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Einleitung

1 Einleitung

Echte Gelenke (Diarthrosen) stellen eine Verbindung von zwei oder mehr Knochen dar.
Sie besitzen einen typischen Aufbau: Zwischen den mit Gelenkknorpel Uberzogenen
Knochen befindet sich ein mit Flissigkeit geflllter Gelenkspalt, der die Beweglichkeit
des Gelenkes ermdglicht. Umgeben wird das Gelenk von einer straffen Kapsel, die unter
anderem fur die Bildung der Gelenkflissigkeit (Synovia) zustandig ist. (Aumdller et al.
2014)

Der hyaline Gelenkknorpel ist dabei die Grundlage der hohen Funktionalitat des Gelen-
kes, indem er eine nahezu reibungsfreie Beweglichkeit ermdglicht und gleichzeitig einer
optimalen Kraftlibertragung dient (Mow et al. 1992). Schon bei alltaglichen Bewegungen
wird er einem Vielfachen des Koérpergewichtes ausgesetzt (Vannini et al. 2016). Bei
Schaden im Gelenkknorpel kann es kurz- oder langfristig zu erheblichen Beschwerden
wie Schwellung, Schmerzen und Bewegungseinschrankungen kommen (Anders et al.
2003).

Wahrend bei ausgedehnten, arthrotischen Knorpelschaden an operativen Therapie-
mdglichkeiten meist nur noch der kinstliche Gelenkersatz eine Funktionswiederherstel-
lung gewahrleisten kann (Orth et al. 2016a), kommen bei kleineren, umschriebenen De-
fekten knorpelersetzende, -reparierende und -regenerierende Verfahren zum Einsatz
(Welsch et al. 2016). Bei der Durchfiihrung von Kniegelenksarthroskopien durchaus un-
terschiedlicher Indikation konnten solche fokale, vollschichtige Knorpeldefekte bei bis
zu 19% der Patienten diagnostiziert werden (Curl et al. 1997). Die Dringlichkeit einer
adaguaten Behandlung dieser Gelenkschaden steht also auRer Frage. Gerade die so-
genannten knochenmarkstimulierenden Verfahren wie die Anbohrung des subchronda-
len Knochens (Pridie K. H. 1959) und die Mikrofrakturierung (Steadman et al. 1999)
kommen hierbei hdufig zum Einsatz. Beiden Techniken gemein ist die Bildung eines
regenerativen Ersatzgewebes, das den urspringlichen Defektbereich ausfiillen soll
(Kreuz 2016). Obwohl diese Methoden im klinischen Alltag etabliert sind (Nehrer 2012;
Proffen et al. 2012; Steinwachs et al. 2011), lassen sich nur wenige préklinische Studien
finden, die die Variablen bei der technischen Durchfihrung der knochenmarkstimulie-
renden Verfahren hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die mechanischen Eigenschaften

des Regeneratknorpels untersuchen.

Ziel dieser Arbeit ist die systematische, biomechanische Analyse des Regeneratgewe-
bes 12 Monate nach standardisierter Behandlung von vollschichtigen Knorpeldefekten

mittels Anbohrung und Mikrofrakturierung im Schafsmodell. Hierzu wird zunachst die
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gquantitative Defektflllung mittels halbautomatisierter Bildanalyse bestimmt. Anschlie-
Rend erfolgen die Messung der Knorpeldicke und schlief3lich die stufenweise Indenta-
tion des Regeneratgewebes zur Prifung der biomechanischen, viskoelastischen Eigen-
schaften.
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2 Stand der Forschung

Die Kenntnis des strukturellen Aufbaus von hyalinem Knorpel ist die Basis fir das Ver-
standnis der Funktionalitat des Gewebes. Darauf aufbauend werden Modelle und Ma-
terialkennwerte erlautert, die bei der biomechanischen Charakterisierung von Gelenk-

knorpel von Bedeutung sind.

Im weiteren Verlauf wird das Krankheitsbild des umschriebenen Knorpeldefekts aus kli-
nischer Sicht dargestellt. Dabei wird auf Epidemiologie, Atiologie sowie das Beschwer-
debild des Patienten mit umschriebenem Knorpelschaden eingegangen. Aul3erdem
werden etablierte therapeutische Mdoglichkeiten vorgestellt, die zur Behandlung von um-
schriebenen Knorpeldefekten in Frage kommen. Es wird aufgezeigt welche Knorpel-
schaden sich fur die Therapie mittels Anbohrung oder Mikrofrakturierung eignen und
was die beiden Verfahren voneinander unterscheidet.

Abschlieend wird die aktuelle préklinische Studienlage zu knochenmarkstimulierenden
Verfahren dargestellt. An dieser Stelle werden entscheidende Variablen in der techni-
schen Ausfuhrung dieser knorpelchirurgischen Therapiemethoden erarbeitet, die die

Grundlage der unterschiedlichen Behandlungsgruppen unserer Studie bilden.

2.1 Grundlagen der Knorpelstruktur und -biomechanik

Knorpelgewebe ist eine Unterform des Binde- und Stitzgewebes. Es liegen drei ver-
schiedenen Formen vor, die sich vor allem in der Zusammensetzung ihrer extrazellula-
ren Matrix unterscheiden (LUllmann-Rauch 2015). Der hyaline Knorpel ist besonders
reich an Kollagen Typ I, bedeckt die Knochenoberflachen in diarthrotischen Gelenken
und ist damit die haufigste Knorpelart beim Menschen (Welsch 2006).

Faserknorpel besitzt dagegen groRe Mengen Kollagenfasern vom Typ | und gibt damit
zum Beispiel dem Anulus fibrosus der Zwischenwirbelscheiben seine Druck- und Reis-
festigkeit. Eine weitere Form von Knorpelgewebe ist der elastische Knorpel, der auf-
grund seines hohen Anteils an elastischen Fasern sehr biegsam ist und unter anderem

in der Ohrmuschel zu finden ist (Junqueira et al. 2005; Lillmann-Rauch 2015).

2.1.1 Aufbau des hyalinen Knorpels

Makroskopisch weist der menschliche Gelenkknorpel ein weil3lich glanzendes Erschei-
nungsbild auf. Die Dicke des hyalinen Knorpels wird fir das menschliche Kniegelenk
mit durchschnittlich 2,2 — 2,5 mm angegeben, wobei das Gewebe im Bereich des Tibia-

plateaus am starksten ausgebildet ist (Schneider-Wald et al. 2013; Frisbie et al. 2006a,;
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Franz et al. 2001; Mow et al. 1992). Die spezialisierten Zellen des hyalinen Knorpelge-
webes werden als Chondrozyten bezeichnet. Im Gegensatz zu anderen Gewebearten
machen die Zellen beim Gelenkknorpel nur wenige Prozent der Gesamtmasse aus
(Abbildung 1). Den weitaus grof3eren Mengenanteil besitzt die von den Chondrozyten
produzierte extrazellulare Matrix (EZM). Diese wiederum besteht hauptsachlich aus
Wasser und Makromolekilen, vor allem Kollagen Typ Il und Aggrekan (Aigner 2003;
Martinek 2003).

Abbildung 1: Ubersicht Gber die strukturelle Zusammensetzung von Gelenkknorpel
(modifiziert nach Aigner 2003)

Knorpelgewebe enthalt weder Nerven noch Blut- oder LymphgeféaRe (Buckwalter und
Mankin 1998; Dijkgraaf et al. 1995). Dies hat mehrere Besonderheiten zur Folge. Da
das Gewebe aneural aufgebaut ist, kbnnen im Knorpel selbst keine Schmerzreize wahr-
genommen werden. Aufgrund der mangelnden Gefaliversorgung besitzt hyaliner Knor-
pel nur ein geringes Regenerationspotential (Archer und Francis-West 2003; van der
Kraan et al. 2002). Die Erndhrung erfolgt tiber Diffusion aus der Synovialflissigkeit und
dem subchondralen Knochen (Junqueira et al. 2005). Sie wird unterstiitzt durch eine
bewegungsabhangige Durchwalkung des Gewebes, die die Zufuhr und den Abtransport

von Nahrstoffen und Sauerstoff erleichtert (Putz 2008).
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Chondrozyten

Die zentrale Aufgabe der Chondrozyten besteht in der Produktion und Aufrechterhaltung
der EZM. Obwohl das Knorpelgewebe insgesamt ein bradytrophes Gewebe darstellt,
sind die wenigen Chondrozyten sehr stoffwechselaktiv (Buckwalter und Mankin 1998).
Histologisch spiegelt sich die starke metabolische Aktivitdt an der hohen Dichte des
rauen endoplasmatischen Retikulums, der Golgi-Apparate und sekretorischen Vesikeln,
sowie an einem im Verhaltnis zum Nucleus sehr grof3en Anteil intrazellularer Matrix wi-
der (Abbildung 2).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Chondrozyten mit Darstel-
lung von Nucleus (N), rauem endoplasmatischen Retikulum (rER) und
Golgi-Apparaten (G) (modifiziert nach Archer und Francis-West 2003)

Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix des Gelenkknorpels kann in eine flissige und in eine feste
Phase unterteilt werden. Die feste Phase besteht aus verschiedenen Makromolekilen
wie Kollagenen und Proteoglykanen, die eine spezifische Anordnung annehmen und
das Grundgerist des Gelenkknorpels bilden (Abbildung 3). Die flissige Phase dagegen

besteht aus Wasser und Elektrolyten.

Mit etwa 60% des Trockengewichts stellen die Kollagenmolekiile den gro3ten Anteil
innerhalb der festen Phase des Gelenkknorpel dar (Buckwalter und Mankin 1998). Hier-
bei findet man vor allem Kollagen Typ Il, das hierarchisch angeordnet, lange, querge-
streifte Kollagenfasern bildet (Mow et al. 1992). Zusammen mit Kollagenen vom Typ IX,
XI und einigen weiteren Typen bilden die Fasern das Grundgerist des Knorpels und

geben diesem seine hohe Zugfestigkeit (Aigner 2003).
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Neben den Kollagenen besteht die feste Phase zu etwa 30% aus Proteoglykanen. Auch
diese Molekile folgen einem hierarchischen Aufbau. Proteoglykane bestehen zum ei-
nen aus einem Proteinkern und zum anderen aus einer grof3en Anzahl an kohlenhyd-
ratreichen Seitenketten, den Glykosaminoglykanen (GAGSs). Im hyalinen Knorpel ma-
chen Chondroitinsulfat und Keratansulfat den Grof3teil der GAGs aus. Da GAGs
negative Ladungen aufweisen, sind Proteoglykane stark hydrophile Molekiile, die grofRe
Mengen Wasser anziehen und binden kénnen. Uber 90% der Proteoglykane sind wie-
derum nicht-kovalent an Hyaluronsaure gebunden und formieren dabei sehr grol3e Pro-
teoglykanaggregate, die sogenannten Aggrekane (Hall et al. 2003). Wé&hrend die Kol-
lagenfibrillen im Gewebe mit kovalenten Bindungen quervernetzt sind, werden die
Proteoglykane mechanisch und elektrostatisch in dem Kollagennetzwerk verankert
(Mow et al. 1992).

Proteoglykane mit Kernprotein

L Wund GAG-Seitenketten

Interstitielle Flussigkeit

Hyaluronsaure

Quergestreifte
Kollagenfibrillen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Kollagennetzwerks in Interaktion mit Pro-
teoglykanen, die gebunden an Hyaluronséaure die Aggrekane bilden (mo-
difiziert Mow et al. 1992)

Die Synthese der EZM erfolgt wie bereits erwahnt durch die Chondrozyten. Mechani-
sche Belastung stellt dabei einen wichtigen Stimulus fiir die Aktivierung des Stoffwech-
sels der Knorpelzellen dar (Loeser 2003; Muir 1995). Es konnte gezeigt werden, dass
Ausmald und Frequenz mechanischer Belastungen die Zusammensetzung der extrazel-
luldaren Matrix beeinflussen und dass eine Immobilisierung zu einer Degradation des
Gelenkknorpel fuhrt (Cohen et al. 1998; Buckwalter und Mankin 1998; Fehrenbacher et
al. 2003; Blain et al. 2003; Arokoski et al. 2000).

Knorpelzonen

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts hat Benninghoff den Aufbau des hyalinen Knorpels
als arkadenartig mit einer zonalen Schichtung beschrieben (Benninghoff 1925). Die Ein-
teilung in vier Zonen ist auch heute noch ublich, wobei die Ubergange zwischen den

Schichten als flieRend angesehen werden (Abbildung 4). Von der Gelenkoberflache
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zum Knochen hin werden die oberflachliche Tangentialzone, eine Ubergangszone, die
Radiarzone und der mineralisierte/kalzifizierte Knorpel unterschieden (Lullmann-Rauch
2015; Mow et al. 1992). Die Gliederung des Knorpels in diese verschiedenen Zonen
ergibt sich aus der Anordnung der Kollagenfibrillen sowie der GréRe und Form der
Chondrozyten (Benninghoff 1925).

Tangentialzone { %
@ <+—— Kollagenfasern
Ubergangszone — @

Knorpeloberflache

@ @\ @ Chondrozyten
Radiérzone — @ @ @

~ @ @" =-<«—— Tide mark
Mineralisierter Knorpel — \L g @)

Abbildung 4: Zonale Schichtung des hyalinen Knorpels (modifiziert nach Mow et al.
1992)

Subchondraler Knochen {

In der Tangentialzone sind die vielen, dichten Kollagenfasern hauptséchlich parallel zur
Knorpeloberflache angeordnet. Die zahlreichen Chondrozyten haben eine oval-ellipti-
sche Form und liegen der Lange nach zwischen den Fasern. Diese Anordnung macht
die diinne, oberflachlichste Schicht sehr widerstandsféhig gegenuiber Scherkréaften und
verleiht ihr eine hohe Zugfestigkeit. In der Ubergangszone liegen Kollagenfasern und
Chondrozyten unregelmafig verteilt. Die runden Zellen besitzen einen stoffwechselak-
tiven Aufbau und die EZM enthdlt in die Tiefe hin immer mehr Proteoglykane. In der
Radiarzone bilden die Chondrozyten eine saulenartige Struktur aus und liegen zwischen
den zur Knorpeloberflache senkrecht stehenden Kollagenfasern. Diese Zone ist sehr
reich an Proteoglykanen und besitzt einen geringeren Anteil an Kollagenen (Buckwalter
und Mankin 1998). Abgegrenzt durch die sogenannte Tidemark schlief3t sich knochen-
wérts die Zone des kalzifizierten Knorpels an. Diese stellt eine Art Ubergangszone vom
hyalinen Knorpel zum subchondralen Knochen dar (Vanwanseele et al. 2002). Durch

die gegenseitige Verzahnung des Knorpels mit dem Knochen werden Scherkréfte in
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Druck- und Zugkrafte umgewandelt (Norrdin et al. 1999). Der angrenzende subchond-
rale Knochen ist im Gegensatz zum Knorpel vaskularisiert und tragt damit einen wichti-
gen Teil zur Ernahrung und Regeneration des Gelenkknorpels bei (Imhof et al. 2000;
Buckwalter und Mankin 1998; Mow et al. 1992).

2.1.2 Funktionelle Biomechanik von Gelenkknorpel

Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurde eine Vielzahl biomechanischer Modelle unter-
schiedlicher Robustheit und Komplexizitat entwickelt, die Aufbau und Funktion des hy-
alinen Knorpels mdglichst prazise widerspiegeln sollen (Hurschler und Abedian 2013).
Basierend auf den theoretischen Modellen kdénnen wichtige Materialkennwerte be-
stimmt werden. Diese ermdglichen eine prazise, quantitative Darstellung der physiolo-
gischen Eigenschaften des nativen Knorpels und erlauben dariiber hinaus den Ver-
gleich zum Beispiel mit regenerativem oder arthrotischem Gewebe.

Knorpelmodelle

Urspringlich wurde Knorpel als ein homogenes, linear-elastisches Material beschrie-
ben, das unter einer gegebenen Belastung eine proportionale Verformung erféhrt
(Hayes et al. 1972). Einfache Versuche haben aber schon friih gezeigt, dass Knorpel
unter gleichbleibender Belastung zusatzlich ein zeitabhangiges Verhalten zeigt, das so-
genannte Kriechen. Wird das Gewebe komprimiert, wird es augenblicklich stark ver-
formt. Die Verformung setzt sich allerdings in einem geringeren Maf3 noch Uber einen
langeren Zeitraum fort, bis sich das Gewebe in einem Gleichgewicht, auch Equilibrium
genannt, befindet. Unter Berlicksichtigung dieses Phdnomens entstand das visko-elas-
tische Modell, das das elastische Modell um einen viskdsen, dampfenden Anteil er-

ganzte (Hayes und Mockros 1971).

Diese beiden relativ simplen Modelle werden dem inhomaogenen, anisotropen, histolo-
gischen Aufbau des hyalinen Knorpels nicht in vollem Umfang gerecht (vgl. Kapitel
2.1.1). Die neueren Theorien beschreiben Knorpel folglich als bi- bzw. triphasisch (Mow
et al. 1984; Hurschler und Abedian 2013). In dem biphasischen Modell wird die feste/so-
lide von der flussigen/fluiden Phase getrennt. Die feste Phase aus Chondrozyten, Kol-
lagenfasern und Proteoglykanen stellt ein poroelastisches Grundgerist dar. Die fluide
Phase wird als unkomprimierbare, nicht-viskdse Flissigkeit betrachtet (Mak et al. 1987,
Mansour 2003). Bei Belastung des Gewebes treten dreierlei interne Kréfte auf (Lu und
Mow 2008). Erstens entsteht eine Spannung innerhalb der soliden, elastischen Matrix,
zweitens steht die fluide Phase unter Druck und verursacht drittens bei der Strémung

durch die Poren einen Reibungswiderstand.
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Das triphasische Knorpelmodell beriicksichtigt dartiber hinaus noch die elektrochemi-
schen Interaktionen, die aufgrund der negativ geladenen Seitenketten der GAGs ent-
stehen (Hurschler und Abedian 2013). Es wird in diesem Zusammenhang auch von der
Fixed Charge Density (FCD) gesprochen, also einer in der EZM fixierten Ladungsdichte.
Die negativen Ladungen haben das Bestreben sich voneinander abzustoRen, werden
allerdings durch die Zugfestigkeit des Kollagennetzwerkes daran gehindert und bewir-
ken folglich schon ohne Belastung eine Vorspannung im Knorpelgewebe (Lai et al.
1991). Gleichzeitig ist die hohe FCD stark osmotisch wirksam und zieht neben Elektro-
lyten viel Wasser in das Gewebe. Es entsteht ein Schwelldruck, der im Equilibrium einen
30 - 50%igen Anteil an der Steifigkeit von gesundem Gelenkknorpel tragt (Lu und Mow
2008; Laible 2003).

Tabelle 1: Ubersicht Uiber die Eigenschaften der gangigen Knorpelmodelle (modifiziert
nach Hurschler und Abedian 2013)

Inhomogenitét ZEE Feste una ckllzekrenkitsr(c:)r-]e
Knorpelmodelle abhangigkeit | fluide Phase Interaktionen
Linear-elastisch - - - -
Visko-elastisch - + - -
Biphasisch + + + -
Triphasisch + + + +

Die Knorpelmodelle wurden Uber die Jahre deutlich komplexer und so wird es zuneh-
mend schwieriger den Uberblick tiber die verschiedenen Theorien zu behalten (Tabelle
1). Die urspringlichen Modelle wie zum Beispiel das linear-elastische Modell werden
haufig bei beschreibenden/deskriptiven, biomechanischen Untersuchungen angewandt
und erlauben dabei die relativ einfache Berechnung von mechanischen Materialkenn-
werten basierend auf den ermittelten Messwerten. Neuere Ansatze wie das triphasische
Knorpelmodell besitzen dagegen vor allem auch einen pradiktiven Charakter. Mit Hilfe
computergestiitzter Berechnungen erlauben sie Vorhersagen tiber die Anderungen me-
chanischer Eigenschaften bei differenter Knorpelstruktur (Hurschler und Abedian 2013).
Als Beispiele hierfiir seien der Regeneratknorpel und der arthrotische Knorpel genannt
(Palmer et al. 2006; Arokoski et al. 2000).

Fur weitere Details zu den Knorpelmodellen wird an dieser Stelle auf die einschlagige

Literatur verwiesen (Hurschler und Abedian 2013; Mow et al. 1984).
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Materialkennwerte

Das Ziel biomechanischer Prufungen ist die Bestimmung von klassischen Materialkenn-
werten, die Aussagen Uber die mechanische Kompetenz des untersuchten Gewebes
erlauben. Die fur diese Arbeit relevanten Kennwerte werden im Folgenden kurz erlautert

werden.

Die Steifigkeit ¢ beschreibt die Fahigkeit eines Kérpers Widerstand gegen eine elasti-
sche Verformung zu leisten. Sie ergibt sich aus der Kraft F und der dadurch verursach-
ten Langenénderung Al (Formel 1) und tragt die Sl-Einheit N/m (Brommundt et al.
2006).

F (Formel 1)

Wird die L&ngenénderung Al bezogen auf die urspriingliche Lange [, betrachtet, ergibt
sich die Dehnung ¢ (Balke 2014). Fur den Laien mag der Begriff der Dehnung in Zu-
sammenhang mit einer Kompression ungewohnlich erscheinen. In der technischen Me-
chanik wird allerdings sowohl bei einer Langenzunahme beispielsweise durch Zug als
auch bei einer LA&ngenabnahme im Sinne einer Stauchung von Dehnung gesprochen.

Bei Dehnung eines Festkorpers verandert dieser nicht nur seine Lange, sondern auch
seine Breite (Abbildung 5). Das Verhaltnis von Querdehnung zu Langsdehnung wird als
Querkontraktionszahl oder Poisson’s ratio v bezeichnet und stellt eine Materialkon-
stante dar (Kabus 2013; Hurschler und Abedian 2013).

(a) (b) lKraft F

: g

v J [ J

T T
d d’

Abbildung 5: Langs- und Querdehnung eines Festkdrpers der Lange [ und Breite d
vor (a) und nach (b) Einwirken der Kraft F (Brinckmann et al. 2000)

Eine weitere GroR3e, die bei der Berechnung biomechanischer Kennwerte eine wichtige
Rolle spielt, ist die mechanische Spannung ¢. Sie ergibt sich aus der Kraft F, die bei
Belastung einer Probe aufgebracht wird, und der belasteten Flache A (Formel 2) und
wird in N/m? = Pa angegeben (Kabus 2013).

10
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(Formel 2)

(@]
I
|

Der Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung wird im Spannungs-Dehnungs-
Diagramm dargestellt (Abbildung 6). Bei einem weichen Material wie Knorpel bewirkt
eine leichte Dehnung nur eine sehr geringe Spannung (Brinckmann et al. 2000). Mit
Zunahme der Dehnung folgt ein Bereich, in dem Spannung und Dehnung direkt propor-
tional zueinander sind (Toyras et al. 1999; Hyttinen 2001). Dieser Bereich befindet sich
meist bei 5-20% Dehnung (Jurvelin et al. 1997). Bei einer weiteren Zunahme der Span-
nung wird das Gewebe dauerhaft deformiert und lasst sich typischerweise wieder tber-

proportional leicht dehnen (Freutel et al. 2014; Brinckmann et al. 2000).

Linearer
Bereich
Ao

Spannung ¢

Dehnung €

Abbildung 6: Typisches Spannungs-Dehnungs-Diagramm: die Steigung im linearen
Bereich der Kurve ergibt den E-Modul (Brinckmann et al. 2000)

Aus den Werten im linearen Bereich des Spannungs-Dehnungs-Diagramms lasst sich
der Elastizitatsmodul E (E-Modul, Young’s Modulus) berechnen. Er ist festgelegt als
Quotient aus Spannung und Dehnung (Formel 3) und entspricht der Steigung der Kurve

im linearen Abschnitt. Der E-Modul besitzt Giblicherweise die Dimension N/mm? = MPa.

E = g (Formel 3)
€

Im alltaglichen Sprachgebrauch werden Materialien mit einem hohen E-Modul als hart

und diejenigen mit niedrigem E-Modul als weich bezeichnet (Brinckmann et al. 2000).

