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des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitidt Marburg in Zusammenarbeit mit

dem Universitatsklinikum Giessen und Marburg GmbH, Standort Marburg

Zusammenfassung

Untersuchung des Einflusses von Wachstumshormon HGF auf die
Regenerationsfihigkeit des Gelenkknorpels nach Implantation autologer Knorpel-

Knochen-Transplantate am Beispiel des Kniegelenkes des Schafes

Einleitung: Der menschliche Korper hat nur eine sehr geringe intrinsische Fahigkeit zur
Regeneration von hyalinem Knorpel. Knorpeldefekte, beispielsweise des Kniegelenks,
versucht man mittels Transplantation von Knorpel-Knochen-Zylindern aus gering
belasteten Knorpelzonen in die Defekte in den Belastungszonen zu therapieren (osteo-
chondrale Transplantation). In den vergangenen Jahren haben mehrere Studien den Ein-
fluss von Wachstumshormonen auf die Regeneration von Knorpel zu beleuchten ver-
sucht. Der zum jetzigen Zeitpunkt in den Mittelpunkt des Interesses geriickte
,Hepatocyte Growth Factor* (HGF) scheint unterstiitzend als Wachstumsfaktor auf die
Knorpelregeneration zu wirken. In einem Kaninchenmodell konnte in vivo die
Wirksamkeit des ,,Hepatocyte Growth Factor herausgestellt werden.

Ziel: Im Rahmen dieses Versuchsvorhabens soll untersucht werden, ob die zwischen
den osteochondralen Transplantaten liegenden Zwischenrdume durch Zugabe von
Wachstumshormonen (HGF) mit hyalinem Gelenkknorpel anstelle Faserknorpel auf-
gefiillt werden konnen, oder ob zumindest ein gemischt fibrocartilagindrer Knorpel
entsteht, dessen mechanische Eigenschaften dem Knorpel eines Gewicht tragenden
Gelenkanteils anndhernd nahe kommen. Bei der Auswertung der Studie stehen folgende
Fragestellungen im Vordergrund:

1. Wirksamkeit der intraartikuliren Zugabe von Hepatocyte Growth Factor zur auto-
logen osteochondralen Transplantation

2. Histologische und immunhistologische Beurteilung des transplantierten und des
ortsstindigen umgebenden Knorpels sowie der Zwischenraume

3. Mogliche Nebenwirkungen der intraartikuliren Gabe des Wachstumsfaktors im

Schafmodell



Methode: Beide Kniegelenke von acht Schafen wurden operiert, osteochondrale
Zylinder aus der Femurkondyle einer Seite eines Kniegelenkes entnommen und in das
kontralaterale Kompartiment desselben Kniegelenkes transplantiert. Die Schafe wurden
dann in zwei Gruppen mit dann jeweils 16 Transplantaten aufgeteilt, wovon eine
Gruppe dreimal pro Woche fiir insgesamt vier Wochen intraartikuldre HGF-Injektionen
erhielt, in der Kontrollgruppe wurde isotone Kochsalzldsung injiziert. Nach einem Zeit-
raum von drei Monaten wurden die Tiere getdtet und die Kniegelenke histologisch
untersucht.

Ergebnisse: Die histologische Untersuchung zeigte ein komplettes Einwachsen der
osteochondralen Transplantate im Knochenniveau, auf Hohe des Knorpels fand sich
keinerlei Einwachsen oder Heilungstendenz. Die Bewertung des Knorpels nach einem
modifizierten Mankin-Score ergab jedoch insgesamt geringere Anzeichen von De-
generation in der HGF-Gruppe. Makroskopisch degenerative Verdnderungen wie
Bildung von Osteophyten, Knorpelverdickung und synoviale Proliferation konnten in
keiner der Gruppen beobachtet werden.

Schlussfolgerung: Diese Studie zeigt einen insgesamt positiven Effekt von HGF auf
die Struktur von osteochondralen autologen Transplantaten, bei einem Untersuchungs-
zeitraum von drei Monaten fand sich kein Einfluss auf die Heilung der Fissuren in den

Randbereichen zwischen Transplantat und umgebendem Gelenkknorpel.
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1 Einleitung

Gelenkknorpel hat aufgrund seiner Zusammensetzung die Fadhigkeit, Belastungskréfte
vom Vielfachen des eigenen Korpergewichts aufzunehmen, und ermdoglicht als Gelenk-
iiberzug das reibungslose Gleiten in Gelenken und damit, besonders im Hinblick auf die
gewichtstragenden Gelenke, die schmerzfreie Bewegung und Fortbewegung. Im We-
sentlichen wird dies durch in der Knorpelmatrix gebundenes Wasser ermoglicht. Die
Matrix selbst wird von den Knorpelzellen, den so genannten Chondrozyten, produziert.

Trotz der mittlerweile bekannten Zusammensetzung der Matrix ist es bis dato noch
nicht gelungen, ein addquates Ersatzgewebe herzustellen, das in seinen Eigenschaften

denen des natiirlichen Gelenkknorpels entspricht [66].

1.1 Knorpelgewebe

Knorpelgewebe gehort zu den Binde- und Stiitzgeweben des Korpers und vereinigt
Festigkeit und mechanische Belastbarkeit mit einer gewissen Elastizitédt. Es ist aus den
Knorpelzellen, den Chondrozyten, und aus Interzellularsubstanz, der so genannten
Knorpelmatrix, aufgebaut. Die Zellen sind in die Matrix eingeschlossen, die fest, aber
geringgradig elastisch verformbar ist. Knorpelgewebe enthélt weder Blutgefale noch
Nerven, die Zellen werden mittels Diffusion durch die Interzellularsubstanz ernéhrt.

Mit Ausnahme des Gelenkknorpels umbhiillt faseriges Bindegewebe die Knorpelstiicke
als Perichondrium. Je nach Verhiltnis von Zellen zu Matrix, sowie nach deren
Zusammensetzung lassen sich drei Hauptarten von Knorpelgewebe unterscheiden.

Zum einen gibt es hyalinen Knorpel, der relativ viele Chondrozyten und eine Matrix aus
Kollagenfibrillen enthélt. Er kleidet als Gelenkknorpel die meisten der Gelenke im
Korper aus.

Des Weiteren findet sich elastischer Knorpel, der dem hyalinen Knorpel &hnlich ist, der
aber zusdtzlich noch elastische Fasern enthélt, die dem Knorpel grofle Elastizitit in
Geweben wie Ohrknorpel, Tuba auditiva oder Epiglottis verleiht.

AuBerdem unterscheidet man von den beiden vorgenannten Knorpelgeweben noch den
Faserknorpel. Im Faserknorpel herrschen als Bindegewebsknorpel mit geringer
Zelldichte und weniger Matrix vor allem kollagene Fasern vor, die iiberwiegend aus

Kollagen Typ I aufgebaut sind.



Der hyaline Knorpel kommt von den drei Knorpelarten am haufigsten vor, unter
anderem als Gelenkknorpel. Die Chrondrozyten, die Glykogen und Lipidtrépfchen
enthalten, liegen einzeln oder in Gruppen von 2-8 Zellen, und bilden und erneuern die
glykosaminoglykanreiche Grundsubstanz. Diese umgibt die Zellen und die Fasern. Die
Knorpelmatrix bildet um jede Zellgruppe ein Territorium, welches als unmittelbar zu ihr
zugehorig erscheint. Zellen plus dazugehorige Territorien werden als Chondrone be-
zeichnet. Als Interterritorialsubstanz wird die nicht einer Zellgruppe zuzuordnende
Interzellularsubstanz benannt. Die Matrix des hyalinen Knorpelgewebes besteht zu 60-
70% aus Wasser, die Trockensubstanz setzt sich zu 40% aus Proteoglykanen und
Proteoglykanaggregaten wie Aggrekan, zu ca. 40-50% aus Kollagenfasern und zu ca.
10% aus Mineralstoffen zusammen [77]. Die extrazelluldire Matrix aus Kollagenen,
Proteoglykanen und nicht kollagenen Proteinen steuert den Wassergehalt des Knorpels,
der wesentlich zu seinen biomechanischen Eigenschaften beitragt.

Das Kollagen setzt sich aus Typ II, IX und XI zusammen. Typ II Kollagen nimmt hier
mit 90-95% den Hauptanteil ein und ist aufgrund seiner Stirke flir den enormen
Belastungswiderstand verantwortlich. Ein Proteoglykanmolekiil besteht aus einem
zentralen Proteinkerngeriist, an das negativ geladene sulfatierte Glykosaminoglykane
wie Chondroitinsulfat und Keratansulfat gebunden sind. Vieler solcher Proteo-
glykanmonomere sind {iber Bindungsproteine an eine Hyaluronsdurekette gebunden und
bilden so ein Proteoglykanaggregat. Die negativ geladenen Glykosaminoglykan-
seitenketten ziechen Wasser an, wodurch sich die Proteoglykane ausdehnen und so
gegeniiber Kompressionskriften belastbar sind. Gleichzeitig stoBBen sich die
gleichsinnig negativ geladenen Aggrekane ab, was ihnen ermdglicht, den ihnen

groBtmoglichen Raum einzunehmen [30, 65].
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Abbildung 1:  Aufbau eines Proteonglykanaggregates (aus: [30])

Die mechanischen Eigenschaften des Knorpels sind durch besondere Druckfestigkeit
gekennzeichnet. Die Knorpelzellen mit umgebenden Territorien und die Proteoglykane
der Interzellularsubstanz wirken als Druckpolster, die kollagenen Fibrillen wirken
Spannungen entgegen, die durch Druckverformungen entstehen. Die Druckfestigkeit
betrdgt ca 1.5kp/mm?. Die Erndhrung der Knorpelzellen geschieht durch Diffusion vom
gefdlBreichen Perichondrium ausgehend. Beim Gelenkknorpel, der kein Perichondrium
aufweist, werden die Knorpelzellen von der Synovia ausgehend ernédhrt. Mit zunehmen-
dem Alter kommt es zu Degenerationserscheinungen im Inneren des Knorpels, und
zwar dort, wo die Stoffwechsellage am schlechtesten ist. Durch Umbau der
Proteoglykane und Abnahme des Wassergehaltes kommt es bei zunehmender
Einlagerung von Mineralsalzen langsam zur Verkalkung, welche wiederum die
Diffusionsbedingungen verschlechtert.

Abgesehen von der Situation beim wachsenden Skelett ist die Regenerationsfdahigkeit
des Knorpels begrenzt. Beim Erwachsenen geht verletztes Knorpelgewebe durch
Nekrose zugrunde und wird durch Bindegewebe ersetzt, welches sich spéter teilweise zu
Faserknorpel differenzieren kann. Der Gelenkknorpel hat nur begrenzte Fahigkeiten zur
Regeneration, da er zum einen nicht von Perichondrium umgeben ist und sich zum
anderen nur von seiner Grenze zur Synovialmembran an den Seitenrédndern regenerieren

kann. Die dem Knochen anliegenden Regionen besitzen eine &dullerst geringe
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Regenerationsfahigkeit. Defekte des Gelenkknorpels sind daher in den meisten Féllen
irreversibel [147].

Die Organisation und der molekulare Aufbau von Gelenkknorpel reflektiert dessen
funktionelle Rolle. Das Zellvolumen beim Erwachsenen beléduft sich lediglich auf 2%
des totalen Volumens, der Rest ist ausgiebig von der extrazelluldiren Matrix
ausgekleidet, welche von den Chondrozyten synthetisiert wird. Die Zelldichte ist in der
oberflidchlichen Zone am hochsten und nimmt bis zur tiefen Zone auf den geringsten
Gehalt ab. Der Aufbau ist in Zonen gestaltet.

Innerhalb der oberfldchlichen diinnen Tangentialfaserschicht, die die oberflichlichen
10-20% der Dicke des Knorpels einnimmt, unterscheidet sich der Aufbau von Zellen
und extrazelluldrer Matrix von dem in den anderen Schichten. Die Chondrozyten
erscheinen flach und relativ dicht parallel zur Oberfldche. Nur in der oberfldchlichen
Schicht synthetisieren diese spezialisierten Chondrozyten Lubricin oder ,,Superficial
Zone Protein“, welches fiir die Gleiteigenschaften auf der Knorpeloberfliche ver-
antwortlich sein soll [151]. Mit Hilfe monoklonaler Antikérper gegen dieses Molekiil
kann die Wiederherstellung der Oberflachenintegritit nach Defekten oder nach
therapeutischen Interventionen iiberpriift werden. Die Zellen sind von einem dichten
Netz parallel zueinander und parallel zur Oberfliche verlaufender diinner Kollagen-
fibrillen umhiillt. So erlangt die oberflachliche Schicht hochste Festigkeit, vor allem
gegeniiber Scher- und Zugkriften, aber auch gegeniiber Druckbelastungen.

Die darunter liegende dickere, 40-60% einnehmende, mittlere Zone weist eine geringere
Zelldichte mit den typischen morphologischen Merkmalen von hyalinem Knorpel auf.
Die Zellen sind runder und dicker und die extrazellulire Matrix ist reich an Proteo-
glykanaggregaten. In dieser Schicht sind die Kollagenfasern von grélerem Durchmesser
und nicht mehr streng parallel organisiert.

Zwischen mittlerer Zone und Kalzifizierungsschicht liegt die tiefe Zone, die etwa 30%
einnimmt und die niedrigste Zelldichte und den hochsten Proteoglykangehalt aufweist.
Damit findet sich in dieser Zone die hochste Druckstabilitidt, da der Durchmesser der
Kollagenfibrillen maximal ist. Im Gegensatz hierzu ist der Kollagengehalt in dieser
Zone allerdings am geringsten.

Die Kalzifizierungszone dient als Pufferzone mit intermedidren mechanischen Eigen-
schaften zwischen Knorpel und darunter liegendem subchondralem Knochen. Die hier
vorhandenen Chondrozyten erreichen einen Differenzierungsgrad, der dem enchon-

draler Knochenheilung entspricht. Die einzigartigen Eigenschaften dieser Zellen sind
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fiir die Kalzifizierung dieser Schicht verantwortlich. Die Kollagenfasern inserieren hier,
womit eine strukturelle Integration und mechanische Verankerung mit dem sub-

chondralen Knochen erreicht wird [118].

Gelenkflache

Oberflichliche Tangentialfaserschicht
(10--20%:)

Mittlere Zone (40-
60%)

Tiefe Zone (30%)

Tide mark,
Verkalkungszone

Subchondraler Knochen

Abbildung 2:  Zoneneinteilung und zelluliire Organisation im Gelenkknorpel (aus: [30])

1.2 Knorpelschiden

Knorpeldefekte treten hiufig als Folge von Traumata oder Uberbelastungen im Sport,
oder als Folge von Erkrankungen wie der Osteochondrosis dissecans oder degenerativen
Gelenkerkrankungen auf. Diese Knorpeldefekte fiihren in letzter Konsequenz zur
Arthrose und im weiteren Verlauf zu typischen Symptomen wie Schmerzen und
Schwellung, Krepitationen und Gelenkblockaden, hiervon sind immer hédufiger auch
jiingere Menschen betroffen.

