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Einleitung

1 Einleitung

Eine sehr haufige Verletzung im Bereich der Orthopadie sowie der Unfallchirurgie ist
die Lasion des Gelenkknorpels (chondrale Lasionen) sowie die osteochondrale
Lasion.

In einer arthroskopischen Nachuntersuchung von 31516 Fallen nach Knietrauma
konnte bei 19827 Fallen (entspricht 62,9%) Lasionen des Gelenkknorpels festgestellt
werden. In der Mehrzahl zeigten sich Grad lll- Lasionen an der Patella sowie Grad
V- Lasionen an der medialen Femurkondyle [33]. Zu einem ahnlichen Ergebnis kam
eine Studie, in der 25124 Kniearthroskopien analysiert wurden. Hierbei zeigten sich
chondrale Lasionen bei 60% der Falle. Hauptlokalisation war ebenfalls die
Patellarickflache (36%) wie auch die mediale Femurkondyle (34%) [187]. In einer
prospektiven Studie wurde bei 1000 durchgefuhrten Kniearthroskopien in 19% der
Falle ein Knorpelschaden nachgewiesen, wovon bei 61% der Patienten der Schaden
auf ein vorhergehendes Trauma zurickgefihrt werden konnte. Die durchschnittliche
GroRe der Defekte wurde mit (iber 2cm? angegeben [61].

Die Therapie dieser chondralen und osteochondralen Gelenkflachenschaden stellt
noch immer ein ungeldstes Problem in der Medizin dar.

Schon kleine Knorpelschaden, welche als praarthrotische Deformitat zu bezeichnen
sind, konnen sich ausdehnen und sich im Verlauf zu einer manifesten Arthrose der
betroffenen Gelenke entwickeln [56, 88, 107]. Dies stellt nicht nur ein
therapeutisches, sondern auch aufgrund der demographischen Entwicklung, der
fortschreitenden Uberalterung in den Industrienationen und der damit zunehmenden
Pravalenz altersbedingter Arthrosen, ein soziookonomisches Problem dar [117, 184,
188].
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1.1 Grundlagen

1.1.1 Hyaliner Knorpel

1.1.1.1 Physiologie

Der Gelenkknorpel der ,echten® Gelenke, der Diarthrosen, besteht aus dem
glasartigen (griechisch: hyalos) hyalinen Knorpel, der zusammen mit der Synovia,
der Gelenkflussigkeit, eine weitestgehend reibungsarme Beweglichkeit der
Gelenkpartner ermdglicht. Weiter vermindert und dampft er die mechanische Last auf
den subchondralen Knochen [139].

Der hyaline Knorpel entwickelt sich aus dem Mesenchym, dem embryonalen
Bindegewebe. Im Laufe der Entwicklung wird der Gelenkknorpel noch durch
Blutgefalle versorgt, wahrend der adulte Knorpel sich als avaskulares,

alymphatisches und nicht innerviertes Gewebe darstellt [21, 151].

1.1.1.2 Struktureller Aufbau

Obwohl makroskopisch von einheitlichem Aufbau, besitzt der Gelenkknorpel bei
mikroskopischer Betrachtung eine zonale Gliederung, in der sich schichttypische
Unterschiede in Dichte, Form, Ausrichtung und metabolischer Aktivitdt der
Chondrozyten zeigen. Im Bereich der Gelenkflache bis zum subchondralen Knochen
konnen vier hochorganisierte Zonen beziehungsweise Schichten unterschieden
werden [23, 24] (siehe Abbildung 1):

1. Die oberflachliche Schicht (Tangentialschicht), bestehend aus parallel zur
Oberflache verlaufenden kollagenen Fibrillen, stellt die zelldichteste Zone dar
und betragt 10-20% des Gesamtvolumens. Die Kollagene sind tangential
angeordnet und sorgen fur die grofRte Fasersteifigkeit und eine gleichmafige
Gewichtsverteilung. Am Ubergang zur Gelenkkapsel geht sie in die Membrana
synovialis Uber.

2. Die Ubergangszone macht ca. 40-45% des Gesamtvolumens aus [140]. Sie
beinhaltet spharische Chondrozyten, die in kleinen, isogenen Gruppen

angeordnet sind und mehr Proteoglykan produzieren [122].
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3. In der Radidrzone sind abgerundete Knorpelzellen vorhanden, welche in
Saulen angeordnet sind und senkrecht zur Knorpeloberflache stehen [140].

4. Die sogenannte Mineralisierungszone des Knorpels ist von der Radiarzone
durch die tidemark getrennt. [110]

Gelenkknorpel .
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iy e WO superfizielle Schicht
o _0e¢ A _
vV o @O f : X— 2 Radiarfaserzone/
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% :5:-:_}_‘}_&‘\\ SRS TR ) ‘_E%:, :.‘if— B subchondraler Knochen
= Y O - A~ a
N, 0 o B\
A WY AR v % o ¥t
Zell- histologisches Bild Kollagen-
verteilung  (HE) faserverlauf

Abbildung 1: Morphologie des Gelenkknorpels (modifiziert nach [110])

1.1.1.3 Chondrozyten

Der Chondrozyt stellt die zellulare Komponente des hyalinen Knorpels dar und ist in
die Extrazellulare Matrix eingebettet. Die Chondrozyten machen ungefahr 1-10% des
gesamten Knorpelvolumens aus. Sie werden durch Diffusion aus der
Synovialflissigkeit und teilweise aus den Gefallen des subchondralen Knochens
versorgt. Die Diffusion wird mechanisch unterstitzt durch den Wechsel von
Kompression und Entlastung. Dadurch findet ein steter Austausch der Inhaltsstoffe

der Synovialflussigkeit im Knorpelgewebe statt.
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Trotz ihres geringen Volumenanteils sind die Knorpelzellen entscheidend fur die
Erhaltung und Funktion der Extrazellularen Matrix. Sie sind sowohl flr die Synthese
als auch fur den Abbau der Kollagene und Proteoglykane zustandig. Gleichzeitig hat
die Matrix mit ihren Komponenten wiederrum direkten Einfluss auf die Zellfunktion
und metabolische Aktivitdt. Es konnten in die extrazellulare Matrix hineinragende
Zilien der Chondrozyten durch Buckwalter et al. nachgewiesen werden, die als
Sensoren fur Veranderungen der Zellumgebung dienen [26]. Veranderungen des
chemischen Milieus wie auch mechanische Veranderungen kdnnen die synthetische

Funktion der Chondrozyten stéren sowie die Zellen direkt schadigen [79, 91].

1.1.1.4 Extrazelluldre Matrix

Die Interzellularsubstanz des hyalinen Knorpels erscheint unter dem Mikroskop im
ungefarbten frischen Schnittpraparat vielfach optisch homogen, wenn man von der
starkeren Lichtborechung der Wandung der  Knorpelhdhlen  absieht.
Polarisationsmikroskopische = Untersuchungen  zeigten das  Prinzip  der
Doppelbrechung, welches charakteristisch flr die kollagenen Fasern ist. Ferner
konnte man mit Hilfe der Silberimpragnation das Vorhandensein der Fibrillen in der
EZM des hyalinen Knorpels nachweisen.

Den Uberragenden Anteil am Gesamtvolumen der EZM besitzt Wasser (70-80%).
Einen Anteil von 20-30% haben die organischen und anorganischen Bestandteile wie
Proteoglykane und Kollagene [22, 25, 191]. Der Anteil an Kollagen II am
Gesamtkollagen im gesunden hyalinen Knorpel betragt 90 -95%, wohingegen die
Kollagene 1, 5, 6, 9, 10 und 11 nur in sehr geringen Mengen vorkommen. Die oben
beschriebene arkadenférmige Ausrichtung der Kollagenfasern bedingt eine grolde
Zugfestigkeit und Widerstandsfahigkeit des Gelenkknorpels gegenltber Scherkraften.
Je dedifferenzierter die Chondrozyten sind, desto héher wird der Anteil an Kollagen 1
und 10. Aufgrund dessen konnen diese Kollagensubtypen als Marker fur den
Dedifferenzierungszustand herangezogen werden [11].

Die ebenfalls von Chondrozyten produzierten Proteoglykane sind ein weiterer
wesentlicher Bestandteil der EZM. Sie bestehen aus einem Proteinkern und einer

oder mehrerer angehangter, sulfatierter = Polysaccharideinheiten.  Diese
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Glykosaminoglykanen stellen im Knorpel Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
Keratansulfat und Heparansulfat dar [55, 124]. Sie sind eng mit den Kollagenfibrillen
verbunden und machen 35-40% des Trockengewichts des Gelenkknorpels aus.
Durch die hohe Wasserbindungsfahigkeit sorgen sie fur die Druckelastizitat des
Knorpels [4]. Mit Uber 100 Chondroitin- und Keratansulfatketten stellt das Aggrecan
nicht nur das am haufigsten vertretene, sonder auch das grofte Proteoglykan dar
[149].

1.1.2 Klassifikation von chondralen Lasionen

Die Einteilungen von Knorpelschaden und der Arthrose orientieren sich an den
arthroskopischen Befunden dieser Defekte.

Basierend auf diesen Befunden wurde von Bauer und Jackson, Erstveroffentlichung
im Jahre 1988, eine heutzutage gebrauchliche Einteilung vorgenommen. Es lassen
sich durch diese deskriptive Einteilung traumatische von degenerativen

Knorpellasionen unterscheiden und die Morphologie der Defekte beschreiben[6].
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TypV

Typ VI

Abbildung 2: Klassifikation von Knorpelschaden (modifiziert nach [182])

Typ | isolierte lineare Knorpelfraktur, ggfs. bis zum
traumatisch
"Linear-crack-Typ": subchondralen Knochen reichend
Typ Il mehrere divergierende Frakturlinien, oft mit
traumatisch
"Stellatumtyp": Ausbruch eines zentralen flakes
Typ lI Ausriss einer Knorpellamelle, noch mit dem
traumatisch
"Flaptyp": umgebenen Knorpel verbunden
Typ IV vom subchondralen Knochen abgeldstes
. traumatisch
"Kratertyp" Knorpelstiick
faserférmige Aufrauhung der
TypV . ) iy ,
o Knorpeloberflache ohne Abldsung gréRRerer degenerativ
"Fibrillationstyp }
Knorpelstlicke
der Knorpel ist erweicht, einzelne
Typ VI . ) ,
Knorpelsticke sind abgelost, der degenerativ

"Degenerativer Typ"

subchondrale Knochen wird erreicht
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Ein geeignetes Mittel zur Einschatzung der therapeutischen Konsequenzen stellt die

ICRS-Klassifikation von Knorpelschaden dar (siehe Abbildung 3).

Durchbruch der subchondralen
Platte

Outerbridge] ICRS Grad [ ICRS Beschrelbung
0 keine erkennbaren Defekte
I 1a intakte Oberfliche,
fibrillationen und/oder
leichte Erweichung
b zusatzl. oberflichliche Risse/ e
Fissuren f{ <y
- :[:
] 2 Lasionstiefe <50% der
Knorpeldicke
(@abnormaler Knorpel)
n 3a >50% Tiefe der Knorpeldicke, nicht
bis zur kalzifizierten Schicht
(schwer abnormer Knorpel)
3b >50% Tiefe der Knorpeldicke, bis
zur kalzifizierten Schicht
3c >50% Tiefe der Knorpeldicke, bis
zursubchondralen Platte
3d >50% Tiefe der Knorpeldicke, mit
Blasenbildung
v 4a/b vollstindige Knorpellision mit

Abbildung 3: ICRS-Klassifikation osteochondraler Schaden (modifiziert nach [182])
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1.1.3 Klassifikation von osteochondralen Lasionen

Eine erste Diagnose einer OCL kann durch die Anfertigung konventioneller
Rontgenbilder gestellt werden, wobei man schon erste Aussagen Uber Ausdehnung
und Tiefe der ossaren Lasion treffen kann [100]. Eine exakte Beurteilung des
Knorpelschadens kann durch eine Arthroskopie sowie eine Tasthakenprifung des
Dissekats erfolgen. Zur weiteren Therapiefindung ist die Aussage uber die Vitalitat
des Fragments sehr hilfreich. Unter Zuhilfenahme der MRT-Diagnostik kann eine
allgemeine Einteilung der osteochondralen La&sionen getroffen werden (siehe
Abbildung 4) [15, 71, 112, 181].

Stadium  Réntgen MRT Arthroskopie Befund
1A Eventuell verminderte Bone bruise, geringere Signalintensitat Intakter Knorpel Knochenkontusion
Knochendichte T1,0dem T2, kein Grenzsaum
1B Unauffillig Eventuell Verdickung des Gelenkknorpels  Knorpel weich/uneben  Knorpelerweichung
1A Verminderte Knochendichte Niedrige Signalintensitat T1/T2, Knorpel demarkiert, Demarkation ohne Sklerose,
Signalanstieg nach i.v.-Gd., niedrige aber intakt Knorpel intakt
SignalintensitatT1, Grenzsaum,
Knorpelalteration
B Verminderte Knochendichte, Idem, kein Signalanstieg nach i.v.-Gd. Knorpel demarkiert, Demarkation mit Sklerose,
Abgrenzung durch Sklerose aber intakt groBBer Herd, Knorpel intakt
A Partiell gelostes Fragment Niedrige Signalintensitat T1/T2, Herd partiell geldst, Partielle Ablosung, vitales Fragment,
Signalanstieg nach i.v.-Gd.im Herd, Knorpel intakt Knorpel intakt, ohne Sklerose
hohe Signalintensitit T2, Grenzsaum,
Knorpeldefekt
L) Partiell gelostes Fragment, Idem, aber kein Signalanstieg n.i.v.-Gd. Herd partiell gelost, Partielle Ablosung, avitales Fragment
Sklerosezone Knorpel nicht intakt oder malazischer Knorpel, deutliche
Sklerose
IVA Komplett gelostes Fragment Hohe subchondrale Signalintensitdt, Freies Dissekat Vitales freies Fragment, keine Sklerose
mit/ohne Dislokation Grenzsaum, Knorpeldefekt,
Signalanstieg im Herd nach i.v.-Gd.
IVB Komplett gelostes Fragment Idem, kein Signalanstieg im Herd Freies Dissekat Avitales freies Fragment, deutliche
mit/ohne Dislokation nach i.v.-Gd. Sklerose
VA Zystische verminderte Hohe Signalintensitat T2 Knorpel intakt oder Zyste ohne Sklerose
Knochendichte, keine Sklerose  (Anfangsphase) Knorpelmalazie
VB Idem, Sklerosezone Idem, Grenzsaum, niedrige Idem Zyste mit Sklerose
SignalintensitatT1/T2

Abbildung 4: Einteilung der OCL nach Imhoff [71]

1.1.4 Intrinsische Regenerationsfahigkeit von Knorpel

Gelenkknorpel hat eine geringe intrinsische Fahigkeit zur Heilung von Defekten.
Ursachlich hierfur sind zwei Hauptprobleme, die in der Therapie von Knorpelschaden

adressiert werden missen. Zum Einen sollte das Gewebe, welches den
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Defektbereich ausfullt, die gleichen mechanischen Eigenschaften besitzen wie der
ursprungliche Gelenkknorpel. Zum Anderen muss eine gute Integration zwischen
dem Reparaturgewebe und dem umliegenden Defektrand erfolgen. Selbst kleinste
Defekte konnen im Verlauf der Zeit als Folge der Belastungen zu einer manifesten
Arthrose fuhren.

Durch bisherige Therapieansatze konnte keine Restitutio ad integrum erreicht
werden. Stattdessen entsteht im Bereich des Defektes ein Ersatzgewebe, welches
die Funktion des hyalinen Knorpels nicht erbringen kann. Dieses
Regenerationsgewebe degeneriert im Vergleich zum urspringlichen Gewebe
schneller, ist mechanisch minderwertig und besitzt nicht die Eigenschaften des
hyalinen Knorpels [130]. Nur bei sehr kleinen Defekten sind die unmittelbar
benachbarten Chondrozyten in der Lage, durch Synthese von Matrixproteinen, v.a.
von Proteoglykanen, eine vollstandige Regeneration zu erreichen. In der Reparation
des groReren Knorpeldefektes spielt der subchondrale Knochen eine wichtige Rolle
[22].

1.1.5 Ubersicht iiber aktuelle Therapieméglichkeiten

Verschiedenste Techniken finden Anwendung in der Therapie entstandener
Knorpeldefekte, wobei es vier verschieden Grundansatze gibt [130]:
* _Wiederherstellung® im Sinne einer Heilung bzw. Regeneration der
Gelenkoberflache, der Knorpelmatrix und des subchondralen Knochens
» Ersatz“ des Knorpelschadens mittels Allograft oder Prothese
* Entlastung des Defektbereichs, welche durch eine Osteotomie erreicht werden
kann (z.B. valgisierende/varisierende tibiale Umstellungsosteotomie).