11
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Biomechanische Priifverfahren

Gewdhnlich werden biomechanische Prifverfahren in-vitro durchgefiihrt. Die drei gan-
gigen, analytischen Methoden zur Untersuchung osteochondraler Proben sind die un-
confined compression (UC), die confined compression (CC) und die Indentation
(Abbildung 7).

Bei der unconfined compression wird die Probe ohne seitliche Begrenzung komprimiert,
wobei der Durchmesser der Probe dem Durchmesser des zylindrischen Stempels ent-
spricht. Das zu untersuchende Material kann sich unter Belastung folglich frei seitlich
ausdehnen, was einen Widerspruch zu den in-vivo vorliegenden Bedingungen darstellt
(Abbildung 7a). Die confined compression benutzt zusétzlich ein umfassendes Gefal,
in das die Probe eingebettet wird, womit eine seitliche Ausdehnung des Probenkdérpers
verhindert wird (Abbildung 7b). Bei dieser Methode wird auf3erdem ein poréser Stempel
benutzt, um eine Umverteilung der fliissigen Phase Uber die Knorpeloberflache hinweg
zu ermoglichen. Zur Indentation werden Stempel mit einem geringeren Durchmesser
verwendet. Da die Knorpel-Knochen-Proben dabei relativ grof3 sein kdnnen und im Ge-
gensatz zu anderen Testverfahren keine zusatzlichen, kinstlichen Effekte am Rand der
Probe entstehen, wird die Indentation auch als in-situ-Verfahren bezeichnet. (Hurschler
und Abedian 2013; Lu und Mow 2008; Mansour 2003)

| o | o
/

lF lF lF +—— Prifstempel
- <+~— Knorpel
Subchendraler
Pr—

Knochen

(a)

/-

Abbildung 7: Drei verschiedene Methoden zur Prufung osteochondraler Proben: un-
confined compression (a), confined compression mit porésem Prifstem-
pel (b) und Indentation (c) (modifiziert nach Hurschler und Abedian 2013)

Mit modernen Prifmaschinen sind frei programmierbare Prufprotokolle moglich. Verein-
facht gilt es zwei grundsatzlich gegensatzliche Prufverfahren zu unterscheiden, die auch

die Basis fur komplexe Protokolle bilden.

Der Stress-Relaxations-Versuch wird positionsgeregelt durchgefuhrt (Fohr et al. 2012).

Hierzu verandert der Stempel seine Position um einen festgelegten Weg, dehnt dabei

12
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die Probe und die Prifmaschine misst die entstehenden Kréfte (Abbildung 8a). Das Ge-
webe baut initial eine grol3e Spannung auf und erholt sich dann, wenn der Stempel fur
eine ausreichend lange Zeit an dieser Position gehalten wird (Lu und Mow 2008). Bei

der Stress-Relaxation wird folglich anfanglich eine Spitzenkraft (F,eqx) und im Verlauf

eine Kraft im Gleichgewicht bzw. Equilibrium (F,,,,;;) gemessen (Toyras et al. 1999).

Beim Kriech-Versuch hingegen wird die Indentation nicht mittels Positions- sondern
Kraftregelung durchgefihrt (Abbildung 8b). In diesem Fall wird das Gewebe mit einer
bestimmten Kraft belastet und die Maschine misst die genaue Lagednderung des Stem-
pels (F6hr et al. 2012). Der Knorpel dehnt sich gleich zu Beginn der Belastung stark und
gibt dann im weiteren Verlauf bei konstanter Belastung immer weniger nach, bis sich
letztendlich auch hier ein Gleichgewicht einstellt. Dieses Verhalten wird wie bereits er-
wahnt als Kriechen (creep) bezeichnet. (Hurschler und Abedian 2013)

(@) Positionsregelung (b) Kraftregelung
le)] i e
Qo | o
= : v
0 f Zeit 0 Zeit
Fpeak
; Stress-Relaxation
= i o \
g i g Kriechen
X :
E Fequilibrium
0 to Zeit 0 Zeit

Abbildung 8: Weg-Zeit- bzw. Kraft-Zeit-Diagramme flr den positionsgeregelten
Stress-Relaxations-Versuch (a) und den kraftgeregelten Kriech-Versuch
(b) (modifiziert nach Lu und Mow 2008)

Numerische Methoden

AbschlieRend wird der Vollstandigkeit halber noch ein Ausblick Gber die analytischen

Prifmethoden hinaus zu den numerischen Methoden gegeben. Analytische Verfahren
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bedienen sich wie bereits beschrieben experimentell ermittelter Daten, die unter Ver-
wendung bekannter Gleichungen und Variablen verrechnet werden und exakte Ergeb-
nisse liefern (Hurschler und Abedian 2013). Ein typisches Beispiel hierfir ist der in die-
ser Arbeit durchgefiihrte stufenweise Indentationsversuch (Toyras et al. 1999). Anhand
der im Experiment gemessenen Werte werden mit Hilfe von mathematischen Formeln

genaue Materialkennwerte bestimmt (vgl. Kapitel 4.3.2).

Numerische Methoden hingegen sind computergestiitzte Rechenvorgange, die zu-
nachst relativ ungenaue Resultate ergeben und erst durch vielfache Wiederholung des
Rechenvorgangs (Iteration) mit Hilfe elektronischer Datenverarbeitung der exakten L6-
sung angenahert werden (Knorrenschild 2013). Vorteil numerischer Verfahren ist, dass
hiermit auch sehr komplexe Probleme geldst werden konnen, bei denen analytische
Verfahren an ihre Grenzen stoRen (Hurschler und Abedian 2013). Das derzeit wichtigste
numerische Verfahren, das in der Knorpelbiomechanik Anwendung findet, sind die Fini-
ten Elemente (FE-Modelle). Hierbei wird der komplexe hyaline Knorpel am Rechner in
ein Netz aus vielen kleinen, simplen Teilkérpern, den Finiten Elementen, zerlegt (Clift
1992). Jedes Finite Element kann dann mit bestimmten mechanischen Eigenschaften
versehen und in GréRe und Anordnung variiert werden (Freutel et al. 2014; Li et al.
1999; Julkunen et al. 2008). Ziel ist es, dass das modellierte Knorpelkonstrukt méglichst
exakt die zonale Schichtung und die biomechanischen Eigenschaften des reellen Ge-
lenkknorpels widerspiegelt (Goldsmith et al. 1996). AnschlieRend kénnen mit dem FE-
Modell klassische biomechanische Versuche simuliert (Abbildung 9) und daraus kom-
plexe Materialkennwerte numerisch bestimmt werden (Julkunen et al. 2007; Zhang et
al. 1997). Dartber hinaus ermoglichen FE-Modelle die Vorhersage biomechanischer
Eigenschaften von verdndertem Knorpelgewebe wie zum Beispiel regenerativem oder

arthrotischem Knorpel (Hurschler und Abedian 2013).
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Abbildung 9: Das Netz eines axialsymmetrischen FE-Modells vor (a) und nach (b) Be-
lastung mit einem zylindrischen Indentor (modifiziert nach Zhang et al.
1997)
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2.2 Umschriebener Knorpeldefekt

Lasionen am Gelenkknorpel sind eine typische Begleiterscheinung traumatischer Knie-
gelenksschaden und betreffen haufig junge, sportlich aktive Menschen (Flanigan et al.
2010; Brix und Chiari 2012). Neben der akuten Behandlung von Schmerzen und Bewe-
gungseinschrankungen gilt es vor allem langfristige Beschwerden durch fortschreiten-
den Gelenkverschleil3 zu verhindern. Heutzutage ist eine Vielzahl an Verfahren zur The-
rapie umschriebener Knorpeldefekte verfigbar (Braun et al. 2007). Eine Klassifikation
des Defektes ist daher nicht nur aus wissenschaftlicher Sicht interessant, sondern vor
allem fir die stadiengerechte Therapie von Klinischer Relevanz (Brittberg und Winalski
2003).

2.2.1 Epidemiologie

Die groRten epidemiologischen Studien zu umschriebenen Defekten am Gelenkknorpel
basieren auf Beobachtungen, die im Rahmen von Kniegelenksarthroskopien gemacht
wurden (Flanigan et al. 2010; Widuchowski et al. 2007; Curl et al. 1997). Sie beziehen
sich also nicht auf die Allgemeinbevdlkerung, sondern auf Patienten, die aufgrund von
Kniegelenksbeschwerden eine arthroskopische Untersuchung erhielten. Trotzdem be-
sitzen diese Werte eine grofRe Aussagekraft, denn laut Statistischem Bundesamt wur-
den im Jahr 2014 in Deutschland allein im vollstationaren Bereich tiber 280.000 arthro-
skopische Operationen am Gelenkknorpel und an den Menisken durchgefihrt
(Statistisches Bundesamt 2015). In einer retrospektiven, systematischen Analyse von
rund 31.500 Kniegelenksarthroskopien in den USA wurden in 19,2% der Félle fokale
Knorpeldefekte gefunden, die bis auf den subchondralen Knochen reichten (Curl et al.
1997). Bei Athleten wurde die Pravalenz dieser umschriebenen, vollschichtigen Defekte
mit rund 36% sogar noch deutlich héher angegeben (Flanigan et al. 2010). Das durch-
schnittliche Alter der betroffenen Patienten betragt je nach Quelle 35 (Argen et al. 2004)
bis 43 Jahre (Curl et al. 1997). Gefunden werden die Defekte aulerdem eher bei tber-
gewichtigen Personen. Der BMI der Patienten mit vollschichtigem Knorpeldefekt betragt
gemaR einer neuen, deutschen Studie durchschnittlich 28 kg/m* (Niemeyer et al.
2016). Die Lokalisation der Lasionen innerhalb des Kniegelenks wird in der Literatur
einheitlich angegeben: in erster Linie sind die mediale Femurkondyle und die patellare
Gelenkflache betroffen (Spahn et al. 2016; Flanigan et al. 2010; Curl et al. 1997; Argen
et al. 2004; Hjelle et al. 2002).
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2.2.2 Atiologie

Umschriebene Knorpeldefekte entstehen Uberwiegend im Rahmen eines akuten Trau-
mas. Werden lokal Belastungsgrenzen des Gewebes Uberschritten, kommt es zur Ver-
letzung des Knorpels. Besonders vulnerabel zeigt sich der hyaline Knorpel bei einer
Kombination aus axialer Belastung und Rotationsscherkraften (Hjelle et al. 2002;
Schewe et al. 2008). In zwei skandinavischen Studien geben 59% (Argen et al. 2004)
bzw. 61% (Hjelle et al. 2002) der Patienten mit chondralen L&sionen ein vorausgegan-
genes Trauma als den Ausloser der Beschwerden an. Innerhalb dieser Gruppe machen
wiederum Sportverletzungen, allen voran Fuf3ball und Handball, mit 49% den groR3ten
Anteil aus (Abbildung 10). Haufig finden sich daher auch begleitende Kniebinnensché-
den, die von groR3er diagnostischer und therapeutischer Relevanz sind. Hier wird vor
allem tber Schaden des medialen Meniskus und des vorderen Kreuzbandes berichtet
(Flanigan et al. 2010; Spahn et al. 2016; Hjelle et al. 2002; Curl et al. 1997).

Hausliches
Umfeld

YT Arbeit
Unbekannt 11%

23% \
Verkehr 4%

Abbildung 10: Die haufigsten Ursachen fiir Verletzungen des Gelenkknorpels bei erin-
nerlich vorangegangenem Trauma (modifiziert nach Argen et al. 2004)

Degenerative Destruktion des Gelenkknorpels fihrt dagegen nur in sehr frilhen Stadien
zu fokalen Defekten. Meistens resultieren diese aus einer langjahrigen Fehlbelastung
basierend auf einer Achsfehlstellung des Gelenkes oder einer sekundaren Instabilitat
nach nicht oder unzureichend behandelten Bé&nder- oder Meniskusverletzungen (Mur-
ray et al. 2015; Martinek und Imhoff 2003).

Als eine weitere Ursache eines umschriebenen Knorpelschadens muss die Osteo-

chondrosis dissecans (OD) genannt werden, auch wenn diese mit einer Pravalenz von
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15 bis 30 Fallen auf 100.000 Personen eine untergeordnete Rolle spielt (Kocher et al.
2006). Der genaue Ausloser hierfir ist bislang unbekannt, es werden unter anderem
Durchblutungsstérungen des subchondralen Knochens sowie Mikrotraumen basierend
auf repetitiven Uberbelastungen diskutiert (Fritz et al. 2007; Schewe et al. 2008). Da der
Schaden seinen Ursprung nichtim Knorpel, sondern im subchondralen Knochen nimmt,
besitzt die OD hinsichtlich Diagnostik und Therapie eine Sonderstellung. An dieser
Stelle wird auf die einschlagige Literatur verweisen (Kocher et al. 2006).

Bemerkenswert ist zum Abschluss dieses Kapitels die Einfiihrung einer multizentrischen
Datenbank zur stetigen und detaillierten Erfassung von Knorpelsché&den und deren ope-
rativen Therapie, welche durch die AG Klinische Geweberegeneration der Deutschen
Gesellschaft fur Orthopadie und Unfallchirurgie veranlasst wurde. Im sogenannten
KnorpelRegister DGOU werden seit 2013 Angaben zu Patienten, Behandlungsmetho-
den und -ergebnissen gesammelt und ausgewertet. Basierend auf dieser systemati-
schen Analyse werden wahrscheinlich in naher Zukunft noch bessere, prospektive Da-
ten zu Epidemiologie und Atiologie von Knorpeldefekten verfiigbar sein. (Niemeyer et
al. 2015)

2.2.3 Klinische Prasentation

Patienten mit fokalen Knorpellasionen kdnnen sich klinisch je nach Ursache und Aus-
malfd des Defektes sehr unterschiedlich prasentieren. Aus einer kombinierten Kniebin-
nenverletzung resultieren im akuten Zustand unspezifische Symptome wie Schmerzen,
Schwellung und Bewegungseinschrankung (Albrecht und Weise 2008). Die klinische
Untersuchung ist schmerzbedingt haufig nur eingeschrénkt beurteilbar und in Bezug auf
den Knorpelschaden nur wenig aussagekraftig. Vielmehr sollte bei Vorliegen von posi-
tiven Meniskus- oder Kreuzbandzeichen sowie nach einer stattgehabten Patellaluxation
immer auch an einen moglichen Knorpelschaden gedacht werden, da diese Pathologien

wie bereits beschrieben haufig begleitend auftreten (Argen et al. 2004).

Ein alleiniger, neu aufgetretener Knorpeldefekt kann aufgrund der fehlenden sensiblen
Innervation des Gewebes zunéchst klinisch inapparent verlaufen (Brix und Chiari 2012;
Fritz et al. 2007). Die Freisetzung von Abriebpartikeln aus dem defekten Knorpel bewirkt
im Verlauf eine begleitende Entziindungsreaktion des umliegenden Gewebes (Stein-
wachs et al. 2014). Die Folgen sind ein lokaler Belastungsschmerz und eine Schwell-
neigung des betroffenen Gelenkes. Werden dartber hinaus gré3ere chondrale oder os-
teochondrale Fragmente (sogenannte ,flakes®) losgelost, die sich frei im Gelenk
bewegen, konnen diese zu mechanischen Problemen wie Einklemmungserscheinun-
gen, Krepitationen und sekundarer Schadigung des Gelenkes flihren (Albrecht und
Weise 2008).
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Langfristig stellt ein unbehandelter, fokaler Knorpeldefekt einen Risikofaktor fur die Ent-
wicklung einer Arthrose dar (Cicuttini et al. 2005; Schinhan et al. 2012). Folglich kénnen
Arthrose-typische Symptome wie Anlauf-, Belastungs- und spater auch Ruheschmerzen

entstehen (Manger et al. 2012).

2.2.4 Diagnostik und Klassifikation

Bei einem Verdacht auf einen lokalen Knorpelschaden muss zunéchst eine grindliche
Anamnese erhoben und eine klinische Untersuchung des Patienten durchgefihrt wer-
den (Brix und Chiari 2012). Aufgrund des relativ unspezifischen Beschwerdebildes (vgl.
Kapitel 2.2.3) ist fur die Diagnosestellung sowie fir die Klassifikation und Therapiepla-

nung in jedem Fall eine weiterfiihrende, bildgebende Diagnostik erforderlich.

Rontgendiagnostik

Auch wenn die Rontgendiagnostik nur indirekte Aussagen tber das Knorpelgewebe zu-
lasst, liefert sie gerade bei frischen Kniegelenksdistorsionen wichtige Informationen, auf
die selbst in Zeiten hochauflosender Schnittbildgebung nicht verzichtet werden kann
(Schewe et al. 2008):

e Ausschluss von gelenksnahen (Impressions-) Frakturen

o Darstellung freier, osteochondraler Gelenkkdrper (Flakes)

o Darstellung kndcherner Defekte bei der OD

e Zeichen degenerativer Gelenksveranderungen (Gelenkspaltverschmaélerung,

osteophytare Anbauten, subchondrale Sklerosierung oder Zystenbildung)

Bei Verdacht auf eine Achsabweichung des Beines kann die Standarddiagnostik des
Kniegelenkes (Strahlengang anterior-posterior, seitlich und Patella tangential) durch
eine Ganzbeinstandaufnahme zur Ermittlung der Beinachse erganzt werden. (Albrecht
und Weise 2008)

MRT

Die Kernspintomographie ist das Mittel der Wahl zur bildgebenden Diagnostik von Knor-
pellasionen (Steinwachs et al. 2014). Moderne 1,5- oder 3-Tesla-Gerate stellen mit
knorpelspezifischen Sequenzen Gelenkknorpel hochaufldsend dar und erlauben die
Klarung von Lokalisation, Gréf3e und Tiefe von Knorpeldefekten (Schewe et al. 2008).
Haufig wird beispielsweise die moderat T2-gewichtete, fettsupprimierte TSE-Sequenz
verwendet, die UnregelméRigkeiten an der Knorpeloberflache durch den hohen Kontrast
zur Gelenkflussigkeit kenntlich macht (Welsch et al. 2016; Glaser 2009). Gleichzeitig

konnen mittels MRT begleitende Pathologien an Menisken, Kreuzbandern oder Kollate-
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ralbandern beurteilt werden (Schewe et al. 2008). Dank stetiger, technischer Weiterent-
wicklung werden Sensitivitat und Spezifitat der MRT-Untersuchung weiterhin steigen.
Neuere Techniken wie die dGEMRIC-Bildgebung (,delayed Gadolinium Enhanced MRI
of Cartilage®) ermdglichen darlber hinaus Aussagen Uber die biochemische Konstitution
des Knorpelgewebes in-vivo (Zilkens et al. 2009; Link et al. 2007) und werden womdag-

lich in Zukunft noch an Bedeutung gewinnen.

Diagnostische Arthroskopie

Bei radiologischem Verdacht auf einen Knorpeldefekt oder bei unklaren anhaltenden
Gelenkbeschwerden besteht die Indikation zur arthroskopischen Untersuchung des
Kniegelenkes (Albrecht und Weise 2008). Hierbei wird der Schaden evaluiert hinsicht-
lich der Breiten- und Tiefenausdehnung, der Mitbeteiligung des Knochens, sowie der
Beschaffenheit des umliegenden Knorpels (Schewe et al. 2008). Aus dem diagnosti-
schen Gesamtbild ergibt sich schlie3lich das Therapiekonzept, das stadiengerecht
meist in der gleichen arthroskopischen Sitzung begonnen werden kann. Voraussetzung

ist natirlich eine umfassende Aufklarung des Patienten.

Klassifikation lokaler Knorpeldefekte

Anhand des arthroskopischen Befundes werden lokale Knorpeldefekte in verschiedene
Stadien eingeteilt. Die Einteilung nach Bauer und Jackson (Bauer und Jackson 1988),
unterscheidet die Defekte rein deskriptiv ihrer Form nach in sechs Typen (linienférmig,
sternférmig, lappenférmig, kraterférmig, Fibrillations-, Degenerationstyp). Die Klassifi-
kation ermdoglicht eine Abschatzung der Atiologie des Defektes (traumatisch vs. dege-

nerativ), hat aber wenig therapeutische Konsequenz (Braun et al. 2007).

Tabelle 2: ICRS-Klassifikation von Knorpelschaden (modifiziert nach Brix und Chiari
2012, Brittberg und Winalski 2003 und Braun et al. 2007)
(Bilder abgerufen am 24.03.2017 von http://cartilage.org/society/publica-
tions/icrs-score/, International Cartilage Repair Society)

Grad Charakteristika
4
0 Normales Knorpelgewebe i
,%%
- Intakte Oberflache, aber Fibrillationen und/oder = 4
leichte Erweichung des Knorpels vorhanden 0
).'}.'5\47_!5._
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Von historischer Bedeutung ist die Klassifikation nach Outerbridge, die dieser zunachst
fur die Chondromalacia patellae eingeftihrt hatte (Outerbridge 1961). Aufbauend auf den
vier Graden nach Outerbridge wurde von der International Cartilage Research Society
das ,ICRS Hyaline Cartilage Lesion Classification System* entwickelt (Tabelle 2), das
als internationaler Standard anzusehen ist (Brittberg und Winalski 2003). Dabei gilt es
zu beachten, dass die Stadieneinteilung erst nach dem sorgfaltigen Débridement des
Knorpeldefektes vorgenommen wird, weil erst dann das vollstidndige Ausmal des De-
fektes sichtbar wird (Braun et al. 2007).

Auch bei der Klassifikation nimmt die OD wiederum eine Sonderstellung ein, da der
Defekt wie beschrieben nicht vom Knorpel, sondern primar vom Knochen ausgeht (Britt-

berg und Winalski 2003). Unter Berticksichtigung von Rontgen, MRT und Arthroskopie
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wurde von Imhoff eine Einteilung osteochondraler Lasionen in 5 Stadien unternommen,
die gleichzeitig von therapeutischer Konsequenz sind (Imhoff und Kénig 2003). Da die
Techniken der Mikrofrakturierung nach Steadman und die antegrade Anbohrung nach
Pridie auf einem intakten subchondralen Knochen beruhen, spielen sie bei der OD kaum
noch eine Rolle (Braun et al. 2007). Im Folgenden wird auf eine detaillierte Abhandlung
der OD der Ubersicht halber verzichtet und auf die einschlagige Literatur verwiesen (Im-
hoff und Konig 2003; Jerosch und Schulz 2003).

2.2.5 Stadiengerechte Therapie

Zur Therapie (osteo-) chondraler Lasionen stehen heutzutage eine Vielzahl unterschied-
licher Verfahren zur Verfigung. Wahrend Techniken wie die knochenmarkstimulieren-
den Verfahren etabliert und weit verbreitet sind, werden fortlaufend neue Behandlungs-
methoden entwickelt, die im klinischen Alltag erst noch erprobt werden missen. Um die
stadiengerechte Therapieempfehlung verstehen zu kénnen, werden die Methoden zu-
nachst getrennt vorgestellt.

Konservative Therapie

Allein durch konservative MaRnahmen ist eine kurative Therapie lokaler Knorpelscha-
den nicht moglich. Durch eine Gewichtsreduktion, dampfende Einlagen, physiothera-
peutische Belibung und gegebenenfalls gelenkstabilisierende Orthesen kann die lokale
Belastung des Knorpels aber durchaus reduziert und ein Fortschreiten friiher Defekte
verzdgert werden (Martinek und Imhoff 2003). Orale Analgetika werden rein symptoma-
tisch eingesetzt, besitzen aber keinen Effekt auf den Gelenkknorpel. Die orale Ein-
nahme sogenannter Chondroprotektiva (z.B. D-Glucosaminsulfat, Chondroitinsulfat)
zeigt klinischen Studien zufolge bei Arthrosepatienten eine symptomlindernde Wirkung
(Sawitzke et al. 2010). Ein struktureller Effekt konnte bislang nicht bewiesen werden
(Martinek und Imhoff 2003). Die intraartikulare Injektion von Hyaluronséure bei Patien-
ten mit Arthrose scheint keinen Vorteil gegeniiber Placebo zu besitzen, birgt aber stets

ein Infektionsrisiko (Jevsevar et al. 2015).