Im Rahmen der sich entwickelnden Arthrose nach einem Knorpelschaden kommt es zu
Umbauprozessen, welche auch auf den subchondralen Knochen iibergreifen. Oft gehen
diese Umbauprozesse mit reaktiven Verdnderungen des Gelenkkapselapparates einher

und fiihren letztendlich zum Verlust des Gelenkknorpels.
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1.2.1 Epidemiologie und soziookonomische Bedeutung

Knorpelschidden und die im weiteren Verlauf damit assoziierte Arthrose sind immer
hiufiger anzutreffende Erkrankungen und die Zahl der betroffenen Patienten ist an-
steigend. Oftmals sind schon junge, sportlich aktive Menschen betroffen. Hinzu kommt,
dass durch die demografische Entwicklung die Bevolkerung im Durchschnitt immer
dlter wird und zunehmend auch bis ins hohe Alter aktiver ist. Sowohl die Zahl der
Patienten, als auch die Zeitspanne, in welcher Patienten mit Symptomen und Folgen
von Gelenkknorpelschidden leben miissen, wird also stetig zunehmen. Der 6konomische,
psychologische und soziale Einfluss fiir den Patienten selbst, wie auch fiir Familie und
Gesellschaft ist enorm. Nur fiir chirurgische Eingriffe aufgrund von Knorpelschiden am
Knie beliefen sich die Kosten in den USA im Jahre 1999 auf ca. 971 Millionen Dollar -
Tendenz steigend [66]. Hierzulande werden jéhrlich ca. 50000 Kniegelenks-
endoprothesen aufgrund einer Arthrose implantiert. In einer Studie aus Norwegen mit
einem durchschnittlichen Patientenalter von 35 Jahren, in der 993 Kniegelenks-
arthroskopien ausgewertet wurden, fand sich bei mehr als 650 der untersuchten
Kniegelenke ein Gelenkknorpelschaden. Ein umschriebener Defekt mit degenerativen
Veridnderungen fand sich in 5% der Fille, Defekte ohne degenerative Verdnderungen
fanden sich in 20% der Fille. Die meisten der letztgenannten Defekte waren bei jiin-

geren Patienten mit einem Durchschnittsalter von 30 Jahren anzutreffen [4].

1.2.2 Atiologie

Knorpelschdden entstehen entweder als umschriebener Defekt, beispielsweise als Folge
eines Traumas, oder sind Teil einer degenerativen Gelenkerkrankung mit dem pro-
gredienten Verlust des Knorpeliiberzuges der Gelenkflachen.

Die Degeneration von artikuldrem Knorpelgewebe im Rahmen von Arthrose ist eine der
haufigsten Ursachen fiir Schmerzen und eingeschrinkte Beweglichkeit, insbesondere
bei dlteren Patienten. Degenerative Knorpelschiden konnen nach ihrer dtiologischen
Entwicklung in primére und sekundére Arthrosen unterschieden werden.

Fir die Entstehung von primdren Arthrosen werden vor allem Systemfaktoren
verantwortlich gemacht, wohingegen biomechanische Faktoren in eine sekundire
Arthrose miinden. Der priméren oder idiopathischen Arthrose ldsst sich kein préadispo-

nierender Faktor zuordnen, hier sind genetische Einfliisse von Bedeutung.
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Die sekundire Arthrose beschreibt einen Zustand nach einer definierten pradispo-
nierenden Pathologie. Hierzu zéhlen beispielsweise die posttraumatische Arthrose und
die Arthrose nach angeborenen oder in der Entwicklung aufgetretenen Bein-
achsenfehlstellungen. Weiterhin zahlt hierzu die nach Hiiftkopfnekrosen oder bei meta-
bolischen Erkrankungen sowie durch endokrine Faktoren und Dysbalancen ausgeldste
Arthrose. Diese Einteilung wird zunehmend von Autoren in Frage gestellt, da in der
Beschreibung der Atiologie der Arthrose biomechanische mit biochemischen und
genetischen Faktoren eng verkniipft sind, in der Vielzahl der Fille ist die Pathogenese
multifaktoriell. Die individuellen Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Arthrose
unterscheiden sich hdufig von solchen, die fiir das Fortschreiten und die klinische
Ausprigung verantwortlich sind. Viele Faktoren sind reversibel (Fettleibigkeit, Muskel-
atrophie) oder vermeidbar (berufliche bedingte Gelenkbelastung) und spielen daher eine
wichtige Rolle bei Primédr- und Sekundarprophylaxe einer Arthrose [98].

Im Gegensatz zum chronisch progressiven Verlauf einer arthrotischen Erkrankung des
Gelenkknorpels tritt der umschriebene Gelenkknorpelschaden meist als akute oder
subakute Verletzung auf. Die Hauptursache fiir umschriebene Knorpelschiden im
Gelenkbereich sind Traumata mit Kontusionen des Knorpels oder Distorsionsverletz-
ungen mit Abscherungen von Knorpel. Meist ist der Knorpelschaden nur Teil einer
komplexen Gelenkbinnenschédigung mit begleitenden ligamentiren oder ossidren Ver-
letzungen.

Die Osteochondrosis dissecans stellt eine weitere fokale Knorpelerkrankung dar, deren
Genese jedoch strittig ist. Als Ursache werden posttraumatische Knorpelschdden und
Durchblutungsstorungen in der subchondralen Knochenplatte diskutiert. In der Folge
unterbindet die Knochennekrose die Nutrition des dariiber liegenden Knorpels, was
dann zum Untergang des Knorpels fiihrt. Im weiteren Verlauf kommt es zur Ablosung

eines Knorpel-Knochen-Fragmentes mit der Gefahr der Bildung freier Gelenkkorper.

1.2.3 Spontanverlauf von Knorpelschiden

Bei frischen traumatischen Knorpelschidden oder auch einer Osteochondrosis dissecans
handelt es sich meist um umschriebene, fokale Knorpeldefekte bei ansonsten intakter
Knorpelumgebung. Handelt es sich um einen klinisch symptomatischen Defekt, finden
sich hdufig Symptome wie eine Gelenkergussbildung, eine Hypertrophie der Gelenk-

innenhaut oder eine Tendinitis in dem betreffenden Gelenk.
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Bei Kindern und Jugendlichen kommt es, aufgrund des héheren intrinsischen Reparatur-
potentials und je nach Ausmall des Schadens, nicht selten zu einer spontanen Heilung
des Knorpelschadens. Diese Situation stellt dagegen bei Erwachsenen eher die
Ausnahme dar [27]. Zwar kann ein solcher Knorpeldefekt auch nach Schluss der
Wachstumsfugen klinisch stumm verlaufen und selbst gréBere Defekte oder fort-
geschrittene degenerative Verdnderungen konnen beschwerdearm verbleiben. Ins-
besondere kleinere Defekte fiihren auch nach ldngerer Verlaufszeit nicht zwangslaufig
zur Ausbildung einer Arthrose.

Auf der anderen Seite ist aber auch unbestritten, dass die Grofle des Defektes in direkter
Relation zu dem Arthroserisiko steht, und zwar unabhédngig vom Alter des Patienten [1].
Treten noch Begleitverletzungen wie Meniskus- oder Bandverletzungen hinzu, wird die
Entstehung einer degenerativen Verdnderung wesentlich begiinstigt. Problematisch ist
die Verkleinerung der Fliche und die Umverteilung der auf den Knorpel wirkenden
Krifte, was zu einer Uberbeanspruchung des noch intakten Knorpels fiihrt [124]. Hier-
durch wird die Synthese von Botenstoffen stimuliert und die Knorpeldegeneration in
Gang gesetzt. Knorpelschidden sind somit priarthrotische Faktoren und erhohen, ins-
besondere wenn eine Beeintrichtigung der Gelenkbinnenstruktur hinzukommt, das
sekunddre Arthroserisiko. Im Verlauf mehrerer Jahre kommt es dann zu einem vor-
zeitigen Gelenkverschleil3.

Als Charakteristikum der Arthrose gilt die Schiadigung des Gelenkknorpels. Die
Synovialmembran, die entziindlich mitreagiert, und der subchondrale Knochen sind
jedoch in die stattfindenden Umbauprozesse miteinbezogen. Der Abbau der Knorpel-
matrix filhrt zu einer makroskopisch diinneren Knorpelschicht. Aufgrund der be-
eintrachtigten Feinstruktur der Matrix und dem deshalb weicher werdenden Knorpel
entstehen Fibrillationen, die letztendlich zu Ulzerationen bis in den tiefer liegenden
Knochen fiihren kénnen. Meist sind hiervon vorwiegend die Gewicht tragenden Teile
des Knorpels betroffen. Selbst wenn der Knorpel zu Anfang dieses Prozesses in den
verbleibenden Knorpelanteilen des Gelenkes noch intakt scheint, sind zumeist schon
biochemische und metabolische Umbauprozesse im Gange. Der gesamte Knorpel ist
metabolisch aktiv und es finden sich mehr Zellen, die in Clustern zusammen liegen.
Dies ist Ausdruck des Versuches die entstandenen Defekte mit Ersatzgewebe aufzu-
fiillen. Zeitgleich fithren die Umbauprozesse am Knochen zur Verdickung des sub-
chondralen Knochens und zu osteophytiren Anbauten im Randbereich der Gelenke

[85]. Pathophysiologisch findet sich in geschadigtem Knorpel eine Mischung aus de-
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gradativen Vorgédngen und Reparaturprozessen. In frithen Phasen dominiert der Versuch
geschidigten Knorpel zu reparieren, was im weiteren Verlauf misslingt und so
letztendlich zur volligen Zerstorung des Knorpels fiihrt. Insgesamt ist das komplizierte
Zusammenspiel aus den verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren ein ent-
scheidender Faktor bei der Entstehung und Unterhaltung der Arthrose. Gewichtig sind
nicht die absoluten Konzentrationen einzelner Faktoren, sondern vielmehr das gestorte
Gleichgewicht zwischen protektiven und destruierenden Mediatoren.

Wachstumsfaktoren, welche die Knorpelregeneration moglicherweise positiv beein-
flussen konnen, und deren mogliche klinische Anwendungen sind in einem gesonderten

Kapitel beschrieben.

1.2.4 Reparaturantwort

Aufgrund der Avaskularitit des Knorpels, der von den Stammzellen im Knochen durch
die dicke subchondrale Zone getrennt ist, unterscheidet sich die Reaktion auf
Schidigung wesentlich von anderen Geweben [82]. Die iibliche Reparaturantwort des
Korpers bei Gewebeschddigung ist abhdngig von Einblutung, Fibrineinwanderung und
Fibrinvernetzung sowie der nachfolgenden Mobilisation von Zellen, Mediatoren und
Wachstumsfaktoren. Die Auswirkungen einer lokalisierten mechanischen Knorpel-
schidigung sind vom Uberleben von Chondrozyt und Matrix abhiingig. Hier spielen die
GroBe und Tiefe sowie die Lokalisation der Schidigung eine entscheidende Rolle fiir
den Verlauf der Erkrankung. Insbesondere wenn der subchondrale Knochen nicht
penetriert wird, kann oben genannte Wundheilung nicht stattfinden [128]. Sollte nur die
Matrix von der Schidigung betroffen sein, machen die Chondrozyten von der Féahigkeit
Gebrauch, neue Matrixmolekiile zu synthetisieren und kénnen so wieder normale
Eigenschaften herstellen. Sind die Chondrozyten in die Schidigung mit einbezogen, ist
die Féhigkeit zur Reparatur eingeschridnkt und fiihrt nicht zu Regeneration von
regelrechtem hyalinen Knorpel [65]. Als Reparaturantwort auf oberfldchliche Verletz-
ungen kann im Randbereich des Defektes und der angrenzenden Knorpelzone die
voriibergehende Proliferation von Chondrozyten beobachtet werden. Diese Zell-
proliferation fiihrt zu Chondrozytenhaufen, den so genannten Clustern, die auch in
frithen Phasen der Osteoarthritis beobachtet werden und als ,,Cloning* teilweise in die
Bewertungsskalen der Arthrose eingegangen sind [28, 83]. Es kommt hier zu einer nur
kurzen Matrixsynthese und mitotischen Aktivitét, die addquate Produktion von extra-

zelluldrer Matrix bleibt aus. Derart oberflichliche Lésionen zeigen daher keine
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Heilungstendenz, schreiten aber wohl auch nicht zu Arthrose fort. Kommt es zur Ver-
letzung der vaskularisierten subchondralen Zone, wird der Defekt mit einem Fibrin-
pfropf gefiillt, einhergehend mit dem Einwandern von Zellen aus Blut und Knochen-
mark. Dieser Fibrinpfropf verbindet sich schnell fest mit den knéchernern Strukturen im
Defekt, nicht so allerdings mit den seitlichen knorpeligen Begrenzungen. Die Repa-
ration nach ein paar Tagen geht von der undifferenzierten mesenchymalen Stammzelle
im Knochenmark aus, diese wandern in den Fibrinpfropf ein und fiillen den Defekt so
innerhalb weniger Wochen mit vaskularisiertem Narbengewebe. Die darauf folgende
Ossifikation beginnt im kndchernen Teil der Defektheilung und schreitet von dort {iber
die Seiten in das Zentrum des Defektes fort. Die ehemals aus hyalinem Knorpel
bestehende Oberflache wird nicht verkndchert, sondern mit Faserknorpel @hnlichem
Gewebe ersetzt [57, 128]. Der Proteoglykangehalt nimmt im Laufe der Zeit immer mehr
ab, die tangentiale oberfldchliche Schicht wird nicht aufgebaut und es fehlt die fiir die
Stabilitdit und Integritdt so wichtige zonale Anordnung des Knorpelgewebes. Eine
vollstindige Vernetzung der Fasern des Reparationsgewebes mit dem angrenzenden ge-
sunden Knorpel bleibt aus und die so fehlende mechanische Kompetenz macht den
Bezirk anfillig gegeniiber vertikalen Scherbewegungen, die im Laufe der Zeit zur
Arthrose fiihren [19, 128, 149]. Neben der Gréf3e und Tiefe des Defektes beeinflussen
noch weitere Faktoren wie Alter, Korpergewicht und Begleiterkrankungen wie
Meniskusschddigungen, Beinachsenfehlstellungen und Bandinstabilititen die Heilung
[30].

Fiir die Defektgrofe ist ein proportionaler Zusammenhang mit der Heilungstendenz
beschrieben und hat die Indikationsempfehlungen zur operativen Verfahrenswahl bei
Knorpelschidden beeinflusst [45]. In einem Pferdemodell wurde beschrieben, dass
Defekte kleiner als 3mm komplett verheilen, wiahrend ein proportionales Verhalten
zwischen Defektgrofle und fehlender Heilung bestand [32, 64]. GroBere osteochondrale
Lisionen werden oft mit Faserknorpel gefiillt, der im Wesentlichen aus Typ I Kollagen
besteht [58]. Einhergehend hiermit finden sich im weiteren Verlauf diejenigen makros-
kopischen Verdanderungen, die bei der Diagnosestellung der posttraumatischen Arthrose
in der orthopddischen Praxis den radiologischen Kriterien wie Verschmélerung des
Gelenksspalts, Knorpelschaden und Knorpelverlust entsprechen. Zusétzlich zeigen sich
hiufig osteophytdre Anbauten, subchondrale Sklerosezonen und zystische

Knochenverinderungen.
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1.2.5 Klassifikationen

Von entscheidendem Einfluss auf die weitere Therapieplanung ist die Einteilung der
Knorpelschéden. Die im klinischen Alltag gebrduchlichen Einteilungen orientieren sich
am arthroskopischen Befund des Schadens.

Die klinisch am haufigsten genutzte Klassifikation ist die nach Outerbridge [110]. Hier
wird der Knorpelschaden nach dem arthroskopischen Erscheinungsbild in vier Schwere-
grade eingeteilt. Ein Knorpelschaden Grad I beschreibt eine Knorpelerweichung. Bei
Grad II bestehen oberflichliche Knorpelaufbriiche und Fissuren. Grad III beschreibt
tiefe Fissuren und Lappenbildungen, die bis zum subchondralen Knochen reichen. Bei
Knorpelldsionen Grad IV liegt der subchondrale Knochen vdllig frei und wird nicht
mehr von Knorpel bedeckt.

