheit
nach Behandlung mit 2 Bohrlochern gegentiber 6 Bohrldchern kein signifikanter Einfluss auf die oste-

ochondrale Reparatur nachgewiesen werden (Abbildung 12).

7.1.3 Immunhistochemische Bewertung der Knorpelreparatur

Den Typ-1- und Typ-l1-Kollagen-Gehalt im Knorpelreparaturgewebe bewerteten wir semiquantitativ
anhand immunhistochemisch geférbter histologischer Schnitte (Tabelle 13) [240]. Die Intensitat der
Braunfarbung ist hierbei proportional zur Typ-I- und Typ-l1-Kollagen-Expression. Die Ergebnisse der
Bewertungen sind in Tabelle 17 und Abbildung 13 dargestellt. Eine Defektbehandlung mit 6 Bohrl6-
chern steigerte den Typ-1l1-Kollagen-Gehalt im Knorpelreparaturgewebe signifikant im Vergleich zu
unbehandelten Defekten (6 Bohrlécher: 3,71 + 0,49; keine Anbohrung: 2,20 + 1,48; P = 0,038). Es
bestanden keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Typ-II-
Kollagen-Expression (P > 0,103). Die Typ-I-Kollagen-Immunreaktivitat zeigte sich nicht signifikant
unterschiedlich zwischen den einzelnen Gruppen (6 Bohrl6cher: 1,86 + 0,69; 2 Bohrlécher: 1,86 + 0,69;
keine Anbohrung: 1,60 £ 0,55; P > 0,664).

Tabelle 17: Ergebnisse der Typ-I- und Typ-lI-Kollagen-Immunreaktivitat im Reparaturgewebe.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Parameter 6 Bohrlocher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Spezifisch
Typ-I-Kollagen 1,86 £ 0,69 1,86 £ 0,69 1,60 £ 0,55 NS
Typ-1I-Kollagen 3,71+0,49 2,71+111 2,20+1,48 0,0382

Die Immunreaktivitat fir Typ-I-Kollagen wurde semiquantitativ mit der des angrenzenden subchondralen Knochens
verglichen [240]: 0 = keine Immunreaktivitdt; 4 = Immunreaktivitat starker als im angrenzenden subchondralen
Knochen. Die Immunreaktivitat fir Typ-llI-Kollagen wurde mit der des angrenzenden Gelenkknorpels verglichen
[240]: 0 = keine Immunreaktivitat; 4 = Immunreaktivitat starker als im angrenzenden Gelenkknorpel. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. NS, nicht signifikant. 2 P < 0,05 fiir 6 Bohrlécher versus keine
Anbohrung.
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Defektbehandlung nach Debridement B= 6 BohriGcher
i B - E= 2 Bohrlécher
6 Bohrlécher 2 Bohrldcher keine Anbohrung W G ARBGhHR
5 g v 4_

11T

A Typ-l-Kollagen
Gesamtpunktwert [0-4 Punkte]
a
il |
3_
2_
14
B E—— o

Typ-ll-Kollagen
Gesamtpunktwert [0-4 Punkte]

Abbildung 13: Ubersicht immunhistochemische Bewertung des Reparaturgewebes.

Dargestellt sind reprasentative immunhistochemisch geférbte Schnitte der Defektregionen aller 3 Gruppen. (A) Im-
munhistochemische Farbung fir Typ-I-Kollagen. Die Intensitat der Immunreaktivitat (Braunfarbung) des Reparatur-
gewebes wurde semiquantitativ mit der des subchondralen Knochens (Positivkontrolle) verglichen [240]. (B) Im-
munhistochemische Farbung fir Typ-ll-Kollagen. Die Intensitat der Immunreaktivitat (Braunfarbung) des Repara-
turgewebes wurde semiquantitativ mit der des angrenzenden Gelenkknorpels (Positivkontrolle) verglichen [240].
GroRRe Pfeilspitzen: Defektgrenzen; kleine Pfeilspitzen: Integrationszonen zum angrenzenden Gelenkknorpel;
Pfeile: Integrationszonen zum subchondralen Knochen. Maf3stab: 2 mm. Die Gesamtpunktwerte der Immunreakti-
vitat fur Typ-1- und Typ-ll-Kollagen sind jeweils als Box-Plot dargestellt. 2 P < 0,05 fur 6 Bohrldcher versus keine
Anbohrung. Vorlage der Abbildung: Stachel et al. [296].

7.1.4 Biochemische Analysen der Knorpelreparatur

DNS- [151], Protein- [290] und Proteoglykangehalte [214] des Knorpelreparaturgewebes sowie des an
den Defekt angrenzenden Gelenkknorpels wurden fluorometrisch bestimmt. Die Ergebnisse der Unter-
suchungen sind in Tabelle 18 dargestellt. Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen allen 3 Gruppen hinsichtlich DNS-Gehalt (DNS/Gesamtprotein; P > 0,073), Proteoglykan-Gehalt
(Proteoglykan/Gesamtprotein; P > 0,297) und Proteoglykan/DNS-Verhéltnis (P > 0,295) im Knorpelre-
paraturgewebe sowie angrenzenden Gelenkknorpel. Auch konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen dem Reparaturgewebe der 3 Gruppen sowie dem angrenzenden Gelenkknorpel gefunden wer-
den (P > 0,375). Das Reparaturgewebe nach Anbohrung zeigte sich allerdings in beiden Behandlungs-
gruppen tendenziell zellarmer (DNS/Gesamtprotein (ng/mg) 6 Bohrlécher: 1804,34 + 1002,02; 2 Bohr-
locher: 1850,26 + 1459,49), jedoch mit hoherem Proteoglykangehalt (Proteoglykan/Gesamtprotein
(ng/ng) 6 Bohrlécher: 78,76 + 42,01; 2 Bohrldcher: 84,62 + 35,07) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (DNS/Gesamtprotein (ng/mg): 3461,09 + 2686,41; Proteoglykan/Gesamtprotein
(ng/ng): 58,70 = 28,39) sowie dem angrenzenden Gelenkknorpel (DNS/Gesamtprotein (ng/mg):

-G89 -



Ergebnisse

2112,96 + 1287,38; Proteoglykan/Gesamtprotein (ug/ng): 68,30 + 21,74). Das Proteoglykan/DNS-
Verhaltnis erschien interessanterweise in beiden Behandlungsgruppen physiologischer (Proteogly-
kan/DNS (ug/ng) 6 Bohrldcher: 0,06 + 0,05; 2 Bohrldcher: 0,05 + 0,02; keine Anbohrung: 0,03 + 0,02)
und dem angrenzenden Gelenkknorpel &hnlicher (Proteoglykan/DNS (ug/ng): 0,05 + 0,03).

Tabelle 18: Ergebnisse biochemischer Analysen der Knorpelreparatur.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert

Parameter Einheit 6 Bohrlécher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Angrenzender Spezifisch
Gelenkknorpel

DNS/ ng/mg 1804,34 1850,26 3461,09 2112,96 NS
Gesamtprotein +1002,02 + 1459,49 +2686,41 +1287,38
Proteoglykan/ pg/ng 78,76 84,62 58,70 68,30 NS
Gesamtprotein +42,01 + 35,07 + 28,39 +21,74
Proteoglykan/ pg/ng 0,06 0,05 0,03 0,05 NS
DNS +0,05 +0,02 +0,02 +0,03

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die Mittelwerte + Standardabweichungen
aller Messergebnisse der angrenzenden Gelenkknorpelregionen sind zusammengefasst als ,Angrenzender Ge-
lenkknorpel angegeben. NS, nicht signifikant.
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7.2 Analysen des angrenzenden Gelenkknorpels

7.2.1 Makroskopische Ausmessung degenerativer Veranderungen

Nach India-Ink-Tuscheféarbung [197] wurden die angeféarbten Fldchen degenerativer Veranderungen des
an die distale Defekthalfte angrenzenden Gelenkknorpels eingezeichnet und ausgemessen. Abbildung
14 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen. Die Behandlung mit 6 und 2 Bohrlochern verringerte die
Flachen makroskopisch sichtbarer arthrotischer Verdnderungen im angrenzenden Gelenkknorpel signi-
fikant (Flache (mm2) 6 Bohrlécher: 2,98 + 0,85; P = 0,032; 2 Bohrlécher: 2,44 + 1,47; P = 0,016) im
Vergleich zu einem alleinigen Defektdebridement (Flache (mm?): 5,88 £ 2,04). Kein signifikanter Un-

terschied bestand zwischen beiden Behandlungsgruppen (P = 0,421).

Il 6 Bohrlocher
B3 2 Bohrlocher
Il keine Anbohrung

Defektbehandlung nach Debridement

6 Bohrlécher 2 Bohrlocher keine Anbohrung

4,0 mm

|
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a b
4- ﬁ -
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S ; India-Ink-Tuschefarbung
(T Gesamtflache [mm?]

5 mm

2

L distal K
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I
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Abbildung 14: Ubersicht makroskopische Ausmessung degenerativer Veranderungen.

Darstellung reprasentativer makroskopischer Bilder nach Tuscheférbung. Rot eingeféarbte Flache: distale Defektre-
gion; gestrichelte Linie: Begrenzung der region of interest (ROI) im angrenzenden Gelenkknorpel 2,5 mm um die
distalen Defekthalften (42,5 mm?). Die Flachen der angefarbten arthrotischen Veranderungen wurden innerhalb der
ROI manuell ausgemessen. Die Ergebnisse sind jeweils als Box-Plot dargestellt. 2 P < 0,05 fiir 6 Bohrldcher versus
keine Anbohrung; ® P < 0,05 fir 2 Bohrlocher versus keine Anbohrung.

7.2.2 Histologische Bewertung degenerativer Veranderungen nach Little et al.

Der medial und lateral angrenzende Gelenkknorpel wurde mit Hilfe des semiquantitativen Bewertungs-
systems nach Little et al. [169] (Tabelle 12) hinsichtlich arthrotischer Verdnderungen beurteilt. Tabelle
19 fasst die Ergebnisse der Analysen zusammen. Zwischen den einzelnen Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gesamtpunktwertes histologisch nachweisbarer degenerativer
Veranderungen im angrenzenden Gelenkknorpel (6 Bohrldcher: 8,67 £+ 1,68; 2 Bohrldcher: 8,76 + 3,11;
keine Anbohrung: 8,33 + 2,29; P = 0,743). Eine Behandlung mit 6 Bohrléchern induzierte signifikant
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mehr Zellkonglomerate aus 2-3 Zellen im angrenzenden Gelenkknorpel (Zellklone: 2,81 + 0,68) im
Vergleich zu einer Behandlung mit 2 Bohrléchern (Zellklone: 2,33 + 0,80; P = 0,023) und zu einem
alleinigen Defektdebridement (Zellklone: 1,86 + 0,86; P = 0,001). Hinsichtlich aller weiteren individu-
ellen Bewertungsparameter bestand kein signifikanter Unterschied zwischen allen 3 Gruppen (P >
0,074). Tendenziell wies die angrenzende Gelenkknorpeloberflache nach einer Behandlung mit 6 Bohr-
léchern (Struktur: 1,33 £ 1,35) zwar weniger Irregularitaten auf als nach einer Behandlung mit 2 Bohr-
léchern (Struktur: 2,00 £ 2,35; P = 0,074) und nach alleinigem Defektdebridement (Struktur: 2,33 +
1,23; P = 0,074), jedoch zeigte sich ein vergleichsweise ausgepragteres Einwandern von Blutgefalien
im Bereich des osteochondralen Ubergangs (tidemark 6 Bohrlocher: 2,43 + 0,68; 2 Bohrlécher: 1,95 +
0,67; keine Anbohrung: 2,07 £ 0,96; P > 0,114).

Tabelle 19: Ergebnisse histologischer Bewertung degenerativer Verdnderungen im angrenzenden Gelenkknorpel.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert

Parameter 6 Bohrlocher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Gesamt Spezifisch
Struktur 1,33+1,35 2,00 + 2,35 2,33+1,23 0,074 NB
Chondrozytendichte 1,00 £ 0,00 1,05 +0,38 1,00 £ 0,00 0,744 NB
Zellklone 2,81 +0,68 2,33+0,80 1,86 + 0,86 0,002 0,001%; 0,023
Safranin O-Féarbung 1,10 £ 0,30 1,43 +0,75 1,20+0,41 0,241 NB
tidemark 2,43 +0,68 1,95 £ 0,67 2,07 £ 0,96 0,114 NB
Gesamtpunktwert 8,67 +1,68 8,76 + 3,11 8,33+ 2,29 0,743 NB

Bewertungssystem nach Little et al.: 25 = schwere Degeneration; 0 = normaler hyaliner Gelenkknorpel. Die Ergeb-
nisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. NB, nicht bestimmt. 2 P < 0,05 firr 6 Bohrlécher versus
keine Anbohrung. ° P < 0,05 fiir 6 Bohrlécher versus 2 Bohrlécher.

7.2.3 Biochemische Analysen des angrenzenden Gelenkknorpels

Die Ergebnisse der Analysen werden in Tabelle 20 dargestellt. Tendenziell zeigte sich in der Behand-
lungsgruppe mit 6 Bohrlochern der htchste DNS-Gehalt (DNS/Gesamtprotein (ng/mg) 6 Bohrldcher:
2515,75 + 1986,85; 2 Bohrldcher: 1984,54 + 1012,29; keine Anbohrung: 1838,58 + 505,78) sowie Pro-
teoglykangehalt (Proteoglykan/Gesamtprotein (ug/ng) 6 Bohrlocher: 77,91 + 34,21; 2 Bohrlécher:
68,00 £ 11,20; keine Anbohrung: 60,35 + 15,14). Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant
(DNS/Gesamtprotein: P > 0,620; Proteoglykan/Gesamtprotein: P > 0,295). Auch das Proteogly-
kan/DNS-Verhéltnis im angrenzenden Gelenkknorpel wies keine signifikanten Unterschiede zwischen
allen 3 Gruppen auf (Proteoglykan/DNS (ug/ng) 6 Bohrlécher: 0,05 £ 0,04; 2 Bohrlécher: 0,05 + 0,04;
keine Anbohrung: 0,04 £ 0,02; P > 0,604).
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Tabelle 20: Ergebnisse biochemischer Analysen des angrenzenden Gelenkknorpels.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Parameter Einheit 6 Bohrlécher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Spezifisch
DNS/ ng/mg 2515,75 1984,54 1838,58 NS
Gesamtprotein +1986,85 +1012,29 + 505,78
Proteoglykan/ pa/ng 77,91 68,00 60,35 NS
Gesamtprotein +34,21 +11,20 + 15,14
Proteoglykan/ pa/ng 0,05 0,05 0,04 NS
DNS +0,04 +0,04 +0,02

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. NS, nicht signifikant.

7.3 Radiologische Analysen des subchondralen Knochens

7.3.1 Mikrostrukturelle Analysen des subchondralen Knochens

Der subchondrale Knochen wurde radiologisch mittels Mikro-CT analysiert. Die einzelnen mikrostruk-
turellen Parameter wurden in definierten VOIs bestimmt. Hierbei wurden die subchondrale Knochen-
platte (VOls: SKD, SKA, SKN) und subartikulare Spongiosa (VOIs: SSD, SSA, SSN) getrennt vonei-
nander beurteilt (Abbildung 10).