¢ Resektion des Schadens bzw. des Defektbereichs.

1.1.5.1 Arthroskopische Lavaqge, Shaving und Debridement

Die Lavage (Spulung) des Gelenks wahrend der Arthroskopie scheint oftmals eine
Schmerzlinderung zu erbringen obgleich dessen Ursache bisher nicht vollig geklart

ist. Zu vermuten ist, dass hierbei Detritus sowie Entzindungsmediatoren aus dem
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Gelenk gespult werden. In 45% der Falle berichteten Patienten von einer
Beschwerdeverbesserung fir bis zu 3,5 Jahren [99].

Debridement, friher oftmals offen durchgefihrt, bezeichnet die Entfernung von
instabilen und freien Knorpelfragmenten aus dem Gelenk. Neben der
Knorpelchirurgie kdnnen hierbei Meniskusrisse behandelt, Osteophyten abgetragen
und Teilsynovektomien durchgefihrt werden. In Kombination mit einer
Gelenkspllung ist das schmerzfreie Intervall verlangert [29].

Diese drei Techniken werden sehr oft auch kombiniert verwendet und zeigen in den
frihen Stadien einer Arthrose haufig eine erfolgreiche Schmerzreduktion, bei
hdhergradiger  Arthrose  sowie  Knochen-Knochen-Kontakt konnten  keine
befriedenden Ergebnisse erreicht werden [77, 159],

Keine dieser Techniken induziert eine Reparatur der chondralen Defekte oder ein
vermindertes Fortschreiten des degenerativen Prozesses [84, 121], sie sind also rein

symptomatische Therapieverfahren.

1.1.5.2 Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen

Viele arthroskopische Prozeduren, welche die Regeneration des Gelenkknorpels
fordern, machen sich die intrinsische Heilfahigkeit, ausgelést durch Eréffnen des
subchondralen Knochens [160], zu Nutze. Die Mesenchymalen Stammzellen aus
Blut oder Knochenmark sind undifferenzierte Zellen, welche sich unter dem Einfluss
von biologischen und mechanischen Faktoren u.a. in Knochen- und Knorpelgewebe
umwandeln konnen.

Hierbei gibt es verschiedene Techniken:

e Abrasionsarthroplastik

Bei der Abrasionsarthroplastik wird im Gegensatz zur Pridiebohrung nicht die
alleinige Perforation der subchondralen Lamelle durchgefiihrt, sondern eine
Abtragung der oberflachlichen Lamelle mit Er6ffnung des Markraumes [2, 34,
161]. Dies fuhrt jedoch zu eine irreparablen Strukturveranderung des Gelenks.
Zu einer Besserung der Symptomatik kann es jedoch in Fallen diffus
fortgeschrittener sowie korrespondierender Knorpelschadigung kommen.

Experimentell konnte die Minderwertigkeit der Abrasionsarthroplastik gezeigt
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werden, bei isolierten Knorpeldefekten stellt diese Technik keine suffiziente
Therapieoption dar und ist daher als Palliativtherapie zum Zeitgewinn vor

Implantation eines prothetischen Ersatzes zu sehen [2, 84, 116].

Pridie- Bohrung

Hierbei wird, z.T. nach Debridement des Gelenkknorpels, durch Bohren in den
subchondralen Knochen eine frische Blutung erreicht, wodurch die
Einwanderung von mesenchymalen Stammzellen in den Defekt ermdglicht
wird [9, 75].

Tippet et al. [174] konnte in einen positiven Effekt nachweisen, wobei in einen
durchschnittlichen Follow-Up von 62 Monaten 70,8 % der Patienten ein
exzellentes, 15,5 % ein mittleres und 6,9% ein schlechtes Ergebnis angaben.
In dieser Studie wurde jedoch an den Patienten zusatzlich eine
Umstellungsosteotomie durchgefuhrt, so dass nicht sicher eruiert werden
kann, welches Ergebnis das Bohren alleine erbracht hatte.

Bei osteochondralen Lasionen mit noch intaktem Knorpeluberzug besteht die
Indikation zur retrograden Anbohrung (Beck’sche Bohrung). Eine
Rontgendiagnostik  ist  praoperativ.  durchzufuhren. Lasst sich die
osteochondrale Lasion rontgenologisch nachweisen, sind die intraoperative
Defektlokalisation und das sichere Treffen des Defektes in retrograder

Bohrtechnik unter Bildwandlerkontrolle erleichtert.

Mikrofrakturierung

Der Knorpel wird zunachst im gesamten Defektbereich abgetragen und ein
scharfer Wundrand erzeugt. Dann wird der subchondrale Knochen mit
Knochenahlen in einem Abstand von 2-3 cm perforiert. Die Tiefe der
Perforation sollte optimaler weise ca. 4 mm betragen. Die Indikation wird in
kompletten Knorpeldefekten in der Belastungszone der Femurkondylen sowie
der Trochlea gesehen, eine Kontraindikation besteht bei Patienten tber 60
Jahre. Der postoperative Bewegungsumfang ist frei gegeben, die Belastung
sollte fur die ersten 6-8 Wochen auf ca. 10 kg je nach DefektgroRe beschrankt

sein[46, 163, 167, 195]. Es konnte gezeigt werden, dass in einem Follow-Up
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von 7 Jahren bis zu 80% der Patienten eine Schmerzbesserung erfuhren
[166].

Die Grunduberlegung ist bei jeder dieser Techniken gleich. Durch die Perforation
erfolgt der Einstrom mesenchymaler Stammzellen und Chondroprogenitorzellen, es
entsteht zunachst ein Blut-Clot im Defektbereich. Neben der temporaren Bildung
eines Fibrin-Clots und eines Granulationsgewebes kommt es letztendlich zur
Ausbildung eines fibrésen Knorpelersatzgewebes, welches biomechanisch wie auch
funktionell minderwertig ist. In der Klinik zeigt sich Uber einen limitierten Zeitraum
eine Besserung der Funktion und der Beschwerdesymptomatik, Langzeitergebnisse
fallen jedoch schlecht aus. Die Ergebnisse variieren stark, was in engem
Zusammenhang mit dem Alter und dem Aktivitatslevel der Patienten sowie der
Grolde des Defektes steht [69, 80, 166].

1.1.5.3 Periost- / Perichondriumtransplantation

Schon 1985 berichtete Niedermann et al. Uber erfolgreiche Ergebnisse nach
Transplantation eines Periostlappens bei Patienten mit Osteochondrosis dissecans.
Das Periost wurde von der medialen Tibiafacette genommen und mit Fibrinkleber auf
dem freigelegten Knochen refixiert. In den ein Jahr postoperativ durchgefuhrten
Arthroskopien lielen sich die Defektgrenzen nur schwer abgrenzen [89, 129]. In
Experimenten mit Hasenkniegelenken wurden mit Periostlappen osteochondrale
Lasionen zur Ausheilung gebracht. Hierbei zeigte sich in den aufgefillten
Defektbereichen hyaliner Knorpel mit bis zu 90% Kollagen 2 sowie normalem
Wassergehalt, Proteoglykanen und Chondroitin [132-134].

Im Zeitraum zwischen 1986 und 1992 wurden 88 Patienten mit Knorpeldefekten
mittels Perichondriumtransplantation aus dem Rippenbereich, fixiert mit Fibrinkleber,
behandelt. Postoperativ war eine passive Bewegung wie auch Teilbelastung erlaubt.
Das durchschnittliche Follow-Up dieser Langzeitstudie von Bouwmeester et al.
betrug 52 Monate. Ein gutes Ergebnis zeigte sich bei 38% der Patienten, bei 8% war

dieses mafig und sogar bei 55% schlecht. Die schlechten Resultate wurde von den
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Autoren auf die Verkalkung der Transplantate sowie deren uberschiellendes
Wachstum zurlckgefuhrt [16].

Homminga et al. behandelte 25 Patienten, die 30 Knorpeldefekte aufwiesen mit
Perichondriumtransplantaten aus dem Rippenbereich. Durchschnittlich zeigte sich
eine Verbesserung der Kniebewertungsskalen, in 14 Fallen kam es nach zwei Jahren
zu keiner Verschlechterung dieser Scores. In wiederholten Arthroskopien konnte in
28 Fallen die Aufflillung der Defekte mit Gelenkknorpeldhnlichem Gewebe

festgestellt werden [66].

1.1.5.4 Osteochondrale Autografts (Mosaikplastik/ OATS/ Mega-OATS)

Wagner stellte 1964 erstmals die Technik der autologen osteochondralen
Transplantation vor [183]. Im Verlauf wurde diese Technik erneut von
verschiedensten Arbeitsgruppen, u.a. Imhoff et al., aufgegriffen und z.T. flr
verschiedene Gelenke wie Ellbogen, Kniegelenk, oberes Sprunggelenk und Schulter
modifiziert [3, 54, 73, 114, 153, 156, 176].

Bei dieser Technik werden aus einer wenig belasteten Donorregion Knochen-
Knorpel-Zylinder in die entsprechenden Defektbereiche transplantiert. In einer
biomechanischen Studie konnte in Bereichen der Trochlea geringe Druckbelastung
nachgewiesen werden [48]. Deshalb und aufgrund des leichten Zugangs im Sinne
einer Miniarthrotomie bietet sich v.a. die anterolaterale aber auch die anteromediale
Trochlea und die Notch als Donorregion an.

Ziel ist es, eine kongruente Oberflache in der Defektregion wiederherzustellen,
weshalb unterschiedliche Konzepte entwickelt wurden. Vorteil der Mosaikplastik ist
es, mit vielen, kleinen Zylinder die Oberflache besser modellieren zu kdénnen, so
dass die Oberflache von Spender- und Therapiestelle nicht 2zwingend
Ubereinstimmen muss. Die Ernahrung der zentralen Zylinder ist neben der
mangelnden Fusion der einzelnen Zylinder das Hauptproblem bei Verwendung der
Mosaiktechnik.

Weniger Zylinder werden in der OATS-Technik verwendet, welche offen wie auch
arthroskopisch durchgefiihrt werden kann [32]. Bei diesem Verfahren werden wenige

Zylinder verwendet, die ggf. Uberlappend in den ausgestanzten Defekt in Press-fit-
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Technik eingepasst werden. Diese macht eine zusatzliche Verankerung nicht
notwendig. Das bedeutet, dass die Spenderzylinder im Vergleich zu den
Defektzonenzylindern einen diskret groReren Durchmesser haben. Eine gute
Indikation stellen Osteochondrosis dissecans und subchondrale Nekrosen mit einer
maximalen Tiefe von 10 mm sowie fokale 4.-gradige Knorpelschaden nach ICRS mit
einer GroRe von bis zu 2 x 2,5 cm dar. Die einzelnen Zylinder haben einen
Durchmesser von 5 bis 15 Millimeter und schon bei deren Entnahme ist auf die
Krimmungsflache von Donorregion und Defektzone zu achten, um das
Hauptproblem, die Inkongruenz der Knorpeloberflachen dieser beiden Regionen,
moglichst zu umgehen. Weiter wird der Erfolg des OATS-Verfahrens durch die
Passform der Zylinder entscheidend beeinflusst. Bei einer zu geringen Tiefe des
Zylinders im Vergleich zur Tiefe des ausgestanzten Defektes kann es zu einem
verminderten Aufbau des subchondralen Knochens kommen. Bei kleinen Spalten
kann Synovialflussigkeit eindringen und erneut zu zystischen Veranderungen in der
subchondralen Zone fuhren. Darlberhinaus besteht bei Zylinderlangen von weniger
als acht Millimeter die Gefahr der Nekrose der Transplantate. Eine vollstandige
Einheilung des Transplantatknorpels in den ortsstandigen Knorpel ist nicht moglich.
Histologisch bleibt ein Rand deutlich abgrenzbar [36].

Weitere Nachteile der OATS-Technik sind die nur begrenzte Verflgbarkeit von
Donorzylindern, die ausbleibende chondrale Zylindereinheilung mit der Umgebung
sowie die Morbiditat an der Entnahmestelle [41, 53]. Diese sogenannte Donor-site-
morbidity wird in der Literatur mit bis zu 5% angeben [43, 94].

Wie schon oben genannt erscheinen osteochondrale Defekte mit einem
Durchmesser von mehr als 20 mm fir die OATS-Technik oder die Mosaikplastik nicht
geeignet. Neben der begrenzten Verfugbarkeit ist bei dieser Defektgrofie eine stabile
pressfit-Verankerung nicht mehr gewahrleistet. Der modifizierte posteriore
Kondylentransfer, auch Mega-OATS genannt, wurde erstmals von Imhoff 1990
verwendet um grofde Defekte in der Belastungszone vorwiegend jingerer Patienten
zu decken [1, 72].

Die Indikation zur Verwendung der Mega-OATS-Technik besteht bei ausgedehnten
Knorpeldefekten (>20mm) in der Belastungszone der medialen und lateralen

Femurkondylen.
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Nach Arthrotomie wird der Defektbereich so prapariert, dass sich keine nekrotischen
Knochen- oder Knorpelanteile in der Defektzone befinden. Der subchondrale, zum
Teil sklerotische Knochen wird, ahnlich der Abrasionsarthroplastik entfernt. Hierbei
ist darauf zu achten, dass eine ausreichend stabile dorsale Kante im
transplantierenden Bereich vorhanden ist. Anschlielfiend wird mit einem scharfen
MeilRel der posteriore Femurkondylus entlang der Femurlangsachse osteotomiert.
Ein der DefektgroRe entsprechendes Transplantat wird nun prapariert. Bei instabiler
Fixierung besteht die Moglichkeit, mittels Kleinfragmentschrauben das Transplantat
zu stabilisieren. Der Vorteil einer Press-fit-Technik ist, dass ein zweiter Eingriff zur
Entfernung der Schrauben entfallt. Die unterschiedliche Krummung der posterioren
Kondyle in Vergleich mit dem weiter anterior liegenden Kondylenanteil wird durch
Drehung des Transplantats um 90° ausgeglichen

Es konnte nachgewiesen werden, dass Patienten uUber eine Schmerzabnahme
berichteten sowie sich ihre Lebensqualitat deutlich verbesserten. Die Einheilung der

Transplantate erfolgte meist problemlos [72].

1.1.5.5 Osteochondrale Allografts

Osteochondrale Allografts kdnnen als Zylinder, simultan der autologen Technik,
passgenau dem Defekt entsprechend aus dem meist tiefgefrorenen Spendergewebe
gewonnen werden. In ersten Versuchen konnte Malinin et al. bei tiefgefrorenen
Allografts im Affenexperiment nach finf Jahren degenerative Veranderungen am
Knorpel feststellen, wobei die Transplantate vollstandig knéchern eingeheilt waren
[106]. In einem zweiten Experiment konnte dieselbe Arbeitsgruppe nachweisen, das
der Verlust von vitalen Chondrozyten mit der Lange des Tiefgefrierens einhergeht.
Laut dieser Studie ist eine Gefrierlagerung von Knorpel, die langer als 20 Tage
dauert, nicht zu empfehlen [105] In experimentellen Studien an Hunden konnte
gezeigt werden, dass die Immunantwort des Empfangers gegenuber tiefgefrorenen
Allografts geringer ausfiel als bei frischen Allotransplantaten [169]. Histokompatibilitat
ist zumindest fur groRe osteochondrale Allografts ein positiver Faktor im Hinblick auf

das Langzeitergebnis [45].

22



Einleitung

1.1.5.6 Autologe Chondrozytentransplantation (ACT / MACT)

Bereits 1968 fuhrten verschiedene Arbeitsgruppen Versuche durch, die Therapie von
Gelenkknorpelschaden mittels Transplantation von ex vivo kultivierten Chondrozyten
durchzufGhren. In Tierversuchen wurden allogene Chondrozyten sowohl mit wie auch
ohne Tragersysteme in vorher gesetzte Defekte transplantiert. Es konnte gezeigt
werden, dass vitale, in einen Knorpeldefekt transplantierte Chondrozyten zur
Proliferation und Bildung der Extrazellularen Matrix befahigt sind [10, 31].

In Fallen mit groRen Knorpeldefekten konnte sich, basierend den Arbeiten von
Brittberg et al., die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) als Verfahren mit
guten klinischen und histologischen Ergebnissen durchsetzen [17, 138].