Von Bauer und Jackson [6] wurde anhand von arthroskopisch beurteilten Knorpel-
defekten in Kniegelenken eine weitere Einteilung vorgenommen, die auch eine Unter-
scheidung zwischen traumatischen und degenerativen Knorpelverdnderungen zuldsst.
Typ I beschreibt einen linienformigen Knorpelaufbruch, Typ II eine sternférmige Li-
sion, Typ III klassifiziert einen lappenférmigen Einriss und Typ IV bezieht sich auf
einen Defekt vom Kratertyp. Diese ersten vier Einteilungen beziehen sich auf trauma-
tische Lésionen, wihrend Defekte vom Fibrillationstyp, der Typ V dieser Einteilung
darstellt, und Defekte vom Degenerationstyp als Typ VI sich auf degenerative Ver-
anderungen beziehen. Diese Klassifikation beschreibt auch vor allem die morpho-
logische Einteilung des Schadens, fiir die Einschitzung der therapeutischen Kon-
sequenzen kann besser die Einteilung der International Cartilage Research Society
(ICRS) angewandt werden.

Das in Erweiterung der Outerbridge-Klassifikation 2003 verdffentlichte ICRS-
Klassifikationssystem beschreibt die Ausdehnung des Knorpelschadens anhand der
arthroskopischen Einschitzung der bereits debridierten Lasion unter Beachtung von
Tiefe und Ausdehnung [22]. Diese Einteilung beriicksichtigt die Tatsache, dass ein
Defektareal nur nach Entfernung von Knorpelfragmenten und ausgefransten Bereichen
realistisch beurteilt werden kann. Die Einteilung von Knorpelschdden nach der ICRS-
Klassifikation ist wie folgt: Grad 0 bedeutet keine erkennbaren Defekte, Grad la
beschreibt eine intakte Oberfliche mit Fibrillationen und leichter Erweichung, Grad 1b
beschreibt zusitzlich Risse oder Fissuren. Als Grad 2 wird eine Ldsion nach dem
System klassifiziert, wenn die Lésionstiefe 50% der Knorpeldicke noch nicht {iber-

schreitet. Grad 3 a — d bezieht sich dann auf Knorpeldefekte, die 50% der Dicke des
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Knorpels iiberschreiten und entweder noch nicht bis zur kalzifizierten Schicht, bis zur
kal-zifizierten Schicht, oder bis zur subchondralen Schicht reichen. Bei Grad 3d kommt
zusitzlich Blasenbildung hinzu. Grad 4a und 4b bedeutet dann, dass eine vollstindige

Knorpelldsion mit Durchbruch der subchondralen Platte vorliegt.

1.2.6 Therapie

Patienten mit Knorpelschdden beschreiben, je nach Grofle und Lokalisation des De-
fektes, oft wechselnde Ausprdgungen des Schweregrades ihrer Erkrankung. Viele
erleben spontane kurzfristige oder auch lidnger andauernde Remissionen ihrer Be-
schwerden unabhingig von der momentanen Behandlung. Grundsdtzlich gibt es
konservative und operative Therapiemdglichkeiten fiir Knorpelschddigungen.

Die konservativen Verfahren zielen auf eine Beschwerdelinderung vor allem in frithen
Stadien ab, sie konnen die Progression des Krankheitsverlaufes aber nicht positiv
beeinflussen. Besonders wenn ein hohergradiger Schaden vorliegt, miissen zusédtzlich
operative Behandlungen in Erwédgung gezogen werden.

Fiir Erwachsene und vor allem fiir Jugendliche ist aufgrund der zu erwartenden Folgen
einer Knorpelschédigung, die unbehandelt verbleibt, eine moglichst zeitnahe und situa-
tionsgerechte Therapie der Lasion anzustreben. Im Vordergrund stehen hier die Wieder-
herstellung einer physiologischen Last- und Druckverteilung, sowie die Behandlung
von Begleitpathologien, wie beispielsweise Fehlstellungen des Gelenkes, Meniskus-

instabilitdten oder Bandldsionen.

1.2.6.1 Konservative Verfahren

Konservative Behandlungsmethoden von Knorpelschiden in frithen Stadien zielen vor
allem darauf ab die individuelle Beschwerdesymptomatik zu verbessern.

Besonders Patienten mit geringerer Beschwerdeauspragung hilft oftmals schon die
einfache Beratung den Lebensstil im Sinne von Gewichtsreduktion, Reduktion iiber-
miBiger Aktivitit und Implementierung eines speziellen Fitnessprogramms umzu-
stellen, um den Umgang mit den Symptomen der eigenen Erkrankung zu erleichtern.
Auch Moglichkeiten wie lokale Wiarme- oder Kélteanwendung, Schuhranderh6hungen,
Knieschienen und Fersenpuffer kommen in Betracht. Eine tatsdchliche Beeinflussung
des Krankheitsverlaufes ist jedoch nicht nachgewiesen, meistens kann aber in Kom-

bination mit Medikamenten eine Linderung der Beschwerden erzielt werden.
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1.2.6.2 Medikamentose Therapie

Bei der Beurteilung der medikamentdsen Behandlungsstrategien von Knorpelschiden
muss beriicksichtigt werden, dass bis zu diesem Zeitpunkt der Langzeitverlauf nicht
aufgehalten werden konnte. Es wird im Wesentlichen versucht, vorhandene Be-
schwerden zu lindern und die Progredienz der Erkrankung soweit wie moglich zu
verlangsamen. Die Gabe kann systemisch oder lokal erfolgen.

Zur Verfligung stehen in erster Linie die nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs), die
zu den am héufigsten verschriebenen und gekauften Medikamenten zur Behandlung von
Knorpelschédden und den sich daraus ergebenden Konsequenzen gehoren. Positiv wirkt
sich hier die antientziindliche und schmerzstillende Wirkung aus. Typische Vertreter
dieser Stoffgruppe sind beispielsweise Diclofenac und Ibuprofen. Die ansonsten neben-
wirkungsarmen Medikamente sind aber vor allem in der Langzeitanwendung auch fiir
Nebenwirkungen wie gastrointestinale Ulzera und Blutungen sowie Nierenfunktions-
storungen verantwortlich. Der Wirkungsmechanismus zielt auf die Hemmung des En-
zyms Cyclooxygenase (COX-1) ab, um die Entziindungsaktivitdt durch herabgesetzte
Prostaglandinsynthese zu verkleinern. Die Nebenwirkungen auf Magen, Niere und
Thrombozytenfunktion fiihrten dann zu der Entwicklung der selektiven COX-2 Iso-
enzym Inhibitoren, welche oben genannte Nebenwirkungen nicht mehr aufwiesen.
Neben den deutlich hoheren Kosten wurde im weiteren Verlauf die Zulassung fiir
Patienten mit kardialem Risikoprofil wegen erhdhtem Auftreten von Todesféllen bei
Langzeiteinnahme eingeschrénkt.

Eine weiterer Therapieansatz sind intraartikuldre Injektionen mit Kortikosteroiden.
Diese konnen aber lediglich die klinische Beschwerdesymptomatik giinstig be-
einflussen, ein zunédchst vermuteter positiver Effekt auf die Knorpelregeneration konnte
nicht bewiesen werden [131]. Eingesetzt wird diese Therapie vor allem bei fort-
geschrittenen degenerativen Verdnderungen und Knorpeldestruktionen, bei trauma-
tischen Lasionen besteht keine Indikation fiir intraartikuldre Injektionen mit Kortiko-
steroiden. Auerdem ist zu bedenken, dass alle intraartikuldren Injektionen mit dem
Risiko der Gelenkinfektion behaftet sind.

Ebenso verhilt es sich mit intraartikuldren Hyaluronsdureinjektionen und sogenannten
Chondroprotektiva. Bei der Behandlung von Knorpelschéden spielen diese Verfahren
momentan vor allem bei hohergradigen Knorpelschdden im Rahmen von Arthrose eine
Rolle. Die Verwendung von Hyaluronséureinjektionen in arthrotische Gelenke gibt es

bereits seit einigen Jahren, nachdem in besagten Gelenken eine verminderte Viskositéit
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und Elastizitit der Synovialfliissigkeit beobachtet wurde. Die Injektionen kénnen unter-
stiitzend auf elastischen und viskdsen Eigenschaften der Synovialfliissigkeit wirken und
so die Symptome einer Arthrose lindern und die Funktion des Gelenkes verbessern
[115]. Verschiedenste Studien haben sich mit der Effektivitidt und der Sicherheit der
intraartikuldren Hyaluronsédureinjektionen beschiftigt. Diese konnen konservative Mal3-
nahmen wie beispielsweise die Physiotherapie nicht ersetzen, wohl aber den Verbrauch
an NSAIDs und so die damit im Zusammenhang stehende Morbiditéit reduzieren. In
einer prospektiv-randomisierten und placebokontrollierten Studie aus dem Jahre 2006
konnte eine signifikante Reduktion der Schmerzen und eine verbesserte Gelenkfunktion
nach intraartikuldrer Hylaluronsdureinjektion nachgewiesen werden [123].

Zu den sogennanten Chondroprotektiva gehoren Chondroitinsulfat und Glucosamine. Es
sind korpereigene Stoffe, denen nachgesagt wird, einen Einfluss auf Verlauf und
Therapie der Arthrose zu haben, indem die erforderlichen Substrate zur Reparatur des
Knorpels bereitgestellt werden. Der therapeutische Effekt soll auf der durch die Stoffe
gesteigerten Proteoglykansynthese und dem verminderten Abbau von Kollagenen und

Proteoglykanen beruhen.

1.2.6.3 Operative Verfahren

Im Hinblick auf die chirurgischen Behandlungsoptionen lokalisierter Knorpeldefekte
und den unterschiedlichen Erfolgsraten, ist die genaue Abwéigung der verschiedenen
vorhandenen Verfahren in Bezug auf die Indikationsstellung wichtig. Trotz der immer
besser werdenden und tiberwiegend auch arthroskopisch durchfiihrbaren Techniken zur
Behandlung von Knorpeldefekten sind die erzielten Ergebnisse, vor allem im Hinblick
auf den Langzeitverlauf, variabel. Noch kann keines der heute zugénglichen Verfahren
den natiirlichen Knorpel erhalten oder ersetzen und meist ist auch die Progression der
Erkrankung nicht nachhaltig zu beeinflussen. Jedoch fithren die meisten Verfahren in
Abhingigkeit von der Indikationsstellung zu einer zumindest mittel- bis langfristigen
Beschwerdebesserung und manchmal sogar zur Beschwerdefreiheit.

Es sind verschiedene chirurgische Verfahren zur Behandlung von Gelenkknorpel-
defekten entwickelt worden, hierzu zéhlen sowohl Lavage und Debridement als auch
knochenmarkstimulierende Verfahren wie Drilling, Mikrofrakturierung oder Abrasions-
arthroplastik. Weitere Verfahren mit eher biologisch rekonstruktiver Zielsetzung sind
die periostale oder perichondrale Transplantation, die Autologe Chondrozytentrans-

plantation (ACT) und osteochondrale Transferverfahren wie die Mosaikplastik (OAT).
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Lavage und Debridement besitzen eine rein symptomatische Wirkungsweise, sie er-
moglichen bei vollschichtigen Knorpelschidden keine langfristige Beschwerdefreiheit.
Durch die arthroskopische Lavage wird das Gelenk von Detritus und Entziindungs-
mediatoren frei gespiilt. Hiernach gaben nahezu die Hélfte der Patienten eine Be-
schwerdebesserung an, die bis zu 3 Jahren anhielt. Kombiniert mit dem Debridement
lieBen sich noch bessere Ergebnisse erzielen [67]. Beim Debridement, welches ebenfalls
arthroskopisch durchgefiihrt wird, werden instabile und freie Knorpelfragmente mit
Faflzangen und Shavern entfernt. Auch werden Knorpelrdnder geglittet, Meniskusrisse
saniert und Osteophyten bei Bedarf abgetragen. Im Vergleich mit der Lavage allein
konnte gezeigt werden, dass es bei mehr als der Hilfte der Patienten zu einer
Beschwerdebesserung bis zu 5 Jahren kommt. Auch hier wird weder das Fortschreiten
der Arthrose gestoppt, noch die Regeneration der Gelenkflédchen stimuliert. Bei ldngeren
Nachuntersuchungszeitraumen fand sich jedoch hédufig eine Arthrose in dem betrof-
fenen Kompartiment [91].

Auch die knochenmarkstimulierenden Techniken konnen arthroskopisch durchgefiihrt
werden und haben als Wirkprinzip die Eréffnung der subchondralen Knochenlamelle
mit nachfolgender Einblutung und Einwanderung unspezifischer Zellen [57]. Beim
Drilling oder der subchondralen Bohrung wird der Defekt iiber einen Draht mehrfach
bis in die Vaskularisationszone angebohrt. Der erzeugte Fibrinpfropf differenziert sich
aber zu fibrésen Narbengewebe, welches iiberwiegend Typ-I Kollagen Matrixgewebe
von geringerer mechanischer Belastbarkeit enthilt und meist sekundér verknochert [13,
57]. Die Ergebnisse zeigen vor allem im kurzfristigen Bereich eine Beschwerde-
besserung, die langfristig aber nicht zu erhalten war. Gute Ergebnisse wurden allerdings
bei Knorpelschiden im Kindes- und Jugendalter mit noch offenen Wachstumsfugen
erzielt [75]. Die Bildung des Fibrinclots bei der Mikrofrakturierung wird durch kleine
Locher erreicht, die mit engem Abstand in den subchondralen Knochen eingeschlagen
werden. Vorher wird der Knorpelschaden von Knorpelresten und avitalem Gewebe be-
freit, sodass der subchondrale Knochen freiliegt. Der Abstand darf nicht zu eng gewéhlt
werden, um nicht den zwischen den Lochern liegenden Knochen zu zerstoren, die Tiefe
der Perforation erfolgt bis etwa 4mm. Es sollen lediglich Mikrofrakturen der Trabekel
auftreten, jedoch keine weitere Knochenzerstérung. Auch eine eventuelle Hitzenekrose
wie beim Drilling wird vermieden. Mit den Erfolgsraten haben sich Steadman et al.

extensiv beschéftigt, bei einem groBlen Patientenkollektiv und einem Follow-up von
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mehreren Jahren konnte eine Beschwerdebesserung bei einem Grof3teil der Patienten
nachgewiesen werden [137].

Die Abrasionsarthroplastik stellt eine Erweiterung des Drillings dar, hierbei wird der
Knorpeldefekt bis zum angrenzenden Knochen debridiert und die freigelegte sub-
chondrale Knochenoberfliche oberfldchlich auf einer Dicke von 1 - 3mm mit einem
Bohrer abgetragen. Auch hier fiillt sich der entstandene neue Defekt mit Ersatzgewebe
auf und auch hier ist der Effekt eher von kurzfristiger Dauer und kann in Abhédngigkeit
von Grofle des Defektes und Alter des Patienten die Implantation eines kiinstlichen
Kniegelenkes bestenfalls hinauszogern [73]. Oft berichten die Patienten aber von deut-
lichen postoperativen Schwierigkeiten und verschiedene Untersuchungen konnten
zeigen, dass die Beschwerdebesserung durch Debridement allein der Abrasionsarthro-
plastik allein oder auch in Kombination mit dem Debridement iiberlegen war [120].
Alle knochenmarkstimulierenden Techniken haben zum Nachteil, dass faserknorpel-
artiges Ersatzgewebe den Defekt auffiillt und der Knorpel in Abhdngigkeit von der
DefektgroBe und der Belastung aufgrund seiner minderwertigen biomechanischen
Eigenschaften wieder abgetragen wird, die Knorpelzerstorung also voranschreitet.
Besonders éltere Patienten sind nur insuffizient mit markstimulierenden Techniken zu
behandeln, da die intrinsische Heilungsfahigkeit in dieser Altersgruppe bekanntermafien
schlecht ist. Bei jungen Patienten mit noch nicht geschlossenen Wachstumsfugen sind
diese Verfahren bei vollschichtigen Knorpelldsionen aufgrund der hohen intrinsischen
Regenerationsfahigkeit indiziert und zu bevorzugen, im Erwachsenenalter konnen am
besten kleine Knorpelschiden bis 2 cm? damit behandelt werden. Bei grof3eren Knorpel-
defekten ist eher nachfolgend vorgestellten Verfahren wie Mosaikplastik und ACT der
Vorzug zu geben [45].