7.3.1.1 Subchondrale Knochenplatte

Die mikrostrukturellen Parameter der subchondrale Knochenplatte der Defektregion (SKD), der angren-
zenden subchondrale Knochenplatte (SKA) und der normalen subchondralen Knochenplatte mit einem
Abstand von 3,5 mm medial angrenzend an die Defektregion (SKN) wurden radiologisch analysiert
(Abbildung 10). Die Ergebnisse der Analysen werden in Tabelle 21 aufgefiihrt. In der subchondralen
Knochenplatte der Defektregion zeigte sich nach alleinigem Defektdebridement eine signifikant redu-
zierte Knochenmineraldichte (BMD (mg/cm?): 704,84 + 14,79) im Vergleich zu beiden Behandlungs-
gruppen (BMD (mg/cm?) 6 Bohrldcher: 767,31 £ 46,20; P = 0,009; 2 Bohrldcher: 785,49 + 57,64; P =
0,015). Knochenvolumenanteil (BV/TV (%) 6 Bohrlécher: 19,02 + 18,56; 2 Bohrltcher: 19,34 £ 15,05;
keine Anbohrung: 23,37 + 16,49), Knochenoberflachendichte (BS/TV (1/mm) 6 Bohrltcher: 8,98 +
7,79; 2 Bohrltcher: 10,28 + 8,82; keine Anbohrung: 11,22 + 8,43) sowie kortikale Dicke (Ct.Th (mm)
6 Bohrlocher: 0,14 + 0,09; 2 Bohrldcher: 0,16 £ 0,12; keine Anbohrung: 0,18 + 0,13) dieser Region

waren verglichen mit den Normalkontrollen signifikant verringert (BV/TV (%) Normalkontrollen:
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68,97; P 6 Bohrlocher/2 Bohrlécher/keine Anbohrung = 0,002/0,002/0,002; BS/TV (1/mm) Normal-
kontrollen: 28,00; P 6 Bohrldcher/2Bohrlécher/keine Anbohrung = 0,002/0,015/0,002; Ct.Th (mm)
Normalkontrollen: 0,33; P 6 Bohrldcher/2 Bohrlocher/keine Anbohrung = <0,001/0,007/0,007). Hin-
sichtlich der weiteren mikrostrukturellen Parameter der subchondralen Knochenplatte bestanden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den 3 Gruppen bezogen auf die Defektregion, den angrenzenden
subchondralen Knochen sowie gegeniiber den Normalkontrollen (P > 0,699). Zusammenfassend zeigte
sich in allen 3 Gruppen eine geschwachte Mikrostruktur der subchondralen Knochenplatte direkt unter-
halb der Defektregion mit signifikant reduzierter kortikaler Dicke (Ct.Th), Kochenoberflachendichte
(BS/TV) sowie signifikant reduziertem Knochenvolumen (BV/TV). Jedoch resultierte eine Behandlung
mit 6 und 2 Bohrléchern in einer signifikant verbesserten Knochenmineraldichte (BMD) dieser Region

verglichen mit einem alleinigen Debridement.

Tabelle 21: Ergebnisse mikrostruktureller Analysen der subchondralen Knochenplatte.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Eiar:f‘lg;teter, 6 Bohrlocher 2 Bohrlécher @ Anbohrung SKA SKN Spezifisch
BMD, 767,31 785,49 704,84 766,47 766,96 0,0092; 0,015
mg/cm3 + 46,20 +57,64 + 14,79 +118,80 +97,12
BVITV, 19,02 19,34 23,37 63,40 68,97 0,002¢de
% + 18,56 + 15,05 + 16,49 +12,64 +11,56
BS/BV, 58,91 52,59 74,82 47,69 42,11 NS
1/mm + 25,62 +8,00 + 65,34 +12,60 +10,93
BS/TV, 8,98 10,28 11,22 28,79 28,00 0,002¢¢; 0,015¢
1/mm +7,79 +8,82 +8,43 +2,40 +2,42
Ct.Th, 0,14 0,16 0,18 0,35 0,33 <0,001¢; 0,0079
mm +0,09 +0,12 +0,13 + 0,06 +0,07

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die Mittelwerte + Standardabweichungen
der angrenzenden VOlIs aller Gruppen werden zusammengefasst als SKA (,Subchondrale Knochenplatte Angren-
zend®) angegeben. Die Mittelwerte + Standardabweichungen der normalen VOIs aller Gruppen werden zusammen-
gefasst als SKN (,Subchondrale Knochenplatte Normal“; Normalkontrollen) angegeben. NS, nicht signifikant. 2 P <
0,05 fiir 6 Bohrlocher versus keine Anbohrung. ® P < 0,05 fiir 2 Bohrlécher versus keine Anbohrung. ¢ P < 0,05 fiir
6 Bohrlocher versus Normalkontrollen. ¢ P < 0,05 fiir 2 Bohrlocher versus Normalkontrollen. ¢ P < 0,05 fiir keine
Anbohrung versus Normalkontrollen.

7.3.1.2 Subartikulare Spongiosa

Die subartikulére Spongiosa wurde mikrostrukturell direkt unterhalb der Defektregion (SSD), direkt
angrenzend (SSA) sowie angrenzend mit einem Abstand von 3,5 mm medial der Defektregion als Nor-
malkontrolle (SSN) analysiert (Abbildung 10). Tabelle 22 zeigt die Untersuchungsergebnisse. Auch in
der subartikularen Spongiosa der Defektregion induzierte das alleinige Defektdebridement eine signifi-
kant reduzierte Knochenmineraldichte (BMD (mg/cm3): 753,52 + 13,74) verglichen mit beiden
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Behandlungsgruppen (BMD (mg/cm3) 6 Bohrlocher: 799,07 + 36,38; P = 0,026; 2 Bohrldcher: 805,93
+ 44,93; P = 0,041) sowie den Normalkontrollen (BMD (mg/cm3); 822,84 + 84,22; P = 0,023). Auch
die fractal dimension - ein Malf3 fur die Oberflachenkomplexitét des Knochens - war in der Defektregion
nach Debridement (FD: 2,12 + 0,18) gegentlber einer Behandlung mit 6 Bohrléchern (FD: 2,37 £ 0,05;
P = 0,002) und 2 Bohrl6échern (FD: 2,36 + 0,07; P = 0,006) sowie den Normalkontrollen (FD: 2,33 +
0,04; P = 0,001) signifikant reduziert, wahrend die Dicke der Knochentrabekel gegentber beiden Be-
handlungsgruppen erhéht war (Tb.Th (mm) keine Anbohrung: 0,12 + 0,00; 6 Bohrlécher: 0,10 £ 0,02;
2 Bohrldcher: 0,09 £ 0,02; P 6 Bohrlocher/2 Bohrlécher = 0,048/0,006). Das Knochenoberflachen/Kno-
chenvolumen-Verhaltnis - ein Maf fur die freie Oberflache des Knochens, an der Knochenumbau statt-
finden kann - war nach alleinigem Defektdebridement am niedrigsten (BS/BV (1/mm) keine Anboh-
rung: 29,65 + 1,33; 6 Bohrldcher: 39,28 + 10,62; 2 Bohrlocher: 42,45 + 12,39; Normalkontrollen: 32,10
+9,82), wobei sich der Unterschied gegenuber der Behandlungsgruppe mit 2 Bohrldchern als signifikant
erwies (P = 0,026). Alle 3 Gruppen zeigten eine signifikante Reduktion des Anisotropiegrades (Grad
der Komplexitat der Knochenmikrostruktur; DA 6 Bohrlécher: 0,33 £ 0,04; 2 Bohrlécher: 0,33 = 0,04;
keine Anbohrung: 0,31 + 0,10) gegentiber den Normalkontrollen auf (DA Normalkontrollen: 2,33 +
0,04; P 6 Bohrlocher/2 Bohrlocher/keine Anbohrung jeweils < 0,001). Eine Behandlung mit 6 Bohrl6-
chern oder 2 Bohrldchern erhohte des Weiteren den Anteil der Knochenoberflache am Gesamtvolumen
der VOI in der subartikularen Spongiosa der Defektregion (Knochenoberfldchendichte; BS/TV (1/mm)
6 Bohrldcher: 8,79 + 1,87; 2 Bohrlocher: 9,25 + 1,47) gegeniiber unbehandelten Defekten (BS/TV
(1/mm): 7,37 £ 1,48), der direkt angrenzenden subartikularen Spongiosa (BS/TV (1/mm): 7,53 + 0,84)
sowie den Normalkontrollen (BS/TV (1/mm): 7,95 £ 0,79), wobei lediglich der Unterschied zwischen
der Behandlungsgruppe mit 2 Bohrléchern und den Normalkontrollen signifikant war (P = 0,041). Auch
der structure model index - ein Indikator fur die Trabekelstruktur - war nach einer Behandlung mit 2
Bohrléchern gegeniiber den Normalkontrollen signifikant erhéht (SMI 2 Bohrlécher: 0,25 £ 1,04; Nor-
malkontrollen: -0,22 £ 0,73; P = 0,024). Hinsichtlich der weiteren individuellen Parameter bestand kein
signifikanter Unterschied in der subartikuldaren Spongiosa der Defektregion zwischen allen 3 Gruppen
sowie im Vergleich zur direkt angrenzenden subartikuldren Spongiosa sowie den Normalkontrollen (P
>0,310). Zusammenfassend resultierte die subchondrale Anbohrung unabhéngig der Bohrlochdichte im
Vergleich zu einem alleinigen Defektdebridement in einer verbesserten Wiederherstellung der subarti-
kulé&ren Spongiosa direkt unterhalb der Defektregion angezeigt durch eine signifikant erhéhte Knochen-
mineraldichte und signifikant physiologischere fractal dimension. Dies scheint aus einem gesteigerten
Knochenauf- und -umbau zu resultieren, welcher sich durch ein erhdhtes Knochenoberflachen/Kno-
chenvolumen-Verhéltnis (BS/BV), eine tendenziell hohere Knochenoberflachendichte (BS/TV) sowie
das Vorliegen von signifikant diinneren Knochentrabekeln (Th.Th) in héherer Anzahl (Th.N 6 Bohrlo-
cher: 2,45 £ 0,58; 2 Bohrldcher: 2,57 £ 0,54; keine Anbohrung: 2,12 + 0,44; P > 0,482) kennzeichnet.

- 65 -



Ergebnisse

In der direkt angrenzenden subartikuldren Spongiosa war der Grad der Anisotropie in allen 3 Gruppen
im Vergleich zu den Normalkontrollen erniedrigt (DA SSA: 1,50 £ 0,17; Normalkontrollen: 1,94 + 0,33;
P 6 Bohrlocher/2 Bohrldcher/keine Anbohrung= 0,003/0,037/0,004). Ein alleiniges Defektdebridement
reduzierte die fractal dimension in der direkt angrenzenden subartikularen Spongiosa (FD SSA keine
Anbohrung: 2,14 + 0,25) im Vergleich zu den Normalkontrollen (FD Normalkontrollen: 2,33 £ 0,04; P
= 0,048) sowie im Vergleich zur direkt angrenzenden subartikuldaren Spongiosa nach Behandlung mit 2
Bohrl6chern (FD SSA 2 Bohrldcher: 2,32 + 0,03; P = 0,036). Hinsichtlich aller weiteren Einzelparame-
ter bestanden keine signifikanten Unterschiede in der direkt angrenzenden subartikuldren Spongiosa

zwischen allen 3 Gruppen sowie im Vergleich zu den Normalkontrollen (P > 0,078).

Tabelle 22: Ergebnisse mikrostruktureller Analysen der subartikulédren Spongiosa.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert

Eiar:f‘lg;teter, 6 Bohrldcher 2 Bohrlécher @ Anbohrung SSA SSN Spezifisch

BMD 799,07 805,93 753,52 811,20 822,84 0,0262; 0,041°; 0,023°
+ 36,38 + 44,93 + 13,74 + 85,99 + 84,22

BVITV, 23,78 23,36 24,97 22,49 26,93 NS

% +8,31 +7,37 + 5,60 +5,42 + 8,27

BS/BV, 39,28 42,45 29,65 35,40 32,10 0,026

1/mm +10,62 +12,39 +1,33 +9,34 +9,82

BS/TV, 8,79 9,25 7,37 7,53 7,95 0,0414

1/mm +1,87 +1,47 +1,48 +0,84 +0,79

Th.Pf, -8,23 -7,55 -7,69 -5,64 -7,86 NS

1/mm +5,62 +10,02 +2,04 + 3,08 +3,35

SMI 0,22 0,25 0,10 0,50 -0,22 0,0244
+0,79 +1,04 +0,15 +0,78 +0,73

Tb.Th, 0,10 0,09 0,12 0,10 0,11 0,0482; 0,006°

mm +0,02 +0,02 +0,00 +0,02 +0,03

Th.N, 2,45 2,57 2,12 2,14 2,39 NS

1/mm +0,58 +0,54 +0,44 +0,25 +0,30

Th.Sp, 0,42 0,38 0,42 0,43 0,41 NS

mm +0,10 + 0,05 +0,07 +0,06 +0,06

DA 0,33 0,33 0,31 1,50 1,94 <0,001°¢¢; 0,003
+0,04 +0,04 +0,10 +0,17 +0,33 0,0379; 0,004"

FD 2,37 2,36 2,12 2,28 2,33 0,002% 0,006°;
+0,05 +0,07 +0,18 +0,13 +0,04 0,001¢; 0,048"; 0,036

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die Mittelwerte + Standardabweichungen
der angrenzenden VOls aller Gruppen werden zusammengefasst als SSA (,Subartikulare Spongiosa Angrenzend*)
angegeben. Die Mittelwerte + Standardabweichungen der normalen VOIs aller Gruppen werden zusammengefasst
als SSN (,Subartikuldre Spongiosa Normal®“; Normalkontrollen) angegeben. NS, nicht signifikant. @ P < 0,05 fur 6
Bohrlécher versus keine Anbohrung. P < 0,05 fir 2 Bohrlocher versus keine Anbohrung. ¢ P < 0,05 fir 6 Bohrlocher
versus Normalkontrollen. ¢ P < 0,05 fiir 2 Bohrlécher versus Normalkontrollen. ¢ P < 0,05 fiir keine Anbohrung
versus Normalkontrollen. f P < 0,05 SSA 6 Bohrlocher versus Normalkontrollen. 9 P < 0,05 SSA 2 Bohrlocher versus
Normalkontrollen. " P < 0,05 SSA keine Anbohrung versus Normalkontrollen. ! P < 0,05 SSA 2 Bohrlcher versus
SSA keine Anbohrung.
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7.3.2 Analysen intralé@sionaler Osteophyten und subchondraler Knochenzysten

Intraldsionale Osteophyten und subchondrale Knochenzysten wurden anhand etablierter Algorithmen
mittels Mikro-CT detektiert [86, 235]. In allen 3 Gruppen waren lokale Resorptionsprozesse der sub-
chondralen Knochenplatte und in den beiden Behandlungsgruppen residuelle Bohrkanale regelmafRig zu
finden. Die Kriterien subchondraler Knochenzysten nach Gao et al. [86] wurden jedoch in keinem Fall
erflllt. Es wurden folglich in keiner der 3 Gruppen subchondrale Knochenzysten beobachtet. Intralési-
onale Osteophyten waren in allen 3 Gruppen zu finden (Gesamtanzahl/Inzidenz 6 Bohrlécher: 7/66,7
%; 2 Bohrldcher: 4/50 %; keine Anbohrung: 3/50 %). Diese wurden detailliert radiologisch vermessen.

Die Untersuchungsergebnisse werden in Tabelle 23 sowie Abbildung 15 gezeigt.

Tabelle 23: Ergebnisse quantitativer Analysen intraldsionaler Osteophyten mittels Mikro-CT.

Defektbehandlung nach Debridement P Wert
Parameter, Einheit 6 Bohrlocher 2 Bohrlécher @ Anbohrung Spezifisch
Anzahl gesamt 7 4 3 NB
Inzidenz, % 66,7 50,0 50,0 NS
Anzahl pro Defekt 1,17 £1,17 0,67 + 0,82 0,50 + 0,55 NS
Maximale longitudinale Querschnittsflache, mm? 0,18 + 0,14 0,37 £ 0,27 2,55+2,63 0,0162; 0,034°
Gesamtvolumen, mm? 0,18 + 0,25 0,57 £ 0,89 7,64 £ 10,95 NS
Maximale Hohe, mm 0,23 £0,09 0,27 £ 0,06 0,65 £ 0,55 NS
Maximaler Basisdurchmesser, mm 1,06 £ 0,80 1,81 +1,67 531+1,20 0,0172
Maximaler longitudinaler Durchmesser, mm 1,29 £ 1,56 1,64 £1,43 4,41 + 0,90 0,030%
Grad der Uberwucherung 0,89 + 0,60 0,86 + 0,90 1,17 £1,33 NS
Anzahl mit Lokalisation peripher/zentral im Defekt 4/3 3/1 0/3 NB

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Der Grad der Uberwucherung wurde mit
Hilfe des modifizierten Bewertungssystem nach Mithoefer et al. [210] bestimmt: Grad 0: keine knécherne Uberwu-
cherung; Grad 1: maximale Osteophytenhdhe 1-33% der angrenzenden Knorpeldicke; Grad 2: maximale Osteo-
phytenhéhe 34-66% der angrenzenden Knorpeldicke; Grad 3: maximale Osteophytenhéhe = 67% der angrenzen-
den Knorpeldicke. NB, nicht bestimmt. NS, nicht signifikant. 2 P < 0,05 fiir 6 Bohrlocher versus keine Anbohrung. ®
P < 0,05 fur 2 Bohrlécher versus keine Anbohrung.