Die Indikation zur ACT besteht bei Knorpelschaden Grad Ill mit einer GroRe ab 3 cm?
im Bereich der Femurkondylen, der Trochlea, der Patella sowie des Talus.
Grundvoraussetzungen flr die Durchfihrung einer ACT sind ein intakter
Umgebungsknorpel, ein intakter Meniskus, eine suffiziente Bandfiihrung sowie der
freie Bewegungsumfang des betroffenen Gelenkes. Als Kontraindikation gelten das
vorliegen einer manifesten  Arthrose  sowie  Knorpeldefekte an der
korrespondierenden Gelenkflache [17].

Zunachst wird eine erste Arthroskopie durchgefuhrt, wobei ein 2-4 mm grolRes
Knorpelstuck aus der Trochlea entnommen wird. Die Chondrozyten werden
anschliellend enzymatisch isoliert und in einem speziellen Verfahren in einer
Monolayer Zellkultur angezichtet [165, 168]. In der zweiten Operation wird nach
einer Arthrotomie der Knorpeldefekt bis zum Wundrand debridiert. Die Suspension
mit den proliferierten Zellen wurde zunachst unter einen Periostlappen, der meist aus
dem proximalen medialen Tibiaplateau entnommen und direkt auf die Defektzone
genaht wurde, injiziert. In neueren Verfahren werden mittlerweile Matrizen mit denen
die Chondrozyten assoziiert sind, benutzt [5].

Die bisherigen Ergebnisse erscheinen vielversprechend. So konnte Micheli et al. in
einer Untersuchung mit einem Follow-Up von drei Jahren bei Uber 90% der Patienten
eine deutliche Verbesserung der Kniebeschwerden feststellen. [118]. In einer zweiten
Studie mit Langzeitresultaten von bis zu 9 Jahren konnte ein Erfolgsrate von mehr

als 80% angegeben werden. Dabei erhielt man mit einer Rate von uber 92% im
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Bereich der Femurkondylen die besten Resultate, die schlechtesten Ergebnisse
wurden bei Defekten im Bereich der Patella beschrieben [138].

Schwachstellen dieser Technik treten jedoch in der Umsetzung auf: Nach Biopsie
unterlaufen die gewonnenen Chondrozyten wahrend ihrer Kultur in vitro unter
zweidimensionalen Bedingungen einen fibroblastaren Dedifferenzierungsprozess. Ab
einer bestimmten Passagezahl nimmt die Fahigkeit der kultivierten Zellen zur
chondrozytaren Redifferenzierung ab. Die folgende Transplantation in einem
dedifferenzierten Zustand gilt somit als gréfiter Nachteil der ACT. Des Weiteren kann
eine gleichmafRige Verteilung oder Primarstabilitat der Zellen im Defekt nicht
garantiert werden. Periost- und Grafthypertrophie, Delamination sowie
Transplantatversagen sind haufig beschriebene Komplikationen nach ACT [192].

Um eine sichere und stabile Verteilung differenzierter Zellen im Defekt zu erreichen,
wurde die autologe Chondrozytentransplantation durch die Assoziation mit einem
Zelltragermaterial, basierend auf den Prinzipien des Tissue Engineering [51],
verbessert. In vitro Versuche zeigten, dass nach zweidimensionaler Kultivierung
dedifferenzierte Chondrozyten durch Kultur unter dreidimensionalen Bedingungen
ihre chondrozytaren Phanotypus wiedererlangen konnten [11].

Aufgrund dieser Ergebnisse werden die Chondrozyten bei der Matrix-assoziierten
Chondrozytenimplantation nach einer kurzen proliferativen Phase unter
zweidimensionalen Bedingungen auf ein dreidimensionales Tragermaterial gebracht.
Das Gerust dient als Stutze wie auch als Transportorgan fur die zu
transplantierenden Chondrozyten und ermoglicht ortsstandigen Zellen nach der
Implantation und Fixierung mittels Fibrinkleber das Einwandern [109].

In den bisherigen Studien konnten sehr gute Ergebnisse durch die Therapie mittels
MACT aufgezeigt werden [8, 37, 127, 146]. Weiter zeigten sich im Vergleich zur ACT

nach einem Jahr postoperativ signifikant bessere Ergebnisse [5].

1.1.6 Tissue Engineering

Unter Zuhilfenahme von Wachstumsfaktoren ist das Tissue Engineering, ggdfs. in
Verbindung mit der o.g. Matrix-assoziierte Chondrozyten-Transplantation, eine
vielversprechende Methode zur Therapie von Knorpelschaden [68, 113, 115, 180].

Das Tissue Engineering basiert auf der ex-vivo Herstellung biologischer
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Ersatzgewebe unter Kontrolle der physikalisch-chemischen sowie mechanischen
Parameter in der Zellkultur [27].

Ende 1987 wurde der Begriff des Tissue Engineerings erstmals auf einem Treffen
der US-amerikanischen National Science Foundation in Washington dokumentiert
[128]. Als ,Interdisziplindres Gebiet, das die Prinzipien der Ingenieurs- und
Biowissenschaften anwendet zur Entwicklung biologischer Ersatzmaterialien, die die
Funktion eines Gewebes oder eines ganzen Organes wiederherstellen,
aufrechterhalten oder verbessern” definierte Langer et al. 6 Jahre spater diesen
Begriff [93].

Mittels Tissue Engineering ist es moglich, Zellen, respektive Gewebe, im Labor zu
entwickeln, zu manipulieren und zu ztchten. Zellen kdnnen schon seit langerer Zeit
ex vivo gezuchtet werden. Mit dieser neuen Technik kommt jetzt die Mdglichkeit
hinzu, mittels Tragermaterialien (scaffolds) Zellen dreidimensional zu expandieren
und somit Gewebekomplexe herzustellen, die die Physiologie und Funktion des
menschlichen Gewebes kopieren sollen. Dieser Forschungsbereich stellt ein grof3es
interdisziplinares  Gebiet dar, in dem sowohl die Zellbiologie, die
Biomaterialforschung und die chirurgische Medizin eng zusammenarbeiten mussen.
Vacanti et al. berichtet Uber den Ersatz eines traumatisch abgerissenen Daumens
mittels per Tissue Engineering gezuchteten Knochens. Zunachst wurden nach
Biopsie Periostzellen fir neun Wochen in-vitro gezlichtet und anschliel3end,
aufgebracht auf porésem Hydroxylapatit, replantiert.10 Monate postoperativ konnte
histologisch Lamellenknochen nachgewiesen werden [178].

Neben der plastischen Chirurgie, in der kommerziell hergestellte Haut bereits zur
Behandlung von Patienten mit z. B. diabetischen Ulzera verfligbar ist, findet das
Tissue Engineering weitere potentielle Einsatzgebiete in der Therapie von Tumoren,
Herzinfarkt, neurologischen .und gastroenterologischen Erkrankungen [59, 171, 189].
Moderne Methoden zur Kultivierung von Zellen / Gewebe ermdglichen durch den
Erhalt phanotypischer Charakteristiken von Chondrozyten die in vitro Herstellung von
vitalem Knorpelgewebe [27]. Als zellulare Komponente haben sich neben autologen
Chondrozyten multipotente Stammzellen etabliert.

Es gibt eine Vielzahl von Techniken, die kultivierten Chondrozyten in den Defekt zu
bringen; die Arbeitsgruppe um Brittberg deckte die Defekte, indem die

Chondrozytensuspension unter einen Periostlappen injiziert wurde [17], dagegen
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finden aktuell vermehrt dreidimensionale Scaffolds, auf denen die Zellen kultiviert
wurden, Verwendung [11, 130, 150]. Die naher untersuchten und z.T. schon
verwendeten Tragermaterialen kdénnen aus Agarose-Gele [11], Polyglactin, PLLA
[150, 162], Hyaluronsédure [19], Fibrin [58], Kollagen-Gele [184] und Kollagen[47,
126] bestehen.

Kollagenimplantate besitzen den Vorteil, dass das Kollagen von zellularen Enzymen
erkannt wird, durch Um- und Abbau Platz flr einwachsendes Gewebe frei wird und
dass die Implantate selber die Kollagenproduktion der Chondrozyten anregen.
Desweiteren konnte schon frih von Kimura et al. gezeigt werden, dass
Chondrozyten, die fir 6 Wochen in Kollagen-Gel eingebettet waren, ihren Phanotyp
sowie die Produktion von GAG und Proteoglykanen beibehielten [86].

Ito et al. transplantierte kultivierte Chondrozyten, besiedelt auf einer Kollagen/PLLA-
Matrix, in osteochondrale Defekte des Humeruskopfes von Kaninchen. Histologisch
konnte nach vier und nach 12 Wochen Ersatzgewebe mit erhdéhtem Kollagen II-
Gehalt nachgewiesen werden [76].

Eine Vielzahl von verschiedenen Verfahren wurde bereits untersucht, jedoch konnte
bisher keine Restitutio ad integrum erzielt werden. Auch bei der bereits am
Menschen angewendeten MACT blieb bisher trotz guter klinischer Resultate der
Nachweis der Bildung von genuinem Knorpel und somit von guten

Langzeitergebnissen aus [5, 8].

Erganzend zum Tissue Engineering erscheint die Kombination mit
Wachstumsfaktoren sinnvoll [85]. Die Rationale dieser Verbindung besteht im
Transfer von mit einem therapeutischen Gen manipulierten Zellen in den Bereich
eines Gewebedefektes.

Jakob et al. untersuchten die Wirkung verschiedener Wachstumsfaktoren auf
Chondrozyten in einer dreidimensionalen Matrix und wiesen eine Steigerung von
Kollagen II sowie von Aggrecan im Verhaltnis zu Kollagen | und Versican nach [78].
Blunk et al. konnten den positiven Effekt von vier Wachstumsfaktoren (IGF, IL-4,
PDGF und TGF-betal) auf mittels Tissue Engineering hergestellten Knorpel
nachweisen. Dabei lag der Fokus auf der Fahigkeit, die Wachstumsrate des
Konstrukts sowie den Anteil an GAG und Kollagen, den Hauptkomponenten der

Extrazellularen Matrix, zu steigern. Die Chondrozyten wurden auf eine Polyglycic
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Acid- Matrix besiedelt und zeigten nach 4 Wochen eine Steigerung des Gewichts um
das 1,5-2,9- fache, ebenso kam es zu einer Steigerung der EZM um bis zum 5-
fachen [14].

1.1.7 Gentherapie

Gentherapie ist das gezielte Einbringen von funktionsfahigem, genetischem Material
in Korperzellen mit therapeutischer Zielsetzung. Diese Zielsetzung kann, wie z. B. bei
monogenetischen Erkrankungen, eine Substitutionstherapie darstellen, oder darin
liegen, der Zelle eine zusatzliche Funktion zu vermitteln.

Schon vor mehr als 30 Jahren postulierte Tatum die Nutzung von Viren als
Ubertragerstoffe fir Gene [172]. Erstmals konnte Hammer et al. 1984 die
gentherapeutische Heilung in Mausen, bei denen ein defizientes Wachstumshormon
ersetzt wurde, nachweisen [52]. Seit Anfang der 90er Jahre werden Phase 1-
Gentherapie-Studien auch am Menschen durchgeflihrt.

Grundsatzlich muss zwischen zwei verschiedenen Verfahren unterschieden werden:
Ex-vivo- und in-vivo-Gentransfer. Beim ex-vivo-Gentransfer werden die Zellen aus
dem Koérper enthommen und in vitro mit einem Genvektor genetisch verandert. Diese
Zellen werden anschlieRend wieder implantiert. Beim in-vivo-Gentransfer wird der
Genvektor direkt in den Zielorganismus, bzw. das Zielgewebe eingebracht [13].

Bei beiden Methoden ist die Uberwindung der Zell- und der Kernmembran essentiell.
Behilflich dabei sind Tragersubstanzen, sogenannte Vektoren, die die DNA
beinhalten. Zur Einschleusung stehen grundsatzlich nicht- virale und virale Vektoren

zur Verfugung.

1.1.7.1 Nicht-viraler Gentransfer

Das Einbringen von Fremd-DNA mittels non-viraler Methode bezeichnet man als
Transfektion. Sie stellt eine einfache und sichere Technik des Gentransfers dar und
nimmt aufgrund z.T. unldberwindbarer Probleme beim viralen Gentransfer an

Bedeutung zu. Die nicht-viralen Vektoren besitzen eine geringe Immunogenitat,
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Toxizitat und onkogene Potenz und kénnen in grolem Umfang hergestellt werden
[101].

Die Limitation der nicht-viralen Gentransfermethoden liegt in der geringen
Transfereffizienz sowie in der vergleichsweise schwachen Transgenexpression.

Mit dem einfachsten non-virale Verfahren, der Verwendung nackter DNA, konnte
zwar eine kurze Expression von Transgenen erreicht werden, insgesamt ist diese
Transfektionsform jedoch zu ineffizient [135]. Die Technik der Mikroinjektion, bei der
DNA-Moleklle direkt an den Zellkern injiziert werden, ist deutlich effizienter, jedoch
muss fur jede Zelle eine Injektion erfolgen, weswegen diese Methode nicht fur grolde
Zellzahlen geeignet ist.

Mit Hilfe zusatzlicher physikalischer MalRnahmen kann der Gentransfer und die
Genexpression effektiver gemacht werden. Die Gene-Gun-Methode, bei der an
Goldpartikel gekoppelte DNA in Zellen bzw. Gewebe geschossen wird und die
Elektroporation, bei der mittels elektronischem Impuls die Zellmembran kurzzeitig
geoffnet wird, zahlen zu diesen modifizierten Methoden[90].

Bei der Lipofektion hingegen wird die negativ geladene DNA an positive geladene
Lipide gebunden. Durch die positive Ladung konnen die DNA- Molekule besser Uber

die Zellmembran ins Zellinnere transloziert werden[104].

1.1.7.2 Viraler Gentransfer

Im Gegensatz zum nicht-viralen Gentransfer wird der virale Gentransfer als Infektion
oder als Transduktion bezeichnet. Die viralen Vektoren bestehen aus menschen-
bzw. tierpathogenen Viren, meist auf der Basis von Adenoviren, Lentiviren, Herpes-
Simplex-Viren, Vaccina-Viren und, wie in unseren Versuchen, Retroviren. Die
Effizienz dieser Gentransfertechnik ist hdher im Vergleich zu nicht-viralen Techniken,
es besteht jedoch ein hoéheres pathogenes Potential. Aus diesem Grund muss
verhindert werden, dass Viren sich in den Zellen vermehren und selber Zellen
infizieren konnen. Dies wird durch Deletion der viralen Gene fir Replikation und
Infektion erreicht, so dass die Vektoren im optimalsten Fall nur noch die fir die
Therapie notwendige genetische Information sowie flir die Transduktion notwendige

Gensequenz besitzen.
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1.1.8 Bone Morphogenetic Protein

Urist et al. beobachtete schon in den 60er Jahren, dass Extrakte aus
demineralisiertem Knochen eine Knochenneubildung im Muskelgewebe von Mausen
verursachte [177, 179]. Im Verlauf wurden diese aktiven Komponenten als Proteine
identifiziert und Bone Morphogenetic Proteins (BMP) genannt. 1988 konnte fir BMP-
1, -2 und -3 die komplementare DNA isoliert [186, 193] und kurze Zeit spater als
Induktor der enchondralen Ossifikation am Knochen identifiziert werden [141]. BMP-2
und BMP-3 werden aufgrund ihrer Struktur zu der Transforming-Growth-Factor-Beta-
(TGF-B) Superfamilie gezahlt [63]. Zu dieser ,Superfamilie® gehéren neben den
BMPs weitere Wachstumsfaktoren wie Inhibine, Aktivine, Nodal, Glial Derived
Neurotrophic Factor, Growth/Differentiation Factors (GDF) und die Miillerian-
inhibiting Substanz [142]. TGF-B beeinflusst nicht nur den Differenzierungsprozess
von Knorpelgewebe sonder auch von Knochengewebe, Nervengewebe, Endothelium
und von Zellen des hamatopoetischen Systems, mitunter schon auf der Stufe der
mesenchymalen Stammzellen im Knochenmark [123]. Die Wirkungen von TGF-
werden durch Bindung an spezifische, membranstandige Rezeptoren vermittelt.
Mehrere Bindungsproteine und einige Bestandteile der EZM modulieren die Wirkung
von TGF-B in hochkomplexer Form. In mehreren Geweben stimuliert TGF-G8 die
Synthese von Bestandteilen der Extrazellularen Matrix und verhindert deren Abbau
durch die Regulation der Synthese und Funktion kataboler Enzyme [144].