Lavage und Débridement

Die chirurgische Sauberung des Gelenkes besitzt eigenstandig zwar lediglich kurzfris-
tige, symptomatische Effekte, sollte aber jedem weiteren operativen Verfahren voraus-
gehen (Braun et al. 2007). Durch die Entfernung loser Knorpelteile und Glattung aufge-
rauter Bereiche werden mechanische Irritationen verringert und ein stabiler Knorpelrand
fur anschlieRende therapeutische Schritte geschaffen (Brix und Chiari 2012; Marlovits

und Vécsei 2000). Bei der Lavage werden dariber hinaus Entzindungsmediatoren aus
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der Gelenkflissigkeit gesplilt, was eine Linderung der Beschwerden bewirken kann
(Niemeyer et al. 2007).

Knochenmarkstimulierende Verfahren (Bone marrow stimulation, BMS)

Unter dem Oberbegriff der knochenmarkstimulierenden Verfahren werden dreierlei
Techniken zusammengefasst. Die Abrasionsarthroplastik nach Johnson stellt lediglich
eine palliative Losung da und besitzt heutzutage eher historischen Charakter. Weiterhin
z&hlen die Anbohrung des subchondralen Knochens nach Pridie und die von Steadman
etablierte Mikrofrakturierung zu diesem Gebiet der regenerativen Medizin (Johnson
2001; Johnson 1986; Bert 1997; Pridie K. H. 1959; Steadman et al. 1999). Das gemein-
same Ziel ist die Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark.
Durch die Eréffnung des subchondralen Raumes werden Vorlauferzellen ausgespiuilt,
die die Fahigkeit besitzen sich in Fibrochondrozyten zu differenzieren und ein faserknor-
peldhnliches Regeneratgewebe zu bilden (Bedi et al. 2010).

Bei der bereits 1959 von Pridie vorgeschlagenen Technik wird der subchondrale Kno-
chen angebohrt. Pridie hat dieses Verfahren urspriinglich beim osteoarthrotischen Ge-
lenk angewandt. Seine Idee war es, mit der Bohrung die pathologische, subchondrale
Sklerosierung zu durchbrechen und damit die Erndhrung des Knorpels von dem sub-
chondralen spongitésen Knochen aus wieder zu ermdglichen (Pridie K. H. 1959). Im
Verlauf wurde das Verfahren dann auf die Behandlung lokaler Knorpelschaden Ubertra-
gen (Muller und Kohn 1999). Auf diesem Prinzip aufbauend hat Steadman in den
1980er-Jahren die Mikrofrakturierung entwickelt. Anstelle eines Bohrers verwendet er
abgewinkelte Ahlen zur Penetration des subchondralen Knochens und erméglicht damit

eine arthroskopische Behandlung des Knorpelschadens (Steadman et al. 2010).

Nach einem standardisierten, arthroskopischen Rundgang im Kniegelenk wird der Knor-
peldefekt moglichst vollstandig dargestellt. Im ersten Schritt erfolgt ein ausgiebiges De-
bridement geschadigter Knorpelanteile, sodass eine stabile Knorpelkante am De-
fektrand entsteht (Abbildung 11). AnschlieBend wird die kalzifizierte Schicht am
Defektboden mit einer Kirette vorsichtig abgetragen. Diese Schritte scheinen beson-
ders wichtig zu sein, um dem aus dem Knochenmark austretenden Blutgerinnsel einen
guten Halt und ein sicheres Containment zu geben (Steadman et al. 2001; Frisbie et al.
1999; Frisbie et al. 2006b). Nun werden von auf3en beginnend Ldcher in den freiliegen-
den, subchondralen Knochen gepickt. Die Perforationen sollen méglichst dicht beiei-
nanderliegen, aber genitigend Abstand haben, um ein Einbrechen des Knochens zwi-
schen den Ldchern zu verhindern. Steadman hat hierfir einen Abstand von 3 - 4 mm
vorgeschlagen. AulRerdem sollen die Perforationen senkrecht zur Knochenoberflache

gesetzt werden, was durch die Verwendung abgewinkelter Ahlen vereinfacht wird. Um
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eine ausreichende Eindringtiefe zu erreichen, empfiehlt Steadman, sich an dem Austre-
ten von Fettaugen aus den Lochern zu orientieren. Dies spricht fur die erfolgreiche Er-
6ffnung des subchondralen Raumes mit Anschluss an das Knochenmark und wird bei
etwa 4 mm Tiefe erreicht (Steadman et al. 1997). Die Bildung eines stabilen Blutgerinn-
sels, das das Defektareal moglichst vollstandig ausfillt, scheint fir die Regenerations-
fahigkeit des Gewebes von besonderer Bedeutung zu sein (Bedi et al. 2010). Dieser
fibrindse Thrombus enthalt unter anderem Blutzellen, mesenchymale Stammzellen so-
wie Wachstumsfaktoren und wird aufgrund seines regenerativen Potenzials auch als

Superclot bezeichnet (Steadman et al. 1997).

Hyaliner
Knorpel

Kalzifizierte
Schicht
Subchondrale
Lamelle
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Schritte der Mikrofrakturierung (modifi-
ziert nach Mithoefer et al. 2006): Debridement und Schaffung stabiler
Knorpelréander (a), Kurettage der kalzifizierten Knorpelschicht (b), Mikro-
frakturierung senkrecht zur Knochenoberflache mittels 45°-Ahle (c), Bil-
dung eines stabilen mesenchymalen Thrombus (d)

Die Nachbehandlung spielt eine entscheidende Rolle fur das langfristige Ergebnis der
Mikrofrakturierung. Eine passive Mobilisierung mit Hilfe einer CPM-Schiene soll am ers-
ten postoperativen Tag schmerzangepasst mit einem Bewegungsumfang zwischen 30°
und 70° Flexion begonnen werden. Die CPM-Schiene soll taglich fir 6 bis 8 Stunden

angewendet werden und im Bewegungsausmald langsam gesteigert werden. Ziel ist
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eine frlhe mechanische Stimulierung des Gewebes, was zu einer besseren Nahr-
stoffversorgung und Differenzierung der Zellen fuhrt (Proffen et al. 2012; Wondrasch
2016). Fur etwa 6 Wochen wird eine Teilbelastung mit 20 kg empfohlen, gefolgt von
einer schmerzadaptierten Aufbelastung. Die Riickkehr zum Sport ist je hach Patienten-
grof3e, -gewicht, Sportart und Defektgréf3e nach 4 bis 9 Monaten mdglich (Steadman et
al. 2010). Dieses postoperative Regime wird bei den nachfolgenden Verfahren weitge-
hend identisch angewandt (Welsch et al. 2016; Steinwachs et al. 2014; Braun et al.
2007).

Autologe matrix-induzierte Chondrogenese (AMIC®, Geistlich Surgery)

Die autologe matrix-induzierte Chondrogenese stellt eine Weiterentwicklung der kno-
chenmarkstimulierenden Verfahren dar. Durch das Aufbringen einer biologischen
Membran soll der Thrombus zusétzlich stabilisiert und damit die Geweberegeneration
gefordert werden (Benthien und Behrens 2011; Bedi et al. 2010). Dies ermdglicht die
Anwendung auch bei groReren Defekten, wofur die Mikrofrakturierung alleine nicht aus-
reichen wirde (Welsch et al. 2016). Zuerst wird der Knorpeldefekt arthroskopisch debri-
diert und der subchondrale Knochen mittels Mikrofrakturierung oder Anbohrung eréffnet
(Abbildung 12). Zur Durchfiihrung des AMIC®-Verfahrens muss das Gelenk in einer Mi-
niarthrotomie eréffnet werden und der Defekt in seiner vollen Gré3e dargestellt werden.
AnschlieBend wird eine Kollagenmembran zugeschnitten und auf den Defekt aufge-
bracht (Brix und Chiari 2012). Die Fixierung erfolgt vornehmlich mittels Fibrinkleber
(Benthien und Behrens 2010).

Abbildung 12: Darstellung der wichtigsten Schritte der autologen matrix-induzierten
Chondrogenese (modifiziert nach Gille et al. 2010): Mikrofrakturierung
(a), Aufbringen des Fibrinklebers (b), Auflage der Kollagenmembran (c)

Eine aktuelle Meta-Analyse sieht in dieser Kombination der BMS mit azellularen Bioma-
terialien eine Verbesserung der Knorpelregeneration gegeniiber BMS alleine. Dartiber
hinaus scheint die Applikation von Wachstumsfaktoren, die die Geweberegeneration
stimulieren (sogenannte Biologics wie z.B. TGF-, BMP), zusétzlich positive Effekte zu
haben. (Pot et al. 2016)
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(Matrixassoziierte) Autologe Chondrozytentransplantation (MACT/ACT)

Die autologe Chondrozytentransplantation ist ein zweizeitiges Operationsverfahren und

besteht aus folgenden Schritten (Behrens et al. 2004):

1) Arthroskopische Begutachtung des Knorpelschadens und Entnahme von Ge-
lenkknorpel (z.B. im Bereich der Fossa intercondylaris femoris)

2) Isolation und Anzucht von Knorpelzellen im Zellkulturlabor aus der gewonne-
nen Knorpelprobe

3) Retransplantation der kérpereigenen Zellen in die Knorpeldefektzone im Rah-
men einer Miniarthrotomie nach 3 bis 8 Wochen

Bei der klassischen ACT wird dabei ein Periostlappen, der in der Regel von der Tibia-
vorderkante entnommen wird, Uber den Knorpeldefekt genaht und die Chondrozyten-
suspension darunter gespritzt (Brittberg et al. 1994). Die Chondrozyten haften sich an
den subchondralen Knochen und bilden ein Regeneratgewebe, das dem urspriinglichen
hyalinen Knorpel &hnlich ist (Peterson et al. 2002).

Im Rahmen der matrixassoziierten ACT werden die Chondrozyten dagegen bereits im
Labor auf eine Tragersubstanz (z.B. Kollagenvlies) aufgetragen oder auf dieser ange-
zlichtet und dann im Verbund transplantiert (Albrecht und Weise 2008). Ein Vorteil der
MACT liegt also in der Vermeidung einer zusétzlichen Inzision zur Entnahme des Peri-
ostlappens und folglich Reduzierung der postoperativen Morbiditat (Niemeyer et al.
2013; Brix und Chiari 2012; Marlovits et al. 2004).

Autologe Knochen-Knorpel-Transplantation (OAT, osteochondral autograft transfer)

Grundprinzip der autologen Knochen-Knorpel-Transplantation ist die Entnahme eines
osteochondralen Zylinders aus einem wenig belasteten Bereich des Gelenkes (z.B. ent-
lang der proximalen, lateralen Kante des lateralen Femurkondylus) und Reimplanation
desselben an der Stelle des Knorpeldefektes (Abbildung 13). Die 15 - 20 mm langen
Stanzen werden mit Hilfe spezieller Rundmeiel enthommen, die in verschiedenen
Durchmessern verfligbar sind. Die Verwendung eines minimal breiteren Autografts er-
mdglicht die Fixierung mittels Press-fit-Technik im Empfangertunnel (Imhoff et al. 1999;
Bruns und Steinhagen 1999). Bei grof3en osteochondralen Defekten kdnnen mehrere
kleinere Knorpel-Knochen-Zylinder transplantiert werden (sogenannte Mosaikplastik).
Die grol3e operative Herausforderung liegt dabei in der Schaffung einer mit der Umge-

bung kongruenten, ebenen und lickenlosen Gelenkflache (Albrecht und Weise 2008).
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Abbildung 13: Autologe osteochondrale Transplantation (modifiziert nach Steinwachs
et al. 2014)

Eine Weiterentwicklung der urspriinglichen Knochen-Knorpel-Transplantation stellt die
Mega-OATS-Technik dar, bei der die posteriore, mediale Femurkondyle entnommen,
prapariert und reimplantiert wird (Brucker et al. 2008). Dieses Verfahren kommt bei aus-
gedehnten Lasionen im Bereich der Belastungszone des Gelenkes als Salvage-Proze-

dur zum Einsatz (Braun et al. 2007).

Stadiengerechte Therapie

Bei oberflachlichen chondralen Defekten (ICRS Grade | und II) wird einheitlich eine kon-
servative Therapie empfohlen (Steinwachs et al. 2014; Brix und Chiari 2012). Die Be-
handlungsalgorithmen fortgeschrittener Knorpeldefekte (ICRS-Grade 11l und 1V) werden
dagegen nicht immer einheitlich dargestellt (Welsch et al. 2016; Steinwachs et al. 2014;
Brix und Chiari 2012; Proffen et al. 2012; Schewe et al. 2008; Braun et al. 2007). Bei
den neuen oder weiterentwickelten Therapieverfahren fehlen bislang Langzeitstudien.
Aber auch bei den etablierten Verfahren wie der Knochenmarkstimulierung, der autolo-
gen Chondrozytentransplantation und dem osteochondralen Autograft Transfer kom-
men die klinischen Studien zu inkonsistenten Ergebnissen (Proffen et al. 2012; Jakob-
sen 2005; Rodriguez-Merchan 2013). Die folgenden Ausfiihrungen sollen Vor- und
Nachteile der Verfahren erlautern und Indikationsschwerpunkte aufzeigen (Abbildung
14).

Prognostisch ginstig sind generell ein intakter angrenzender Knorpel, eine moglichst
intakte korrespondierende Gelenkflache, ein gesunder Meniskus, eine physiologische

Beinachse, sowie eine suffiziente Bandstabilitat (Niemeyer et al. 2013).
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Abbildung 14: Therapiemoglichkeiten osteochondraler Defekte ICRS Grad Ill + IV in
Abhangigkeit von der Beteiligung des subchondralen Knochens und der
DefektgréfRe

Bei kleinen vollschichtigen Knorpeldefekten werden am haufigsten die knochenmarksti-
mulierenden Verfahren eingesetzt. Sie kdnnen arthroskopisch durchgefiihrt werden und
sind kostengtinstig und relativ simpel in der Anwendung (Steinwachs et al. 2014; Braun
et al. 2007). Da das induzierte Regeneratgewebe allerdings zu einem grofRen Teil aus
Faserknorpel besteht, ergeben sich aufgrund der reduzierten mechanischen Belastbar-
keit langfristig Probleme mit der Haltbarkeit der Defektfillung (Proffen et al. 2012). Aus
diesem Grund ist es umso wichtiger die Indikation zur Behandlung mittels BMS richtig
zu stellen. Grundvoraussetzung fur die Anwendung knochenmarkstimulierender Verfah-
ren ist ein intakter subchondraler Knochen (Welsch et al. 2016; Steadman et al. 1997).
Einvernehmen besteht auRerdem darlber, dass der Defekt mdglichst klein sein sollte,
um dem fibrindsen Thrombus eine stabile seitliche Abstitzung zu geben. Die maximale
DefektgroRe wird in der Literatur zwischen 2,5 cm? (Steinwachs et al. 2014; Niemeyer
et al. 2013; Brix und Chiari 2012; Schewe et al. 2008; Niemeyer et al. 2007; Braun et al.
2007; Fritz et al. 2007; Kreuz et al. 2006; Albrecht und Weise 2008) und 4 cm? (Welsch
et al. 2016; Steadman et al. 2010; Benthien und Behrens 2013; Proffen et al. 2012)
angegeben. Ein besseres Outcome wird generell berichtet flr Patienten unter 35 Jah-
ren, einem praoperativ hohen Aktivitatslevel, einem BMI < 30 kg/m? und einer moglichst
kurzen Leidensgeschichte (Proffen et al. 2012), sodass all diese Faktoren in die Thera-
pieentscheidung einbezogen werden sollten.

GroRere, vollschichtige Knorpeldefekte bis zu 15 cm? werden vor allem mittels autologer
Chondrozytentransplantation behandelt (Welsch et al. 2016; Albrecht und Weise 2008).
Vorteil dieses Verfahrens ist die Bildung eines Ersatzgewebes, das grof3e Ahnlichkeiten
zum hyalinen Gelenkknorpel besitzt und eine langere Haltbarkeit des Regenerats ver-
spricht (Proffen et al. 2012). Wird zur Deckung des Defektes ein Periostlappen verwen-
det, gilt es, die Entnahmemorbiditat zu beachten. Durch die Entwicklung neuer Bioma-
terialien als Tragermatrix (MACT) kann dies verhindert werden (Brix und Chiari 2012).

AuBerdem stellt die ACT ein kostenintensives, zweitzeitiges Verfahren dar, das eine
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Miniarthrotomie des Gelenkes bendétigt. Folgen sind eine langere Behandlungsdauer,
Vernarbungen, die zu Bewegungseinschréankungen flihren kénnen, gro3erer Verlust an
Muskelmasse und eine verlangerte, reduzierte Mobilitdt (Proffen et al. 2012). Neuere
Verfahren wie die autologe matrix-induzierte Chondrogenese konnten in Zukunft eine
Alternative zur ACT darstellen. Das AMIC-Verfahren ist grundsatzlich auch bei grofzeren
chondralen Defekten indiziert sind (Welsch et al. 2016). Bislang hat die Studienlage der
AMIC-Technik allerdings noch keinen Bestand gegentiber der wissenschaftlichen Evi-
denz der Chondrozytentransplantation (Steinwachs et al. 2014).

Bei osteochondralen Defekten mit einer GroRe von bis zu 4 cm? bietet sich die Trans-
plantation autologer Knochen-Knorpel-Zylinder an (Proffen et al. 2012). Im Gegensatz
zu allen anderen Techniken wird der Defekt hierbei mit kdrpereigenem, vollentwickel-
tem, hyalinem Knorpel aufgefullt. Dies ermoglicht eine schnellere Belastbarkeit des Ge-
lenkes verglichen mit den anderen Methoden (Steinwachs et al. 2014). Manche Autoren
sehen aus diesem Grund auch bei den rein knorpeligen Defekten die Mdglichkeit der
Anwendung der Knochen-Knorpel-Transplantation (Proffen et al. 2012; Schewe et al.
2008). Nachteile sind allerdings die begrenzte Verfiigbarkeit von Spender-Zylindern, die
anspruchsvolle Operationstechnik, die entscheidend ist fiir ein gutes Outcome, sowie
die Entnahmemorbiditat (Steinwachs et al. 2014; Welsch et al. 2016; Braun et al. 2007).
Zur Therapie von sehr groRen osteochondralen Gelenkschaden stehen knochenaufbau-
ende Verfahren in Verbindung mit einer zweitzeitigen Chondrozytentransplantation oder
das Mega-OAT-Verfahren als sogenannte Salvage-Prozeduren zu Verfigung (Welsch
et al. 2016; Niemeyer et al. 2013). Die Verwendung von allogenen Knochen-Knorpel-
Transplantaten scheint in diesem Fall erfolgsversprechend, kommt in Europa aufgrund
der geringen Verfugbarkeit allogenen Spendermaterials bislang aber nur sehr selten

zum Einsatz (Steinwachs et al. 2014).

Zusammenfassend stellt die Wahl des richtigen Therapieverfahrens eine gro3e Heraus-
forderung dar. Neben Gr63e und Tiefe des Gelenkschadens, spielen einige weitere Fak-
toren eine entscheidende Rolle: Alter, Gewicht und Aktivitatslevel des Patienten sind
ebenso bedeutend wie die Erfahrungen des behandelnden Teams mit den zum Teil sehr
anspruchsvollen und logistisch aufwendigen Techniken (Steinwachs et al. 2014, Proffen
et al. 2012; Brix und Chiari 2012). Durch die standardisierte deutschlandweite Erfassung
knorpelchirurgischer Eingriffe werden in Zukunft wahrscheinlich Daten zur Verfugung
stehen, die die evidenzbasierte Wahl der Therapie lokaler Knorpelschaden erleichtern
kénnten (Maurer et al. 2016).
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2.3 Préaklinische Studienlage

Eine Vielzahl praklinischer Studien vergleicht die bereits vorgestellten knorpelchirurgi-
schen Therapieverfahren gegeneinander (Methot et al. 2016; Pot et al. 2016; Koh et al.
2016; Beck et al. 2016; Chiang et al. 2010; Lane et al. 2010; Hoemann et al. 2007; Buma
et al. 2003; Rudert et al. 1999). Zur Untersuchung der knochenmarkstimulierenden Ver-
fahren an sich existieren jedoch nur wenige Daten. Die bestehenden Forschungsarbei-
ten stitzen sich in erster Linie auf histologische und biochemische Analysen und ver-

nachlassigen die biomechanischen Fahigkeiten des regenerativen Ersatzgewebes.

Die Operationstechnik der knochenmarkstimulierenden Verfahren kann in mehreren

Faktoren variiert werden (Tabelle 5):

1. Die Methode der Perforation des subchondralen Knochens:
Mikrofrakturierung vs. Anbohrung

Die Eindringtiefe in den subchondralen Knochen

Die Anzahl oder Dichte der Perforationen innerhalb des Knorpeldefektes

Der Durchmesser des zur Perforation verwendeten Instrumentes

a > w DN

Das Entfernen oder Belassen der kalzifizierten Knorpelschicht am Boden des
Knorpeldefektes

Uber den letztgenannten Punkt herrscht weitestgehend Einigkeit. Die kalzifizierte Knor-
pelschicht soll vollstandig debridiert werden, um das Anheften des Superclots am De-
fektgrund zu erleichtern (Chen et al. 2011a; Frisbie et al. 1999; Frisbie et al. 2003;
Steadman et al. 2010). Die subchondrale Knochenplatte soll dabei mdglichst unverletzt
bleiben. Mit dieser Vorgehensweise konnte in praklinischen Studie am Pferd nach vier
bzw. zwolf Monaten Standzeit eine gesteigerte Fullung der Knorpeldefekte erzielt wer-
den (Frisbie et al. 2006b).

Die Mikrofrakturierung mittels Ahle und die Anbohrung mit einem echten Bohrer haben
unterschiedliche Auswirkungen auf die Mikrostruktur des subchondralen Knochens. In
der Literatur weit verbreitet ist die Annahme, dass die bei der Anbohrung des Knochens
entstehende Reibung Hitzenekrosen verursachen und damit die Regenerationsfahigkeit
des Gewebes negativ beeinflussen wirde. Durch die Verwendung einer Ahle soll der
Knochen schonender erdffnet werden und Nekrosen folglich vermieden werden (Stead-
man et al. 2001; Niemeyer et al. 2007; Resinger et al. 2004; Marlovits und Vécsei 2000).
Neuere Studien, die besonderen Augenmerk auf die trabekul&re Struktur des Knochens
legen, kamen allerdings zu Ergebnissen, die deutlich von dieser Annahme abwichen.
Im Kaninchen-Modell wurden die Auswirkungen beider Techniken mittels mikro-CT und

mit histologischen Schnitten von Chen et. al evaluiert. Die Anbohrung entfernte effektiv
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alle Knochentrimmer, es entstanden saubere Rander in den Bohrkanéalen, die feinen
Tunnel in die Trabekel hinein blieben erdffnet und es wurden wenige leere Lakunen
gefunden, die Hinweis auf nekrotisierte Osteozyten gegeben hatten (Chen et al. 2009).
Im Gegensatz dazu bewirkte das St6Reln mit einer Ahle eine Frakturierung und Ver-
dichtung der angrenzenden Knochenstrukturen. Die Hohlraume zwischen den Kno-
chenbalkchen wurden versiegelt, was das Austreten des Blutes mit den mesenchyma-
len Stammzellen aus dem Knochenmark beeintréachtigen konnte. Darlber hinaus
wurden bei der Mikrofrakturierung signifikant mehr leere Osteozytenlakunen gefunden
als bei der Anbohrung, was von den Autoren auf eine direkte mechanische Schadigung
der Osteozyten und die Abscherung des Gewebes zurlickgefihrt wurde (Chen et al.
2009). Wahrend des Bohrvorgangs wurde bei dieser Studie auf eine sorgfaltige Spiilung
geachtet. Hierdurch kann eine schadigende Hitzeentwicklung beim Bohren des Kno-
chens effektiv verhindert werden (Augustin et al. 2008).

