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1. Einleitung und Problemstellung

1.1 Einleitung

Die eingeschrankte Heilungsfahigkeit von Gelenkknorpel ist ein zentrales Problem bei
der Behandlung von Knorpel schaden.

Der Knorpel selbst hat wegen seiner Avaskularitdt und der verminderten
Proliferationsmoglichkeit adulter Chondrozyten keine Méglichkeit, Defekte mit neuem
hyalinem Knorpel aufzubauen. Die Vernetzung der Chondrozyten mit Kollagenfasern
und Proteoglykanen verhindert, dass sie zu den Defekten gelangen [Mankin 1982],
[Buckwalter und Mankin 1997].

Daher fuhren Schadigungen des Knorpels, insbesondere von mehr as 3mm Grole, zu
einem bleitbenden Defekt [Convery et a. 1972].

Durch Auffaserungen und azellulére Bezirke droht eine fortschreitende Arthrose, die
zur Notwendigkeit der Implantation eines endoprothetischen Gelenkersatzes fuhren
kann. Dies sollte jedoch insbesondere bei jungen Patienten u.a wegen der
eingeschrankten Haltbarkeit der Prothesen vermieden werden. Zum anderen werden
Unfalchirurgen und Orthopaden immer haufiger mit dem Problem des
Knorpelschadens gerade beim jungen Sportler konfrontiert, einem Bereich, in dem ein
sehr hoher funktioneller Anspruch besteht.

Ziel der Therapie von Gelenkflachendefekten sollte eine Wiederherstellung der
Gelenkoberflache mit hyalinem Knorpel und eine danach uneingeschrankte und
schmerzlose Beweglichkeit der Gelenke sein.

Die bisher verwendeten operativen Verfahren wie Gelenklavage, Debridement,
Shaving, subchondrale Bohrungen, Mikrofrakturierung oder die Abrasionsarthroplastik
resultieren nicht in der Wiederherstellung von normalem hyalinem Knorpel, sondern
fuhren zur Ausbildung von Faserknorpel. Diese Auffullung des Defektes fuhrt zwar zu
einer vorubergehenden Schmerzfreiheit, doch das Reparationsgewebe ist mechanisch
nicht ausreichend belastbar [Hunziker und Rosenberg 1996, Knutsen et al. 2004].

Ein aternativer Ansatz zur Regeneration von Gelenkknorpel ist die Autologe
Chondrozytentransplantation (ACT), die wir bel unseren Versuchen verwendeten.

Dabel werden korpereigene Knorpelzellen entnommen, in einem Zelllabor vermehrt

und anschlief3end wieder in das Gelenk replantiert.



Bislang kann jedoch auch mit dieser Methode das Ziel der Wiederherstellung des
hyalinen Knorpels nicht erreicht werden.

Bestenfalls entsteht ein hyalin-ahnlicher Regeneratknorpel. [Horas und Schnettler
2003].

Zur wissenschaftlichen Uberprifung und Weliterentwicklung dieser
Behandlungsmethode ist es erforderlich, je nach konkreter Fragestellung, Uber geeignete
Tiermodelle zu verfligen, die die Situation des humanen Knorpelschadens
widerspiegeln.

Die Durchsicht der verflgbaren Literatur zeigt, dass tierexperimentelle
Untersuchungen, auch der weiterentwickelten Verfahren der  autologen
Chondrozytentransplantation, in der Regel als Kleintierversuche durchgefihrt wurden.
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass es sich bel Kleintieren um andere Grofzen—
und Belastungsverhéltnisse und somit auch um eine veranderte Gelenkmorphologie als

beim Menschen handelt.

Nach unserem besten Wissen wurde eine solche vergleichende Studie bisher noch nicht
durchgefhrt.

Ziel der hier vorgestellten Studie ist es, ein zuverlassiges Grofdtiermodell zu entwickeln,
um die klinische Anwendung der ACT Uberprifen zu kénnen.

Hierzu wurden vergleichend biomechanische, biochemische und histologische
Untersuchungen an den in der Knorpelforschung regelméllig verwendeten
Versuchstieren Kaninchen, Hund, Schaf und Pferd im Vergleich zum Menschen
vorgenommen. Die Untersuchungen erfolgten am Knorpel des Kniegelenkes der

jewelligen Spezies.



2. Grundlagen

2.1 Aufbau und Struktur desKnorpels

Knorpelgewebe ist ein festes, sowohl druck- as auch biegungselastisches, gefalarmes
Stitzgewebe, das aus Zdllen und Interzellularsubstanz besteht.
Das Grundgerist des Knorpels wird von der kugelig geformten Knorpelzelle, dem
Chondrozyt gebildet (Abb. 1).

Die Zelen des Knorpels leiten sich von Mesenchymzellen ab. Anfangs sind die
Mesenchymzellen miteinander verbunden, doch mit Beginn der Abscheidung der
Zwischenzellsubstanz verlieren sie ihre Fortsdtze und differenzieren sich zu rundlichen
Vorknorpelzellen. Aus den Vorknorpelzellen entstehen anschlief3end die kugeligen
Chondroblasten. Wahrend der weiteren Differenzierung dréngen die Chondroblasten
durch ihre starke Sekretion von Interzellularsubstanz auseinander und werden zu
Chondrozyten.

Im ausdifferenzierten Knorpel liegen die Chondrozyten in sogenannten Zellhohlen

(Lakunen) teilsisoliert, teils dicht gedrangt aneinander.

Abb. 1: Rasterel ektronenmikroskopisches Bild eines Sdulenchondrons aus der Radiérzone des
Pferdeknorpels. Die dreidimensionale Darstellung l&sst die Ultrastruktur von Chondrozyten-Oberfléache
(1), perizelluldrer Matrix (2) und der perizellulérer Kapsel (3) ebenso wie die Unterschiedeim
Kollagengerist von perizelluldrer (2) und territorialer Matrix (4) gut erkennen.

Equines Knorpel préparat, Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitéatsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen.



Chondrozyten enthalten viel raues endoplasmatisches Retikulum und grof3e Golgi-
Komplexe. In den Chondrozyten ist Fett und Glykogen abgelagert. Die Knorpelbildung
wird hormonell durch STH (Wachstumshormon), Thyroxin und Testosteron geftrdert
und durch Kortison, Hydrokortison und Ostradiol gehemmt [Putz 1994].

Im Vergleich zu anderen Gewebetypen des menschlichen Gewebes ist der Wassergehalt
im hyalinen Gelenkknorpel mit 70-80% sehr hoch.

Der zelluldre Anteil am Gewebevolumen betrégt lediglich 1-10%. Der faserige Anteil,
welcher vor alem aus Kollagenen vom Typ |1, I1X, XI besteht, macht 12-14% aus. Ein
weiterer Bestandteil von 7-9% sind die Proteoglykane. Mineralisierte Bestandteile sind
mit ca. 4% im Knorpel enthalten (Abb. 2) [Buckwalter 1998, Erggelet und Steinwachs
2001, Metz 2001, Poole et a. 1997].

Knorpelzusammensetzung

Owasser

E Kollagen Typ II, IX, XI
O Proteoglycane

O Mineralisierter Anteil
B Zellularer Anteil

Abb.2: Darstellung der Knorpelzusammensetzung

Knorpel ist damit nur in sehr geringem Ausmald mineralisiert und besitzt eine hohe
Druck- sowie Zugelastizitdt. Er nimmt daher nach Deformierung seine urspringliche
Form wieder an.

Der Knorpel wird von ener festen, faserigen Bindegewebsschicht umhullt, dem
Perichondrium. Dieses enthdt sensible Nervenendigungen und ist damit
schmerzempfindlich. Das Perichondrium gliedert sich in eine innere, zellreiche Schicht,
das Stratum cellulare, und eine aul3ere, faserreiche Schicht, das Stratum fibrosum, das
aus kollagenen und eastischen Fasern besteht. Die Aufgabe des Perichondriums ist
zum einen die Erndhrung des Knorpels sowie zum anderen im Kindesalter den noch



regenerationsfahigen Knorpel zu bilden. Der Gelenkknorpel kann nicht erneuert
werden, da er kein Perichondrium besitzt [ Drenckhahn 1994].

2.1.1 Funktion und Eigenschaften

Der in dieser experimentellen Arbeit interessierende hyaline Knorpel findet sich an den
artikulierenden Knochenenden synovialer Gelenke. Er Uberzieht in einer mehr oder
weniger dunnen Schicht die Gelenkoberflachen und besitzt unterschiedliche
Funktionen. Gesunder hyaliner Knorpel weist eine erhebliche Widerstandsfahigkeit
gegeniiber mechanischer Belastung auf. Er ermoglicht die schmerzfreie Ubertragung
von Druck- und Scherbelastung auf die subchondralen Knochentrabekel. Ebenso sichert
er die Kongruenz zwischen den verschiedenen Gelenkflachen und gewaéhrleistet
zusammen mit der Synovialfllssigkeit ein moglichst reibungsarmes Gleiten der
artikulierenden Gelenkflachen mit einem niedrigen Reibungskoeffizienten [Swann und
Radin 1972, Swann et al. 1974, Swann et a. 1981]. Diese Eigenschaften werden durch
die spezielle Zusammensetzung und das Zusammenwirken der einzelnen Bestandteile
ermdglicht [Wong und Hunziker 2001].

Die dinnsten Knorpelschichten finden sich beim Menschen an den wenig
druckbelasteten Fingergelenken. Der dickste Knorpellberzug findet sich dagegen an
den mechanisch stark belasteten Gelenkflachen des Patellofemoralgelenks [Wong und
Hunziker 2001, Minas und Peterson 1999].

Die Erndrung der Zellen efolgt ausnahmslos durch Diffusion der
Nahrungsbestandteile aus der SynoviaflUssigkeit durch die extrazellulére Matrix
[Fischer et a. 1995]. Die Diffusionsstrecke ist je nach Lage der Zelle sehr lang. Da
aufgrund des Diffusionssystems den Knorpelzellen im Vergleich zu Zellen perfundierter
Gewebe des Korpers nur wenig Sauerstoff zur Verfigung steht, weisen sie einen

grofdtenteils anaeroben M etabolismus auf [Buckwalter und Mankin 1997].

Die Definition des hyalinen Knorpels a's bradytrophes Gewebe basiert auf der geringen
Zdlldichte dieses Gewebes, und nicht etwa auf einer geringen metabolischen Aktivitét



der einzelnen Zelle. Hyaline Knorpelzellen scheinen nicht nur ausreichende Mengen an
extrazelluldren Matrixbestandteilen zu synthetisieren, sondern diese dariiber hinaus
auch in einer einzigartigen Anordnung zusammenzustellen [Rudert et a. 2000].
Chondrozyten missen den Bedarf an Matrixbestandteilen, der durch den Abbau von
Fasern und Makromolekilen an der Knorpeloberflache entsteht, erkennen und darauf
mit einer angepassten Synthese verlorener Bestandteile reagieren [Buckwalter und
Mankin 1997].

Sowohl ene langer andauernde Immobilisation, as auch eine anhatende
physiologische Mehrbelastung eines synovialen Gelenks resultiert in einer angepassten
Aktivitét der Chondrozyten [Martin und Buckwalter 2000].

Im ersteren Fall kann eine fortschreitende Abnahme des Proteoglykangehalts der Matrix
sogar bis zum Verlust der Knorpelfunktion fuhren [Guilak et al. 1999]. Inwieweit die
Anpassungsfahigkeit im Alter verloren geht, ist noch nicht abschliefiend geklart
[Buckwalter 1995]. Bekannt ist jedoch, dass Chondrozyten im Alter auf bestimmte
Stimuli, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, nicht mehr im selben Mal3 reagieren
wiein jungen Jahren [Martin et al 1997].

Die Reparationsfahigkeit des Gelenkknorpels ist jedoch nach Schadigung sehr limitiert
[Metz 2001]. Hierfir wird unter anderem die Abwesenheit von Blut- und
Lymphgeféalien sowie von Nerven verantwortlich gemacht. [Poole et a 1997, Metz
2001, Buckwalter und Mankin 1997].

2.1.2 Extrazéellulare Matrix

Die Extrazelluléare Matrix (EZM) besteht im Wesentlichen aus zwel Komponenten:
einem wassrigen Antell und einem strukturellen Anteil aus geometrisch angeordneten
Makromolekilen. Form und Stabilitét des Knorpels beruhen hauptséchlich auf dem
dichten Netzwerk der Makromolekile. Das Zusammenspiel von wassrigem Matrixanteil
mit dem makromolekularen Netzwerk bewirkt hauptséchlich die mechanischen
Eigenschaften wie Festigkeit und Elastizitdt des hyalinen Knorpels [Buckwalter und
Mankin 1997, Dijkgraaf et al. 1995, Guilak et a 1999].



2.1.3 Proteoglykane

Ein Hauptbestandteil der Grundsubstanz sind Proteoglykan- Hyaluronsaure- Aggregate
(Abb. 3). Sie machen circa 25 - 35% der Trockenmasse des Knorpels aus.
Hyaluronsauren bilden dabei den zentralen Bestandteil, das ,,Ruckgrat" der
flaschenbirstenartigen Makromol ekil-Aggregate.

Glykosaminoglykanketten, bestehend aus einem zentralen Polypeptid mit Anlagerung
von Chondroitin-, Dermatan- und Keratansulfaten, sind kovalent daran gebunden
[Buckwalter und Rosenberg 1982]. Die negativ geladenen Sulfat- und
Carboxylatgruppen bedingen die hohe Wasserbindungskapazitdt, da sich an die
negativen Partialladungen bipolare Wassermolekiile anlagern kénnen [Buckwalter und
Mankin 1997, Metz 2001]. Der Gehalt dieser Molektile variiert zwischen den einzelnen
Schichten des Knorpels. Auch éndert sich der Antell der Makromolekile an der Matrix
wahrend des Alterungsprozesses, nach Knorpeltraumen oder degenerativen
Gelenkerkrankungen [Roughley und Lee 1994].

Die sehr hohe Wasserbindungskapazitdt der Proteoglykanaggregate ist mal3geblich fir
die Elastizitét des hyalinen Gelenkknorpels verantwortlich.

1. Kollagene Fibrillen 4. Glykosaminglykane
2. Proteoglykane 5. Core-Protein
3. Hyaluronsaure 6. Link-Proteine

Abb. 3: Die Hyaluronsdure- Molekille (HA) bilden lineare Aggregate mit vielen Proteoglykanen, welche
mit kollagenen Fibrillen ein Netzwerk bilden. Im Ausschnitt A sieht man, wie die Glykosamoniglykane
mit den HA durch Link- Proteine verbunden sind. (Abbildung aus der Abteilung fir Anatomie,
2004-2005 Departement de Meédecine, Divison dHistologie de I'Université de Fribourg,
Pérolles, CH-1705 Fribourg, Suisse).



2.1.4 Kollagene

Kollagene sind ein weiterer Hauptbestandteil der Extrazelluldren Matrix (EZM). Sie
machen bis zu 60% der Knorpeltrockenmasse aus. In den tieferen Knorpelzonen sind sie
relativ homogen verteilt. Besonders grof3 ist ihr Anteil in der Tangentialzone. Das
Kollagennetzwerk ist mal3geblich fur die Zugfestigkeit und auch fur die Form des
Knorpels verantwortlich [Buckwalter und Mankin 1997, Metz 2001].

Der hyaline Gelenkknorpel besteht aus flnf verschiedenen Kollagentypen: 11, VI, IX, X,
XI.

Davon macht Kollagen Typ Il ca 90 % aus. Im eektronenmikroskopischen Bild
imponiert es in Form quer gebanderter Fibrillen. Das dichte Kollagennetzwerk, dessen
Licken mit Proteoglykanen ausgefillt sind, wird groftenteils aus Kollagen Typ Il
aufgebaut (Abb. 4) [Buckwalter und Mankin 1997, Burgeson und Nimni 1992,
Dijkgraaf et al 1995].

Abb. 4: Darstellung Kollagennetzwerk, Kollagen Typ II. Horas U., Schnettler R. et a. JBJS-A 85, 2003.
Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen.

Kollagen Typ VI scheint an der Stabilisierung der perizelluléren Matrix beteiligt zu
sein. Insbesondere spielt es eine Rolle bei dem Zusammenhalt eines Chondrons und
dessen Widerstandsfahigkeit gegentiber mechanischer Belastung (Tab. 1) [Poole et a
1992].



Kollagen Typ IX und Typ X binden kovalent an die quer gebanderten Kollagen-Typ 1I-
Fibrillen. Sie stabilisieren so das gesamte Netzwerk (Tab. 1) [Bruckner et al. 1988].

Die Funktion von Kollagen Typ X1 ist nicht genau bekannt. Vermutlich unterstiitzt es
ebenfalls die Stabilisierung des Kollagen Typ II1-Netzwerks (Tab. 1) [Buckwalter und
Mankin 1997]. Der Rest der EZM wird von nicht-kollagenartigen Proteinen, den
Matrixproteinen, und Glykoproteinen gebildet. lhr Antell an der gesamten
Knorpelmasse macht nur ungefahr 1% aus. In der Trockenmasse betrégt der Antell
ungefahr 5 - 15% [Dijkgraaf et al. 1995].

Glykoproteine bestehen aus einem Proteinkern mit daran gebundenen Mono- oder
Oligosacchariden. Die Funktion ist bisher ebenfalls noch nicht abschlief3end gekléart.
Anchorin CIl bindet vermutlich Chondrozyten an die Kollagenfibrillen der EZM
[Mollenhauer et al. 1984, Reid et a. 2000].

Die Funktion einiger Matrixproteine, wie beispielsweise Tenascin und Fibronectin,
welche auch in der EZM vieler anderer Gewebe zu finden sind, werden unterschiedlich
diskutiert. Vermutlich sind sie am Zusammenspiel von Zellen und Matrix beteiligt.
Zusétzlich scheinen sie an der Gewebsreaktion entzindlicher Gelenkerkrankungen
beteiligt zu sein [Hayashi et a 1996].

Molekul Anteil in % Eigenschaften Funktion

Hauptkomponente der

Makro-Eibrillen Nimmt Zugkrafte auf

Kollagen I 85-95

Kollagen VI Formt perizellulare Mikro-

1-2 Fibrillen Sicherung der Chondrone

Verbunden mit der
Kollagen IX 1-2 Oberflache von
Makromolekilen

Nimmt Zugkrafte auf,
Fibrillenvernetzung

Kollagen X Durch hypertrophe Strukturelle Stabilisierung
1-2 Chondrozyten, in

kalzifizierter Zone

Unterstuitzt Fibrillenformation,

Kollagen XI 3 In und auf Makrofibrillen reguliert Fibrillendicke

Tab. 1: Hauptkollagene des hyalinen Knorpels und deren Funktionen (nach Poole 2001).



2.1.5 Struktur hyalinen Gelenkknorpels

Im gesunden Gelenkknorpel lassen sich verschiedene Zonen abgrenzen (Abb. 5):

Tangentialzone
Ubergangszone
Radiérzone
Mineralisierungszone.
Subchondraler Knochen

o W DN P

Bildrand (T = Tangentialzone, U = Ubergangszone, R = Radi&rzone, M = Mineralisierungszone, S =
subchondraler Knochen). (Safranin-O Farbung; OriginalvergréfRerung 20fach; Skalierung: 1mm).
(Menschliches Knorpelpréparat, Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen
und Marburg, Standort Giessen).

Die oberflachliche Zone | ist die dinnste Zone. lhr liegt eine Schicht feiner
Kollagenfibrillen auf, welche als Lamina splendens bezeichnet wird. Chondrozyten
dieser Zone zeigen im mikroskopischen Bild eine stark abgeflachte und diskoide Form.
Sie dient a's Gleitschicht und macht beim Menschen ca. 10-15% der Gesamtdicke aus.
In der Ubergangszone (Zone 11) sind die Zellen mehr sphérisch und in kleinen Gruppen
angeordnet. Sie stellt mit 40-60% die dickste Zone der Knorpelschicht. Die Zellen
enthaten viele Organellen zur Matrix-Synthese, wie Golgi- Membranen und raues
Endoplasmatisches Retikulum (rER). Sie synthetisieren wesentlich mehr Proteoglykane
als die Zellen der Tangentialzone und zudem dickere Kollagenfibrillen [Aydelotte et al.
1992, Buckwalter und Mankin 1997].

In der Radiar- und Mineraisierungszone gruppieren sich Chondrozyten (Abb. 7) zu
Chondronen. Diese so genannte tiefe Zone nimmt 30-40% der Knorpelauflage ein.
Aullerdem zeigt sich eine saulenformige Anordnung der Chondrozyten in der
Radi&rzone. Jedes Chondron kann als ,,metabolische Einheit" aufgefasst werden [Winter
et al. 1998]. Sie synthetisieren die dicksten Kollagenfibrillen [Keene et a. 1995]. In der
Radiérzone findet sich auf3erdem der héchste Proteoglykangehalt.

10



Die Zellen dieser Zone haben die hochste metabolische Aktivitét aller Chondrozyten
(Abb. 6). Die Mineralisierungszone ist sehr dinn. Sie trennt den nicht kalzifizierten
Knorpel vom subchondralen Knochen. Die Zellen dieser Zone sind kleiner as die der
Radidrzone. Sie besitzen zudem weniger rER und weniger Golgi-Membranen. Ihre
metabolische Aktivitét ist &ul¥erst gering [Buckwalter und Mankin 1997, Metz 2001].

Zwischen der Radiar- und der Mineraisierungszone befindet sich die sogenannte
» Tidemark”. Sie stellt eine Grenzlinie zwischen nicht-ka zifiziertem und kalzifiziertem
Knorpel dar. Lichtmikroskopisch ist sie in dekalzifizierten Knorpelpréparaten zu sehen.
Ob diese Grenzlinie nur durch Fixierungstechniken entsteht, oder tatsachlich en
morphologisches Korrelat hat, wird unterschiedlich diskutiert [Redler et a. 1975].

Unterschiede bezliglich der Zelldichte lassen sich in den verschiedenen Knorpelzonen
feststellen. Ebenso differiert die Zelldichte zwischen Knorpel aus stark mechanisch
belasteten und wenig belasteten Arealen. In stark beanspruchten Gelenkarealen nimmt
die Zdldichte ab, die ZellgrolRe aber zu. Der Organellengehalt sowie der
Glykogengehalt dieses standigen Druck ausgesetzten Chondrozyten nehmen zu. Damit
scheint der aus der erhdhten Matrixdegeneration resultierende erhohte Synthesebedarf
von Matrixbestandteilen trotz niedrigerer Zelldichte ausgeglichen zu werden [Eggli et
al. 1988].

Abb. 6: Elektronenmikroskopische Darstellung zweier Chondrozyten aus der Radidrzone des gesunden
hyalinen Knorpels. Der Zellkern (1) liegt exzentrisch, das Zytoplasma zeigt zahlreiche freie Ribosomen,
ein ausgepragtes raues endoplasmatisches Retikulum (rER) (2) und einen gut erkennbaren Golgi-Apparat
(3). Lipidtropfen (4) und Glykogeneinschlisse (5) belegen die hohe Stoffwechsel aktivitét. Mehrere kurze
Zilien reichen in die perizelluldre Matrix. (Menschliches Knorpelpréparat, Labor fir Experimentelle
Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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Abb. 7: Rasterel ektronenmikroskopie von hyalinem Knorpel (Menschliches Knorpel préparat, Labor fur
Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).