Proteine der TGF-8 Familie werden als grolde Vorlauferproteine synthetisiert welche
aus einem Signalpeptid, einer Prodomane und einer carboxy terminal region
bestehen (siehe Abbildung 5). Verantwortlich fur die Sekretion des Proteins ist das
Signalpeptid, die Proteinfaltung wird durch die Prodoméane bestimmt. Die carboxy
terminal region stellt das aktive Protein dar. Uber Disulfidbriicken bilden BMP
miteinander Homo- oder Heterodimere. Die carboxy terminal region, die das aktive
Protein darstellt, wird intrazellular proteolytisch abgespalten [87].

Bis heute konnten ca. 20 Mitglieder der BMP-Familie ausgemacht werden [30].
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| 1 | RXXR|c cc cc cc
Signalpeptid Prodomane car!mxy terminal
23 aa 259 aa region
114 aa

Abbildung 5: Schematische Darstellung des hBMP-2 Vorlauferpeptids mit Angaben der
Sequenzldangen

Das reife Protein besteht aus der relativ kurzen carboxy terminal region (Lange: 114 aa), diese bildet
als Dimer das aktive Molekiil. Die proteolytische Spaltung von der Prodoméane findet an der Sequenz
RXXR statt. aa: Aminosauren (Abbildung aus: [62])

1.1.8.1 Die Wirkung des BMP-2

Die Lange des Peptides betragt 114 Aminosauren.

Aus verschiedenen experimentellen Arbeiten geht hervor, dass BMP-2 sowohl das
Wachstum und die Differenzierung von mesenchymalen Zellen als auch die
Proliferation und Syntheseleistung von Chondrozyten stimuliert [30, 38, 143, 152].
Die biologischen Eigenschaften von BMP-2 beziehen sich insbesondere auf die
Knochen- und Knorpelbildung, sowohl in der Embryonalentwicklung, als auch im
Erwachsenenalter. Rosen et al. und Lyons et al. zeigten, dass die Expression neben
anderen Organen vor allem in dem sich entwickelnden Skelettgewebe stattfand [102,
147]. Die Ausschaltung dieses Gens mit konsekutivem Fehlen von BMP-2, -4 und -7
fuhrt zu frihem embryonalen Fruchttod wie auch zu Malformationen an Amnion und
Chorion sowie Stérungen der Herzentwicklung [155, 198]. Im Erwachsenenalter steht
die Knorpel- und Knochenbildung im Vordergrund [179, 193].

In der Orthopadie kam rekombinantes BMP-2 schon in verschiedenen praklinischen
Studien zum Einsatz [62]. In Versuchen konnte Betz et al. zeigen, dass BMP-2 eine
fordernde Wirkung auf die Heilung bei Knochendefekten kritischer Groflke besitzt [13].
Schon Sellers et al. zeigten den positiven Effekt von rekombinantem BMP-2 auf die
Heilung osteochondraler Knorpeldefekte am Kaninchen [157, 158]. In diesem Modell
wurden Kollagenschwamme, die mit 5 mg rekombinantem hBMP-2 beschichtet
waren, in bis in den Knochen hineinreichende Defekte implantiert. Im Vergleich zu

nicht behandelten Kontrolltieren zeigte die Arbeitsgruppe dass Defekte der
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behandelten Tiere auch nach Uber einem Jahr ein besseres histologisches
Erscheinungsbild und eine gesteigerte Bildung von Kollagen Typ Il aufwiesen
(Hinweis auf die Bildung hyalinen Knorpels). Kriterien hierflir waren Integration an
den Defektrandern, Morphologie der Zellen sowie des Defektes innen und an der
Oberflache sowie Neubildung der Tidemark. Die Dicke des neu gebildeten Knorpels
betrug dabei allerdings nur 70 % des unverletzten Knorpels. Diese Ergebnisse
konnten von einer weiteren Arbeitsgruppe um Frenkel bestatigt werden [44].

Enomoto-lwamoto et al. wiesen nach, dass in vitro die Glykosaminoglykan-
Produktion von Chondrozyten durch Zugabe von BMP-2 im Vergleich zur

Kontrollgruppe gesteigert werden konnte [39].

1.1.8.2 Der BMP-2 Rezeptor und Signalkaskade

Fir die Wachstumsfaktoren der TGF-£ Superfamilie stehen drei verschieden
Rezeptortypen zur Verfligung. Die biologische Wirkung der aktiven Form der BMPs
(Dimer aus zwei carboxy terminal regions) wird lokal Uber die Bindung an zellulare
Serin/Threonin Rezeptoren (BMPR-1 und BMPR-2) vermittelt. [57, 82, 98]. Beide
Rezeptortypen besitzen intrazellular Serin/Threonin Kinase Domanen, die fur den
Signalweg zustandig sind. Es konnte nachgewiesen werden, dass Chondrozyten,
deren Typ-2 Rezeptoren keine Serin/Threonin Kinase Domane hatten, ihre Fahigkeit
verlieren, Kollagen-Typ Il und Aggrecan zu produzieren [39]. Die Typ-1 und Typ-2
Rezeptoren werden weiter in jeweils drei Subtypen eingeteilt. Nach Bindung an den
oberflachlichen Rezeptor bildet sich ein heterotetramerer Rezeptorkomplex aus zwei
Paaren BMPR 1 und 2 [155].

Durch die extrazellularen BMP-Antagonisten Noggin, Chordin, Gremlin, Dan und
Cerberus werden die biologischen Effekte reguliert [20].

Smads sind die Hauptibertrager der Signalkaskade von Serin-/Threonin-
Rezeptoren. Der Name Smad leitet sich von MAD, einem Drosophila-Protein
(mothers against decapentaplegic) und von SMA (smaller worms), einem Gen aus
Caenorhabditis, ab.

Nach Bindung von BMP erfolgt die Phosphorylierung der Rezeptor-regulierten
Smads (R-Smads) durch den Typ-1 Rezeptor [30]. Verschiedene R-Smads wie
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Smad 1, Smad 5, Smad 8 und Smad 9 sind in der Signalkaskade beteiligt. Nach
Aktivierung erfolgt Bildung eines heterotrimeren Komplexes von 2 Smads mit einem
Co-Smads (Smad 4) wodurch es zur Translokation des Komplexes in den Nukleus
kommt und die Zielgene exprimiert werden. Reguliert werden die BMP-Effekte durch
die o0.g. BMP-Antagonisten sowie durch Smad 6 und Smad ubiquitin regulatory

factors (Smurfs). Smurfs induzieren die Markierung und den Abbau von Smads [12].

T— ﬁ“é""‘ggm
BMPR-II @ BMPR-I
F——  Smurfl
——— Smadé
P e

—
Zytoplasma
Zellkern Smurf1
e ol | ——
/ Smurf1
P m i ]
——— Smadsé
Runx2 —
| e
OSE2

Zielgene

Abbildung 6: BMP-Signalkaskade (Darstellung modifiziert nach [30])

Die Wirkung von BMP2 wird durch Typ 1 und 2 Rezeptoren und die nachfolgenden Signalmolekile
Smad 1, 5 und 8 vermittelt. Nach Komplexbildung mit Smad4 erfolgt die Translokation in den Nukleus,
in dem die Zielgene exprimiert werden. Die BMP2-Effekte werden u.a. durch die Proteine Noggin,
Smurf und Smade6 reguliert
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1.2 Ziel der vorliegenden Arbeit

Mit dieser Arbeit soll ein weiterer Ansatz zur Therapie osteochondraler Defekte

vorgestellt werden.

In der Studie sollen osteochondrale Defekte am Kniegelenk des Kaninchens mit
einem Knorpelersatz, behandelt auf der Basis des Tissue Engineerings, aus einer
Fibrinmatrix und autologen, gentechnisch veranderten Chondrozyten, die als
therapeutisches Gen den Wachstumsfaktor bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)
uberexprimieren, behandelt werden. Hierzu werden zwei verschiedene
Vektorsysteme verwendet, ein nicht-viraler und ein retroviraler Vektor. Als Vergleich
wird eine Kontrollgruppe benutzt, deren Defekte mit dem Fibrinkleber und
unbehandelten, autologen Chondrozyten aufgeflllt werden.

Ziel der Studie ist es, osteochondrale Defekte mit den von uns verwendeten zwei
Systemen zu behandeln und moglichst zu heilen. Hierbei sollen folgende einzelne
Ziele untersucht und Uberpruft werden.

1. Analyse der Struktur und Beschaffenheit des Defektgewebes im Vergleich zu
gesundem Knorpel-Knochen-Gewebe mittels histologischer Untersuchungen,
Auswertung uber ein Bewertungssystem (Histology Endpoint Committee,
ICRS). Immunhistologische Auswertung (Kollagen |, Kollagen Il, ; Aggrecan;
Aggrecan Link) zur Beurteilung der molekularen Charakteristik des Gewebes
sowie der EZM.

2. Makroskopische Beurteilung der Integration des Defektgewebes in das

umliegende gesunde Gewebe sowie Beschaffenheit des gesamten Gelenkes.

Wir hypothetisieren, dass die Behandlung von osteochondralen Defekten des
Gelenkknorpels durch die Implantation von mit BMP-2-transduzierten Chondrozyten
in einen osteochondralen Defekt zu einer verbesserten Defektheilung im Vergleich
zur Kontrollgruppe fuhrt. Eine weitere Hypothese ist, dass die Gruppe mit den rv-

BMP-2 behandelten Zellen bessere Ergebnisse als die hBMP-2-Gruppe aufweist.
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2 Material und Methodik

2.1 Material

Alcian-Blau

Benzoylperoxid

Borgal

Diamant-Bandsage
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s PBS
Einmal-Kunststoff-Pipetten
Eukitt

Falcon-Réhrchen (15ml, 50ml)
Fetales Kalberserum
Digitalkamera Aria
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Hydrochlorid
Kernechtrot-Aluminium-Sulfat
Kollagenase

Kryoréhrchen

Klhlschrank
Lichtmikroskop (digital)
Mikroskop

MMA

Nassschleifmaschine

New Zealand White Rabbits

Nonyl-phenyl-polyethylenglykolacetat

Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Pentobarbital

Reaktionsgefalle

Carl Roth KG, Karlsruhe

Merk AG, Darmstadt

Veterania AG, Zurich, Schweiz
Exakt, Norderstedt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Costar Corning Inc., New York, USA
O. Kindler GmbH & Co, Freiburg
TPP, Schweiz

Gibco, Karlsruhe

Contax, Reading, UK

Liebherr, Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

Carl Roth KG, Karlsruhe

Chroma Inc., Munster

A Roche, Mannheim

Carl Roth KG, Karlsruhe

Siemens

Axiovert Carl Zeiss, Jena

Wilovert S Hund, Wetzlar

Merk AG, Darmstadt, Deutschland
Exakt, Norderstedt

Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Desitin Arzneimittel GmbH, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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Reichert-Jung Ultramicrotom Reichert-Jung GmbH, Heidelberg

Rothiclear Roth GmbH, Karlsruhe

Sagemikrotom Leitz SP 1600, Leitz, Nussloch

Schleifpapier Hermes GmbH, Hamburg

Software Axiovision 4.2 Contax, Reading, UK

TOSSUCOL-Kit Baxter AG, Wien

Tris 7-9R Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Trypanblau Carl Roth KG, Karlsruhe
Trypsin/EDTA-LOsung Biochrom AG, Berlin

Vectastain ABC 'Elite’ Kit Vector Labs, Burlingame, USA
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2.2 Methodik

2.2.1 Versuchsaufbau

Die Tiere wurden randomisiert auf die folgenden Gruppen aufgeteilt:

Gruppe 3
Gruppe 1 Gruppe 2 Plasn‘:?d-lh-
Kontrolle Rv- bmp-2 bmp-2
4 Wochen Tiere 8 8 8
12 V\{ochen 8 8 8
Tiere

In einer ersten Operation wird die Knorpelbiopsie aus der Trochlea des linken
Kniegelenks durchgefuihrt. In  den darauffolgenden 10 Tagen erfolgte die
Transfektion/Transduktion der Chondrozyten in Gruppe 2 und 3. In einer zweiten
Operation wird in der Trochlea des rechten Kniegelenks zwei osteochondrale
Defekte mit einem Durchmesser von 3,6 mm und einer Tiefe von 3 mm gesetzt.

Im Verlauf erfolgte je nach Gruppenzugehdrigkeit nach 4 respektive 12 Wochen die
Totung der Tiere.

Es standen 12 Reservetiere flir den gesamten Zeitraum zur Verfliigung.

2.2.2 Tiere und Tierhaltung

Die fur die Versuche verwendeten Knorpelzellen stammen aus weiblichen Kaninchen
der Rasse New Zealand White, bezogen von der Firma Charles River. Die
Kaninchen wurden gemaly FELASA-Richtlinien in speziellen Tierhaltungsraumen
(Hell/Dunkel-Lichtprogramm mit Dammerlichtphasen) unter konventionellen
Hygienebedingungen in Einzelkafigen mit Sitzschalen aus Kunststoff und gelochtem
Boden (Grundflache 0,43 m?) gehalten. Damit die Tiere die operierte GliedmaRe in
den ersten zwei Wochen nach dem zweiten Eingriff nicht zu stark belasten, erfolgte
die Unterbringung in Einzelkéfigen aus V2A-Stahl (Grundfliche 0,36 m?), ebenfalls
mit gelochtem Boden. Die Kafige wurden zweimal in der Woche gereinigt und die
Kotbleche ausgetauscht. Zusatzlich wurden einmal in der Woche die Kafige komplett

gereinigt und autoklaviert. Als Futter erhielten die Tiere pelletiertes Alleinfuttermittel
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(ad libitum), Heu, getrocknetes Brot und Mohren. Es herrschten angemessene
Schlaf-Bedingungen sowie freier Zugang zu Trinkwasser und Nahrung.

Nach Lieferung der Kaninchen wurden diese gewogen und einer tierarztlichen,
allgemeinen Untersuchung unterzogen, um den aktuellen Gesundheitszustand zu
erfassen und eventuelle Verletzungen durch den Transport auszuschliel3en. Die
Quarantanezeit betrug sieben Tage. Im Verlauf wurde der Gesundheitszustand durch
tierarztliche Untersuchungen, Kontrolle des Korpergewichtes und Kontrolle des
Blutbildes weiter Uberwacht.

Die Nutzung der Tiere fur die beschriebenen Versuche wurde der Regierung von
Oberbayern innerhalb eines genehmigungspflichtigen Tierversuchsvorhabens

angezeigt.

2.2.3 Anasthesie und postoperative Versorgung

Unmittelbar praoperativ. wurde eine kurze Untersuchung zur Erfassung des
allgemeinen Wohlbefindens des Versuchstiers durchgefuhrt. Es wurde uber die
median verlaufende Arterie des Ohres Blut abgenommen. AnschlielRend erfolgte der
intravendse Zugang Uber eine mit einem Finger gestaute Ohrvene.

Die Narkoseeinleitung wurde mit 1 % Propofol in einer Dosierung von 10 mg/kg
intravenos (i.v.) durchgefuhrt.

Um die Intubation zu ermoglichen, wurde bei Bedarf eine Nachdosierung mit
Propofol bis zur guten Relaxation von Zungen- und Kaumuskulatur vorgenommen.
Die anschlieRende Intubation mit einem Spiral- Endotrachealtubus erfolgte blind
unter akustischer Kontrolle in Brust-Bauchlage. Nach Ausschluss einer
Fehlintubation wurde der Tubus mit einem Stoffband am Kopf des Tieres fixiert. Um
die Austrocknung der Augen zu vermeiden wurde eine pflegende Dexapanthenol-
haltige Augensalbe verwendet. Die Narkoseerhaltung erfolgte mit 2 % Propofol in
einer Dosierung von 1,5 mg/kg/min i.v. nach Bedarf Uber einen Perfuser. Als
Antibiose benutzten wir Borgal 24%, 0,5ml pro Tier, verdunnt mit NaCl auf 2ml i.v.
Wahrend der gesamten Anasthesie atmeten die Tiere spontan, lediglich bei
Aussetzen der Atmung wurde manuell Uber den Atembeutel beatmet. Vor dem
manipulativen Eingriff bekamen die Tiere bei Bedarf eine zusatzliche intravendse

Injektion von 5-10ug/kg Fentanyl. Zur Stabilisierung des Kreislaufs erhielten die
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Kaninchen wahrend der Operation mittels eines Perfusors 10ml/kg KGW/h Ringer-
Laktat-Losung. Im Rahmen der Narkoseuberwachung wurden die Parameter
Atmung, Herzfrequenz und Pupillenweite regelmalig erfasst und protokolliert. Die
Ermittlung der Herzfrequenz erfolgte Uber ein EKG-Gerat. Um einen Abfall der
Korpertemperatur zu vermeiden, wurden die Tiere auf einer Warmematte gelagert,
die zusatzlich als Unterlage flr die Kaninchen diente.