Zu den wiederherstellenden Verfahren zdhlen die periostale und perichondrale Trans-
plantation, die anfianglich eine gute Regeneration der Gelenkoberfliche zeigen. Im
weiteren Verlauf entstehen jedoch hdufig enchondrale Ossifikationen im Transplantat
[13, 103]. Der Gedanke hinter diesem Prinzip fullt auf der Beobachtung, dass die
mesenchymalen Stammzellen in Periost oder Perichondrium ihr chondrogenes oder
osteogenes Potential behalten [95]. In verschiedenen Tierversuchen konnte nach-
gewiesen werden, dass eine Knorpelbildung durch Aufndhen eines Periostlappens oder
von einem Perichondriumtransplantat auf den Knorpeldefekt mdglich ist [103]. Periost
als biologische Prothese war schon seit lingerem bekannt, neben den benétigten Zellen

und der Matrix zum EinsprieBen von Regeneratgewebe waren gleich lokale Wachs-
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tumsfaktoren vorhanden [103, 104]. Anfanglich konnten auch Ergebnisse nachgewiesen
werden, die die Bildung von Knorpelgewebe zeigten. Der Einfluss der Gelenkbewegung
auf das chondrogene Potential fiihrte zu vermehrten Untersuchungen beziiglich bio-
mechanischer Stimulation. Durch Anwendung einer motorisierten Bewegungsschiene
zur kontinuierlichen passiven Bewegung konnte die Qualitit des postoperativen
Ersatzgewebes noch verbessert werden [105, 106].

Perichondrale Transplantate, die in den Defekt gebracht werden, kdnnen sich ebenfalls
zu hyalinem Knorpel differenzieren. Sie werden iiberwiegend aus der Rippenknochen-
Knorpel-Grenze im Sternumbereich entnommen und sind von der GroBe oftmals
limitiert, sodass hdaufig mehrere Rippen zur Deckung grofBerer Defekte benutzt werden
miissen. Die Ergebnisse der klinisch mit dieser Methode behandelten Patienten waren
zunédchst gut, ein GroBteil gab eine deutliche Beschwerdebesserung an, der Nach-
beobachtungszeitraum war jedoch relativ kurz [24, 25].

Im weiteren Verlauf offenbart sich aber auch hier das gleiche Problem wie bei der
Periostlappenplastik — die Ossifikationstendenz und die mangelnde Bindung zwischen
Knorpel und subchondralem Knochen. Dies ist, analog den stromalen Knochen-
markszellen, in der natiirlicherweise osteoblastir ausgeprigten Differenzierungsweise
von Vorlduferzellen dieser Herkunft begriindet und trdgt zur erheblichen Versagens-
quote beider Methoden bei [45, 57]. Die Langzeitresultate sind sowohl fiir die periostale
als auch fiir perichondrale Transplantation enttduschend [13, 14].

Wesentlich bessere Ergebnisse liefert die Autologe Chondrozytentransplantation
(ACT), die eine Erweiterung der Periostlappenplatik darstellt, und in den 1980er Jahren
entwickelt wurde [18]. Hierbei wird im Vorfeld der eigentlichen ACT, und nachdem die
Indikation gestellt ist, arthroskopisch vollschichtiger Knorpel aus einem nicht tragenden
Gelenkbereich entnommen. Die darin enthaltenen Chondrozyten werden anschlieSend
in Zellkultur unter sterilen Bedingungen vermehrt. Nachdem die Zellsuspension zur
Verfiigung steht, wird der Knorpeldefekt in einem zweiten Eingriff bis zum gesunden
Randknorpel debridiert, ohne allerdings die subchondrale Zone zu erdffnen. Ein
Periostlappen, meist aus dem proximalen medialen Tibiaplateau, wird auf den so
praparierten Defekt aufgenidht und die vorbereiteten Chondrozyten darunter injiziert
[19]. Phinotypisch stabile Chondrozyten iiberleben nach ihrer Retransplantation in vivo
und leisten einen wesentlichen Beitrag zur qualitativ hochwertigen Defektauffiillung
[37]. In einer Studie iiber einen Nachbeobachtungszeitraum von zwei bis neun Jahren

mit einem Kollektiv von {iber 100 Patienten konnten gute Resultate nachgewiesen
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werden. Von einem Teil der Patienten konnten arthroskopisch gewonnenen Biopsien
histologisch nachuntersucht werden und in 80 Prozent der Biopsien wurde hyalinartiger
Knorpel nachgewiesen [114]. Der Knorpel besitzt zwar nicht die zonale Struktur des
unverletzten Gelenkknorpels, die biomechanische Belastbarkeit und biochemische Zu-
sammensetzung entspricht aber weitgehend dem unverletzten hyalinen Knorpel und
wird auch ldngerfristig beibehalten. Die Festigkeit kann bis zu 90 Prozent und mehr der
Festigkeit gesunden hyalinen Knorpels aufweisen und ist damit diesbeziiglich und auch
in den biochemischen Eigenschaften dem Faserknorpel deutlich iiberlegen [113, 114,
121]. Das Transplantat unterliegt jedoch zunichst einem Umbauvorgang, sodass die
endgiiltige Gewebequalitit meist nicht vor dem Ablauf von 24 Monaten erreicht wird
[121]. Im Verlauf korrelieren initial gute klinische Ergebnisse auch langfristig mit guten
Resultaten, es besteht eine hohe Korrelation zwischen der Regeneration eines hyalin-
artigen Knorpels sowie guten Ergebnissen. Die Untersuchungszeitraume belaufen sich
mittlerweile auf weit {iber 10 Jahre. Die ACT hat eine relativ geringe Komplikations-
rate, am héufigsten tritt eine Transplantathypertrophie auf, die gut arthroskopisch be-
handelbar ist [114]. Transplantatverkndcherungen werden auch nach lingeren Beobach-
tungszeitraumen nicht beobachtet. Die falsche Indikationsstellung oder Operations-
technik und auch eine unzureichende Qualitdt der angeziichteten Chondrozyten kann
allerdings zu einem kompletten Transplantatversagen oder unzureichenden histo-
logischen Ergebnissen fiihren [56]. Die Indikationsempfehlungen fiir die ACT bestehen
momentan insbesondere groflere Knorpeldefekte ab 4 cm?, hier scheitern meist schon
aus Griinden mangelnder technischer Durchfiihrbarkeit andere biologische Rekon-
struktionsverfahren. Dem Hauptnachteil, der Notwendigkeit eines zweiten offenen Ein-
griffes im Sinne einer Arthrotomie, was Adhésionen und eine prolongierte Erholung
bedeuten kann, stehen die Vorteile der Erhaltung der osteochondralen Integration, die
Verwendung ausdifferenzierter Chondrozyten und die Moglichkeit zur Deckung grof3er
Defektareale gegeniiber.

Zu den osteochondralen Transferverfahren zéhlt die Mosaikplastik, hier werden
Knorpel-Knochen-Zylinder aus gering belasteten Knorpelzonen beispielsweise des
Kniegelenks entnommen und in Defekte der Belastungszonen transplantiert. Die
Technik, chondrale und osteochondrale Defekte mittels osteochondraler Transplantation
zu therapieren, wurde erstmals 1964 erwéhnt [148] und dann 1993 erneut aufgegriffen
[90]. Im weiteren Verlauf wurde die technische Handhabung verbessert und auch ein

arthroskopisches Vorgehen ermoglicht [52]. Die Anwendung allogener osteochondraler
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Transplantate sollte wegen der schon von Transplantationen bekannten Komplikationen
wie Infektionsrisiko und potentieller Immunogenitét auf Sonderfélle beschréankt bleiben,
bei denen alternative Verfahren aufgrund Defektgrofe und Defekttiefe nicht mehr
moglich sind. Des Weiteren ist die Vitalitdt der gefrorenen Knorpelzellen fraglich.
Mittel- bis langfristige Verlaufsbeobachtungen sind in der Regel schlecht, da die
Chondrozyten die Konservierung nicht iiberleben [60]. Wegen der erheblichen Ko-
morbiditit gilt das Gleiche beziiglich der Indikation fiir den posterioren Kondylen-
transfer und die daraus entwickelte Methode der Mega-OATS [23].

Obwohl die Mosaikplastik urspriinglich fiir die Behandlung lokaler Knorpeldefekte in
den Belastungszonen des Femurs entwickelt worden ist, wird sie mittlerweile auch im
Bereich von Patella und Tibia sowie an anderen Gelenken wie Ellenbogen,
Sprunggelenk und an der Schulter eingesetzt [61]. Bei der besonders im Bereich des
Kniegelenkes hédufig angewandten Methode der osteochondralen autologen Trans-
plantation werden mit einem speziellen Instrumentarium aus den geringer belasteten
proximalen lateralen oder medialen Arealen der Femurkondylen oder der inter-
kondyldren Notch Knorpel-Knochen-Zylinder entnommen und in Knorpeldefekte der
Belastungszonen transplantiert. Die Durchmesser der zylindrischen Autografts sind, bei
einer Linge von 15 bis 25 mm, zwischen 4 bis 12 mm variierbar. Durch die Ver-
wendung spezieller Rundmeiflel konnen die Autografts mit uniformer Groéf3e und Lénge
gewonnen werden. Der Durchmesser des Spenderzylinders ist immer geringfiigig gros-
ser als der des Empféangertunnels, so dass der Spenderzylinder in Press-Fit-Technik mit
festem Halt implantiert werden kann. Je nach GréBe und Lokalisation sowohl des
Defektes als auch der Spenderregion kann dies als arthroskopisches Vorgehen oder

mittels Miniarthrotomie erfolgen.
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Abbildung 3:  Technik der osteochondralen Transplantation (aus: [52])

Je groBer die Zahl der zu transplantierenden Zylinder, desto schwieriger wird ein
arthroskopisches Vorgehen. Die Lokalisation, die Grole und die Tiefe des Defektes
sollte praoperativ mittels Bildgebung fiir die Planung der Vorgehensweise abgeschétzt
werden. Die Grofle und das Ausmall des Defekts werden dann nach Debridement bis
zum Gesunden nochmals arthroskopisch mit dem Tasthaken evaluiert. Dann wird be-
stimmt, ob einer oder mehrere Zylinder transplantiert werden miissen. Im Anschluss
hieran wird dann auch entschieden, ob ein arthroskopisches Vorgehen moglich ist, oder
ob ein offener Zugang gewihlt werden muss. Unter Zwei-Gelenk-Technik versteht man
die Entnahme von Spenderzylindern aus einem Gelenk, beispielsweise dem Knie, und
die Implantation in ein anderes Gelenk [30, 60]. Die klinischen Ergebnisse sind bei
kleineren bis mittleren DefektgroBen gut und fulen auf Studien mit grofen Patienten-
kollektiven, teilweise iiber einen Zeitraum von nunmehr iiber zehn Jahren. Uber 90
Prozent der Patienten beschrieben eine deutliche klinische Besserung postoperativ, die
sich auch iiber die Nachbeobachtungszeitrdume hielt. Bei groBflichigen, mit der
Mosaikplastik behandelten Knorpelschiden, wurden jedoch hohe Komplikations- und
Reoperationsraten beobachtet [51-54]. Probleme konnen schon perioperativ bei der
Entnahme der Zylinder auftreten, diese konnen zu lang oder zu kurz geraten, es konnen
Rotationsfehler beim Einpassen entstehen, oder im schlechtesten Fall konnen die
Zylinder auch abbrechen. Die Transplantation erfordert ein prézises operatives Vor-
gehen, jeder Zylinder muss in exakter Hohe und Inklination zur umgebenden Gelenk-
knorpeloberfliche platziert werden. Sitzt er zu tief, erfahrt er keinen normalen arti-

kuldren Druck und iibernimmt somit keine Druckverteilung im Gelenk, was zu einer
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weiteren Degradation des umgebenden Gelenkknorpels fithren kann. Sitzt der einzelne
Zylinder zu hoch, tibernimmt er einen zu hohen Teil des Gelenkdruckes und braucht
sich schneller auf, oder schidigt so die gegeniiberliegende Knorpeloberfliche. Meist
lasst sich die Lénge mit speziellen Instrumenten noch anpassen, sollte dies allerdings
nicht mehr moglich sein, muss ein neuer Zylinder gewonnen werden. Problem hierbei
ist die mangelnde Verfiigbarkeit von Spenderzylindern und die assoziierte Morbiditit,
die im Bereich der Entnahmestellen der Spenderzylinder auftritt. Postoperativ konnen
Hamatome infolge von Nachblutungen aus den Entnahmestellen auftreten, im weiteren
Verlauf kann es zu Infektionen, Sinterungen und Schmerzzustinden im femoro-
patellaren Gleitlager kommen [30, 61]. Nach Eroffnung der subchondralen Knochen-
lamelle und Einbringen der Knorpel-Knochen-Zylinder konnte in Studien die Bildung
von Faserknorpel mit den entsprechend minderwertigen tribologischen Eigenschaften
dazwischen nachgewiesen werden [23]. Ein weiteres Problem dieser Technik ist die
Inkongruenz der Knorpeloberflache. Da sich die Oberflichenform der Zylinder aus den
Bereichen, aus denen sie entnommen werden, von der des Empfangerareals unter-
scheidet, besteht die Gefahr der sekundéir wirksamen pathologischen Stufenbildung
zwischen den Oberflachen. Dieses wird naturgemi3 umso wahrscheinlicher, je groer
die Zahl der transplantierten Zylinder ist. Die resultierenden, abnormen Belastungs-
driicke fiihren im schlechtesten Fall zum Absterben der Chondrozyten mit verdanderten
Stoffwechselleistungen im und um das Transplantat, was eine weitere lokalisierte
Knorpeldestruktion zur Folge hat. Die Grenzen dieser Methode werden dann je nach

Defektlokalisationen spétestens bei etwa 3 bis 4 cm? Defektgro3e erreicht [23, 45, 57].

1.3 Wachstumsfaktoren

Insgesamt ist das komplizierte Zusammenspiel aus verschiedenen Zytokinen und
Wachstumsfaktoren ein entscheidender Faktor bei der Regeneration nach Knorpel-
schidden und bei der Progression zu einer posttraumatischen Arthrose.

An dieser Stelle sollen Wachstumsfaktoren, welche die Knorpelregeneration moglicher-
weise positiv beeinflussen konnen, deren Wirkung am geschidigten Knorpel und
mogliche klinische Anwendungen und Nebenwirkungen erldutert werden. Von be-
sonderem Interesse ist hier der Hepatocyte Growth Factor (HGF).