2.1.6 Elastischer Knorpel

Elastischer Knorpel (Abb. 8) kommt im duReren Gehdrgang, in der Ohrmuschel, der
Tuba auditiva, der Epiglottis und im Larynx vor. Er ist dem hyalinen Knorpel sehr
ahnlich, aber neben den Fibrillen aus Kollagen Il besitzt dieser ein reichhaltiges
Netzwerk aus elastischen Fasern. Die gelbliche Farbe des Knorpels kommt durch das
Elastin zu Stande, welches sich gut durch Orcelin oder Resorcinfuchsin anféarben l&sst
und somit nicht maskiert ist. Gleichfalls wird der elastische Knorpel von einem
Perichondrium Uberzogen. Die Zellen selbst unterscheiden sich morphologisch nicht
von denen des hyalinen Knorpels. Jedoch liegen sie haufiger einzeln in ihren Zellhtfen
[Putz 1994].

2013).
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2.1.7 Faserknorpsd

Faserknorpel (Abb. 9 und 10) kommt natirlicherweise in der Symphysis pubica und in
den Disci intervertebrales vor. Von seiner morphologischen Beschaffenheit steht er
zwischen hyalinem Knorpel und straffem Bindegewebe. Die Kollagenfasern sind im
Gegensatz zu hyalinem und elastischem Knorpel gut anférbbar. Im Unterschied zum
straffen Bindegewebe finden sich spéarlich Knorpelzellen zwischengelagert, oft in einer
Reihe gelegen. Grundsubstanz umgibt die Zelle nur in unmittelbarer Umgebung. Deren
Fasern sind wie die des hyalinen Knorpels unsichtbar [Putz 1994].

S NP
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Abb. 9: Faserknorpel und Hyaliner Knorpel. (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitats-
klinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).

Abb. 10: Rasterel ektronenmikroskopie von Faserknorpel (Menschliches Knorpel préparat, Labor fur
Experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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2.2 Biomechanische Eigenschaften des Knorpels

Entscheidend fur die physikalischen Eigenschaften des Knorpels ist sein
ultrastruktureller Aufbau. Die Vernetzung der Fibrillen mit den Proteoglykanen der
Grundsubstanz bildet die Grundlage fur die gewebstypische Verformbarkeit und
Elastizitét [ Drenckhahn 1994].

Einerseits Uben die negativ geladenen Proteoglykane durch die Anziehung von
Gegenionen aus dem synoviden Milieu einen osmotischen Effekt aus. Durch die
Wasseraffinitdt der Aggrekane andererseits entsteht ein anhaltender Expansionsdruck.
Hierdurch entsteht eine Interaktion des Kollagenfasergertistes mit den Bestandteilen der
Extrazelluléarmatrix, hauptsachlich dem Aggrekan, und dem hierin gebundenen Wasser.
Das Wirkprinzip der Visko-Elastizitét besteht im osmotisch erzeugten Quellungsdruck
und dem vom dehnungsresistenten Fasernetz entgegengesetzen Widerstand. Da der bei
Belastung auftretende Kompressionsdruck den beschriebenen osmotischen Quelldruck
Uberschreitet, kommt es zur Verdrangung von Wasser aus dem Knorpel. Dieses muss
beim kompressionsbedingten Abstrom einen Widerstand Uberwinden, der bei der
Passage durch die Poren zwischen den eng vernetzten Makromolekilen der
extrazelluldren Matrix entsteht. [Athanasiou et a. 1991, Maroudas et al. 1992, Mow et
al. 1991].

In Abhangigkeit von der Belastung verringert sich die Porengrof3e durch die unter
Druck eintretende Verdichtung der makromolekularen Strukturen. Auf diese Weise
wird der Fllssigkeitsstrom begrenzt. Es entsteht ein Gleichgewichtszustand, in dem eine
weitergehende Druckdeformierung dann nicht mehr moglich ist.

Die elastische Eigenschaft beruht auf dem Ruickstrom des Wassers und einer
elektrostatischen Komponente: die an den Seitenketten der Proteoglykane sitzenden
Ladungen mit gleichnamigem Vorzeichen stol3en sich gegenseitig ab. Mit ihren
Repulsionskréften beteiligen sie sich an der intramolekularen Entfaltung und wirken
synergetisch mit den osmotischen Kraften. Im Zustand der Kompression werden die
Ladungen gegen den elektrostatischen Widerstand verdichtet. Proportional mit der
Verdichtung steigt die Intensitét der Abstof3ung mit einem Effekt, auf den die Definition
des el astischen Elements zutrifft [Buschman 1995].
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2.3 Knorpelschaden

Die eingeschrankte Heilungsfahigkeit von Gelenkknorpel ist nach wie vor ein grof3es
Problem bel der Behandlung von Knorpel schaden.

Der Knorpel hat keine Regenerationsfahigkeit. Dies liegt an seiner Avaskularitét und
der verminderten Proliferationsmoglichkeit adulter Chondrozyten. Durch die
Vernetzung der Chondrozyten mit Kollagenfasern und Proteoglykanen ist es ihnen nicht
maoglich, zu den Defekten zu gelangen [ Drenckhahn 1994].

Daher fuhren Schadigungen des Knorpels, insbesondere von mehr als 3 mm Groél3e, zu
einem bleibenden Defekt [Aydelotte et al. 1992]. Bel Verletzungen die bis in die
vaskularisierte subchondrale Zone reichen, kommt es zu einer Einschwemmung von
undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark. Innerhalb von
6-12 Monaten bildet sich ein mechanisch und biochemisch minderwertiger Faserknorpel
[Aydelotte et a 1996].

Durch weitere Auffaserungen an den defekten Knorpelstellen droht eine fortschreitende
Arthrose.

Eine andere Art von Knorpelschaden entsteht durch unphysiologische Belastung eines
Gelenkes, wie zum Beispiel bel stark Ubergewichtigen Patienten [Puhl 1997]. Durch
Uberméaldige mechanische Beanspruchung kann sich der Knorpel der Belastung nicht
ausreichend anpassen, dies tritt sowohl bel kurz aufeinanderfolgenden as auch
Langzeitbelastungen auf [Buckwalter 1995, Buckwalter und Mankin 1998]. Hierbei
kommt es zu einer Mikrotraumatisierung des Gelenkknorpels, welche regional eine
Degeneration des Knorpels und eine Proliferation von Chondrozyten hervorruft. An den
betroffenen Stellen bildet sich zundchst ein  biomechanisch minderwertiger
Faserknorpel, der den urspriinglichen Knorpel jedoch nicht ersetzen kann. Es kommt zu
einem Verlust von funktionsfahigem, hyalinen Gelenkknorpel [Metz 2001].

Auch Achsenfehlstellungen, wie Genu varum (O- Beine) oder Genu valgum (X- Beine),
konnen durch chronische Fehlbelastungen degenerative Knorpelsch&den frihzeitig und
bei physiologischer Belastung verursachen.

Bestehende Kniebinnenschaden, wie Bandinstabilitdten oder Meniskusschéden kénnen
ebenfalls zu friher Knorpeldegeneration fuhren [Elmer et al. 1977, Puhl 1997, Davis
1973, Moskowitz 1972, Moskowitz et al. 1973].
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Des Welteren konnen Knochen- und Knorpelerkrankungen, wie zum Beispie die
Osteochondrosis dissecans zu fruhzeitiger Knorpel- und damit Gelenkschadigung
fUhren [Buckwalter et al. 1999, Hangody et al. 1998]. Bei dieser Erkrankung l6sen sich
ganze Knorpel-Knochen-Fragmente aus dem Gewebeverband und kénnen als freie
Gelenkkorper Beschwerden verursachen.

Darlber hinaus konnen rheumatische Erkrankungen durch entziindliche Prozesse
Knorpeldestruktionen hervorrufen. Diese Krankheiten kénnen bis zu einer volligen
Gelenkdestruktion mit entsprechendem Funktionsverlust des betroffenen Gelenkes
fuhren [Buckwalter et a. 2000].

2.3.1 Diagnostik und Klassifikation von Knorpellasionen

Besteht in der klinischen Untersuchung der Verdacht auf einen Knorpelschaden, so
kann dieser mittels einer Magnetresonanztomographie (MRT) dargestellt werden. Sieist
ein bildgebendes Verfahren, das vor adlem in der medizinischen Diagnostik zur
Darstellung von Struktur und Funktion der Weichtellgewebe eingesetzt wird. Mit der
MRT-Untersuchung kdnnen Schnittbilder des menschlichen Kérpers erzeugt werden,

die eine Beurteilung der Organe und vieler krankhafter Organverénderungen erlauben.

Die Magnetresonanztomographie basiert auf sehr starken Magnetfeldern sowie
elektromagnetischen Wechselfeldern im Radiofrequenzbereich, mit denen bestimmte
Atomkerne im Korper angeregt werden. Empfangen werden extrem schwache
elektromagnetische Felder, die in der Folge von den angeregten Atomkernen
ausgesendet werden. Im Geré wird keine Rontgenstrahlung oder andere ionisierende
Strahlung erzeugt oder genutzt. Eine wesentliche Grundlage fur den Bildkontrast sind
unterschiedliche Relaxationszeiten verschiedener Gewebearten. Daneben tragt auch der
unterschiedliche Gehat an Wasserstoff-Atomen in verschiedenen Geweben (z. B.
Muskeln, Knochen) zum Bildkontrast bei. Die Magnetresonanztomographie besitzt
jedoch bislang nicht immer eine ausreichende Sensitivitét und Spezifitét [Stegen et al.
2001, Hash 2013, Crema et a. 2014].

Zur weiterfihrenden Diagnostik und zur eventuellen Einleitung einer gezielten Therapie
ist die diagnostische Arthroskopie das Verfahren der Wahl [Fritz et al. 2006, Marlovits
und Vécsei 2000]. Das Arthroskop wird nach Auffillen des Gelenks mit Flussigkeit
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(Ringer-L6sung, Purisole-Lésung, NaCl-Losung), selten auch Gas (COz), Uber eine
Stichinzision in aler Regel lateral und/oder medial des distalen Patellapols eingefihrt,
notwendiges Instrumentarium Uber ein oder ggf. auch weitere Stichinzisionen
kontralateral. Knorpell&sionen, Meniskusverletzungen oder Kreuzbandschaden kénnen
arthroskopisch direkt therapiert werden. Die Einteilung der Knorpelschaden erfolgt
nach der Klassifikation von Outerbridge [Outerbridge 1961]. Dabel werden vier
schwere Grade unterschieden (Tab. 2).

Klassifikation von Knorpelschaden nach Outerbridge

Schweregrad

0 Normaler Gelenkknorpel

Schweregrad

| Leichte Knorpelerweichung und —verdickung

Schweregrad | Oberflachliche Rissbildung,
I Lénge <1,77cm (0,5 inch)

Tiefe Rissbildung, bis zum subchondralen
Knochen reichend,
Lange >1,77cm (0,5 inch)

Schweregrad
11

Schweregrad

Y, Freiliegender subchondraler Knochen

Tab. 2: Klassifikation von Knorpelschédden nach Outerbridge (1961). (Die Bilder wurden im OP der
Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen aufgenommen).
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Eine weitere Moglichkeit der Klassifikation zur Stadieneinteilung ist der ICRS-Score
(Int. Cartilage Repair Society) (Tab. 3) [Behrens et al. 2004, Outerbridge 1961].

ICRS-Score (Makroskopie)

Schweregrad
0 normal
Oberflachliche Lasion,
Schweregrad Knorpelerweichung (A)
1 und/oder oberflachliche
Einrisse und Aufbriiche (B)
Lasionen, deren Tiefe
Schwezregrad weniger als 50% der Dicke
der Knorpelschicht erreicht
Lasionen, deren Tiefe mehr
als 50% der Dicke der
Knorpelschicht erreicht (A),
Schweregrad die bis zur kalzifizierten
3 Knorpelschicht reichen (B),
die bis zum subchondralen
Knochen reichen (C),
Knorpelauftreibungen (D)
Schwe4regrad Schwere Knorpellasionen

Tab. 3: ICRS-Score zur Beurteilung der Schwere des Knorpelschadens [Brittberg et a 2003].
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2.4 Moaglichkeiten des Knor pelersatzes

Im klinischen Alltag stehen zur Therapie von Knorpellésionen unterschiedliche
Verfahren zur  Verfigung. Die  wissenschaftliche  Beurteilung  dieser
Behandlungsverfahren zur Knorpelreparatur ist &ul3erst schwierig, da die
Knorpeldefekte nicht einheitlich sind und mit den unterschiedlichsten
Therapiekonzepten und uneinheitlichen Bewertungskriterien analysiert werden.
[Marlovits und Vécsei 2000, Harris et a. 2010, Negrin et al. 2013].

Konservative Maldnahmen wie Krankengymnastik, physikalische Mal3nahmen und
orthopéadische Hilfsmittel wie z.B. Einlagen oder Orthesen zielen darauf ab, die
Belastungsverteilung im betroffenen Gelenk zu verandern und hierdurch zu einer
Beschwerdebesserung zu fihren.

Durch ene konservative Therapie kann tellweise eine vorUbergehende
Schmerzreduktion und eine Funktionsverbesserung des Gelenkes nachgewiesen werden,
jedoch ist durch diese Behandlungsweise keine Mdoglichkeit der Heilung der
Knorpel defekte gegeben [Salk et a. 2006].

Die Moglichkeiten der medikamenttsen Therapie von Knorpellasionen umfassen die
systemische Verabreichung antiphlogistischer Prgparate sowie die intraartikuldre
Applikation sogenannter Chondroprotektiva. Haufig wird die Kombination von
Glucosamin mit Chondroitin verwendet.

Glucosamin ist ein wichtiger Baustein des Knorpels und der Gelenkinnenhaut und sorgt
fir eine ausreichende "~ Gelenkschmierung™ und damit fir eine reibungsiose
Gelenkfunktion. Bei Gelenkerkrankungen kann die Einnahme von Glucosamin zur
Schmerzlinderung und Verbesserung der Gelenkfunktion beitragen. Bel der Substanz
Glucosamin, die im Organismus aus Glukose hergestellt wird, handelt es sich chemisch
geschen um einen Aminozucker. Dieser ist Bestandteil der so genannten
“Gelenkschmiere™ und sorgt fur deren Zahflissigkeit. Sie wirkt wie ein Puffer
zwischen den Knorpelflachen und gewdhrleistet damit eine reibungslose
Gelenkfunktion. Dartiber hinaus versorgt sie das Knorpelgewebe mit Néhrstoffen und
transportiert Abfallstoffe ab. Diese Wirkung ist jedoch zeitbegrenzt.

Des Weiteren wird bel der chondroprotektiven Therapie Chondroitin eingesetzt. Es

gehdrt chemisch gesehen zur Gruppe der Mucopolysaccharide und kommt neben
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Knorpelgewebe auch in Bindegewebe, Sehnen und Haut vor. Aufgrund seines hohen
Wasserbindungsvermdégens sorgt Chondroitin fir die Elastizitét der Gelenkstrukturen.

In der operativen Behandlung stehen zum einen Verfahren zur Verfigung, die darauf
abzielen, durch Erdffnung des subchondralen Knochens die natirlichen
Reparationsmechanismen des Gelenks zu stimulieren. Bei dieser Methode wandern
pluripotente Stammzellen aus dem Knochenmark aus, haften sich in einem Blutkoagel
dem Defektgrund an, differenzieren unter den physiologischen Verhdtnissen des
Gelenks zu Knorpelzellen und bilden ein faserknorpeliges Ersatzgewebe [Hunziker und
Rosenberg 1996].

Verschiedene Verfahren werden unter dem Sammel begriff der
»Knochenmarkstimulation“ zusammengefasst. Hier sind exemplarisch das Drilling
(Pridie-Bohrung) [Pridie 1959], die Abrasionschondroplastik [Johnson 1991], die
Spongiolisation [Ficat et al. 1979] oder die Mikrofrakturierung [ Steadman et al. 1999]
Zu nennen.

Zum anderen kann die Wiederherstellung der Knorpeloberflache durch die
Transplantation von Knorpelgewebe erfolgen. Beim Verfahren der Knorpel-Knochen-
Transplantation (KKT) werden Knorpel-Knochen-Zylinder aus einer weniger belasteten
Region des Gelenks in das Areal des Knorpelschadens transferiert und pressfit
eingebracht [Wagner 1964, Hangody et a. 1997, Horas und Schnettler 2000]. Als
Knorpelzelltransplantation wird eine von der Arbeitsgruppe um Brittberg (1994)
vorgestellte Methode bezeichnet, bel der zunachst ein Knorpelchip arthroskopisch aus
dem Gelenk entnommen wird, um nach Knorpelzellziichtung im Labor in einem
zweiten operativen Eingriff in den Knorpeldefekt retransplantiert zu werden. Dieses
Verfahren wird as Autologe Chondrocyten Transplantation (ACT) bezeichnet.
[Brittberg et al. 1994, Erggelet et a. 2000, Schnettler et al. 2008].

2.4.1 Mikrofrakturierung

Bel dieser Technik wird der Knorpelschaden zuerst mit einem Shaver von alen
Knorpelresten befreit, so dass die subchondrale Knochenschicht frel liegt. Der an den
Defekt angrenzende Knorpel sollte mdglichst vital sein. Anschlief3end werden

arthroskopisch eng aneinander angrenzende Lo6cher angelegt, die bis in den
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subchondralen Bereich reichen mussen (Abb. 11). Es werden etwa 3-4 L6cher pro
Quadratzentimeter erzeugt. Die so geschaffene raue Oberflache soll die Anheftung des
sich bildenden Fibrin- Clots gewahrleisten. Postoperativ sollte eine Tellbelastung fir 6-
8 Wochen erfolgen. Steadman et a. konnten bei 1200 Patienten mit einem Follow- up
von 2 bis mehr as 7 Jahren eine deutliche Schmerzbesserung nach dieser Behandlung
beobachten. Nach 3 und 5 Jahren waren 75% der Beschwerden der Patienten gebessert,
20% blieben unverandert und 5% verschlechterten sich. Auch zeigte sich eine deutliche
Besserung in der Alltagsbelastung bei 67% und der Sportfahigkeit bei 65% [Steadman
et al. 2003].

Abb.11: Durch die oberflachliche Frakturierung werden Mikroblutungen mit nachfolgender Zellmigration
von Fibroblasten erreicht, wodurch eine Aushildung einer Narbenplatte erzielt werden kann. (Aus dem
unfallchirurgischen OP der Universitat Giessen)

2.4.2 Knor pel-K nochen-Transplantation (KKT)

Bel der Knorpel-Knochen-Transplantation (KKT) werden mit Hilfe von Hohlfrasen
unterschiedlichen Durchmessers osteochondrale Zylinder entnommen und anschlief3end
in vorher eng aneinandergelegte Bohrlécher im Bereich des zu behandelnden
Knorpel defektes transplantiert (Abb. 12 a-c).

Das Operationsverfahren der Knorpel-Knochen-Transplantation basiert auf der
Beobachtung, dass der knécherne Anteil eines transferierten osteochondralen Dilbelsim
spongitsen Lager schnell und zuverldssig einheilt [Makino et al. 2002, Horas und
Schnettler et a. 2003]. Zur Entnahme werden innengespllte diamantbeschichtete
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Hohlschleifer verwendet, da es hierdurch zu keiner Hitzesch&digung oder Frakturierung
des Transplantates kommt. Auch Verletzungen des Transplantatlagers bleiben in der
Regel aus. Im so genannten Nassschleifverfahren lassen sich diese Zylinder sehr exakt
mit hoher Primérstabilitét pressfit implantieren [Horas und Schnettler 2002]. Es konnte
neben einer hohen Prézision fir die Pressfit-Verankerung (Abb. 12 ¢) eine frihzeitige
Einheilung im spongitsen Knochen nachgewiesen werden. Es hat sich gezeigt, dass die
Primarstabilitat mit der GrolRe des Transplantates signifikant zunimmt [Draenert 1988,
Duchow et a. 2000, Laprell und Petersen 2001].

Abb.12: Knorpel-Knochen-Transplantation zur Behandlung von Knorpell&sionen
Abb.12 a: Knorpeldefekt med. Femurkondylus

Abb.12 b: Einbringen der Knorpel-Knochen-Zylinder

Abb.12 c: Pressfit eingebrachte Knorpel-K nochen-Zylinder

(aus dem unfallchirurgischen OP der Justus Liebig Universitéat Giessen)

Die Knorpel-Knochen-Zylinder werden aus minderbelasteten Gelenkareaen
entnommen. Am haufigsten werden die medialen oder lateraen kranialen Anteile des
Patellagleitlagers verwendet. Auch der dorsale inferiore Anteil des medialen und
lateralen Femurkondylus kann as Spenderareal genutzt werden [Ahmad et a. 2002,
Horas und Schnettler 2002].

Das Verfahren ist aufgrund der eingeschrankten Verfugbarkeit von Korpel-Knochen-
Zylinder auf eine DefektgroRe von 3 bis 4cm? beschrankt [Bobic 1999, Bugbee 2004,
Schnettler et al. 2008].

Kernspintomographische und arthroskopische Kontrolluntersuchungen haben im
Verlauf eine kndcherne Integration des Transplantates gezeigt [Bobic 1999, Hangody
und Fules 2003].
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Horas et al und Makino haben in Studien festgestellt, dass der transplantierte Knorpel
auch nach funf Jahren nachweisbar ist. In dem Bereich zwischen Transplantat und
ortsstéandigem Gewebe zeigte sich jedoch kein hyalines Knorpelgewebe. Hier entsteht
vorwiegend Faserknorpel [Horas et a. 2003, Makino 2001]. Langzeitstudien Uber 2-5
Jahre zeigten bel Uber 70% gute klinische Ergebnisse [Wagner 1972].

Seit einigen Jahren besteht auch die Mdglichkeit der Verwendung von Allografts
[Bugbee 2004, Kish 1999]. Vorteil dieses Verfahrens ist neben der unbeschrankten
Verfugbarkeit die Mdoglichkeit der Implantatwahl aus der gleichen Region des
Knorpeldefektes. Hierdurch kann ein Zylinder mit vergleichbarer Knorpelhthe und
Oberflachenkrimmung verwendet werden. Neben der Problematik der potentiellen
Gefahr der Ubertragung virdler Erkrankungen, scheint der Knorpel des
Allograftzylinders dauerhaft mit einer relevanten Verminderung der Vitalitdt der
Chondrozyten behaftet zu sein. So berichten Czitrom et a. 1990 von einer Rate von
lediglich 37% vitaler Zellen nach einer Zeit von 6 Jahren nach Implantationen. Dagegen
zeigen publizierte klinische Verlaufe jedoch zu ca. 95% gute und sehr gute Ergebnisse
nach 5 Jahren und noch immerhin zu ca. 70% nach 10 Jahren [Ghazavi et a. 1997, Sdlai
et al. 1997].

Eine Behandlung isolierter Knorpelsché&den durch einen kinstlichen Knorpelersatz aus
Polyvinylalkohol wurde wieder verlassen. Es zeigten sich vermehrt sekundére
Dislokationen und Hinweise auf fehlende dauerhafte Stabilitét des Implantates [Meyer
und Schnettler 2005].