Die Extubation erfolgte nach einer 5-10mindtigen Aufwachphase nach Beendigung
der Operation. Postoperativ wurden die Tiere mit Carprofen (4mg/kg KG s.c. alle 24h
fur drei Tage) und Buprenorphin (0,03mg/kg KG s.c. alle 12h fur min. zwei Tage)
analgesiert. Desweiteren erfolgte antibiotische Abdeckung mit Borgal 24%
(0,5ml/Tier s.c. verdinnt mit NaCl auf 2ml, alle 24h) far min. drei Tage.

Eine Analgesie ist notwendig, weil es sich bei den Eingriffen um Arthrotomien
handelte und Schmerzen nach Abklingen der Narkose zu erwarten waren. Geplant
war ebenfalls, bei Auftreten im weiteren Verlauf des Versuches einer mittleren bis
hochgradigen Lahmheit, bis zur Abklarung der Ursache und moglichen Behebung

dieser, die Tiere mit ausreichender Analgesie zu versorgen.

2.2.4 Versuchsablauf

2.2.4.1 Operationstechnik zur Knorpelzellbiopsie

Am Tag -14 erfolgt der erste Eingriff, bei dem die Knorpelbiopsie aus dem linken
Kniegelenk des sich in Rlckenlage befindlichen Kaninchens durchgefiihrt wurde.
Das Knie wurde Uber eine anteromediale Arthrotomie (Lange ca. 1cm) eréffnet, so
dass die Patella nach lateral luxiert werden konnte und die Trochlea femoris frei zu
liegen kam. Anschlieffend wurde mit dem Skalpell aus der lateralen Trochlea hyaliner
Knorpel steril enthommen, so dass 3 Knorpelflakes mit der Gréf3e von je ca. 3x3 mm,
was einer Zellzahl von ca. 100.000 entspricht, gewonnen werden konnten. Diese
Proben wurden direkt in ein Medium (D-MEM, 10 % FCS, 2 mmol/l Glutamin,
Penicillin 100 1U/ml, Streptomycin 100 ug/ml) gegeben und ca. zehn Minuten nach
der Operation weiterbehandelt. Die Gelenkkapsel wurde schichtweise mit

resorbierbaren Einzelknopfnahten und die Haut mit einer Donati-Rlckstichnaht
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verschlossen. Zusatzlich wurde die verschlossene Wunde mit einem Sprihverband

versiegelt.

2.2.4.2 Fibrinkleber/Fibrin Clots

Das TISSUCOL-Kit besteht aus einer Lésung aus lipophiler humaner Plasmafraktion
mit Fibrinogen, Fibronektin, Faktor XIII und Plasminogen in einem Verhaltnis von 35—
55 mg/1-4.5 mg/5-25 Einheiten/0.01-0.04 mg.

In der Kontrollgruppe wurden die unbehandelten Chondrozyten mit dem Fibrinkleber
implantiert. Die Chondrozyten fur die Retrovirale Gruppe wurden ex vivo transduziert
und ebenfalls mit dem Fibrinkleber in den Defekt gegeben.

Die Transfektion der Chondrozyten fur die Plasmidgruppe erfolgte in situ nach
Schillinger et al. [154]. Hierbei wird zunachst ein Komplex aus pDNA und PEI
hergestellt (COPROG) und anschlieRend mit dem Fibrinkleber gefriergetrocknet.
Nach der Rehydratation, erfolgte das Einspritzen dieses Gemisches in den Defekt
zusammen mit den Chondrozyten und Thrombin. Dies fuhrt zu einer adaquaten

Transfektion der Knorpelzellen [154].

2.2.4.3 Operationstechnik zur Implantation

Nach 2 Wochen, am Tag 0, erfolgte der zweite Eingriff (Dauer ca. 20 Minuten) am
kontralateralen Kniegelenk unter Vollnarkose. Auch hier wurde eine anteromediale
Arthrotomie unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt, so dass die Patella nach lateral
luxiert werden konnte und die Trochlea patellaris ebenfalls frei zur Darstellung kam.
Blutungen im Operationsgebiet wurden mittels Elektrokauter gestillt. Nach Spulen
des eroffneten Kniegelenks mit steriler 0,9%-iger NaCl-Lésung wurden in die
Trochlea patellaris zwei 3 mm tiefe, korrespondierende Defekte mit einem Bohrer (9
3,6 mm) unter Benutzung einer Bohrhilse gesetzt, der Markraum des Femurs blieb
dabei verschlossen (siehe Abbildung 7). Der so entstandene Defekt wurde mit der
entsprechenden Menge an Fibrin-Chondrozyten-(Vektor)-Gemisch, je nach Gruppe,

geflllt (siehe Abbildung 8). Nachdem der Fibrinkleber sich verfestigt hatte, erfolgte
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der Verschluss des Gelenks analog dem Verschluss im ersten Eingriff. Auch hier

erfolgte keine postoperative Immobilisation durch den Verband.

Abbildung 8: Intraoperativer Situs nach Auffiillung des Defektes
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2.2.4.4 Tiertétung

Am Tag 28 bzw. 84 erfolgte die Euthanasie der 4- bzw. 12- Wochen Tiere. Nach
initialer Blutabnahme zu Bestimmung des Gehalts an BMP-2 im Blutserum wurden
die Tiere gewogen, anschlieBend mit 1 % Propofol i.v. narkotisiert und mit einer

Uberdosis Pentobarbital (90 mg/kg) i.v. euthanasiert.

2.2.4.5 Préparation der Femurkondylen

Das Kniegelenk wurde auflerlich und nach Erdéffnung makroskopisch untersucht.
Anschlie®end erfolgte die Praparation des distalen Femurs sowie die Entfernung
samtlicher Muskeln, Bander, Gefalde und Nerven von Tibia und Fibula. Der distale
Femur wurde abgesetzt und die beiden Defekte parallel der Bohrrichtung
voneinander getrennt, so dass in beiden gleichgro3en Teilen die Defekte erkennbar
waren. AnschlieRend wurden die Knochenscheiben praparatorisch weitgehend von
Weichteilen befreit und ein Teil wurde randomisiert (proximaler oder distaler Defekt)
in 6 %igem Formaldehyd bis zur histologischen Aufbereitung mindestens 48 Stunden
bei +8 °C gelagert. Der andere Teil wurde zur Bestimmung von BMP-2, AP und
Durchfihrung einer RT-PCR (ausgewertet durch eine weitere Arbeitsgruppe)

verwendet.

2.2.5 Entkalkung und Einbettung

Fir die weitere histologische Aufarbeitung, insbesondere fir das Schneiden mit dem
Mikrotom, war eine Entkalkung der Knochenblocke notwendig. Die Entkalkung der
Gewebsstlicke durch Bildung von wasserléslichen Komplexen mit Calcium erfolgte in
20%-iger EDTA-L6sung. Die EDTA-L6sung wurde regelmallig vor dem Wechsel des
Mediums nach folgender Zusammensetzung neu angesetzt:
Herstellung von 1000mI EDTA-Entkalkungslosung:

* 100 g Titrisplex lll R (Merk No. 8418)

* 339 Tris 7-9 R (Sigma No. T 1378)

* 1000ml Aqua dest.

Die Entkalkungslésung wurde in Abstanden von 72 Stunden gewechselt.
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Die Proben wurden in einem 250ml Eppendorf- Reaktionsgefaly in steriler Gaze
aufgehangt und auf einem automatischen Wackeltisch gestellt. Die Entkalkung
erfolgte bei Raumtemperatur fir 4 Wochen.

AnschlielRend erfolgte die Einbettung der Femurkondylen in Paraffin.

2.2.6 Anfertigung von Schnittpraparaten

Die Anfertigung von 7 pym dicken Schnitten wurde mit einem Mikrotom angefertigt.
Nach der Streckung im 42 °C warmen Wasserbad wurden die Schnitte auf
Objekttrager aufgezogen und fir 2 Stunden bei 37 °C getrocknet. Die Schnitte
wurden anschlieBend bis zur weiteren Verwendung in Objekttragerkasten bei

Raumtemperatur gelagert.

2.2.7 Histologische Farbung

Die zu farbenden Schnitte mussten zunachst entparaffiniert werden. Dies erfolgte

analog Tabelle 1.

Entparaffinieren in Xylol:
Rothiclear 1 7 min

1 Rothiclear 2 7 min

' Rothiclear 3 5 min

Rothiclear 4 5 min
Rothiclear 5 5 min
Absteigende Alkoholreihe:
100% 10 min
100% 5 min

2. 100% 5 min
90% 3-5 min
80% 3-5 min
70% 3-5 min

3. Aqua dest. 3 min

Tabelle 1: Entparaffinieren der Schnitte
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Material und Methodik

AnschlieBend wurde nach Tabelle 2 die HE-Farbung der einzelnen Schnitte

durchgefuhrt.
1. Hamalaun nach Mayer 15 min
2. Leitungswasser (aufgrund des ph-Wertes) 30 min
3. Eosin 5 min
4. Aqua dest. Kurz
Alkoholreihe aufsteigend:
70% Kurz
5 80% Kurz
' 90% Kurz
100% Kurz
100% 10 min
6. | 5Behalter mit Xylol Jeweils
5 min
7. Eindecken mit Eukitt

Tabelle 2: HE-Farbung
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2.2.7.2 Alcian-Blau- Farbetechnik

Auch hierbei erfolgt der erste Schritt, die Entparaffinierung der Schnittpraparate nach
Tabelle 1.

AnschlieRend wurden die Schnitte, den Schritten in Tabelle 3 folgend, gefarbt.

1. 3%-ige C2H4O2 3 min
2 Alcian-Blau 8GX (1%) in 3%-iger C,H40; 30 min
ph-Wert soll 2,5 betragen
3. Abspulen in 3%-iger C2H40;
4. Aqua dest. Kurz
5. Gegenfarbung mit Kernechtrot 3-5 min
6. Aqua dest Kurz
Alkoholreihe aufsteigend:
70% Kurz
7 80% Kurz
' 90% Kurz
100% Kurz
100% 10 min
8. |5 Behalter mit Xylol Jeweils
5 min
9. Eindecken mit Eukitt

Tabelle 3: Alcian-Blau-Farbung mit Gegenfarbung mittels Kernechtrot

2.2.8 Erstellung und Farbung der MMA- Praparate/ -Schnitte
Die Erstellung und die Farbung der MMA-Praparate/ -Schnitte erfolgte modifiziert

nach einer Anleitung von Romeis et al. [145].

Nachdem die distalen Femuranteile mit Defekt entnommen worden sind, erfolgte
zunachst die Fixierung der Praparate in Formalin 6% fur 48 Stunden in einem
Klhlschrank bei +4°C. Nach 2 Tagen erfolgte die Entwasserung mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe, beginnend mit 70%-igem Ethanol fir 48 Stunden. Die
Alkohollésung wurde dann nach je 24 Stunden gewechselt und durch jeweils durch

eine hoher-prozentige Losung ersetzt. Nach abschlielenden 48 Stunden in 100%-
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igem Ethanol wurden die Knochenpraparate in Aceton (100%) eingebracht. Das
Aceton wurde nach 48 h gewechselt, weitere 48 h spater durch MMA ersetzt. Das
MMA wurde nach einer Woche erneuert. Die Schritte in MMA wurden im Vakuum
durchgefuhrt (30 min), um eine gute Durchdringung der Praparate mit MMA zu
erreichen und die Verwendung eines Ultrahartmikrotoms 2zu ermdglichen.
AbschlieRend erfolgte die Einbettung im Einbettgemisch (Methylmethacrylat (100 ml),
Nonyl-phenyl-polyethylenglykolacetat (18 ml) und Benzoylperoxid (3 mg)), welches
nach einer Woche gewechselt wurde. Vor Gebrauch erfolgte die Trocknung das
Benzoylperoxid fiir vier Stunden bei +60° C. Die Gefalke mit den Praparaten wurden
durch Vakuumverschluss abgedichtet und konnten bei einer konstant geregelten
Umgebungstemperatur von +22° C im Wasserbad polymerisieren. Der
Einbettvorgang dauerte somit insgesamt einen Monat.

Die Aushartung der Schnitte (Polymerisierung) erfolgte bei 37° C in einem
Brutschrank.

AnschlieBend wurden die ausgeharteten Praparate mit einer Diamant-Bandsage
getrimmt und in das Sagemikrotom eingepasst. Mit der Innenlochsage wurden dann
abwechselnd 1 um bzw. 5 um dicke Schnitte angefertigt. Der Substanzverlust
zwischen zwei Schnitten betrug aufgrund der Sageblattdicke 3 um.

Die gewonnen Schnitte wurden mit Hilfe der Toluidin-Blau-Farbung angefarbt. Neben
Toluidin war dem basischen Farbegemisch Pyronin beigesetzt. Die Schnitte wurden
zunachst in demineralisiertes Wasser gegeben. Nach erfolgter Streckung der
Schnitte durch die Erwarmung wurden die Praparate drei min. in Toluidin-Blau
gefarbt. Danach wurden diese in demineralisiertem Wasser zwei bis drei Mal gespult.
Die zusatzlich durchgefuhrte Berlin-Blau-Farbung der einzelnen Schnittpraparate

erfolgte nach Tabelle 4.
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Verringerung der Praparatdicke von 1um auf 0,25um:
zunachst mit Nassschleifmaschine, dann Schleifpapier
grobkornig (1000er Kérnung, @ 270mm), abschlief’end
Schleifpapier feinkdrnig (4000er Kérnung, @ 270mm)

2. Einlegen in 2-Methoxyethyl-acetat 12 h
2%ige wassrige Kaliumferrocyanid-Losung (Merck) und
3. 2%ige HCL 1:1 mischen, anschlieend in Brutschrank
(+60° C) farben 60min
4. Aqua dest. Kurz
5. Gegenfarbung mit Kernechtrot 3-5 min
6. Aqua dest Kurz
Alkoholreihe aufsteigend:
70% Kurz
7 80% Kurz
' 90% Kurz
100% Kurz
100% 10 min
8. |2 Behalter mit Xylol Jeweils
5 min
9. Eindecken mit Eukitt

Tabelle 4: MMA-Farbung (Berliner-Blau-Farbung, modifiziert nach [145])

2.2.9 Immunbhistologische Farbung

Zu detailierten immunohistochemischen Analyse des Ersatzgewebes wurde die
Paraffinschnitte mit monoklonalen Antikérpern gegen Kollagen I( Col1), Kollagen Il
(Col2) Aggrecan und Aggrecan-Link-Protein gefarbt. Die Immunhistologische
Farbung erfolgte gemal unten stehender Tabelle 5 und Tabelle 6.

Nach dem Entparaffinieren der Schnitte mittels Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe erfolgte die Behandlung mit 1%-Wasserstoffperoxid (in Methanol) um
die Aktivitat der endogenen Peroxidase zu unterbrechen. Die anschlieRende
Enzymvorbehandlung fur das jeweilige Antigen ist notwendig und differiert je nach
Antigen. Um die, das Ergebnis verfalschenden, unspezifischen Bindungen der
primaren Antikdrper zu verhindern, erfolgte ein Zwischenschritt, bei dem

Pferdeserum zum Blockieren verwendet wurde.
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Antigen Antikorper |Verdiinnung| Enzyme
Aggrecan 12/21/1-C-6 1:5 Ch AC* DSHB
Link Protein 9/30/8A4 1:5 Ch AC* DSHB
Kollagen | Col1 1:1500 Hyal/Protease| Sigma
Kollagen Il ClICI 1:6 Hyal/Pronase| DSHB
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1. Entparaffinieren in Xylol 20 min
5 Absteigende Alkoholreihe: jeweils
100%, 100%, 90%, 80%, 70%, 60% 2 min
3. Methanol mit H,O, (1%) 25 min
4. Umfahren der Schnitte mit dem DakoPen
5. PBS-Losung 10 min
Enzymbehandlung bei 37°C
Col 1,8A4, 1Cé6:
Hyaluronidase 3U/ml 75 min
6. Protease24 0,02mg/mi 45 min
CIlICI
Hyaluronidase 30/ml 75 min
Pronase 2mg/ml 45 min
7. Spulen in PBS 15 min
8. Blocken mit Pferdeserum 1:20 60 min
9. Primar-Antikdrper 30 min
10. PBS 15 min
11. Sekundar- Antikorper 30 min
12. PBS 15 min
13. ABC-Komplex 30 min
14. PBS 15 min
15. DAB 4 min
16. Kurz spulen mit H,O
17 Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer,
und anschlielendes kurzes Spulen mit H,O
18. Aufsteigende Alkoholreihe: 70%, 80%, 90%, 100%, 100% | Je 5 min
19. Xylol 1 5 min
20. Xylol 2 5 min

Tabelle 6: Arbeitsschritte fir immunhistologische Farbung
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2.2.10 Auswertung der Praparate

Die angefertigten Praparate wurden mit einem Durchlichtmikroskop betrachtet und
beurteilt. Die Auswertung der Praparate erfolgte geblindet von zwei unabhangigen
Begutachtern. Es war weder die behandelte Seite noch die Gruppenzugehdrigkeit

der Tiere bekannt.