Um das Einheilen der Transplantate insbesondere auf Knorpelniveau zu verbessern,

sind bereits verschiedenste Versuche unternommen worden, diesen Prozess mit

28



Wachstumsfaktoren wie IGFs, BMPs, TGF-f und basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) zu unterstiitzen. Wachstumsfaktoren sind Polypeptide die Zellteilung, Zell-
migration, Zelldifferenzierung und Matrixsynthese stimulieren. Es ist bereits fiir ver-
schiedene dieser Molekiille ein Effekt auf Chondrogenese und Metabolismus
nachgewiesen worden. Die Freisetzung erfolgt aus den Zellen der knochernen Matrix
und den Zellen, die im Knorpelmetabolismus als Antwort auf osteochondrale Schidi-
gung oder operative Intervention miteinander interagieren [26, 101]. Die meisten
Wachstumsfaktoren wirken komplex eingebettet in Aktivierungs- und Hemmbkaskaden,
was die genaue Untersuchung von deren Wirkung, insbesondere in vitro, schwierig
macht.

IGF-1 ist unter normalen Bedingungen der wesentliche homdostatische Faktor, der
Matrixsynthese und Abbau kontrolliert. Serum und Synovialfliissigkeit haben in Kultur
einen wesentlichen Einfluss auf den Knorpelumsatz, dieser Effekt geht jedoch mit
Abwesenheit von IGF-1 verloren. Allerdings fand sich trotz erhdhter IGF-1 Konzen-
trationen im Gelenk gegeniiber dem Serum ein Nichtansprechen osteochondraler
Lisionen auf diesen Wachstumsfaktor, der mogliche Grund hierfiir ist eine Uber-
expression und iiberschieBende Bildung von IGF-1 Bindungsproteinen [89]. Dieses, in
verschiedensten Studien nachgewiesene Nichtansprechen auf exogenes IGF-1, macht
die therapeutische Applikation dieses Wachstumsfaktors problematisch [146].

TGF-B ist ein universell zellregulierendes Protein, welches in Knochenmark, Knorpel,
Lymphozyten und anderen Geweben nachgewiesen worden ist und von dem ver-
schiedene Untergruppen existieren [140]. Im Knorpel ist TGF-B, von den Chondrozyten
produziert, in latenter Form vorhanden. Es beeinflusst die Proliferation von Chondro-
zyten, von Periost der Tibia und des Schidelknochens und von Osteoblasten [34, 101].
Die Wirkungen von TGF-B sind vielfdltig, es scheint einen wesentlichen Teil im
Netzwerk der Wachstumsfaktoren im Rahmen der Knorpelhomdostase zu haben. Viele
Studien beziehen sich auf den proliferativen Effekt von TGF-f im Zusammenspiel mit
anderen Wachstumsfaktoren [34, 109]. Im Gegensatz zur Reaktion auf IGF zeigt sich
bei geschiadigtem Knorpel eine gesteigerte TGF-B Sensitivitit bei wiederholter
Exposition, in einem Mausmodell konnte die zweifach gestiegene Proteoglykansynthese
nach lokaler Applikation dieses Faktors in das Gelenk nachgewiesen werden. Dies ldsst
Riickschliisse darauf zu, dass TGF- Chondrozyten zu sensitiven Zellen umwandeln
kann. Und die gesteigerte Sensitivitit der Chondrozyten auf TGF-B im Rahmen der

Arthrose deutet somit auf wiederholte TGF-f Exposition und damit auf die ent-
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scheidende Funktion dieses Wachstumsfaktors bei der Progression von Arthrose [142,
144, 146]. Wiahrend die Gabe eines TGF-bindenden Rezeptors den Proteoglykanabbau
im Modell einer experimentell induzierten Arthrose deutlich verschlechtert, verbessert
die wiederholte intraartikulire Gabe von TGF-B die Wiederherstellung des ent-
ziindungsbedingten Proteoglykanverlustes. Hierin zeigt sich die bedeutende Rolle dieses
Molekiils in der endogenen Reparation von Knorpeldefekten, wihrend die Verbesserung
der Defektheilung nach Administration darauf riickschlieBen lisst, dass sich die von
TGF-B vermittelten endogenen Reparaturmechanismen noch verbessern lassen [46]. Ein
unerwiinschter Nebeneffekt ist allerdings die Bildung von Osteophyten, welcher durch
oben genannte Applikation von TGF- bindenden Rezeptoren und damit stattfindende
Blockade des Molekiils verhindert werden konnte [46, 142, 146].

Die Bone Morphogenic Proteins (BMPs) sind ein Teil der TGF-f Groffamilie und bis
dato sind viele verschiedene BMPs entdeckt worden. Sie sind integraler Bestandteil von
osteochondralen Reparaturprozessen und koénnen iiber enchondrale Ossifikation die
Bildung von Knochen in Weichgeweben vermitteln [40]. Die Wirkung dieser Signal-
proteine beruht auf der Bindung an Oberflichenrezeptoren vieler verschiedener Zell-
typen, insbesondere an denen undifferenzierter Stammzellen und noch im Wachstum
befindlicher Zellen von Binde- und Stiitzgeweben. Auf der Grundlage ihrer variablen
Expression haben die BMPs Einfluss auf die Chondrogenese und sind in verschiedenen
Stufen mit der skelettalen und Weichgewebsentwicklung verkniipft [101]. Fiir Re-
paraturprozesse an vollschichtigen Knorpelschiden miissen vor der Knorpel-
differenzierung mesenchymale Stammzellen an den Ort der Schidigung einwandern.
Die BMPs nehmen hier eine Vorreiterrolle ein, da sie fiir diese Aufgabe der ideale
Wachstumsfaktor zu sein scheinen. In operativ konstruierten vollschichtigen Knorpel-
defekten in einem Kaninchenmodell konnte eine deutlich gesteigerte Neubildung von
subchondralem Knochen und ein verbessertes histologisches Erscheinungsbild des
dariiber liegenden Knorpels nachgewiesen werden, wenn die Defekte mit BMP-2
imprégnierten Kollagenschwidmmen behandelt wurden. Auch fand sich wahrend des
Wiederherstellungsprozesses signifikant mehr Typ-II-Kollagen im Defektbereich [125].
Die intraartikuldre Injektion von BMP-2 in Gelenke von Médusen hatte die schnelle und
deutliche Steigerung der Proteoglykansynthese zur Folge, welche im Gegensatz zur
Stimulation mit TGF-f aber von kiirzerer Dauer war [142]. In dem Zusammenhang war
ebenfalls auffillig, dass BMP-2 die chondrozytire Proteoglykansynthese nur in

Abwesenheit des, in entziindlichen Gelenkprozessen in hohen Konzentrationen an-
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wesenden, katabolen Zytokins IL-1 steigern kann. TGF-f kann diese Effekte auch in
Anwesenheit von IL-1 vermitteln [145]. Auch unter dem Einfluss von BMP-2 fanden
sich osteophytire Formationen in den Randbereichen des Gelenkes [142].

Der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) wird sowohl von Knorpelzellen als auch
von der Hirnanhangsdriise gebildet. Er wird in den chondrozytiren Vorldauferzellen
wihrend der Embryonalentwicklung sowie bei der Frakturheilung exprimiert. Zunéchst
als Peptid mit mitogenen Eigenschaften auf Fibroblasten identifiziert, konnte auch ein
wesentlicher Einflul} auf die chondrozytére Proliferation nachgewiesen werden [34, 43].
Die intraartikuldre Injektion von bFGF in die Knie von heranwachsenden Ratten fiihrte
zu einer VergroBBerung der Knorpelfliche im Randbereich, also in dem Bereich, wo sich
die meisten proliferierenden Zellen finden. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
fritheren Studien, in denen nach intraartikuldrer Administration dieses Wachstums-
faktors keine morphologischen Verdnderungen, allerdings in adultem Knorpel, nach-
gewiesen werden konnten [101]. Von Bedeutung scheinen also auch das Alter des
Zielgewebes und die applizierte Dosis zu sein, was jeweils Einfluss auf anabole oder
katabole Prozesse im Knorpelmetabolismus zu haben scheint [140]. Das Zeitintervall
zwischen Schidigung und Wachstumsfaktorapplikation ist ebenfalls von Bedeutung, die
frithe intraartikuldre Applikation fiihrt zu deutlich weniger Faserknorpelbildung in voll-
schichtigen Defekten im Hasenmodell. Ebenfalls auffillig war die verbesserte Dif-
ferenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu einem chondrozytiren Phinotyp,
sowie die gesteigerte Proliferation von bereits ausdifferenzierten Chondrozyten und die
erhohte Konzentration von Typ-II-Kollagen und Proteoglykanen [43]. Verschiedenste
Studien haben die Wirkung von bFGF auf Knorpelschidden untersucht und positive
Effekte zeigen konnen [43, 133, 140], gerade die Unterschiede zwischen in vitro und in
vivo Aktivitit unterstiitzen aber die Vermutung, dass auch dieser Wachstumsfaktor in
ein komplexes Netzwerk aus Signalkaskaden eingebunden ist [109]. bFGF ist ein
potenter mitogener und proliferativer Faktor in vitro. In vivo beeinflusst bFGF die
Heilung von oberflachlichen und vollschichtigen Knorpelschidden positiv und die

anabolen Effekte scheinen die katabolen Einfliisse aufzuwiegen [101].

1.3.1 Hepatocyte Growth Factor (HGF)

Das HGF System besteht aus dem Protein selbst, seinem Tyrosinkinase-Rezeptor c-met,
dem HGF Aktivator (HGFA) und dem HGF Aktivator Inhibitor (HAI). In einen para-

krinen und autokrinen Feedback Mechanismus eingebaut, bindet und aktiviert HGF
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mesenchymalen Ursprungs an seinen Rezeptor c-met auf epithelialen Zellen. Diese
reagieren dann mit unterschiedlichsten morphologischen und funktionellen Ver-
anderungen. Conway et al. haben dieses System néher beschrieben [33]. HGF ist ein
Wachstumsfaktor, der erstmals im Serum hepatektomierter Ratten identifiziert werden
konnte. In vitro zeigte sich eine stark stimulierende Wirkung auf Leberzellwachstum,
was die Namensgebung erkldrt. Nach Klonen und den damit verbesserten Unter-
suchungsmoglichkeiten entpuppte sich HGF als multifaktorieller Wachstumsfaktor mit
groem Potential. Vor allem die entdeckten angiogenen und proliferativen Eigen-
schaften auf eine Vielzahl von epithelialen Geweben sind von besonderem Interesse
[31, 68]. Das HGF Molekiil ist ein durch Disulfidbriicken verbundenes Heterodimer,
welches aus einer 69kDa schweren a-Kette und einer 34kDa schweren -Kette besteht
und durch enzymatische Hydrolyse mittels einer Serinprotease aus einer einkettigen
Proform ensteht [96]. Die n-terminale Haarnadelschleife vermittelt die Rezeptor-
Liganden Bindung, wéhrend die auf der a-Kette lokalisierten 4 gekrduselten Doménen
K 1-4 fiir die Funktion und Aktivierung des HGF Rezeptors zustindig sind [68]. Der
Genort fiir menschliches HGF liegt auf Chromosom 7 (7qg21.1) und besteht aus 18
Exons und 17 Introns [44]. Die einkettige Proform von HGF, Pro-HGF, kann von
mehreren Molekiilen in die biologisch aktive Form umgewandelt werden. Das hierfiir
hauptverantwortliche Molekiil ist eine Serinprotease, der HGF Aktivator (HGFA).
Dieser Aktivator wird in inaktiver Form sezerniert und dann in verletzten Geweben
durch andere Proteasen in seine aktive, HGF konvertierende Form umgewandelt.
Enzyme, die diese Fihigkeit besitzen, sind unter anderem Thrombin [129], Plas-
minogen-Aktivator vom Urokinasetyp und vom Zelltyp [84], sowie Faktor XIla aus der
Blutgerinnungskaskade [130]. Das Hauptorgan der Sekretion von HGFA ist die Leber,
von wo HGFA in seiner Proform sezerniert wird und von Thrombin in die aktive Form
umgewandelt wird [92]. Kiirzlich sind zwei weitere Serinproteasen beschrieben worden,
die durch Bindung an HGFA die Umwandlung von Pro-HGF zu HGF blockieren
konnen [76]. Die Bezeichnung leitet sich auch hier wieder aus der Funktion ab, HGFA
Inhibitor Typ 1 und Typ 2 (HAI-1 und HAI-2). Diese liegen einerseits zellmembran-
gebunden vor und kénnen hier reversibel an HGFA binden, andererseits kommen die
Inhibitoren aber auch in geldster Form vor und blocken so effektiv die HGFA
Aktivierung [38, 119].

Der HGF-Rezeptor c-met wird von dem c-met Protoonkogen codiert und hauptsichlich

auf epithelialen Zellen exprimiert. Er besteht aus einem zweikettigem Protein mit einer
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50kDa schweren a-Kette und einer 145kDa schweren B-Kette, die {iber eine Disulfid-
briicke verbunden sind [68]. Der Rezeptor ist ein integriertes Membranprotein, die a-
Kette liegt an der Zelloberflaiche wihrend die B-Kette in der Zellmembran bis nach
intrazelluldr reicht und dort eine Tyrosinkinasedoméne besitzt. Die Bindung von HGF
iiber die n-terminalen und die K-Domédnen vermittelt eine Phosphorylierung des
Rezeptortyrosinmolekiils, die iiber eine Rezeptor-Ligand vermittelte Konfigurations-
dnderung in ein Homodimer die Phosphorylierung weiterer Tyrosinmolekiile am intra-
zelluliren Anteil der B-Kette ermdglicht [112]. Je nach disulfidhaltigem Molekiil,
welches an das jeweilige Phosphotyrosin bindet, werden unterschiedliche Zellantworten
vermittelt. Die Stimulation von c-met durch HGF fiihrt {iber intrazelluldre Signal-
kaskaden durch Phosphorylierung zur Aktivierung von Proteinkinase C und zur Mobi-
lisation von Kalzium, was letztendlich die Zellproliferation und Zellbeweglichkeit be-
einflusst [68]. Der c-met Rezeptor findet sich auf epithelialen Zellen in einer Vielzahl
von Geweben und ist dort im Bereich der intrazelluldren Zell-Zell-Verbindungen
gemeinsam mit Zelladhdsionsmolekiilen lokalisiert. Der Rezeptor wird neben HGF von
einer Vielzahl von Molekiilen stimuliert. Hierzu zdhlen unter anderem Epidermal
Growth Factor, IL 1 und 6, TNFa und Steroidhormone wie Progesteron, Tamoxifen und
Dexamethason [11].