Derzeit beschéftigen sich mehrere Arbeitsgruppen innerhalb der Knorpelforschung mit
der Entwicklung von Implantaten, die im Sinne eines Knorpel-Knochen-Implantates
autologe Knorpeltransplantate mit enem Dubel aus Knochenersatzmaterial
kombinieren. Hierdurch konnten die Probleme der begrenzten Verflgbarkeit, der
Spendermorbiditdt und auch der passenden Oberflachenkongruenz gelost werden
[Petersen et al. 2008].
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2.4.3 Autologe Chondrozyten-Transplantation (ACT)

Ein aternativer Ansatz zur Regeneration des Knorpels ist die Technik der Autologen
Chondrozyten-Transplantation (ACT).

Die klassische Periostlappen- assoziierte Technik der ACT (Abb. 13) wurde von der
Arbeitsgruppe um Brittberg und Peterson (Géteborg, Schweden) 1994 vorgestellt.

Abb. 13: Schematische Darstellung der klassischen ACT [ Brittberg et al. 2003]

Bel der klassischen Periostlappen- assoziierten Knorpelzelltransplantation wird
zunéchst eine reiskorngrol3e Knorpel biopsie arthroskopisch von einem minderbel asteten
Gelenkareal gewonnen. Daraus werden Chondrozyten enzymatisch isoliert. Unter
Zugabe von Nahrlésung im so genannten Monolayerverfahren werden die Zellen
angezichtet, was zur Dedifferenzierung fuhrt [Benya und Schaffer 1982, Finer et al.
1985, Schnabel et al. 2002, Sittinger et al. 1997]. Hieraus resultiert die Vorstellung, dass
die Chondrozyten in ein ,Fetales Entwicklungsstadium* zurtickgefihrt werden
[Brittberg et al. 1994, Brittberg et al. 2003].
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Die kultivierten Chondrozyten werden dann as Suspension Uber eine Arthroskopie in
einer zweiten Operation unter einen auf den Knorpeldefekt aufgenahten Periostlappen
injiziert (Abb. 14 ac). Die Préparation des Transplantatbetts muss sorgféltig
durchgefuhrt werden (Abb. 14 a). Die subchondrale Knochenplatte sollte nicht eroffnet
werden, muss jedoch von darliber liegendem Faserknorpel befreit werden. Es wird eine

ausreichende stabile Knorpelgrenze um den Defekt gefordert [Steinwachs et al. 1999].

Der Periostlappen wird im Allgemeinen von den Seiten der Femurkondylen oder
unterhalb des Tibiakopfes entnommen [Brittberg et al. 1994].

. JTe? Jv i . =
Abb. 14 a Intraoperative Schritte der klassischen ACT. Bel der urspriinglichen Operationstechnik der
Periostlappen-assoziierten ACT wird der zunéchst das Transplantatbett prépariert.

Abb. 14 b: Deckung des Knorpeldefektes mit einem Periostlappen.

Abb. 14 c¢: AnschliefRend wird die Zellsuspension unter den Periostlappen eingebracht

(aus dem unfallchirurgischen OP der JLU Giefien)

Folgende Grundvoraussetzungen sollten erfullt werden, um einen Behandlungserfolg zu
erzielen: Die Knorpelschulter sollte erhalten sein. Der Umgebungsknorpel, der
Meniskus und die korrespondierende Gelenkflache muissen intakt sein und die
Bandfhrung sollte keine pathologischen Verdnderungen aufweisen. Das Gelenk sollte
nicht mehr als 2 unabhangige Defekte aufweisen. Aullerdem sollte die Beinachse
unverandert und das Bein fre beweglich sein. Zurzeit wird die
Knorpelzelltransplantation nur bel Personen unter 50 Jahren empfohlen, da eine
negative Korrelation zwischen Knorpelzellvitalitét und Lebensalter besteht. Die besten
Ergebnisse wurden bei einer DefektgroRe zwischen 3 und 10 cm? und einer
Defektlokalisation im medialen und lateralen Femurkondylus erreicht. Die ACT kann
nur bel intakter subchondraler Knochenlamelle am Defektgrund durchgefihrt werden
[Krettek et a. 2005]. Aulerdem sollten die Patienten keine entzindlichen
Gelenkerkrankungen aufweisen. Bel implantierten Carbonstiften ist von einer ACT
abzuraten. Sowohl Band-, als auch Meniskusverletzungen, sowie Fehlstellungen der
Beinachse missen bei der Behandlung beachtet und vorher saniert werden. Hierbei
wurden jedoch verschiedene Probleme beobachtet. Die Kambiumschicht des Lappens
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enthdt zahlreiche mesenchymale Stammzellen, die sich wahrend der Einheilung zu
Fibrozyten differenzieren und vermehrt Kollagen | produzieren, was zur Hemmung der
gewlnschten chondrozytéaren Kollagen-11-Synthese fiihren kann [ Steinwachs 2005]. Des
Weiteren wurde haufig eine Hypertrophie des Periostlappens oder eine erhebliche
Narbeninduktion bis zur Ausbildung von Arthrofibrosen beobachtet, so dass bei bis zu
einem Viertel der mittels klassischer Form der ACT behandelten Patienten in der Folge
aufgrund einer ,» ransplantathypertrophie* mittels arthroskopischer
»Lappenausdinnung* operativ behandelt werden muss [Minas 2001]. Die von Brittberg
und Peterson 1994  entwickelte  klassische  Periostlappen-  assoziierte
Knorpelzelltransplantation konnte durch den Einsatz von Trégermaterialien fur die
Chondrozyten weiterentwickelt werden. Derzeit stehen neben der klassischen ACT eine
Reihe von matrixgekoppelten Chondrozytentransplantaten zur Verfligung, deren
Wertigkeit noch nicht ausreichend untersucht ist. Das Prinzip des Tissue Engineering
wurde in der klinischen Anwendung umgesetzt und hat zu einer Verbesserung und
Vereinfachung der operativen Technik im Vergleich zur klassischen Periostlappen-
assoziierten Knorpelzelltransplantation gefuhrt [Fritz et a. 2006, Nehrer et a. 2005,
Marlovits et al. 2004, Barlett et al. 2005, Barlett et al. 2006].

2.5 Tissue Engineering

Die Methode des Tissue Engineering (Gewebeztichtung) beruht darauf, lebende Zellen
eines Organismus aul¥erhalb des Zielgewebes zu kultivieren, um diese dann meist in den
selben Organismus zu implantieren und so eine Gewebefunktion zu erhalten oder
wiederherzustellen.

Das Tissue Engineering beinhaltet verschiedene Elemente. Dazu gehdren ein
strukturelles Gertist (oft Scaffold genannt), lebende Zellen oder Gewebe sowie
Wachstumsfaktoren zur Kontrolle der Signaltransduktion und ein Medium bzw.
Organismus.

Fir das Tissue Engineering von Knorpel gewebe werden verschiedene Tragermateriaien
verwendet. |hre dreidimensionale Struktur sollte die Zelladhdsion, das Zellwachstum
und die Matrixbildung sowie den Transport von Nahrstoffen und metabolischen
Abfallstoffen erméglichen. Sie sollten biokompatibel und bioresorbierbar sein und

einem kontrollierten Degradationsprozess mit definierter Resorptionsrate unterliegen,
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die einen ausreichenden Zeitraum fir das Zell- und Gewebewachstum in vitro und in
Vivo bieten. Ihre chemische Zusammensetzung muss die Zelladhasion, Proliferation und
Differenzierung ermdglichen. Wahrend des Degradationsprozesses diurfen keine
toxischen Substanzen freigesetzt, Entzindungs- oder Abstof3ungsreaktionen ausgel ost
werden. Die Tragermaterialien mussen im Defekt sicher zu fixieren sein und auch
wéahrend der Degradationsphase ausreichend stabil bleiben. lhre mechanischen
Eigenschaften sollten denen des hyalinen Knorpels dhnlich sein [Babensee et al. 1998,
Coutts et a. 2001, Hunziker 1999, Hutmacher 2000, Lu und Mikos 1999, Lu et al.
2001, Nehrer et a. 2005].

In der medizinischen Knorpelforschung bedeutet dies die Zusammenfihrung
biologischer, ingenieurstechnischer, materialwissenschaftlicher und medizinisch-
chirurgischer Erkenntnisse zur kunstlichen Herstellung neuer  funktioneller
Gewebsstrukturen.

In der Knorpelchirurgie erfolgt somit die Kultivierung der Chondrozyten unter
Verwendung von dreidimensionalen Kultursystemen oder Trégermaterialien [Coutts et
al. 2001, Freed et al. 1998, Solchaga et a. 2001]. Dies dient dem Erhalt der
phanotypischen Stabilitét der Zellen. Bei der Kultivierung im Monolayer-Verfahren
kommt es zur zeitabhangigen, zunehmenden Entdifferenzierung mit Verlust der
knorpelspezifischen  morphologischen,  biochemischen und  physiologischen
Eigenschaften [Benya und Schaffer 1982]. Die Trégergeruste bewirken dartber hinaus
eine Optimierung der Vertellung und der Fixierung der Chondrozyten im Knorpeldefekt
und sollen ihnen fur die Produktion der extrazellul&ren Matrix ein verbessertes Umfeld
geben [Couitts et a 2001, Grande et a. 1999, Marlovits et al 2004, Nehrer et a. 1998,
Nehrer et a. 2005]. Die Knorpelzellen werden anschlief3end an das Trégermaterial
gebunden (Matrix-assoziert) und in den Knorpeldefekt transplantiert.
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3. Material und Methodik

In unserer Arbeit zeigen wir vergleichende Untersuchungen des Knorpels am
Kniegelenk von Kaninchen, Schaf, Hund, Pferd und Mensch. Im Folgenden werden wir
die Herkunft der unterschiedlichen Materialien sowie den eigens fir unsere Arbeit
entwickelten Testaufbau und die Anférbe- und bildgebenden Verfahren ndher erl autern.

3.1 Probengewinnung

Vor Untersuchungsbeginn wurden je 10 Knorpelproben aus den Femurcondylen von
ausgewachsenen Tieren der Spezies Kaninchen, Hund, Schaf und Pferd organisiert und
prépariert. Bei den Tieren wurde jeweils ein Teil des medialen Kondylus, des dorso-
lateralen Kondylus und des lateralen Patellagleitlagers (Abb. 15 und 16) entnommen.
Als humanes Prdparat konnten 10 Proben des dorso-lateralen Kondylus fir die
Testungen verwendet werden. Die beschriebene Gewinnung humaner Knorpel proben
wurde am 10.08.2006 bei der Ethikkommission am Fachbereich Medizin der Justus-
Liebig-Universitdt Giessen beantragt und mit Schreiben vom 17.08.2006 von dieser
beflrwortet (AZ 92/06).

Lateraes
Patellagleitlager

Abb. 15: Prdparat des distalen Femurs vom Hund von ventral, Markierung der Entnahmestelle am
|ateralen Patellagleitlager.
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Mediaer Lateraler
Kondylus dorsaler
Kondylus

Abb. 16: Praparat des distalen Femurs vom Hund von distal, Markierung der Entnahmestelle am
medialen und am dorso-lateralen Kondylus.

Die 10 menschlichen Knorpelproben stammen von Resektaten (Abb. 17), welche im
Rahmen der Knieendoprothetik anfallen und mit Zustimmung der Patienten flr diese
Untersuchung verwendet werden konnten. Diese Aredle des Kniegelenks sind in der
Regel wenig von der Arthrose betroffen und konnen daher als aussagekréaftige
Humanprdparate genutzt werden. Es wurden ausschliefdich Préparate gewdhlt, die

inspektorisch nur geringe Hinweise auf degenerative Veranderungen aufwiesen.

Dorsolateraler
Kondylus ohne
degenerative
Veranderungen

Degenerativ
verandertes
Patellagleitlager

Abb. 17: Im Rahmen eines operativen K niegelenkersatzes gewonnene Resektate der Knorpelfléchen eines
menschlichen Kniegelenks (aus dem OP der Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und Marburg,
Standort Giessen).
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Alle Knorpelproben wurden direkt nach der Entnahme mit NaCl-Lésung feucht
gehaten und innerhalb von einer Stunde im Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie
der Justus-Liebig-Universitét Giessen bel — 81 °C eingefroren.

Bel den Pferden handelte es sich um ausgewachsene Haflingerstuten. Das Alter betrug
durchschnittlich 7 Jahre (2-12 Jahre), das Gewicht ca. 440 kg (400-480kg). Die Pferde
stammten aus dem Haflingergestit Meura, Thiringen (Ortsstral3e 116, 98744 Meura)
und wurden zuletzt in den Stalungen sowie den Weiden der Grofdtierklinik des
Forschungszentrums fir Medizintechnik und Biotechnologie (Fzmb), Bad Langensalza
(Leiter der Abteilung Grofdtierklinik: Herr Dr. vet. med. Dirk Barnewitz, Bad
Langensalza) untergebracht. Die Euthanasie der Pferde erfolgte im Rahmen eines
Tierversuchs [Meyer et a 2008]. Die Tierversuche waren gemal3 88a Absatz 1 und 2
des Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 17. Februar 1993, BGBI |, 254 vom
Thoringer Landesamt fur Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz Abteilung 2,
Dezernat 22, Weimarplatz 4, 99423 Weimar (jetzt: Tennstedter Stral3e 8/9, 99947 Bad
Langensalza) am 08.10.2004 genehmigt worden (Nr.. 14-04/04) und wurden
entsprechend der Empfehlungen der Tierdrztlichen Vereinigung fir Tierschutz eV.
durchgefuhrt. Vorerkrankungen des Bewegungsapparates bestanden nicht.

Die Schafproben entstammen von Tieren aus Freilandhaltung. Es handelte sich um
ausgewachsene Fuchs- und Schwarzkopfschafe, die von Privatziichtern geschlachtet
wurden. Das Alter betrug durchschnittlich ca. 4,5 Jahre (2,5-7 Jahre), das Gewicht ca
35 kg (30-40 kg).

Die Hundeproben erhielten wir aus der Klinik fir Kleintiere der Veterinarmedizin der
Justus-Liebig-Universitét Giessen (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. vet. Martin Kramer).
Es waren jeweils ausgewachsene Hunde unterschiedlicher Rassen. (Schéferhund,
Mischling, Berner Sennen, Riesenschnauzer, Golden Retriever und Border Callie). Die
Entnahme der Knorpelproben erfolgte jeweils kurz nachdem die Tiere eingeschlafert
worden waren. Erkrankungen des Bewegungsapparates waren zuvor anamnestisch
ausgeschlossen worden. Das Alter betrug durchschnittlich 7,5 Jahre (2-13 Jahre), das
Gewicht ca. 26,5 kg (18-35 kg).
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Die Kaninchenproben entstammten ausgewachsenen Stallkaninchen der Rasse Blaue
Wiener, die von Privatbesitzern geschlachtet wurden. Das Durchschnittsgewicht dieser
mittelgrof3en Rasse lag zwischen 4 und 4,5 kg, das Alter zwischen 1,5 und 3 Jahre.

Bei alen Tieren wurden die Femurkondylen in einem Stick mit einer oszillierenden
Sage (Proxxon, Niersbach) entnommen und danach im Labor mit einer Bandsége
(Exakt, Norderstedt) auf eine Probendicke von 0,5 cm zugeschnitten (Abb. 18). Danach
wurden die Proben bis zu ihrer Testung bel —81° C eingefroren.

Abb. 18: Hundeknie mit Bandsige (Exakt, Norderstedt), Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie,
Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen.

3.2 Biomechanische M essungen

Die biomechanischen Messungen wurden mit fachlicher und apparativer Unterstiitzung
des Ingtituts fir Werkstofftechnik der Universitét Siegen durchgefihrt.

Die Proben wurden vor ihrer Testung bei Raumtemperatur in physiologischer

Kochsal zl6sung aufgetaut.
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3.2.1 Aufbau der Messvorrichtung

Zur biomechanischen Messung stand eine elektromechanische Universal prifmaschine
vom Typ Inspect 100 (Fa. Hegewald und Peschke, Mef3- und Priftechnik GmbH) zur
Verfugung (Abb. 19). Die Kraftmessung erfolgt bei dieser Maschine durch einen
Dehnmessstreifen-Kraftaufnehmer, die Messelektronik gewahrleistet im Bereich von
0,4 bis 100% Nennlast eine Messgenauigkeit Klasse 1 (optional 0,5) nach DIN EN 1SO
7500.

Abb. 19: Elektromechani sche Universal priifmaschine vom Typ Inspect 100, Institut fur Werkstofftechnik
der Universitét Siegen.

Die Steuerung der Universalprifmaschine erfolgte mittels PC, der mit der Software
LABMASTER ausgestattet war.

Die Probenprifkorper (Indentor), bestehend aus Kraftaufnehmer vom Typ KD 24 S
(ME) und dem Prufstempel mit Kugelspitze, wurden in den Probenhalter 647 Hydraulic
Wedge Grip (MTS Systems Corporation, USA) mit Hilfe von hydraulischen
Spannbacken eingespannt. Die Kugelspitze aus rostfreiem Edelstahl hatte einen
Durchmesser von 3mm. Da die Gewebetraumatisierung durch kugelférmige Prufkorper
relativ gering ist, wird diese Form fur die Testung von dinnen Knorpelproben
empfohlen (<2mm) [Lyyraet a. 1999] (Abb. 20).
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Kraftaufnehmer
vom Typ KD 24

Prufstempel  mit
Kugelspitze

Becherglas mit
Halterung

Probenhalter 647
Hydraulic Wedge
Grip

Abb. 20: Praobenhalter, Prifkorper und Halterung, Institut fir Werkstofftechnik der Universitét Siegen.

Der Kraftaufnehmer war mit einem Messverstéarker vom Typ Spider 8 (HBM,
Darmstadt) verbunden, der wiederum an ein Notebook mit der Standardsoftware

DIAdem 8.1 von National Instruments fur die technische Datenverarbeitung

angeschlossen war. Zugeschnitten auf Techniker und Ingenieure bietet DIAdem in

seiner Oberflache samtliche Werkzeuge zur PC-basierten interaktiven Datenverwaltung,

Erfassung und Analyse von Messdaten (Abb. 21).

BT

r—

Kraftmesszelle

Inspect 100

Probenprufkorper

PC mit Software
LABMASTER

Notebook mit
Software DIAdem

Messverstarker
Spider 8

Abb. 21: Kompletter Versuchsaufbau, Institut fur Werkstofftechnik der Universitét Siegen.
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3.2.2 Biomechanische Testung

Die Knorpel-Knochen-Blécke wurden jeweils in einer verstellbaren Klemmvorrichtung
an einer stabilen Halterung fixiert und anschliefRend in einem Becherglas mit NaCl-

L6sung vor Austrocknung wahrend des Versuches geschiitzt.

Prufstempel Becherglas mit

NaCl
Kugelspitze Halterung
Knorpel probe

Abb. 22: Halterung mit Probe im Becherglas, Ingtitut fur Werkstofftechnik der Universitdt Siegen.

Die Probe wurde nun zentral in den Standardprifraum gestellt und senkrecht zum
Indentor in Position gebracht. Ein Kontakt des Indentors mit dem Knorpel vor der
Messung war zu vermeiden, damit es zu keiner undefinierten VVorlast kommen konnte
(Abb. 22).

Die Versuche wurden durch das Anfahren des Indentors gestartet. Bei den
Kompressionsversuchen tauchte nun die Kugelspitze mit einer konstanten
Geschwindigkeit von 0,5mm/min in den Knorpel. Wahrend dieser Zeit wurde die Kraft
mit Hilfe des Kraftaufnehmers (KD 24 S, ME) mittels des Messdatenerfassungs-
systems (DIAdem, National Instruments, Texas, USA) registriert.

Bei den Relaxationsversuchen erfolgte das Eindriicken der Kugel mit einer konstanten
Eindringgeschwindigkeit von Imm/min in den Knorpel. Bei einer Impressionskraft von
15N wurde die Kugelspitze angehalten und die auf die Kugelspitze einwirkende Kraft
weiterhin gemessen.

Zum Ausschluss eines durch den Prifaufbau bedingten Messfehlers wurde zunéchst die
Kennlinie des Kraftaufnehmers aufgenommen (Abb. 23). Der Sensor hat einen

Messbereich von 0 bis 200N. Eine Kennlinie bis ca. 50 N wurde gemessen, dazu wurde
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der vorhandene Prufaufbau verwendet. Somit sind neben dem reinen Messweg des
Aufnehmers auch sémtliche elastischen Verformungen des Prifsystems berticksichtigt.
Der Messweg lag bel einer maximalen Kraft von 50N unter 0,05mm und ist somit

vernachlassigbar.

Kennlinie des Kraftaufnehmers

Weeg mm

Abb. 23: Kennlinie des Kraftaufnehmers

3.2.3 Biomechanische Vorversuche

Das Ziel der Vorversuche war es, eine Moglichkeit zu finden, die Knorpelproben
sowohl auf ihr Kompressions-, as auch auf ihr Relaxationsverhalten zu testen. In einer
ersten Probetestung wurde ein 5mm dickes Knorpelknochenprdparat aus dem lateralen
Kondylus eines Hundeknies untersucht. Die Knorpelhhe betrug ca. 2mm. Die
Probetestung diente der Uberprifung der Versuchsanordnung fur die geplante
Knorpeltestung, der Feststellung der notwendigen Probendicke und der Praktikabilitét
der Halterung. Im Anschluss wurden unterschiedliche Eindringgeschwindigkeiten
ausgetestet sowie die auf die 3mm grof3e Kugel spitze einwirkende Kraft gemessen. Bel
der ersten Messung betrug die Eindringgeschwindigkeit O,2dmm/min bel einer

maximalen Eindringtiefe von 1,5mm (Abb. 24). Bei der zweiten Messung wurde auf
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0,3mm/min und bel der dritten Messung auf eine Eindringgeschwindigkeit von
0,5mm/min beschleunigt (Abb. 25). Zur Erholung des Knorpels zwischen den
Messungen wurden jeweils 15 Minuten Pause eingehalten. Alle Messungen zeigten
keine signifikanten Unterschiede (Tab. 4) (Abb. 26). Somit konnten die Testungen
schliefdlich mit einer Eindringgeschwindigkeit von 0,5mm/min durchfihrt werden.

Wr?]?nin Kraft (N) bei 0,2mm/min Kraft (N) bei 0,5mm/min
Oort1 Ort2 Ort 2 Ort1l Oort2 Ort3
0,1 0,168 0,171 0,140 0,048 0,081 0,069
0,2 0,612 0,634 0,588 0,288 0,291 0,257
0,3 1,290 1,314 1,262 0,720 0,811 0,697
0,4 2,147 2,169 2,118 1,296 1,313 1,271
0,5 3,217 3,231 3,183 2,160 2,186 2,128
0,6 4,624 4,640 4,599 3,312 3,329 3,285
0,7 6,443 6,449 6,415 4,896 4,909 4,866
0,8 8,832 8,827 8,800 7,104 7,111 7,080
0,9 11,880 11,872 11,853 10,032 10,029 9,997
1,0 15,818 15,802 15,790 13,728 13,726 13,699
1,1 20,670 20,659 20,658 18,240 18,228 18,202
1,2 26,690 26,674 26,675 23,664 23,652 23,628
1,3 34,011 33,997 33,995 30,288 30,261 30,273

Tab. 4: Darstellung der jeweils erforderlichen Kraft in N zur Impression einer 3mm durchmessenden
Kugelspitze im hyalinen Knorpel des Hundes bei unterschiedlichen Eindringgeschwindigkeiten an drei
verschiedenen Lokalisationen
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Abb. 24 Exemplarische graphische Darstellung der erforderlichen Kraft in N zur Impression einer 3mm

durchmessenden Kugelspitze im hyalinen Knorpel des Hundes bei einer Eindringgeschwindigkeit von
0,2mm/min (Versuch 1).
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Abb. 25: Exemplarische graphische Darstellung der erforderlichen Kraft in N zur Impression einer 3mm

durchmessenden Kugelspitze im hyalinen Knorpel des Hundes bei einer Eindringgeschwindigkeit von
0,5mm/min (Versuch 2).
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Vergleich KnorpelVersuch 1&2, Hub: 0,1/0,5mm/min
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Abb. 26: Vergleichende graphische Darstellung der erhobenen Krafte zur Impression einer 3mm
durchmessenden Kugel spitze im hyalinen Knorpel des Hundes bei einer Eindringgeschwindigkeit von 0,1
bzw. 0,5mm/min.