2.2.10.1 Histologie/MMA

Die histologische Auswertung der HE-gefarbten Praparate erfolgte nach der ICRS
Visual Histological Assessment Scale. Dieser Score wurde erstmals 2003 von der
ICRS verdffentlicht.
Hierbei werden folgende Kriterien untersucht und entsprechend Punkte vergeben:

* Oberflache

* Matrix

» Zellverteilung

» Zelllebensfahigkeit

* Subchondraler Knochen

* Knorpelmineralisation

Jeder Defekt erhalt so eine Punktzahl zwischen null und 18, wobei die Maximalzahl
gleichbedeutend mit histologisch gesunden, hyalinen Knorpel ist. Die Schnitte
wurden von zwei unabhangigen Untersuchern zwei bis dreimal bewertet. Die
Ergebnisse wurden verglichen und bei deutlichen Abweichungen wurden die
Praparate erneut begutachtet. Die Fullung der Defekte war dabei so kodiert, dass die
tatsachliche Therapieform erst bei der endgultigen Auswertung bekannt wurde.
Wahrend der Begutachtung war den Untersuchern nicht bekannt, welcher Defekt zu
welcher Gruppe zugehdrig war.

Zusatzlich wurden folgende Befunde ohne Punkteverteilung erhoben und
festgehalten:

* Vorhandensein von hypertrophierten Chondrozyten

* Erkennen der Defektgrenze
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Eigenschaften Punkte
I. Oberflache
GleichmaRig/Kontinuierlich 3
UnregelmaRig/Unterbrochen 0
Il. Matrix
Hyalin 3
Mix 2
Fibrocartilaginar 1
Fibroses Gewebe 0
lll. Zellverteilung
Saulenartig 3
Mix 2
Cluster 1
Unorganisiert 0
IV. Zelliiberleben
Lebensfahig 3
Partiell lebensfahig 1
<10% lebensfahig 0
V. Subchondraler Knochen
Normal 3
Gesteigerter Umbau 2
Knochennekrose/Granulationsgewebe 1
Abgeldst/Fraktur/Kallus 0
VI. Knochenmineralisation
Normal 3
Abnormal 0
Vorliegen von hypertrophen Chondrozyten
VII. Grenze
Kontinuierlich
Diskontinuierlich
Defektgrenze erkennbar

Tabelle 7: ICRS-Score (modifiziert nach [103])

50



Material und Methodik

2.2.10.2 Immunhistologie

Die Bewertung der Defekte nach Farbungen fur Kollagen |, Kollagen II, Link-Protein
und Aggrecan erfolgte, wie auch die Bewertung der Alcian-Blau-Praparate nach
einem eigenen Punkteschema mit einem Maximum von 1 und einem Minimum von 0
Punkten. Bewertet wurde das Farbeverhalten des Defektes im Vergleich zum
umliegenden gesunden Knorpel.

Auch hier, ahnlich zur Auswertung der histologischen Praparate, wurden die Schnitte
von mindestens zwei unabhangigen Untersuchern zwei bis dreimal bewertet. Die
Ergebnisse wurden ebenfalls verglichen und bei deutlichen Abweichungen wurden
die Praparate erneut begutachtet. Die Fullung der Defekte war dabei so kodiert, dass
die tatsachliche Therapieform erst bei der endgultigen Auswertung bekannt wurde.
Wahrend der Begutachtung war den Untersuchern nicht bekannt, welcher Defekt zu
welcher Gruppe zugehdrig war.

Die Punkteverteilung ergab sich wie folgt flr Kollagen |, Kollagen IlI, Link-Protein,

Aggrecan:

Farbeintensitat im Verhaltnis zum umliegenden, gesunden Knorpel:
o Starker 1 Punkt
* Gering bis gleich 0,5 Punkte
* Keine Farbung 0 Punkte
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der 4- Wochen-Tiere

Der Versuch wurde mit insgesamt 26 gleichaltrigen, ausgewachsenen, New Zealand
White Rabbits durchgefuhrt. Die Tiere hatten bei Versuchsbeginn ein
durchschnittliches Gewicht von 3566 g (+ 371g). Zum Zeitpunkt der Knorpelbiopsie
aus dem rechten Kniegelenk wogen sie durchschnittlich 3725 g (x 415g), zur
Implantation 10 Tage spater waren sie mit 3675g (+ 378g) etwas leichter. Die Tétung
der Tiere erfolgte 4 Wochen spater, wobei diese im Durchschnitt 3847g (x 3909)
wogen.

Ein Kaninchen der Kontrollgruppe verstarb beim Intubationsversuch vor der
Knorpelentnahme. Bei einem weiteren Tier dieser Gruppe imponierte nach der
Implantation am 10.8.04 eine Umfangsvermehrung des linken Knies, bei der
Revision, welche wir 10 Tage nach Implantation durchfuhrten, zeigte sich ein eitriger
Abszess, welcher von der Subkutis Uber Fisteln durch die Faszie bis in das
Kniegelenk reichte. Am 29.08.04 erschien die Haut erneut offen, so dass am
30.08.04 eine zweite Revision erfolgte. Bei der Opferung am 6.9.04 zeigte sich noch
immer ein eitriger Gelenkerguss.

Das objektive Wohlbefinden eines Tieres der Gruppe 1 verschlechterte sich nach der
Implantation so sehr, so dass wir 2 Tage nach Implantation entschlossen, eine
Euthanasie des Tieres durchzufuhren.

So konnten 24 Tiere in die Auswertung aufgenommen werden

Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
Kontrolle Rv-bmp-2 Plasmid
Tierzahl 8 8 8

Tabelle 8: Verteilung der 4 Wochen-Tiere
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3.1.1 Makroskopische Beurteilung bei Explantation

Die Kniegelenke sowie die Narben der Kontrollgruppe erschienen mit einer
Ausnahme, bei der wir eine Bursitis praepatellaris feststellten, reizlos und unauffallig.
Die Defekte waren ebenfalls aufgeflllt, jedoch imponierte das Ersatzgewebe glasig-
durchsichtig (siehe Abbildung 9B). Bei einem Tier wies der Defekt einen Riss im
Randbereich auf. Bei allen Tieren der Gruppe, deren Chondrozyten mit retroviralem
BMP-2 behandelt wurden, waren nach Gelenkeroffnung Osteophytenbildung, wenn
auch zum Teil nur sehr diskret ausgepragt, nachweisbar. Bei 2 Tieren dieser Gruppe
imponierten  heterotrope  Ossifikationen im Bereich des parapatellaren
Zugangsweges. Ein Tier entwickelte im Verlauf der 4 Wochen eine hypertrophe, teils
wulstige Narbe am linken Kniegelenk, bei dem auch die Kapsel stellenweise
verkndchert erschien. Bei allen Tieren der Gruppe 2 zeigte sich nach 4 Wochen
Standzeit, dass die aufgeflllten Defekte auf Niveau des umliegenden
Gelenkknorpels lagen. Die Oberflache erschien groftenteils glatt und glanzend, der
Defekt selber erschien etwas heller und durchsichtiger im Vergleich zum
umliegenden Knorpel (siehe Abbildung 9A). Die Defekte imponierten auf Druck mit
einer Pinzette weicher als der umliegende, intakte Knorpel.

Zwei Kaninchen der Plasmid-Gruppe wiesen zum Zeitpunkt der Tétung einen mit 2
bzw. 3 ml relativ grof3en, weillich truben und fadenziehenden Gelenkserguss auf. Mit
einer Ausnahme, bei der der Knorpel in der Mitte des Defektes eingebrochen
erschien, waren die restlichen Defekte allesamt auf Knorpelniveau sowie
makroskopisch ahnlich denen der Gruppe 2.

Die explorative Er6ffnung der rechten Kniegelenke zeigte bei allen Tieren diskrete
Aufrauhungen im Bereich der Entnahmestelle der Knorpelflakes. Hohergradige

Knorpelschaden waren makroskopisch nicht nachweisbar.
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Abbildung 9: Repréasentative Bilder von aufgefiillten Defekte der Retroviralen Gruppe (A) und

der Kontrollgruppe (B)

3.1.2 Histologische Ergebnisse
Die erreichte durchschnittiche Gesamtpunktzahl von Gruppe 2 betrug 10,8 (= 1.3

SEM), was ein signifikant besseres Ergebnis im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur
Plasmid-Gruppe darstellt. Die Kontrollgruppe erreichte mit 8,4 Punkten (= 0.9 SEM)
ein unwesentlich besseres Ergebnis im Vergleich zur Plasmid-Gruppe, welche
durchschnittlich auf 7 Punkte (= 3,1 SEM) kam (siehe Tabelle 9).

In keiner Gruppe entsprach die Knorpelqualitdt des Defektes der des nativen,
hyalinen Gelenkknorpels.
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Tabelle 9: Verteilung der ICRS-Durchschnittspunktzahl, 4- Wochen-Tiere

3.1.2.1 Oberfldche

Die maximal erreichbare Punktzahl betragt 3, wobei die Oberflache in ihrer
Gesamtheit durchgangig und glatt sein musste. In Gruppe 2 zeigten die Praparate
von 3 Tieren eine glatte und erhaltene Oberflache, bei den restlichen Tieren der
Gruppe war die Oberflache aufgeraut und nicht durchgangig, so dass sie eine
Durchschnittspunktzahl von 1,875 erreicht. Bei Gruppe 1 und Gruppe 3 zeigten
jeweils 2 Tiere eine glatte durchgangige Oberflache, 3 Tiere erschienen unter dem

Mikroskop aufgeraut und diskontinuierlich.

3.1.2.2 Extrazelluldare Matrix

Bei der Auswertung der extrazellularen Matrix erreichte ein Tier der rv-BMP-2-
Gruppe die maximale Punktzahl von 3 nach ICRS. Bei den restlichen Praparaten der
Gruppe konnte eine Mischung aus hyalinem Knorpel und Faserknorpel festgestellt
werden, so dass die durchschnittliche Punktezahl von 2,2 erreicht wurde (siehe
Abbildung 13A). In Gruppe 1 wie auch in Gruppe 3 fand sich jeweils nur ein Praparat,
welches die histologische Struktur von fibrokartilagindrem Gewebe aufwies, bei den

restlichen Tieren war in allen Schnitten fibroses Gewebe vorhanden.
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3.1.2.3 Zellverteilung

Bei der Beurteilung der Anordnung der Zellen konnten wir lediglich bei 2 Praparaten
der Gruppe 2 eine geordnete Verteilung der Chondrozyten erkennen. Ein
Schnittpraparat wies eine Mischung von saulenférmiger Anordnung und in Haufen
liegenden Chondrozyten auf. Ansammlungen von Uber 10 Chondrozyten in einer
isogenen Gruppe sind physiologisch und Zeichen eines stattgehabten
Teilungsprozesses. Das andere hervorzuhebende Praparat liel3 wenige, jedoch in

Haufen liegende Zellen erkennen.

3.1.2.4 Lebensfdhigkeit der Chondrozyten

Die Lebensfahigkeit der Chondrozyten ist essentiell fur die Funktionalitat des
Knorpels. Hierbei zeigten alle Praparate der Kontroligruppe sowie der Plasmid-

Gruppe in der Mehrzahl lebensfahige Chondrozyten.

3.1.2.5 Subchondraler Knochen

Der subchondrale Knochen legt die Geometrie des Gelenks sowie seine Beladung
mit Chondrozyten fest. Eine normale subchondrale Struktur konnte in keinem
Praparat gefunden werden. In der retroviralen Gruppe wiesen die Schnitte von 3
Tieren einen gesteigerten Umbau der subchondralen Zone auf, so dass sich die
Gruppe 3 mit 1,4 Punkten von den anderen Gruppen abhob. In der Kontrollgruppe
zeigten 2 Praparate einen gesteigerten Umbau, ein Tier Granulationsgewebe.
Kallusbildung in der subchondralen Zone trat bei den restlichen 2 Defekten dieser

Gruppe auf. Die Plasmid-Gruppe zeigte vorwiegend Kallusbildung.

3.1.2.6 Knorpelmineralisation

Mit Ausnahme von 3 Praparaten wiesen alle Defekte eine normale, homogene Matrix
ohne Verkalkungen und kristallinen Einlagerungen auf. Ein Tier der Kontrollgruppe

sowie 2 Schnitte der Plasmid-Gruppe zeigten Verkalkungen innerhalb des Defektes.
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Bei jeweils zwei Schnittpraparaten der Retroviralen Gruppe sowie der Plasmidgruppe
und einem Praparat der Kontrollgruppe konnte hypertrophierte Chondrozyten

innerhalb des Defekts erkannt werden.
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Tabelle 10: Verteilung der Gruppen in Bezug auf die Untergruppen des ICRS-Score (4-Wochen-

Tiere)

3.2 Ergebnisse der 12- Wochen-Tiere

Die zweite Versuchsreihe wurde mit 25 gleichaltrigen, ausgewachsenen Kaninchen
der Gattung New Zealand White Rabbit durchgefuhrt. Nach Erhalt der Tiere wogen
diese im Durchschnitt 3834g (+ 378g). Zum Zeitpunkt der Knorpelbiopsie, welche 5
Tage spater stattfand, lag das Durchschnittsgewicht bei 3826g (+ 360g), welches 10
Tage spater am Tage der Implantation 3837g (+ 382g) betrug. Zeitpunkt der Tétung
der Tiere nach 12 Wochen wogen die Kaninchen im Durchschnitt 4444qg (+ 417q).

Bei 3 Kaninchen kam es postoperativ zur Bildung von Hamatomen, welche jeweils
ohne Komplikationen ausheilten. Ein Tier entwickelte nach Implantation eine leichte
Wundheilungsstérung mit Dehiszenz der Wundrander. Nach mehrmaligem Spilen

sowie Reinigen heilte die Wunde ohne weitere Probleme ab.
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Ansonsten zeigte sich bei allen anderen Tieren bei den Wundkontrollen an beiden
Kniegelenken ein komplikationsloser Heilungsverlauf. Ein Tier verstarb nach der
Implantation. Es konnten somit 24 Tiere nach unten stehender Verteilung in die

Auswertung aufgenommen werden (siehe Tabelle 11).

Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
Kontrolle Rv-bmp-2 Plasmid
Tierzahl 8 8 8

Tabelle 11: Verteilung der 12- Wochen- Tiere

3.2.1 Makroskopische Beurteilung nach Explantation

Die Narben waren bei allen 24 Tieren reizlos, zum Zeitpunkt der Gelenkentnahme
konnten keine Entziindungszeichen festgestellt werden.

Bei funf Tieren der Kontrollgruppe zeigten sich arthrotische Veranderungen
medialseitig an der Trochlea, bei drei Praparaten waren zusatzlich osteophytare
Anbauten an der lateralen Trochlea und an der Patella zu sehen. Die Produktion von
Synovialflissigkeit, welche sich farblos und fadenziehend darstellte, war bei zwei
Tieren erhoht, bei den anderen Kaninchen der Kontrollgruppe konnten keine
Auffalligkeiten erkannt werden. Die Defekte waren gut abgrenzbar (siehe Abbildung
10), der Defekt eines Praparats war nur mafRig durchbaut. Die Oberflache der
Defekte war glatt und glanzend, der Defekt selbst stellte sich im Vergleich zu dem ihn
umgebenden hyalinen Knorpel heller und durchsichtiger dar und gab auf Druck leicht
nach. Eine Stufenbildung war bei keinem Praparat makroskopisch nachweisbar.