Explizit abgegrenzt werden soll an dieser Stelle die Perforation des subchondralen Kno-
chens mittels Kirschner-Draht, was von manchen Autoren ebenfalls als Anbohrung be-
zeichnet wird (Orth et al. 2012; Eldracher et al. 2014). Die Funktionsweise eines Bohrers
unterscheidet sich jedoch grundlegend von der eines rotierenden Kirschner-Drahtes.
Wahrend der Bohrer Knochen entfernt, wird mit dem Draht wiederum umliegendes Ge-

webe verdrangt, was eher dem Vorgang der Mikrofrakturierung gleicht.

Die optimale Eindringtiefe in den subchondralen Knochen ist Gegenstand der aktuellen
Forschung. In den urspriinglichen Operationsanweisungen zur Mikrofrakturierung von
Steadman wird eine Perforation bis in eine Tiefe von 2 mm bis 4 mm empfohlen. Auf
jeden Fall soll auf eine Blutung aus den Léchern geachtet werden und die Perforationen
vertieft werden, bis Fetttropfen sichtbar werden (Steadman et al. 1997). Mittlerweile
konnte gezeigt werden, dass die Knorpelregeneration durch ein tieferes Eindringen ver-
bessert werden kann ohne dabei dem subchondralen Knochen zu schaden (Chen et al.
2011b). In einer weiteren Studie am Kaninchen konnten nach 3 Monaten Standzeit
durch die vergroRRerte Bohrtiefe von 6 mm gegentiber 2 mm eine bessere Defektfiillung
sowie ein hoherer Gehalt an GAG und Kollagen Typ Il im Knorpelregenerat nachgewie-
sen werden (Chen et al. 2011a).
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Vergleich der Lécherdichte in préklinischen Studien

Zedde 2016 (MF)
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Anteil der perforierten Flache an der gesamten Defektflache, %

Abbildung 15: Vergleich der prozentualen Lécherdichte bei Anwendung von knochen-
markstimulierenden Verfahren in verschiedenen préklinischen Studien
geordnet nach den Autoren. In den Klammern sind die verwendeten Me-
thoden angegeben. Abkirzungen: B =Bohrung, MF = Mikro-
frakturierung, K = Kirschner-Draht.

Zum Vergleich der Locherdichte innerhalb des Knorpeldefektes existieren bis Ende
2016 keine publizierten, praklinischen Studien. Steadman empfiehlt, die Mikrofrakturen
vom aulReren Defektrand beginnend so nah wie moglich nebeneinander zu setzen, ohne
dabei den dazwischenliegenden Knochen zu destabilisieren. Hierfir schlagt er einen
Abstand von 3 — 4 mm zwischen den Léchern vor (Steadman et al. 2010). Dies ent-
spricht 9 bis 16 Perforationen pro cm?. Die berechnete Dichte an Léchern in verschie-
denen praklinischen Studien variiert dagegen zwischen etwa 10 und 25 Léchern pro
cm? (Beck et al. 2016; Zedde et al. 2016; Chen et al. 2011a; Eldracher et al. 2014). Wird
daraus der Anteil der perforierten Flache an der gesamten Defektflache ermittelt, ent-
spricht dies je nach GroRe des verwendeten Operationsinstrumentes 8 —48%
(Abbildung 15, Tabelle 3). Allerdings vergleicht keine dieser Studien intern die Auswir-
kung der Locherdichte miteinander. Ob ein dichteres Raster an Perforationen vorteilhaft

fur die Bildung des Regeneratgewebes ist, gilt es also noch zu klaren.

Der Durchmesser des zur Perforation verwendeten Instrumentes wurde bereits in ein-
zelnen Studien analysiert. Im Schafsmodell wurden jeweils unterschiedlich grofl3e
Kirschner-Dréhte (Durchmesser 1,0 mm vs. 1,8 mm) und Ahlen (Durchmesser 1,0 mm
vs. 1,2 mm) zur Knochenmarkstimulierung verwendet. Beide Studien berichten nach 6
Monaten Standzeit Uber bessere histologische Ergebnisse mit dem jeweils diinneren

31



Stand der Forschung

Operationsinstrument (Orth et al. 2016b; Eldracher et al. 2014). Bemerkenswert ist al-
lerdings auch, dass im Rahmen dieser und weiterer Studien haufig subchondrale Zysten
(63%) und etwas seltener intraldsionale Osteophyten (26%) nach der knochenmarktsti-
mulierenden Behandlung beobachtet wurden (Orth et al. 2012; Zedde et al. 2016; Beck
et al. 2016). Ein Zusammenhang zwischen der Behandlungsmethode, dem Durchmes-
ser der Instrumente und dem Auftreten dieser unerwtinschten Effekte konnte aber bis-
lang nicht festgestellt werden (Orth et al. 2016b). Insgesamt geht der Trend zur Verwen-
dung von moglichst dinnen Operationsinstrumenten, die eine tiefe Penetration des
subchondralen Knochens ermdglichen. In diesem Zusammenhang entstanden in den
letzten Jahren neue Methoden wie die Nanofrakturierung mit einer 1,0 mm diinnen Na-
del und einer Eindringtiefe von bis zu 9 mm (Benthien und Behrens 2013), sowie das
sogenannte Microdrilling mit 0,5 mm dinnen Bohrern (Marchand et al. 2012). Eine erste
kleinere Studie im Schafsmodell berichtet von einer geringeren trabekularen Verdich-
tung und Frakturierung, sowie von einer generell verbesserten Wiederherstellung der
nativen, subchondralen Knochenstruktur bei Anwendung der Nanofrakturierung vergli-

chen mit der klassischen Mikrofrakturierung (Zedde et al. 2016).
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Tabelle 3: Detaillierte Ubersicht tiber praklinischen Studien zu knochenmarkstimulie-
renden Verfahren. Aus den Angaben zu Anzahl der Lécher, Durchmesser
des Instrumentes und der behandelten Defektflache wurde der relative An-
teil der perforierten Flache berechnet. Abkirzungen: B = Bohrung,
MF = Mikrofrakturierung, K = Kirschner-Draht, NF = Nanofrakturierung,
MD = Microdrilling, n.a. = nicht angegeben.

Quelle Tier- Stand- | Methode | Defekt- | Anzahl | Eindring- | @ Instru- | Relativer Anteil der
modell | zeit flache | der Lo- | tiefe ment perforierten Flache
[mm?] | cher an der Defektflache
TUM 2017 | Schaf |12 Mo. |B 28 3 4 mm 1,5mm |19%
B 28 6 4 mm 1,5mm |38%
MF 28 3 4 mm 1,5mm |19%
MF 28 3 2mm 1,5mm |19%
Chen et al. | Kanin-
2009 - 1 Tag B 16 4 6 mm 0,9 mm |16%
B 16 4 2 mm 0,9 mm |16%
MF 16 4 2 mm 1,0 mm |20%
Chen et al. | Kanin-
2011b chen 3 Mo. B 16 4 6 mm 0,9mMm |16%
B 16 4 2 mm 0,9 mm |16%
MF 16 4 2 mm 1,0 mm |20%
Chen et al. | Kanin-
2011a chen 3 Mo. B 16 4 6 mm 0,9 mm |16%
B 16 4 2 mm 0,9mm |16%
MF 16 4 2 mm 1,0mm | 20%
Zedde et .
al 2016 Schaf |6 Mo. MF 50 3bis5 [n.a. n.a. n.a.
NF 50 3bis5 [9mm 1,0mm |8%
g(;tlhzet al | schaf [6Mo. | K 32 6 10mm |1,0mm |15%
Eldracher
et al 2014 Schaf |6 Mo. K 32 6 10 mm 1,0mm |15%
K 32 6 10 mm 1,8mm |48%
Othetal. | oot |6Mo. |ME 32 6 5mm  |1,0mm |15%
2016b : ]
MF 32 6 5 mm 1,2mm |21%
Marchand | Kanin-
etal. 2012 | chen 6,5 Mo. | MD n.a. n.a. n.a. 0,5mm |n.a.
MD n.a. n.a. n.a. 0,8 mm |n.a.
Beck et al. 13/26
2016 Schaf Wo. MF 50 5 n.a. n.a. n.a.
Frisbie et 4/12
al. 1999 Pferd Mo. MF 100 16 3mm n.a. n.a.
Frisbie et 2,4,6,
al. 2003 Pferd 8'Wo. MF 100 16 3mm n.a. n.a.
Frishie et 4/12
al. 2006b Pferd Mo. MF 100 16 3 mm n.a. n.a.
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3 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist die systematische, biomechanische Analyse des Regeneratgewe-
bes 12 Monate nach standardisierter Behandlung von vollschichtigen Knorpeldefekten
im Schafsmodell. Mikrofrakturierung und Anbohrung des subchondralen Knochens sind
etablierte Verfahren zur regenerativen Behandlung lokaler Defekte des Gelenkknorpels.
Zur Analyse wichtiger Variablen in der operativen Ausfiihrung dieser Methoden wurden
bislang nur wenige standardisierte, praklinische Studien durchgeftihrt. Dartiber hinaus
werden vornehmlich histologische und biochemische Untersuchungen angestellt, im
Gegensatz zur deutlich selteneren Evaluierung von biomechanischen Parametern. Fur
die Funktionsweise von Gelenkknorpel ist die Quantifizierung dieser mechanischen,
viskoelastischen Eigenschaften jedoch unabdingbar, da das Regeneratgewebe in der
Lage sein muss, die urspriinglichen, physiologischen Lasten spater wieder zu tiberneh-

men.

In finf verschiedenen Behandlungsgruppen soll festgestellt werden, ob und in welchem
Ausmal die folgenden Variablen mit der biomechanischen Kompetenz des Regenerat-

gewebes zusammenhéngen:

¢ die Methode zur Eréffnung des subchondralen Knochens
(Mikrofrakturierung vs. Anbohrung vs. unbehandelte Leerkontrollen)

¢ die Eindringtiefe in den Knochen (2 mm vs. 4 mm)

e die Locherdichte innerhalb des Knorpeldefektes

(3 Locher vs. 6 Locher im Defektbereich)

Zunachst werden die Unterschiede in der quantitativen Defektflllung und der lokalen
Gewebedicke der Regenerate bestimmt. AnschlieBend soll durch die Ermittlung des
Elastizitatsmoduls, einem klassischen Materialkennwert, die Auswirkung der verschie-
denen operativen Variablen auf die wichtigen biomechanischen Eigenschaften der Re-
generate analysiert werden. Mit Hilfe eines hochdynamischen Priifsystems gilt es

feinste Unterschiede im viskoelastischen Verhalten der Gewebeproben herauszufinden.
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4 Material und Methodik

Die Analyse Kklinisch etablierter Therapieverfahren wie der Mikrofrakturierung oder der
Anbohrung erfolgt aufgrund der anatomischen und biologischen Ahnlichkeiten zum
Menschen vorzugsweise im Grof3tiermodell. Zur umfassenden Charakterisierung von
Gewebeproben besitzen biomechanische Testverfahren neben histologischen, bioche-
mischen und radiologischen Analysen einen sehr hohen Stellenwert. Nur diese ermog-
lichen eine Uberprifung der mechanischen Kompetenz von Knorpelregeneraten.
(Schneider-Wald et al. 2013)

4.1 Versuchsproben

Der Tierversuch im Rahmen des Projektes QuReGe (Funktionelle Qualitatssicherung
von Regenerativen Gewebeersatzmaterialien fir Knorpel und Meniskus) durch das Bun-
desministerium fur Bildung und Forschung unter dem Foérderkennzeichen 0315577C
mitfinanziert. Die Schafe wurden durch die Tierhaltung der TU Minchen bereitgestellt
sowie peri- und postoperativ betreut.

4.1.1 Praklinisches Tiermodell

Verschiedene Tierspezies eignen sich laut Schneider-Wald et al. besonders gut fiir die
praklinische Erforschung der Knorpelregeneration, da bei ihnen die Vergleichbarkeit zur
humanen Anatomie gegeben ist und Giber ein analoges Regenerationspotential berichtet
wird. Wahrend der Hund und das Pferd immer seltener Verwendung finden, werden die
meisten Studien am Schaf durchgefiihrt, gefolgt vom Schwein und der Ziege. Durch-
schnittlich werden 17,4 Tiere pro Studie eingeschlossen. Der Defekt wird tGiberwiegend
im lasttragenden Bereich der medialen Femurkondyle gesetzt. (Schneider-Wald et al.
2013)

Abbildung 16: Stanze zum Setzen von runden, vollschichtigen Knorpeldefekten mit
Durchmesser 6 mm. Instrumente einzeln (a) und zusammengesetzt (b).
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Unserer Studie wurden an 33 ausgewachsenen Merinoschafen (> 6 Jahre) mit einem
Korpergewicht von 65 — 75 kg durchgefiihrt. Mit Hilfe einer speziell angefertigten Stanze
(Abbildung 16) erfolgte die Platzierung von jeweils zwei runden, vollschichtigen Knor-
peldefekten mit Durchmesser d = 6 mm, entsprechend eines ICRS-Knorpelschadens
Grad IlIC mit einer Flache von 28,3 mm?. Die Geometrien der humanen und der ovinen
medialen Femurkondylen (MFC) sind sich sehr &hnlich, allerdings ist die ovine MFC um
etwa ein Drittel kleiner (Osterhoff et al. 2011). Ubertragt man die DefektgroRe unseres
Schafsmodells also auf den Menschen, entspricht diese etwa einer Flache von 63 mm?.
Des Weiteren besitzt ein ausgewachsenes Schaf im Kniegelenk eine Knorpeldicke von
0,5 - 0,7 mm, wahrend menschlicher Gelenkknorpel in diesem Bereich ein Dicke von
etwa 2 mm annimmt (Schneider-Wald et al. 2013). Die Defekte wurden im Bereich der
Hauptbelastungszone der medialen Femurkondyle, 18-mal am rechten und 15-mal am
linken Kniegelenk gesetzt. Am jeweiligen kontralateralen Kniegelenk wurde eine weitere
Studie realisiert, sodass die Versuchstiere auf beiden Seiten operiert wurden. Folglich
wurden postoperativ beide Gelenke gleichméaRig belasteten, was einer einseitigen

Schonung eines der beiden Gelenke entgegenwirkte (Schneider-Wald et al. 2013).

4.1.2 Behandlungsgruppen

Das Setzen der Knorpeldefekte und die anschlieende Defektbehandlung wurden im
Rahmen einer Arthrotomie durchgefiihrt. Zur Behandlung der vollschichtigen Knorpel-
defekte (n = 66) erfolgte eine Einteilung in finf Gruppen (Tabelle 4). Die erste Gruppe
verblieb unbehandelt als Leerkontrollen. Dies diente der Bestatigung einer kritischen
DefektgroRRe (,critical size defect“) ohne Mdglichkeit zur Selbstregeneration innerhalb
des Untersuchungszeitraumes (Schneider-Wald et al. 2013). Zwei Gruppen wurden mit
einer 1,5 mm dinnen Ahle mikrofrakturiert. Diese unterschieden sich lediglich anhand
der Eindringtiefe ins Gewebe — 2 mm und 4 mm. Bei beiden Verfahren wurden jeweils
drei Locher gesetzt. In den beiden letzten Gruppen erfolgte eine Anbohrung des sub-
chondralen Knochens mit einem 1,5 mm starken Bohrer, jeweils wiederum bis zu einer
Tiefe von 4 mm. Bei Gruppe 4 wurden hierbei wieder drei Locher gesetzt, bei Gruppe 5
wurden sechs Locher gesetzt. Dies entspricht einer Dichte von 11 bzw. 21 Ldéchern pro

Quadratzentimeter oder 19% bzw. 38% perforierter Defektflache.
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Tabelle 4: Behandlungsgruppen

Gruppennummer Behandlungsmethode | Anzahl Eindringtiefe
(Stichprobenumfang) L

Gruppe 1: Leer | (n=12) | Leerkontrolle - -

Gruppe 2: M3x2 | (n = 12) | Mikrofrakturierung 3 2mm
Gruppe 3: M3x4 | (n = 14) | Mikrofrakturierung 3 4 mm
Gruppe 4: B3x4 | (n=16) | Anbohrung 3 4 mm
Gruppe 5: B6x4 | (n=12) | Anbohrung 6 4 mm

Operationsinstrumente

In einer kanadischen Studie wurden Knorpeldefekte an den Kniegelenken von Tierka-
davern unter realistischen Bedingungen mittels Mikrofrakturierung arthroskopisch be-
handelt. Den erfahrenen Operateuren wurden genaue Anweisungen hinsichtlich Ein-
dringtiefe (3 mm), Abstand zwischen den Léchern (4 mm) und Eindringwinkel
(senkrecht) gegeben. Postoperativ wurden die Proben in einem micro-CT untersucht.
Die Forschergruppe stellte fest, dass die Mikrofrakturierung deutlich tiefer, enger bei-
sammen und in Uber der Halfte der Falle mit mehr als 10° Abweichung von der Senk-

rechten durchgefihrt wurden. (Kroell et al. 2014)

Unabhangig von der klinischen Relevanz dieser Schwankungen muss bei einer syste-
matischen, praklinischen Analyse von knochenmarkstimulierenden Verfahren die Ver-
gleichbarkeit der operativen Behandlungsmethoden gewahrleistet sein. Aus diesem
Grund haben wir uns entschlossen, ein speziell fir diese Studie angefertigtes Operati-
onsbesteck zu verwenden (Abbildung 17). Durch den Einsatz einer Fuhrungshilfe konn-
ten sowohl die Eindringtiefe, der Abstand zwischen den Ldchern, als auch der senk-
rechte Eindringwinkel standardisiert werden (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Individuell angefertigte Operationsinstrumente. Von oben nach unten:
Fuhrungshilfe fur drei Locher, Fihrungshilfe fir sechs Locher, Bohrer,
Ahle fiir 4 mm tiefe Picks, Ahle fiir 2 mm tiefe Picks.

= [ONC

Abbildung 18: Detaillierte Darstellung der verschiedenen Behandlungsmethoden.
Obere Reihe: Aufsicht auf die Fihrungshilfen mit 3 bzw. 6 Lochern, mitt-
lere Reihe: Seitansicht der Fihrungshilfen mit senkrecht eingebrachten
Ahlen und Bohrern, untere Reihe: schematische Darstellung eines Quer-
schnitts durch den mikrofrakturierten Knorpeldefekt. Nativer Knorpel (a),
subchondraler Knochen (b), Gewebe im eréffneten Knochen (c).
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4.1.3 Probengewinnung und Lagerung

Nach einer Standzeit von 12 Monaten wurden die Schafe euthanasiert. In der Literatur
wird dies als ausreichend langer Zeitraum fir die Bildung und Einheilung von Regene-
ratknorpel beschrieben (Schneider-Wald et al. 2013). Die Knorpeldefekte wurden zur
weiteren Untersuchung jeweils halbiert, sodass je behandeltem Kniegelenk vier quader-
férmige Knorpel-Knochen-Stiicke entnommen wurden (Abbildung 19). Pro Defekt wurde
jeweils ein Probenstiick zur biomechanischen Prifung freigegeben. Dieses wurde direkt

nach der Entnahme einzeln verpackt und bei -20°C tiefgefroren.

Nativer Knorpel .

Subchondraler Knochen

Defektbereich

Sageschnitte .

Abbildung 19: Schematische Darstellung der osteochondralen Probenstiicke mit je-
weils halbkreisférmigem Defektbereich

4.2 Bestimmung der quantitativen Defektfullung

Bei der Probenentnahme wurden von jedem Kniegelenk hochauflésende Fotos aufge-
nommen, anhand derer anschlieBend die Bestimmung der prozentualen Defektflllung
erfolgte (Abbildung 20). Zur Bildanalyse wurde das Bildverarbeitungsprogramm ImageJ
verwendet. ImageJ ist eine Open-Source-Software, die aufgrund ihrer guten Zugang-
lichkeit und Modularitat weite Verbreitung in der biomedizinischen Analyse von Bildern
gefunden hat (Schindelin et al. 2015).
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Abbildung 20: Aufnahmen bei Probenentnahme: Ubersicht tiber die mediale Femurkon-
dyle mit zwei teilweise gefillten Knorpeldefekten (a), VergroRerte An-
sicht des anterioren Defektes mit deutlich sichtbaren Knorpelinseln (b).

In einem ersten Schritt wurde die Flache des urspriinglichen Knorpelschadens (4s) ge-
messen (Abbildung 21 a). Im Anschluss daran wurde mit Hilfe eines Schwellwerts und
wenigen manuellen Anpassungen der weiterhin nicht gefillte Bereich des Defektes (A4.)
ermittelt (Abbildung 21 b und c). Aus beiden Werten lasst sich die prozentuale Fillung

des Defektes mit Regeneratgewebe (A4g) berechnen (Formel 4).

1- A 0 (Formel 4)
Ar = [%]
As
4 mif-08 (1 anttit - O HEM 4 mif-08 (1) anttif - O ——— 4 mif-08 (1) anttit - © HEM|

306x318 pixels; RGB; 380K 306x318 pixels, RGB; 380K o 306x318 pixels; RGB; 380K

Abbildung 21: Flachenbestimmung mit ImageJ: Manuelle Auswahl der ursprunglichen
DefektgréRe (@), Auswahl der nicht bedeckten Defektflache mittels
Schwellwert (b), geringe manuelle Optimierungen der Schwellwert-Aus-
wahl (c).
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Abbildung 22: Ausschnitt aus der Messanleitung zur Bildanalyse mittels ImageJ

Um die Validitat des Messverfahrens zu erh6hen, wurden von jedem Defekt mehrere
Bilder aufgenommen (@ 2,33 Bilder pro Defekt) und die Messung von drei Untersuchern
unabh&ngig voneinander durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde eine Messanleitung er-
stellt (Abbildung 22), die den Testern die Handhabung der Software erklarte sowie den
Ablauf der Messung standardisieren und erleichtern sollte. Die vollstandige Anleitung ist
dem Anhang der Arbeit zu entnehmen (Abbildung 40).

4.3 Prifung der biomechanischen Knorpeleigenschaften

Die biomechanischen Untersuchungen wurden an einem hochdynamischen Priifsystem
durchgefuhrt mit der Fahigkeit zur Messung von Kréaften von unter 5mN und
positionsgeregelten Belastungen mit einer Genauigkeit im Bereich von 3 x 10° mm. Die
Eingabe des Prifprotokolls sowie die Ergebnisdarstellung erfolgten individuell fir jede
Knorpelprobe Uber eine interaktive Bedienoberflache (Fohr et al. 2012). Nach Entnahme
der tiefgefrorenen Proben aus dem Gefrierschrank wurden diese fiir 30 Minuten zum
Auftauen bei Raumtemperatur in einer phosphat-gepufferten Kochsalzlésung (PBS)
belassen. Danach erfolgte die Fixierung der Proben in der ebenfalls mit PBS gefluteten
Probenkammer. Um eine senkrechte Ausrichtung zwischen Prifstempel und
Knorpeloberflache zu gewahrleisten, wurde ein spezieller Kipp- und Verschiebe-Tisch
mit 4 Freiheitsgraden zusammen mit einem hochauflésenden 2-Kanal-Videosystem
verwendet (Abbildung 23).
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Kamera 1

Abbildung 23: Hochdynamisches Prifsystems mit Kraftaufnehmer (a), Probenkammer
mit Einspannhilfe (b) und hochauflésendem Kamerasystem (c). Im Ka-
merabild werden der zylindrische Indenter (d) und die Knorpelprobe (e)
vergroRert dargestellt.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden nicht nur die Knorpelregenerate selbst,
sondern auch der native Knorpel neben den Defektarealen untersucht. Die Indentation
erfolgte jeweils in einem makroskopisch unversehrten Knorpelbereich mit einem Ab-

stand von mindestens doppeltem Indentor-Durchmesser zum Proben- und Defektrand.