Hinsichtlich Inzidenzen (P = 0,472) und Anzahl von Osteophyten pro Defekt (P > 0,295) zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Die Osteophyten in der Kontrollgruppe traten vorwiegend zentral im
Defekt auf, wahrend die Osteophyten der Behandlungsgruppen vornehmlich um die angelegten Bohr-
I6cher sowohl zentral als auch peripher im Defekt nachzuweisen waren. Die intral&sionalen Osteophyten
der Kontrollgruppe stellten sich im Vergleich zu beiden Behandlungsgruppen grofRer mit signifikant
erhéhter maximaler longitudinaler Querschnittsflache dar (keine Anbohrung: 2,55 + 2,63 mm?; 6 Bohr-
l6cher: 0,18 £ 0,37 mm2; 2 Bohrlécher: 0,37 + 0,27 mm?; P 6 Bohrlécher/2 Bohrlocher = 0,016/0,034).
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Dartiber hinaus waren das Gesamtvolumen der Osteophyten nach Defektdebridement ~40fach gegen-
tiber einer Behandlung mit 6 Bohrléchern (P = 0,067) und ~15fach gegeniiber einer Behandlung mit 2
Bohrl6chern (P = 0,114) sowie die maximale Osteophytenhthe ~2fach (P = 0,067) bzw. ~1,5fach (P =
0,114)) erhoht. Der maximale Basisdurchmesser (keine Anbohrung: 5,31 + 1,20 mm; 6 Bohrlécher: 1,06
+ 0,80 mm; 2 Bohrldcher: 1,81 + 1,67 mm; P 6 Bohrlocher/2 Bohrldcher = 0,017/0,114) sowie longitu-
dinale Durchmesser (keine Anbohrung: 4,41 + 0,90 mm; 6 Bohrlécher: 1,29 + 1,56 mm; 2 Bohrlécher:
1,64 + 1,42 mm; P 6 Bohrldcher/2 Bohrldcher = 0,030/0,114) waren ebenfalls nach Defektdebridement
gesteigert. Zwischen beiden Behandlungsgruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede (P >
0,164). Tendenziell war nach Behandlung mit 6 Bohrléchern zwar eine hdhere Osteophytenanzahl als
nach Behandlung mit 2 Bohrlochern zu beobachten (6 Bohrlocher: 1,17 + 1,17; 2 Bohrlécher: 0,67 +
0,82; P = 0,432), jedoch stellten sich die Osteophyten u.a. hinsichtlich ihrer maximalen longitudinalen
Querschnittsflache (6 Bohrldcher: 0,18 £ 0,14 mmz; 2 Bohrlécher: 0,37 £ 0,27 mm2; P = 0,164) und des
Gesamtvolumens (6 Bohrlocher: 0,18 + 25 mmg3; 2 Bohrlocher: 0,57 + 0,89 mmé; P = 0,315) tendenziell
kleiner dar. Hinsichtlich des Grades der Uberwucherung nach Mithoefer et al. [210] konnten keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen allen 3 Gruppen gefunden werden (P > 0,804).

El 6 Bohrlocher

E= 2 Bohrlécher

HEl keine Anbohrung
a b

Defektbehandlung nach Debridement

6 Bohrlocher 2 Bohrlocher keine Anbohrung

Osteophyten
Longitudinale Querschnittsflache
[mm?]

Abbildung 15: Ubersicht Mikro-CT-Analysen intralasionaler Osteophyten.

Dargestellt sind reprasentative Mikro-CT Bilder intralasionaler Osteophyten (markiert mit weil3en Sternen) aller 3
Gruppen. Ein alleiniges Defektdebridement (keine Anbohrung) induzierte Osteophyten mit einer im Vergleich zu
beiden Behandlungsgruppen signifikant gré3eren maximalen longitudinalen Querschnittsflache. Eingefiigt sind je-
weils Ubersichtsbilder der Defektregionen mit Darstellung der Osteophytenlokalisation. WeiRRe Pfeilspitzen: Defekt-
grenzen; weil3e Pfeile: residuelle Bohrlocher; gestrichelte weil3e Linie: Verlauf der Oberflache einer normalen sub-
chondralen Knochenplatte; gestrichelte rote Linie: maximale longitudinale Ausdehnung der Osteophyten. Die Fl&-
chen zwischen den gestrichelten roten und weif3en Linien stellen die maximalen longitudinalen Querschnittsflachen
der Osteophyten dar. MaRstab: 1 mm (Ubersichtsbilder: 3 mm). 2 P < 0,05 fiir 6 Bohrlocher versus keine Anbohrung;
b P < 0,05 fiir 2 Bohrlocher versus keine Anbohrung. Vorlage der Abbildung: Stachel et al. [296].
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8 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit im translationalen Schafmodell war einerseits den Einfluss der Bohr-
lochdichte auf die osteochondrale Reparatur kleinflachiger, vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte 6 Mo-
nate postoperativ zu analysieren. Andererseits untersuchten wir, ob die subchondrale Anbohrung per se
einem alleinigen Defektdebridement in der induzierten osteochondralen Reparatur tiberlegen ist. Hierftr
erzeugten wir standardisierte Knorpeldefekte in der lateralen Trochlea, welche alle bis zur subchondra-
len Knochenplatte debridiert wurden. Die debridierten Knorpeldefekte wurden ohne Therapie als Kon-
trollgruppe belassen oder in den beiden Therapiegruppen mit 2 oder 6 subchondralen Bohrléchern be-
handelt. Die osteochondrale Reparatur wurde 6 Monate nach Operation mittels standardisierter (semi-)
quantitativer histologischer, immunhistochemischer, biochemischer und Mikro-CT-Verfahren beurteilt.
Die mafRgeblichen Ergebnisse dieser Arbeit sind, dass die subchondrale Anbohrung unabhéngig der ver-
wendeten Bohrlochdichte die Knorpelreparatur verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement im
Schafmodell 6 Monate postoperativ signifikant verbessert. Die subchondrale Anbohrung steigert zudem
signifikant die Mineraldichte des subchondralen Knochens unterhalb der Knorpeldefekte und verringert

signifikant die Ausbildung von intralasionalen Osteophyten verglichen mit einem Defektdebridement.

8.1 Hauptsachliche Ergebnisse der Studie

Die gegenwartigen Studienergebnisse erweitern unser Verstandnis tber den Effekt der subchondralen
Anbohrung auf die osteochondrale Reparatur von kleinen, vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten um
zwei bedeutsame Sachverhalte. Die erste wesentliche Erkenntnis ist, dass eine Anbohrung unabhéangig
der verwendeten Bohrlochdichte die induzierte Gelenkknorpelreparatur im Vergleich zu einem alleini-
gen Defektdebridement signifikant verbessert sowie den angrenzenden Gelenkknorpel suffizienter vor
arthrotischen Verénderungen schiitzt. Interessanterweise steigert hierbei ausschlie3lich eine Anbohrung
mit hoherer Bohrlochdichte den Typ-I1-Kollagen-Gehalt - Kennzeichen des hyalinen Knorpels - im Re-
paraturgewebe verglichen mit einem Defektdebridement. Die zweite bemerkenswerte Erkenntnis ist der
signifikant ungunstige Effekt eines alleinigen Defektdebridements auf die Mikrostruktur des subchond-
ralen Knochens in der Defektregion sowie die Entwicklung von intraldsionalen Osteophyten. Hierbei
zeigte sich die Knochenmineraldichte sowohl in der subchondralen Knochenplatte als auch in der sub-
artikuldren Spongiosa unterhalb der debridierten Defekte signifikant verringert im Vergleich zu beiden
Anbohrungsgruppen sowie dem angrenzenden, gesunden subchondralen Knochen. Des Weiteren beo-

bachteten wir eine VergroRerung der Querschnittsflache induzierter intraldsionaler Osteophyten - ein
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Richtwert der Osteophytengrofie - nach Defektdebridement verglichen mit einer Defektbehandlung mit
2 und 6 Bohrldchern.

8.2 Kontext der Studienergebnisse zu vorbestehender Literatur

8.2.1 Gelenkknorpelreparatur

Die Mobilisierung mesenchymaler Stammzellen aus dem subchondralen Knochenmark durch sub-
chondrale Anbohrung steigert die Knorpelreparatur verglichen mit dem nattrlichen Heilungsverlauf von
isolierten Gelenkknorpeldefekten [50, 53]. Die vorliegenden Studienergebnisse belegen, dass eine sub-
chondrale Anbohrung von debridierten Knorpeldefekten die Gelenkknorpelreparatur auch gegenuber
einem alleinigen Debridement strukturell verbessert. Dies kann unter anderem der vermehrten Defekt-
fullung sowie hoherwertigen Architektur des induzierten Reparaturgewebes zugeschrieben werden. Bei-
des scheint die Bestandigkeit des Knorpelreparaturgewebes zu erhéhen. Zudem wird der an den Defekt
angrenzende, gesunde Gelenkknorpel durch die tiberlegene Knorpelreparatur suffizienter vor mechani-
scher Beanspruchung geschiitzt. Dies spiegelt sich in den reduzierten Flachen perifokaler Arthrose wi-
der. Der gesteigerte Typ-1l1-Kollagen-Gehalt im Reparaturgewebe nach subchondraler Anbohrung mit
einer hohen Bohrlochdichte verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement ist ein weiteres Indiz
einer hoherwertigen Gelenkknorpelreparatur [285] und scheint seinen Ursprung am ehesten in der durch
Anbohrung verbesserten Mobilisierung und Aktivierung mesenchymaler Stammzellen zu haben [80,
183, 284].

Auch das alleinige Debridement von Knorpeldefekten scheint bereits eine Knorpelreparatur zu induzie-
ren [87]. Die Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht im Rahmen des Debridements kann zu einer
oberflachlichen Eréffnung der subchondralen Knochenplatte sowie kleiner GefaR- und Knochenkanile,
welche durch die subchondrale Knochenplatte in den kalzifizierten Knorpel (ibertreten, fiihren [29, 177,
309]. Hierdurch erhélt der Knorpeldefekt ebenfalls Zugang zu mesenchymalen Stammzellen sowie ver-
schiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen (u.a. insulin-like growth factor I (IGF-I), vascular en-
dothelial growth factor (VEGF), hepatocyte growth factor (HGF), basic fibroblast growth factor 2
(FGF-2), Interleukin 6 (IL-6), stem cell factor (SCF), transforming growth factor beta (TGF-B) etc.
[183]) des subchondralen Knochenmarks Uber die er6ffneten Sinusoide [29, 177]. Als weitere Quelle
einer moglichen Knorpelreparatur wird der postoperativ durch Verletzungen der Gelenkinnenhaut oder
des Hoffa-Fettkdrpers im Zuge des operativen Zuganges und chirurgischer Manipulationen entstehende

Hémarthros vermutet [29, 143]. Folglich adhériert ein Blutkoagel, welcher Stammzellen und
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Wachstumsfaktoren enthélt, im Defektbereich [29, 141, 143]. Das fokale Debridement mit Entfernung
von instabilen Knorpelfragmenten und Préparation stabiler Randwallen hin zum gesunden, benachbar-
ten Gelenkknorpel [128] scheint im kurz- und mittelfristigen Verlauf klinisch und funktionell daher auch
zufriedenstellende Ergebnisse in der Therapie von fokalen Gelenkknorpeldefekten zu liefern [4, 5, 128,
200, 303, 314]. Diese Methode wird im klinischen Alltag zumeist in der Therapie von symptomatischen,
teilschichtigen - bei Patienten mit niedrigerem funktionellen Anspruch aber auch vollschichtigen - Ge-
lenkknorpeldefekten verwendet [102, 195, 303]. Manche Autoren propagieren ein Debridement sogar
als Erstlinientherapie flr kleine, fokale Gelenkknorpeldefekte (Defektfliche < 2 cm?) bei Leistungs-
sportlern wéhrend einer laufenden Saison [19, 205, 229, 250, 303]. Als Vorteile werden eine verkirzte
Rehabilitationszeit im Vergleich zu anderen knorpelchirurgischen Eingriffen sowie ein im Vergleich zu
markraumerdffnenden Verfahren scheinbar weniger negativer Einfluss auf die Resultate einer evtl. im
Verlauf folgenden ACT aufgefiihrt. Messner et al. dokumentierten beispielsweise in einer klinischen
Studie, dass ein alleiniges Debridement fokaler Kniegelenk-Knorpeldefekte in einer Kohorte junger
Sportler im Langzeitverlauf bis 14 Jahre nach Operation groftenteils in guten klinisch-funktionellen
Ergebnissen resultierte [200]. Rontgenologisch zeigten sich im Verlauf jedoch bereits Zeichen einer
beginnenden Arthrose. Nach Debridement von fokalen Gelenkknorpeldefekten (Outerbridge Grad 3-4
[249]; Defektdurchmesser: ~ 1,9 cm) wiesen in einer weiteren klinischen Studie (42 Patienten; Alter: ~
28 Jahre) 32% der behandelten Patienten nach 6 Monaten eine deutliche Symptomverbesserung auf [65].
Die in diesen Féllen urspriinglich geplante zweizeitige ACT oder osteochondrale Transplantation muss-
ten nicht mehr durchgefiihrt werden. Die vielversprechenden klinischen Ergebnisse fiihrten in den letz-
ten Jahren dazu, dass einige Chirurgen die Notwendigkeit einer erganzenden Markraumer&ffnung durch

Anbohrung oder Mikrofrakturierung zunehmend in Frage stellten [22].

Hinsichtlich der isolierten Gelenkknorpelreparatur wurde jedoch in praklinischen Studien bereits in der
Vergangenheit nachgewiesen, dass die subchondrale Anbohrung von Gelenkknorpeldefekten eine fa-
serknorpelartige Reparatur induziert [48, 50, 68, 95, 107, 168, 239], welche sich verglichen mit unbe-
handelten oder debridierten Defekten verbessert zeigte [95, 107, 168]. So steigerte im Rattenmodell die
Anbohrung von trochledren Knorpeldefekten die faserknorpelige Reparatur hinsichtlich der histologi-
schen Struktur und makroskopischen Oberflachenbeschaffenheit verglichen mit unbehandelten Defek-
ten bereits 4 Wochen postoperativ (5 Bohrldcher; Bohrlochdurchmesser: 0,2 mm; Defektflache: 3,1
mm?) [107]. Auch im Ziegenmodell (unbekannte Bohrlochdichte; Bohrlochdurchmesser: 1 mm; Defekt-
flache: 28,3 mm2) verbesserte die subchondrale Anbohrung den histologischen Gesamtwert der Knor-
pelreparatur (O Driscoll [224] und Pineda [254]) und erhdhte die Defektfuillung verglichen mit dem
Debridement von vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten (Defektlokalisation: mediale Femurkondyle)
4 Monate postoperativ [168]. Ein Jahr postoperativ wiederum induzierte die subchondrale Anbohrung
von vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten in Femurkondylen von noch nicht ausgewachsenen Schafen

histologisch und makroskopisch eine vollstandige Defektfullung mit faserknorpelartigem Gewebe,
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wéhrend das Reparaturgewebe nach alleinigem Defektdebridement von gleichartigen Gelenkknorpelde-
fekten in der Trochlea den Defekt mit fibrdsem Gewebe nicht suffizient ausfillte (3 Bohrldcher; Bohr-
lochdurchmesser: 1,5 mm; Defektflache: 28,3 mm2) [95]. Weitere Studien verglichen den Effekt der
Mikrofrakturierung mit einem alleinigen Debridement. Gao et al. beobachteten interessanterweise in
der Friihphase 4 Wochen nach Operation keinen signifikanten Unterschied in der Knorpelreparatur klei-
ner, vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte in der Trochlea von Minischweinen verglichen mit einem
alleinigen Defektdebridement [87]. Orth et al. wiederum wiesen im Schafmodell eine verbesserte
chondrale Reparatur von vollschichtigen Knorpeldefekten in medialen Femurkondylen 6 Monate nach
Mikrofrakturierung im Vergleich zu einem Defektdebridement nach [243]. Auch in ausgewachsenen
Pferden belegten Frisbie et al. eine verbesserte Knorpelreparatur nach Mikrofrakturierung verglichen
mit einem alleinigen Debridement von vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten (Defektlokalisation: me-
diale Femurkondyle) [80, 81]. Die Mikrofrakturierung induzierte 4 und 12 Monate nach Operation ein
Reparaturgewebe mit signifikant besserer Defektfiillung und einem hoherem Typ-11-Kollagen-Gehalt
[80]. Zu den vorangegangenen praklinischen Studienergebnissen ist folgendes einschréankend zu erwah-
nen. In einer Studie wurden keine Informationen zur Tiefe des Defektdebridements angegeben [107].
Somit kann nicht sicher zwischen bis auf den subchondralen Knochen debridierten oder teilschichtigen
Defekten differenziert werden, was jedoch einen potenziellen Einfluss auf die entstehende Knorpelre-
paratur hat [82]. Giordano et al. [95] wiederum verglichen erstens unterschiedliche Defektregionen
(Femurkondyle versus Trochlea). Die Gelenkknorpelreparatur zeigt sich allerdings abhangig von der
Defektlokalisation [51, 52, 239]. Zweitens wurden heranwachsende Tiere mit noch offenen Wachstums-
fugen operiert. Hierbei wurde eine hohe Bohrlochtiefe von 20 mm gewahlt, um die Wachstumsfugen zu
perforieren. Dies kann verglichen mit einer Anbohrung bei adulten Schafen zu einer gesteigerten Rek-
rutierung von Stammzellen und Wachstumsfaktoren und somit veranderten Knorpelreparatur fiihren
[50].