Bei einem Tier der Retroviralen Gruppe zeigten sich Verknécherungen im Bereich
der Narbe. Alle Tiere der Gruppe 1 wiesen nach der Arthrotomie osteophytare
Anbauten an der medialen und lateralen Trochlea sowie an der Patella auf. Bei zwei
Tieren stellte sich die Patellasehne verknochert dar. Die Synovialflissigkeit war bei
allen Tieren der Retroviralen Gruppe fadenziehend, bei vier Tieren vermehrt und
farblos, bei einem Tier imponierte die Flussigkeit bernsteinfarben. Die Kapsel eines
Tieres wirkte fibros verandert. Nach Gelenkeroffnung stellten sich die aufgeflllten
Defekte in der Trochlea noch sichtbar dar (siehe Abbildung 11). Die Oberflachen der
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Defekte erschienen glatt und glanzend. Ulzerationen waren nicht nachweisbar. Die
Defekte zeigten sich diskret heller im Vergleich zum umliegenden Knorpelgewebe,
waren jedoch mit einer Ausnahme gut durchbaut und gaben auf Druck im Vergleich
zu der 4-Wochen-Gruppe weniger nach.

In der Plasmid-Gruppe zeigten sich bei allen Tieren osteophytare Anbauten im Sinne
arthrotischer Veranderungen an der Trochlea medialseitig. Bei zwei Tieren
imponierten diese Veranderungen auch am lateralen Rand der Trochlea, bei zwei
weiteren Tieren auch an der Patella. Die Synovialflissigkeit war bei drei Tieren leicht
vermehrt. Nach Gelenkerdffnung stellten sich die aufgeflllten, gut erkennbaren
Defekte glatt und glanzend dar, wobei drei Gelenke eine Stufenbildung beim
Ubergang vom gesunden, hyalinen Knorpel zum Defekt aufwiesen. Ein Defekt zeigte
keine Durchbauung. Eine Rissbildung war makroskopisch nicht zu erkennen. Bei
allen Tieren wirkten die Defekte bei Druck mit der Pinzette diskret weicher als bei der
Gruppe 2.

Die explorative Eréffnung des rechten Kniegelenks zeigte bei allen 12-Wochen-
Tieren eine diskrete Aufrauhung der Knorpeloberflache im Sinne von 1.-bzw 2.-

gradigen Knorpelschaden im Bereich der Entnahmestellen.
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Abbildung 10: Defektbereich (Kontrollgruppe) nach 12 Wochen

Abbildung 11: Defektbereich (rv-BMP-2) nach 12 Wochen
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3.2.2 Histologische Ergebnisse

Gruppe 2 erreichte mit durchschnittlich 13,57 Punkten (= 1,39 SEM) das beste
Ergebnis im Vergleich zu der Kontrollgruppen (9,83 Punkte = 3,18 SEM), und der
Plasmid- Gruppe (8,71 Punkte + 2,14 SEM).
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Kontrolle Retroviral Plasmid

Tabelle 12: Verteilung der ICRS-Durchschnittspunktzahl, 12-Wochen-Tiere

3.2.2.1 Oberflache

In der Kontrollgruppe wiesen 2 Praparate glatte und durchgangige Defektoberflachen
auf, wobei sich in dieser Gruppe bei den restlichen Defekten eine Rissbildung zeigte.
Die Beschaffenheit der Oberflache war auch histologisch bei Praparaten der
Retroviralen Gruppe mit einer Ausnahme glatt und durchgangig. Lediglich ein
Schnittpraparat der Plasmid- Gruppe zeigte eine durchgangige Oberflache, bei den
restlichen Praparaten waren Aufrauhungen oder Kontinuitatsunterbrechungen
erkennbar, so dass man von einer geringen Widerstandsfahigkeit des

Ersatzgewebes ausgehen kann.
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3.2.2.2 Extrazelluldre Matrix

Ein Schnittpraparat der Retroviralen Gruppe wies bei Auswertung der Extrazellularen
Matrix sowohl hyaline Anteile wie auch Faserknorpelanteile auf. Bei zwei weiteren
Tieren zeigte sich hauptsachlich Faserknorpel als Regenerationsgewebe der
Defekte, der vierte Defekt aus dieser Gruppe war mit fibrésem Gewebe ausgefilllt.

In der Kontrollgruppe =zeigte sich bei allen Schnitten Faserknorpel als
vorherrschendes Regenerationsgewebe.

In der Plasmid- Gruppe konnten zwei Praparate aufgrund der gemischten Matrix aus
Hyalinen Knorpel und Faserknorpel mit zwei Punkten bewertet werden, zwei weitere

Tiere wiesen rein fibroses Gewebe innerhalb des Defektes auf.

3.2.2.3 Zellverteilung

Bei einem Tier aus der Retroviralen Gruppe und zwei Tieren aus Gruppe 1 waren die
Chondrozyten zum Einen saulenférmig aufgereiht, zum Anderen zeigten sich jedoch
auch in Clustern liegende Zellen, so dass alle drei Praparate den Punktewert 2
erhielten. Bei den restlichen Schnitten imponierten die Chondrozyten in Clustern

liegend oder auch unorganisiert innerhalb des Defektes.

3.2.2.4 Lebensfdhigkeit der Chondrozyten

Bei allen Schnittpraparaten zeigten sich nahe ausschlieBlich lebensfahige
Chondrozyten, erkennbar an deren eigener perizellularer Matrix, dem sogenannten
Knorpelhof sowie den homogenen EZM mit Zeichen eines hohen Anteils an

Proteoglykanen.
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3.2.2.5 Subchondraler Knochen

In der Kontrollgruppe konnten vier Praparate einen gesteigerten Umbau des
subchondralen Knochens aufweisen, bei einem Praparat war lediglich etwas
Kallusbildung zu erkennen.

Bei allen Praparaten der Retroviralen Gruppe zeigte sich ein gesteigerter Umbau in
der subchondralen Zone, normaler Subchondraler Knochen war jedoch noch in
keinem Schnitt zu sehen.

In der Plasmid- Gruppe imponierten bei drei Tieren im Bereich des subchondralen
Knochens allein stehende Knochenstlicke sowie stellenweise Kallusbildung. Bei den
restlichen funf Praparaten stellte sich die subchondrale Zone ahnlich den Schnitten

der Gruppe 1 dar.

3.2.2.6 Knorpelmineralisation

Die histologischen Schnitten der Retroviralen wie auch Kontrollgruppe zeigten eine
regelrechte Knorpelmineralisation. Ein Praparat der Plasmid-Gruppe zeigte einen
kalzifizierten Bereich innerhalb des Defektes. Hypertrophierte Zellen konnten bei

keinem Tier nachgewiesen werden.
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= Retroviral

®Plasmid

Tabelle 13: Verteilung der Gruppen in Bezug auf die Untergruppen des ICRS-Scores (12-
Wochen-Gruppe)
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Abbildung 12: Repréasentative histologische Schnitte nach 12 Wochen (HE-Farbung,
Balkenlange 125 um)

A) In der Kontrollgruppe =zeigt sich im Defektbereich eine Mischung aus fibrésem und
fibrokartilaginaren Gewebe. Eine saulenférmige Anordnung wie sie es fir intakten Hyalinen Knorpel
typisch ist, kann nicht nachgewiesen werden. Lediglich einzelne Chondrozytenanhaufungen sind
erkennbar.

B) Im Gegensatz dazu zeigen sich in der Retroviralen Gruppe mehr typische Anzeichen fir Hyalinen

Knorpel wie eine vermehrte saulenférmige Anordnung der Chondrozyten sowie reichlich EZM.
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3.3 Vergleich 4- Wochen-Tiere vs. 12-Wochen-Tiere

Bei allen Tieren waren makroskopisch und histologisch die Defektgrenzen zu
erkennen.

Insgesamt kam es im Verlauf zu einer Verbesserung der durchschnittlichen
Punktwerte nach ICRS-Score in allen drei Gruppen. Der noch deutliche Vorteile der

Retroviralen Gruppen im Vergleich v.a. zu der Kontrollegruppe war jedoch geringer.

16
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Kontrolle Retroviral Plasmid

Tabelle 14: Vergleich der ICRS-Gesamtwerte aller 3 Gruppen

Im Vergleich der Kontrollgruppen kam es zu einer Verbesserung von 8,4 Punkten auf
10,8 Punkte (p>0,05). Eine Ursache dieser Veranderung ist die homogenere Struktur

der extrazellularen Matrix, wobei der Anteil des faserigen Gewebes deutlich zurlick

ging.
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Tabelle 15: Vergleich der Kontrollgruppen nach 4 Wochen und nach 12 Wochen Standzeit

Die Retrovirale Gruppe zeigte eine Verbesserung der Punktzahl von 9,8 auf 13,6

Punkte (p<0,05). Dabei wies vor allem die Oberflachenbeschaffenheit eine deutliche

Verbesserung auf.

O04-Wochen
m 12-Wochen

Tabelle 16: Vergleich der Retroviralen Gruppen nach 4 Wochen und nach 12 Wochen

67



Ergebnisse

Bei der Plasmid- Gruppe kam im Verlauf der nach 12 Wochen zu einer
Verschlechterung der Defektoberflache, es zeigte sich jedoch eine deutlich bessere
Chondrozytenverteilung und der EZM innerhalb des Defektes. Insgesamt erreichte

die Plasmid-Gruppe eine Verbesserung von 7,4 Punkten auf 8,7 Punkte (p>0,05).
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Tabelle 17: Vergleich der Plasmid- Gruppen nach 4 Wochen und nach 12 Wochen Strandzeit

3.4 Alcian-Blau-Farbung / Proteoglykane

Ahnlich zu den oben beschriebenen Ergebnissen zeigt sich, dass, im Vergleich zu
Gruppe 1 und 3, in Gruppe 2 nach 4 Wochen die Farbung auf Alcian-Blau intensiver
darstellt, was auf eine vermehrte Bildung von Proteoglykanen hinweist (siehe
Abbildung 13). Auch nach 12 Wochen zeigt sich in der Retroviralen Gruppe weiterhin
eine intensivere Farbung auf Alcian-Blau (siehe Proteoglykan Tabelle 18 und Tabelle
19).
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Abbildung 13: Alcian-Blau-Farbung der Kontrollgruppe (A) und rv-BMP-2-Gruppe (B) nach 4
Wochen. 20-fache VergroRerung

(A) Gruppe 1: Das Reparaturgewebe der Kontrollgruppe ist unorganisiert. Es zeigt sich fibroses
Gewebe mit nur leichter Farbung fir Proteoglykane.

(B) Gruppe 2: Das Ersatzgewebe zeigt ansatzweise das fir hyaline Knorpel typische
Erscheinungsbild. Auffallig ist die intensivere Farbung der EZM, was auf eine erhohte

Proteoglykanproduktion hinweist. Eine kolumnenartige Anordnung besteht nicht.
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3.5 Immunhistologische Ergebnisse

In der immunhistologischen Farbung wurde mittels primarer AntikOrper gegen
Kollagen I, Kollagen II, Link-Protein und Aggrecan gefarbt. Dabei zeigt sich nach 4
Wochen durch die Transduktion von BMP-2 bei den Tieren der retroviralen Gruppe
eine vermehrte Bildung von Kollagen-2, Aggrecan und Link-Protein innerhalb des
Defektes als Nachweis vermehrter Chondrozytenaktivitat sowie eine verminderte
Farbeintensitat auf Kollagen I. Im Vergleich dazu zeigen sowohl die Kontrollgruppe
wie auch die Plasmid-Gruppe keine bis sehr geringe Farbeintensitat auf Kollagen II,
wohingegen die Farbung auf Kollagen | intensiver war, was ein typisches
Farbeverhalten fir Fasergewebe bzw. fibrokartilaginares Gewebe (siehe Abbildung
14 und Abbildung 15).

Nach 12 Wochen war der Unterschied zwischen der Retroviralen Gruppe und den
beiden anderen Gruppe im Bezug auf das Farbeverhalten auf Kollagen-2 weniger

intensiv.
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m Kontrolle
O Retroviral

B Plasmid

Tabelle 18:Immunhistologische Ergebnisse (4-Wochen-Tiere)

Proteine wie Link-Protein, Aggrecan und v.a. Kollagen |l als sogenannte ,Knorpelmarker® werden
vermehrt in Gruppe 1 synthetisiert.

2,5 1
2 4
15 -
1 - B Kontrolle
@ Retroviral
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Tabelle 19: Immunhistologische Ergebnisse (12-Wochen-Tiere)
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Abbildung 14: Immunhistologische Farbung der Kontrollgruppe nach 4 Wochen

(Balkenlange 500 pm)

A) Immunohistochemische Farbung auf Kollagen | zeigt eine Farbung des Reparaturgewebes im
Defektbereich. Zu beachten ist dass originaler Hyaliner Knorpel keine Farbung auf Kollagen | zeigt
(schwarzer Pfeil).

B) Die immunhistologische Farbung auf Kollagen Il zeigt im Defektbereich der Kontroligruppe eine
sehr schwache Farbung (schwarzer Pfeil).
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Abbildung 15: Immunhistologische Farbung der Retroviralen Gruppe nach 4 Wochen
(Balkenldnge 500 um)

A) Im Bezug auf die immunohistochemische Farbung des Defektbereichs auf Kollagen | (schwarzer
Pfeil) ist kein wesentlicher Unterschied zu dem umliegenden hyalinen Knorpel zu erkennen.
B) Im Gegensatz dazu zeigt sich ein eine deutliche Farbung des Defektbereichs fir Kollagen I

(schwarzer Pfeil) welcher vergleichbar zum umliegenden gesunden Hyalinen Knorpel ist (weiller
Pfeil).
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4 Diskussion

Partielle Schaden des hyalinen Knorpels am Knie- und Sprunggelenk sind haufige
Verletzungen, welche ursachlich fur die Arthroseentstehung in den betroffenen
Gelenken seien kdénnen [74, 88, 97, 111, 136, 164, 182].

Eine optimale Behandlung mit Restitutio ad integrum von Knorpelschaden ist
aufgrund des geringen Heilungspotentials und der Komplexitdt des hyalinen
Knorpelgewebes bis heute nicht moglich. Wichtige Grinde flr das niedrige
Heilungspotential dieses Gewebes sind die fehlende Gefaldversorgung, die niedrige
Zellproliferationsrate, die komplexe Matrix, die eine Migration der Chondrozyten

erschwert, und ein Mangel an Stammzellen.

4.1 Methodik- Diskussion

Zur besseren Vergleichbar- und Auswertbarkeit verwendeten wir Kaninchen als
Versuchstiere. Die Knorpelflachen sowie der Knochen- und Sehnenapparat des
Kniegelenks bei Kaninchen besitzt eine groRe Ahnlichkeit zum Kniegelenk des
Menschen.

Das Kniegelenk setzt sich aus zwei Anteilen, dem patello-femoralen und dem
femoro-tibialen Gelenk, zusammen. Ahnlich wie beim Menschen ist das distale,
artikulierende Ende der Tibia in Form eines Plateaus angelegt. Zwischen beiden
Gelenkpartnern sind ein medialer und ein lateraler Meniskus vorhanden sowie zwei
Kreuzbander, die beim Kaninchen als kraniales und kaudales Kreuzband bezeichnet
werden. Die Patella liegt der konkav geformten Trochlea auf und ist Uber ein kraftiges
Ligamentum patellae mit der Tuberositas tibiae nach kaudal verbunden. Der Ansatz
sowie der Verlauf des Musculus extensor digitorum communis sind als anatomische
Besonderheit des Kaninchenknies zu erwahnen. Er entspringt dem distalen Femur
und zieht sehnig ventral Uber den lateralen Kondylus Richtung Zehen [185]. Der
Musculus extensor digitorum longus beim Menschen ist der vergleichbare Muskel,
welcher jedoch seinen Ursprung nicht am Femur, sondern an der ventralen Seite der

Tibia und der Membrana interossea hat [50].
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Die Heilung von osteochondralen Defekten ist ein komplexes Geschehen, das von
vielen Faktoren abhangig ist. Daher ist es notwendig, die Forschung von Therapien
osteochondraler Defekte an intakten Gesamtorganismen durchzufiihren. Es sind
verschiedene Gewebestrukturen, hauptsachlich hyaliner Knorpel und subchondraler
Knochen, in den Heilungsprozess involviert. Diese Gewebestrukturen und deren
Regenerierung sind auf physiologische Verhaltnisse in einem Gelenk angewiesen.
Im Rahmen der Voruntersuchungen zur Entwicklung und Erprobung unserer
Behandlungsmethode wurden die existierenden Methoden in der Zellkultur schon
ausgeschopft. Zur Heilung von Knochendefekten in vivo wurden verschiedene Tiere,
unter anderem Kaninchen, Mause, Ratten, Schweine, Hunde und Affen verwendet,
wobei Kaninchen und Ratten die am haufigsten untersuchten Tiere darstellen und
man daher etablierte Versuchsschemata vorfindet [65].