Um das Kriechverhaten des Knorpels zu testen, wurde die Kugel relativ schnell auf
eine definierte Tiefe eingefahren und anschliel?end die Abnahme der auf sie
einwirkenden Kraft erfasst. Bei diesem Versuch musste die Eindringgeschwindigkeit
hoher sein as bel den Kompressionsversuchen, um das Kriechverhaten wahrend der
Eindringphase gering zu halten. Es wurde eine Eindringgeschwindigkeit von Imm/min
gewdhlt. Da die exakte Knorpeldicke vor dem Versuch nicht zu bestimmen war, wurde
die Kugelspitze soweit in den Knorpel gedrickt, bis eine Kraft von 15N auf die
Kugel spitze einwirkte (Abb. 27).
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Abb. 27: Beispiel fur die Testung der Relaxation. Das Eindringen der Kugelspitze wurde bei einer
Kompressionskraft von 15N gestoppt.

Die folgende Testreihe diente der Uberprifung, ob das Verfahren fir die
unterschiedlichen Knorpeldicken der Prgparate geeignet ist. Dazu wurden
Knorpelproben von Pferden, Schafen und Kaninchen getestet. Es handelte sich um
jeweils 5mm dicke Knorpel-Knochen-Proben aus dem lateralen dorsalen Kondylus,

medialen Kondylus und dem lateralen Patell agleitlager der verschiedenen Spezies.

Die Kompressionsversuche am Schaf- und Pferdeknorpel wurden mit einer
Eindringgeschwindigkeit von 0,5mm/min, die Relaxationsversuche mit einer

Eindringgeschwindigkeit von 1,0mm/min durchgefthrt und bel einer Kraft von 15N
angehalten.

Bel Kompressions- und Relaxationsversuchen der Kaninchenproben wéhlten wir
zunéchst eine geringere Eindringgeschwindigkeit von 0,1, 0,2, 0,3 und 0,5mm/min
(Abb. 28 und 29), da es fraglich war, ob es durch die sehr geringe Knorpeldicke zu
Problemen wéhrend der Testung kommen konnte. Trotz der geringen Knorpeldicken
zeigten sich auch beim Kaninchen keine Unterschiede in den Messkurven, so dass die

Kompressionsversuche  bzw. Relaxationsversuche  ebenfals mit  ener

39



Eindringgeschwindigkeit von O0,5mm/min bzw. 1,0mm/min durchgefuhrt werden
konnten (Abb. 30).
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Abb. 29: Testung der Eindringgeschwindigleit mit 0,5mm/min bei einem Kaninchen.
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Abb. 28: Testung der Eindringgeschwindigleit mit 0,2mm/min bei einem Kaninchen.
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Abb. 30: Relaxationsversuch beim Kaninchen mit einer Eindringgeschwindigkeit von Imm/min.

3.3 Bestimmung der Knor peldicke

Zur Bestimmung der Knorpeldicke wurden die Knorpelproben der biomechanischen
Testung verwendet. Die Proben wurden im Labor mit einer Bandsdge (Exakt,

Norderstedt) an den Messpunkten durchtrennt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
Schnittflachen senkrecht verliefen (Abb. 31).

Schnittlinie

M esspunkt

Abb. 31: Schnittfihrung zur Bestimmung der Knorpeldicke.

41



Die Proben wurden anschlief3end in mit einer speziell entwickelten Halterung befestigt.
Danach wurden sie mit Hilfe einer Kamera vom Typ Kappa DX 30 unter einem
Mikroskop Zeiss Stemi SV 11 digitaisiert und mit der Software Image Pro Plus
vermessen (Abb. 32 und 33).

Abb. 32: Beispiel fir eine Knorpelprobe vom Hund (a), Pferd (b), Kaninchen (c), Schaf (d) und Mensch
(e) (med. Kond. 1,0x0,6)

Kamera K appa
DX 30

Mikroskop
Zeiss Stemi SV 11

Abb. 33: Aufbau Kamera vom Typ Kappa DX 30 und Mikroskop Zeiss Stemi SV 11, Labor fir
Experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen.
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3.4 Histologische Unter suchungen

Fur die histologischen Untersuchungen wurden die Proben der unterschiedlichen
Spezies mit Hilfe einer wassergekiihlten Bandsage mit feinem S&geblatt in 1-1,5mm
dicke Scheiben geschnitten.

Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme fir 4 Stunden bei 4°C mit 4%igem
Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert und zur welterfihrenden
Aufarbeitung in das Labor fir experimentelle Unfallchirurgie JLU Gief3en gebracht.

3.4.1 Fixierung und Par affineinbettung

Nach der Fixation erfolgte die Spulung der Proben mit 0,1m Na-Phosphat-Puffer (pH
7,2 bis 7,4). Anschlief3end konnten sie je nach GroR3e fur ca. 4-6 Wochen unter standiger
Bewegung und einem Wechsel des Mediums alle 2 Tage in EDTA (Merck, Darmstadt,
Deutschland) entkalkt werden. Nach der Entwéasserung in einer aufsteigenden
Alkoholrethe und Xylol erfolgte die Einbettung in Paraffin (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland). Aus den Paraffinblocken wurden mit dem Rotationsmikrotom (Leica
RM2155) 3-5um dicke Serienschnitte angefertigt und auf beschichtete Objekttréger
aufgebracht.

3.4.2 Technovit 9100neu® — Einbettung

Nach 4 Stunden Fixation in 4% Paraformaldehyd bei 4°C wurden die Préparate 6 mal in
0,1M Na-Ph-Puffer gespllt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 96%
und 100%) bis zum Xylol entwéssert. Die Einbettung in Technovit 9100neu® (Heraeus
Kulzer, Wehrheim, Deutschland) erfolgte nach Herstellerprotokoll bei -4°C fir 48
Stunden.

Anschlief?end wurden 3-5um dicke Schnitte mit dem Rotationsmikrotom Leica RM
2155 sowie Schliffe nach der Trenn-Dunnschliff-Technik angefertigt [Donath 1988].
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3.4.3 Eponeinbettung

Die Fixierung der Prdparate fUr die Einbettung in Epon erfolgte in Yelow-Fix fur 4
Stunden. Anschlief3end wurden sie zehnmal in 0,21M Na-Ph-Puffer gespult und auf eine
GroRe von 2 mm? verkleinert.

Der Nachfixierung mit 1%iger Osmiumsaure in 0,1m Cacodylat-Puffer (pH 7,4) fur 1v2
Stunden folgte ein sechsmaliges Sptilen in Cacodylat-Puffer.

Nun konnten die Praparate in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 90%, 96% und 100%)
entwassert werden.

Fur die Einbettung wurde Epon aus ener Mischung von 24,6-
Tris(dimethylaminomethyl)phenol (DMP; Serva, Heidelberg, Deutschland), Glycidether
100, 2-Dodecenylsuccinic-acid anhydride (DDSSA) und Methylnadic anhydride
(MNA) hergestellt. Die Einbettung selbst erfolgte bei einer Polymerisationsdauer von
20 Stunden bei 60°C. Mit einem Ultracut der Firma Jung wurden 0,5-1um dicke
Semidinnschnitte angefertigt.

3.4.4 Haematoxylin-Eosin-Farbung

Vor der HE-Farbung wurden die Praparate zur Entplastung in MMA oder MEA (MEA;
Merck, Hohenbrunn, D), reinem Aceton (Merck, Hohenbrunn, D) und in Aceton mit
Aqua dest. eingelegt und anschliessend mit Aqua dest. gespult. Zunachst wurden die
Préparate mit frisch gefilterter Mayers Hamalaunldsung (Merck, Darmstadt, D) fur 25-
30 Sek. gefarbt, um nach Spllung mit Aqua dest. unter fliefendem Leitungswasser flr
10 Minuten zu bl&uen.

Im né&chsten Schritt wurden die Pr&parate mit wasserloslichem Eosin G (Merck,
Darmstadt, D) fur 13-15 Sek. geféarbt. Anschlief3end erfolgte wieder eine Spilung mit
Aqua dest.

Zur Entwésserung durchliefen die Préparate eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%,
96% und 100%) und Xylol (Merck, Darmstadt, D). Abschlief3end wurden die Prgparate
nun mit DePex (VWR, Poole, GB) eingedeckelt.



3.4.5 Alcianblau-Farbung

Vor der Farbung mit Alcianblau wurden die Préparate mit MEA, Aceton und Aqua dest.
entplastet bzw. entparaffiniert — siehe oben. Nach 3-minltiger Spulung in 3%iger
Essigsdure erfolgte die Farbung mit Alcianblau (Division Chroma, Minster) ftir 30 Min.
Im Anschluss wurden die Préparate zunachst fur 2 Min. mit Aqua dest. und
anschlieffend fur 10 Min. mit 1%iger Perjodsdure (Merck, Darmstadt) gespilt. Nun
wurden die Préparate 10 Minuten in Schiffs Reagenz (Merck, Darmstadt) inkubiert und
anschlieffend 15 Minuten unter flief3endem Leitungswasser gespilt. Die Kernfarbung
erfolgte mit Hamalaun fur 3 Minuten. Nach dem Blauen mit flief3endem Leitungswasser
Uber 10 Minuten wurden die Préparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%,
96% und 100%) und 2 Xylolbadern entwassert und anschliefend mit DePex (VWR,
Poole, GB) eingedeckelt.

3.4.6 Raster elektronenmikroskopie (REM)

Die Fixierung der Préparate fur die rasterelektronenmikroskopische Auswertung
erfolgte in Yelow-Fix (2% Paraformaldehyd, 2% Glutaraldehyd, 0,2% Pikrinsaure) fur
3-4 Stunden. Anschlief3end wurden sie 6-mal in 0,1m Na-Phosphat-Puffer (pH 7,2 bis
7.4) gespilt und auf ca. 2mm? groRe Stiicke zerkleinert. Mit 1%iger Osmiumsaure
wurden sie fur 1% Stunden nachfixiert und erneut 6-mal in 0,1M Na-Ph-Puffer-L6sung
gespult. Nun konnten sie in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 90%, 96% und 100%)
entwassert werden. Jetzt wurde das Préparat einmal fur 20 Minuten und zweimal fir 30
Minuten in Xylol-Epon®-Gemischen infiltriert. Das Einbetten der Préparate erfolgte
schlielich in reinem Epon® (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg). Die
Anfertigung von zunéchst Semi-, dann Ultradinnschnitten (0,5 bzw. 0,1um) nahmen
wir mittels Ultracut® (Fa. Reichert-Jung, NuRloch) vor. Die mit Toluidinblau bzw.
Toluidinblauw/Safranin-O gefarbten Semidinnschnitte dienten zur Orientierung bei der
Herstellung der Ultradinnschnitte. Beide wurden zur Beurteilung des Ubergangs
zwischen Knorpeldefekt bzw. -regenerat und angrenzendem nativem Knorpel

herangezogen.
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Zur Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop wurden die Praparate nach steriler
Entnahme in 3% Glutaraldehyd und 1% Saccharose fur 3-4 Stunden bel 4°C fixiert und
anschlieffend zuerst mit 0,1M Na-Phosphat-Puffer (pH 7,2-7,4), dann mit 70%igem
Alkohol gespllt. GroRere Proben wurden anschlief3end in flissigem Stickstoff
schockgefroren und mit Klinge und Hammer gebrochen, um eine natirliche Oberfl&che
zu erreichen. Es folgten die Entwasserung in aufsteigender Acetonreihe (70%, 90%,
96%, 100%) und die Kritische-Punkt-Trocknung im Polaron CPD7501 (Fa. Thermo VG
Scientific, East Grinstead, West Sussex, England). Die Bedampfung mit Gold-
Palladium unter Zuhilfenahme des Sputter Coaters Polaron SC7640 (Fa. VG Microtech,
Uckfield, East Sussex, England) sorgte fir die elektrische Leitféhigkeit der Proben.

3.5 Chondrozytenzahlung

Um die unterschiedlichen Knorpelzonen noch besser vergleichen zu kdnnen, wurden die
Chondrozyten in den vorher definierten Zonen in der Ubergangs- und Radirzone
gezahlt. Dazu wurden von jeder Spezies jewells histologische Praparate in HE Farbung
in zehnfacher VergrofRerung gewdhlt. In den vorher definierten Zonen wurde jewells 1
Zahifeld in den &uReren, mittleren und unteren Bereich der Ubergangs- und Radiérzone
gelegt (Abb. 34). Jedes Zéhlfeld hat eine Grofse von 0,2mm x 0,2mm und damit eine
Flache von 0,02mm2. Die Zellzéhlung erfolgte automatisch mit der Software Image Pro

Plus.

1
]
1

|

Ubergangszone

]
=

Radiarzone

Abb. 34: Bsp. zur Lage der Zahifelder beim Gelenkknorpel vom Schaf 152/07 T9100 HE
OriginalvergroRRerung x10 (Zahifelder zur Darstellung stark vergrofRert).
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3.6 Datenerfassung und Statistik

Die Erfassung der erhobenen Daten erfolgte mittels Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel™ (Fa. Microsoft, Seattle, USA). Die weitere dtatistische
Datenauswertung wurde mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS fur Windows 11.5™
(SPSS Software Minchen) vorgenommen.

Zur Varianzanalyse wurden der One Way ANOVA-Test, der Chiquadrat-Test mit der
Berechnung der jeweiligen Kreuztabellen durchgefthrt [Hartung 1999, Fahrmeier et al.
1996, Backhaus et al. 2006].

Die Varianzanalyse drickt die Irrtumswahrscheinlichkeit aus, wenn ein angetroffener
Unterschied auf die Grundgesamtheit, aus der die Stichprobe stammt, verallgemeinert

wird.

3.6.1 ANOVA-Test

Mit den PrufgrofRen der ,.einfachen Varianzanalyse® wird getestet, ob die Varianz
zwischen den Gruppen grof3er ist als die Varianz innerhalb der Gruppen. Dadurch kann
ermittelt werden, ob sich die Gruppen signifikant unterscheiden oder nicht.

Bel einer einfaktoriellen Varianzanayse (ANOVA, Analysis of Variance) untersucht
man den Einfluss verschiedener Ausprégungen einer unabhangigen Variablen (Faktor)
auf eine abhangige Variable.

Bel der Berechnung der Varianzanalyse ermittelt man zunéchst den Gesamtmittelwert
und die Gesamtvarianz.

Um nun auszurechnen, welche Varianz alein auf die Auspragungen des Faktors
zurlickgeht, stellt man seine Daten fur einen Moment gewissermalien ,ideal” um. Man
weist allen Messwerten innerhalb einer Faktorstufe den jeweiligen Mittelwert zu. Teilt
man die Einzelvarianz durch die Gesamtvarianz, erhédt man den relativen Anteil der auf
den Faktor zurtickzuftihrenden Varianz.

Die Nullhypothese einer einfaktoriellen Varianzanalyse besagt, dass zwischen den
Mittelwerten der Gruppen kein Unterschied besteht. Die Alternativhypothese besagt,
dass zwischen mindestens zwei Mittelwerten ein Unterschied besteht. Wird die

Nullhypothese verworfen, bedeutet dies, dass mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit
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mindestens zwei Auspragungen einen bedeutsamen Unterschied aufweisen [Fahrmelr et
al. 1996], [Backhaus et al. 2006].

3.6.2 Chi-Quadrat-Test (X>-Test)

Der Chi-Quadrat-Test wird zum Vergleich von Haufigkeitsverteilungen eingesetzt. Er
ist abhangig davon, was als unabhéngige und was als abhéngige Variable angesehen
wird.

Vereinfacht kann das Vorgehen folgendermal3en beschrieben werden: Aus zwel
Merkmalen mit je zwei Kategorien resultieren vier Teilgruppen, fir die man die
beobachteten Haufigkeiten in eine Kreuztabelle eintrdgt. Dann wird die Haufigkeit
bestimmt, die zu erwarten wéare, wenn die beiden Merkmale vdllig unabhangig
voneinander waren.

Fur jedes der vier Felder wird die Differenz aus beobachteten und erwarteten
Haufigkeiten gebildet, quadriert und durch die erwartete Haufigkeit geteilt. Der Chi-
Quadrat-Wert wird dann durch die Summe der entsprechenden Werte fur alle vier
Zéellen gebil det.

Fur jeden Chi-Quadrat-Wert kann die entsprechende Signifikanz p abgeleitet werden
(X2= 3,841 entspricht p = 0,05; X2 = 6,63 entspricht p=0,01).

Zum Nachwels eines signifikanten Unterschiedes wird ein p-Wert von weniger as 0,05
als "signifikant" und von weniger als 0,01 mit "hoch signifikant” festgelegt [Hartung
1999].

3.6.3 Scheffé Test

Post-hoc-Tests sind Signifikanztests aus der mathematischen Statistik. Die Post-hoc-
Tests geben entweder mit paarweisen Mittelwertvergleichen oder mit
Tellgruppenvergleichen Auskunft, welche Mittelwerte sich signifikant voneinander
unterscheiden. Scheffé ist der ,,strengste” Post-hoc Test, gibt aber die am leichtesten zu
interpetierenden Ergebnisse aus. Er Uberprift, ob sich die Versuchsgruppen in den
Mittelwerten signifikant unterscheiden. Die mittlere Differenz ist auf der Stufe 0.05
signifikant [Ronz 2001].
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Knor peldickemessung innerhalb der einzelnen Spezies

Die Kaninchen haben am lateralen dorsalen Kondylus den dicksten Knorpel mit
0,386mm, am medialen Kondylus betréagt die Knorpeldicke 0,380mm und 0,375mm am
lateralen Patellagleitlager. Die durchschnittliche Knorpeldicke beim Kaninchen betragt
somit 0,380mm (Abb. 35).

Durchschnittliche Knorpeldicke Kaninchen

0,39
0,385
0,38

Knorpeldicke
in mm 0,375

0,37
0,365

dors Kond med Kond lat Pat

Abb. 35: Graphische Darstellung der durchschnittlichen Knorpeldicken beim Kaninchen.

Die Schafe haben am medialen Kondylus den dicksten Knorpel mit 0,914mm.
Wesentlich dinner ist der Knorpel am lateralen Patellagleitlager mit im Durchschnitt
0,585mm, am lateralen dorsalen Kondylus ist er 0,538mm dick. Die durchschnittliche
Gesamtknorpel dicke betragt beim Schaf 0,679mm (Abb. 36).

Durchschnittliche Knorpeldicke Schafe

0,8

Knorpeldicke 0.6
in mm 0,4

0,2

dors Kond med Kond lat Pat

Abb. 36: Graphische Darstellung der durchschnittlichen Knorpeldicken beim Schaf.
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Bei den Hunden ist die Knorpelschicht am medialen Kondylus mit durchschnittlich
1,074mm am dicksten, gefolgt vom lateralen dorsalen Kondylus mit 0,705mm und dem
lateralen Patellagleitlager mit einer Dicke von 0,621mm. Insgesamt haben die Hunde
eine durchschnittliche Knorpelauflage von 0,800mm (Abb. 37).

Durchschnittliche Knorpeldicke Hunde

15

Knorpeldicke
in mm

0,5

dors Kond med Kond lat Pat

Abb. 37: Graphische Darstellung der durchschnittlichen Knorpeldicken beim Hund.

Die Pferde haben am lateralen Patellagleitiager mit 1,965mm und am mediden
Kondylus mit 1,947mm den dicksten Knorpel. Am lateralen dorsalen Kondylus ist der
e im Durchschnitt 1,647mm dick. Die Pferde haben eine durchschnittliche

Knorpelauflage von 1,853mm (Abb. 38).

Durchschnittliche Knorpeldicke Pferde

Knorpeldicke
in mm

dors Kond med Kond lat Pat

Abb. 38: Graphische Darstellung der durchschnittlichen Knorpeldicken beim Pferd.
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Ein Vergleich der Knorpeldicke der drei unterschiedlichen Messstellen (mediaer
Kondylus, dorsaer Kondylus und laterales Patellagleitlager) innerhalb einer Spezies
zeigt leichte speziesspezifische Abstufungen der Knorpeldicke. So ist die Knorpeldicke
beim Kaninchen an allen drei Messstellen sehr dhnlich. Bel den Hunden dagegen ist der
mediale Kondylus am dicksten, danach folgt der laterale dorsale Kondylus, die diinnste
Knorpelschicht liegt am lateralen Patellagleitlager. Die Schafe besitzen am mediaen
Kondylus den dicksten Knorpel. Der Knorpel am lateralen Patellagleitlager und am
lateralen dorsalen Kondylus ist ahnlich dick. Pferde haben am lateralen Patellagleitlager
und am medialen Kondylus vergleichbare Knorpeldicken. Der Knorpel am lateralen
dorsalen Kondylus ist dagegen etwas dinner.

4.2 Ergebnisse der Knor peldickemessung zwischen den ver schiedenen Spezies

Die Messung der Knorpeldicke an den festgelegten Messpunkten zeigt betréchtliche
Unterschiede zwischen den Spezies. Zentra in der Hauptbel astungszone des medialen
Femurkondylus ist die Knorpeldicke beim Pferd etwa doppelt so dick wie bei Hund
oder Schaf und etwa fiinffach dicker al's beim Kaninchen (Abb. 39) (Tab. 5).

Durchschnittliche Knorpeldicke am medialen
Femurkondylus

Knorpeldicke in mm

Schaf
Hund |
Pferd

Kaninchen

Abb. 39: Vergleich der durchschnittlichen Knorpelhthen im Bereich des medialen Femurkondylus der
Spezies Kaninchen, Schaf, Hund und Pferd (Humanes Préparat nicht verfiigbar).
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Kaninchen Schafe Hunde Pferde
Probe Nr
1 0,47 0,85 1,27 1,83
2 0,41 1,15 1,00 2,08
3 0,40 0,78 1,03 2,10
4 0,29 0,70 1,49 2,11
5 0,31 0,78 1,35 2,00
6 0,44 1,00 1,32 1,97
7 0,35 1,25 0,90 2,00
8 0,38 1,20 0,87 1,97
9 0,43 0,74 0,73 1,65
10 0,32 0,69 0,78 1,76
Durchschnitt 0,38 0,91 1,07 1,95

Tab. 5: Knorpeldicken am medialen Femurkondylus.