Die gegenwartigen Studienergebnisse bestatigen einerseits, dass ein alleiniges Debridement von foka-
len, kleinflachigen, vollschichtigen Gelenkknorpeldefekten einer ergdnzenden Markraumer6ffnung mit-
tels subchondraler Anbohrung hinsichtlich der induzierten Knorpelreparatur unterlegen ist. Zusétzlich
wurde erstmals aufgezeigt, dass der angrenzende Gelenkknorpel durch die verbesserte Reparatur nach
Anbohrung suffizienter vor Degeneration geschiitzt ist. Diese Erkenntnisse unterstreichen den Stellen-
wert der Markraumerdffnung mittels subchondraler Anbohrung in der Behandlung kleiner, vollschich-

tiger Gelenkknorpeldefekte gegeniiber dem alleinigen Defektdebridement.
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8.2.2 Veranderungen des subchondralen Knochens

Die Freilegung und Eréffnung des subchondralen Knochens im Rahmen der chirurgischen Markraumer-
0ffnung stoRt eine osteochondrale Reparatur an, welche &hnlich der natiirlichen Reparatur von osteo-
chondralen Defekten ablauft [232]. Diese Reparaturprozesse verlaufen in geometrisch, értlich und zeit-
lich definierten Abschnitten [232, 237, 284]. Sie minden schlussendlich in einer geschwéachten Mikro-
architektur des subchondralen Knochens sowie der osteochondralen Grenzzone unterhalb der, aber auch
seitlich angrenzend an den Knorpeldefekt. Auch wird die Ausbildung von subchondralen Sekundérver-
anderungen wie intraldsionale Osteophyten, eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochen-
platte und subchondrale Knochenzysten induziert [86, 91, 177, 182, 232, 235, 238]. Die genannten Pro-
zesse sind u.a. abhangig von DefektgroRe, -lokalisation, den verwendeten chirurgischen Techniken und
Tiermodellen [232].

8.2.2.1 Relevanz von Veranderungen des subchondralen Knochens

Von der Qualitét der induzierten Reparatur des subchondralen Knochens hdngt die Funktionalitat der
wiederhergestellten osteochondralen Einheit sowie hiermit auch die Gesamtqualitét der induzierten os-
teochondralen Reparatur maRgeblich ab [49]. So beschrieben Hoemann et al. in einer Kaninchenstudie
8 Wochen nach subchondraler Anbohrung von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektlokalisation:
Trochlea; Defektflache: 24 mm?) histologisch hyalines Knorpelreparaturgewebe vorwiegend tber Re-
gionen bereits rekonstituierter subchondraler Knochenplatte, wahrend tber Bereichen unvollstandigen
Knochenwiederaufbaus oder gestdrter Knochen-Knorpel-Integration vorwiegend fibroses Reparaturge-
webe nachzuweisen war [120]. Die gleiche Arbeitsgruppe demonstrierte eine positive Korrelation zwi-
schen dem Ausmal} der subchondralen Remodellierung und der induzierten Knorpelreparatur (Defekt-
fallung, Anfarbung mit Safranin O sowie immunhistochemische Anfarbung von Typ-11-Kollagen) 3
Monate nach subchondraler Anbohrung und Mikrofrakturierung von vollschichtigen Knorpeldefekten
(Defektlokalisation: Trochlea; Defektflache: 16 mm?2) im Kaninchenmodell [49]. Andere praklinische
Studien beobachteten wiederum keinen direkten Zusammenhang zwischen der Reparatur des Gelenk-
knorpels sowie des subchondralen Knochens im mittelfristigen Verlauf [16, 68, 182, 226, 235, 237, 238,
242]. Dies kann hierdurch begrindet sein, dass die Reparaturprozesse von Gelenkknorpel und sub-
chondralem Knochen zeitlich versetzt zueinander ablaufen [237]. Stérungen der subchondralen Mikro-
architektur sowie Sekundérveranderungen des subchondralen Knochens beeinflussen jedoch vermutlich
vorwiegend die langfristigen Resultate der Knorpelreparatur negativ [58, 86, 91, 177, 183, 205, 210,
232, 238, 263, 298]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einerseits eine ausgedehntere

Schwéchung des subchondralen Knochens nach alleinigem Defektdebridement im Vergleich zur
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subchondralen Anbohrung - dargestellt u.a. durch eine signifikant niedrigere Knochenmineraldichte der
subchondralen Knochenplatte und der subartikularen Spongiosa. Diese geht entgegen anderer praklini-
scher Beobachtungen [16, 68, 182, 226, 235, 237, 238, 242] bereits im mittelfristigen Verlauf mit einer
signifikant schlechteren Knorpelreparatur einher mit u.a. reduzierter Defektfillung und minderwertiger
Defektarchitektur. Die vorliegenden Daten unterstreichen somit die enge Verknipfung der Reparatur-
prozesse des subchondralen Knochens und des Knorpelgewebes [232, 237, 284] sowie die Bedeutung
einer gestorten subchondralen Mikroarchitektur fur die Qualitat der induzierten osteochondralen Repa-
ratur [49].

Intraldsionale Osteophyten sowie eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte diinnen
den hiertiberliegende Reparaturknorpel aus [199, 210, 232, 237, 238, 282, 284]. Zudem erhoht sich die
Steifigkeit des subchondralen Knochens [262, 263, 267, 271], wéhrend sich die Elastizitat des Repara-
turgewebes und dessen F&higkeit Druck umzuverteilen und abzuddmpfen vermindern [114, 166, 226,
238, 263, 271, 305]. Auch scheint der N&hrstoffaustausch zwischen subchondralem Knochen und Knor-
pelgewebe durch die veranderte Dichte des subchondralen Knochens und die dadurch steigenden Druck-
verhaltnisse in den blutfiihrenden Knochenkandle gestort zu sein [165]. Vor allem groRvolumige intrala-
sionale Osteophyten sowie Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte scheinen eine zunehmende
Degeneration von Reparaturgewebe und subchondralem Knochen durch u.a. erhéhte Druck- und Scher-
belastungen sowie eine gestdrte Biophysiologie der osteochondralen Einheit zu verursachen [166, 226,
238, 263, 271]. Offenbar kann hierbei bereits eine Verlagerung um wenige Millimeter die Widerstands-
fahigkeit des Reparaturgewebes gegeniber Belastungsspitzen entscheidend beeintrachtigen [210, 238,
282]. Ein ansteigendes Volumen der in den Defekt ragenden knichernen Uberwucherungen diinnt das
Knorpelreparaturgewebes jedoch zunehmend aus und schwécht dessen biomechanische Eigenschaften
sowie Widerstandsfahigkeit ausgepragter [210]. Ein entscheidender Einfluss auf die langfristige Bestan-
digkeit der induzierten Knorpelreparatur sowie die klinischen Langzeit-Ergebnisse werden folglich ver-
mutet [12, 78, 208-210, 238]. Préaklinische und klinische Langzeit-Daten sind zum aktuellen Zeitpunkt
jedoch noch sparlich [238]. So konnte in klinischen Studien bislang 12 Monate [286] und 22 Monate
[210] nach Mikrofrakturierung zwar kein signifikanter Einfluss von diesen subchondralen Sekundérver-
anderungen auf die klinisch-funktionellen Resultate der Knorpelreparatur beschrieben werden, jedoch
schienen diese in klinischer Anwendung die Versagensrate der Markraumerdffnung [210] sowie auch
nachfolgender, revisions-knorpelchirurgischer Eingriffe [205] zu erhdhen. In der gegenwartigen Studie
beobachteten wir flachigere und groliere intraldsionale Osteophyten nach alleinigem Defektdebridement
verglichen mit einer subchondralen Anbohrung mit 2 oder 6 Bohrldchern bereits im mittelfristigen post-
operativen Verlauf. Diese resultierten wie auch in Vorstudien postuliert in einer ausgeprégteren Aus-
diinnung und Degeneration der induzierten Knorpelreparatur [166, 210, 226, 238, 263, 271]. Zugleich

minderten die flachenmaRig signifikant vergroBerten Osteophyten die Qualitdt der induzierten
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osteochondralen Reparatur im vorliegenden Modell. Dies belegen u.a. die gesteigerten degenerativen

Veranderungen des angrenzenden Gelenkknorpels nach Defektdebridement.

Zusammenfassend stellten sich eine signifikante Schwéchung der subchondralen Mikroarchitektur so-
wie signifikant vergroRRerte, flaichige Osteophyten nach alleinigem Defektdebridement verglichen mit
einer subchondralen Anbohrung unabhéngig der Bohrlochdichte dar. Die subchondralen Veranderungen
korrelierten bemerkenswerterweise bereits im mittelfristigen Verlauf 6 Monate nach Operation mit einer
signifikant schlechteren Knorpelreparatur sowie ausgedehnteren Degenerationen des angrenzenden Ge-
lenkknorpels. Dies erweitert unser Verstandnis tber den mittelfristigen Einfluss subchondraler Veran-
derungen auf die Knorpelreparatur [16, 49, 68, 120, 182, 226, 235, 237, 238, 242]. Eine Zunahme dieser
Wirkung im Langzeitverlauf lasst sich vermuten [12, 78, 208-210, 238].

8.2.2.2 Storungen der Knochenmikroarchitektur

In den ersten Wochen nach Eréffnung der subchondralen Knochenplatte durch Anbohrung oder Mikro-
frakturierung ist der Knochenumbau durch eine Osteoklastenaktivierung - initialer Mediator der indu-
zierten osteochondralen Reparatur - zundchst hin zu Knochenresorptionsprozessen verschoben [47-49,
87, 94]. Diese Vorgange starten im Kleintiermodell Kaninchen bereits 2 Wochen nach Operation [47].
Im nichthumanen Primatenmodell dauern die Resorptionsprozesse mindestens 6 Wochen nach Opera-
tion an, wahrend die stufenweise Rekonstitution des subchondralen Knochens mittels intramembrandser
und enchondraler Ossifikation zwischen der 6 bis 12 Wochen startet [94]. Chevrier et al. [53] unter-
suchten 1 bis 59 Tage nach subchondraler Anbohrung (4 Bohrlécher; Bohrlochdurchmesser: 0,9 mm;
Bohrtiefe: 4 mm) vollschichtiger trochledrer Knorpeldefekte (Defektflache: 15,7 mm?) im Kaninchen-
modell die sequentiellen osteochondralen Reparaturprozesse. Ahnlich der Reparatur kleiner osteo-
chondraler Defekte [284] beobachteten sie einen Wiederaufbau der subartikuldren Spongiosa durch in-
tramembrandse Ossifikation mit Expression von Typ-I-Kollagen in den tieferen Regionen der Bohrl6-
cher. In den oberfl&chlichen Regionen der subchondralen Knochenschicht waren Prozesse enchondraler
Ossifikation mit Formation von Knorpelgewebe und Expression von vorwiegend Typ-I1-Kollagen zu
erkennen. Dieses chondrale Gewebe wurde im weiteren Verlauf schrittweise in Knochen umgewandelt.
Die subchondrale Knochenplatte baute sich hierdurch kallusartig und lediglich poros auf. Vergleichbare
Abléufe wurden auch in anderen Kleintierstudie nachgewiesen [120-122, 198, 207, 284]. Im Kanin-
chenmodell verschlossen sich die angelegten Bohrldcher auf diese Weise mit einer Geschwindigkeit
von ca. 0,5 mm pro Woche von der Tiefe ausgehend zur Oberflache hin [122]. Marchand et al. [187]
dokumentierten im Kaninchenmodell einen Tag nach Anbohrung zunéchst eine deutliche Reduktion des

Knochenvolumens (BV/TV) in der subchondralen Knochenplatte sowie subartikulédren Spongiosa. In
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den anschliefenden 6,5 Monaten formierte sich der subchondrale Knochen stufenweise, jedoch lediglich
unvollstandig. Knochenvolumen (BV/TV) und Knochenmineraldichte (BMD) zeigten sich im Vergleich
zum gesunden subchondralen Knochen weiterhin signifikant vermindert. Im Bereich der subchondralen
Knochenplatte waren diese Veranderungen am starksten ausgeprégt. Die subchondrale Knochenplatte
war im Vergleich zur gesunden, dicht gepackten subchondralen Knochenplatte deutlich pordser und die
kalzifizierte Knorpelschicht sowie Grenzlinie waren diinner sowie nur unvollstandig ausgebildet. In ei-
ner weiteren Arbeit stellten Chen et al. zwar eine partielle Rekonstitution des eréffneten subchondralen
Knochens sowohl 3 Monate nach Anbohrung (4 Bohrlécher; Bohrlochdurchmesser: 0,9 mm; Bohrtiefe:
2 oder 6 mm) als auch nach Mikrofrakturierung (4 Mikrofrakturierungen; Ahlendurchmesser: 1 mm)
gleichartiger Defekte mit normwertigen Knochenvolumenwerten fest, jedoch war der subchondrale
Knochen v.a. in der Umgebung der erzeugten Markraumerdffnung weiterhin geschwacht [49]. Insge-
samt erschien die subchondrale Knochenmikrostruktur weniger organisiert und isotroper mit einem fei-
neren und verzweigteren Trabekelnetzwerk (erhthte Konnektivitdt der Knochentrabekel). Verglichen
mit Normalkontrollen steigerte die subchondrale Anbohrung das Verhéltnis zwischen Knochenoberfla-
che und Knochenvolumen (BS/BV). Orth et al. untersuchten den Einfluss der subchondralen Anbohrung
(6 Bohrldcher; Bohrlochdurchmesser: 1 mm) von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektlokalisation:
Trochlea; Defektflache: 32 mm?) auf den subchondralen Knochen sechs Monate postoperativ [235].
Knochenmineraldichte und Knochenvolumenanteil (BV/TV) waren sowohl innerhalb der subchondra-
len Knochenplatte als auch subartikuldren Spongiosa verglichen mit dem angrenzenden subchondralen
Knochen vermindert, wahrend das Verhaltnis zwischen Knochenoberfldche und Knochenvolumen
(BS/BV), wie auch von Chen et al. beobachtet [49], gesteigert war. In der subchondralen Knochenplatte
war zudem die Dicke der Kortikalis vermindert. Eine Reduktion der Knochentrabekeldicke war in der
subartikuléren Spongiosa zu erkennen, wahrend deren Konnektivitdt (Th.Pf) und Abstand (Tb.Sp) er-
hoht waren. Die Knochenmikrostruktur erschien 6 Monate postoperativ somit noch nicht wiederherge-
stellt und weiterhin geschwacht. Die subchondrale Anbohrung (6 Bohrlécher; Bohrlochdurchmesser: 1
mm oder 1,8 mm; Bohrtiefe: 10 mm) vollschichtiger Knorpeldefekte (Defektflache: 32 mm?) in media-
len Femurkondylen von Schafen wiederum steigerte 6 Monate nach Operation ebenfalls das Verhaltnis
zwischen Knochenoberflache und Knochenvolumen (BS/BV) in der subchondralen Knochenplatte so-
wie interessanterweise die kortikale Dicke (Ct.Th) verglichen mit dem angrenzenden subchondralen
Knochen [68]. Eine Anbohrung mit einem grofReren Durchmesser verringerte zusétzlich die Knochen-
mineraldichte und vergroRerte die kortikale Dicke ausgeprégter. In der subartikularen Spongiosa erhdhte
die Anbohrung mit kleinerem Durchmesser das Verhaltnis zwischen Knochenoberflache und Knochen-
volumen (BS/BV) und verringerte den trabekuldren Knochen-Anordnungsfaktor (Th.Pf), was einer ge-
steigerten Verzweigung des Trabekelnetzwerkes im Rahmen der ablaufenden Remodellierungsprozesse
entspricht. Eine Anbohrung mit gréRerem Durchmesser wiederum reduzierte das Knochenvolumen
(BVITV), die Knochenmineraldichte, die Anzahl der Knochentrabekel (Th.N) und steigerte BS/BV so-

wie die Trabekeldicke (Th.Th) im Vergleich zum angrenzenden Knochen in dieser Schicht. EImholt et
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al. [69] wiesen in Minischweinen 6 Monate nach subchondraler Anbohrung (4 Bohrlécher; Bohrloch-
durchmesser: 1 mm; Bohrtiefe: 4 mm) von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektlokalisation: Tro-
chlea; Defektflache: 28,3 mm?2) im Vergleich zum angrenzenden subchondralen Knochen (berra-
schenderweise lediglich eine erhéhte Vernetzungsdichte auf. Knochenvolumen, Mineraldichte und Tra-

bekelparameter zeigten sich jedoch nicht verdndert.