Es gibt noch weitere Grinde weshalb Kaninchen als Tiermodell verwendet wurden.
Ein wesentlicher Grund ist die GroRe des Kniegelenks. Man kann ohne Setzen von
grolen Defekten relativ viele Chondrozyten (drei Knorpelchips mit einer Gréfie von
9mm? entsprechen ca. 100.000 Chondrozyten) entnehmen. Auch ist es mdglich,
Defekte von 10mm? zu setzen. Nawata et al. wahlte Ratten als Tiermodell und setzte
Defekte mit einem Durchmesser von 2 mm und einer Tiefe von 2 mm [125]. Eine
annahernd normale Biomechanik, welche ein wesentlicher Bestandteil der
Knorpelphysiologie darstellt, ist dabei nichtmehr zu erwarten, da die Trochlea der
Ratte nicht wesentlich grof3er ist als der gesetzte Defekt. Trotz Vorteile in Haltung
und Kosten, ist die Ratte fir unsere Implantationsexperimente ungeeignet, da sie
Uber kein ausreichend grof3es Kniegelenk verfligt, um die von uns geplanten Defekte
setzen zu koénnen. Zusatzlich verlaufen Heilung und Regeneration des
Knochendefektes bei der Ratte meist schneller als beim Menschen [64], wohingegen
Kaninchen ein recht ahnliches Gelenk- und Knochenwachstum zeigen [65].
Desweiteren hat sich das New Zealand White Rabbit als Tiermodell in der
Erforschung von Kniegelenkserkrankungen bereits in anderen Studien etabliert [18,
67, 70, 81, 95, 119, 131, 134, 157, 158]. Aufgrund der relativ niedrigen Kosten fur

Unterbringung und Futter bieten sich Studien an diesen Tieren an.

Die nach Arthrotomie und Luxation der Patella am besten zugangliche Stelle des

Kniegelenkes ist die Trochlea femoris, welche sich als Lokalisation der Defekte in
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mehreren Studien bewahrt hat [18, 120]. Somit war es uns mdglich, die Defekte bei

jedem Kaninchen standardisiert zu setzen.

FUr die histologische Auswertung der gefarbten Schnittpraparate gibt es viele
Moglichkeiten. So wertete Sellers et al. in einer Kaninchenstudie nach eigenen
Kriterien wie Defektflllung, Integration des Ersatzgewebes in den umliegenden
Knorpel, Farbeverhalten der Tidemark, Zellmorphologie, Morphologie des Gewebes,
Oberflachenbeschaffenheit, und Ersatz des subchondralen Knochens aus. Je nach
erreichter Prozentzahl (im Vergleich zum Originalgewebe) wurden Punkte vergeben
[158].

Der wohl am meisten verwendete Score zur Beurteilung des Knorpels ist der Mankin-
Score [108]. Basierend auf der Bewertung definierter Parameter (z.B.
Proteoglykangehalt) mit normalem Knorpelgewebe vergleichend, werden hierbei die
Oberflachenintegritat, das Farbeverhalten innerhalb des Defektes, die Zellverteilung
sowie die Tidemark beurteilt. Eine Aussage Uber die Formation des subchondralen
Knochens sowie mdogliche Verknécherungen innerhalb des Defekts bleibt aus.
Folglich kann mit dem Mankin-Score in erster Linie Defekte beurteilt werden, bei
denen die Mineralisationszone intakt geblieben ist. Daher eignet sich die
Klassifikation in erster Linie zur histologischen Beurteilung von Osteoarthrosen eines
Gelenkes. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass dieser Score sehr
untersucherabhangig ist und die Reproduzierbarkeit auch bei gutem Verstandnis des
Untersuchers eher gering ist [136].

Die ICRS veroffentlichte 2003 eine Klassifikation fur osteochondrale und chondrale
Defekte, in der durch einfache Parameter eine bessere Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse erreichte werden soll [103]. Diese reparatur-spezifische Einteilung
beinhaltet der neben den o.g. Eigenschaften auch die Regeneration des
subchondralen Knochens sowie mdgliche Verknécherungen innerhalb des Defekts.
Da unsere gesetzten Defekte ebenfalls die Mineralisationszone verletzten,
verwendeten wir die ICRS-Klassifikation zur Auswertung der MMA- sowie der

Paraffinschnitte.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die histologische Farbung lasst Aussagen Uber das Vorhandensein von
Chondrozyten sowie deren Verteilung und z.T. auch Differenzierung zu. Wir konnten
zeigen, dass Chondrozyten nach Transduktion mit rv-BMP-2 in Vergleich zu den
anderen Gruppen schon nach 4 Wochen eine gesteigerte Aktivitat und im Vergleich
eine bessere Differenzierung vorwiesen, was sich vor allem in der gesteigerten
Matrixsynthese sowie hoheren Proliferationszahl wiederspiegelt.

In dieser Arbeit konnte eindeutig die Effektivitdt von der ex-vivo Transduktion von
Chondrozyten mit retroviralem BMP-2 nachgewiesen werden. Dabei zeigt sich dieser
Effekt im Vergleich zu den anderen Gruppen am deutlichsten nach 4 Wochen.

Mittels immunhistochemischer Markierungen sollten Fragen bezuglich der
Zellfunktion, der Differenzierung sowie der Zellvitalitdt beantwortet werden. Bei
positiven Markierungen ist davon auszugehen, dass die Zellen bis zur Fixierung vital
und in der Lage waren, zellarttypische Proteine zu produzieren. Es ist jedoch nicht
ganz auszuschlieBen, dass die Zellen schon beim Besiedelungsvorgang
abgestorben waren und die Matrixprodukte trotzdem nachweisbar sind. Allerdings
spricht das paarweise Auftreten von Chondrozyten gegen einen vorzeitigen Zelltod,
sodass folglich die Zellteilung auch innerhalb des Defektes stattgefunden haben
muss.

In allen Kniegelenken konnten degenerative Veranderungen v.a. nach 12 Wochen in
allen drei Gruppen makroskopisch festgestellt werden. Als Zugang wurde die
mediale parapatellare Arthrotomie gewahlt. Das Narbengewebe im Bereich des
Zugangs zeigte sich verdickt und kann Ursache der degenerativen Veranderungen
sein [42]. Desweiteren besteht die Mdglichkeit, dass ein Ubertritt von BMP-2 aus
dem Reparaturgewebe in die Synovia zu vermehrter Osteophytenbildung fuhrte. Da
zu wenig Synovialflissigkeit vorhanden war, konnte diese Hypothese nicht bewiesen
werden. Andererseits kam es zu keinen erhohten systemischen BMP-2

Konzentrationen (Serum) in den BMP-2 Tieren.
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4.3 BMP-2

In mehreren Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass in Rattenmodellen
eine Verbesserung der Defektheilung durch ex-vivo mit BMP-2 transduzierte
Chondrozyten erreicht werden konnte [49] und BMP-2 die Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu Chondrozyten und Osteoblasten beeinflusst [28,
137, 175]. Weiter zeigte sich ein hemmender Effekt auf die Dedifferenzierung der
Chondrozyten. Diese wurden in Monolayerkulturen rasch einen fibroblastenartigen
Phanotypus mit entsprechender intrinsischer Aktivitdt annehmen [60, 170]. Die
Synthese der EZM, vor allem die Bildung von Kollagen Il und Aggrecan, kann unter
BMP-2-Einfluss aufrechterhalten und eine gesteigerte Kollagen-I- Produktion
verhindert werden [152].

Mehrere Studien belegen, dass es sogar zu einer gesteigerten Produktion
bestimmter Komponenten der EZM kommt. In den Studien wurde dies anhand der
Bestimmung von Proteoglykan und Kollagen Il nachgewiesen [83, 96].

Das Link-Protein stellt eine stabilisierende Komponente der Interaktion zwischen
Aggrecan und Hyaluronsaure dar.

Sellers et al. berichtet von einer verbesserten Defektheilung 12 Monate postoperativ,
nachdem der Defekt mit einem, mit rhBMP-2 behandelten, Kollagenschwamm
gedeckt wurde. Die histologischen Verbesserungen zeigten sich in der
Defektintegritat, Zellmorphologie, Defektmorphologie und konsolidierter Tidemark
[158]. Zu ahnlichen Ergebnissen gelangen wir in unserer Studie. Sowohl nach 4
Wochen wie auch nach 12 Wochen konnte eine verbesserte Defektheilung im
Vergleich zu den anderen Gruppen nachgewiesen werden, auch wenn der
Unterschied zwischen den Gruppen nach 12 Wochen konstant zu bleiben schien.

Mit Ausnahme von zwei Studien [190, 194] weist die Literatur dem BMP-2 eine, die
Proliferationsrate steigernde Wirkung zu [35, 40]. In keiner Studie wurde jedoch der
Effekt von BMP-2 (ber mehr als sieben Tage untersucht. In unserer Studie konnten
wir nachweisen, dass Uber mindestens 12 Wochen der Effekt des retroviral
transduzierten BMP-2 aufrechterhalten bleibt. Nach 12 Wochen zeigen sich typische
Charakteristika von hyalinem Knorpel, wie kolumnenartige Verteilung der Zellen,
hyaline Matrix und eine glatte Oberflache, was auf eine langfristige Wirkung des

retroviralen BMP-2s hindeutet. Die rvBMP-2-Zellen erschienen abgerundet und
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konnten ihren Phanotyp erhalten wahrend die Kontroll- und rhBMP-2-Zellen eine
fibroblastenartige Morphologie mit Ianglicher Zellform und zahlreichen Zellfortsatzen

zeigten.

4.4 Schlussfolgerung, Risiken und Ausblick

In in-vitro Studien konnte gezeigt werden, dass rh-BMP-2 innerhalb einer Woche ein
Expressionsmaximum erreicht [173]. Es ist jedoch davon auszugehen, dass in einem
biologischen System die Expression von BMP verschiedenen Einflissen unterliegt.
Dies bedeutet, dass in vitro nicht vorhandene Regelmechanismen in vivo eine
berucksichtigenswerte Rolle spielen. Wie schon oben beschrieben unterliegen die
Wirkungen von Wachstumsfaktoren und somit auch die Expression von Genen
einem komplexen Regelkreis. Es ist naheliegend, dass durch Wirkung von BMP-2
Antagonisten wie z.B. Chordin die Genantwort in vivo inhibiert und reguliert wird.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der Wachstumsfaktor BMP-2 nur
bei konstanter Expression im osteochondralen Defekt einen Einfluss auf die
Regeneration von hyalinem Knorpel hat. Die Transduktion mittels Plasmiden und die
damit verbundene Kkurzzeitige, temporare Expression hat hingegen keinen
wesentlichen Effekt und das Ergebnis ist mit der Kontrollgruppe vergleichbar. Daher
mussen im gentherapeutischen Tissue-Engineering der osteochondralen Lasion
stabile Transduktionssysteme gefordert werden. Das benutzte retrovirale System ist
ein solches.

Aufgrund der Gefahr einer insertionellen Mutagenese bei Integration des retroviralen
Vektors in das Wirtsgenom, sowie durch die Dauerexpression des therapeutischen

Gens, mussen Sicherheitsaspekte bertcksichtig werden [196].

Die Arbeitsgruppen um Langenfeld und Rothhammer wiesen nach, dass unter
Verwendung viraler Wachstumsfaktoren in Form von Transgenen das Karzinomrisiko
betrachtlich erhoht wird [92, 148]. Trotz hoher Effizienz unter Verwendung viraler
Vektoren ist diese Methode aufgrund des hohen Risikos einer malignen Entartung
aktuell nicht am Menschen anwendbar. Auch besteht das Problem der zu lange

anhaltenden, stabilen Expression von Fremdgenen und somit auch der Genprodukte.
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Zur Deckung osteochondraler bzw. chondraler Defekte ware vermutlich die
Expression dieser ,therapeutischen Gene* fir wenige Wochen ausreichend.

Durch Auftreten von schwerwiegenden Komplikationen in klinischen Studien mit
retroviralen Vektoren sind diese vorerst eingestellt worden [51].Die Verringerung der
Gefahr einer insertionellen Mutagenese ist folglich ein wesentlicher Punkt in der
aktuellen Forschung. So ist es denkbar, dass Vektoren produziert werden, die
ausschlieBlich an festgelegten Integrationsloci angreifen. Auch ist es vorstellbar,
dass in Zukunft durch Veranderungen des viralen Genoms, wie Splitten oder
Entfernen von Gensequenzen, die Gefahren der viralen Transfektion verringert
werden. Die Verfugbarkeit solcher Vektoren und Modifikationen ist aktuell jedoch
noch nicht absehbar [196].

Weiter ist man bei der Regulation der Dauerexpression der ,therapeutischen Gene*.
So soll in naher Zukunft das sogenannte tet-System die Genexpression steuern, was
in ersten Versuchen mdglich war. Im tet-on System ist die Genexpression an die
Anwesenheit von Tetrazyklin gebunden. Im Gegensatz dazu bezeichnet das tet-off
System die Abhangigkeit von der Abwesenheit der pharmakologischen Substanz
[196].

Eine weitere Regulationsmdglichkeit ist die Verwendung von schon verfugbaren SIN-
Vektoren [7]. Die SIN- Vektoren besitzen eine Deletion in der 3'-LTR, was zu einem
Funktionsverlust der 5°- LTR fihrt und somit eine Expression von Transgenen durch

interne Promotoren (z.B. gewebsspezifisch) ermoglicht wird [197].
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5 Zusammenfassung

Fragestellung:

Heutige Therapien bei chondralen Defekten zeigen noch immer keine befriedigenden
Ergebnisse. Tissue-Engineering (TE) in Verbindung mit gentherapeutischen
Methoden ist eine Alternative. Diese Studie =zeigt die histologischen und
immunhistologischen Ergebnisse nach retroviraler BMP-2-Transduktion im
osteochondralen Defekt des Kaninchens im Vergleich zu einer Kontroll- und einer
Plasmid-BMP-2 Gruppe.

Methoden:

Primare Chondrozyten von NZW-Kaninchen wurden isoliert und mit BMP-2 retroviral
(rv-BMP-2) ex vivo transduziert. In vivo wurden diese Zellen mittels Fibrin-Clot in
artifizielle osteochondrale Defekte der Trochlea implantiert (n=16). Als
Vergleichsgruppe dienten nicht infizierte (n=16) und in situ mit BMP-2-Plasmid
transfizierte Chondrozyten (CROPOG) (n=16), die ebenfalls implantiert wurden. 4
und 12 Wochen postoperativ wurden die Kondylen entnommen und histologisch und

immunhistologisch analysiert.

Ergebnisse:
Nach 4 Wochen zeigte sich histologisch in der Kontrollgruppe ein ICRS-Wert von 8,4,

in der BMP-2-Plasmid Gruppe von 7,4 und in der rv-BMP2 Gruppe von 10,8. Die
Immunhistologie war in der Kontroll- und Plasmid-BMP2 Gruppe positiv flr Kollagen1
und negativ fur Kollagen2. In der rv-BMP2 Gruppe war die Immunhistologie positiv
fur Kollagen | und Il. Nach 12 Wochen zeigte die Kontroll- und Plasmidgruppe in der
Histologie Faserknorpel-artiges Gewebe. Es kam daher zu einem leichten Anstieg
der ICRS-Werte in beiden Gruppen. In der rv-BMP-2-Gruppe zeigten sich hingegen
typische Charakteristika von hyalinem Knorpel, wie kolumnenartige Verteilung der
Zellen, hyaline Matrix und eine glatte Oberflache. In der Immunhistologie war

Kollagen | nur gering nachweisbar und Kollagen Il stark exprimiert.
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Schlussfolgerung:

Der Wachstumsfaktor BMP-2 hat nur bei konstanter Expression im osteochondralen
Defekt einen positiven Einfluss auf die Regeneration von hyalinem Knorpel, wobei es
nicht zu einer Entstehung von nativem, hyalinem Knorpel kommt. Die Transduktion
mittels Plasmiden und damit die kurzzeitig temporare Expression zeigt im Vergleich
zur Kontrollgruppe keinen Effekt. Daher mussen im gentherapeutischen Tissue-
Engineering der osteochondralen Lasion stabile Transduktionssysteme gefordert
werden. Das benutzte retrovirale System ist ein solches. Durch die Dauerexpression
des therapeutischen Gens und eine madgliche insertionelle Mutagenese des
retroviralen Vektors mussen jedoch Sicherheitsaspekte berlcksichtig werden. Daher
sollen in Zukunft das tet-on System und sogenannte SIN-Vektoren zum Einsatz
kommen, die die Genexpression steuern und die Gefahr einer Insertionelle

Mutagenese verringern konnen.
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