Die Unterschiede der Knorpeldicken
Patellagleitlagers sind zwischen Kaninchen, Schaf und Hund weniger stark ausgepragt,
wahrend das Pferd auch hier eine wesentlich stérkere hyaline Knorpelschicht aufweist.
Das Kaninchen hat wieder die geringste Knorpeldicke. Die Knorpelh6he beim Pferd ist
mit der Knorpeldicke des Menschen am zentralen medialen Femurkondylus

vergleichbar (Abb. 40) (Tab. 6).

im Bereich des zentraen

Durchschnittliche Knorpeldicke am lateralen

Patellagleitlager

Knorpeldicke in mm

Kaninchen

Schaf
Hund
Pferd

Abb. 40: Vergleich der durchschnittlichen Knorpelhdhen im Bereich des lateralen Patellagleitlagers der

Spezies Kaninchen, Schaf, Hund und Pferd.
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Kaninchen Schaf Hund Pferd
Probe Nr

1 0,40 0,46 0,63 2,30

2 0,34 0,67 0,61 1,84

3 0,47 0,72 0,65 1,78

4 0,36 0,68 0,67 1,56

5 0,31 0,49 0,78 1,54

6 0,53 0,67 0,76 2,30

7 0,41 0,58 0,65 2,43

8 0,31 0,47 0,52 2,20

9 0,33 0,38 0,45 1,72

10 0,29 0,73 0,49 1,98
Durchschnitt 0,38 0,59 0,62 1,97

Tab. 6: Knorpeldicken am lateralen Patellagleitlager.

Die Knorpeldickemessungen am lateralen dorsalen Femurkondylus konnten an allen in
der Arbeit beschriebenen Spezies durchgefuhrt werden.

Der Mensch zeigt dabei die hodchste Knorpelauflage. Die verflgbaren
Vergleichspréparate des Menschen haben eine durchschnittliche Knorpelhdhe von
2,17mm am dorsalen lateralen Femurkondylus, die Pferde eine Knorpeldicke von
durchschnittlich 1,65mm. Die Kaninchen zeigen mit durchschnittlich 0,39mm eine
ahnliche Knorpelhdhe wie an den bereits beschriebenen Messstellen. Die Hunde bieten
mit durchschnittlich 0,7mm eine groRere Knorpeldicke as die Schafe mit
durchschnittlich 0,54mm (Tab. 7), (Abb. 41)

In Prozentwerten umgerechnet kommt so das Pferd mit einer Knorpeldicke von 76,5%
der des humanen Prdparates (100%) am néchsten. Die Spezies Hund 30,4%, Schaf
26,3% und Kaninchen 18,0% weisen am zentralen dorsalen Femurkondylus eine

deutlich geringere Knorpeldicke auf.
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Durchschnittliche Knorpeldicke am lateralen dorsalen
Femurkondylus

2,5
2
15
1
0,5
0

Knorpeldicke in mm

Kaninchen
Schaf
Hund
Pferd
Mensch

Abb. 41: Vergleich der durchschnittlichen Knorpelhdhen im Bereich des lateralen dorsalen
Femurkondylus der Spezies Kaninchen, Schaf, Hund, Pferd und Mensch.

Knorpeldicken lateraler dorsaler Femurkondylus

Kaninchen Schaf Hund Pferd Mensch
Probe Nr
1 0,40 0,3 0,86 1,93 1,97
2 0,36 0,65 0,76 1,92 2,30
3 0,48 0,48 0,7 1,85 2,21
4 0,38 0,58 0,72 1,73 2,13
5 0,33 0,45 0,85 0,82 2,40
6 0,48 0,40 0,8 2,22 1,83
7 0,45 0,55 0,73 1,1 2,20
8 0,35 0,65 0,65 1,85 2,24
9 0,35 0,60 0,46 1,50 2,30
10 0,28 0,72 0,52 1,55 2,10
Durchschnitt 0,39 0,54 0,70 1,65 2,17

Tab. 7: Knorpeldicken am lateralen dorsalen Femurkondylus.



4.3 Ergebnisse Chondrozytenzéahlung

In der Zellzahlung zeigen sich bei den Pferden in der Ubergangszone durchschnittlich
29 Chondrozyten pro 0,02mm2. Kaninchen besitzen durchschnittlich 26 Chondrozyten,
Schafe durchschnittlich 25 Chondrozyten pro 0,02 mm?2. Die Hunde haben
durchschnittlich 17 Chondrozyten pro 0,02mm?. Die wenigsten Chondrozyten finden
wir beim Menschen mit durchschnittlich 7 Chondrozyten pro 0,02mm? (Tab. 8).

Spezies Knorpelzone | Durchschnittliche
Chondrozytenanzahl
Schaf Ubergangszone 25
Radiarzone 22
Hund Ubergangszone 17
Radiéarzone 20
Mensch | Ubergangszone 7
Radiarzone 6
Pferd Ubergangszone 29
Radiéarzone 15
Kaninchen | Ubergangszone 26
Radiérzone 27

Tab. 8: Durchschnittliche Chondrozytenanzahl in der Ubergangs- und Radirzone.

In der Radidrzone haben Kaninchen die meisten Zellen mit durchschnittlich 27
Chondrozyten pro 0,02mm? Die Schafe besitzen 22 Chondrozyten, die Hunde
durchschnittlich 20 Chondrozyten pro 0,02mm?2. Die Pferde zeigen durchschnittlich 15
Chondrozyten pro 0,02mm?, wéahrend die geringste durchschnittliche Zellzahl die
Menschen mit 6 Chondrozyten haben (Abb. 42).
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Abb. 42: Durchschnittliche Chondrozytenanzahl der verschiedenen Spezies
in der Ubergangs- und Radidrzone pro 0,02mm2.

4.4 Er gebnisse Biomechanik

4.4.1 Auswertung der Kompressionsversuche

Fur die statistische Auswertung der Kompressionsversuche wurden fir jede Spezies und
fir jede Messstelle (medialer Kondylus, lateraler dorsaler Kondylus, laterales
Patellagleitlager) jeweils die gemessenen Kraftwerte in Newton (N) erhoben, die bei
einer Eindringtiefe von 10%, 20% und 30% von der gesamten Knorpelhohe auf die
Kugelspitze einwirkten (Abb. 43).
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Abb. 43: Vergleichende exemplarische Darstellung des Kurvenverlaufs der Kompressionsuntersuchung
einer Schafprobe (Schaf Nr. 9, blau), einer Pferdeprobe (Pferd Nr. 7, schwarz) und einer humanen
Knorpel probe (Humanprobe Nr. 1, rot).

4.4.1.1 Kompressionsversuche lateraler dorsaler Kondylus

10% Eindringtiefe:

Bel den Schafen wurde am lateralen dorsalen Kondylus bel einer Eindringtiefe von 10%

der geringste Kraftwert ermittelt. Die néchst héheren, jedoch sehr @nlichen Kraftwerte,

zeigten die Spezies Hund und Kaninchen.

Beim Menschen war die Krafteinwirkung auf die Kugelspitze zusétzlich etwas hoher.
Die hdchsten Werte zeigten sich bel den Pferden (Tab. 9), (Abb. 44).

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Komprimierte Knorpelhdhe 10%
Mittelwert (N) 0,40 0,44 0,21 1,12 0,73
Standardabweichung 0,27 0,29 0,1 1,12 0,44
95%-Konfidenzintervall (N) 0,20- 0,60 | 0,23-0,64 | 0,14-0,28 | 0,27-2,0 | 0,41-1,05

Tab. 9: Durchschnittliche erforderliche Kompressionskraft zur Impression des Indentors um 10% der

Knorpelhthe.
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Abb.44: Graphische Darstellung der Kompressionskrafte zur Impression des Indentors zu 10% der
Knorpelhdhe, sowie des Mittelwertes und des 95% Konfidenzintervalls.

20% Eindringtiefe:

Bel einer Eindringtiefe von 20% am lateralen dorsalen Kondylus hatten wiederum die
Schafe die kleinsten Kraftwerte. Wie bereits bel 10% Eindringtiefe folgten darauf die
Proben der Kaninchen und der Hunde. Im Vergleich hohe Werte besitzen die
menschlichen Proben und die héchsten Werte lieferten die Pferde (Tab.10) (Abb. 45).

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Komprimierte Knorpelhohe 20%
Mittelwert (N) 1,12 1,44 0,5 4,11 2,34
Standardabweichung 1,03 0,98 0,3 4,85 15
95%-Konfidenzintervall (N) 0,39-1,85 | 0,74-2,14 | 0,28-0,70 | 0,64-7,58 | 1,27-3,42

Tab. 10: Durchschnittliche erforderliche Kompressionskraft zur |mpression des Indentors um 20% der

Knorpelhthe.
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Abb. 45: Graphische Darstellung der Kompressionskréfte zur Impression des Indentors zu 20% der
Knorpelhdhe, sowie des Mittelwertes und des 95% Konfidenzintervalls.

30% Eindringtiefe:

Bel einer Eindringtiefe von 30% am lateralen dorsalen Kondylus zeigte sich die gleiche

Reihenfolge der Spezies wie bel 10% und 20% Eindringtiefe. Die geringsten Kraftwerte

zeigten sich bei den Schafen, es folgten die Spezies Kaninchen, Hund und Mensch. Die

Pferde waren die Spezies mit den deutlich héchsten Kraftwerten. Auffallend hierbei

war, dass die Kraftwerte der Pferde die Kraftwerte der Spezies Mensch um das doppelte
Uberschritten (Tab.11), (Abb. 46).

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Komprimierte Knorpelhohe 30%
Mittelwert (N) 2,71 3,87 1,18 10,69 5,42
Standardabweichung 2,61 2,96 0,71 11,99 3,59
95%-Konfidenzintervall (N) 0,85-4,58 | 1,75-5,99 | 0,67-1,68 | 2,11-19,27 | 2,86-7,99

Tab. 11: Durchschnittliche erforderliche Kompressionskraft zur Impression des Indentors um 30% der

Knorpelhthe.

59




50,00

40,00
30,00
20,001

10,00 o

b .

T T T T T
Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch

Spezies

0,001

Abb. 46: Graphische Darstellung der Kompressionskréfte zur Impression des Indentors zu 30% der
Knorpelhthe, sowie des Mittelwertes und des 95% Konfidenzintervalls.

Im Vergleich der Gruppen untereinander bei 10%, 20% und 30% Eindringtiefe mittels
dem Oneway Anova Test [Fahrmeir et a. 1996, Backhaus et al. 2006] zeigt sich
innerhalb der Gruppen jewells eine leichte Divergenz, zwischen den Gruppen eine

grofRere Divergenz, die mit hoheren Kraftwerten deutlich zunimmt (Tab. 12).

Quadrat- | df | Mittelder | F | Signifikanz
summe Quadrate
lat dors Kond 10 %
Zwischen den Gruppen 5,116 4 1,279 3,568 | 0,013
Innerhalb der Gruppen 16,132 45 0,358
Gesamt 21,248 49
lat dors Kond 20 %
Zwischen den Gruppen 79,075 4 19,769 3,544 | 0,013
Innerhalb der Gruppen 250,983 45 5,577
Gesamt 330,057 49
lat dors Kond 30 %
Zwischen den Gruppen 534,889 4 133,722 3,869 | 0,009
Innerhalb der Gruppen 1555,131 | 45 34,558
Gesamt 2090,020 | 49

Tab.12: Vergleich der Gruppen untereinander am dorsalen Femurkondylus mit dem Oneway Anova Test.
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Mit Post- Hoc- Tests wurden Mehrfachvergleiche zwischen den einzelnen Spezies mit
Hilfe der Scheffé- Prozedur dargestellt [Scheffé 1959]. Dabei zeigt sich, dass der
Mensch im Kompressionsverhalten im Zufallsabstand zu den Ubrigen Spezies liegt. Der
grofdte Unterschied wurde durchgehend bei 10%, 20% und 30% zwischen den Spezies
Schaf und Pferd gemessen.

4.4.1.2 Kompressionsver suche later ales Patellagleitlager

Bei den Kompressionsversuchen am lateralen Patellagleilager zeigte sich be ener
Eindringtiefe von 10, 20 und 30% eine einheitliche Reihenfolge der Spezies in Bezug
auf die auf die Kugelspitze einwirkenden Kréfte. Die geringsten Werte wurden bei den
Schafen gemessen, die nachsthoheren Werte zeigten die Kaninchen. Hunde, und Pferde
lieferten die hochsten Messwerte (Tab.13), (Abb. 47).

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Komprimierte Knorpelhdhe 10%
Mittelwert (N) 0,34 0,48 0,17 0,91
Standardabweichung 0,28 0,33 0,09 0,34
95%-Konfidenzintervall (N) 0,06- 0,61 0,24-0,71 0,11-0,24 0,66-1,15
Komprimierte Knorpelhdhe 20%
Mittelwert (N) 1,02 1,64 0,42 2,46
Standardabweichung 1,18 0,79 0,23 0,97
95%-Konfidenzintervall (N) 0,18- 1,87 1,07-2,2 0,26-0,58 1,77-3,15
Komprimierte Knorpelh6he 30%
Mittelwert (N) 2,21 4,59 1,09 5,49
Standardabweichung 2,29 1,88 0,65 2,53
95%-Konfidenzintervall (N) 0,58-3,85 | 3,25-5,94 0,63-1,56 2,54-4,16

Tab. 13: Durchschnittliche erforderliche Kompressionskraft zur Impression des Indentors um 10%, 20%
und 30% der Knorpelhohe.
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Abb. 47: Vergleich der Kompressionsversuche am lateralen Patellagleitlager.

Im Vergleich der Gruppen untereinander bei 10%, 20% und 30% Eindringtiefe mittels
dem Oneway Anova Test zeigen sich sowohl zwischen a's auch innerhalb der Gruppen
deutliche Unterschiede (Tab.14).

ONEWAY ANOVA
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
lat_Pat 10 Zwischen den Gruppen 2,975 3 ,992 10,573 ,000
Innerhalb der Gruppen 3,376 36 ,094
Gesamt 6,351 39
lat_Pat 20 Zwischen den Gruppen 22,778 3 7,593 10,108 ,000
Innerhalb der Gruppen 27,042 36 , 751
Gesamt 49,820 39
lat_ Pat 30 Zwischen den Gruppen 125,144 3 41,715 12,066 ,000
Innerhalb der Gruppen 124,458 36 3,457
Gesamt 249,602 39

Tab. 14: Vergleich der Gruppen untereinander am lateralen Patellagleitiager mit dem Oneway Anova
Test.
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Im Mehrfachvergleich zwischen den einzelnen Spezies mit Hilfe der Scheffé- Prozedur
fallt auf, dass die groflten Unterschiede bel allen Eindringtiefen zwischen den Schafen
und Pferden bestehen.

4.4.1.3 Kompressionsver suche medialer Femurkondylus

Am medialen Kondylus zeigte sich bei den Kompressionsversuchen bei dlen dre
Eindringtiefen eine einhetliche Rehenfolge der Spezies. Diesma lieferten die
Kaninchen die kleinsten Kraftwerte, in aufsteigender Reihenfolge folgten die Spezies
Schafe, Hunde und Pferde (Tab.15), (Abb. 48).

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Komprimierte Knorpelhdhe 10%
Mittelwert (N) 0,23 0,58 0,24 0,65
Standardabweichung 0,13 0,24 0,11 0,16
95%-Konfidenzintervall (N) 0,13- 0,32 0,4-0,74 0,16-0,32 0,53-0,77
Komprimierte Knorpelhdhe 20%
Mittelwert (N) 0,64 1,69 0,7 1,83
Standardabweichung 0,53 0,74 0,61 0,57
95%-Konfidenzintervall (N) 0,26- 1,03 1,16-2,22 0,54-2,96 1,42-2,24
Komprimierte Knorpelhdhe 30%
Mittelwert (N) 1,65 4,06 1,75 4,29
Standardabweichung 2,02 1,84 1,69 1,78
95%-Konfidenzintervall (N) 0,2- 3,09 2,75-5,38 0,54-2,96 3,02-5,56

Tab.15: Durchschnittliche erforderliche Kompressionskraft zur Impression des Indentors um 10%, 20%
und 30% der Knorpelhdhe.
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Abb. 48: Vergleich der Kompressionsversuche am medialen Kondylus.

Im Vergleich der Gruppen untereinander bei 10%, 20% und 30% Eindringtiefe mittels
des Oneway Anova Test zeigt sich sowohl zwischen a's auch innerhalb der Gruppen ein
gewisser Unterschied. Die Unterschiede sind bel einer Eindringtiefe von 10% und 20%
am ausgepragtesten (Tab. 16).

ONEWAY ANOVA
Quadrats Mittel der
umme df Quadrate F Signifikanz
med_Kond_10  Zwischen den Gruppen 1,468 3 ,489 17,256 ,000
Innerhalb der Gruppen 1,021 36 ,028
Gesamt 2,489 39
med_Kond_20  Zwischen den Gruppen 11,983 3 3,994 10,529 ,000
Innerhalb der Gruppen 13,657 36 ,379
Gesamt 25,640 39
med_Kond_30 Zwischen den Gruppen 61,772 3 20,591 6,106 ,002
Innerhalb der Gruppen 121,393 36 3,372
Gesamt 183,165 39

Tab. 16: Vergleich der Gruppen untereinander am medialen Kondylus mit dem Oneway Anova Test.

Im Mehrfachvergleich zwischen den einzelnen Spezies mit Hilfe der Scheffé- Prozedur
zeigen sich die groften Unterschiede zwischen der Spezies Kaninchen und Pferd und
zwischen Schaf und Pferd. Bei einer Eindringtiefe von 10% sind die Unterschiede am

grofdten. Der Unterschied wird mit zunehmender Eindringtiefe geringer.



4.4.2 Auswertung der Relaxationsver suche

Bel den Relaxationsversuchen wurde die Kugel spitze mit konstanter Geschwindigkeit so
weit in den Knorpel eingefahren, bis eine Kraft von 15 Newton auf die Kugelspitze
einwirkte. Daraufhin wurde die Kugelspitze gestoppt und die Kraft, die auf die
Kugelspitze einwirkte, gemessen. Fur die statistische Auswertung wurde die
Relaxationsfahigkeit des Knorpels nach 10, 20, 30 und 40 Sekunden gemessen.

Wahrend zwischen den verschiedenen Tierarten kein signifikanter (p>0,335) Unterschied
festzustellen ist, zeigt der menschliche Knorpel eine signifikant (p<0,01) geringere
Relaxationsfahigkeit.

Im Gegensatz zu den relativ heterogenen Befunden der Kompressionsuntersuchung
stellen sich die Ergebnisse der Relaxati onsuntersuchung homogen dar (maximale
Standardabwei chung von 1,794), (Abb. 49).
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Abb. 49: Vergleichende exemplarische Darstellung des Kurvenverlaufs der Relaxationsuntersuchung einer

Schafprobe (Schaf Nr. 9, blau), einer Pferdeprobe (Pferd Nr. 7, schwarz) und einer humanen Knorpelprobe
(Humanprobe Nr. 1, rot).
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4.4.2.1 Relaxationsver suche lateraler dorsaler Kondylus

10 Sekunden:

Nach 10 Sekunden Relaxationszeit war bel den Kaninchenproben der geringste
Kraftwert zu ermitteln. Die Spezies Hund, Schaf und Pferd zeigten &hnliche
Mittelwerte. Die menschlichen Proben lieferten dagegen jedoch wesentlich hohere
Mittelwerte und zeigen somit die schlechteste Rel axationsfahigkeit.

(Tab. 17).

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Relaxationszeit (sec) 10
Mittelwert (N) 7,43 8,76 8,15 8,59 11,87
Standardabweichung 0,83 1,69 1,5 1,52 1,16
95%-Konfidezintervall (N) 6,83-8,02 7,55-9,97 | 7,07-9,22 | 7,50-9,67 | 11,04-12,70

Tab. 17: Durchschnittliche Werte der verbliebenen auf den Indentor einwirkenden Kraft 10 Sekunden
nach urspriinglichem Eindringen mit 15N.

20 Sekunden:

Nach 20 Sekunden Relaxationszeit zeigte der Kaninchenknorpel die beste
Relaxationsfahigkeit. Ahnlich gute Werte konnten bei den Spezies Schaf, Pferd und
Hund gefunden werden. Die Werte der Spezies Hund und Pferd lagen geringfligig tber
denen der Schafe. Die Kraftwerte bel den humanen Proben waren fast doppelt so hoch
wie bel den Kaninchen und zeigen damit eine nur geringe Relaxationsfahigkeit (Tab.
18).

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Relaxationszeit (sec) 20
Mittelwert (N) 5,54 6,55 5,86 6,29 10,10
Standardabweichung 0,82 1,7 1,51 1,5 1,55
95%-Konfidezintervall (N) | 4,95-6,12 | 5,33-7,77 | 4,78-6,94 | 5,21-7,36 | 8,99-11,21

Tab. 18: Durchschnittliche Werte der verbliebenen auf den Indentor einwirkenden Kraft 20 Sekunden
nach urspriinglichem Eindringen mit 15N.
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30 Sekunden:

Nach 30 Sekunden zeigten wiederum die Kaninchen die geringsten Kraftwerte und
damit die beste Relaxationsfahigkeit. Die nachfolgenden Spezies entsprechen in
aufsteigender Reihenfolge den Werten bel 30 Sekunden Realaxationszeit mit Schaf,
Pferd, Hund und Mensch (Tab.19). Wiederum liegt die Relaxationsfahigkeit der

menschlichen Proben deutlich unter denen der anderen untersuchten Spezies.

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Relaxationszeit (sec) 30
Mittelwert (N) 4,64 5,44 4,75 5,09 9,05
Standardabweichung 0,81 1,57 1,43 1,38 1,71
95%-Konfidezintervall (N) 4,06-5,22 4,31-6,56 | 3,72-5,77 | 4,11-6,08 | 7,83-10,27

Tab. 19: Durchschnittliche Werte der verbliebenen auf den Indentor einwirkenden Kraft 30 Sekunden
nach urspriinglichem Eindringen mit 15N.

40 Sekunden:

Nach 40 Sekunden hatten die Kaninchen erneut die grofte Relaxationsfahigkeit. Im
Gegensatz zu den vorherigen Messzeiten zeigten nach 40 Sekunden die Hunde
geringere Kraftwerte und damit bessere Relaxationsfahigkeit als die Spezies Schaf,
Pferd und Mensch. Die Menschen lieferten wiederum die hochsten Kraftwerte und
somit die schlechteste Relaxationsféahigkeit (Tab. 20).

Kaninchen Hund Schaf Pferd Mensch
Relaxationszeit (sec) 40
Mittelwert (N) 4,08 4,12 4,37 4,75 8,10
Standardabweichung 1,31 0,79 1,25 1,47 1,79
95%-Konfidezintervall (N) 3,14-5,01 3,55-4,68 | 3,47-5,26 | 3,70-5,80 | 6,81-9,38

Tab. 20: Durchschnittliche Werte der verbliebenen auf den Indentor einwirkenden Kraft 40 Sekunden
nach urspringlichem Eindringen mit 15N.
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4.4.2.2 Relaxationsver suche later ales Patellagleitlager

Am lateralen Patellagleitlager zeigten die Spezies nach alen Messzeiten eine
einheitliche Reihenfolge. Die Kaninchen besal3en die beste Ral axationsféhigkeit. Etwas
hohere Werte lieferten die Schafe und Hunde. Die geringste Relaxationsféahigkeit boten
die Pferde mit doppelt so grof3en Messwerten wie die Kaninchen (Tab.21).