Zusammenfassend stellen sich sowohl im Klein- als auch Grolitiermodell bis 6 Monate nach Mark-
raumerdffnung subchondrale Knochenplatte und subartikulare Spongiosa in ihrer Mikrostruktur weiter-
hin geschwécht dar. Dies spiegelt sich in einer hdufig zu beobachtenden reduzierten Knochenmineral-
dichte sowie einem verringerten Knochenvolumen wieder [68, 187, 235, 243]. Ahnliche Veranderungen
liegen auch im Rahmen der Osteoporose [288] und Arthrose [38, 39, 190, 291, 317] vor [238]. Der
oftmals dokumentierte erhéhte Knochenoberflachenanteil pro Knochenvolumen (BS/BV) [49, 68, 235]
sowie das Vorhandensein von eher diinnen Knochentrabekeln mit gesteigerter Vernetzung [69, 235]
sind Hinweise auf bis 6 Monate postoperativ weiterhin ablaufende Umbauprozesse im subchondralen
Knochen nach Markraumerdffnung. Die Heterogenitat der Studienmodelle erschwert jedoch einen di-
rekten Vergleich der bisherigen Ergebnisse untereinander. Die Daten der aktuellen Arbeit belegen eben-
falls einen nur unvollstdndigen Aufbau der subchondralen Knochenplatte nach subchondraler Anboh-
rung, was sich in einer Reduktion des Knochenvolumens (BV/TV), der Kortikalisdicke (Ct.Th) sowie
der Knochenoberflachendichte (BS/TV) - einem MaR fur den Anteil der Knochenoberflache am Ge-
samtvolumen des aufgebauten Gewebes - widerspiegelte. Auf Ebene der subartikuldren Spongiosa war
ein verringerter Grad der Anisotropie (DA) zu beobachten, was fir eine niedrigere Komplexitat der
aufgebauten Knochenmikrostruktur spricht. Die Knochenmineraldichte des rekonstituierten Knochens
erscheint &hnlich der Ergebnisse von Eldracher et al. [68] jedoch bei Verwendung eines niedrigen Bohr-

lochdurchmessers von 1 mm zufriedenstellend aufgebaut.

Die vorliegende Studie weist zudem bemerkenswerterweise eine ausgepragtere Schwachung sowohl der
subchondralen Knochenplatte (verminderte kortikale Dicke, BV/TV und BS/TV), als auch der subarti-
kularen Spongiosa (verminderte BMD, DA, FD) nach alleinigem Defektdebridement auf. Ahnliche Ver-
anderungen wurden in debridierten Defekten gleicher GréRe in den Femurkondylen von Schafen bisher
nur in der subchondralen Knochenplatte (verringerte Knochenmineraldichte und BV/TV) beobachtet
[243]. Im Ziegenmodell induzierte ein isoliertes Defektdebridement bis zur kalzifizierten Knorpel-
schicht (Defektregion: mediale Femurkondyle; Defektflache: 28,3 mm?) sechs Monate postoperativ his-
tologisch ebenfalls eine deutliche Minderung des Knochenvolumens mit polarisationsmikroskopisch
geschwachtem Kollagennetzwerk sowie Trabekelsystem bis 1,8 mm unterhalb der Knorpeldefekte
[309]. Histologisch waren interessanterweise Knochenresorptionsprozesse durch Osteoklastenaktivie-

rung sowie Knochenremodellierungsvorgénge durch enchondrale Ossifikation in dieser subchondralen
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Region zu erkennen. Zwischen subchondraler Knochenplatte und subartikuldarer Spongiosa wurde hier-
bei nicht differenziert. Auch untersuchten Vasara et al. nicht die tieferen Schichten des subchondralen
Knochens. Den kurzfristigen Einfluss eines Defektdebridements auf den subchondralen Knochen be-
leuchteten vergangene Tierstudien ebenfalls. So verglichen Fisher et al. die Umbauprozesse im sub-
chondralen Knochen zwischen vollschichtigen und teilschichtigen Knorpeldefekten (Defektregion: Tro-
chlea; Defektflache: 12,6 mma?) in noch nicht ausgewachsenen Minischweinen 6 Wochen postoperativ
[76]. Hierbei beobachteten sie ausschlielich in vollschichtigen Knorpeldefekten signifikante Knochen-
umbau- und -resorptionsprozesse mit u.a. Minderung des Knochenvolumenanteils bis 2 mm unterhalb
der urspriinglichen Knochen-Knorpel-Grenze. Gao et al. wiederum wiesen in einer Minischweinstudie
nach, dass das alleinige Defektdebridement von vollschichtigen Knorpeldefekten in der Trochlea mit
vollstandiger Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht bereits in der Friihphase 4 Wochen postope-
rativ zu einer signifikanten Schwéchung des subchondralen Knochens fuhrt [87]. Eine Reduktion des
Knochenvolumens der subchondralen Knochenplatte (reduzierte BV/TV, BS/TV, BS/BV) sowie der
subartikuldren Spongiosa (reduzierte BV/TV, Th.Th und SMI) in der Mikro-CT-Bildgebung verglichen
mit dem angrenzenden, gesunden subchondralen Knochen war zu erkennen. Makroskopisch blieb die
subchondrale Knochenschicht im Rahmen des Debridements nach Angaben der Autoren indessen int-
raoperativ intakt. Die beschriebenen Veranderungen waren in dieser Studie etwas weniger ausgeprégt,
jedoch vergleichbar mit den subchondralen VVeranderungen nach erganzender Mikrofrakturierung. Kno-
chenmineraldichte sowie kortikale Dicke zeigten sich im Gegensatz zur Mikrofrakturierung nicht signi-

fikant verandert.

Keine der genannten Studien verglich den Effekt einer Anbohrung auf den subchondralen Knochen mit
dem eines Defektdebridements ohne Eréffnung der subchondralen Knochenplatte. Die vorliegende Ar-
beit erganzt die bisherigen Studienergebnisse um bedeutende Erkenntnisse. Einerseits zeigte sich die
Schwéchung des subchondralen Knochens im mittelfristigen Verlauf 6 Monate nach Operation nach
alleinigem Defektdebridement sowohl in der subchondralen Knochenplatte, als auch in der subartikula-
ren Spongiosa. Uberdies war diese verglichen mit der subchondralen Anbohrung - unabhéngig der Bohr-
lochdichte - sogar gesteigert (u.a. reduzierte Knochenmineraldichte). Als Zeichen eines erhéhten Kno-
chenstoffwechsels mit Auf- und Umbau resultierte die subchondrale Anbohrung mit 2 und 6 Bohrlo-
chern des Weiteren in einer verminderten Dicke der Knochentrabekel verglichen mit einem Defektde-
bridement. Diese durch subchondrale Anbohrung induzierten Umbauprozesse reduzierten folglich die
potentiell nachteiligen Verdnderungen im subchondralen Knochen im Vergleich zum Defektdebride-
ment, was sich u.a. durch eine physiologischere Knochenmineraldichte darstellte. Zu diesem mittelfris-
tigen Untersuchungszeitpunkt befindet sich der subchondrale Knochen weiterhin in einem Remodellie-

rungsprozess, welcher durch ergdnzende subchondrale Anbohrung verbessert scheint.
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8.2.2.3 Subchondrale Sekundarveranderungen

Subchondrale Sekundérveranderungen wie intraldsionalen Osteophyten oder eine flachige Verlagerung
bzw. Verdickung der subchondralen Knochenplatte und subchondrale Knochenzysten treten sowohl in
praklinischer als auch klinischer Anwendung nach chirurgischer Markraumerdffnung regelmaRig auf
[37, 48, 49, 57, 58, 68, 82, 86, 91, 105, 153, 160, 205, 208, 210, 235, 238, 243, 274, 275, 298]. So wurde
eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte nach Markraumeréffnung durch subchond-
rale Anbohrung oder Mikrofrakturierung in Kleintierstudien in ~46% (42-50%) [11, 49, 92, 187] sowie
in GroBtierstudien in ~65% (0-100%) [16, 23, 64, 68, 69, 92, 152, 235, 283] nachgewiesen. In ~48%
(0-100%) der behandelten Defekte wiederum wurden in Grof3tierstudien detektierte kndcherne Anbau-
ten der subchondralen Knochenplatte als intraldsionale Osteophyten spezifiziert [16, 68, 86, 138, 235,
243]. Subchondrale Knochenzysten wiederum traten im Groftiermodell in ~37% (0-100%) der Defekte
auf [68, 69, 80, 82, 86, 120, 138, 235, 243, 307, 320]. Im Kleintiermodell wurden subchondrale Zysten
ebenfalls beobachtet, jedoch liegen keine Angabe zu ihrer Inzidenz vor [49]. Das gehdufte Auftreten
subchondraler Sekundérverdnderungen im Rahmen praklinischer Studien scheint durch die zumeist un-
mittelbare postoperative Vollbelastung des operierten Gelenkes begtinstigt. Der subchondrale Knochen
zeigt sich gerade in den ersten 6-12 Wochen nach Operation durch die zundchst ablaufenden Resorpti-
onsprozesse noch sehr vulnerabel und das im Umbau befindliche Knorpelreparaturgewebe bietet diesem
noch keinen ausreichenden mechanischen Schutz [91]. Daher werden im klinischen Kontext im Allge-
meinen eine Entlastung der operierten Extremitat mit Sohlenkontakt sowie tagliche Belibungen des ope-
rierten Gelenkes mit einer Motorschiene liber 6-8 Wochen postoperativ nach Markraumer6ffnung emp-
fohlen [300]. Jedoch treten subchondrale Sekundarveranderungen dennoch auch in der klinischen An-
wendung nach Markraumeréffnung auf [58, 160, 208, 210, 238, 275]. Eine Differenzierung zwischen
intraldsionalen Osteophyten und einer flachigen Verlagerung der subchondralen Knochenplatte ist auf-
grund der geringeren Auflésung der verwendeten Bildgebungen in klinischen Studien schwieriger [232].
Daher werden diese Veranderungen zumeist als kndcherne Uberwucherungen zusammengefasst [210]
und nach Markraumeréffnung in ~56% (25-100%) beobachtet [37, 58, 160, 208-210, 274, 275, 286].
Ein Grofteil entsteht scheinbar zwischen 6 und 12 Monaten postoperativ [210]. Die Inzidenz sowie das
Ausmal? der subchondralen Sekundérverdanderungen nehmen im weiteren, langfristigen postoperativen
Verlauf zu [58, 210, 274, 275]. So beschrieben Cole et al. nach Mikrofrakturierung subchondrale Zysten
3 Wochen postoperativ in keinem Fall, 6 Monate postoperativ bei 15,4%, 12 Monate nach Operation
bei 38,5% sowie 24 Monate nach Operation bei 37,5% der behandelten Patienten [58]. In einer klini-
schen Studie dokumentierten Mithoefer et al. 22 Monate nach Mikrofrakturierung von symptomatischen
Knorpellasionen in Kniegelenken (84 Patienten; 94 Lasionen; Durchschnittalter: 46,2 Jahre) sogar in 62
% der Patienten magnetresonanztomographisch Uberwucherungen der subchondralen Knochenplatte
[210]. GroRtenteils (63,5%) waren diese nur gering ausgepragt (< 33% der Defekitiefe). Ein vorange-

hendes zu tiefes Defektdebridement mit Verletzung der subchondralen Knochenplatte und sichtbaren
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Kontaktblutungen stellte sich als signifikanter Risikofaktor fir das Auftreten dieser VVerdnderungen her-
aus. Bemerkenswerterweise hatten Durchmesser und Anzahl der Mikrofrakturen keinen signifikanten
Einfluss auf deren Entwicklung [210]. Shive et al. wiederum wiesen 12 Monate nach Mikrofrakturie-
rung von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektlokalisation: Femurkondyle) in allen Fallen Uberwu-
cherungen der subchondralen Knochenplatte nach, jedoch waren diese zu 80% ebenfalls nur gering (<
10% des Defektvolumens) und meist punktuell (56% der Falle) entwickelt [286].