HGF hat eine Vielzahl von Wirkungen auf unterschiedlichste Gewebe im Korper, er
fordert die Zellmigration, die Proliferation von Hepatozyten, die Angiogenese und
reguliert Morpho- und Organogenese in einer Vielzahl von Zellen [69]. Ausloser der
HGF-Aktivierung ist der Gewebeschaden, HGF-mRNA konnte nach Leberschidigung
in dem verletzten Lebergewebe, aber auch in erhohten Konzentrationen in unverletztem
Gewebe nachgewiesen werden [88]. HGF spielt auBBerdem eine wichtige Rolle bei der
Heilung von verschiedenen anderen Geweben des Korpers [69]. Des Weiteren konnte
HGF durch seine Fihigkeit Endothelzellproliferation, Endothelzellmotilitit und die
Neubildung von Gefdflen zu stimulieren, als potenter angiogener Faktor identifiziert
werden [31]. Angiogenese ist ein wesentlicher Bestandteil von Wundheilung, allerdings
auch von Tumorprogression und Metastasierung [68]. Der hochkomplexe Prozess der
Angiogenese erfordert die Proliferation und Migration von epithelialen Zellen und die
Modifikation von Zell-Zell-Kontakten und Zell-Matrix-Kontakten mit epithelialen
Zellen. Im Tierversuch mit Subkutangewebe oder Kornea konnte HGF das Einwachsen
neuer Blutgefdfe induzieren [31]. Die Stimulation von endothelialen Zellen von groBBem

Netz beim Menschen mit HGF fiuhrte in Anwesenheit von aktiviertem tissue
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Plasminogen-Activator (tPA) zum Auswachsen tubuldrer Strukturen, was Riickschliisse
auf die zusammenwirkende Rolle dieser beiden Faktoren zuldsst [93]. Auch fiir andere
Wachstumsfaktoren ist ein verstirkender Effekt auf die HGF-vermittelte Angiogenese
erwiesen [135]. Der c-met Rezeptor konnte zum Beispiel neben seiner Prisenz in
epithelialen Zellen auch in den Zellen des Gefa3systems und in Myozyten des Herzens
nachgewiesen werden. Kombiniert mit dem Wissen um die leistungsfahigen mitogenen
und angiogenen FEigenschaften von HGF ergibt sich hier moglicherweise eine
Behandlungsmdglichkeit fiir periphere arterielle VerschluBkrankheit, Neoangiogenese
nach Herzinfarkt oder eine Verbesserung der Durchblutung nach Restenose einer
angioplastierten Herzkranzarterie [94]. In neuerer Zeit mehren sich die Hinweise auf
einen protektiven Effekt von HGF bei cerebralen ischdmischen Erkrankungen. In voran-
gegangenen Studien war gezeigt worden, dass HGF und sein Rezeptor c-met ver-
schiedenste Reaktionen auf zelluldrer Ebene ausldsen konnen. Diese mitogenen, angio-
genen, morphogenen und antiapototischen Eigenschaften konnten auch fiir Zellen unter-
schiedlicher Gehirnregionen beschrieben werden. Insbesondere verbesserte HGF das
Uberleben von Neuronen in Hippocampus und Cortex im Verlauf des Alterungs-
prozesses in Kultur. Die neuroprotektiven Eigenschaften von HGF in vivo bei isché-
mischen Erkrankungen sind noch nicht in vollem Umfang verstanden. Vieles deutet
darauf hin, dass HGF die Translokation des Apoptose induzierenden Faktors in den
Nucleus nach ischdmischer neuronaler Schadigung verhindert und so hippocampale
Neurone vor dem Zelltod beschiitzt. Auch konnte das Wiedererlernen von Féhigkeiten
und Gedichtnisleistung nach cerebralen embolischen Ereignissen durch HGF positiv
beeinflusst werden, was vermutlich auf protektive Eigenschaften auf die Hirngefille
zuriickzufiihren ist [100].

In diesem Zusammenhang haben sich eine Vielzahl der Studien mit der Rolle von HGF
bei der Regulation von Tumorprogression und Metastasierung beschiftigt, dies haben
Jiang et al. ndher beschrieben [68]. Die Modulation von interzelluldren Kontakten im
Tumorgewebe ist eine wesentliche Voraussetzung von metastatischer Ausbreitung, hier
konnte die HGF-vermittelte Regulation von Tumorzellmatrix und Tumorendothel die
intra- und extravasale Tumorzellausbreitung begiinstigen. Diese Effekte sind von dem
Protoonkogen c-met vermittelt.

HGF hat unterschiedliche Wirkungen auf eine grofle Zahl von Tumorzellen, die je nach
Tumorgewebe mit verstirktem oder gehemmtem Wachstum, oder mit Apoptose rea-

gieren konnen. Beim Magenkarzinom, beim Nierenzellkarzinom oder beim Pankreas-
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karzinom erhohte HGF die Proliferation und Motilitdt [39], widhrend die Proliferation
bei kolorektalen Karzinomen herabgesetzt war und dafiir die Motilitdt gesteigert war
[70, 71]. Uber den c-met Rezeptor konnen je nach Tumor und Gewebe unterschiedliche
Effekte auf Zellwachstum und Zelltod ausgelost werden. In B-Zell-Vorlduferzellen kann
durch HGF Wachstum ausgelost werden, wohingegen der Zelltod in erythroleu-
kidmischen Zellen ausgelost wird [63]. Die Voraussetzungen fiir die Metastasierung von
Tumorzellen sind hochspezifische Schritte. Hierzu gehort der Verlust von Zell-Zell
Adhédsionen im Bereich des Primértumors, Adhdsion an und Invasion der Basal-
membran und der extrazelluldren Matrix und dann die Invasion des GefiaBsystems mit
nachfolgender Fortbewegung zum Ort der Metastasierung. Hierbei muss die Tumorzelle
das Immunsystem {iiberleben, nach Anhaften an das GefdBendothel das GefdB3system
verlassen und am Zielort eine Neovaskularisation zur eigenen Erndhrung und zum
eigenen Wachstum aufbauen [72]. Die Stimulation von Tumorzelllinien mit HGF be-
giinstigte die Zelldissoziation, vermutlich durch die Hemmung von Zell-Zell-Ad-
hisionsmechanismen [111]. Um die Basalmembran und extrazellulire Matrix zu iiber-
winden, bedienen sich die Tumorzellen der Integrinmolekiile. Diese fungieren als trans-
membranes Verbindungsglied zwischen extrazelluldrer Matrix und Zytoskelett. Am
Beispiel von c-met positiven B-Lymphom Zellen konnte gezeigt werden, dass HGF die
Adhésion an extrazellulire Matrixmolekiile verbessert und die Invasion und Migration
dieser Zellen unterstiitzt [152]. Nach der Adhédsion an Molekiile der extrazelluldren
Matrix miissen die Tumorzellen diese nun andauen und iiberwinden. Dieser Effekt wird
durch proteolytische Enzyme und Zellmotilitit begiinstigt. HGF stimuliert die Invasion
der extrazelluldren Matrix in einer Vielzahl von Tumorzellen, unter anderem durch die
Stimulation von matrixabbauenden Enzymen wie MMPs, Kollagenasen und Stro-
melysin. Die morphogenetischen Eigenschaften von HGF an der Zellmembran werden
durch Actinfilamente, Mikrotubuli, Intermedidrfilamente und Zellkontakte im Junk-
tionsbereich vermittelt. Ausgeldst wird hier eine Vielfalt von gewebsspezifischen Pro-
grammen, die Form und Aussehen der epithelialen Zelle verandern. Ist die Tumorzelle
erst einmal in das BlutgefiBBsystem eingewandert und hat dort iiberlebt, muss sie an
anderer Stelle wieder durch das Gefaflendothel aus dem GefaBsystem austreten. Hierzu
machen sich Tumorzellen die vorhandenen Zell-Zell-Adhédsionsmechanismen zunutze,
um nach initialem Andocken an das Endothel fest daran zu binden und die Zelle zu
penetrieren. HGF verstirkt sowohl diese Bindung an das Endothel, als auch die

Expression von CD 44 auf endothelialen Zellen. Dieses Molekiil spielt eine ent-
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scheidende Rolle bei der Tumorzell-Endothel Interaktion und der Metastasierung von
Tumoren. Die stimulierende Wirkung von HGF auf die Zellmotilitdit von Tumorzellen
konnte am Beispiel von verschiedenen soliden Tumoren und fiir das maligne Melanom
nachgewiesen werden [70]. Ohne die Bildung neuer Blutgefifle konnte sowohl der
Primirtumor, als auch eine Metastase nicht wachsen und iiberleben. Diese Neo-
angiogenese wird von HGF als potentem Stimulator wirkungsvoll unterstiitzt [31] und
kann von anderen Wachstumsfaktoren wie beispielsweise dem Vascular Endothelium
Growth Factor (VEGF) noch verstirkt werden [135]. HGF und der dazugehorige
Rezeptor c-met sind dahingehend von groBer klinischer Bedeutung, da gezeigt werden
konnte, dass der Rezeptor in vielen Krebsarten {iberexprimiert ist und diese
Tumorzellen dann besonders sensibel auf HGF Stimulation reagieren. Auch konnte
gezeigt werden, dass die Konzentrationen von HGF und von c-met im Serum bei ver-
schiedenen Tumorerkrankungen erhoht sind und mit der Prognose der Erkrankung
korreliert werden konnte [153]. Durch die bisherigen Studien der HGF Wirkung auf
Tumorprogression und Metastasierung, welche durch den c-met Rezeptor vermittelt
wird, ergeben sich Angriffspunkte fiir eine antitumorale Therapie zum Beispiel durch
HGF Antagonisten, bestimmte Interleukine (IL 4, IL 12) oder Invasions-hemmende

Faktoren (IIFs) [141].

1.3.2 Einfluss von HGF auf Knorpelzellen

HGF fordert neben Proliferation und Chemotaxis auch die Angiogenese und
Morphogenese in epithelialen Zellen [87]. Von besonderem Interesse ist hier die Rolle,
die HGF im Zusammenhang mit Knorpelmetabolismus in vitro und in vivo spielt. Der
HGF-Rezeptor c-met konnte in heranwachsenden Extremitdten nachgewiesen werden,
was Riickschliisse darauf zuldsst, dass einige der mesenchymalen Zellen auf HGF
reagieren [136]. In heranwachsenden Extremititen geht der Knorpelbildung die Ver-
dichtung mesenchymaler Zellen voran, die sich dann zu Knorpel differenzieren. Dieser
Knorpel wird im weiteren Verlauf teilweise durch Knochen ersetzt, den so be-
schriebenen Vorgang nennt man enchondrale Ossifikation. Hierdurch bilden sich die
Skelettstrukturen in Extremitdten im Wachstum [62]. Um die Auswirkungen von HGF
auf die Knorpelentwicklung genauer zu untersuchen, isolierten Takebayashi et al.
Chondrozyten aus Knie und Rippenknorpel von heranwachsenden Kaninchen und
untersuchten die Auswirkungen von HGF auf Migration und Proliferation dieser Zellen.

HGF stimuliert demnach die Migration von Chondrozyten in Kultur, weitere Aus-
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wirkungen auf Fibroblasten in Extremitdten oder Synovia konnten allerdings nicht
nachgewiesen werden. Auch die Proliferation der Chondrozyten wurde durch HGF
stimuliert, was sich in einer dreifach gesteigerten DNA Synthese bei einer Kon-
zentration von 3ng/ml HGF sowie einer gesteigerten Proteoglykansynthese in den
Chondrozyten &uflerte. Der HGF Rezeptor konnte ebenso auf den Chondrozyten
nachgewiesen werden [138]. Auch andere Studien konnten die Beteiligung von HGF
beim Extremitdtenwachstum nachweisen. Jikko et al. untersuchten die Wirkung von
HGF und dem dazugehorigen Rezeptor c-met auf Chondrozyten im Bereich der
Wachstumsfuge. Dort proliferieren Knorpelzellen und bilden Kollagen Typ II und
Proteoglykane aus. Im Rahmen der enchondralen Ossifikation hypertrophieren diese
Chondrozyten, produzieren Typ X Kollagen und Alkalische Phosphatase (AP) und
mineralisieren die sie umgebende extrazellulire Matrix. Durch einwachsende Gefaf3e
und Chondroklasten in die Zone der hypertrophen Chondrozyten und mineralisierten
Matrix wird die Ossifikation vervollstindigt. Bei Chondrozyten aus dem Bereich der
Wachstumsfuge zeigte sich in Kultur die Expression von HGF und c-met, die im
Verlauf des Entwicklungszyklus noch zunahm. Auch in vivo fand sich HGF und sein
Rezeptor auf den Chondrozyten exprimiert, wéhrend sich hier aber nur schwach
stimulatorische Wirkungen von HGF auf die Synthese von DNA und Proteoglykan
darstellten. Der c-met Rezeptor wurde im Verlauf der Reifung der Wachstumsfuge auf
den Chondrozyten herunter geregelt und die differenzierten Chondrozyten im End-
stadium, die Typ X Kollagen und AP exprimierten, wurden in dieser Studie sogar durch
HGF gehemmt [2]. Eine weitere Studie von Grumbles et al. hat auch den Effekt von
HGF auf Knorpelzellen im Bereich der Wachstumsfuge in vivo am Rattenmodell und
auf Chondrozyten in Kultur aus der proliferativen Zone untersucht. Hier fand sich so-
wohl in vivo als auch bei kultivierten Chondrozyten HGF-mRNA und Rezeptor-mRNA.
Die Konzentrationen von Kollagen-II-mRNA und AP-mRNA konnten durch HGF etwa
dreifach stimuliert werden. Den gleichen Effekt hatte auch die Zugabe von Calcitriol,
einem aktiven Vitamin-D Metaboliten. Die Kombination beider Faktoren fiihrte im
Sinne eines Synergismus zu einer neunfach gesteigerten AP-mRNA-Synthese.
Zusétzlich zur Rolle wihrend der Skelettreifung konnte HGF also auch noch die hor-
monelle Sensitivitit des Chondrozyten wihrend Proliferation, Differenzierung und
Apoptose modifizieren [48]. Pfander et al. haben die Verteilung und Expression von
HGF und dem c-met Rezeptor in gesundem und arthrotischem Knorpel in vivo

untersucht. In normalem Knorpel fanden sich immunhistochemisch HGF- und Re-
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zeptorexpression vor allem in der tiefen Zone und im Bereich der kalzifizierten Zone,
vereinzelt wurde der c-met Rezeptor noch in der Intermedidr- und oberflachlichen Zone
exprimiert. Dagegen fand sich im Rahmen der Untersuchung des geschéddigten Knorpels
eine verstiarkte Anfarbbarkeit fiir HGF in tiefer Zone und mittlerer Zone, wihrend der c-
met Rezeptor in allen Zonen verstirkt prasent war. Diese Ergebnisse lassen Riick-
schliisse auf eine wesentliche Rolle von HGF und dem c-met Rezeptor bei der Pro-
gression von Arthrose zu [116]. Wieder andere Studien kamen zu dem Ergebnis, dass
HGF bei Osteoarthrose von Osteoblasten vermehrt gebildet wird und dann in den
Knorpel hinein diffundiert [49], oder sie bezweifeln eine wichtige Rolle von HGF im
Zusammenhang mit dem Knorpelmetabolismus bei Arthrose [5]. Bhargava et al. haben
Meniskusschdden, die mit Wachtumsfaktor-impragnierten Kollagentrigern behandelt
wurden, in vitro untersucht. Verglichen wurden HGF und PDGF (Platelet Derived
Growth Factor), diese fiihrten im Gegensatz zu den Kontrollen zu Migration von Zellen
in Richtung des Defektes. Die Kombination aus beiden Wachstumsfaktoren schien hier
den besten Effekt zu haben, nach wenigen Tagen wurde eine Zunahme der Zellen im
Defektgebiet beobachtet und nach 4 Wochen fand sich doppeltbrechendes Material in
der Polarisationsmikroskopie, was auf organisiertes Kollagen hindeutet [8]. Wakitani et
al. beschrieben die makroskopischen Ergebnisse nach Behandlung iatrogen erzeugter,
vollschichtiger Knorpeldefekte von 4mm im Durchmesser in Kaninchenknien mit
intraartikuldren HGF-Injektionen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe, deren Knorpelrege-
nerationsgewebe histologisch eher fibroblastische Charakteristika aufwies, fand sich in
der HGF behandelten Gruppe Firbeverhalten und Zellmorphologie dhnlich dem von
Gelenkknorpel. Das Regenerationsgewebe der HGF Gruppe war dahingehend zwar der
Kontrollgruppe tiberlegen, im Vergleich zu physiologischem, gesunden Knorpel aber
von deutlich minderwertigerer Qualitit [149, 150]. AuBlerdem konnten mitogene Effekte
auf Chondrozyten und die Zellen von Menisken und Béandern nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu bFGF und TGF-p, die nach intraartikuldren Injektionen als unerwiinschten
Nebeneffekt oft Knorpelverdickung, Synoviaproliferation und Osteophytenbildung zur
Folge hatten, fand sich dies bei HGF nicht [143].