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 10
Mittelwert (N) 7,03 8,47 7,79 12,17
Standardabweichung 1,05 0,97 1,03 0,83
95%- 6,28-7,78 | 7,77-9,19 | 7,05-8,53 12,17-
Konfidenzintervall (N) 13,36
Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 20
Mittelwert (N) 5,02 6,03 5,44 11,09
Standardabweichung 0,98 0,88 0,97 1,17
95%- 4,32-5,73 5,4-6,66 | 4,75-6,14 10,25-
Konfidenzintervall (N) 11,93
Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 30
Mittelwert (N) 4,08 4,84 4,34 9,98
Standardabweichung 0,9 0,75 0,9 2,64
95%- 3,44-4,72 4,3-5,37 3,7-4,99 | 9,01-10,96
Konfidenzintervall (N)
Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 40
Mittelwert (N) 3,53 4,14 3,63 9,17
Standardabweichung 0,83 0,65 0,85 1,48
95%- 2,93-4,12 3,68-4,6 | 3,02-4,23 | 8,11-10,22
Konfidenzintervall (N)

Tab. 21: Durchschnittliche Werte der verbliebenen auf den Indentor einwirkenden Kraft bei 10, 20, 30
und 40 Sekunden nach urspriinglichem Eindringen mit 15N.
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4.4.2.3 Relaxationsver suche medialer Kondylus

Die Relaxationsversuche am medialen Kondylus ergaben ahnliche Ergebnisse wie die
Messungen am lateralen Patellagleitlager. Die Kaninchen hatten wahrend aller
Messungen die beste Relaxationsfahigkeit, gefolgt von den Spezies Schaf und Hund.
Die Pferde hatten auch hier die geringste Relaxationsfahigkeit (Tab.22).

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 10
Mittelwert (N) 6,56 10,27 8,7 11,98
Standardabweichung 0,83 1,19 1,43 1,52
95%- 5,97-7,15 9,42-11,13 | 7,67-9,72 | 10,9-13,07
Konfidenzintervall (N)

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 20
Mittelwert (N) 4,68 8,04 6,38 10,24
Standardabweichung 0,74 1,35 0,44 1,86
95%- 4,16-5,21 7,07-9,0 4,38-7,38 | 8,89-11,59
Konfidenzintervall (N)

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 30
Mittelwert (N) 3,88 6,78 519 10,24
Standardabweichung 0,61 1,35 1,3 2,06
95%- 3,44-4,32 5,81-7,74 4,26-6,12 | 7,72-10,66
Konfidenzintervall (N)

Kaninchen Hund Schaf Pferd
Relaxationszeit (sec) 40
Mittelwert (N) 3,38 5,96 4,48 8,37
Standardabweichung 0,6 1,31 1,22 2,03
95%- 2,96-3,82 5,02-6,9 3,6-5,35 6,92-9,82
Konfidenzintervall (N)

Tab. 22: Durchschnittliche Werte der verbliebenen auf den Indentor einwirkenden Kraft bei 10, 20, 30
und 40 Sekunden nach urspriinglichem Eindringen mit 15N.
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4.5 Histologische Unter suchungen

Beim Vergleich von hyainem Gelenkknorpel vom Menschen mit dem von
Versuchstieren fallen die groften Unterschiede vor allem in der Knorpeldicke, der Hohe
der einzelnen Zonen sowie der Vertellung der Alcianblaupositiven Glycosaminoglycane
und der Zellzahl auf.

4.5.1 Eintellung der Knor pelzonen

Die einzelnen Knorpelzonen verhalten sich beim Mensch und den Versuchstieren
unterschiedlich (Abb. 56).

Die Tangentialzone hat bei alen untersuchten Spezies einen prozentualen Antell von
ca10-20% der totalen Knorpeldicke. Sie ist damit die einzige Zone, die bel allen
Spezies einen einheitlichen Antell besitzt.

Die Ubergangszone des Menschen und des Kaninchens (Abb. 51 und 55) sind am
stérksten ausgepragt. Die Ubergangszone des Menschen betrégt 40-60% und die des
Kaninchens 50-60% der Knorpelhthe. Einen nicht ganz so hohen Anteil hat die
Ubergangszone vom Schaf (Abb. 53) mit 40-50% und einen noch geringeren, aber
dhnlichen Anteil an der Gesamtknorpeldicke hat der Hund mit 30-40% sowie das Pferd
mit 20-30%.

Die Radiarzone ist beim Pferd (Abb. 52) und Hund (Abb. 54) mit jeweils 40-60% im
Vergleich zu den anderen Zonen am dicksten. Die Radiarzone des Schafes betragt 40-
50%, die des Menschen 30-40% und die des Kaninchens liegt bei 20-30%. In der
Radiérzone ist damit der Unterschied zwischen Mensch, Schaf, Hund und Pferd weniger
grof3.

Weitere Abweichungen zeigen sich in der Struktur der Mineralisierungszone, die bel
Mensch und Pferd im Vergleich zu den anderen Spezies sehr diinn ist. Sie betragt beim
Menschen lediglich 1-2% und beim Pferd 5-10%. Die Mineralisierungszone beim Schaf
macht 30-40% und beim Hund 20-30% aus.

Das Kaninchen weist dagegen mit 80% eine deutlich dickere Mineralisierungszone auf,
die dazu noch stark mit dem subchondralen Knochen verzahnt ist (Abb. 55).
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Nicht kalzifizierte
Knorpel schicht

Mineralisierungszone

Abb. 50: Vergleich von Knorpeldicke mit Mineralisierungszone, Gelenkknorpel Kaninchen (140/07)
T9100 AB OriginalvergrofRerung x5. (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum
Giessen und Marburg, Standort Giessen).

Der subchondrale Knochen ist beim Menschen im Vergleich zur Gesamtknorpeldicke
sehr dinn, er betrégt ungefahr 5-10%. Der subchondrale Knochen von Pferden und
Hunden ist mit ca. 20% beim Pferd und mit ungeféhr 30% beim Hund etwas dicker. Das
Schaf erreicht eine subchondrale Knochendicke von ca. 70%. Der subchondrale

Knochen des Kaninchens ist dagegen genauso dick wie der Knorpel (Abb. 50), (Tab.
23).

Tangentialzone 10-20%

Ubergangszone 40-60%

Radiarzone 30-40%

Mineralisierungszone 1-2%

Abb. 51: Zoneneinteilung vom Gelenkknorpel des Menschen 178/07 T9100 HE
OriginalvergroRRerung x2,5. (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).
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Tanaentialzone 10-20%
Ubergangszone 20-30%

Radi&rzone 40-60%

Mineralisierungszone 5-10%

Abb. 52: Zoneneinteilung vom Gelenkknorpel Pferd 168/07 T9100 HE
OriginalvergroRRerung x5. (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).

Tangentialzone 10-20%
Ubergangszone 40-50%
Radiarzone 40-50%

Mineralisierungszone
30-40%

Abb. 53: Zoneneinteilung vom Gelenkknorpel Schaf 152/07 T9100 HE

OriginalvergroRRerung x10. (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).

Tanaentialzone 10-20%
Ubergangszone 30-40%

Radiarzone 40-60%

Mineralisierungszone
20-30%

Abb. 54: Zoneneinteilung vom Gelenkknorpel Hund 158/07 T9100 HE

Originalvergrof3erung x5. (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).
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Tangentialzone 10-20%

Ubergangszone 50-60%
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Mineralisierungszone 80%

Abb. 55: Zoneneinteilung vom Gelenkknorpel Kaninchen 140/07 T9100 HE

Originalvergrof3erung x10. (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).

Abb. 56: Vergleichende Darstellung der unterschiedlichen Zonenverteilung innerhalb des hyalinen
Knorpels bel Mensch (A), Pferd (B), Schaf (C), Hund (D) und Kaninchen (E) (VergréfRerungen x2,5 bis

x10). (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort
Giessen).

4.5.2 Verteilung der Alcianblau-positiven-Glycosaminoglycane

Ein Vergleich der Vertellung von Alcianblau-positiven-Glycosaminoglycanen bei
ausgewachsenen Tieren der unterschiedlichen Spezies zeigt deutliche Unterschiede auf.
Bei Mensch und Hund liegen die Glycosaminoglycane mehrheitlich in der
Ubergangszone. Beim Pferd dagegen ist die Tangentialzone am stérksten angefarbt und
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die Intensitét der Farbung nimmt im Bereich der Ubergangszone von apikal nach basal
immer starker ab. Bel ausgewachsenen Kaninchen und Schafen dagegen liegen die

Alcianblau positiven Glycosaminoglycane relativ gleichméliig tber alle Knorpelzonen
verteilt (Abb. 57).

Abb. 57: Vergleichende Darstellung der Glucosaminoglykan-V erteilung innerhalb des hyalinen Knorpels
bei Mensch (A), Pferd (B), Schaf (C), Hund (D) und Kaninchen (E) (T9100, Vergroflierungen x2,5 bis
x10). (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitéatsklinikum Giessen und Marburg, Standort
Giessen).

4.5.3 Struktur und Verteilung der Chondrozyten

Beim Vergleich der Struktur und der Verteilung der Chondrozyten bei ausgewachsenen
Menschen und den Versuchstieren stellt man keine relevanten Unterschiede fest.

Die Z€ellen der Tangentialzone bestehen bei fast allen Spezies Uberwiegend aus flachen
spindelférmigen oder ellipsoiden Chondrozyten (Abb. 58), die von einem Netzwerk aus
feinen Kollagenfibrillen umgeben sind. Bel Hunden ist jedoch eine eher rundliche Form
der Chondrozyten zu erkennen (Abb. 59).

In der Ubergangszone sind die Zellen eher spharisch geformt und zeigen bei alen
Spezies auler beim Schaf den grofiten Durchmesser. Ausgewachsene Schafe dagegen
zeigen in der Radiarzone die grol3eren Zellen (Abb. 60).

Kaninchen weisen im Vergleich zum Menschen eine gleichmaliigere Verteillung der
Chondrozyten (Abb. 61) Uber alle Knorpelzonen auf. Bedingt dadurch ergibt sich eine
vergleichsweise hohe Gesamtzellzahl der Chondrozyten im Vergleich zur

extrazelluldren Matrix bei dieser Spezies.
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Abb. 58: HE Férbung T9100, zeigt einen Ausschnitt aus der Tangential zone vom Menschen. Der Pfell
markiert einen ellipsoiden Chondrozyten. OriginalvergrofRerung x10. (Labor fur Experimentelle
Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).

Abb. 59: HE Férbung T9100, zeigt einen Ausschnitt aus der Tangentialzone vom Hund. Der Pfell
markiert einen rundlich geformten Chondrozyten. Originalvergrofzerung x20. (Labor fur Experimentelle
Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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Abb. 60: HE Féarbung T9100. Das Schaf hat in der Radiérzone die grofiten Zellen.(Pfeil)
Originalvergroflerung x10. (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).

Abb. 61: HE Féarbung T9100. Darstellung der gleichméafdigen Chondrozytenverteilung beim Kaninchen
OriginalvergroRerungx10. (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum Giessen und
Marburg, Standort Giessen).
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4.5.4 Raster elektronenmikroskopie

Mit Hilfe des REM und dessen hoch aufgeloster Tiefenschérfe lassen sich die
extrazelluldren Fasern in den verschiedenen Knorpelabschnitten besonders gut
beurteilen.

Der Verlauf der Kollagenfibrillen ist bel allen Spezies identisch. Die vertikae
Ausrichtung der Kollagenfibrillen beginnt am Ubergang zwischen subchondralem
Knochen und Mineralisierungszone und bleibt in der Mineralisierungszone und in der
Radiarzone erhalten. (Abb. 62-66).

Erst in der Ubergangszone beginnen die Fibrillen sich zu winden und nehmen
schliefdlich in der Tangentialzone eine tangentiale Ausrichtung an. Die Architektur der

Kollagenfibrillen ist im interterritorialen Matrixabschnitt relativ unorganisiert.
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Abb. 62: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahme des hyalinen Pferdeknorpels. Die Detail aufnahmen
zeigen die jeweilige Anordnung der Kollagenfibrillen in der Tangentialzone sowie in der oberflachlichen
und der tiefen Radiarzone (x100). . (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum
Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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Abb. 63: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahme des hyalinen menschlichen Knorpels. Die
Detailaufnahmen zeigen die jeweilige Anordnung der Kollagenfibrillen in der Tangentialzone sowie in
der oberflachlichen und der tiefen Radidrzone (x100). (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie,
Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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Abb. 64: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des hyalinen Schafknorpels. Die Detailaufnahmen
zeigen die jeweilige Anordnung der Kollagenfibrillen in der Tangentialzone sowie in der oberflachlichen
und der tiefen Radiérzone (x100). (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum
Giessen und Marburg, Standort Giessen)
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Abb. 65: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des hyalinen Kaninchenknorpels. Die
Detailaufnahmen zeigen die jeweilige Anordnung der Kollagenfibrillen in der Tangentialzone sowie in

der oberflachlichen und der tiefen Radidrzone (x100). (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie,
Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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Abb. 66: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahme des hyalinen Hundeknorpels. Die Detailaufnahmen
zeigen die jeweilige Anordnung der Kollagenfibrillen in der Tangentialzone sowie in der oberflachlichen

und der tiefen Radiérzone (x100). (Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie, Universitatsklinikum
Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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Die Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Chondrozyten zeigt in Abb. 67
den Ubergang von Tangential- zu Ubergangszone. Hier sind die unterschiedlichen
Ausrichtungen der Chondrozyten zu erkennen. In der Tangentiazone ist die
Ausrichtung der Chondrozyten eher horizontal. Sie besitzen eine diskoide Form. In der

Ubergangszone ist die Form eher spahrisch.

-u

Abb. 67: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahme vom Pferdeknorpel. Ubersicht und Darstellung des
Uberganges von Tangential zone zu Ubergangszone (x1,00K.). (Labor fiir Experimentelle Unfallchirurgie,
Universitatsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).

In der Radidrzone ist die Ausrichtung eher vertikal (Abb. 68), die Chondrozyten

gruppieren sich zu Chondronen, die saulenférmige Anordnungen zeigen.

Abb. 68: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahme vom Pferdeknorpel.
Ausschnitt aus der Radiarzone (x1,00K). (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie, Universitéts-
klinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen).
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5. Diskussion

Einleitung

Diese experimentelle Arbeit befasst sich mit der Frage nach dem optimalen Tiermodell
fur die Erforschung des Gelenkknorpels. Die Knorpelforschung ist hinsichtlich der
Pravalenz und deutlichen Beeintréchtigung der Patienten mit Knorpelschaden ein
wichtiges Forschungsfeld.

Knorpeldegenerative Prozesse berunen auf einer Storung des cartilagindren
Stoffwechsel gleichgewichts (Homoostase) [Maemud und Goldberg 1999]. Doch auch
bei traumatischen Ereignissen kénnen dhnliche Reaktionen des Knochens in Form des
Knorpelabbaus wie z.B. bel der Osteoarthritis auftreten. Gerade bel jungen Patienten
kommt es ofters bel Sportverletzungen zur direkten Schadigung des Knorpels. Vor
allem in den Hauptbelastungszonen von Knie- und Sprunggelenk sind sehr haufig
grof3e isolierte Knorpeldefekte zu finden.

Das gesunde Synovialgelenk  befindet sich normalerweise in  enem
Gleichgewichtszustand. Dabei wird die Hyauronsdure im Gelenkspalt fortlaufend
ersetzt, damit ihre Konzentration und das Molekulargewichtsprofil konstant bleiben. Bel
der Arthrose ist diese Homdostase jedoch gestort. Es kommt zu einer Depolymerisierung
der Hyaluronsaure. Dadurch wird die Viskositét der Synovialflissigkeit stark erniedrigt.
Dies hat zur Folge, dass sich die schmierende und stol3ddmpfende Eigenschaft der
SynoviaflUssigkeit vermindert und ihre Molekularfiltereigenschaften deutlich
verschlechtert. Die hyaluronsaurereiche Schutzschicht der Knorpeloberflache 10st sich
auf. Dadurchsind die Knorpeloberflache und die Synoviamembran verstérkt
mechani schen und entziindlichen Einflissen ausgesetzt. Die Synoviamembran entziindet
sich. Als Folge wird sie durchléssig fur Entziindungsmolekile, welche in das Gelenk

eindringen kdnnen.

Die Zerstorung des Gelenkknorpels erfolgt Uberwiegend durch den Abbau von
extrazelluldren Matrix-Molekilen, wie der Proteoglykane und Kollagene, die fur die
Aufrechterhaltung des physiologischen und funktionsfdhigen Zustands von
Gelenkknorpel verantwortlich sind.
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Die gestérte Homoostase des Synovialgelenkes fuhrt dann zu einem Uberméfdigen
Gewebeabbau. Wird in Folge dieses Prozesses der Kollagen- und Proteogl ykanverbund
zerstort, kommt es zu Gewebequellungen und damit zu irreparablen Schaden des
Knorpels bis hin zur sogenannten Glatzenbildung der Gelenkoberflache. Der

Gelenkknorpel wird schrittwei se abgebaut.

Wenn das Stoffwechselgleichgewicht nicht wieder hergestellt wird, resultiert hieraus
nach nur wenigen Jahren eine Arthrose des betroffenen Gelenkes mit dem klinischen
Bild einer Belastungsschmerzhaftigkeit und einer Bewegungsstérung. Langwierige
kostenintensive Behandlungsmal3nahmen sind die Folge, wie z. B. die Notwendigkeit
der Implantation eines konstlichen Kniegelenkes, die hiermit verbundene
Arbeitsunfahigkeit und Invaliditéat [Von der Mark und Gluckert 1990, Dieppe 1995].

Die Therapiemoglichkeiten bel durch Arthrose geschédigten Gelenken sind immer noch
sehr unzureichend. Die Behandlung besteht meistens darin, die Schmerzen, die durch
die Arthrose entstehen, analgetisch und antiphlogistisch zu behandeln.

Bei kleinen Knorpeldefekten kommen arthroskopische Verfahren mit Knorpelglattung
und ggf. neue Verfahren wie die autologe Chondrozytentransplantation mit
Mikrotransplantationen von herangeziichtetem Knorpelgewebe auf unterschiedlichen
Trégermaterialien zum Einsatz. Der Erfolg dieser Behandlungen hélt sich jedoch in
Grenzen, so dass eine fortgeschrittene, schmerzhafte Arthrose sehr haufig die Indikation
einer Gelenkendoprothese nach sich zieht.

Um in dem Bereich der neueren arthroskopischen Verfahren bessere Ergebnisse liefern

zu konnen, ist man in der Knorpelforschung auf Tiermodelle angewiesen.

Eine der Hauptfragestellungen ist, ob und unter welchen Voraussetzungen es moglich
ist, hyalinen Knorpel operativ wieder herzustellen. Da diese Versuche nicht am
Menschen durchfihrbar sind, gibt es im Bereich der Knorpelforschung eine weite
Spanne verschiedener Tiermodelle. Diese werden vor allem dazu verwendet, die
unterschiedlichen Behandlungsmethoden zur Behebung von Knorpelschaden zu
validieren und sie weiter zu entwickeln. Hierzu sind Tiermodelle erforderlich, anhand
derer spezielle klinische Aspekte so gut wie moglich reproduzierbar sind [Solchaga
2001, Chu et a. 2010].
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Aufgrund physiologischer, biomechanischer und anatomischer Unterschiede ist jedoch
fur die wissenschaftliche Erforschung der Behandlung von Knorpelschaden kein
Tiermodell direkt auf den Menschen Ubertragbar.

Jedes Modell hat spezifische Vor- und Nachteile, welche bel der Wahl des
Versuchstieres berlicksichtigt werden mussen und welche in unserer Arbeit
herausgehoben werden.

Um die Arbeit Ubersichtlicher und damit aussagekréaftiger zu gestalten, beschrankten wir
uns in unserer Arbeit auf digenigen Spezies, die bereits in vorherigen Studien
verwendet wurden und aktuell in der Knorpelforschung benutzt werden. Es finden sich
beispielsweise Untersuchungen an Kaninchen [Gomar-Sancho und Orguin 1987,
Brenner et a. 2014, Jing et a. 2014], Hunden [Breinan et a. 2000, Duan et a. 2013],
Schafen [Jubel et al. 2008, Schleicher et a. 2013] oder auch Pferden [Litzke et al.
2004, Nixon et a. 2011, Maldaet a. 2012].

Knorpeldicke

Das ideale Tiermodell sollte zur besseren Vergleichbarkeit mit humanem Knorpel eine
ahnliche Knorpeldicke aufweisen. Daher verglichen wir in unserer Studie die
Knorpeldicken am lateralen dorsalen Femurkondylus von Kaninchen, Hunden, Schafen
und Pferden mit der des Menschen. Der Mensch zeigt dabei die héchste Knorpeldicke.
In Prozentwerten umgerechnet kommt das Pferd mit einer Knorpeldicke von 76,5% der
des humanen Préparates (100%) am néchsten, wahrend Hund (30,4%), Schaf (26,3%)
und Kaninchen (18,0%) eine deutlich geringere Gelenkknorpelhdhe des dorsalen
Femurkondylus aufweisen. Die Spezies mit hoher Knorpeldicke haben vor alem bei der
Durchfihrung von operativen Techniken, wie zum Beispiel der autologen
Chondrozytentransplantation, entscheidende Vorteile, da die Implantate dhnliche
Dimensionen besitzen [Maldaet a. 2012].

Chondrozytenzahlung und Knorpelzonen
Des Weiteren bestimmten wir die Anzahl der Chrondrozyten in den unterschiedlichen
Knorpelzonen der jeweiligen Spezies, um die Unterschiede im Aufbau und der Struktur

der verschiedenen Spezies aufzuzeigen.
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Die Anzahl der Chondrozyten ist relevant, da sie die extrazelluldre Matrix
synthetisieren, welche sich aus Gewebefllssigkeit und Makromolekilen wie Kollagen,
[Eyre et al. 2002, Garnero et al. 2000] vor alem dem knorpel spezifischen Kollagen Typ
[1, aber auch TyplX, XI, XXVII, Proteoglycanen (v.a. Aggrecan), sowie Biglycan,
Decorin, Fibromodulin und COMP (cartilage oligomeric matrix protein) [Goldring und
Marcu 2009, Harrison et a. 2000] zusammensetzt. Dank dem Zusammenspiel der
Matrixkomponenten ist hyaliner Knorpel trotz seiner festen Konsistenz durch Druck
verformbar und kehrt nach Entlastung in seine urspriingliche Form zurtick.

Diese Eigenschaft wird als Druckelastizitét bezeichnet und wurde in unserer Arbeit

durch die Relaxationsversuche aufgezeigt.

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse der Chondrozytenzahlung in der Ubergangs-
und Radidrzone des lateralen dorsalen Femurkondylus, dass der Mensch im Vergleich
zu den anderen Spezies eine nur geringe Chondrozytenzahl aufweist. Alle anderen
Spezies haben deutlich hohere Chondrozytenzahlen.

Diese Eigenschaft scheint auch die deutlich geringere Relaxationsfahigkeit der
menschlichen Proben gegenuber den Spezies Kaninchen, Hund, Schaf und Pferd zu
erklaren. Ob die divergierenden Chondrozytenzahlen auf die unterschiedlichen
Belastungen im Rahmen der verschiedenen Fortbewegungsmuster der jeweiligen

Spezies zurickzufuhren ist, ware Inhalt weiterer Forschungen.