Der kurz- bis mittelfristige Verlauf der osteochondralen Reparatur nach Markraumer6ffnung ist vor-
nehmlich im Kleintiermodell detailliert beschrieben. Insgesamt zeigt sich in praklinischen Studien eine
grofRRe Variabilitdt im Auftreten subchondraler Sekundérverdnderungen. Zeitpunkt und Auspragung
scheinen hierbei u.a. abhéngig vom gewahlten Tiermodell, der Defektlokalisation sowie -groRe [232].
So entwickelt sich eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte beispielsweise im Klein-
tiermodell zwar fruhzeitiger, jedoch ist diese im GrofRtiermodell ausgepragter [182]. Aroen et al. [11]
erkannten histologisch nach subchondraler Anbohrung (4 Bohrlécher; Bohrlochdurchmesser: 0,6 mm;
Bohrtiefe: 3 mm) von vollschichtigen Knorpeldefekten in der Patella von Kaninchen bereits 2 Wochen
nach Operation eine signifikante Verlagerung der subchondralen Knochenplatte verglichen mit unbe-
handelten Defekten. Chen et al. [49] indessen beobachteten 3 Monate nach subchondraler Anbohrung
sowie Mikrofrakturierung von vollschichtigen Knorpeldefekten in der Trochlea von Kaninchen eine
flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte in 38-50% der Félle und beschrieben ebenfalls
subchondrale Knochenzysten sowie residuelle Mikrofrakturlocher und Bohrkanale mittels Mikro-CT.
Im gleichen Tiermodell stellte sich sogar die subchondrale Knochenplatte angrenzend an mittels sub-
chondraler Anbohrung (8 Bohrlécher; Bohrlochdurchmesser: 0,5 oder 0,9 mm; Bohrtiefe 3,5 mm; Zu-
satz: Thrombin) behandelte, vollschichtige trochledre Knorpeldefekte verglichen mit gesunden Kontrol-
len 6,5 Monate nach Operation im Mikro-CT verdickt dar [187]. Eine mégliche Ursache hierfur kénnten
degenerative Prozesse durch eine vermehrte mechanische Belastung des angrenzenden Knorpels und
des subchondralen Knochens im Zuge einer insuffizienten Defektreparatur sein. Orth et al. wiesen im
Kaninchenmodell nach, dass die Reparaturprozesse des subchondralen Knochens in retropatellaren os-
teochondralen Defekten zeitlich und geometrisch klar definiert ablaufen [237]. In diesem Modell war
der subchondrale Knochen 6 Monate nach Defekterzeugung bis auf seine urspriingliche Hohe rekonsti-
tuiert. Im weiteren Verlauf bis 12 Monate nach Defekterzeugung verlagerte sich die subchondrale Kno-
chenschicht jedoch zunehmend flachig in das Knorpelreparaturgewebe hinein, welches hierdurch aus-
gediinnt wurde und Zeichen der Degradation zeigte. Ahnliche Prozesse beobachteten Qiu et al. im Rah-
men der Reparatur von osteochondralen Defekten in den Femurkondylen von Kaninchen bereits 4 Mo-
nate nach Defekterzeugung [263]. Die hierbei beschriebenen flachigen Verlagerungen der subchondra-
len Knochenplatte stellten sich bis 8 Monate nach Operation konstant dar. Eine Ausdiinnung des Knor-
pelreparaturgewebes konnte zu diesem Zeitpunkt zwar ebenfalls nachgewiesen werden, jedoch keine

Degeneration. Wahrend Orth et al. im GrofRtiermodell Schaf 6 Monate nach subchondraler Anbohrung
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(6 Bohrldcher; Bohrlochdurchmesser: 1 mm; Bohrtiefe: 10 mm) vollschichtiger Knorpeldefekte im Be-
reich medialer Femurkondylen lokale, intraldsionale Osteophyten in 26% der Defekte, jedoch keine fla-
chige Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte dokumentierten [235], wurden im vergleichba-
ren Versuchsmodell [68] in der lateralen Trochlea intraldsionale Osteophyten mit &hnlicher Inzidenz
(23%), flachige Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte jedoch in 71% (Bohrlochdurchmesser:
1 mm) bis 100% (Bohrlochdurchmesser: 1,8 mm) der behandelten Defekte mittels Mikro-CT ausge-
macht. Angaben zum Ausmal} der genannten Verdnderungen wurden hierbei jedoch nicht gemacht. Sub-
chondrale Knochenzysten andererseits wurden in 63% der behandelten Defekte in der medialen Femur-
kondyle [235], bemerkenswerterweise dagegen in 0% der Defekte in der lateralen Trochlea [68] be-
schrieben. Eine Mikrofrakturierung (6 Mikrofrakturierungen; Ahlendurchmesser: 1 oder 1,2 mm; Mik-
rofrakturtiefe: 4 mm) im gleichen Defektmodell induzierte in medialen Femurkondylen in 50-75% der
Defekte lokale, intraldsionale Osteophyten sowie in 38-50% subchondrale Knochenzysten [243]. Fla-
chige Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte wurden nicht beobachtet. Die Detektion der sub-
chondralen Pathologien erfolgte in diesen Schafstudien jeweils mittels Mikro-CT [68, 235, 243]. Auch
in den Kiefergelenk-Kondylen von Schafen erfassten Ishimaru et al. 3 Monate nach Anbohrung (Bohr-
lochdurchmesser: 1 mm; Bohrtiefe: 10 mm) von vollschichtigen Knorpeldefekten nativradiologisch und
histologisch intraldsionale Osteophyten (100%) sowie subchondrale Knochenzysten (20-40%) [138]. Im
Pferdemodell (Karpalknochen) detektierten Shamis et al. histologisch eine flachige Verlagerung der
subchondralen Knochenplatte nach subchondraler Anbohrung (5 oder 11 Bohrldcher; Bohrlochdurch-
messer: 1 mm; Bohrtiefe: 10 mm) mit Ausdiinnung des hierliberliegenden Knorpelreparaturgewebes in
50 % der Defekte bereits 5 Monate nach Operation [283]. Frisbie et al. [80, 82] beschrieben im gleichen
Tiermodell nativradiologisch und magnetresonanztomographisch nach Mikrofrakturierung von voll-
schichtigen Knorpeldefekten medialer Femurkondylen (Defektflache: 100 mm?) 12 Monate nach Ope-
ration subchondrale Knochenzysten unterhalb von 20-42% der behandelten Defekte. Bemerkenswerter-
weise waren diese 4 Monate nach Operation noch nicht abzugrenzen. Kleine, intraldsionale Osteophyten
zeigten sich 12 Monate postoperativ dagegen in nahezu allen Gelenken [82]. Im Grofitiermodell Mi-
nischwein wiederum war 3 Monate [23] sowie 6,5 Monate [92, 152] nach Mikrofrakturierung (5 Mik-
rofrakturierungen; Ahlendurchmesser: 1 mm; Mikrofrakturtiefe: 3 mm) von vollschichtigen Knorpelde-
fekten (Defektlokalisation: Trochlea; Defektflache: 19,6 mm?2) regelmaRig histologisch eine flachige
Verlagerung der subchondralen Knochenplatte zu erkennen, welche im Mittel 20-25% des Knorpelre-
paraturgewebes ausfiillte und bereits 6 Wochen nach Operation beginnend nachzuweisen war [92, 152].
Auch nach subchondraler Anbohrung (4 Bohrlécher; Bohrlochdurchmesser: 1 mm; Bohrtiefe: 4 mm)
vollschichtiger Knorpeldefekten (Defektlokalisation: Trochlea; Defektflache: 28,3 mm2) wurden im Mi-
nischweinmodell eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte in 75% [69] und lokale,
intraldsionale Osteophyten in 17% [116] der Defekte mittels Mikro-CT beschrieben. Lokale Resorptio-
nen der subchondralen Knochenplatte traten regelméaRig auf [69, 116], wahrend subchondralen Kno-

chenzysten lediglich in 8% der Defekt zu sehen waren [69].
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Zusammenfassend treten subchondraler Sekundarveranderungen im préklinischen Kontext regelméaRig
nach Markraumerdffnung auf. Die bisherigen Studien weisen jedoch eine hohe Heterogenitat hinsicht-
lich der gewahlten Defektmodelle, der verwendeten chirurgischen Instrumentarien, Tiermodelle sowie
Nachweismethoden (u.a. Nativrontgen, Histologie, Mikro-CT) auf. Eine vergleichende Auswertung der
Daten hinsichtlich bestehender Einflussfaktoren wie Defektlokalisation, Instrumentenvariablen oder
Tiermodell ist aus diesen Griinden nicht verlasslich mdglich. Ein wesentlicher Einfluss lasst sich jedoch
vermuten. In der vorliegenden Arbeit nutzten wir daher bewusst etablierte Klassifikationen der sub-
chondralen Veranderungen [86] sowie reproduzierbare, klinisch Ubertragbare und detaillierte Messme-
thoden [86, 210]. Hinsichtlich der Defektmodelle orientierten wir uns an vorangegangenen Studien [235,
243, 245], um einen Vergleich standardisierter zu ermdglichen. In der aktuellen Studie wurden intrald-
sionalen Osteophyten bzw. kndcherne Anbauten in 50-67%, subchondrale Knochenzysten jedoch in 0%
der angebohrten Defekte nachgewiesen. Ein signifikanter Einfluss der Bohrlochdichte zeigte sich hier-
bei nicht. Diese Beobachtungen decken sich mit den Daten von Eldracher et al. [68] mit gleichem De-
fektmodell und identischer subchondraler Anbohrung mit 6 Bohrléchern (intraldsionale Osteophyten:
23%; flachige Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte: 71%; Zysten: 0%). Orth et al. [235]
wiederum konnten interessanterweise nach gleichartiger Anbohrung in den medialen Femurkondylen
von Schafen ebenfalls 6 Monate postoperativ kndcherne Uberwucherungen der subchondralen Kno-
chenplatte seltener nachweisen (intraldsionale Osteophyten: 26%; flachige Verlagerung der subchond-
ralen Knochenplatte: 0%). Subchondrale Knochenzysten andererseits traten gehduft auf (63%). Die Ge-
geniberstellung der aktuellen Beobachtungen und der Daten dieser vergleichbaren Studienmodelle lie-
fert uns neue Erkenntnisse zum Einfluss der Defektlokalisation auf die Entwicklung von subchondralen
Sekundarveranderungen. Hierbei scheinen kndcherne Uberwucherungen (intralisionale Osteophyten,
Verlagerungen der subchondralen Knochenplatte) im Schafmodell gehduft im Bereich der Trochlea auf-
zutreten, wahrend subchondrale Knochenzysten vermehrt im Bereich medialer Femurkondylen beo-
bachtet werden. Auch im klinischen Kontext wurde ein vermehrtes Auftreten von Uberwucherungen
der subchondralen Knochenplatte in lateralen Femurkondylen beschrieben [117]. Diese Lokalisation
entspricht im Schafmodell hinsichtlich der osteochondralen Reparatureigenschaften wiederum der Tro-
chlea [239]. Eine Abhdangigkeit der osteochondralen Reparaturprozesse wurde zudem auch in anderen

praklinischen Studien registriert [51, 239].

Bemerkenswerterweise wurden intraldsionale Osteophyten bzw. knécherne Anbauten in der vorliegen-
den Arbeit auch nach alleinigem Defektdebridement in 50% der Defekte nachgewiesen. Uberdies indu-
zierte das Defektdebridement signifikant groRere, flachige Osteophyten, wahrend nach subchondraler
Anbohrung mit 2 oder 6 Bohrléchern kleinere, solitare osteophytare Anbauten zu dokumentieren waren,
welche in der Regel in Bezug zu den angelegten Bohrkanélen standen. Es lasst sich daher vermuten,

dass die durch subchondrale Anbohrung erzeugte, histologisch héherwertige Knorpelreparatur den
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subchondralen Knochen suffizienter vor mechanischer Belastung schiitzte. Die flichigen Osteophyten
nach Debridement resultierten indessen scheinbar in einer verstirkten Degeneration des ausgedinnten

Knorpelreparaturgewebes sowie des angrenzenden Gelenkknorpels.

Vorangegangene, préaklinische Studien beschrieben ebenfalls subchondrale Sekundérverdnderungen
nach Defektdebridment. So wurde in Minischweinen 3 Monate [23] und 6,5 Monate [152] nach Debri-
dement vollschichtiger Knorpeldefekte (Defektlokalisation: Trochlea; Defektflache: 19,6 mm2) mit ei-
ner Krette histologisch regelméafig eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte nach-
gewiesen. Diese zeigte sich in dieser Studie jedoch geringer ausgepragt als nach zusatzlicher Mikrofrak-
turierung. Ahnliche Beobachtungen machten Vasara et al. [309] 6 Monate nach Debridement voll-
schichtiger Knorpeldefekte (Defektlokalisation: mediale Femurkondyle; Defektflache: 28,3 mmz2) mit
einer Kurette in Ziegen. Auch im Schafmodell dokumentierten Orth et al. 6 Monate nach Debridement
vollschichtiger Knorpeldefekte (Defektlokalisation: mediale Femurkondyle; Defektflache: 32 mm?)
subchondrale Knochenzysten (13%) sowie intraldsionalen Osteophyten (25%) mittels Mikro-CT [243].
In den genannten Studien betonten die Autoren jeweils explizit, dass die subchondrale Knochenplatte
im Rahmen des Debridements geschont wurde. Da die Tiefe des Defektdebridements jedoch unabhéngig
des verwendeten Instrumentes nur schwer kontrollierbar ist [121, 122], ist eine unbeabsichtigte Verlet-
zung und Ero6ffnung der subchondralen Knochenplatte nicht auszuschlie3en. Dies wird als Hauptimpuls
der nachfolgenden enchondralen Ossifikationsprozesse mit Ausbildung von Osteophyten und Verlage-
rungen der subchondralen Knochenplatte sowie der Entstehung lokalisierter, subchondraler Zysten (iber
Verbindungskanale zum subchondralen Knochen vermutet. Eine weitere mégliche Ursache ist die ver-
anderte mechanische Belastung des subchondralen Knochens nach Defekterzeugung und insuffizienter
Knorpelreparatur [187]. Interessanterweise wurden subchondrale Sekundarverdnderungen in 30-60%
der Falle ebenfalls nach autologer Chondrozytentransplantation dokumentiert [15, 37,91, 117, 165, 193,
205, 218, 274, 275, 310]. Auch hier erfolgt eine vorbereitende Defektpréparation mittels Debridements
der kalzifizierten Knorpelschicht. Dieses kann gleichermal3en zu einer oberflachlichen Abrasion der
subchondralen Knochenplatte mit konsekutiver Er6ffnung von kleinen Gefal3- und Knochenkandlen
flhren und genannte Prozesse anstoRen [66, 76, 101]. Um eine Integration des durch Knorpeltherapie
induzierten Reparaturgewebes zum subchondralen Knochen zu gewéhrleisten sowie eine suffiziente
Versorgung des Ersatzgewebes mit u.a. N&hrstoffen und Wachstumsfaktoren aus dem subchondralen
Knochen zu fordern, muss jedoch im Rahmen des Defektdebridements die kalzifizierte Knorpelschicht
vollstandig entfernt werden [12, 17, 28, 81, 82, 121, 210]. Die subchondrale Knochenplatte sollte dabei
allerdings unberuhrt bleiben [21, 50, 210]. Ein zu tiefes Debridement bis in den subchondralen Knochen
hinein kann intraldsionale Osteophyten und eine flachige Verlagerung der subchondralen Knochenplatte
sowie Resoprtionsprozesse im subchondralen Knochen mit Aushildung von subchondralen Knochen-
zysten induzieren [50, 81, 82, 121, 210]. Das Defektdebridement ist daher unbedingt von der Abrasi-

onsarthroplastik nach Johnson [140, 142] abzugrenzen [295]. Ein zu oberflachliches Debridement mit
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Verbleib von kalzifiziertem Knorpelgewebe am Defektgrund wiederum verhindert - u.a. durch die darin
enthaltenen, negativ geladenen Glykosaminoglykane - eine suffiziente Integration des Reparaturgewe-
bes zur subchondralen Knochenplatte hin [47, 81, 82, 120, 121, 283]. Da ausschlief3lich optisch und
haptisch gesteuert [82], ist die Tiefenausdehnung des Debridements der kalzifizierten Knorpelschicht
schwierig zu dosieren und variiert interindividuell zwischen Chirurgen - u.a. abhéngig vom chirurgi-
schen Ausbildungsgrad - betrachtlich [318].

Das regelméBige Auftreten signifikant groRerer intralasionaler Osteophyten sowie die signifikante
Schwéchung der subchondralen Mikrostruktur nach alleinigem Defektdebridement in der aktuellen Stu-
die betont den Einfluss der Defektvorbereitung auf die Entwicklung subchondraler Veranderungen und
damit auf die langfristige Prognose der Knorpelreparatur. Zukiinftige Studien sollten hier u.a. die genaue
Steuerung der Debridement-Tiefe und deren Einfluss auf den subchondralen Knochen beleuchten. Wei-
terhin demonstrieren die Daten der vorliegenden Arbeit erstmals eine Reduktion der Flache induzierter
Osteophyten durch eine ergédnzende subchondrale Anbohrung gegentiber dem alleinigen Defektdebri-
dement, welche unabhéngig der Bohrlochdichte ist. Diese Beobachtung unterstreicht die Bedeutung der
subchondralen Anbohrung in der Therapie kleinflachiger, vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte.

8.2.3 Einfluss der Bohrlochdichte auf die osteochondrale Reparatur

Wir beobachteten in der vorliegenden Arbeit eine verbesserte osteochondrale Reparatur nach subchond-
raler Anbohrung verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement unabhdngig der verwendeten
Bohrlochdichte. Eine hohe Dichte von 6 Bohrléchern mit einer niedrigen Dichte von 2 Bohrldchern
vergleichend, zeigten sich lediglich unwesentliche Unterschiede. So induzierte ausschlieBlich eine An-
bohrung mit 6 Bohrldchern einen héheren Typ-I1-Kollagen-Gehalt im Knorpelreparaturgewebe vergli-
chen mit einem Defektdebridement. Gegentiber einer Anbohrung mit niedriger Dichte war diese Erho-
hung jedoch nicht signifikant. Nach Anbohrung mit 2 Bohrléchern wiederum war eine Verbesserung
der Oberflachenstruktur des erzeugten Reparaturgewebes im Vergleich zu einer Anbohrung mit 6 Bohr-
I6chern nachzuweisen. Insgesamt hat sich jedoch kein signifikanter Einfluss der Bohrlochdichte auf die

generierte osteochondrale Reparatur herausgestellt.