4.3.1 Mechanische Dickenmessung

Zu Beginn der biomechanischen Untersuchungen erfolgte jeweils die Bestimmung der
Dicke der Knorpelregenerate und des nativen Knorpels. Zur Knorpeldickenmessung
wurden in der Literatur bereits neben einer rein optischen Bestimmung Ultraschall-ba-
sierte Verfahren und die Nadelindentation beschrieben (Jurvelin et al. 1995). Die opti-
sche Vermessung kann nur an einem Querschnitt durch das zu vermessende Gewebe
vorgenommen werden (Jurvelin et al. 1987) und kam aus diesem Grund fur diese Studie
nicht in Frage. Die Ultraschall-basierte Technik beruht auf der Reflektion einer mecha-
nischen Welle an der Tidemark bzw. der Schicht des kalzifizierten Knorpels (Modest et
al. 1989; Rushfeldt et al. 1981; Toyras et al. 2003). Da bei faserknorpelartigen Regene-
raten nicht von einer charakteristischen Schichtung des Gewebes mit Ausbildung einer
Tidemark auszugehen ist, war diese Methode ebenso ungeeignet zur Untersuchung un-
serer Proben. Die Nadelindentation ist wiederum ein invasives Messverfahren, bei dem
die Probe lokal durch die Nadel zerstort wird (Hoch et al. 1983), was in unserem Fall

ebenfalls nicht gewollt gewesen ware.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der Knorpeldickenmessung an einer Probe
nach Anbohrung des subchondralen Knochens. Nativer Knorpel (a), sub-
chondraler Knochen (b), Gewebe im Bohrloch (c) und neugebildeter Re-
generatknorpel (d).

Unter Berlcksichtigung der beschriebenen Besonderheiten von Knorpelregeneraten
wurde folglich eine neue, mechanische Methode zur Knorpeldickenmessung angewandt
(Abbildung 24). Diese bestand aus drei Schritten:

1. Belastung des freiliegenden Knochens neben dem Regeneratknorpel mit einer
hohen Anpresskraft von 5 N und Ablesen der Position h;

2. Anfahren der Oberflache des Knorpelregenerates mit einem sehr geringen Kraft-
Trigger von 0,005 N und Ablesen der Position h,

3. Berechnung der Knorpeldicke h aus der Differenz der beiden Héhen h; und h,
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Abbildung 25: Aufnahmen einer mechanischen Knorpeldickenmessung: Senkrechte
Ausrichtung des Prifstempels (d = 0,8 mm) zur Probenoberflache (a),
Belastung des Knochens (b), horizontale Verschiebung der Probenkam-
mer (c) und Anfahren des Knorpelregenerates (d).

Fur die Dickenmessung wurde ein zylindrischer Indenter mit einem Durchmesser
d = 0,8 mm verwendet (Abbildung 25). Durch die hohe Kraft von 5 N mit der die Position
auf dem Knochen (h1) angefahren wurde, konnte sichergestellt werden, dass
moglicherweise vorhandenes Knorpelgewebe an dieser Stelle maximal komprimiert und
folglich die Knochenoberflache gemessen wurde. Im Gegensatz dazu wurde fur die
Bestimmung der Hohe des Knorpelregenerates (hz) mit nur 5 mN ein sehr geringer
Kraft-Trigger verwendet, der schon bei Kontakt mit weichstem Gewebe ausléste.

4.3.2 Stufenweise Indentation

Die Knorpelindentation wurde in Anlehnung an den von Toyras et al. beschriebenen
Stufenversuch durchgefiihrt, der von den Autoren zur Charakterisierung enzymatisch
degradierten Rinderknorpels vorgestellt wurde (Toyras et al. 1999). Zur Messung wurde
ein solider, zylindrischer Indentor mit einem Durchmesser von d = 0,8 mm verwendet.

Versuchsprotokoll

Die stufenweise Indentation erfolgte in 15 Schritten bis zu einer maximalen Dehnung
von 40% (zunachst 10 Schritte a 2% Dehnung, im Anschluss 5 Schritte a 4% Dehnung).
Die Kompressionsschritte wurden mit einer Geschwindigkeit von 1,0 mm/min realisiert.
Die vorgegebene Relaxationszeit betrug jeweils 100 s (Abbildung 26).
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Stufenweise Indentation
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Abbildung 26: Stufenweise Stress-Relaxation: Vorgegebener stufenférmiger Weg und
gemessene resultierende Kraft im Zeitverlauf

Berechnung des Elastizitditsmoduls aus der Spannung im Equilibrium

Aus den jeweils am Ende der Relaxationsphase gemessenen Kréaften im Equilib-
rium Feg,,;; Wurde fur jeden Einzelschritt die Spannung o berechnet (Abbildung 27). Wird
diese gegenlber der Dehnung aufgetragen, ergibt sich aus der Steigung der Regressi-

onsgeraden im linearen Bereich der Elastizitatsmodul E,;,cqsured-
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Abbildung 27: Spannungs-Dehnungs-Diagramm der stufenweisen Indentation und Be-
stimmung des E-Moduls Ecqsurea = 1,3146 MPa. Die Regressionsge-
rade gilt fir den Bereich von 6 - 40% Dehnung und besitzt in dieser Be-
rechnung einen Korrelationskoeffizienten von R?= 0,9892.
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Der endgultige Elastizitatsmodul E wurde mit der von Toyras et al. beschriebenen Glei-

chung (Formel 5) berechnet (T6yrés et al. 1999).

E = Emeasurea * <% (a- v2)> (Formel 5)
Mit
Ereasurea Steigung der Regressionsgeraden im linearen Bereich des
Spannungs-Dehnungs-Diagramms
Radius des Indentors
h Knorpeldicke
K Skalierungsfaktor
v Poisson’s ratio

Es wurde stets der identische Indentor mit Radius a = 0,4 mm verwendet. Au3erdem
wurde fur alle Messungen die Poisson’s ratio mit v = 0,1 angenommen (nach Jurvelin
et al. 1997). Die Bestimmung der Knorpeldicke h erfolgte fur jede Probe einzeln (vgl.
Kapitel 4.3.1). Da der Skalierungsfaktor k unter anderem von der Knorpeldicke, dem
Indentorradius und der Indentationstiefe abhangig ist, wurde er fur jede Messung
individuell ermittelt. Zhang et al. haben zu diesem Zweck eine Wertetabelle erarbeitet
und vorgeschlagen die dazwischenliegenden Werte mittels linearer Interpolation zu
berechnen (Zhang et al. 1997). Aufgrund des eingeschrankten Wertebereiches von k
W (k) =[1,209; 3,999] mussten zwei Messungen verworfen werden, fur die sich der
Skalierungsfaktor k nicht berechnen lie3. Betroffen waren Messungen der Gruppe 2
(M3x2) und der Gruppe 5 (B6x4), sodass sich in diesen Gruppen der
Stichprobenumfang fiir die Berechnung des Elastizitatsmoduls E jeweils auf n =11

reduzierte.

Verhéaltnis der Spitzenkrafte zu den Kraften im Equilibrium

Bei jeder Kompressionsstufe wird initial eine Spitzenkraft F,.,, gemessen, die dann wie
beschrieben nachlasst (vgl. Kapitel 2.1.2) und in die Kraft im Gleichgewicht Feg,;
Ubergeht (Abbildung 28). Das Verhaltnis Fyeq / Fequi WUrde jeweils fir die Schritte 7 bis
9 (entsprechend 14%, 16% und 18% Dehnung) bestimmt und gemittelt. Wurde in
einzelnen Fallen die vorgegebene Dehnung nicht unmittelbar zu Beginn der
Indentationsstufe realisiert, so wurde dieser Schritt aus der Messung ausgeschlossen,

um Verfalschungen der Spitzenkréfte zu vermeiden.
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Stufenweise Indentation
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Abbildung 28: Ausschnitt aus dem Stufenversuch (Schritte 6 — 10) mit Darstellung der
Spitzenkrafte und Kréafte im Equilibrium bei 14%, 16% und 18% Dehnung

4.4 Statistische Analyse

Zur Datenerfassung, -verarbeitung und -sicherung wurde Microsoft Excel 2013 verwen-
det (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Die statistische Auswertung der Daten er-
folgte mit Hilfe von GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA).

Zunachst wurden die Daten nach Ausrei3ern durchsucht. GraphPad Prism bietet hierfir
eine automatisierte Identifizierung und Eliminierung einzelner Werte, die deutlich von
der Gesamtheit der Werte abweichen, an. Diese sogenannte ROUT-Methode (Robust
regression and Outlier removal) demaskiert Ausreil3er mit Hilfe nichtlinearer Kurvenan-
passungen. Sie besitzt dabei eine angemessene Power und liefert nur wenige falsch
positive Ergebnisse (Motulsky und Brown 2006). Fur den ROUT-Koeffizient Q wurde
wie in der Literatur empfohlen Q = 1 gewdhlt, was einer moderaten, aber effektiven Eli-
minierung von Ausrei3ern entspricht. Werte, die mit dieser Methode ausgeschlossen

wurden, werden bei der Ergebnisdarstellung im Einzelnen hervorgehoben.

Zur statistischen Analyse der Daten aus den unterschiedlichen Behandlungsgruppen
wurde jeweils eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit Tukey-Test
post-hoc durchgefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede werden einheitlich kenntlich

gemacht (Tabelle 5).

Tabelle 5: Einheitlich verwendete Kennzeichnung statistischer Signifikanzen

Symbol * *% *k*%

Bedeutung p <0.05 p<0.01 p <0.001
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5 Ergebnisse

Zunachst wird die makroskopische Beurteilung der Knorpelproben dargestellt, gefolgt
von den Ergebnissen der quantitativen Defektflillung sowie der biomechanischen Pri-
fung. Zur eindrtcklichen Visualisierung der Daten werden Balkendiagramme verwendet,
die Mittelwert und Standardabweichung (MW * SA) der jeweiligen Behandlungsgruppen
bzw. des nativen Knorpels reprasentieren. Alle statistisch signifikant unterschiedlichen
Ergebnisse werden einheitlich gekennzeichnet (Tabelle 5). Die einzelnen Messwerte
sind der Ubersichtlichkeit halber nicht im FlieRtext der Arbeit enthalten, sondern geson-
dert im Anhang aufgelistet (Tabelle 10, Tabelle 11).

5.1 Makroskopische Beurteilung der Gewebeproben

Alle 33 Merinoschafe befanden sich wahrend der 12-monatigen Standzeit in einem
guten Gesundheitszustand. Sie zeigten keine Auffalligkeiten im Bereich des
Operationsgebietes. Bei Entnahme der Knorpelproben erfolgte zunéchst eine
makroskopische Beurteilung und fotografische Dokumentation der
Behandlungsergebnisse (Abbildung 30 - 34). Mehrere Knorpelproben lieRen einen
Ruckschluss auf die Anzahl der Perforationen im Defektbereich zu, da das
Ersatzgewebe regelrechte Inseln im Bereich der Perforationen gebildet hatte
(Abbildungen 31b/d/e, 33a/b, 34e). Unter dem Auflichtmikroskop war dies besonders
eindricklich zu erkennen. Auferdem konnte man sporadisch Gewebe aus dem
umgrenzenden Knorpel erkennen, welches zungenférmig ohne feste Verbindung zum
Knochen in den Defektbereich Uberhing (Abbildung 29). Insgesamt war das
makroskopische Bild der Proben aber sehr uneinheitlich. Von fast leeren bis nahezu

vollstandig gefiilliten Defekten konnte alles beobachtet werden.

Eine Ausnahme stellten die unbehandelten Leerkontrollen dar (Abbildung 30). Hier
konnte allenfalls ein geringes Einwachsen von Knorpel aus dem den Defekt umfassen-
den Bereich beobachtet werden. In keinem Fall konnte der Knorpelschaden auf diese
Weise auch nur annéhernd geflillt werden. Es konnte folglich bestatigt werden, dass es
sich bei der GroR3e des gesetzten Knorpelschadens mit Durchmesser d = 6 mm um eine
kritische DefektgroRe handelte, die zu keiner Selbstregeneration fahig war (Schneider-
Wald et al. 2013).
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Abbildung 29: Fotografische Aufnahme einer Knorpelprobe der Gruppe B3x4 unter dem
Auflichtmikroskop (TUM-Code: mif33). In der Ansicht von oben (a) ist der
urspriingliche Defektbereich durch den gestrichelten Halbkreis angedeu-
tet. Umgebend ist der native Knorpel (N) zu sehen. In der Seitansicht mit
Schnittfiihrung durch die Defektmitte (b) sind eine typische Insel aus Re-
generatknorpel (*) und der subchondrale Knochen (SK) abgebildet. Der
Pfeil markiert das aus dem umliegenden Knorpelbereich tiberhangende
Gewebe ohne feste Verbindung zum subchondralen Knochen.

Abbildung 30: Ubersicht uiber die medialen Femurkondylen der unbehandelten Leer-
kontrollen nach 12 Monaten Standzeit. Beschriftung zur Probenidentifi-
kation: (a) mif-06, (b) mif-04, (c) mif-01, (d) mif-05, (e) mif-03, (f) mif-02.
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Abbildung 31: Ubersicht iber die medialen Femurkondylen der Behandlungsgruppe
M3x2 nach 12 Monaten Standzeit. Beschriftung zur Probenidentifikation:
(a) mif-19, (b) mif-20, (c) mif-21, (d) mif-22, (e) mif-23, (f) mif-24.

Abbildung 32: Ubersicht iber die medialen Femurkondylen der Behandlungsgruppe
M3x4 nach 12 Monaten Standzeit. Beschriftung zur Probenidentifikation:
(@) mif-12, (b) mif-13, (c) mif-15, (d) mif-16, (e) mif-17, (f) mif-18,
(g) mif-31.
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Abbildung 33: Ubersicht iiber die medialen Femurkondylen der Behandlungsgruppe
B3x4 nach 12 Monaten Standzeit. Beschriftung zur Probenidentifikation:
(@) mif-07, (b) mif-08, (c) mif-09, (d) mif-10, (e) mif-11, (f) mif-14,
(g) mif-32, (h) mif-33.

tanterior |

Abbildung 34: Ubersicht iiber die medialen Femurkondylen der Behandlungsgruppe
B6x4 nach 12 Monaten Standzeit. Beschriftung zur Probenidentifikation:
(a) mif-25, (b) mif-26, (c) mif-27, (d) mif-28, (e) mif-29, (f) mif-30.
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Makroskopisch liel3 sich bei keiner der entnommenen Proben ein Dickenwachstum der
Regenerate Uber das Niveau des nativen Knorpels hinaus feststellen. Des Weiteren
zeigte sich der subchondrale Knochen soweit beurteilbar stets intakt, der umliegende

native Knorpel unauffallig.

5.2 Ergebnisse der quantitativen Defektflllung

Die quantitative Defektflillung stellt den relativen Anteil der Flache des urspriinglichen
Knorpeldefektes dar, der nach 12 Monaten Standzeit mit regenerativem Ersatzgewebe
bedeckt wurde. Sie wird in Prozentwerten in Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe
zusammen mit dem Stichprobenumfang der jeweiligen Gruppe angegeben (Tabelle 6,
Abbildung 35).

Tabelle 6: Mittelwerte der prozentualen Defektflillung [%] mit Standardabweichung und
Stichprobenumfang in Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe.

Behandlungsgruppe | Defektfillung, % (MW + SA) Stichprobenumfang
M3x2 64,8 + 13,5 n=12
M3x4 70,7+ 11,4 n=14
B3x4 77,9+ 117 n=16
B6x4 84,2 + 6,6 n=12
Leerkontrollen 45,8 + 8,2 n=12

Die Analyse der Messwerte mit der ROUT-Methode stellte keine Ausreil3er innerhalb
der einzelnen Behandlungsgruppen fest, sodass stets der vollstandige Stichprobenum-
fang in die Statistik einbezogen werden konnte (vgl. Kapitel 4.4). Unabhéngig von der
Art der Defektbehandlung zeigten alle knochenmarkstimulierten Knorpelproben eine
statistisch signifikant hohere Defektfillung als die unbehandelten Leerkontrollen
(p £0.001). Mit einer durchschnittlichen Defektfullung von 84,2% + 6,6% (MW + SA)
erreichte die Gruppe B6x4 mit 6 gebohrten Léchern die hdchsten Werte. Bei dieser Be-
handlungsgruppe wurde eine statistisch signifikant hohere Defektfillung als bei beiden
mikrofrakturierten Gruppen erreicht (B6x4 vs. M3x2: p <0.001; B6x4 vs. M3x4:
p < 0.05). Weiterhin waren die Defekte der Gruppe B3x4 signifikant mehr gefiillt mit Re-
generatgewebe als diejenigen der mikrofrakturierten Gruppe mit 2 mm Eindringtiefe
M3x2 (B3x4 vs. M3x2: p < 0.05). Die Gruppe M3x2 erreichte mit einer Defektfullung von
64,8% + 13,5% (MW = SA) die niedrigsten Werte und lag damit 19,4% unter dem Spit-

zenreiter B6x4.
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Prozentuale Fullung der Knorpeldefekte
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Abbildung 35: Prozentuale Fillung der Knorpeldefekte (MW £ SA) in Abh&ngigkeit von
der Behandlungsgruppe

5.3 Ergebnisse der mechanischen Dickenmessung

Zur Berechnung der dehnungsabhangigen Indentationsstufen wurde die lokale Dicke
des Regeneratknorpels der verschiedenen Behandlungsgruppen und des nativen
Knorpels bestimmt (Tabelle 7, Abbildung 36). Bei Analyse der Dickenwerte mit der
ROUT-Methode (vgl. Kapitel 4.4) wurde innerhalb der Gruppe B3x4 ein Ausreil3er

identifiziert und folglich von den weiteren Berechnungen ausgeschlossen.

Tabelle 7: Mittelwerte der lokalen Knorpeldicken [mm] mit Standardabweichung und
Stichprobenumfang in  Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe.
# markiert die Anzahl der Ausreil3er innerhalb der Gruppe.

Behandlungsgruppe | Knorpeldicke, mm (MW = SA) Stichprobenumfang
Nativer Knorpel 0,669 = 0,249 n=33

M3x2 0,429 + 0,210 n=12

M3x4 0,533 £ 0,236 n=14

B3x4 0,559 + 0,168 n=15"

B6x4 0,490 £ 0,221 n=12

53



Ergebnisse

Vergleich der lokalen Knorpeldicke
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Abbildung 36: Vergleich der lokalen Knorpeldicke (MW % SA) in Abhéngigkeit von der
Behandlungsgruppe

In der Behandlungsgruppe M3x2 féllt die durchschnittliche Dicke des regenerativen Ge-
webes mit d = 0,429 + 0,210 mm (MW = SA) signifikant geringer aus als bei dem nati-
ven Knorpel (M3x2 vs. Nativ: p < 0.05). Das Ersatzgewebe der Gruppen M3x4, B3x4
und B6x4 ist tendenziell ein wenig dinner als der benachbarte native Knorpel. Diese
Unterschiede besitzen allerdings keine statistische Signifikanz. Ebenso unterscheiden

sich die Behandlungsgruppen selbst nicht statistisch signifikant voneinander.

5.4 Ergebnisse der stufenweisen Indentation

Bei dem Indentationsversuch wurden die Proben in einheitlichen Stufen Dehnungen
bis zu 40% ausgesetzt (10 Stufen a 2% Dehnung gefolgt von 5 Stufen a 4% Dehnung).
Zum Erreichen dieser einheitlichen Dehnungsstufen wurde bei jeder Knorpelprobe ein
individueller, vertikaler Positionsversatz des Indentors vorgegeben. Fiur eine 2%ige
Dehnung betrug dieser Weg 12,7 um bei der Gruppe Nativ, 8,6 um bei M3x2, 9,1 um
bei M3x4, 11,9 um bei B3x4 und 9,3 um bei B6x4 (Angaben entsprechen dem Median).

Auf jeder Indentationsstufe wurde die dehnungsabhdngige Spannung im
Gleichgewichtszustand bzw. Equilibrium gemessen. Im weiteren Verlauf wurde zur
Berechnung des Elastizitatsmoduls die Steigung im linearen Bereich des Spannungs-
Dehnungs-Diagramms ermittelt. Hierfir erfolgte die automatisierte Berechnung einer
Regressionsgeraden durch Microsoft Excel. Um die Genauigkeit dieser Berechnung
objektivieren zu koénnen, wurde zusatzlich der Korrelationskoeffizient der

Regressionsgeraden von Microsoft Excel dokumentiert. Bei Werten von R-Quadrat Giber
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80% wird von einer guten Kurvenanpassung gesprochen. In unseren Berechnungen
konnten Korrelationskoeffizienten von 98,7% + 1,1% bei Nativ, 95,9% + 3,9% bei M3x2,
97,3% + 2,6% bei M3x4, 96,1% + 2,8% bei B3x4 und 97,3% + 1,6% bei B6x4 (MW %

SA) erzielt werden.

Tabelle 8: Mittelwerte der Elastizitaitsmoduln [MPa] mit Standardabweichung und
Stichprobenumfang in  Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe.
# markiert die Anzahl der Ausreil3er innerhalb der Gruppe.

Behandlungsgruppe | Elastizitatsmoduln, MPa (MW + SA) Stichprobenumfang
Nativer Knorpel 0,63+0,34 n=233

M3x2 0,16 + 0,17 n=9%

M3x4 0,17 +0,18 n=13%

B3x4 0,71 +0,39 n=16

B6x4 0,66 + 0,38 n=11

Ausgehend von den Rohwerten konnte schlie3lich bei 85 von 87 Messungen der
Elastizitatsmodul bestimmt werden (vgl. Kapitel 4.3.2). Durch die ldentifikation und
Eliminierung von zwei Ausreilern in der Gruppe M3x2 und einem Ausrei3er in der
Gruppe M3x4 verringerte sich der Stichprobenumfang in diesen Kategorien nochmals
geringfugig. Mit einer Gro3e von n = 9 stellte die Behandlungsgruppe M3x2 damit die

kleinste Anzahl an Werten fur den Elastizitatsmodul (Tabelle 8).

Der Elastizitaitsmodul des nativen Knorpels und die Elastizititsmoduln der mit Anboh-
rung behandelten Knorpelproben unterscheiden sich nicht statistisch signifikanten von-
einander (Abbildung 37). Signifikant unterschiedliche Ergebnisse konnten dagegen zwi-
schen Nativ und M3x2 (p < 0.01) sowie zwischen Nativ und M3x4 (p < 0.001) festgestellt
werden. Betrachtet man die Bohrungen gegeniiber den Mikrofrakturierungen, erreichten
sowohl B3x4 als auch B6x4 einen signifikant htheren Elastizitaitsmodul als jeweils M3x2
und M3x4 (B3x4 vs. M3x2: p < 0.01; B3x4 vs. M3x4: p < 0.001; B6x4 vs. M3x2: p < 0.01,
B6x4 vs. M3x4: p < 0.01). Die zwei mit Anbohrung behandelten Gruppen unterschieden
sich hinsichtlich des E-Moduls nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 37: Vergleich der Elastizitatsmoduln (MW = SA) in Abh&ngigkeit von der Be-
handlungsgruppe

Im stufenweisen Indentationsversuch wurde fir jede Untersuchungsgruppe neben dem

E-Modul zusatzlich das Verhaltnis der Spitzenkrafte zu den Kraften im Equilibrium

berechnet (Abbildung 38). Die Bestimmung erfolgte fir die Indentationsstufen 7, 8 und
9 entsprechend 14%, 16% und 18% Dehnung (vgl. Kapitel 4.3.2). Auch diese Daten

wurden wiederum mit der ROUT-Methode nach Ausrei3ern durchsucht, was zum

Ausschluss von einem Messwert der Gruppe Nativ und zwei Messwerten der Gruppe
M3x4 flhrte (Tabelle 9).

Tabelle 9: Mittelwerte der Krafteverhaltnisse [N/N] mit Standardabweichung und Stich-
probenumfang in  Abhangigkeit von der
# markiert die Anzahl der Ausreil3er innerhalb der Gruppe.

Behandlungsgruppe.