Ein weiterer Grund fur die geringe Anzahl von Chondrozyten bel den in unserer Arbeit
untersuchten menschlichen Proben konnte ihre Herkunft sein. Diese wurden aus
Operationspraparaten gewonnen, bei denen meist dlteren Patienten aufgrund einer
fortgeschrittenen Arthrose eine Knie- Endoprothese implantiert wurde. Dies bedeutet,
dass der untersuchte menschliche Knorpel bereits durch Alterungsprozesse geschéadigt
war.

Im klinischen Alltag wird es jedoch kaum moglich sein, Proben gesunden menschlichen
Knorpels fur die Forschung zu gewinnen. Um genaue Ergebnisse zu liefern, misste man
Knorpel proben aus préparierten Leichen, die sich der Forschung zur Verfiigung gestellt
haben, entnehmen. Diese sind jedoch in Formalin eingebettet, was wiederum nicht dem

lebenden Préparat entspricht.



Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen und der Chondrozytenzadhlung
zeigen, dass auch der Aufbau und die Struktur des Knorpels zwischen den untersuchten
Spezies deutliche Unterschiede aufweist. Dies lasst sich ebenfals auf die
unterschiedlichen Belastungsmuster im Rahmen der Fortbewegung zuriickfuhren, da
sich Knorpelgewebe auf mechanische Stimuli wie z.B. Kompression oder Scherung
aufgrund seiner  biomechanischen  Eigenschaften der  Reibungsverringerung,
Lastabsorbtion und Lastenverteilung hin verandert. [Eckstein et a. 2005, Nebelung et
al. 2011].

Dass eine mechanische Belastung von den Chondrozyten nicht nur toleriert wird,
sondern sogar auf deren Stoffwechsel und Synthese einwirkt, zeigten bereits Anfang der
1990er Jahre mehrere in vivo Versuche [Urban 1994]. So konnte an immobilisierten
Hasen beobachtet werden, dass die Synthese von Proteoglycanen reduziert wird, wenn
das Knorpel gewebe keiner mechanischen Stimulation unterliegt.

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass mechanische Belastung die
metabolische Aktivitéat [Guilak et a. 1999], Proliferation und Syntheseleistung der
Chondrozyten sowie die Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix beeinflussen
kann [Elder et al. 2009, Nebelung et al. 2011].

Interessanterweise zeigt eine kirzlich veréffentlichte Studie [Pedersen et al. 2013], dass
es auch bel normaler Belastungssituation im jeweiligen Knorpel der Spezies Kaninchen,
Schwein und Mensch zu Unterschieden in der Knorpeldicke und Zellzahl kommen
kann. Auch dies sollte bei weiteren Studien in Betracht gezogen und gegebenenfalls
anhand vorheriger histologischer digitaler Bildgebung die exakt zu vergleichende Stelle
aufgezeigt werden.

Unterschiede zeigen sich ebenfalls bei der Bestimmung der einzelnen Knorpelzonen.
Die Zonen des Knorpels sind beim Mensch und den Versuchstieren unterschiedlich
stark ausgeprégt. Die Tangentialzone hat jedoch bel allen Spezies einen einheitlichen
Antell von ca. 10-20%.

Die Chondrozyten dieser Zone werden von einem gut ausgebildeten Maschenwerk aus
relativ dinnen, tangential angeordneten, parald zur Oberflache verlaufenden
Kollagenfibrillen umgeben [Buckwalter et al.1998, Vanderploeg et a. 2008, Wu et al.
2008, Goldring et a. 2012].
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Diesem Kollagennetzwerk hat die tangentiale Zone die innerhalb der vier Zonen am
besten entwickelte Zugfestigkeit zu verdanken, durch deren Hilfe sie besonders geeignet
ist, den wahrend der Gelenkbewegung einwirkenden Zug-, Scher- und Druckkréften
standzuhalten. Mit ihrem hohen Wasseranteil von bis zu 80% und ihrer geringen
Permeabilitdét hat diese Zone zudem grofe Bedeutung fir die Kontrolle des
Fllssigkeitsaustausches. [Buckwalter et al. 1998, Hochsmann et al. 2013].

Da diese Zone bel dlen Spezies den prozentual gleichen Anteil besitzt, scheint sie
wenig Relevanz hinsichtlich der Kompressions- und Relaxationsfahigkeit des
Gesamtknorpels zu haben, obwohl sie der Gelenkflache am néchsten ist. Sie scheint vor
allem fur die Erndhrung des Knorpels eine Rolle zu spielen. Bei der Auswahl des

optimalen Tiermodells scheint diese Zone wenig Bedeutung zu besitzen.

Die Ubergangs- und Radidrzonen stellen bei allen Spezies den groRten Anteil am
Knorpel dar. Interessant ist jedoch, dass es auch hier wieder Unterschiede im Aufbau

des Knorpels zwischen den einzelnen Spezies gibt.

In der Ubergangszone, die beim Menschen und dem Kaninchen den groften Anteil der
Knorpeldicke besitzt, zeigt sich das typische Bild des hyalinen Gelenkknorpels. Hier
befinden sich aktive Chondrozyten, eingelagertes Fett und Glykogen, weniger Kollagen,
jedoch viele Proteoglykane. Aufgrund der Zusammensetzung der Matrix dieser Zone
weist sie eine verminderte Widerstandskraft gegentiber Zug- und Scherbewegungen auf,
wahrend sie Druckkréften besser standhélt. [Buckwalter et al. 1998, Goldring et al.
2012, Hochsmann et a. 2013].

Bel Pferden und Hunden hingegen ist die Radidrzone, die Zone mit dem hochsten
Proteoglykangehalt, am ausgepragtesten. Es finden sich weniger Chondrozyten als in
der Ubergangszone und wenige, jedoch dicke Kollagenfibrillen, die von der Oberflache
zu den tiefen Anteilen der Radiarzone abnehmen. Dies bedingt eine hohe Zugfestigkeit
an der Oberflache, in den tiefen Anteilen aber auch eine starke Drucksteifigkeit.

Diese Unterschiede im Knorpelaufbau bedingen jedoch die Eigenschaften des
jeweiligen Knorpels und sind daher nur schwer untereinander vergleichbar.

Anscheinend ist die Anzahl der Chondrozyten fir die Knorpeleigenschaften nicht
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alleine entscheidend, eher die Anordnung der Kollagenfibrillen und der Proteoglykane.
[Buckwalter et al. 1998, Goldring et al. 2012, Hochsmann et al. 2013].

Weitere Abweichungen zeigen sich in der Struktur der Mineralisierungszone, die bei
Mensch und Pferd im Vergleich zu den anderen Spezies eher dinn ist. Das Kaninchen
weist dagegen eine recht dicke Mineralisierungszone auf, die dazu noch stark mit dem
subchondralen Knochen verzahnt ist. Aufgrund der exponierten Lage direkt oberhalb
des subchondralen Knochengewebes besitzt diese mineradisierte Zone eine Puffer-
Funktion mit mittlerer mechanischer Festigkeit [Buckwalter et al. 1998].

Die Ergebnisse der Knorpelzoneneinteilung zeigen deutlich, dass der strukturelle
Knorpelaufbau jeder Spezies unterschiedlich ist und wahrscheinlich stark von der
Belastungs- und Bewegungsweise der jeweiligen Spezies abhangig ist. Bedingt
hierdurch zeigen die verschiedenen Spezies bel unseren Versuchen tells ganzlich
unterschiedliches Verhalten bei den Kompressions- bzw. Relaxationsversuchen.

Dies zeigt die grof3e Problematik bel der Suche nach dem optimalen Tiermodell fur die
Knorpelforschung.

Der Aufbau des Knorpels scheint bei der Suche nach dem optimalen Tiermodell jedoch
nicht allein der ausschlaggebende Aspekt zu sein.

Wichtiger erscheinen uns die Untersuchungen und Vergleiche der Kompressions- und
Relaxationsfahigkeit der Knorpelproben der einzelnen Spezies, die in unserer Arbeit
jedoch nicht mit der prozentualen Auftellung der unterschiedlichen Zonen in
Zusammenhang gebracht werden konnten. Hdchstwahrscheinlich spielt hier eine
multifaktorielle Genese der Kompressions- und Relaxationsfahigkeit (Aufbau des
Knorpels, Dicke des Knorpels, Zellzahl, Belastungszonen, Proteoglykangehalt) der
einzelnen Spezies eine grof3e Rolle, die es durchaus noch weiter zu untersuchen gilt.

Im Hinblick auf die Komplexitét dieser Problematik stellt sich die Frage, ob bel
weiteren Tiermodellen zunéchst durch histologische Untersuchungen und digitale
Bildgebung in Vorversuchen die optimalen Stellen im Knorpel der daflir geeigneten
Spezies fir die jewellige Fragestellung gefunden werden kénnen [Pedersen et al. 2013].
Je nach Fragestellung und Testablauf wird es daher Unterschiede im optimalen
Tiermodell geben, jedoch zeigt sich bei unseren Testungen hinsichtlich Aufbau,
Kompressions-und Relaxationsverhalten, dass Hunde und Pferde den menschlichen

Proben am nachsten kommen.
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Bei der Auswahl jeglicher Spezies sind die Unterschiede der einzelnen Rassen (z.B.
zwischen Dackel und Bernhardiner) und der damit verbundenen Groéfe der Tiere
ebenfalls ausschlaggebend. Wenn ein entsprechendes Tiermodell ausgewdahlt wird,
sollte darauf geachtet werden, dass die untersuchten Tiere moglichst einer Rasse
angehdren und &hnlich in Alter und Grof3e sind [Chu et a. 2010, Proffen et a. 2012,
Xye et a.2013].

Hunziker et al. bestétigt 1992, dass betrachtliche Unterschiede in der Struktur des
Knorpels bestehen. Er zeigte auf, dass nicht nur die Knorpeldicke und das
unterschiedliches Regenerationsverhalten auf ,,Full thickness defects* bei den
verschiedenen Spezies unterschiedlich ist, sondern dass teillweise auch erhebliche
Differenzen in der Knorpelstruktur bestehen. So sind die Zelldichte und auch der
schichtweise Aufbau des Knorpels gemdald der unterschiedlichen biomechanischen
Belastung fur die einzelnen Spezies charakteristisch, so dass auch Diffusions- und
Nutritionsverhdltnisse nicht vergleichbar sind. Wahrend ein Chondrozyt eines
ausgewachsenen Kaninchen in der mittleren radialen Zone ein metabolisches Umfeld
von 30.000pm?® hat, so umfasst es beim erwachsenen Menschen ein Volumen von
180.000um? [Hunziker 1992]. Dies bestétigen auch unsere Daten zu den Zellzahlen, wo
der menschliche Knorpel eine deutlich geringere Chondrozytenzahl aufweist als ale
anderen getesteten Spezies. Durch die geringe Zellzahl scheint der menschliche Knorpel
ein Regenerationsdefizit zu anderen Spezies aufzuwel sen.

Deutlich geringer sind die Unterschiede zwischen der Chondrozytengrof3e, den Zell-

Phanotypen und der extrazelluléaren Matrix verschiedener Spezies [Hunziker 1999].

Es war uns aufgrund der begrenzten Anzahl und schwierigen Beschaffung der
Hundeproben allerdings nicht maoglich, auf die oben genannte Problematik der
unterschiedlichen Grofe und Alter der Versuchstiere einzugehen. Daher zeigen die
Hundeproben in unserer Studie keine homogenen Ergebnisse. Dies gestaltete sich bel
den anderen Spezies einfacher. Es gibt jedoch aktuelle Studien, die sich auf eine
Hunderasse beschranken und damit eine geringere Divergenz der Ergebnisse haben
[Duan et a. 2013].
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Verteilung von alcianblaupositiven Glycosaminoglycanen

Um weitere Informationen Uber die Struktur und die biomechanischen Eigenschaften
des Knorpels der getesteten Spezies zu bekommen, bestimmten wir die Verteilung von
alcianblaupositiven Glycosaminoglycanen. Glycosaminoglykane bilden das Gertst
faserbildender Stoffe und besitzen durch ihre Fahigkeit, Wasser aufzunehmen eine hohe
Elastizitdt. Die Verteilung der Glycosaminoglycane gibt damit einen Hinweis auf die
biomechanischen Eigenschaften des Knorpels. Der Vergleich der Verteilung von
alcianblaupositiven  Glycosaminoglycanen bel  ausgewachsenen Tieren  der
unterschiedlichen Spezies zeigt deutliche Unterschiede auf. Bei Mensch und Hund
liegen die acianblaupositiven Glycosaminoglycane hauptsichlich in  der
Ubergangszone.

Beim Pferd dagegen ist die Tangentialzone am stérksten angeféarbt und die Intensitéat der
Farbung nimmt im Bereich der Ubergangszone von apikal nach basal immer starker ab.
Bei ausgewachsenen Kaninchen und Schafen dagegen liegen die alcianblaupositiven
Glycosaminoglycane relativ gleichmaidig Gber alle Knorpelzonen vertellt.

Bezlglich der Verteilung von alcianblaupositiven Glycosaminoglycanen und damit
verbundenen biomechanischen Eigenschaften zeigt damit das Hundemodell im
Vergleich zum Mensch die gréite Ahnlichkeit.

Dies bestétigten auch unsere Kompressionsversuche, hierbel reagierte sowohl der

Hundeknorpel as auch Pferdeknorpel dem humanen Knorpel am dhnlichsten.

Biomechanische M essungen
Um die biomechanischen Eigenschaften des Knorpels der verschiedenen Spezies zu
testen, erstellten wir mit fachlicher und apparativer Unterstiitzung des Instituts fur

Werkstofftechnik der Universitét Siegen elne eigene Messvorrichtung.

Bevor wir jedoch mit den eigentlichen Testungen beginnen konnten, mussten wir
umfangreiche Testlaufe durchfuhren. Ziel der Vorversuche war es, eine Moglichkeit zu
finden, die Knorpelproben sowohl auf ihr Kompressions-, as auch auf ihr
Relaxationsverhalten zu testen. Die ersten Probetestungen dienten der Uberpriifung der
Versuchsanordnung fir die geplante Knorpeltestung, der Feststellung der notwendigen
Probendicke und der Praktikabilitdt der Halterung. Im Anschluss wurden
unterschiedliche Eindringgeschwindigkeiten ausgetestet. Um das Kriechverhalten des
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Knorpels zu testen (Relaxationsfahigkeit), wurde die Kugel relativ schnell auf eine
definierte Tiefe eingefahren und anschlief3end die Abnahme der auf sie einwirkenden
Kraft erfasst.

Bereits bei den Vorversuchen zeigte sich die Schwierigkeit der Handhabung der teils

sehr kleinen Kaninchenknorpel proben.

Kompressionsver suche

Unsere Kompressionsversuche am lateralen dorsalen Kondylus wurden an den Spezies
Kaninchen, Hund, Pferd und Mensch durchgefiihrt. Diese zeigen, dass der Pferde- und
auch der Hundeknorpel bei Kompressionsversuchen ahnlich reagieren wie der humane
Knorpel. Je hoher der Druck wurde, desto mehr Unterschied zeigte sich zwischen den
Menschen- und Pferdeproben. Die Proben der Pferde brauchten deutlich hohere
Kraftwerte bel der groften Eindringtiefe, was fur eine hohe Drucksteifigkeit der
Pferdeproben spricht, die jedoch auch mit dem auf dem Knorpel lastenden Gewicht
korrelieren konnte.

Der grofdte Unterschied wurde durchgehend zwischen den Spezies Schaf und Pferd
gemessen. Schafe scheinen einen deutlich weicheren Knorpel zu besitzen als Pferde
oder auch Menschen. Aufgrund unserer Untersuchungen wird jedoch nicht ganz Klar,
warum dies so ist. Bel den Zedlzahlen und den acianblaupositiven
Glykosaminoglykanen liegen die Schafproben im mittleren Bereich, auch hinsichtlich
der Dicke der Knorpelzonen ergibt sich kein Grund fiur die deutlich leichtere
Kompressionsfahigkeit des Schafknorpels. Interessanterweise liegt das Schaf bei den
Relaxationsversuchen wiederum im Mittelfeld und hat dabei bessere Werte als das
Kaninchen.

Die grofen Probleme bel der Durchfuhrung der Versuche hatten wir bel den
Kaninchenproben. Durch die geringe Knorpeldicke und die gravierenden
Grolenunterschiede der anatomischen Strukturen im Vergleich zu den tbrigen Spezies
ergaben sich Probleme sowohl bei der Probenhalterung, der Dicke des Indentors im
Vergleich zur Teststelle, als auch bei der Préparation der Proben. Dies sollte bei
weiteren Studien berlcksichtigt werden. Je kleiner die Spezies ist, desto schwieriger
sind die genauen Messstellen definierbar. Es gibt eine Reihe von Knorpelstudien am
Kaninchen [Jing et a. 2014, Dai et al. 2014, Singh et al. 2014, Brenner et al. 2014] und

sogar an Ratten, die noch wesentlich kleinere Gelenkflachen aufweisen [Naveen et al.
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2013]. Diese Spezies werden wegen ihrer einfachen Haltungsbedingungen gerne als
Tiermodelle verwendet, jedoch sind wir aufgrund unserer Erfahrungen in der Studie der
Meinung, dass kleine Spezies nicht das optimale Tiermodell flr weitere vergleichende

Knorpelforschungen zum Menschen darstellen.

Die biomechanischen Messungen im Bereich des lateralen Patellagleitlagers und des
medialen Femurkondylus wurden jeweils nur an den Spezies Kaninchen, Hund, Schaf
und Pferd durchgefihrt, da die erforderlichen humanen Proben nicht zur Verfligung
standen. Um einen Gesamteindruck Uber die Knorpelverhdtnisse im Kniegelenk der
unterschiedlichen Spezies zu gewinnen, wéaren Folgestudien mit humanen

Knorpel proben sinnvoll.

Die Kompressionsversuche im Bereich des lateralen Patellagleitlagers zeigen, dass auch
hier zwischen den Spezies kein einheitliches Ergebnis vorliegt. Ansonsten weisen bei
dieser Testung ebenfals die Pferde die hdchsten Mittelwerte auf. Die weitere
Verteillung entspricht der Testung am lateralen dorsalen Kondylus.

Ahnliche Ergebnisse zeigen die Kompressionsversuche am medialen Femurkondylus.
Auch bei dieser Testung zeigen die Pferde die grofdten Mittelwerte gefolgt von Hund,
Schaf und Kaninchen.

Zusammenfassend sind damit die Spezies Pferd und Hund dem humanen Knorpel in
Bezug auf die biomechanische Resktion bei den Kompressionsversuchen am
ahnlichsten.

Relaxationsversuche

Im Gegensatz zur den relativ heterogenen Befunden der Kompressionsuntersuchungen
stellen sich die Ergebnisse der Relaxati onsuntersuchungen homogen dar.

Wahrend zwischen den verschiedenen Tierarten kein signifikanter Unterschied
(p>0,335) festzustellen war, zeigt der menschliche Knorpel einen signifikanten
Unterschied (p<0,01) bezlglich der Relaxationsfahigkeit. Dies bedeutet, dass der
menschliche Knorpel im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Spezies eine grof3ere
Steifigkeit besitzt und sich nach Einwirken eines Druckes nicht so schnell regenerieren

kann.
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Hier stellt sich die Frage, ob sich durch die evolutionsbiologische Veranderung des
Kniegelenkknorpels des Menschen als Zweibeiner, wobel das gesamte K 6rpergewicht
auf nur zwel anstatt vier Gelenkflachen liegt, Anderungen hinsichtlich der
Relaxationsfahigkeit ergeben haben.

Eine weitere Diskussionsgrundlage ist hier auch die Zahl der Chondrozyten, die bei den
menschlichen Proben deutlich geringer ausfiel als bei alen untersuchten Tiermodellen.
Dies spricht dafir, dass ein geringerer Gehalt an Chondrozyten eine deutlich schlechtere
Relaxationsfahigkeit bedingt. Dies wiederum bestdtigt die These, dass durch eine
autologe Chondrozytentranspl antation eine  deutliche Besserung der
Relaxationsfahigkeit und somit klinisch eine Beschwerdebesserung eintreten kann.

Die Relaxationsfahigkeit des Knorpels nach 10, 20, 30 und 40 Sekunden im Bereich des
lateralen dorsalen Femurkondylus zeigt fir den Menschen die htéchsten Mittelwerte,

gefolgt von den Spezies Hund und Pferd.

Am lateralen Patellagleitlager zeigte sich nach allen Messzeiten eine enheitliche
Reihenfolge der Spezies. Die Kaninchen besal3en die geringsten Mittelwerte. Etwas
hohere Werte lieferten die Schafe und Hunde. Die héchsten Mittelwerte boten die
Pferde mit doppelt so grof3en Messwerten wie die Kaninchen.

Die Relaxationsversuche am medialen Kondylus ergaben ahnliche Ergebnisse wie die
Messungen am lateralen Patellagleitlager. Die Kaninchen hatten wahrend aller
Messungen die geringsten Mittelwerte, gefolgt von den Spezies Schaf und Hund. Die
Pferde hatten auch hier die hdchsten Mittelwerte. Durch die deutlichen Unterschiede
zwischen den menschlichen Proben und den Kaninchenproben scheint das Kaninchen
im Hinblick auf die autologe Chondrozytentransplantation kein geeignetes Modell zu
sein.

In Bezug auf die biomechanische Relaxationsfahigkeit ist damit das Hunde- und
Pferdemodell den anderen Spezies im Vergleich zum Menschen leicht Uberlegen.
Neuere Studien belegen ebenfalls das gute Ergebnis von Hunde- [Duan et al. 2013,
Yang et al. 2011] und Pferdestudien bei grof3en Knorpeldefekten [Malda et al. 2012,
Nixon et al. 2011].

Kritische Beurteilung der Versuchstiere

Aufgrund der aufgezeigten Unterschiede sowohl im Aufbau al's auch im Kompressions-
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und Relaxationsverhalten des Knorpels der verschiedenen untersuchten Spezies zeigt
sich die Problematik der Findung eines geeigneten Tiermodelles fur die
Knorpelforschung deutlich.

Wir konnten aufzeigen, dass die Ergebnisse, die mit einer Spezies erzielt wurden, nicht
einfach auf eine andere Spezies tUibertrgen werden kénnen.

Die Vidfat an Versuchstieren erschwert zudem die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
untereinander.

In unserer Studie konzentrierten wir uns demnach an bereits existierenden Studien und
den Tieren, die dort zur Verwendung kamen [Hunziker 1999, Reinholz et a. 2004,
Solchaga et a. 2001, Duan et a. 2013, Yang et a. 2011, Malda et al. 2012, Nixon et a.
2011, Jing et a. 2014].

Uns war wichtig zu Uberprifen, welches Tiermodell die Struktur und die
physiologischen Gelenkverhéltnisse des Menschen am &hnlichsten darstellt. Optimal
wéren dhnliche Knorpel- und Knochenverhdltnisse wie die des Menschen. Dies ist
jedoch bereits aufgrund der einzigartigen Fortbewegung des Menschen als Zweibeiner
nur eingeschrankt maoglich.

Jede Spezies hat eilgene Bewegungs- und Belastungsmuster des Kniegelenkes, die sich
auf den Aufbau und die Mechanik auswirken und somit zu génzlich anderen
Knorpelanforderungen fihren. Eine Vergleichbarkeit zum Menschen ist daher immer
nur eingeschrankt maoglich.