Um den Einfluss der Bohrlochdichte auf die osteochondrale Reparatur von Knorpeldefekten isoliert zu
betrachten, wurden alle weiteren Variablen (Bohrlochdurchmesser, -tiefe, DefektgroRe, -tiefe, Defekt-
debridement, Instrumentarium etc.) konstant gehalten [50, 68, 82, 231, 239]. Die subchondrale Anboh-
rung der debridierten Defekte wurde mit einer hohen Bohrlochdichte von 6 Bohrl6chern oder einer nied-

rigen Bohrlochdichte von 2 Bohrléchern durchgefiihrt. Eine Anbohrung mit 6 Bohrldchern (Flache pro
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Bohrloch: 0,79 mm?; Gesamtflache Anbohrung: 4,71 mm?) perforiert dabei ~15% der debridierten De-
fektflache (32 mm2) und spiegelt daher eine hohe Bohrlochdichte suffizient wider. Mit einer héheren
Bohrlochdichte ware wiederum der empfohlene minimale Abstand zwischen den angelegten Bohrlo-
chern von ~1,5 mm nicht zu gewahrleisten gewesen. Dies hatte jedoch in einem Ineinanderbrechen der
Bohrl6cher resultieren kénnen. Die proportionalen Unterschiede der bikondylaren Weite des distalen
Femurs und der trochledren Weite zwischen Mensch und Schaf beachtend (GroRenfaktor Mensch:Schaf
~2:1) [227, 246], bildet der somit erreichte Abstand von ~1,5 mm im Schafmodell den klinisch empfoh-
lenen Abstand von ~3 mm zwischen Mikrofrakturlochern zufriedenstellend ab [208]. Die Verwendung
von 8 Bohrldchern hatte beispielsweise lediglich einen minimalen Abstand von maximal 1 mm, die
Verwendung von 10 Bohrlochern einen Abstand von maximal 0,6 mm zwischen den angelegten Bohr-
I6chern ermdglicht. In beiden Fallen wére dieser somit zu niedrig und der mogliche negative Effekt auf
den subchondralen Knochen wére unvorhersehbar gewesen. Mit 2 Bohrlochern (Gesamtflache Anboh-
rung: 1,57 mm?) werden andererseits ~5% der debridierten Defektflache erdffnet. Dies représentiert eine
niedrige Bohrlochdichte geeignet. Die Verwendung von 1 Bohrloch (Gesamtflache Anbohrung: 0,78
mm?2), welches lediglich ~2,5% der Defektflache er6ffnet, ware hingegen nicht ausreichend und bezogen
auf die Defektflache das Volumen des hierdurch induzierten Blutkoagels und dessen Stabilitat vermut-
lich zu Klein gewesen. Eine gerade Anzahl von 2 Bohrldchern wurde zudem verwendet, um eine stan-
dardisierte Verteilung der Bohrlocher fiir alle Defekt in dieser Behandlungsgruppe zu gewahrleisten

(eine longitudinale Reihe von zwei Bohrldchern zentral im Defekt).

Eine hohere Anzahl von Bohrléchern scheint das Einwandern mesenchymaler Stammzellen in den
Knorpeldefekt zu verbessern [204]. In Kniegelenken noch nicht ausgewachsener Kaninchen beobachte-
ten Min et al. beispielsweise eine hohere Anzahl mesenchymaler Stammzellen im Defekt nach Anlage
von 3 oder 5 Mikrofrakturen verglichen mit 1 Mikrofraktur pro trochledren Defekt (Defektflache 19,6
mm2) [204]. In der aktuellen Arbeit wurden durch Anlage von 6 Bohrléchern mit einem Bohrlochdurch-
messer von 1 mm und einer Tiefe von 10 mm (Volumen pro Bohrloch: 8 mm3; Gesamtvolumen Anboh-
rung: 48 mm3) 15 % des subchondralen Knochenvolumens unterhalb der Defektregion (320 mm3) er-
Offnet, durch 2 Bohrlocher (Gesamtvolumen Anbohrung: 16 mm3) ausschliel}lich 5% des Knochenvo-
lumens. Hierdurch sollte folglich das Reparaturpotenzial nach Anbohrung mit 6 Bohrléchern verbessert
sein [284]. Allerdings werden der subchondrale Knochen sowie die osteochondrale Einheit bei Verwen-
dung einer hohen Bohrlochdichte ausgepragter geschwacht. Dies kann den mittel- und langfristigen
Verlauf der osteochondralen Reparatur ebenfalls mai3geblich beeinflussen [48, 49, 86, 238]. In der vor-
liegenden Studie schienen sich zum mittelfristigen Zeitpunkt 6 Monate nach Operation durch Verwen-
dung einer hohen Bohrlochdichte die potenzielle Verbesserung der Gelenkknorpelreparatur einerseits
sowie die ausgedehntere Schédigung des subchondralen Knochens andererseits auszugleichen. Eine
Uberlegenheit der induzierten osteochondralen Reparatur gegeniiber einer niedrigen Bohrlochdichte

konnte in der gegenwartigen Studie nicht beobachtet werden.
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Préklinische Studien beleuchteten insbesondere in den letzten 15 Jahren die verschiedenen technischen
Variablen der Markraumeroffnung [295], um deren therapeutischen Effekt weiter zu optimieren. So
bieten etwa Perforationen, welche tief in den subchondralen Knochen hinabreichen, einen gesteigerten
Zugang zu Markrauminhalten wie mesenchymalen Stammzellen [284]. Chen et al. stellten eine verbes-
serte osteochondrale Reparatur vollschichtiger Knorpeldefekte (Defektlokalisation: Trochlea; Defekt-
flache: 16 mm?) im Kleintiermodell Kaninchen 3 Monate nach subchondraler Anbohrung (Bohrloch-
durchmesser: 0,9 mm) bis 6 mm Tiefe verglichen mit einer Anbohrung bis 3 mm Tiefe fest [49, 50].
Spezielle, sehr diinne Nanofrakturahlen (Nanofracture®; Arthrosurface, MA, USA; Ahlendurchmesser:
1 mm) ermoglichen eine Eindringtiefe bis 9 mm [21] und verbesserten die osteochondrale Reparatur
von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektlokalisation: mediale Femurkondyle; Defektflache: 50,3
mm?) 12 Monate postoperativ im Groftiermodell Schaf verglichen mit einer Standard-Mikrofrakturie-
rung [320, 321]. Die Standard-Mikrofrakturahlen gewahrleisten eine vergleichsweise begrenzte Ein-
dringtiefe bis ca. 4 mm [123], welche u.a. abhéngig von der Geometrie der Ahlenspitze, vom Impuls
und von der Frequenz der Hammerschlage sowie der subchondralen Knochendichte ist [295].

Hinsichtlich des Instrumentendurchmessers wiesen Min et al. im Kleintiermodell Kaninchen (Defekt-
lokalisation: Trochlea; Defektflache: 19,6 mm?) nach, dass bei Verwendung von Mikrofrakturahlen mit
groRerem Durchmesser (1,8 mm) im Vergleich zu Ahlen mit einem kleineren Durchmesser (0,8 mm)
eine um den Faktor 5,7 signifikant gesteigerte Menge mesenchymaler Stammzellen aus dem Markraum
mobilisiert wird [204]. Andere Studien dokumentierten hingegen eine verbesserte osteochondrale Re-
paratur von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektflache: 32 mmz2) 6 Monate postoperativ im Schaf-
modell bei Verwendung diinnerer Mikrofrakturahlen (Ahlendurchmesser: 1 mm versus 1,2 mm; Defekt-
lokalisation: mediale Femurkondyle) [243] sowie diinnerer Kirschner-Dréhte (Bohrlochdurchmesser: 1
mm versus 1,8 mm; Defektlokalisation: mediale Trochlea) [68, 245]. Ein Instrumentendurchmesser von
1 mm entsprach im verwendeten Tiermodell bemerkenswerterweise dem physiologischen Trabekelab-
stand der subartikularen Spongiosa [68]. Der Einsatz von Mikrofraktur-Ahlenspitzen gréfReren Durch-
messers induzierte in anderen Studien ferner eine ausgeprégtere Verdichtung des angrenzenden sub-
chondralen Knochens [123, 320, 321]. Resumierend scheint - &hnlich der Bohrlochdichte - die ausge-
dehntere Schwdachung des subchondralen Knochens durch Verwendung von Bohrern und Ahlen mit
groRerem Durchmesser den Effekt der potenziell verbesserten Rekrutierung von Knochenmarkinhalten

im Zuge der osteochondralen Reparatur zu Ubersteigen [68, 230, 295].

Verschiedene Variablen im Design chirurgischer Bohrer und von Kirschner-Dréahten wie beispielsweise
Vortriebskraft, Rotationsgeschwindigkeit und Geometrie von Bohrer- und Drahtspitzen beeinflussen
zudem die Wirksamkeit der subchondralen Anbohrung [48, 49, 89, 295]. Da Kirschner-Drahte in der

Regel eine glatte Oberflache und keine Helixwindungen besitzen, wird im Zuge des Bohrvorganges
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anfallendes Bohrmehl insuffizienter abtransportiert und an die Innenwand des Bohrkanals gepresst [48,
295, 322]. Hierdurch wird der angrenzende subchondrale Knochen zumindest voriibergehend kompak-
tiert und Reibungshitze entsteht [48, 89, 295, 322]. Folglich wird eine kontinuierliche Spilung mit kiih-
lenden Losungen wahrend des Bohrvorganges empfohlen [48, 295]. Chirurgische Bohrer mit Helixwin-
dungen oder integriertem Spilsystem ermdglichen hingegen einen verbesserten Abtransport von Bohr-
abrieb, reduzieren die entstehende Reibungshitze und optimieren den Zugang zum subchondralen Kno-
chenmark [48, 89, 295]. Auch die Geometrie von Mikrofraktur-Ahlenspitzen beeinflusst die Form der
erzeugten Knochenkanéle, das Ausmal sowie die Art der induzierten Veranderungen im angrenzenden
subchondralen Knochen und somit den generierten Therapieeffekt [48, 123, 230, 238, 295]. Beispiels-
weise bestimmt die Beschaffenheit der Ahlenspitze u.a. die Eindringtiefe in den subchondralen Knochen
[123, 295]. Eine schmale und scharfe Spitze erleichtert ein Eindringen und reduziert angrenzende Kno-
chenverdichtungen [123, 295]. Das VVolumen des mittleren Ahlenspitzen-Drittels scheint den groRten
Einfluss auf die Mikrofrakturentstehung sowie Verdichtung des subchondralen Knochen zu haben [230,
295]. Onken et al. wiesen diesbeziiglich auf, dass Ahlenspitzen mit einem geringen (hohen) Volumen
weniger (mehr) Mikrofrakturen, jedoch einen ausgedehntere (geringere) Verdichtung des angrenzenden
Knochens erzeugten [230].

Des Weiteren scheinen subchondrale Anbohrung und Mikrofrakturierung einen unterschiedlichen Ef-
fekt auf den subchondralen Knochen sowie die hiernach ablaufende osteochondrale Reparatur zu haben.
So untersuchten Chen et al. im Kleintiermodell Kaninchen den Einfluss der subchondralen Anbohrung
(Instrument: Microdrill-Bohrer; Bohrlochanzahl: 4; Bohrlochdurchmesser: 0,9 mm) sowie Mikrofrak-
turierung (4 Mikrofrakturen; Ahlendurchmesser: 1 mm) auf den subchondralen Knochen einen Tag nach
Behandlung von vollschichtigen, debridierten Gelenkknorpeldefekten (Defektlokalisation: Trochlea;
Defektflache: 16 mm?) [48]. Die subchondrale Anbohrung wurde unter kontinuierlicher, kiihlender Spi-
lung durchgefiihrt. In der Mikro-CT-Bildgebung verdichtete die Mikrofrakturierung den direkt angren-
zenden subchondralen Knochen und induzierte eine Versiegelung zum subchondralen Knochenmark-
raum. Die subchondrale Anbohrung wiederum generierte Zugangskanédle mit glatten Randern und
freiem Zugang zum subchondralen Knochenmark. Interessanterweise rief die Mikrofrakturierung histo-
logisch mehr Osteozytennekrosen durch eine ausgepragtere Impaktierung und Frakturierung des angren-
zenden subchondralen Knochens im Vergleich zur subchondralen Anbohrung hervor. Die kontinuierli-
che, kihlende Spilung wéhrend der subchondralen Anbohrung wiederum beugte in dieser Studie még-
liche Hitzenekrosen suffizient vor. Wir transferierten diese Erkenntnisse in unser Studiendesign und
fUhrten die subchondrale Anbohrung ebenfalls unter kontinuierlicher Spilung mit Ringer-Lactat-L6-
sung durch. Interessanterweise beobachteten Zlotnik et al. in Minischweinen unmittelbar nach sub-
chondraler Anbohrung vollschichtiger Knorpeldefekte (Defektlokalisation: Trochlea; Defektflache:
19,6 mm?) mit Kirschner-Dréhten (3 Bohrlocher; Bohrdurchmesser: 1,25 mm; Bohrtiefe: 6 mm) dem-

gegentiber um die angelegten Bohrlocher eine erheblichere Kompaktierung des subchondralen
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Knochens mit Erhdhung des relativen Knochenvolumens (BV/TV) im Vergleich zu einem Microneed-
ling mit diinnerem Durchmesser (Anzahl: 3; Durchmesser: 0,9 mm; Tiefe: 8 mm). Verglichen mit einem
Microneedling mit groRerem Durchmesser (Anzahl: 3; Durchmesser: 1,2 mm; Tiefe: 8 mm) waren zu-
dem ausgedehntere Knochenresorptionsvorgange und eine verzdgerte Knochenheilung 4 Wochen nach

Markraumeroffnung zu erkennen.

Aus diesen Erkenntnissen resultierte die Entwicklung ausgesprochen dinner Nanofrakturahlen [21],
Microneedling-Instrumente [322] sowie Bohrer [53]. Diese weisen einen Instrumentendurchmesser von
1-1,5 mm auf und ermdglichen einen verbesserte Eindringtiefe von 4-9 mm in den subchondralen Kno-
chen hinein [21, 53, 123, 222, 320, 322], kompaktieren den angrenzenden subchondralen Knochen we-
niger ausgeprégt [93, 320, 322] und schaffen einen verbesserten Zugang zum subchondralen Knochen-
markraum [93, 320] im Vergleich zur konventionellen subchondralen Anbohrung sowie Mikrofraktu-
rierung. Diese Weiterentwicklung der markraumerdffnenden Verfahren wird unter dem Begriff Micro-
drilling zusammengefasst [222]. Im Schafmodell resultierte die Verwendung genannter Nanofrakturah-
len bereits in einer signifikant verbesserten osteochondralen Reparatur von vollschichten Knorpeldefek-
ten (Defektlokalisation: mediale Femurkondyle; Defektflache: 50,3 mm?) 6 Monate [320, 321] und 12
Monate [321] postoperativ im Vergleich zu Standard-Mikrofrakturahlen. Auch im Pferdemodell zeigten
sich zufriedenstellende Ergebnisse 7 Monate nach Operation in der Behandlung teilschichtiger Knor-
peldefekte (Defektlokalisation: Trochlea; Defektflache: 38,5 mm2) [57]. Im Schweinemodell wurden 4
Wochen nach Operation zwar weniger Resorptionsprozesse und eine gesteigerte Knochenheilung nach
Microneedling (Durchmesser: 1,2 mm; Tiefe: 8 mm) von vollschichtigen Knorpeldefekten (Defektlo-
kalisation: Trochlea; Defektflache: 19,6 mm?) im Vergleich zur subchondralen Anbohrung mit Kirsch-
ner-Drahten (Bohrlochdurchmesser: 1,25 mm; Bohrtiefe: 6 mm) beobachtet, signifikante Unterschiede
in der induzierten Knorpelreparatur wurden zu diesem friihen Zeitpunkt jedoch noch nicht dokumentiert
[322]. Die Behandlung vollschichtiger, debridierter Knorpeldefekte in menschlichen Kniegelenken mit
1,5 mm dicken Microdrill-Bohrern verbesserte indessen in einer retrospektiven Kohortenstudie die kli-
nischen Resultate 6 und 12 Monate nach Operation und reduzierte die Rate von Revisionsoperationen
im Vergleich zu Standard-Mikrofrakturahlen [20]. Gursoy et al. hingegen konnten bis 48 Monate nach
Behandlung vollschichtiger Knorpeldefekte (Defektlokalisation: mediale und laterale Femurkondyle)
keine signifikanten Unterschiede zwischen einer Nanofrakturierung und Mikrofrakturierung mit Stan-
dardahlen hinsichtlich der resultierenden klinischen Ergebnisse finden [106]. Einschrankend muss
hierzu erwéhnt werden, dass im Rahmen dieser Studie Knorpeldefekte mit einer DefektgréRe von 3,5
cm? £ 0,7 cm? behandelt wurden. Dies entspricht allerdings nicht der empfohlenen Defektgrdfie von <2

cm? zur Indikation markraumerdffnender Verfahren.
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Insgesamt konnte die technische Anwendung markraumerdffnender Verfahren - im Speziellen der sub-
chondralen Anbohrung - in den letzten Jahrzehnten insbesondere durch praklinische Studien kontinu-
ierlich weiterentwickelt und verbessert werden. So empfiehlt sich nach aktuellem Wissensstand die Ver-
wendung diinner Instrumente mit ausreichender Eindringtiefe von mindestens 3-4 mm in der klinischen
Anwendung. Zudem scheint der Einsatz von chirurgischen Bohrern und einer kontinuierlichen, kihlen-
den Spulung sinnvoll. Der Einfluss der Bohrlochdichte war jedoch bisher noch nicht ausreichend unter-
sucht. Die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit erganzen daher die bisherigen Daten um die wesent-
liche Erkenntnis, dass der positive Einfluss einer subchondralen Anbohrung kleinflachiger, vollschich-
tiger Gelenkknorpeldefekte auf die osteochondrale Reparatur unabhangig der verwendeten Bohrloch-
dichte scheint. Eine Anbohrung mit hoher Bohrlochdichte ist einer Anbohrung mit niedriger Bohrloch-
dichte im verwendeten Modell nicht tiberlegen.