Behandlungsgruppe | Verhaltnis der Spitzenkrafte zu den Stichprobenumfang
Kréaften im Equilibrium, N/N (MW + SA)

Nativer Knorpel 1,72 + 0,25 n=32%

M3x2 1,99+ 0,83 n=12

M3x4 1,75+ 0,44 n=12"%

B3x4 299+141 n=16

B6x4 2,66 + 0,86 n=12
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Abbildung 38: Verhéltnis der Spitzenkréfte zu den Kraften im Equilibrium (MW = SA) in
Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe

Die Krafteverhaltnisse von nativem Knorpel, M3x2 und M3x4 unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. In diesem Fall wichen die mit Anbohrung behandelten
Knorpelproben von den restlichen Gruppen ab. In der Behandlungsgruppe B6x4 wurden
verhaltnismaniig hdhere Spitzenkréafte gemessen als in den Gruppen M3x4 und Nativ
(B6x4 vs. M3x4: p < 0.05; B6x4 vs. Nativ: p < 0.01). Gleiches galt fur die Gruppe B3x4,
wobei diese zusatzlich auch noch signifikant hdhere Werte als M3x2 annahm (B3x4 vs.
Nativ: p < 0.001; B3x4 vs. M3x2: p < 0.05; B3x4 vs. M3x4: p < 0.001).
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6 Diskussion

6.1 Praklinisches Tiermodell

Bei dem untersuchten praklinischen Tiermodell wurde auf eine hohe Ubertragbarkeit
des vorliegenden Krankheitshilds und der Behandlungsmethoden auf den Menschen
geachtet. Aufgrund der Analogie zur humanen Anatomie eignen sich bestimmte
Groltierspezies wie die Ziege, das Schwein oder das Schaf gut fur die préklinische
Forschung an Knorpelregeneraten. Der mit etwa 42% grof3te Teil dieser Studien wird,
wie auch in unserem Fall, am Schaf realisiert (Schneider-Wald et al. 2013). Osterhoff
et. al beschreiben das ovine Kniegelenk als ein geeignetes Modell fiir das humane
Gegenstlick, das im Bereich der medialen Femurkondyle basierend auf den knéchernen
Verhéltnissen als um ein Drittel verkleinert anzusehen sei (Osterhoff et al. 2011). Ein
weiteres  Kriterium bei der Wahl des Tiermodells ist die biologische
Regenerationsfahigkeit der Spezies. Der fir die Knorpelregeneration wichtige
subchondrale Knochen weist beim Schaf eine dickere subchondrale Platte auf als beim
Menschen (Chevrier et al. 2015). Trotzdem wird in der Literatur von einer vergleichbaren
Regenerationsféahigkeit des Schafes berichtet (Schneider-Wald et al. 2013).
Entscheidend ist dartiber hinaus auch das Alter der Tiere, da junge, im Wachstum
befindliche Tiere ein gréReres Regenerationspotential aufweisen als alte Tiere. Folglich
mussen Studien, die auf erwachsene Menschen Ubertragen werden sollen, an
ausgewachsenen Tieren durchgefiihrt werden. Das durchschnittliche Alter der
Patienten mit umschriebenen Knorpeldefekten betragt je nach Quelle 35 (Argen et al.
2004) bis 43 Jahre (Curl et al. 1997). Aus diesem Grund wurden in unserer Studie auch
nur ausgewachsene Schafe verwendet (Merino, > 6 Jahre alt, mit einem Korpergewicht
zwischen 65 — 75 kg). Laut Schneider-Wald et al. werden in den préklinischen Studien
zur Knorpelregeneration durchschnittlich 17,4 Versuchstiere eingesetzt (Schneider-
Wald et al. 2013). Mit 33 Tieren ist die vorliegende Untersuchung als eine umfangreiche

préklinische Studie einzuordnen.

Als haufigste Lokalisation der fokalen Knorpellasionen beim Menschen werden in der
Literatur die mediale Femurkondyle und die patellare Gelenkflache angegeben (Spahn
et al. 2016; Flanigan et al. 2010; Curl et al. 1997, Argen et al. 2004; Hijelle et al. 2002).
Die Indikation zur Behandlung mit knochenmarkstimulierenden Verfahren wird dariiber
hinaus bei vollschichtigen Knorpeldefekten bis zu einer GréRe von 2 - 3 cm? gesehen
(Welsch et al. 2016; Steinwachs et al. 2014; Brix und Chiari 2012; Proffen et al. 2012;
Schewe et al. 2008; Braun et al. 2007). Um die Ubertragbarkeit der préaklinischen Studie

auf die Klinische Situation zu ermoglichen, wurden die Knorpeldefekte in dem
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untersuchten Tiermodell erstens ebenfalls in der Hauptbelastungszone im Bereich der
medialen Femurkondyle gesetzt. Zweitens wurde mit der individuell angefertigten
Stanze ein vollschichtiger Defekt entsprechend eines ICRS-Knorpelschadens Grad IIIC
gesetzt. Drittens wurde eine Defektflache von 28,3 mm? gewahlt, die auf den Menschen
Ubertragen etwa einer GroRRe von 63 mm? entspricht (Osterhoff et al. 2011). Damit
erfullte das Defektmodell die typische Lokalisation, Defektflache und Defekttiefe eines
Knorpelschadens, der im klinischen Fall mittels Anbohrung oder Mikrofrakturierung
behandelt worden wére. Bei den unbehandelten Leerkontrollen wurde auf3erdem keine
Spontanheilung der Knorpelschaden innerhalb der 12 Monate Standzeit beobachtet. Mit
einem Durchmesser von d = 6 mm wurde in unserem Schafsmodell also ein ,critical size
defect” gesetzt, der keine Fahigkeit zur Selbstregeneration besal’ (Schneider-Wald et
al. 2013).

6.2 Standardisierte Defektbehandlung

Ziel der Studie war die biomechanische Analyse verschiedener Variablen, die bei der
Durchfiihrung der knochenmarkstimulierenden Verfahren vom Operateur beeinflusst
werden kdnnen. Zunachst wurden die Unterschiede im Regeneratgewebe nach Anboh-
rung und Mikrofrakturierung analysiert. Hierfiir wurden zwei Behandlungsgruppen ein-
gefuhrt, die sich nur anhand des verwendeten Operationsinstrumentes (Ahle bei M3x4
vs. Bohrer bei B3x4) unterschieden. Die Eindringtiefe von 4 mm und der Abstand der
Ldcher zueinander waren in diesen beiden Gruppen jeweils identisch und orientieren
sich dabei an den urspringlichen, operativen Vorgaben von Steadman et al., die auch
so noch heute in der Klinik Anwendung finden (Steadman et al. 2001). Des Weiteren
wurde die Auswirkung der Eindringtiefe in den subchondralen Knochen untersucht.
Steadman et al. sprachen in der urspriinglichen technischen Erlauterung der Mikrofrak-
turierung von 2 — 4 mm Eindringtiefe (Steadman et al. 1997). Neuere Studien schlagen
eine groRere Eindringtiefe in der subchondralen Knochen vor (Zedde et al. 2016; Chen
et al. 2011b). Aus diesem Grund wurde eine weitere Gruppe eingeflihrt, bei der die De-
fekte wiederum mittels Mikrofrakturierung mit einer Ahle mit drei Perforationen behan-
delt wurden (M3x2). In dieser Gruppe wurde allerdings nur eine Eindringtiefe von 2 mm
zugelassen. Die Recherche zur préklinischen Studienlage knochenmarkstimulierender
Verfahren ergab, dass bisher keine Studie die Lécherdichte innerhalb des Defektberei-
ches untersucht hatte. Die letzte Behandlungsgruppe (B6x4) wurde also in Anlehnung
an Gruppe B3x4 wiederum mittels Anbohrung mit 4 mm Eindringtiefe behandelt, aber
mit einer doppelt so hohen Dichte an Lochern im Defektbereich. Bei diesen Proben wur-

den 6 Locher im Defektbereich gesetzt, bei der Gruppe B3x4 wurden mit identischem
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Operationsinstrument nur 3 Locher gebohrt. Auf diese Art konnte eine Variable isoliert

analysiert werden, deren Bedeutung bisher nur unzureichend untersucht wurde.

Kroell et al. konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass auch erfahrene Operateure
eine relevante Variabilitat beim Setzen der Mikrofrakturen aufwiesen (Kroell et al. 2014).
Um die Vergleichbarkeit der verschiedenen Behandlungsgruppen sicherzustellen und
die Veranderungen zwischen den Gruppen jeweils nur auf die eine gewiinschte Variable
zu beschranken, wurden bei unserer Defektbehandlung speziell angefertigte Operati-
onsinstrumente verwendet (Abbildung 17). So konnten der senkrechte Eindringwinkel,
die Eindringtiefe und die Dichte der Locher exakt vorgegeben werden (vgl. Kapitel
4.1.2). Diese standardisierte Defektbehandlung stellte eine Neuheit und besondere
Starke des Studiendesigns dar.

Postoperativ kam es bei keinem der Versuchstiere zu Komplikationen. Die Operations-
wunden waren stets reizlos. Da bei den Schafen am jeweils kontralateralen Kniegelenk
eine weitere Studie realisiert wurde, belasteten diese von Beginn an beide Hinterbeine
gleichmafRiig. Eine Entlastung und langsame Aufbelastung der Extremitat, wie es die
Nachbehandlung beim Menschen vorsieht (Welsch et al. 2016), konnte nicht umgesetzt
werden. Dies kdnnte gegebenenfalls einen negativen Einfluss auf die Knorpelregenera-
tion gehabt haben. Falls der mesenchymale Thrombus noch nicht ausreichend gefestigt
war, kénnten durch eine Belastung Gewebeteile losgeldst und die Defektfiillung gestort
worden sein. Andererseits ware durch eine einseitige Behandlung der Gelenke eine
Entlastung des operierten Beines zu erwarten gewesen. Dies héatte durch den fehlenden
mechanischen Reiz die Knorpelregeneration ebenfalls negativ beeintrachtigen kénnen.
Die postoperative Nachbehandlung dieser Studie entsprach der gangigen Vorgehens-
weise bei préklinischen Studien am Grol3tier. Mit einer Standzeit von 12 Monaten ge-
horte diese Untersuchung zeitlich gesehen zu den langeren Studien im Tiermodell (Ze-
dde et al. 2016; Chen et al. 2011b; Orth et al. 2016b; Marchand et al. 2012; Frisbie et
al. 2006b; Eldracher et al. 2014). Nach einer Standzeit von 12 Monaten sollte die Knor-
pelregeneration soweit fortgeschritten sein, dass biomechanische oder histologische
Analysen Unterschiede im Gewebe feststellen konnen (Frisbie et al. 2003). (Schneider-
Wald et al. 2013)

6.3 Makroskopische Beurteilung und quantitative Defektfillung

Die makroskopische Beurteilung der Knorpelregenerate bei Probenentnahme ergab ins-
gesamt sehr uneinheitliche Ergebnisse. Ausgehend vom Rand der Lasionen konnte bei
allen Proben eine konzentrische Defektflllung beobachtet werden (Abbildung 29). Ob
es sich hierbei um neugebildeten Regeneratknorpel oder bestehenden hyalinen Knorpel

handelte, der aus dem umliegenden Knorpelbereich aufgrund der fehlenden Abstiitzung
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in die Lasion hineingedrickt wurde, lie sich makroskopisch nicht beurteilen. Das Ge-
webe legte sich dabei meist zungenférmig ohne feste Verbindung zum subchondralen

Knochen in den Defektbereich.

Bei den Leerkontrollen zeigte sich auRer der geringen Deckung mit umliegendem Ge-
webe keine Fillung der Defekte (Abbildung 30). Es konnte folglich bestatigt werden,
dass es sich bei der GréRe des Knorpelschadens mit Durchmesser d = 6 mm um eine
kritische DefektgroRe handelte, die keine Selbstregeneration zuliel3 (Schneider-Wald et
al. 2013).

Die Bestimmung der quantitativen Defektfullung erfolgte mit dem Bildverarbeitungspro-
gramm ImageJ, das aufgrund seiner guten Zuganglichkeit und Modularitat weite Ver-
breitung in der biomedizinischen Analyse von Bildern gefunden hat (Schindelin et al.
2015). Wahrend die Defektfullung in alteren Studien h&ufig subjektiv vom Untersucher
in verschiedene Grade eingeteilt wurde (Frisbie et al. 2006b; Breinan et al. 2000), nut-
zen Beck et al. in einer neueren Arbeit ebenfalls die objektive Bildanalyse mittels ImageJ
(Beck et al. 2016). Mit Hilfe einer Schwellwertanalyse wurden in dieser Studie der un-
gefullte Defektgrund und das Regeneratgewebe unterschieden. Grundlage der Bildan-
alyse war dabei die zweidimensionale Trennung von Farbténen ohne Tiefenwahrneh-
mung im Bild. Zum Beispiel bei Spiegelungen auf feuchten Versuchsproben stiel3 dieses
Verfahren deshalb an seine Grenzen. In solchen Fallen mussten vom jeweiligen Unter-
sucher geringe Korrekturen der Flachenauswahl vorgenommen werden. Um trotzdem
eine moglichst objektive Messung der Defektfillung zu gewéhrleisten, wurde die Ana-
lyse der Bilder jeweils von drei unterschiedlichen Untersuchern durchgefihrt und es
standen pro Defekt durchschnittlich 2,33 Bilder fur die Auswertung zur Verfiigung. Hier-
fur wurde eine Messanleitung erstellt, die auf zukiinftige, vergleichbare Untersuchungen

Ubertagbar ist.

Bei Betrachtung der prozentualen Defektfiillung aus den flinf Behandlungsgruppen liel3
sich ein relevanter Unterschied zwischen den behandelten Gruppen und der Gruppe
der Leerkontrollen feststellen. Entsprechend dem ersten, makroskopischen Eindruck
waren die Leerkontrollen signifikant geringer mit Gewebe gefillt als alle anderen Be-
handlungsgruppen. Dies bestatigt grundsatzlich die Notwendigkeit einer Defektbehand-
lung. Die gemessene Defektfullung der Leerkontrollen von 45,8% + 8,2% (MW £ SA)
erscheint bei makroskopischer Betrachtung der Knorpelproben sehr hoch. Dies lasst
sich dadurch erkléaren, dass die Untersucher die Defektflache im Rahmen der Messun-
gen vermutlich gré3er als den urspringlichen Defektbereich gewahlt haben. Folglich
ging die Flache des Gewebes, das von aul3en in den Knorpelschaden einwachsen war,

wahrscheinlich zu grol3 in die Messungen ein. Da sich dieser vermeintliche Messfehler
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aber in allen Proben wiederfindet, fuhrt dies zu keiner relevanten Verzerrung der Mess-
ergebnisse. Wirde der Defektbereich kleiner gewahlt werden, ergdbe sich eine groRere
Trennschéarfe zwischen den verschiedenen Gruppen. Die Tendenzen und signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen blieben auf jeden Fall bestehen. Eine Lésung die-
ses Problems ware eine Skalierung der Bilder gewesen. Die Auflage eines Maf3stabs
war unter den sterilen Entnahmebedingungen in diesem Fall allerdings nicht mdglich.
Zukunftig sollte hier tber die Verwendung eines sterilen Lineals nachgedacht werden,

um die Aufnahmen einheitlich skalieren zu kénnen.

Unter den behandelten Gruppen erzielte die 6-fach angebohrte Gruppe (B6x4) mit
84,2% + 6,6% Defektfullung (MW £ SA) ein vielversprechendes Ergebnis. Die Mess-
werte waren signifikant hoher als bei beiden mikrofrakturierten Gruppen (M3x4, M3x2).
Auch die zweite Gruppe der Bohrungen mit einer Anzahl von 3 Bohrléchern (B3x4) war
signifikant mehr gefillt als die Gruppe M3x2. Zwischen den Gruppen, die sich in nur
einer Variablen unterschieden, konnten lediglich Tendenzen festgestellt werden: Eine
hdhere prozentuale Defektfullung wurde jeweils gemessen bei einem tieferen Eindrin-
gen in den subchondralen Knochen (M3x2 vs. M3x4), der Bohrung anstelle der Mikro-
frakturierung (M3x4 vs. B3x4) und einer héheren Anzahl an Locher im Defektbereich
(B3x4 vs. B6x4). Erst die Kombination aller drei Variablen machte den Unterschied zwi-
schen den Behandlungsgruppen aus, sodass die Gruppe der Bohrungen mit maximaler
Anzahl an Bohrléchern und maximaler Eindringtiefe in den Knochen die hdchsten Werte

erreichte.

Beck et al. haben in ihrer préklinischen Studie am Schaf die Knorpelregeneration
26 Wochen nach Mikrofrakturierung, autologer matrixinduzierter Chondrogenese
(AMIC) und konservativer Therapie untersucht (Beck et al. 2016). Dieser Publikation
lassen sich leider Eindringtiefe und Durchmesser des verwendeten Operationsinstru-
mentes nicht enthehmen. Unter der Voraussetzung, dass der verwendete ,Chondro-
Pick® einen Durchmesser von 1,5 mm besal3, errechnet sich aus der Defektgrdf3e und
der Anzahl der Perforationen eine fast identische Locherdichte innerhalb des Defektbe-
reichs wie in den Gruppen dieser Studie mit 3 Léchern (Locherdichte von 17% bei Beck
et al. und 18% in den Gruppen M3x2, M3x4 und B3x4). Die Bestimmung der Defektful-
lung mittels ImageJ ergab bei Beck et al. 33% + 12% bei den Leerkontrollen, 63% +
25% nach Mikrofrakturierung und 68% + 7% nach AMIC (MW + SA). Die Messwerte der
Mikrofrakturierung und der Leerkontrollen fielen folglich geringer aus als bei unseren
Gruppen, wurden allerdings bereits nach 26 Wochen Standzeit ermittelt. Unter Beriick-
sichtigung des zeitlichen Unterschiedes ergeben sich also durchaus konsistente Ergeb-
nisse. Dies bestatigt wiederum die in dieser Arbeit etablierte Methode zur Bestimmung

der quantitativen Defektfullung.
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Letztlich muss bei der Interpretation der hier aufgefiihrten Daten berticksichtigt werden,
dass die gemessene Defektfillung die Gewebedicke der Regenerate auller Acht lasst.
Es handelt sich um eine zweidimensionale Flachendeckung und nicht um das Volumen
des regenerativen Gewebes. AulRerdem gilt es zu hinterfragen, ob eine hohere Defekt-
fullung mit einer besseren Defektbehandlung gleichzusetzen ist. Schliel3lich erlaubt die
Defektfullung keinen Rickschluss auf die Qualitdt und biomechanische Kompetenz des
Regeneratgewebes. Eine mdglichst vollstdndige Defektfiillung ist aus mechanischer
Sicht aber entscheidend, um die Lasten im Gelenk auf eine gré3ere Flache zu verteilen

und damit den umliegenden und artikulierenden Gelenkknorpel zu schonen.

6.4 Lokale Knorpeldicke

Zu Beginn der biomechanischen Untersuchung erfolgte jeweils die Bestimmung der Di-
cke der Knorpelregenerate und des nativen Knorpels, um die anschlie3ende Probenin-
dentation in standardisierten, dehnungsabhangigen Stufen durchfihren zu kénnen. Zur
Knorpeldickenmessung wurden in der Literatur bereits neben einer rein optischen Be-
stimmung die Nadelindentation und Ultraschall-basierte Verfahren beschrieben (Jurve-
lin et al. 1995). Bei der optischen Bestimmung wird die Dicke an einem Querschnitt
durch das zu untersuchende Gewebe mit Hilfe einer Schieblehre bestimmt (Jurvelin et
al. 1987). Die Nadelindentation ist ein invasives Messverfahren, bei dem mit einer Nadel
in die Gewebeprobe gestochen wird und der Durchstich durch die Knorpeloberflache
sowie das Erreichen der subchondralen Platte am Kraftausschlag registriert werden
(Hoch et al. 1983). Weil bei beiden beschriebenen Verfahren die Probe lokal beschadigt
wird, kamen sie fiir diese Studie nicht in Frage. Die Ultraschall-basierte Technik beruht
auf der Reflektion einer mechanischen Welle an der Tidemark bzw. der Schicht des
kalzifizierten Knorpels (Modest et al. 1989; Rushfeldt et al. 1981; Toyras et al. 2003).
Da bei faserknorpelartigen Regeneraten nicht von einer charakteristischen Schichtung
des Gewebes mit Ausbildung einer Tidemark auszugehen ist, war diese Methode
ebenso ungeeignet zur Untersuchung der Proben. Es wurde folglich eine neue Methode
zur Knorpeldickenmessung etabliert, die mechanische Knorpeldickenmessung
(Abbildung 24). Mit einem zylindrischen Indenter mit Durchmesser d = 0,8 mm wurde
die Hohe des Regeneratgewebe sowie des daneben freiliegenden Knochens bestimmit.
Die Kraft, mit der die Position auf dem Knochen angefahren wurde (5 N), wurde gewabhlt,
um moglicherweise vorhandenes Gewebe an dieser Stelle zu komprimieren und die
Knochenoberflache zu messen. Im Gegensatz dazu wurde fir die Bestimmung der
Hohe des Knorpelregenerates ein sehr geringer Kraft-Trigger (5 mN) verwendet, der

schon den Kontakt mit weichstem Gewebe registrierte. Ermdglicht wurde dieses neue
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Messverfahren durch die hohe Kraftauflosung der verwendeten Prifmaschine (Fohr et
al. 2012).

Die Dicke des Gelenkknorpels im menschlichen Kniegelenk wird mit durchschnittlich
2,2 — 2,5 mm angegeben. Sie unterschiedet sich innerhalb des Kniegelenks und ist am
grofdten im Bereich des Tibiaplateaus (Schneider-Wald et al. 2013; Frishie et al. 2006a;
Franz et al. 2001; Mow et al. 1992). Der hyaline Knorpel von Schafen ist deutlich diinner
und wird in der Literatur mit einer durchschnittlichen Dicke von 0,4 — 0,7 mm angegeben
(Schneider-Wald et al. 2013; Frisbie et al. 2006a). Die gemessene Knorpeldicke unserer
nativen Knorpelproben lag mit 0,669 + 0,249 mm (MW + SA) also in dem zu erwarten-
den Bereich fir Schafsknorpel. Wahrend bei den drei Behandlungsgruppen mit 4 mm
Eindringtiefe keine signifikant abweichende Knorpeldicke gemessen wurde, fiel die
durchschnittliche Dicke des regenerativen Gewebes in der Gruppe mit nur 2 mm Ein-
dringtiefe (M3x2) mitd = 0,429 £+ 0,210 mm (MW % SA) signifikant geringer aus als beim

nativen Knorpel.

Die gemessene lokale Knorpeldicke stellt einen punktuellen Wert auf einer der Regene-
ratinseln dar. Sie darf nicht als flachendeckende Dicke des Regeneratgewebes inter-
pretiert werden. Ziel der Messungen war nicht der Vergleich mit den Knorpeldicken an-
derer praklinischer Studien. In ersten Linie sollten die individuellen, dickenabhangigen
Dehnungsstufen der Probenindentation berechnet werden kénnen. Die beschriebene
Dickenmessung eignete sich hierfur sehr gut. Aus der Dickenmessung ergeben sich
dennoch zwei weitere bemerkenswerte Schlussfolgerungen: Erstens erreichte nur eine
Gruppe, namlich die Gruppe mit der geringsten Eindringtiefe in den subchondralen Kno-
chen, signifikant geringere Knorpeldicken im Vergleich zum nativen Knorpel. Eine ge-
ringere Eindringtiefe bei der Mikrofrakturierung hat sich also negativ auf die Ausbildung
einer physiologischen Gewebedicke ausgewirkt. Zweitens unterscheiden sich die ande-
ren Behandlungsgruppen wie beschrieben nicht signifikant von dem nativen Knorpel. Es
ist durch eine optimierte Behandlung also mdglich, Regenerate zu generieren, die be-

zogen auf die Knorpeldicke dem urspringlichen nativen Knorpel in nichts nachstehen.
6.5 Elastizitditsmoduln und viskoelastisches Verhalten

Es existieren verschiedene, etablierte Methoden zur Prifung der biomechanischen Ei-
genschaften von Knorpelproben in-vitro. Die in dieser Arbeit angewandte Indentation
zeichnet sich dabei im Vergleich zur Confined oder Unconfined Compression durch die
groRte Ahnlichkeit zur Belastung in-vivo aus (Mansour 2003). Wahrend die Confined
und Unconfined Compression an ausgestanzten Probenzylindern durchgefuhrt werden,
erlaubt die Indentation die Verwendung grof3er osteochondraler Proben, bei denen

Knorpel und Knochen in ihrem physiologischen Verbund untersucht werden kénnen. Da
64



Diskussion

hierbei im Gegensatz zu anderen Testverfahren keine zusatzlichen kinstlichen Effekte
am Probenrand entstehen, wird die Indentation auch als in-situ-Verfahren bezeichnet
(Hurschler und Abedian 2013; Lu und Mow 2008; Mansour 2003).