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Bisher gibt es eine Vielzahl von Behandlungsmoglichkeiten fiir Knorpelschdden, die

von konservativen Verfahren iiber alternative Verfahren bis zu operativen Verfahren
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reichen und die in unterschiedlichem Malle Linderung versprechen. Die autologe
osteochondrale Transplantation ist ein anerkanntes Verfahren zur Behandlung von
Knorpelschéden, problematisch erweist sich bei diesem Verfahren die fehlende
Einheilung der Spenderzylinder auf Knorpelebene. Es ist bereits versucht worden, die
Einheilung der Spenderzylinder durch die Zugabe von Wachstumshormonen zu stimu-
lieren. In vorangegangenen Studien wurde mehrfach gezeigt, dass der hier untersuchte
Hepatocyte Growth Factor den Knorpelzellmetabolismus positiv beeinflussen kann. Da
sich eine Probengewinnung und Wachstumsfaktorapplikation beim Menschen zu
diesem Zeitpunkt verbietet, sind Tierversuche nicht zu umgehen. Die Atiologie und die
Situation im Tiermodell sollten dem menschlichen Verlauf moglichst &hnlich sein.
Nachfolgend sollen folgende Hypothesen iiberpriift werden:

1. Die intraartikuldire Administration von Hepatocyte Growth Factor in der
gewidhlten Konzentration verbessert die Einheilung der Knorpel-Knochen-
Zylinder, die HGF behandelten Transplantate werden fiir den Teil Fissur eines
modifizierten Mankin- Scores einen niedrigeren Wert aufweisen, was auf ein
besseres Einheilen hindeutet.

2. Das entstechende Defektgewebe zwischen transplantiertem und ortsstindigem
Knorpel wird in den immunhistochemischen Féarbungen hoéhere Anteile von
Kollagen Typ II aufweisen und damit, im Gegensatz zum normalerweise ent-
stehenden Faserknorpel mit vorherrschendem Kollagen Typ I, auf die Bildung
eines hyalinartigen Ersatzgewebes hindeuten.

3. Die Qualitdt des transplantierten und des umgebenden Knorpels verbessert sich
mit der Applikation von HGF, die HGF behandelte Gruppe erzielt damit im hier
beriicksichtigten modifizierten Mankin-Score einen geringeren Wert als die
Kontrollgruppe. Insbesondere der transplantierte Knorpel wird geringere Dege-
nerationserscheinungen und damit einen geringeren Wert im hier verwendeten
Mankin-Score aufweisen.

4. Die intraartikulire Gabe von Hepatocyte Growth Factor in der gewéhlten
Konzentration ist im Schafmodell sicher und es finden sich keine Neben-
wirkungen wie beispielsweise osteophytdre Anbauten, die bei anderen Wachs-

tumsfaktoren beschrieben werden.
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2 Material und Methode

2.1 Versuchsaufbau

Der Tierversuch und die Haltung der Tiere wurden unter der Tierversuchsnummer
(G12/2000) von der Bezirksregierung Miinster und dem Veterindr- und Lebens-
mitteliiberwachungsamt Miinster genehmigt.

Die Versuchsreihe wurde mit 8 ausgewachsenen, ménnlichen ,,Holsteiner* Schafen
durchgefiihrt. Die Bocke waren klinisch gesund und das Gewicht zum Zeitpunkt der
Operation belief sich im Durchschnitt auf 95kg (Spannbreite 87-102kg).

Alle Schafe wurden in Vollnarkose an beiden Kniegelenken operiert, hierbei wurden
autologe osteochondrale Transplantate aus dem Belastungsbereich der Femurkondyle
entnommen, um in das jeweilige kontralaterale Kompartiment transplantiert zu werden.
Die Tiere wurden zwei Versuchsgruppen zu je vier Tieren zugeordnet. Beide Gruppen
erhielten dreimal wochentlich {iber einen Gesamtzeitraum von vier Wochen
intraartikuldre Injektionen in beide behandelten Kniegelenke. Gruppe 1 wurde als Kon-
trollgruppe jeweils 1ml isotone NaCl-Losung, Gruppe 2 wurde als Versuchsgruppe 1ug
rekombinanter humaner ,,Hepatocyte Growth Factor (HGF), gelost in 1ml Phos-
phatpuffer (R & D Systems GmbH, Wiesbaden, Germany) injiziert.

Die Tiere wurden drei Monate nach der Operation getotet, die Kniegelenke entnommen,

histologisch aufgearbeitet und untersucht.

2.2 Operationsmethode

Die Operation wurde unter Aufsicht eines erfahrenen Anisthesisten durchgefiihrt. Alle
Tiere erhielten zur Praimedikation initial eine intramuskuldre Injektion mit 1,5g Ketamin
und wurden auf dem Riicken gelagert. Die Narkose wurde mit Propofol eingeleitet
(2mg/kg) und mit 10mg/kg/h i.v. aufrechterhalten. Die Tiere wurden danach mit einem
38Ch Tubus intubiert und mit einem volumenkontrolliertem Modus beatmet (CPPV,
Tidalvolumen 10ml/kg KG, Frequenz 12/min, PEEP 3mbar, FiO2 0,5). Wenn
notwendig, wurde die Beatmungsfrequenz an einen endexpiratorischen Kohlen-

dioxidgehalt von 35-40mmHG angepasst. Intraoperativ wurden die Tiere mit EKG,
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Pulsoximetrie und endexpiratorischem Kohlendioxidgehalt iiberwacht. Die Fliissig-
keitsgabe belief sich auf einen Bolus von 20ml/’kg KG zur Narkoseeinleitung und die
darauf folgende Dauerinfusion von NaCl (2ml/kg/h). Intraoperativ erfolgte eine
Infektionsprophylaxe mit einem Cephalosporin-Antibiotikum (Mandokef®).
AnschlieBend wurden beide Kniegelenke grob rasiert und mit Enthaarungscreme (Pilca)
vollstindig enthaart, das Operationsfeld wurde mit Neokodan desinfiziert und steril
abgedeckt.

In jeder Operation wurden die jeweiligen Versuchstiere an beiden Kniegelenken
operiert. Das Kniegelenk wurde mit einer medial paramedianen Inzision der Haut und
nachfolgender parapatellarer medialer Inzision der Kapsel eréffnet. Die Patella wurde
nach lateral disloziert und ein Teil des Hoffa’schen Fettkorpers reseziert. Mit
Hohlstanzen von 8mm Innendurchmesser und einer Wanddicke von 0,5mm wurde
jeweils ein 10mm langer osteochondraler Zylinder aus der Belastungszone der
Femurkondylen entnommen und in das kontralaterale Kompartiment transplantiert.
Insgesamt wurden 32 Zylinder transplantiert. Die Gelenke wurden darauf sorgféltig mit
0,9%iger Kochsalzlosung gespiilt, der Wundverschluss erfolgte in zwei Schichten. Nach
Verschluss der Gelenkkapsel mit Einzelknopfndhten (2-0 Vicrylfaden, Ethicon) wurde
die Haut mit Einzelknopfnihten (Prolene 3-0, Johnson & Johnson) adaptiert. Zur
postoperativen Schmerzmedikation wurde Novalgin® (Hoechst Marion Roussel)
verwendet, aulerdem wurde bei allen Tieren eine Infektionsprophylaxe mit dem
Breitbandantobiotikum (Tardomycel®) als intramuskuldres Depot durchgefiihrt.
Postoperativ konnten sich die Tiere frei bewegen.

Die eine Woche postoperativ durchgefiihrte klinische Untersuchung zeigte keine
Kniegelenksergiisse, nachfolgend wurde mit den intraartikuldren Injektionen dreimal
wochentlich iiber vier Wochen begonnen. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten so
insgesamt 12 intraartikuldre Injektionen von jeweils 1ml isotoner NaCl-Losung. Die
Tiere der Versuchsgruppe erhielten korrespondierend intraartikuldre Injektionen von

1 pg rekombinanter HGF, welcher in 1ml Phosphatpuffer gelost worden war.

2.3 Probenentnahme und Aufarbeitung der Proben

Drei Monate postoperativ wurden die Schafe mit 2g Ketamin intramuskulér anésthesiert
und mit intravendser Injektion von 200ml 7,45% Kaliumchloridlosung getdtet.

Anschliefend wurden beide Kniegelenke durch Querinzision der Patellarsehne erdffnet.
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Es wurde aus beiden Gelenken der distale Femur entnommen und nach makros-

kopischer Beurteilung bei 80 Grad Celsius fiir die weitere Beurteilung tiefgefroren.

2.4 Makroskopische Beurteilung

Vor der Weiterverarbeitung der Proben wurden die Gelenke makroskopisch beurteilt. Es
wurde auf Fibrillationen und Ulzerationen des Knorpels untersucht und die

makroskopische Kongruenz des Transplantats mit dem umgebenden Knorpel bewertet.

2.5 Gewinnung der histologischen Schnitte

Nachdem die distalen Femurknochen in Formalinlosung (40% gepuffertes Formalin)
aufgetaut und fiir drei Tage in 4%iger Formalinlosung fixiert worden waren, wurde
jeweils der mediale und laterale Femurkondylus mit einer Laubsége entnommen und fiir
14 Wochen in EDTA (20%, pH 7,4) bei 37°C entkalkt. Die Proben wurden tiber Nacht
mit flieBendem Leitungswasser gespiilt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 75%
jeweils 6 Stunden und 90%, 100% Isopropylalkohol jeweils 2 Stunden, jeweils bei
45°C) entwissert und anschlieBend in Paraplast eingebettet (Isopropylalkohol und
Paraffinmischung im Verhéltnis 1:1 {iber Nacht, danach dreimal Paraffin fiir 2 Stunden,
jeweils bei 60°C). Die endgiiltige Einbettung erfolgte mit der Einbettstation AP 280 der
Firma Microm. Nachdem die Blocke bei 6°C im Kiihlschrank ausgehidrtet waren,
wurden mit dem Schlittenmikrotom der Firma Jung Sum dicke Schnitte angefertigt, die
entweder mit Eiweiglycerin (1 Tropfen auf 10ml destilliertes Wasser) fiir die
Ubersichtsfiarbungen, oder mit destilliertem Wasser fiir die immunhistochemischen
Féarbungen auf Superfrost Plus Objekttrigern der Firma Menzel fixiert wurden. Die

Schnitte wurden bei 42°C auf dem Strecktisch und im Wéarmeschrank gestreckt.
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2.6 Farbeverfahren

2.6.1 Himatoxilin-Eosin-Fiarbung (HE)

Die Schnitte wurden fiir zweimal 5 Minuten in Xylol, in absteigender Alkoholreihe
(100%, 96%, jeweils zweimal 5 Minuten und 70% fiir 5 Minuten) und 5 Minuten
destilliertem Wasser entparaffiniert. Es folgte die Himatoxilin Farbung nach Mayer fiir
10 Minuten mit nachfolgender Wisserung fiir 15 Minuten, danach die Eosin Farbung
fiir 5 Minuten. Die Schnitte wurden dann mit destilliertem Wasser und 70% Ethanol
kurz gespiilt und eine aufsteigende Alkoholreihe (96%, 100% jeweils zweimal fiir 5
Minuten) hochgefiihrt. Der Alkohol wurde mit Xylol fiir zweimal 5 Minuten entfernt
und die gefirbten Schnitte mit Eukitt eingedeckt.

Die Zellkerne, Kalk und Knorpelsubstanz erscheinen nun blau, das Zytoplasma,

Bindegewebe und Erythrozyten sind in verschieden kréftigen Rottonen eingeférbt.

2.6.2 Safranin-O-Firbung

Die Schnitte wurden in Xylol (zweimal 5 Minuten) und einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 96%, jeweils zweimal 5 Minuten und 70% fiir 5 Minuten) und 5
Minuten destilliertem Wasser entparaffiniert. Nach 4 Minuten in Weigert’s Eisen-
himatoxilin (Merck, Losung A und B im Verhiltnis 1:1) wurden die Proben kurz in
angesduerten Alkohol (1ml konzentrierte Salzsdure auf 100ml 70%igen Alkohol)
gegeben und fiir 5 Minuten mit Leitungswasser gewdssert. Danach folgte die Farbung
mit Echtgriin 0,02%, 30 Sekunden Spiilung mit 1%iger Essigsdure und eine Férbung
mit Safranin-O fiir 5 Minuten. Die Schnitte wurden dann mit destilliertem Wasser und
70% Ethanol kurz gespiilt und eine aufsteigende Alkoholreihe (96%, 100% jeweils
zweimal fiir 5 Minuten) hochgefiihrt. Der Alkohol wurde mit Xylol fiir zweimal 5
Minuten entfernt und die geférbten Schnitte mit Eukitt eingedeckt.

Die Zellkerne werden mit dieser Fiarbung schwarz, die Proteoglykane rot und das

Zytoplasma griin angeférbt.

2.6.3 Immunhistochemische Farbung Kollagen I und I1

Die Schnitte wurden entparaffiniert, fiir 10 Minuten in 4% Paraformaldehyd fixiert und

mit destilliertem Wasser und Tris-Puffer (jeweils dreimal, pH 7,5) gespiilt. Jede Probe
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wurde mit einem Fettstift (DAKO Pen, DAKO) umrandet und alle weiteren Schritte in
einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Die Antigenbindungsstellen wurden mit
Proteinase K (DAKO, S3020) angedaut, dieser Vorgang wurde nach 5 Minuten mit
eiskaltem Wasser gestoppt. Es folgten Spililungen mit Wasser flir zweimal 2 Minuten,
Tris-Puffer fiir dreimal 2 Minuten und Wasserstoffperoxid 3% fiir 10 Minuten und
erneute Spiilungen mit Wasser fiir zweimal 2 Minuten und Tris-Puffer fiir zweimal 5
Minuten. Nach diesem Waschvorgang wurden die Schnitte fiir 30 Minuten mit den
Primérantikdrpern (Antikorper Kollagen I, Verdiinnung 1:5000 und Kollagen II,
Verdiinnung 1:200, DAKO) inkubiert. Darauf wurden die Schnitte zweimal fiir 3
Minuten erneut gespiilt und der Peroxidase Goat Anti Rabbit Sekundérantikorper auf-
gebracht. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurde erneut zweimal 3 Minuten mit Tris-
Puffer gespiilt. Die Farbung wurde mit AEC-Chromogen (gebrauchsfertig, Fa. DAKO,
K3469) erreicht, die Inkubationszeit betrug 30 Minuten. Die Proben wurden nach dieser
Zeit sorgfiltig mit Wasser gesplilt und zum Abschluss mit Balsam eingedeckt und
dunkel gelagert.

In den Kontrollen wurden die Primdrantikérper mit Tris-Pufferlosung ersetzt.