8.3 Limitationen und Starken der Arbeit

Eine Limitation der vorliegenden Studie ist, dass das Schafmodel die Gegebenheiten des menschlichen
Kniegelenkes nicht optimal abbilden kann [2, 180, 227, 239]. So herrscht im Schaf u.a. eine vom huma-
nen Modell abweichende Gelenkbiomechanik im Rahmen des vierbeinigen Ganges sowie eine anders-
artige Gelenkruheposition und -beweglichkeit [180, 252]. Gelenkanatomie und -biologie sind dariiber
hinaus trotz aller Ahnlichkeiten speziesspezifisch [180, 227]. Weiterhin wurden in der vorliegenden
Arbeit glatte Kirschner-Dréhte fir die subchondrale Anbohrung angelehnt an vorgehende Tierstudien
verwendet [235, 245]. Translationale Studien vermuten jedoch eine Uberlegenheit chirurgischer Bohrer
mit Helixwindungen hinsichtlich des Zugangs zum subchondralen Knochenmark sowie der negativen
Auswirkungen auf den subchondralen Knochen [48, 322]. Durch Standardisierung des Anbohrungspro-
zesses in der gegenwartigen Studie sollte jedoch ein Einfluss hierdurch auf die untersuchten Fragestel-
lungen ausgeschlossen sein. Die aktuellen Untersuchungsergebnisse beziehen sich des Weiteren auf nur
eine Defektlokalisation (laterale Trochlea). Da die osteochondrale Reparatur durch veranderte Biome-
chanik und Anatomie jedoch abhangig von der Defektlokalisation zu sein scheint [51, 52, 145, 160,
239], sollte die Gultigkeit der Studienergebnisse fiir andere Gelenklokalisationen in zukinftigen Unter-
suchungen Uberpriift werden. Eine weitere Limitation ist das zur klinischen Situation abweichende
Nachbehandlungsschema. Die operierten Schafe belasteten postoperativ unmittelbar voll. Das Nachbe-
handlungsschema nach markraumerdffnenden Verfahren beinhaltet im klinischen Alltag wiederum eine
mindestens sechswdchige Sohlenkontakt-Belastung, tdgliche Motorschienenbehandlung und ggf. Be-
weglichkeitslimitierung durch eine Orthese [20]. Dies bewirkt im Vergleich zur klinischen Situation
folglich eine hohere biomechanische Belastung von u.a. subchondralem Knochen und entstehendem
Reparaturgewebe im Tiermodell. Nachbehandlungsprotokoll und Defektlokalisation wurden in der ak-

tuellen Studie daher ebenfalls standardisiert, um einen Einfluss hierdurch méglichst zu minimieren. Die
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Ubertragbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse auf das menschliche Kniegelenk muss jedoch in klini-
schen Studien Uberprift werden. Der mittelfristige Nachuntersuchungszeitpunkt 6 Monate postoperativ
bedingt ferner weitere zukiinftige Studien, die den Langzeitverlauf der osteochondralen Reparatur un-

tersuchen.

Zu den Starken der Arbeit z&hlt andererseits das verwendete GroRtiermodell Schaf, welches zur prakli-
nischen Knorpelforschung am Kniegelenk etabliert ist [64, 68, 95, 180, 227, 235, 243, 245]. Ahnlich-
keiten der Gelenkanatomie und -biologie zum menschlichen Kniegelenk beglnstigen zumindest eine
Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse in den klinischen Kontext [180, 227]. GroRtiermodelle im
Allgemeinen spielen eine entscheidende Rolle in der Weiterentwicklung etablierter sowie Erforschung
neuer chirurgischer Techniken [130, 180]. Basierend auf vorangegangenen Grolitierstudien [68, 235,
241, 243] wurde 6 Monate als Nachbeobachtungszeitpunkt gewahlt, was einen mittelfristigen postope-
rativen Verlauf verlasslich abbildet. Chirurgischer Zugang und weitere technische Variablen wurden
anhand aktuellster Forschungsergebnisse ausgewéhlt [50, 68, 82, 231, 239] und bis auf die untersuchte
Variable der Bohrlochdichte konstant gehalten. Dem aktuellen klinischen Trend hin zum Microdrilling
[20, 21, 53, 123, 222, 321] folgend, untersuchten wir die Technik der subchondralen Anbohrung mit
kleinem Durchmesser [68]. Die anatomischen [189] und biomechanischen [252] Unterschiede zwischen
menschlichem und Schaf-Kniegelenk beachtend, repréasentiert eine Defektlokalisation im Bereich der
lateralen Trochlea im vorliegenden Modell die haufigste Lokalisation von Knorpeldefekten im klini-
schen Alltag im Bereich der medialen Femurkondyle beim Menschen am besten [160, 239, 315]. Hier-
mit versuchten wir einen moglichst guten Transfer der Studienergebnisse in den klinischen Kontext zu
gewahrleisten. Uberdies ist die verwendete DefektgroRe (32 mm?) vergleichbar mit einem kleinen Knor-
peldefekt (~1 cm?) im menschlichen Kniegelenk (GroRenfaktor: ~2:1) [68, 227, 235, 245, 246]. Die
osteochondrale Reparatur wurde mit Hilfe einer Vielzahl standardisierter und verlasslicher Methoden
im Detail untersucht [86, 97, 151, 169, 197, 210, 214, 235, 240, 280, 290]. Die makroskopischen [97]
und Mikro-CT- [86, 210] Verfahren sind hierbei kompatibel mit der aktuellen klinischen Diagnostik
[32, 210, 223, 249].

8.4 Schlussfolgerungen

8.4.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte erstmals den Einfluss der Bohrlochdichte auf die osteochondrale

Reparatur von Gelenkknorpeldefekten. Die Hypothese, dass eine subchondrale Anbohrung mit einer
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hoheren Bohrlochdichte die osteochondrale Reparatur kleiner, vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte
gegenuber einer Behandlung mit niedriger Bohrlochdichte verbessert, wurde verworfen. Die Daten zeig-
ten insgesamt keinen signifikanten Einfluss der Bohrlochdichte auf die induzierte osteochondrale Repa-
ratur. Diese Erkenntnis erweitert wesentlich unser Wissen zur technischen Ausfihrung markraumeroff-
nender Verfahren [20, 21, 48-51, 53, 57, 66, 68, 82, 93, 123, 204, 230, 243, 245, 320, 321]. Des Weite-
ren analysierten wir den Einfluss der subchondralen Anbohrung per se auf die osteochondrale Reparatur
und stellten sie einem alleinigen Defektdebridement vergleichend gegeniber. Die Hypothese, dass die
subchondrale Anbohrung per se zu einer verbesserten Knorpelreparatur von kleinen, vollschichtigen
Gelenkknorpeldefekten verglichen mit einem alleinigen Defektdebridement fiihrt, konnten wir in unse-
rem Modell bestatigen. Bemerkenswerterweise beobachteten wir sogar zu diesem mittelfristigen Unter-
suchungszeitpunkt einen effektiveren Schutz des angrenzenden Gelenkknorpels durch die verbesserte
Knorpelreparatur. Vorangegangene praklinische Studienergebnisse [95, 107, 168] erweiterten wir durch
detaillierte Analyse des gesamten subchondralen Knochens. Erstmals wurde aufgezeigt, dass ein De-
fektdebridement im Vergleich zu einer subchondralen Anbohrung in einer ausgeprégteren Schwéchung
sowohl der subchondralen Knochenplatte als auch der subartikuléren Spongiosa - angezeigt durch eine
signifikant verminderte Knochenmineraldichte - resultiert. Die Hypothese, dass die subchondrale An-
bohrung dem Debridement hierbei unterlegen ist, wurde somit entkraftet. Die subchondrale Anbohrung
verbesserte hingegen die Remodellierung des subchondralen Knochens. Weiterhin dokumentierten wir
zum ersten Mal, dass ein alleiniges Defektdebridement die Querschnittsflache induzierter intralasionaler

Osteophyten im Vergleich zu einer subchondralen Anbohrung vergroRert.

Insgesamt zeigt sich die subchondrale Anbohrung also unabhangig der Bohrlochdichte dem alleinigen
Defektdebridement kleiner, vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte in der osteochondrale Reparatur
tiberlegen. Einerseits verdeutlichen die gegenwartigen Studienergebnisse den Stellenwert der subchond-
ralen Anbohrung in der Behandlung kleiner, vollschichtiger Gelenkknorpeldefekte, wéhrend das allei-
nige Defektdebridement in dieser Situation nicht sinnvoll erscheint. Andererseits liefern uns die aktuel-
len Daten neue Informationen zur technischen Anwendung markraumerdffnender Verfahren. Die ge-
wonnenen Erkenntnisse haben eine hohe praktische Relevanz, missen jedoch unter klinischen Bedin-

gungen in der Zukunft bestatigt werden.

8.4.2 Klinische Relevanz und Ausblick

Die Behandlung von Gelenkknorpeldefekten stellt ein aktives und dynamisches Forschungsfeld dar.
Zahlreiche Weiterentwicklungen etablierter und Entwicklung neuartiger operativer Therapieverfahren

erfolgten in den letzten Jahrzehnten. Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die Verbesserung der technischen
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Durchfiihrung und Indikationsstellung markraumeréffnender Verfahren [281]. Préklinische Tierstudien
nehmen hierbei eine wichtige Rolle ein und untersuchten beispielsweise den Einfluss der verschiedenen
technischer Variablen der Markraumerdffnung [50, 68, 204, 243, 245] sowie der Defektpréaparation [66,
82] auf den subchondralen Knochen, den angrenzenden Knorpel, die Mobilisierung von Stammzellen
und Wachstumsfaktoren sowie die induzierte osteochondrale Reparatur. Hierdurch wurden die resultie-
rende faserknorpelartige Defektreparatur und Rekonstitution des subchondralen Knochens bereits zu-
nehmend verbessert [57, 320, 321]. Die Erkenntnisse der aktuellen Arbeit, dass eine subchondrale An-
bohrung unabhéngig der Bohrlochdichte die osteochondrale Reparatur kleiner, vollschichtiger Gelenk-
knorpeldefekte gegentiber dem alleinigen Defektdebridement steigert, erganzen dieses Wissen klinisch
zweckméRig. Die Daten zeigten uberdies eine signifikante Schwéchung des subchondralen Knochens
durch ein alleiniges Defektdebridement. Ursachlich hierfiir scheint u.a. eine Verletzung der subchond-
ralen Knochenplatte im Rahmen des Debridierungsvorganges. Die Defektvorbereitung nimmt eine
wichtige Rolle im Rahmen knorpelchirurgischer Eingriffe ein. Methoden zur genauen Abschatzung der
Tiefe des Defektdebridements zur Schonung des subchondralen Knochens sollten daher in Zukunft wei-
ter erforscht werden. Auch der Einfluss zusétzlicher Variablen der technischen Anwendung und hin-
sichtlich der Indikationsstellung markraumerdffnender Verfahren sollten in Zukunft beleuchtet werden,
um die Qualitét des erzeugten Reparaturgewebes sowie die Klinischen Resultate weiter zu verbessern.
Interessante Aspekte waren hierbei beispielsweise eine Weiterentwicklung des Bohrinstrumentariums

(z.B. Bohrer-/Drahtdesign, Khl-/Spllmechanismen) oder der Debridement-Instrumente.

Ein Problem bisheriger préklinischer Studien ist die hohe Heterogenitét der Studienmodelle (u.a. Tierart
und -alter, DefektgrofRie,-tiefe,-lokalisation, chirurgisches Instrumentarium, Untersuchungszeitraume,
diagnostische Methoden). Hierdurch ist die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse untereinander limi-
tiert und das Verstandnis Uber den genauen Einfluss einzelner Variablen auf Chondrogenese und Oste-
ogenese erschwert. In Zukunft sollten diese daher zunehmend standardisiert werden. Bisherige transla-
tionale Untersuchungen beleuchteten zudem vorwiegend den kurz- und mittelfristigen postoperativen
Verlauf der osteochondralen Reparatur. Weitere Langzeit-Untersuchungen sind notwendig, um etwa die
Bedeutung von Stérungen der subchondralen Mikroarchitektur und subchondraler Sekundarveranderun-
gen auf die langfristige Gelenkknorpelreparatur und Gelenkhomdostase zu kléren. Des Weiteren missen
klinische Studien im Verlauf die Ubertragbarkeit der gewonnenen praklinischen Erkenntnisse auf die

klinische Situation Uberprfen.

Trotz der therapeutischen Fortschritte resultiert die Behandlung von Gelenkknorpeldefekten weiterhin
lediglich in der Bildung eines faserknorpelartigen, bestenfalls hyalindhnlichen Reparaturgewebes. Ziel
zukinftiger Forschung ist es daher, die Signalkaskaden und Abléaufe der osteochondralen Reparatur

weiter zu entschliisseln und durch innovative therapeutische MalRnahmen auf Basis dieser Erkenntnisse
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gunstig zu beeinflussen mit dem Ziel einer mdglichst physiologischen Gelenkknorpelreparatur. Eine
Vielzahl unterschiedlicher Biomaterialien zur Erganzung nach Markraumer6ffnung wurden bereits ent-
wickelt, welche sich anhand ihres Aufbaus, ihrer Herkunft, ihres Aggregatzustandes sowie ihrer stoffli-
chen Zusammensetzung unterscheiden [258, 259, 281, 295]. Ziele der teilweise sogar arthroskopisch in
den Knorpeldefekt eingebrachten Biomaterialien sind, das durch die vorhergehende Markraumeroff-
nung entstandenen Blutkoagel zu stabilisieren und vor Ort zu halten, die induzierte Zellmigration, -
adhasion und -differenzierung zu verbessern sowie den geschwachten subchondralen Knochen zu schiit-
zen [18, 281, 295]. In praklinischer und klinischer Erprobung sind zudem Verfahren der Transplantation
von autologem, zerkleinertem Knorpel (Minced Cartilage) [194, 222] oder gentherapeutische Ansatze
zur Verbesserung der Chondrogenese [83, 84, 104, 176, 179, 213, 311]. Klinische, randomisiert-kon-
trollierte Langzeitstudien auch mit Vergleich zu den bisher etablierten Therapiemethoden sind jedoch
noch erforderlich.
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