Die hier angewandte Knorpelindentation wurde in Anlehnung an den von Toyrés et al.
beschriebenen Stufenversuch durchgefuhrt (Toyras et al. 1999). In drei unterschiedli-
chen Behandlungsgruppen fihrten die Autoren in ihrer Studie eine enzymatische De-
gradierung von Rinderknorpel durch. In der ersten Gruppe wurde das aus Kollagenfa-
sern bestehende Grundgerist des Knorpels durch Beigabe einer Kollagenase zerstort.
Die nachste Gruppe wurde mit einer Chondroitinase behandelt, sodass etwa die Halfte
der im Gewebe befindlichen Proteoglykane zersetzt wurden. Die letzte Gruppe wurde
als Kontrollgruppe ohne Zusatz von Enzymen unter identischen Rahmenbedingungen
fur die gleiche Zeit inkubiert. TOyras et al. fihrten anschliel3end eine Gewebecharakte-
risierung mittels hochfrequentem Ultraschall, mechanischer Indentation und mikrosko-
pischer Untersuchung durch. Die enzymatisch degradierten Knorpelproben zeigten ne-
ben Veranderungen im Ultraschall beide signifikant geringere Elastizitatsmoduln als die
Kontrollgruppe. Sowohl der Verlust von Kollagen als auch von Proteoglykanen flihrte
also zur Erweichung des Gewebes. Des Weiteren wurde bei der mit Chondroitinase
behandelten Gruppe eine Anderung im viskoelastischen Verhaltens beschrieben. Die
Autoren berechneten dazu ein Verhaltnis zwischen den Spitzenkraften zu Beginn einer
Indentationsstufe und den Kraften im Equilibrium am Ende einer Indentationsstufe (vgl.
Kapitel 4.3.2). Dieses Krafteverhaltnis vergréRerte sich signifikant beim Knorpel mit ver-
ringertem Gehalt an Proteoglykanen. Das Versuchsprotokoll von Téyras et al. hatte sich
folglich zur Untersuchung von Knorpelgewebe mit veranderter Zusammensetzung und
teilweise minderwertigen biomechanischen Eigenschaften bewahrt. Da wir bei dem re-
generativen Ersatzgewebe in unserer praklinischen Studie dhnliche strukturelle und bi-
omechanische Unterschiede erwarteten, wahlten wir den Stufenversuch zur Prifung

unserer Knorpelproben. (Toyras et al. 1999)

Der Stress-Relaxations-Versuch wurde positionsgeregelt mit einem soliden, zylindri-
scher Indentor (Durchmesser d = 0,8 mm) durchgefihrt (F6hr et al. 2012). Bei einer po-
sitionsgeregelten Indentation verandert der Stempel seine Position um einen festgeleg-
ten Weg und bewirkt dabei eine gewuinschte Dehnung der Probe. Gleichzeitig misst das
Prifsystem die Kréafte, die fur die Realisierung und das Halten dieser Dehnungsstufe
aufgebracht werden mussen. Unsere Versuchsproben wiesen unterschiedlichste Knor-
peldicken auf und trotzdem sollten einheitliche Dehnungsstufen vorgeben werden. Des-
halb wurde fur jeden Indentationsversuch ein individueller Weg-Zeit-Verlauf berechnet
und Uber die interaktive Benutzeroberflache des Priifsystems eingegeben. Die stufen-

weise Indentation erfolgte in 15 Schritten bis zu einer maximalen Dehnung von 40%
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(zunachst 10 Schritte a 2% Dehnung, im Anschluss 5 Schritte & 4% Dehnung). Die Kom-
pressionsschritte wurden mit einer Geschwindigkeit von 1,0 mm/min realisiert. Nach je-
weils 100 s Relaxation wurde der néchste Schritt begonnen. Fir eine 2%ige Dehnung
betrug der Weg des Indentors zwischen 8,6 um bei der Gruppe M3x2 und 12,7 um bei
der Gruppe Nativ (Angaben entsprechen dem Median). Um den Indentationsversuch
auf der Knorpeloberflache zu starten, wurde diese mit einem minimalen Kraft-Trigger
von 5 mN wie bei der Knorpeldickenmessung angefahren. Diese geringen Kraft- und
individuellen Positionsveranderungen konnten aufgrund der feinen Ausregulierung und
hohen Sensitivitat des verwendeten Prifsystems realisiert werden (Fohr et al. 2012). Zu
Beginn einer Indentationsstufe kommt es aufgrund der plétzlichen Dehnungssteigerung
zu einer viskdsen Stromung innerhalb der fluiden Phase. Sie wird aus der festen Phase
herausgepresst oder versteilt sich innerhalb dieser durch Poren im Gewebe (Mow et al.
1984). Dabei entsteht ein Reibungswiderstand, der dem Gewebe eine hohe Spannung
verleiht. Diese kann als Spitzenkraft F,.q, zu Beginn jeder Indentationsstufe gemessen
werden (Toyras et al. 1999). Wird die Dehnung auf dieser Stufe beibehalten, lasst die
Spannung nach und erreicht einen Tiefpunkt (Lu und Mow 2008). Sie wird im Indentati-
onsversuch als Kraft im Gleichgewicht bzw. Equilibrium F,g,;; gemessen. Wahrend die
Spannung zu Beginn der Kompression also auf dem Strémungswiderstand der fluiden
Phase und damit auf der Permeabilitdt des Gewebes beruht, ist die Spannung im
Equilibrium von der Steifigkeit der soliden Matrix abhangig (Mow et al. 1984; Makela
und Korhonen 2016; Korhonen et al. 2002; Li et al. 1999).

Aus den jeweils am Ende der Relaxationsphase gemessenen Kraften im
Equilibrium Feg,;; wurde fir jede Indentationsstufe die Spannung o berechnet. Diese
wurde anschlie3end im Spannungs-Dehnungs-Diagramm aufgetragen. Zur Berechnung
des Elastizitdtsmoduls E,cqsurea Wurde die Steigung im linearen Bereich des
Spannungs-Dehnungs-Diagramms  ermittelt. Hierfir erfolgte die automatisierte
Berechnung einer Regressionsgerade durch Microsoft Excel. Die
Korrelationskoeffizienten der Regressionsgeraden erreichten Werte zwischen
96,1% + 2,8% bei der Gruppe B3x4 und 98,7% + 1,1% beim nativen Knorpel (MW *
SA). Dies bestatigt die vorausgesetzte lineare Steigung im ausgewahlten Bereich der
Spannungs-Dehnungs-Kurve. Der endgultige Elastizitdtsmodul E wurde mit der von
Toyras et al. beschriebenen Formel berechnet (Toyras et al. 1999). Neben dem
gemessenen E-Modul E,,.qsurea dingen der Radius des Indentors a = 0,4 mm, die
individuelle Knorpeldicke h, die Poisson’s ratio v = 0,1 (nach Jurvelin et al. 1997),
sowie der Skalierungsfaktor k in die Berechnung ein. Der Skalierungsfaktor x musste
fur jede Messung individuell berechnet werden. Zhang et al. haben zu diesem Zweck
eine Wertetabelle erarbeitet und vorgeschlagen die fehlenden Werte mittels linearer
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Interpolation zu berechnen (Zhang et al. 1997). Durch den eingeschréankten
Wertebereich W(k) = [1,209; 3,999] mussten insgesamt zwei Messungen verworfen
werden, da sich fur sie kein k berechnen lie3. Betroffen waren Messungen von Proben
mit sehr geringer Knorpeldicke der Gruppe M3x2 und der Gruppe B6x4, sodass sich in
diesen Gruppen der Stichprobenumfang fur die Berechnung des Elastizitdtsmoduls E
jeweils auf n =11 reduzierte. Durch die Identifikation und Eliminierung von zwei
Ausrei3ern in der Gruppe M3x2 und einem Ausreil3er in der Gruppe M3x4 verringerte
sich der Stichprobenumfang in diesen Kategorien nochmals geringfugig. Mit einer
GrolRe von n =9 enthielt die Behandlungsgruppe M3x2 die geringste, aber dennoch
hinreichende Anzahl an Werten fur den E-Modul.

Der ermittelte Elastizitatsmodul der Knorpelregenerate, die mit Anbohrung behandelt
wurden (B3x4, B6x4), wies in den Untersuchungen nach 12-monatiger Standzeit keinen
statistisch signifikanten Unterschied zu dem E-Modul des nativen Knorpels auf. Die bei-
den mit Anbohrung therapierten Gruppen unterschieden sich hinsichtlich des Elastizi-
tatsmoduls ebenfalls nicht statistisch signifikant voneinander. Die Anzahl der Perforati-
onen im Defektbereich hatte also keine entscheidende Auswirkung auf die mechanische
Kompetenz des Gewebes. Im Gegensatz dazu wurde bei beiden mikrofrakturierten
Gruppen (M3x2, M3x4) ein geringerer Elastizitatsmodul gemessen als beim nativen
Knorpel und bei den Regeneraten nach Anbohrung. Aus der Mikrofrakturierung resul-
tierte ein weicheres Regeneratgewebe als aus der Anbohrung mit identischer Eindring-
tiefe und Locherdichte (M3x4 vs. B3x4). Keinen statistisch signifikanten Unterschied be-
wirkte dagegen die geringere Eindringtiefe von 2 mm in der Gruppe M3x2 gegeniber
der Eindringtiefe von 4 mm in der Gruppe M3x4. Zusammenfassend bildete sich nach
der Mikrofrakturierung ein Gewebe mit geringerem E-Modul aus als im gesunden und
im mit Anbohrung behandelten Knorpelgewebe. Die Knorpelregeneration nach Anboh-
rung brachte dagegen ein Gewebe mit ahnlicher biomechanischer Kompetenz hervor
wie es der physiologische, native Knorpel besal3. Die absoluten Werte des E-Moduls
aus der Arbeit von Toyras et al. kbnnen nicht mit unseren ermittelten Werten verglichen
werden, da die finnischen Forscher Rinderknorpel und zudem einen anderen Indentor
verwendet hatten. Trotzdem erinnert der geringe Elastizitdtsmodul der mikrofrakturier-
ten Gruppen in unserer Arbeit an den enzymatisch degradierten, minderwertigen Knor-
pel, den Téyras et al. untersucht hatten (Toyras et al. 1999). Im Rahmen weiterer histo-
logischer und biochemischer Analysen sollten mdgliche Parallelen in der
Knorpelstruktur zwischen unseren Regeneraten und dem enzymatisch degradierten
Knorpel untersucht werden. Dariiber hinaus zeigten die Messungen, dass mit dem in

dieser Arbeit verwendeten Prifsystem vergleichbare, mechanische Untersuchungen
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von enzymatisch degradiertem Schafsknorpel realisierbar wéren. Diese kénnten wiede-
rum Rulckschlisse auf die Funktion des Regeneratknorpels erlauben. Der Grund fir die
unterschiedlichen biomechanischen Eigenschaften der Regenerate liegt nach Auffas-
sung des Autors in der andersartigen Eréffnung des subchondralen Knochens. Aus die-
sem Grund wurde wahrscheinlich auch zwischen den zwei mit Anbohrung behandelten
Gruppen kein Unterschied hinsichtlich des Elastizitdtsmoduls festgestellt. Die héhere
Locherdichte der Gruppe B6x4 erbrachte die hochste quantitative Defektfullung, hatte
aber keine Auswirkung auf die mechanischen Eigenschaften. Die Perforation des Kno-
chens mit der Ahle anstelle des Bohrers hatte dagegen einen Einfluss auf die mechani-
sche Kompetenz des Gewebes. Wie in einer von Chen et al. durchgefihrten praklini-
schen Studien gezeigt wurde, entfernte die Anbohrung effektiv alle Knochentrimmer,
es entstanden saubere Rander in den Bohrkanalen und die feinen Tunnel in die Trab-
ekel des subchondralen Knochens hinein blieben ertffnet (Abbildung 39). Im Gegensatz
dazu bewirkte das Stof3eln mit einer Ahle eine Frakturierung und Verdichtung der an-
grenzenden Knochenstrukturen. Die Hohlraume zwischen den Knochenbalkchen wur-
den versiegelt, was das Austreten des Blutes mit den mesenchymalen Stammzellen aus
dem Knochenmark erschwerte. Dartiber hinaus wurden bei der Mikrofrakturierung sig-
nifikant mehr leere Osteozytenlakunen gefunden als bei der Anbohrung, was von den
Autoren auf eine direkte mechanische Schadigung der Osteozyten und die Abscherung
des Gewebes zuriickgefuihrt wurde (Chen et al. 2009). Wahrend des Bohrvorgangs
wurde auf eine sorgfaltige Spulung geachtet. Hierdurch kann eine schadigende Hitze-
entwicklung beim Bohren in Knochen effektiv verhindert werden (Augustin et al. 2008).
Eine solche computertomographische Untersuchung der osteochondralen Probensti-
cke aus unserer Studie kann weitere wichtige Aspekte der Knorpelregeneration identifi-

zieren.

Zur Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften wurde im stufenweisen In-
dentationsversuch fir jede Untersuchungsgruppe neben dem E-Modul zusétzlich das
Verhaltnis der Spitzenkrafte Fy.q, zu den Kraften im Equilibrium F,q,; berechnet. Die
Bestimmung erfolgte fur die Indentationsstufen 7, 8 und 9 entsprechend 14%, 16% und
18% Dehnung (vgl. Kapitel 4.3.2). Konnte in einzelnen Fallen die vorgegebene Dehnung
nicht unmittelbar zu Beginn der Indentationsstufe realisiert werden, wurde dieser Schritt

aus der Messung ausgeschlossen, um Verfalschungen der Spitzenkréfte zu vermeiden.
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Abbildung 39: Bilder von Kaninchen-Trochlea aus dem micro-CT mit vertikaler Schnitt-
fihrung durch die Perforationslocher einen Tag nach Anbohrung (B) und
Mikrofrakturierung (MF). Die geflillten Pfeilspitzen zeigen den verdichte-
ten, frakturierten Knochen um die mikrofrakturierten Locher. Die leeren
Pfeilspitzen markieren Offnungen in den subchondralen Raum nach An-
bohrung. Als Eindringtiefe wurden 2 mm gewabhlt. (modifiziert nach Chen
et al. 2009)

Die Krafteverhaltnisse von nativem Knorpel, M3x2 und M3x4 unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. In diesem Fall wichen die Gruppen der angebohrten Knorpel-
proben von den restlichen Gruppen aber ab. Die Dehnung des mittels Anbohrung be-
handelten Regeneratgewebes aus Gruppe B3x4 bewirkte verhaltnismalig héhere Spit-
zenkrafte als die Dehnung der mikrofrakturierten und ansonsten identischen
Behandlungsgruppe M3x4. Bei Toyras et al. wiesen die Proben mit geringerem Gehalt
an Proteoglykanen ein hoheres Kréfteverhaltnis, aber einen geringeren E-Modul als die
Vergleichsgruppen auf (Toyras et al. 1999). In unseren Untersuchungen besaf3en die
beiden Gruppen mit den hohen Spitzenkréften (B3x4, B6x4) allerdings keinen niedrige-
ren Elastizitdtsmodul als der physiologische, native Knorpel. Sie wiesen trotz grof3erem
Krafteverhaltnis sogar einen héheren E-Modul im Equilibrium auf als die mikrofrakturier-
ten Gruppen. Insgesamt lasst sich das hoéhere Krafteverhaltnis der mit Anbohrung be-
handelten Proben nur schwer interpretieren. Das Gewebe besall am Ende der Relaxa-
tionsphase, als die fluide Phase nicht mehr in Bewegung war, eine héhere Spannung
als die mikrofrakturierten Proben. Gleichzeitig traten allerdings initial héhere Spitzen-
krafte auf, was durch eine veréanderte Permeabilitat innerhalb des Regeneratgewebes
hervorgerufen werden kann (Mow et al. 1984). Eine Verminderung der Permeabilitat
wirde eine Erhdhung des Stromungswiderstandes im Gewebe und damit der Krafte, die
zu Beginn der Dehnungssteigerung auftreten, bewirken. Um herauszufinden ob oder

inwieweit die unterschiedlichen viskoelastischen Eigenschaften mit dem strukturellen
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Aufbau der Knorpelregenerate korrelieren, bedarf es neben der biomechanischen Pri-

fung zuséatzlicher Analysen von Histologie und Biochemie der Regenerate.

6.6 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurde ein praklinisches Tiermodell realisiert, das hinsichtlich Defekt-
grofRe und -lokalisation auf die bestehende klinische Situation ausgerichtet war. Durch
die standardisierte Defektbehandlung der umschriebenen vollschichtigen Knorpelscha-
den konnten Variablen der knochenmarkstimulierenden Verfahren analysiert werden,
die in der Literatur bislang nur wenig Beachtung gefunden hatten. Um die Defektflllung
in den hier betrachteten 12-Monatsgruppen zu quantifizieren, wurde eine halbautomati-
sierte Schwellwert-basierte Bildanalyse vorgenommen. Es wurde eine mechanische
Knorpeldickenmessung durchgefiihrt, die sich fur die zerstérungsfreie Untersuchung
von Knorpelregeneraten bewéhrte. Mit Hilfe der stufenweisen Indentation konnten die
wichtige mechanische Kompetenz der Knorpelregenerate bestimmt und viskoelastische
Eigenschaften identifiziert werden. Der Studienaufbau und die Auswertungsmethoden
haben es ermdglicht, das regenerative Ersatzgewebe mit Hilfe mechanischer Analysen
guantitativ zu beschreiben. Wahrend die Erhdhung der Lécherdichte im Defektbereich
die grof3te prozentuale Defektfullung bewirkte, wurde durch die Verminderung der Ein-
dringtiefe in den Knochen die Knorpeldicke negativ beeinflusst. Nach der Anbohrung
des subchondralen Knochens wurde im Vergleich zur Mikrofrakturierung ein héherer E-
Modul gemessen, der dem nativen E-Modul sehr ahnlich war. Zusammenfassend ergibt
sich aus unseren praklinischen biomechanischen Untersuchungen also die Empfeh-
lung, die Knochenmarkstimulierung mittels Anbohrung, maximaler Dichte an Léchern im
Defektbereich und mit einer Eindringtiefe von mindestens 4 mm durchzuftihren. Der
Vergleich mit histologischen, biochemischen und radiologischen Auswertungen stellt die
nachsten Arbeitsschritte dar, um den interdisziplindren Charakter der Thematik zu fes-

tigen.
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7 Zusammenfassung

Hintergrund:

Mikrofrakturierung und Anbohrung des subchondralen Knochens sind etablierte Metho-
den zur regenerativen Behandlung lokaler Defekte im Gelenkknorpel. Zur Analyse wich-
tiger Variablen in der operativen Ausflihrung dieser Methoden wurden bislang nur we-
nige standardisierte, praklinische Studien durchgefihrt. Darlber hinaus werden
vornehmlich histologische und biochemische Untersuchungen angestellt, im Gegensatz
zur deutlich selteneren Evaluierung von biomechanischen Parametern. Fir die Funkti-
onsweise von Gelenkknorpel ist die Quantifizierung dieser mechanischen, viskoelasti-
schen Eigenschaften jedoch unabdingbar, da das Regeneratgewebe in der Lage sein
muss, die urspriinglichen, physiologischen Lasten spater wieder zu Gibernehmen.

Material und Methodik:

Untersucht wurden Proben von 33 adulten Schafen mit umschriebenen Knorpeldefek-
ten, die 12 Monate nach standardisierter, operativer Behandlung durch knochenmark-
stimulierende Verfahren entnommen wurden. Die finf Behandlungsgruppen unterschie-
den sich hinsichtlich der Methode zur Er6ffnung des subchondralen Knochens
(Mikrofrakturierung vs. Anbohrung vs. unbehandelte Leerkontrollen), der Eindringtiefe
in den Knochen (2 mm vs. 4 mm) und der Ldcherdichte (3 Lécher vs. 6 Lécher im De-
fektbereich). Um die quantitative Defektflillung zu ermitteln, wurde eine halbautomati-
sierte, Schwellwert-basierte Bildanalyse durchgefiihrt. Zur Bestimmung der lokalen Ge-
webedicke der Regenerate wurde eine mechanische Dickenmessung angewandt. Die
biomechanische Untersuchung des beobachteten Regeneratknorpels erfolgte in Form
einer stufenweisen dehnungsabhangigen Indentation mit je einer Relaxationsphase von
100 s unter Verwendung eines zylindrischen Prifstempels (d = 0,8 mm). Neben dem im
Defekt entstandenen Regeneratknorpel wurden native Knorpelareale mechanisch ge-
pruft. Alle Proben befanden sich zehn Minuten vor, wie auch wahrend der Messung in
einer Pufferlésung (PBS) bei Raumtemperatur. Fur die Bestimmung des Elastizitatsmo-
duls unter Verwendung des Stufenversuchs wurde auf bekannte Berechnungsformeln

aus der Literatur zurtickgegriffen (TOyras et al. 1999).
Ergebnisse:

Die unbehandelten Leerkontrollen zeigten nach einer Standzeit von 12 Monaten keine
Selbstregeneration. Bei der hdchsten Dichte an Lochern im Defektbereich (B6x4)
konnte mit 84,2% + 6,6% (MW = SA) die hochste prozentuale Defektfullung ermittelt

werden. Die beiden mikrofrakturierten Gruppen erreichten im Vergleich dazu statistisch
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signifikant geringere Werte (M3x2: 64,8% + 13,5% mit p < 0,001; M3x4: 70,7% £ 11,4%
mit p < 0,05). Die gemessene Knorpeldicke unterschied sich nur in der Gruppe M3x2
mit der geringeren Eindringtiefe statistisch signifikant von der nativen Knorpeldicke
(0,429 £ 0,210 mm vs. 0,669 * 0,249 mm; p < 0,05). Alle anderen Behandlungsmetho-
den erreichten Knorpeldicken, die sich nicht signifikant vom nativen Knorpel unterschie-
den. Der berechnete Elastizitatsmodul betrug beim nativen Knorpel 0,63 = 0,34 MPa,
nach Behandlung durch Anbohrung mit 3 Léchern (B3x4) 0,71 + 0,39 MPa und mit 6
Lochern (B6x4) 0,66 + 0,38 MPa. Nach der Mikrofrakturierung wurden mit
0,16 + 0,17 MPa (M3x2) und 0,17 + 0,18 MPa (M3x4) statistisch signifikant geringere
Elastizitatsmoduln gemessen als nach der Anbohrung. Aus der stufenweisen Indenta-
tion wurde auf3erdem das Verhéltnis der Spitzenkraft zur Kraft im Gleichgewichtszu-
stand ermittelt, um das viskoelastische Materialverhalten vergleichen zu kdénnen. Fir
den nativen Knorpel betrug dieser dimensionslose Quotient 1,72 + 0,25, nach Mikro-
frakturierung 1,99 £ 0,83 (M3x2) bzw. 1,75+0,44 (M3x4) und nach Anbohrung
2,99 + 1,41 (B3x4) bzw. 2,66 £ 0,86 (B6x4). Die Krafteverhaltnisse nach Anbohrung wa-
ren damit statistisch signifikant hdher als beim nativen Knorpel und nach Mikrofrakturie-

rung.
Diskussion:

Aus den Versuchen folgt, dass nach Anbohrung ein @hnlicher Elastizitatsmodul gemes-
sen wird wie bei nativem Knorpel. Bei der Mikrofrakturierung sind die Werte hingegen
signifikant geringer. Dartber hinaus kann durch die Anbohrung eine héhere prozentuale
Defektfillung erreicht werden, die zusatzlich durch eine hohe Dichte an Perforationen
verbessert wird. Eine geringere Knorpeldicke wurde lediglich bei der Mikrofrakturierung
mit 2 mm Eindringtiefe gemessen. Hierdurch wird bestétigt, dass die Eindringtiefe in den
subchondralen Raum bei der Knorpelregeneration von hoher Bedeutung ist. Das unter-
schiedliche viskoelastische Verhalten nach Anbohrung und nach Mikrofrakturierung
deutet auf eine andersartige Knorpelstruktur der jeweiligen Regenerate hin. Die geplan-
ten histologischen und biochemischen Analysen der Knorpelregenerate lassen auf neue
Erkenntnisse hoffen. Methodisch hat sich die stufenweise Indentation auch bei Rege-
neratgewebe als hervorragendes Messverfahren erwiesen und wird auch in Zukunft

eine grofRe Rolle bei vergleichenden Gewebeuntersuchungen spielen.
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Anhang

Anhang

Die beigefiigte CD beinhaltet eine digitale Kopie der Dissertationsschrift sowie Rohda-

ten aller in der Arbeit enthaltenen Messungen und deren Auswertungen.