Zum gleichen Ergebnis kommen auch Proffen et a. 2012, die eine &hnliche
vergleichende Studie zum anatomischen Aufbau des Kniegelenkes verschiedener
Spezies im Vergleich zum Menschen durchgefiihrt haben. In deren Arbeit konnten
deutliche Unterschiede im Bewegungsumfang und der Grofe der intraartikuléren
Strukturen nachgewiesen werden. Nur das menschliche Kniegelenk konnte eine
vollstandige Extension erreichen, was wiederum die Unterschiede in den Belastungen
und dem Aufbau der unterschiedlichen Gelenkbereiche (lateraler dorsaler Kondylus,

medialer Kondylus) erklart und in Tiermodellen nur schwer nachzustellen ist.
Es sollte daher entsprechend der gezielten Fragestellung das am besten geeignete Tier

ausgewahlt und der Versuchsaufbau angepasst werden [Hunziker 1999, O’Driscoll
2001, Reinholz et al. 2004, Solchagaet al. 2001, Chu et al. 2010, Proffen et al. 2013].
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Vortellhaft wéare, wenn die Dimensionen der Defekte, die zum Beispiel bei der
autologen Chondrozytentransplantation bel Versuchstieren gesetzt werden missen, eine
ahnliche Grof3e wie die Knorpel defekte beim Menschen hétten.

Bel den von uns getesteten Spezies scheinen sowohl das Hunde- als auch das
Pferdemodell die besten Voraussetzungen fir vergleichende Studien zu humanem
Knorpel zu haben. Zum gleichen Ergebnis kommt eine Arbeit von Chu et a. 2010, bei
der unterschiedliche Spezies im Hinblick auf Knorpelregeneration und Knorpelersatz
getestet wurden.

Die grofdten Unterschiede zum menschlichen Knorpel waren durchgehend bel den
Schafen und Kaninchen zu sehen. Diese eignen sich daher nach unseren

Untersuchungen nur eingeschrankt als Tiermodell fir die humane Knorpelforschung.

Kaninchen

Aufgrund ihrer geringen Grof3e und ihren ginstigen Haltungskosten im Vergleich zu
anderen Spezies werden Kaninchen haufig in  Studien zur autologen
Chondrozytentransplantation verwendet. Hier treten aber Schwierigkeiten auf, da
grofRere Defekte nicht nur bis in den subchondralen Knochen, sondern meistens auch bis
in die Spongiosa reichen und damit nicht mit den menschlichen Defekten vergleichbar
sind [Hunziker 1999, Chu et al. 2010].

Als ein weiteres Problem bei den Proben der Kaninchen stellte sich in unserer Studie
die Verarbeitung der Knorpelproben dar. Durch die geringe Grof3e der Proben musste
gerade beim Sagen sehr behutsam vorgegangen werden, um nicht zu viel Knorpel zu
verletzen.

Ebenso waren die Einstellungen bei den biomechanischen Testungen sehr schwierig, da
die Prufflache (Knorpeloberflache) an den definierten Messpunkten wesentlich geringer
war und eine gréf3ere Oberflachenkrimmung als bei den Ubrigen Spezies aufwies.

Ein weiterer wichtiger operationstechnischer Punkt ist die schichtgenaue Platzierung
von Implantaten. So ist es bei der deutlich geringeren Knorpeldicke des Kaninchens
schwieriger, das Implantat so zu platzieren, dass es einen glatten Ubergang zum
angrenzenden Knorpel bildet, wahrend ein solcher Eingriff auf Grund der hoheren

Dicke des Knorpels bel gréfl3eren Tieren deutlich einfacher durchzufihren ist.
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Des Weiteren zeigt das Kaninchen bel Verletzungen der Gelenkoberflache eine zum
Menschen kontrére Gelenkknorpelregeneration. Das Kaninchen ist im Gegensatz zum
Menschen ein Schnellknorpelbildner. So konnte gezeigt werden, dass der
Gelenkknorpel des Kaninchens zu erstaunlichen Regenerationsleistungen in der Lage
ist, solange der subchondrale Knochen nicht verletzt wurde [Morris 2001]. Damit ist das
Knorpelgewebe des Kaninchens in der Lage, isolierte Knorpel defekte ohne Beteiligung
des subchondralen Knochens selbst zu schlief3en, wahrend menschlicher Knorpel solche
Schéden nur schlecht toleriert und das Selbstheilungspotential sehr gering ist [Meachim
1963].

Beim Menschen dagegen verbessert sich die Reparaturleistung des Knorpels durch die
Er6ffnung des Markraums ganz erheblich, wohingegen dieses Vorgehen beim
Kaninchen zu einer deutlichen Verschlechterung der Regenerationsleistung fihrt
[Meachim 1963]. Es ist daher sehr schwierig, Ergebnisse aus Kaninchenstudien, bei
denen nicht genau zu beurteilen ist, ob die Mineralisierungszone verletzt wurde oder
nicht, auf den Menschen zu tbertragen.

In einigen Fallen kénnen jedoch bestimmte Fragestellungen durch das K aninchenmodel |
beantwortet werden, wie solche nach dem Uberleben der Spenderzellen [Ostrander
2001] oder Defekte mit einer kleineren Plaquedeckung [Makino et al. 2002]. Neuere
Studien an Kaninchen beschéftigen sich mit der Transplantation von mesenchymalen
Stammzellen in die Knorpeldefekte [Dal et al. 2014, Singh et a. 2014].

Hund

Ausgewachsene Hunde von grofderen Rassen haben eine Knorpeldicke von tber 1mm.
Das Hundemodell ist damit in Bezug auf die Knorpeldicke einigen vergleichbaren
Spezies, wie z.B. dem Schafmodell, Uberlegen. Der Knorpel von ausgewachsenen
Schafen ist gerade einmal halb so dick [Frisbie 2006], was unsere Ergebnisse ebenfalls
bestétigen.

Gegen das Hundemodell spricht jedoch das instinktive Verhalten von Hunden auf
Schmerzreize. Hunde neigen dazu, verletzte Extremitéaten sehr stark zu schonen.

Trotz dieses Verhaltens gibt es eine Reihe von Versuchen an Knorpel, bei denen der
Hund erfolgreich eingesetzt wurde. So bewertete zum Beispiel Breinan et a. (2000) in
einer Studie die Wirkung von kultivierten autologen Chondrozyten bei der Heilung von

Knorpelschaden im Hundemodell. Gerade auch bel grof3eren Defekten scheint das
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Hundemodell aussagekréftige Ergebnisse zu liefern [Duan et a. 2013, Yang et a.
2011]. Unsere Studie zeigt, dass auch in Bezug auf die biomechanischen Eigenschaften
des Knorpels der Hundeknorpel zusammen mit dem Pferdeknorpel dem menschlichen
Knorpel am dhnlichsten ist.

Schaf

Schafe belasten unter adéguater Analgesie das operierte Bein sofort voll. Dieses
Verhalten ist besonders bei solchen Studien ein Vortell, bei denen fur die
K norpelregeneration eine gewisse Druckbel astung benétigt wird.

Grofe Schafstamme wie Merinoschafe haben sich as besonders robust erwiesen und
dhneln dem Menschen in  Bezug auf  Gewicht, Knochen- und
Knorpelwachstumsverhalten. Aul3erdem sind beide langsame Knochen- und
Knorpelbildner, so dass Vergleiche mit dem menschlichen Kniegelenk realisiert werden
konnen. Die Spezies Schaf zeigt einen weiteren Vorteil in der Beschaffung und
Versorgung der Versuchstiere. Unsere biomechanischen Messungen zeigen jedoch
Nachteile beziglich der biomechanischen Eigenschaften. Hier zeigt der Pferde- und
auch der Hundeknorpel bei den Kompressionsversuchen im Vergleich zum humanen
Knorpel bessere Ergebnisse. In  unserer Studie zeigte sich durch die
Kompressionsversuche eine nur geringe Drucksteifigkeit der Schafknorpelproben, die
mit menschliche Proben nicht vergleichbar war. Jedoch gibt es auch Schafstudien mit
positivem Ergebnis [Schleicher et a. 2013].

Pferd
Das Pferd weist mit dem humanen Kniegelenk vergleichbare Dimensionen auf, ebenso

ist die Gewichtsbelastung der Gelenkflachen ahnlich der eines menschlichen Sportlers
[Convery et al. 1972, Litzke et al. 2004, Todhunter et al. 1993, Madaet al. 2012].

Doch nicht nur der Aufbau und die Zellmorphologie, sondern auch die pathol ogischen
Veranderungen sollten vergleichbar sein.

Gerade in diesem Punkt weist das Kniegelenk des Pferdes sehr dhnliche Erkrankungen
auf wie das des Menschen. So leiden Pferde zum Beispiel ebenso an Osteoarthritis mit
Erosionen am Gelenkknorpel an dem medialen Femurkondylus wie der Mensch. Ebenso
kommt es beim Pferd zu Osteochondritis dissecans, mit Ausmal3en, die dem Menschen
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entsprechen [Riley et al. 1998].

Litzke et al. 2004 zeigte, dass die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) in
einem Grofdtiermodell am Pferd das Potential der ACT fur die Knorpel-Regeneration in
menschlichen Patienten demonstriert. Diese Studie bewertete die Knorpel reparatur nach
erfolgter ACT im Pferdemodell Uber eine Zeitdauer von 2 Jahren. Es wurde jeweils das
klassische ACT-Verfahren verwendet, bel dem die autologen Chondrocyten unter einen
Periostlappen eingespritzt wurden [Brittberg et al. 1994]. Die Studie zeigte, dass die mit
ACT behandelten Defekte eine deutlich bessere Defektfllung mit einem gut
integrierten  Neoknorpel und mit ener vergleichbaren Expression von
knorpel spezifischen Markern als die Kontrollgruppe hatten.

Ebenso zeigte eine Studie von Barnewitz et a. 2006, dass der Gebrauch von
dreidimensionalen  autologen  Knorpeltransplantaten  als  vielversprechende
therapeutische Malinahme fur die Behandlung von Knorpeldefekten in Pferden
eingesetzt werden kann. Auch aktuelle Studien zeigen ein gutes Ergebnis bei autologer
Chondrozytentransplantation bei grof3en Defekten im Pferdemodell [Nixon et a. 2011,
Maldaet al. 2012].

Bei der Verwendung von Pferden ist jedoch der erheblich grofRere Aufwand fur die
Beschaffung, Haltung und Operation eines Pferdes zu beachten. Bei der Haltung sollte
vor allem darauf geachtet werden, dass die Tiere von fachkompetentem Personal
versorgt werden und dass ausreichend grof3e Stallungen vorhanden sind. Ebenso sollte
daran gedacht werden, dass die Lagerung vor und wahrend der OP meistens mit Hilfe
eines Kranes erfolgen muss. Diese Voraussetzungen sind meistens nur an einem dafir
ausgestatteten  Zentrum moglich. Ahnliche Probleme werden in  weiteren
Vergleichsstudien zu unterschiedlichen Tiermodellen aufgezeigt [Chu et al. 2010,
Johnstone et al. 2013, Proffen et al. 2012].

Des Welteren sind Bedenken des Tierschutzes beim Groftiermodell generell grol3er as
beim Kleintierversuch.

Im Vergleich der Durchfiihrbarkeit des OP-Verfahrens mit der Anwendung beim
Menschen ist als wesentlicher Unterschied zu erwahnen, dass beim Pferd eine
Ruhigstellung des Kniegelenks nicht moglich ist und die Tiere die operierte Extremitét
sofort bewegen und voll belasten.

Vorteil ist jedoch, dass sich das Pferd auch aus veterindrmedizinischer Sicht als ideales
Versuchstier zur Erforschung der ACT anbietet. Durch die Haltung und Nutzung der

Pferde kommt es bei ihnen oft zu degenerativen Knorpelschéden, so dass die durch
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chondrale Lasionen bedingte Lahmheit ein sehr haufiges Problem in der Tiermedizin
darstellt [Barnewitz et al. 2006]. Aus den gewonnenen Erkenntnissen kdnnten auch hier

eventuell neue Therapieoptionen entstehen.

Unsere Studie zeigt, dass das Pferd von den untersuchten Spezies die grofte Ahnlichkeit
zum menschlichen Knorpel in Bezug auf die Gelenkknorpeldicke im Knie besitzt. Zum
gleichen Ergebnis kam eine Studie von Frisbie et a. 2006. Dies hat vor allem bel der
Testung von Operationsmethoden, wie der autologen Chondrozytentransplantation
Vorteile, da die Implantate &hnliche Dimensionen besitzen. Auch die anatomische Lage
der autologen Chondrozytentransplantation beim Pferd ist zumindest bei den medialen
Femurkondylen @hnlich der des Menschen. Zusétzlich zeigen das Femoropatel largel enk
und das Femorotibialgelenk groRe Gelenkflachen auf, die einen enfachen
arthroskopischen Zugang ermoglichen. Dies ist wichtig fir das Setzen von
experimentellen Defekten und fir das weitere Monitoring [Frisbie et al. 2006, Malda et
al. 2012, Nixon et al. 2011, Chu et a. 2010].

Abschlief3end gilt es weiterhin, dass Fur und Wider der einzelnen Spezies im Hinblick
auf die Knorpelforschung und die operativen Versorgungsmoglichkeiten von
Gelenkdefekten abzuwégen. Wichtig scheint hierbel vor alem die Fragestellung der
Studie, bei der die Durchfuhrbarkeit und die Unterschiede der einzelnen Spezies zum
menschlichen Knorpel beriicksichtigt werden sollten.

In unserer Studie stellt sich heraus, dass das Pferd sowohl im Aufbau des Knorpels als
auch in der Gréfe des Knies und der Dicke der Knorpelschicht dem menschlichen Knie
am dhnlichsten erscheint und somit in weiteren Studien die aussagefahigsten Ergebnisse

liefern konnte.
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6. Zusammenfassung

Diese experimentelle Arbeit befasst sich mit der Suche nach dem idealen Tiermodell fir
die Knorpelforschung und untersucht dabei humane und tierische Knorpelproben auf
grundlegende morphologische, biomechanische, histologische und zellbiologische
Unterschiede.

Arthrose und andere Knorpelschdden am Kniegelenk sind Erkrankungen, die einen
grof3en Teil der Gesellschaft betreffen. Eine Heilung dieser Erkrankungen gibt es bisher
nicht. Daher ist die Erforschung neuer Techniken, um hyalinen Knorpel wieder
herzustellen und ins Gelenk einzubringen, ein Bereich, dem aktuell viel Beachtung
geschenkt wird und der intensiv beforscht wird. Da es jedoch schwierig ist, solche
Forschungen am Menschen durchzufihren, gibt es in der Literatur viele
tierexperimentelle Studien, die vor allem an Kaninchen, Schafen, Hunden und Pferden

durchgefuhrt werden.

Aufgrund dieser Tatsache wahlten wir diese Tierarten in unserer Studie, um das ideale
Tiermodell im Vergleich zum menschlichen Knorpel zu finden. Um die Daten
vergleichbar zu gestalten, wurden dabei jeweils 10 Kniegelenke der oben genannten
Spezies an drei verschiedenen Stellen (lateraler dorsaler Kondylus, laterales
Patellagleitlager und medialer Kondylus) in unterschiedlichen Untersuchungsschritten

verglichen.

Fir die Knorpel dickemessungen wurden die jewelligen Proben in eine eigens hergestellte
Messvorrichtung gesetzt und unter dem Mikroskop ausgemessen. Hier zeigt sich, dass
die haufig eingesetzten Versuchstiere Kaninchen, Schaf und auch Hund mit 0,2-0,6mm
eine im Vergleich zum Menschen (ca. 3,0mm) deutlich geringere Auflage von hyalinem
Knorpel aufweisen. Das Pferd kommt diesem Wert mit 1,5-2,0mm am néchsten.

Die Zoneneinteilungen und die Chondrozytenzahlungen wurden, nachdem der Knorpel
in Feinschnitttechnik fixiert, verschieden eingebettet und gefarbt wurde, unter dem
Mikroskop und Rasterel ektronenmikroskop untersucht und ausgewertet. Die Ergebnisse

der Knorpelzoneneinteilung zeigen, dass der strukturelle Knorpelaufbau jeder hier
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untersuchten Spezies unterschiedlich ist. Jedoch entspricht bezliglich der Zonenbildung
innerhalb des hyalinen Knorpels der equine Knorpel am ehesten dem humanen. Bel der
Chondrozytenzéhlung fiel auf, dass alle Spezies eine deutlich hdhere Anzahl aufweisen

als der Mensch.

Die biomechanischen Testungen (Kompressions- und Relaxationsmessungen), die
ebenfalls in einer eigens fir diese experimentelle Untersuchung aufgebauten
Messvorrichtung durchgefiihrt wurden, ergeben deutliche Unterschiede zwischen den
Spezies.

Hierbel ist die Kompressionsfahigkeit des Pferde- und Hundeknorpels von alen

untersuchten Tieren am ehesten mit der des menschlichen Knorpels zu vergleichen.

Waéhrend bei den Relaxationsversuchen zwischen den verschiedenen Uberpriften
Tierarten kein signifikanter Unterschied festzustellen war, zeigt der menschliche Knorpel
einen signifikanten Unterschied beziiglich der Relaxationsféahigkeit. Dies bedeutet, dass
der menschliche Knorpel im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Spezies eine
grolere Steifigkeit besitzt und sich nach Einwirken eines Druckes nicht so schnell
regenerieren kann. Im Vergleich zum Menschen sind in Bezug auf die biomechanische
Relaxationsfahigkeit jedoch wiederum das Pferde- und Hundemodell den anderen

Spezies leicht Uberlegen.

Bel der Suche nach dem optimaen Tiermodell fur weitere Knorpelforschungen gilt es
jedoch auch weiterhin zu bedenken, dass es deutliche Unterschiede in der Haltung, der
Verarbeitung der Knorpelproben und der anatomisch gegebenen Unterschiede
hinsichtlich der Grof3e der jewelligen Spezies gibt.

Daher wird es je nach Fragestellung und Testablauf Unterschiede im optimalen
Tiermodell geben, dieim Einzelfall geprift und bedacht werden sollten.

Nach unseren umfangreichen Untersuchungen hinsichtlich  Knorpelaufbau,
Kompressions- und Relaxationsverhalten an den verschiedenen Knorpelproben zeigt sich
deutlich, dass das Pferdemodell und das Hundemodell den menschlichen Proben am
nadchsten kommen und damit fir weitere wissenschaftliche Untersuchungen die

aussagefahigsten Ergebnisse liefern konnen.
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7. Summary:

This experimental study deals with the search for theideal anima model for research into
cartilage and examines samples of human and animal cartilage for basic morphological,

biomechanical, histological and cell biological differences.

Osteoarthritis and other cartilage damage in the knee joint are diseases, which affect a
large part of society. Up till now there is no cure for these diseases. So the study of new
techniquesto reproduce hyaline cartilage and to introduce it into the joint isan areawhich
Isat present receiving alot of attention and which is being intensively researched.

Asit isdifficult, however, to carry out such research on human samples, thereis alot of
literature about studiesinvolving animal research, which is being carried out above al on

rabbits, sheep, dogs and horses.

Because of this, we chose these types of animal in our study in order to find the ideal
anima model when compared to human cartilage. To make the data comparable, 10 knee
joints of each of the above mentioned species were compared at three different positions

(lateral posterior condyle, lateral patellabearing and media condyle) in different research
steps.

For measuring the thickness of the cartilage, the respective samples were placed in a
measuring device specifically constructed for this purpose and measured under the
microscope. Here it becomes clear that the research animals rabbits, sheep and dogs,
which are often used, possess a significantly thinner layer of hyaline cartilage with 0.2 —
0.6 mm when compared to humans (about 3.0 mm). The horse comes nearest to thisvalue
with 1.5 - 2.0 mm.

After the cartilage had been fixed in precision cut technique, embedded in various ways
and coloured, the zone divisions and the chondrocyte counts were examined under the
microscope and the scanning electron microscope and were evaluated. The results of the
cartilage zone divison show that the structural composition of the cartilage is different
in every one of the species examined here. Regarding the zones within the hyaline

cartilage, the equine cartilage corresponds most to the human cartilage. As regards the
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chondrocyte counts, it was noticeable that all the species exhibit a significantly higher
number of chondrocytes than humans.

The biomechanical tests (measurements of compression and relaxation), which were also
carried out using a measuring device specifically constructed for this experimental study,
show clear differences between the species. However, the compressibility of horse and
dog cartilage is, out of all the animals examined, best comparable with that of human

cartilage.

While the various species of animas which were examined showed no significant
differencesin their capability to relax during relaxation experiments, the human cartilage
did show amarked differencein the capability to relax. This means, that human cartilage,
in contrast to all the other species examined, possesses greater stiffness and cannot
regenerate itself as quickly after being set under pressure. In comparison to human
cartilage, as regards the biomechanical capability to relax, the horse and dog modelswere
dlightly superior to the other species.

In the search for the optimal animal model for further cartilage research it should also be
considered that there are marked differences in the keeping of animals, in the processing
of the cartilage samples and the given anatomical differences with regard to the size of
the respective species.

Therefore, depending on the research question and the test procedure, there will be
differencesin the optimal animal model, which must be taken into account and examined

in every single case.

As aresult of our comprehensive studies regarding the construction of cartilage and the
compressibility and capability to relax of the various cartilage samples, it can be clearly
demonstrated that the horse and dog models come closest to the human samples and can

so provide the most reliable results for further scientific research.
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Die biomechanischen Testreihen der Vorversuche wurden mit fachlicher und
apparativer Unterstiitzung im Institut fir Werkstofftechnik der Universitét Siegen
durchgefuhrt. Ich danke Herrn Universitétsprofessor Dr.-Ing. H.-J. Christ fur die
Moglichkeit, diese Untersuchungen an seinem Institut durchfihren zu kénnen, sowie
ganz besonders seinen Mitarbeitern Herrn Dipl.-Ing. Arne Ohrndorf und Herrn Gerhard

Dietrich fur die kompetente und freundliche technische Beratung und Hilfestellung.

Herrn Dr. med. vet. Dirk Barnewitz danke ich als verantwortlichem Tierarzt fur die

Operationen und die medizinische Betreuung der Pferde.

124



Die Untersuchung von Hundekniegelenken ermdglichte uns die Klinik fir Kleintiere
der Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitdt Giessen (Direktor: Herr Univ.-Prof.

Dr. med. vet. Martin Kramer), wofr ich mich herzlich bedanke.

Ein weiterer Dank geht an das Institut fir Medizinische Informatik der Justus-Liebig-
Universitéat Giessen, vor allem Herrn Dr. R.-H. Bddecker und Herrn W. Pabst fur die

freundliche Unterstiitzung und die statistische Auswertung der Daten.

Ich danke meiner Familie, die mich bei der Beschaffung der unterschiedlichen
Knorpel proben tatkraftig unterstiitzt hat.

Ein weiterer Dank gilt Gerhard und Pamela Schone, die darauf geachtet haben, dass am

Ende auch jedes Komma an der richtigen Stelle sitzt.

Jeder, der wissenschaftlich Arbeit und viel Zeit neben seiner reguléren Arbeitszeit mit
der Forschung verbringt, weil3, dass dies flr seinen Partner eine zusétzliche Belastung
bedeutet. Und daher mochte ich meiner Frau, Esther Schone-Unzeitig, danken, dass sie
mich wahrend dieser Zeit mit Rat und Tat unterstitzt und von Zeit zu Zeit wieder
aufgebaut hat.
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Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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