Die einzelnen Werte der Versuchsproben aus der biomechanischen Prifung sowie der
Messung der prozentualen Defektflllung werden dariiber hinaus in den folgenden Ta-
bellen dargestellt (Tabelle 10 und 11). R-Quadrat ist dabei der Korrelationskoeffizient
der Regressionsgeraden im linearen Bereich des Spannungs-Dehnungs-Diagramms,
Emeasured iSt die Steigung der Regressionsgeraden im Spannungs-Dehnungs-Diagramm
und E-Modul ist der nach Toyras berechnete Elastizitatsmodul (Toyrés et al. 1999).
8 markiert einen extrapolierten Wert fiir den Skalierungsfaktor k, der auf3erhalb des an-
gegebenen Wertebereiches fir k liegt und deshalb die Berechnung des E-Moduls fir
diese Versuchsprobe verhindert. # markiert einen mit der ROUT-Methode identifizierten
und eliminierten Ausreil3er innerhalb der Gruppe der Messwerte.

Tabelle 10:  Wertetabelle der biomechanischen Priifung fur die einzelnen Versuchs-

proben.
TUM Code Gruppe | Knorpel- | Skalierungs- | R-Quad- | Emeasured, | E-Modul | Fpeak/Fequil,
dicke h, |faktor k rat, % MPa E, MPa |N/N
mm (Zhang '97)
mifOlrak Nativ 1,201 1,377 98,10 4,142 1,559 1,543
mif02lak Nativ 0,851 1,551 97,30 1,894 0,892 1,562
mif03lak Nativ 0,651 1,739 99,01 0,537 0,295 1,739
mifO4rak-1 Nativ 0,620 1,782 99,17 1,834 1,032 1,900
mifO5lak Nativ 0,297 2,899 99,52 0,397 0,287 1,537
mifO6rpk-1 Nativ 0,964 1,480 99,62 0,798 0,348 1,417
mif07lab34 Nativ 0,462 2,097 94,24 0,190 0,122 # 4,467
mif08rab34 Nativ 1,020 1,451 97,61 3,207 1,348 1,702
mif09lab34 Nativ 0,837 1,561 97,00 1,378 0,656 2,257
mif10lab34 Nativ 0,765 1,620 99,74 1,413 0,710 1,424
mifllrpb34-1 | Nativ 1,154 1,394 97,94 2,172 0,840 1,574
mifl12lpm34-1 | Nativ 0,985 1,469 98,70 2,003 0,861 1,824
mifl3lam34 Nativ 0,463 2,094 99,39 0,610 0,391 1,505
mifl4rab34 Nativ 0,588 1,831 98,76 1,493 0,863 1,954
mif15lam32 Nativ 0,972 1,476 98,58 1,558 0,676 1,756
mifl6ram34 Nativ 0,522 1,952 97,12 0,553 0,338 1,978
mifl7lam34 Nativ 0,480 2,049 98,09 0,188 0,119 1,788
mifl8ram34 Nativ 0,480 2,049 99,41 0,645 0,408 1,646
mif19ram32 Nativ 0,838 1,561 98,45 0,508 0,242 1,613
mif20lam32 Nativ 0,539 1,918 98,96 1,211 0,729 2,100
mif21ram32 Nativ 0,621 1,781 98,92 1,315 0,740 1,638
mif22lam32 Nativ 0,533 1,930 99,36 0,940 0,569 2,091
mif23ram32 Nativ 0,349 2,550 99,61 0,530 0,371 1,295
mif24lam32 Nativ 0,873 1,536 99,78 2,057 0,954 1,723
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TUM Code Gruppe | Knorpel- | Skalierungs- | R-Quad- | Emeasured, | E-Modul | Fpeax/Fequil,
dicke h, |faktor k rat, % MPa E, MPa |N/N
mm (Zhang '97)
mif25rab64 Nativ 0,635 1,761 99,71 1,666 0,927 1,858
mif26rab64 Nativ 0,254 3,291 98,50 0,379 0,282 1,334
mif27lab64 Nativ 0,690 1,693 99,91 1,136 0,605 1,378
mif28rab64-1 | Nativ 0,423 2,215 98,92 0,809 0,537 1,452
mif29lab64 Nativ 0,665 1,721 98,97 1,250 0,679 2,067
mif30lab64 Nativ 0,772 1,613 98,58 0,849 0,424 1,893
mif3lram34 | Nativ 0,275 3,087 99,67 0,273 0,200 2,065
mif32rab34 Nativ 0,820 1,574 99,75 2,037 0,982 1,623
mif33rab34 Nativ 0,471 2,072 99,44 1,074 0,684 1,908
mif19ram32 M3x2 0,471 2,072 94,46 0,064 0,041 2,625
mif19rpm32 M3x2 0,449 2,134 94,14 0,031 0,020 1,194
mif20lam32 M3x2 0,322 2,717 98,46 0,751 0,534 2,389
mif20lpm32 M3x2 0,856 1,548 99,03 0,263 0,123 1,648
mif21ram32 M3x2 0,223 3,655 97,95 34,405 | # 26,257 1,184
mif21rpm32 M3x2 0,635 1,761 96,69 0,497 0,276 1,803
mif22lam32 M3x2 0,047 § 14,846 84,38 0,015 - 1,500
mif22lpm32 M3x2 0,522 1,952 99,50 1,474 | #0,900 3,811
mif23ram32 M3x2 0,336 2,627 96,70 0,081 0,057 1,270
mif23rpm32 M3x2 0,297 2,899 96,95 0,301 0,217 1,821
mif24lam32 M3x2 0,576 1,851 98,54 0,233 0,136 3,102
mif24lpm32 M3x2 0,411 2,256 94,12 0,022 0,014 1,500
mif12lpm34-1 | M3x4 0,873 1,536 98,65 0,127 0,059 1,621
mif12lpm34-2 | M3x4 0,876 1,534 96,19 0,119 0,055 2,117
mif13lam34 M3x4 0,449 2,134 98,76 0,117 0,076 1,379
mif13lpm34 M3x4 0,828 1,568 99,18 0,089 0,043 1,639
mif15lam32 M3x4 0,323 2,711 99,53 0,734 0,521 1,827
mif15lpm32 M3x4 0,377 2,402 91,48 0,021 0,014 1,333
mifl6rpm34 | M3x4 0,463 2,094 95,03 0,026 0,017 1,500
mifl6rpm34 | M3x4 0,651 1,739 97,36 0,058 0,032 1,317
mif17lam34 M3x4 0,305 2,838 99,26 0,193 0,139 1,892
mif17lpm34 M3x4 0,325 2,698 98,99 0,322 0,229 1,622
mifl8ram34 | M3x4 0,340 2,603 91,76 0,232 0,163 #5,944
mifl8rpm34 | M3x4 0,873 1,536 99,83 3,228 | #1,498 2,913
mif3lram34 | M3x4 0,289 2,964 98,34 0,758 0,551 # 3,919
mif3lrpm34 | M3x4 0,490 2,023 98,19 0,489 0,307 1,780
mif07lab34 B3x4 0,204 3,934 97,90 0,229 0,177 2,006
mif07Ipb34 B3x4 0,325 2,698 98,23 0,621 0,441 1,767
mif08rab34 B3x4 0,695 1,687 97,44 1,039 0,551 4,462
mif08rpb34 B3x4 0,820 1,574 92,16 2,892 1,394 3,376
mif09lab34 B3x4 0,593 1,823 95,78 1,547 0,890 2,234
mif09lpb34 B3x4 0,654 1,735 96,49 0,746 0,409 1,807
mif10lab34 B3x4 0,609 1,799 95,47 0,430 0,244 1,545
mif10lpb34 B3x4 0,471 2,072 99,45 1,752 1,117 5,691
mifilrpb34-1 | B3x4 0,789 1,599 96,19 1,986 0,979 2,296
mifllrpb34-2 | B3x4 # 1,605 1,271 98,06 0,083 0,025 1,738
mifl4rab34 B3x4 0,504 1,990 95,79 1,238 0,768 3,035
mif14rpb34 B3x4 0,635 1,761 91,79 1,784 0,992 2,513
mif32rab34 B3x4 0,635 1,761 98,82 1,339 0,745 3,322
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TUM Code Gruppe | Knorpel- | Skalierungs- | R-Quad- | Emeasured, | E-Modul | Fpeax/Fequil,
dicke h, |faktor k rat, % MPa E, MPa |N/N
mm (Zhang '97)
mif32rpb34 B3x4 0,565 1,870 99,25 1,978 1,164 3,476
mif33rab34 B3x4 0,513 1,971 95,80 1,540 0,948 6,250
mif33rpb34 B3x4 0,371 2,432 89,37 0,705 0,486 2,317
mif25rab64 B6x4 0,485 2,036 93,64 1,117 0,704 2,673
mif25rpb64 B6x4 0,767 1,618 96,52 1,850 0,928 2,708
mif26rab64 B6x4 0,138 § 5,496 98,81 0,295 - 1,750
mif26rpb64 B6x4 0,362 2,479 98,71 1,407 0,975 2,572
mif27lab64 B6x4 0,801 1,589 97,97 0,309 0,151 1,368
mif27Ipb64 B6x4 0,485 2,036 97,34 0,518 0,326 4,301
mif28rab64-1 | B6x4 0,449 2,134 96,96 0,855 0,555 2,372
mif28rab64-2 | B6x4 0,396 2,314 97,39 1,317 0,895 3,910
mif29lab64 B6x4 0,235 3,503 95,46 0,723 0,546 3,111
mif29Ipb64 B6x4 0,724 1,658 98,90 2,656 1,377 3,040
mif30lab64 B6x4 0,304 2,845 99,41 0,119 0,086 1,778
mif30Ipb64 B6x4 0,730 1,652 96,93 1,405 0,725 2,295
Tabelle 11:  Messwerte der quantitativen Defektflllung fir die einzelnen Versuchs-
proben.

TUM Code Gruppe Quantitative Defektfullung, %

mif19ram32 M3x2 55,28%

mif19rpm32 M3x2 59,58%

mif20lam32 M3x2 71,24%

mif20lpm32 M3x2 87,54%

mif21ram32 M3x2 51,31%

mif21rpm32 M3x2 63,23%

mif22lam32 M3x2 60,59%

mif22lpm32 M3x2 68,04%

mif23ram32 M3x2 48,15%

mif23rpm32 M3x2 48,92%

mif24lam32 M3x2 77,95%

mif24lpm32 M3x2 85,12%

mif12lpm34-1 M3x4 71,44%

mif12lpm34-2 M3x4 72,45%

mif13lam34 M3x4 71,75%

mif13lpm34 M3x4 74,26%

mif15lam32 M3x4 75,62%

mif15lpm32 M3x4 79,37%

mif16rpm34 M3x4 66,56%

mifl6rpm34 M3x4 76,24%

mif17lam34 M3x4 57,33%

mif17lpm34 M3x4 62,29%

mif18ram34 M3x4 45,96%

mif18rpm34 M3x4 69,73%

mif31lram34 M3x4 70,58%

mif31rpm34 M3x4 96,45%

mif07lab34 B3x4 57,16%
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TUM Code Gruppe Quantitative Defektflllung, %
mif07Ipb34 B3x4 65,52%
mifO8rab34 B3x4 66,68%
mif08rpb34 B3x4 85,48%
mif09lab34 B3x4 92,01%
mif09Ipb34 B3x4 83,46%
mif10lab34 B3x4 64,46%
mif10lpb34 B3x4 70,94%
mif1lrpb34-1 B3x4 87,41%
mif11lrpb34-2 B3x4 84,73%
mifl4rab34 B3x4 64,97%
mif14rpb34 B3x4 71,14%
mif32rab34 B3x4 85,88%
mif32rpb34 B3x4 85,06%
mif33rab34 B3x4 86,42%
mif33rpb34 B3x4 94,95%
mif25rab64 B6x4 89,72%
mif25rpb64 B6x4 85,47%
mif26rab64 B6x4 80,54%
mif26rpb64 B6x4 80,14%
mif27lab64 B6x4 73,42%
mif27Ipb64 B6x4 80,95%
mif28rab64-1 B6x4 75,52%
mif28rab64-2 B6x4 87,44%
mif29lab64 B6x4 89,16%
mif29Ipb64 B6x4 91,83%
mif30lab64 B6x4 80,96%
mif30Ipb64 B6x4 94,90%
mifOlrak K 58,76%
mifO1rpk K 46,50%
mif02lak K 51,24%
mif02Ipk K 43,10%
mifO3lak K 43,19%
mifO3Ipk K 58,42%
mifO4rak-1 K 39,09%
mifO4rak-2 K 41,47%
mifO5lak K 40,74%
mifO5Ipk K 31,11%
mifO6rpk-1 K 42,83%
mifO6rpk-2 K 53,36%

92



Anhang

Abbildung 40: Benutzeranleitung zur Bestimmung der quantitativen Defektflillung mit

dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ
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m' Technische Universitat Miinchen m

Der Ablauf der Messung — Schritt fur Schritt

-
+ Auffinden der richtigen Dateien
BEICUEM  Einflgen der Bilder in ImageJ
eingabe J
~
» Anpassen von Grundeinstellungenin ImageJ
« Auswahl und Vermessung der gesuchten Flachen
J
+ Kopieren der gemessenen Werte 3
und Einfagen in Excel
%2241« Excel Dateiabspeich
ausgabe xcel Datei abspeichern )
12/2014 Michael Wittek 5
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Daten-
eingabe

1. Offnen Sie den Ordner ,PicsForimageJ*.

I, » DieserPC » orl (\\nas.ads.mwn.de\TUME) (P:} » biomech_share » wittek » Projekt Regeneratknorpel » Versuche » Knorpelfiillung

TRV

Fotos Fotos Fotos zur MeasuringManua | PicsForimage)
1

2. Drehen Sie mit einem Klick auf ,Name* die Reihenfolge der Dateien um.

Name R Name

& mit-01 (G ant TN k/ICk & mif-33 (4) post
& mif-01 (6) post & mif-33 (4) ant
&) mif-01(9) ant & mif-33 (2) post
& mif-01 (3) post & mif-33(2) ant
& mif-02 (1) ant & mif-32 (3) post
& mif-02 (1) post & mif-32(3) ant
& mif-03 (2) ant & mid-322) post
& mif-03 (2) post & mif-32 (2) ant
& mif-03 (3) ant & mif-31(4) post
& mif-03 (3) post & mif-31 (4) ant
& mif-03 (4) ant & mif-31(3) post
& mif-03 (4) post & mif-313) ant
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m' Technische Universitat Miinchen m

Daten-
eingabe

3. Scrollen Sie zum Ende des Ordners und wahlen Sie so viele Bilder aus wie
Sie in dieser Runde analysieren wollen — beginnend mit ,mif-01 (6) ant.

& mif-03 (4) ant
& mif-03 (3) post
& mif-03 (3) ant

& mif-03 (2) post
if03 (2) ant

01 (6) ant

4. Offnen Sie ImageJ.

5. Sie kénnen die Bilder nun mittels ,Drag and Drop“ in Imaged 6ffnen.
Sie werden sehen, dass ImagedJ die Bilder aufeinander stapelt und dabei
die Reihenfolge andert, sodass ,mif-01 (6) ant” wieder an oberster Stelle
erscheint.
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Bevor Sie mit den Messungen beginnen kénnen, miassen zunachst
zwei Grundeinstellungen von ImageJ angepasst werden:

1. Klicken Sie auf ,Analyse“ und dann auf ,Set Measurements...“.
Ein neues Fenster erscheint.
Hier wahlen Sie nur ,Area“ aus und klicken danach auf ,OK".

{ Image) - -IEl {
Fle Eot image Process [ENERE Pugins Window Help
@ clo| |4+l veaswe s pllale] | =]

Measurements 9

i
i 1™ Mean oy valoe
a8on I Woda gray vatoe
Scrolling 1ol (or press space barg /1aYZe Particles. ™ Min & mma gray vabve I~ Centrol
Summarize I~ Center of mass I~ Parimetec
Distribution ™ Beuncing ectingie [~ Pt elipsa
™ Shage descrptors [~ Ferefs dameter
n [ itegratea densty 1~ Ueaan
Co ™ Seewness ™ Kurtosts.

Fiaon T onagoan
Set Scale
Calbrate ™ Umtiseeeshold ™ Display labed
™ invertY cocedinates I~ Scientic nctation
Histogram StrgeH ™ Agdto overtay

Redredts.  tone

Decmal paces 09y 3

Tools g oKy cancer] o |
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Daten-
eingabe

2. Wahlen Sie als nachstes ,Image“, ,Adjust‘ und dann ,Color Threshold*.
Ein neues Fenster erscheint.

¢ Image) = 9
Foe Eat [EERY Process Analyze Plugns Window Heip
a@a e  ILLIPATE [»]
O s eee—
Show Info, Stgel | WindowlLevel
Propertes. StrgeUmschateP | Color Balance
Color » Threshokd StrgeUmschaiteT
Stacks. 3
5 R e o
Crop StrgeUmschatex | G235 Sae.
Dupixate Line Wiath
Rename
Scale Strg+E -
Transform
Zoom »
Overtay
Lookup Tables »

Indem man die oberen Grenzen der Sattigung (,Saturation) und der
Helligkeit (,Brightness®) auf ein Maximum stellt, werden die zukunftigen
Einstellungen schneller gehen.

12/2014 Michael Wittek 9
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Nun kdnnen Sie mit den Messungen beginnen!
Als erstes wird die Flache der urspriinglichen Lasion bestimmt.

Um das zu tun, klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die zweite
Schaltflache der unteren Menuleiste und wahlen ,Elliptical selections®.

4 Image) - o IEl

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

@ clol<4lwnAlK|@[2] ||| | |»]
oval, * q Oval selections ot et swich)
v Elliptical selections |
Selection Brush Tool
12/2014 Michael Wittek 10
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Daten-
eingabe

Zeichnen Sie eine Ellipse wo Sie den zirkularen Rand des urspringlichen

Defekts erwarten.

Danach drucken Sie ,Strg+M“ und ein neues Fenster erscheint, das ihnen
die Flache der urspringlichen Lasion ausgibt (in Pixel).

4 mif-08 () anttif [ o | &[5

306x318 pixels; RGB, 380K

{

File Edit Font Results

[=]&lE=]

Results

e | -
1 i46330 :
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Daten-

eingabe

Das nachste Ziel wird es sein, die Flache innerhalb der Lasion zu messen, die

nicht neu gefullt wurde.

Hierfur wird mit der Einstellung eines Schwellwerts eine Auswahl getatigt, die
im Anschluss noch durch kleinere manuelle Anpassungen verfeinert wird.

Versuchen Sie nun also moglichst
nur die nicht-gefullte Flache
auszuwahlen, indem Sie die
unteren Schwellwerte fur
Sattigung (,Saturation”) und

Helligkeit (,Brightness”) anpassen.

£ Threshoid Color (experiment. = © BN ¢ image! - oiEN

Fle Ede image Process Andyre Pugns Window Help
—w‘"
B »

a@alol<slsinalalnie] (sinisiaie] | =]

i mir-08 (N astet - = BEN
206318 gashs ROD. Wow
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Daten-
eingabe

Wenn Sie mit lhrer Auswahl zufrieden sind, klicken Sie auf ,Select".

4 Thveshold Color (experiment.. - © KN | ¢ Image) - o iEN
Fie Eot Image Process Analyze Plugins Window Help
a@clolzl4|sx Alalals] [misslale] | [»]

mif-08 (1) anttit = O BES
306x318 peels, RGB, 380K

Threshalding memod. | Detaut
Theesholdcolor Red v
Coloespace. | HSB v
™ Dark dackground

Oaginal | Fitared [[Seiec | Sample g Je—
Stack
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Die mittels Schwellwert ermittelte Flache wird oft noch weitere Anpassungen
bendtigen. Zum Beispiel kdnnen Lichtreflexe der feuchten Oberflache die
Messung verfalschen. Um der Auswahl Bereiche hinzuzuftigen oder zu
I6schen, klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die zweite Schaltflache der
unteren Menleiste und wahlen ,Selection Brush Tool“.

[ Image) =78

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

o clol-lsl+x|Ala|ofs] |wlss]als] | |>]
: Oval selections oht click to switch)
| Eliptical selections |
v Selection Brush Tool
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Daten-
eingabe

Wenn alle Anpassungen abgeschlossen sind, driicken Sie erneut ,Strg+M“ um
die Flache zu messen, die nicht mit Regeneratknorpel gefiillt wurde.
ImagelJ fugt eine neue Zeile mit der zweiten Flache zu den Ergebnissen hinzu.

4 mif-08 (1) anttif | o (@) 2 d Results [=f=]r=]
File Edit Font Results
[area | A
1 48330
2 {12118
v
< >
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BE( B Daten-

eingabe ausgabe

Fur die richtige Ausgabe der Daten ist es sehr wichtig, dass Sie die folgenden
Hinweise beachten!

esults - o IEH
. L. . in Edt_Font fe::unsx
= Fahren Sie immer zwei Messungen pro Probe aus  Fsss s -
- und nicht mehr. 212115
. R . . ENNEE ...
Man kann einzelne Werte l16schen indem man sie [ e v
auswahlt, mit der rechten Maustaste erneut Gt
anklickt und ,Clear” wahlt. :::.u.,
pses
= Flhren Sie als erstes immer die elliptische e
Messung durch und als zweites Messung mit dem e

Schwellwert.
Halten Sie sich bitte an diese Reihenfolge.

Die Messungen kénnen nur auf diese Weise fehlerfrei auf die Proben
zuruckbezogen werden.
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Daten-
eingabe

Um die Ergebnisse aus Imaged zu extrahieren, dricken Sie einfach im
Ergebnisfenster ,Strg+A” und ,Strg+C*.

Offnen Sie das Excel Dokument ,JJJJ-MM-TT-Nachname-WerteDefektfullung*,
klicken Sie auf die Zelle B2 und drucken Sie ,Strg+V*.

A 8 C A 8 c
; = Dateiname Auswahl Flache, px ,  Dateiname Auswahl Flache, px
2 mif-01(6)ant iEliiptisch % 2 | mif-01 (6) ant 1 163
3 |mif-01 (6) ant Scl 3 mif-01 (6) ant 2 12115
4 |mif-01 (6) post  Elliptisch 4 |mif-01 (6) post  Elliptisch
5 mif-01 (6) post  Schwellwert 5 |mif-01 (6) post  Schwellwert
6 |mif-01 (9) ant Elliptisch & 'mif-01 (9) ant Elliptisch
7 mif-01(9)ant  Schwellwert 7 mif-01(9) ant _ Schwellwert

Vergessen Sie nicht, die Datei unter einem neuen Namen (mit Ihnrem Nachnamen
und dem Datum versehen) in dem Ubergeordneten Ordner ,Knorpelfullung*
abzuspeichern.
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