2.7 Histologische Beurteilung

Die histologische Beurteilung erfolgte in Anlehnung an den Mankin Score [83], der zur
Bewertung des Schweregrades von Knorpelschdden allgemein anerkannt ist. Die
Safranin-O-Anféarbarkeit wurde auBler Acht gelassen und dafiir der Parameter Fissur
aufgenommen, um besonders die Verbindung zwischen transplantiertem und um-
gebenden ortsstindigem Knorpel beschreiben zu konnen und mit in die Bewertung
einbeziehen zu konnen. Die Skala reicht hier von 0 bis 5, wobei 0 keine mikroskopisch
sichtbare Fissur im Bereich der Verbindungszone zwischen Transplantat und umge-
bendem Knorpel beschreibt, 1 bezieht sich auf oberfldchliche Fissuren, 2 auf Fissuren,
die sich bis in die Ubergangszone erstrecken, 3 auf Fissuren bis in die Radiirzone, 4 auf
Fissuren bis in die verkalkte Zone und 5 auf Fissuren bis in den Bereich des sub-

chondralen Knochens.
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Struktur Grad

Normal

OberflachenunregelméaBigkeiten
Pannus/OberflachenunregelmaRigkeiten
Fissuren bis zur Ubergangszone
Fissuren bis zur Radidrzone

Fissuren bis zur Verkalkungszone

oo o AW N~ O

Komplette Desorganisation

Zelle

Normal
Diffuse Hyperzellularitat
Cloning

w N -~ O

Hypozellularitat

Tidemark Integritat

intakt 0
durchkreuzt mit Blutgefalen 1
MaRiger Riickgang 2

Fissur

Oberflachlich

Bis in die mittlere Zone reichend
Bis tiefen Zone reichend

Bis Kalzifizierungszone reichend

g bW NN -

Bis subchondraler Knochen reichend

Tabelle 1: Modifizierter Mankin Score
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2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit kommerziell erhéltlicher Statistiksoftware (Stat
View, Version 5.0, SAS Institute Inc., Heidelberg, Germany).

Als Mittelwert bezeichnet man die Summe aller Messwerte einer Gruppe, dividiert
durch die Anzahl der Messwerte, dies wird auch als arithmetisches Mittel bezeichnet.
Das Minimum und Maximum ist jeweils der tiefste beziehungsweise der hochste Wert
einer Messreihe. Die Standardabweichnung (SD) im Rahmen einer normalverteilten
Grundgesamtheit bezeichnet den Wert um den Mittelwert, in dem mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 68% ein beliebiger Wert x der Messreihe liegt.

Beim Vergleich der Gruppen untereinander wurde nach Uberpriifung der Varianz-
gleichheit mit dem Levene-Test der modifizierte t-Test fiir unverbundene Stichproben
und inhomogene Varianzen verwendet.

Der Mann-Whitney-U-Test wurde zum Vergleich der histologischen Einteilungen, nach
denen die verschiedenen Teile und Zonen des Knorpels beschrieben wurden, eingesetzt.
Uberpriift wurde die These, ob der transplantierte Knorpel der Kontrollgruppe hohere
Werte als der HGF behandelte Knorpel im Gesamtwert und in den Untergruppen des
modifizierten Mankin-Score zeigte.

Das Signifikanzniveau dieser Arbeit wurde bei p < 0,05 angesetzt. Die Daten sind als

Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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3 Ergebnisse

Alle Tiere haben die bilaterale Arthrotomie gut toleriert und konnten direkt nach Be-
endigung der Narkose auf allen vier Laufen stehen. Laufen, ohne dabei zu hinken, war
den Tieren nach 4-5 Tagen moglich. Wéhrend der gesamten Studie wurden keine Infek-
tionen oder sonstigen Komplikationen beobachtet. Zum Zeitpunkt der Tétung und Dis-
sektion der Kniegelenke fanden sich keine Zeichen von Infektion, oder Arthrofibrose,

oder Fibrillationen der Gelenkoberflache.
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3.1 Makroskopische Beurteilung

Zum Zeitpunkt der Dissektion der Kniegelenke fanden sich makroskopisch keine Osteo-
phyten oder eine veridnderte synoviale Oberfldche, auch fanden sich keine Hinweise auf
beginnende degenerative Prozesse im Gelenk.

Die Transplantate konnten eindeutig identifiziert werden, da sich alle 32 Spender-

zylinder klar gegeniiber dem umgebenden Knorpel abgrenzen lie3en.

Abbildung 4:  Makroskopisches Bild der Transplantate in dem jeweiligen Kompartiment der
Femurkondyle. Die Randbereiche sind gut abgrenzbar.
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3.2 Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung zeigte ein vollstindiges Einwachsen aller Knorpel-
Knochen-Zylinder im Knochenniveau, es fanden sich keine Hinweise auf nicht statt-
gefundene Heilung auf Knochenebene.

Im Bereich des Knorpels fand sich allerdings weder in der HGF-Gruppe, noch in der

Kontrollgruppe eine Integration der Transplantate in das umgebende Gewebe.

oy

TN
B

Abbildung 5:  Bereich des Transplantat-Gelenkknorpel-Uberganges. Knorpel mit Fissur (F), im
tiefer liegenden Knochen ist das Implantat eingewachsen (Pfeil). HE-Féirbung.

3.3 Immunhistochemie fiir Kollagen Typ I und Typ II

Fragestellung und Zielsetzung dieser Studie war unter anderem zu untersuchen, ob das
iiberbriickende Gewebe zwischen transplantiertem und ortsstindigem Knorpel aus
iiberwiegend Faserknorpel mit minderen tribologischen Eigenschaften besteht, oder ob
die Applikation von HGF die Struktur des Zwischengewebes positiv beeinflussen
konnte. Der vorherrschende Kollagentyp des Gewebes wire entweder Typ-I Kollagen
im Faserknorpel, oder vermehrt Typ-II Kollagen bei hyalinartigem Knorpelgewebe.
Insofern wire eine deutliche Anfarbbarkeit des iiberbriickenden Gewebes in den im-

munhistochemischen Firbungen zu erwarten gewesen. Stattdessen fand sich in der
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iberwiegenden Zahl der Proben {iiberhaupt kein Gewebe in dem Zwischenraum
zwischen Transplantat und umgebendem Knorpel, die jeweils gut auf beiden Seiten der
nachweisbaren Fissur abgrenzbar waren. Die Fissur reichte in nahezu allen Proben,
gleich ob Kontrollgruppe oder mit Wachstumsfaktor behandelte Versuchsgruppe, bis
auf das Knochenniveau. Eine Uberbriickung auf Knorpelebene hat iiberhaupt nicht
stattgefunden.

Korrespondierend hierzu fand sich in den immunhistochemischen Férbungen fiir
Kollagen Typ I keine Anfarbbarkeit in dem Fissurbereich, aber auch der angrenzende
Knorpel von Transplantat und ortsstindigem Gewebe zeigte keine Anfarbbarkeit fiir
Kollagen Typ L.

Die immunhistochemischen Fiarbungen fiir Kollagen Typ II zeigten ebenfalls keine An-
farbbarkeit im Fissurbereich. Das korrespondierende Gewebe aus Transplantatknorpel
und umgebendem Knorpel war hingegen bei allen Proben dhnlich gut fiir Kollagen Typ
I anfarbbar (Abb. 6 und 7). Das Knorpelgewebe scheint nach Ablauf des Unter-

suchungszeitraumes seine Kollagenstruktur beizubehalten.

Abbildung 6:  Mikroskopisches Bild der oberflichlichen Zone von transplantiertem Knorpel
links und ortsstindigem Gelenkknorpel rechts. Immunhistochemische Féarbung
Kollagen Typ I (Vergrofierung).
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Abbildung 7:  Mikroskopisches Bild der oberflichlichen Zone von transplantiertem Knorpel
links und ortsstindigem Gelenkknorpel rechts. Immunhistochemische Féirbung
Kollagen Typ II (Vergrofierung).

3.4 Vergleich der Transplantate und des umgebenden Knorpels in

der Kontrollgruppe

Vergleicht man die Qualitdt des Knorpels der Spenderzylinder mit dem des um-
gebenden Knorpelgewebes der Kontrollgruppe, fallen deutliche Unterschiede auf, wenn
oben erwihnter modifizierter Mankin-Score zugrunde gelegt wird. Der Knorpel der
Spenderzylinder zeigt deutliche strukturelle Verdnderungen gegeniiber dem um-
gebenden Knorpel.

Bezogen auf den Parameter Struktur finden sich Werte von groBer als 2 in 11 Proben
des transplantierten Knorpels (Mittelwert 3,19 + 1,83, p = 0.001), der umgebende
Knorpel wies dagegen nur in 3 Proben Werte von iiber 2 auf (Mittelwert 1,25 + 0,77).
Bezogen auf den Parameter Zellularitit konnten keine Unterschiede zwischen Trans-
plantatknorpel und ortstindigem Knorpel ausgemacht werden, allerdings zeigten sich in
beiden Geweben deutliche Verdnderungen im Sinne einer Knorpeldegeneration. Alle 32
Proben zeigten wenigstens Cloning in der oberflichlichen Zone, wéhrend jeweils 4

Proben Hypozellularitit als Degenerationsmerkmal aufwiesen (Mittelwert 2,25 + 0,45).
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Der Parameter Integritdt der Knorpel-Knochen Grenze oder Tidemark unterschied sich
zwischen Transplantatknorpel und umgebenden Knorpel dahingehend, dass im Gegen-
satz zum ortsstindigen Knorpel (Mittelwert 1,19 + 0,54) im Bereich des transplantierten
Knorpels noch hdufiger Blutgefiale kreuzen oder ein maBiger Riickgang zu beobachten
ist (Mittelwert 1,68 + 0,48). Bei der Interpretation muss hier allerdings beriicksichtigt
werden, dass das der Untersuchungszeitraum nach 3 Monaten zu kurz sein kdnnte und
die ossédre Reorganisation noch andauert.

Gesamt zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,002) zwischen den beiden
untersuchten Knorpelgeweben, der transplantierte Knorpel weist einen deutlich schlech-
teren Gesamtscore (Mittelwert 7,13 &= 2,31) als der umgebende Knorpel auf (Mittelwert
4,69 £+ 1,35).

Umgebender Knorpel Transplantat- Mann-Whitney-U-Test
Knorpel
n=16 n=16
[Mittelwert + SD] [Mittelwert + SD] p-Wert
Struktur [0-6] 1,25+ 0,77 3,19+1,83 0,001
Zelle [0-3] 2,25+0,45 2,25+ 0,45 1,000
Tidemark [0-2] 1,19 £ 0,54 1,68 £ 0,48 0,012
Gesamt [0-11] 4,69+1,35 7,13 £2,31 0,002
Tabelle 2: Histologischer Vergleich von umgebendem und transplantiertem Knorpel in der

Kontrollgruppe (modifizierter Mankin-Score).
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Abbildung 8:  Histologischer Vergleich von umgebendem und transplantiertem Knorpel in der
Kontrollgruppe. Der Transplantatknorpel weist einen hoheren Score und damit
eine schlechtere Struktur auf.
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3.5 Vergleich des umgebenden Gelenkknorpels in der Kontrollgruppe
und in der HGF-Gruppe

Um zu iberpriifen, ob die Applikation von HGF schidliche Einfliisse auf gesunden
Knorpel haben konnte, wurde der ortsstindige Knorpel aus der Kontrollgruppe mit dem
der HGF-Gruppe verglichen. In der Struktur zeigten sich kaum Unterschiede, die Werte
hier waren anndhernd gleich (Mittelwert 1,25 + 0,77 in der Kontrollgruppe versus
Mittelwert 1,31 = 1,30 in der HGF-Gruppe). Die Parameter Zelle und Tidemark wiesen
in der HGF-Gruppe (Zelle: Mittelwert 1,94 + 0,57 und Tidemark Integritdt: 0,81 + 0,75)
gegeniiber dem umgebendem Knorpel in der Kontrollgruppe (Zelle: Mittelwert 2,25 +
0,45 und Tidemark Integritit: Mittelwert 1,19 + 0,54) tendenziell bessere Werte auf,
eine statistisch signifikanter Unterschied findet sich aber nicht. Somit findet sich aber

auch kein schddigender Effekt von HGF auf den ortsstindigen Gewebeknorpel.

Umgebender Knorpel Umgebender Knorpel Mann-Whitney-U-Test
Kontrollgruppe HGF-Gruppe
n=16 n=16
[Mittelwert + SD] [Mittelwert + SD] p-Wert
Struktur [0-6] 1,25 £ 0,77 1,31+1,30 0,680
Zelle [0-3] 2,25+0,45 1,94 £ 0,57 0,096
Tidemark [0-2] 1,19+ 0,54 0,81+0,75 0,114
Gesamt [0-11] 469 +1,35 4,06 £ 1,61 0,215
Tabelle 3: Histologischer Vergleich von umgebendem Knorpel in der Kontrollgruppe und in

der HGF-Gruppe (modifizierter Mankin-Score).
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Abbildung 9:  Vergleich von umgebendem Knorpel in der Kontrollgruppe und in der HGF-
Gruppe. Es finden sich tendenziell bessere Werte in der HGF-Gruppe ohne
statistische Signifikanz. Es findet sich aber damit auch kein schidigender Einfluss
von HGF.

3.6 Vergleich des Transplantatknorpels in der Kontrollgruppe und in
der HGF-Gruppe

Vergleicht man die Qualitit des transplantierten Knorpels in Kontrollgruppe und HGF-
Gruppe anhand des modifizierten Mankin-Score finden sich einige Unterschiede. Die
Werte in der HGF-Gruppe sind in allen Kategorien tendenziell besser als in der Kon-
trollgruppe. Die Zellstruktur ist in der HGF-Gruppe mit einem Mittelwert von 2,38 +
1,54 insgesamt besser als in der Kontrollgruppe, hier liegt der Mittelwert bei 3,19 +
1,83. Die Integritit der Knorpel-Knochengrenze weist in der Kontrolle einen Mittelwert
von 1,68 £ 0,48 auf, in der HGF-Gruppe ist dieser bei 1,38 + 0,72.

Ein statistisch signifikanter Unterschied findet sich fiir den Parameter Zelle (Mittelwert
Kontrolle 2,25 + 0,45 versus Mittelwert HGF-Gruppe 2,00 £ 0,00; p = 0,035), hier
zeigte sich in beiden Gruppen Cloning, aber keine diffuse Hypozellularitét in der HGF-
Gruppe. Der Gesamtwert ist in der HGF-Gruppe (Mittelwert 5,75 + 1,84) verglichen mit
der Kontrolle (Mittelwert 7,13 + 2,31) besser, ist aber nicht statistisch signifikant (p =
0,085).
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Transplantatknorpel Transplantatknorpel HGF- Mann-Whitney-U-
Kontrollgruppe Gruppe Test
n=16 n=16
[Mittelwert £ SD] [Mittelwert + SD] p-Wert

Struktur [0-6] 3,19+ 1,83 2,38 + 1,54 0210

Zelle [0-3] 2,25+ 0,45 2,00 +0,00 0,035

Tidemark [0-2] 1,68+ 0,48 1,38:40,72 0,207

Gesamt [0-11] 7434231 5,75+ 1,84 0,085

Tabelle 4: Histologischer Vergleich von transplantiertem Knorpel in der Kontrollgruppe und

in der HGF-Gruppe (modifizierter Mankin-Score).
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Abbildung 10: Vergleich von transplantiertem Knorpel in der Kontrollgruppe und in der HGF-
Gruppe. Die Struktur des Knorpels der HGF-Gruppe ist in allen Kategorien
tendenziell besser, es findet sich aber keine statistische Signifikanz.
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3.7 Evaluation des Gewebes zwischen transplantiertem und

umgebendem Knorpel

Die histologische Auswertung des Gewebes, was den umgebenden Knorpel mit dem
transplantierten Knorpel verbindet, zeigte keinerlei Einwachsen der Transplantate im
Knorpelniveau, es fand sich in allen Proben beider Gruppen eine mehr oder weniger tief
reichende Fissur zwischen den beiden Knorpelgeweben. In der Kontrollgruppe reichte
diese Fissur in 12 von 16 Féllen bis zum subchondralen Knochen, in der HGF-Gruppe
war dies bei 11 von 16 Proben der Fall. In drei Proben der Kontrollgruppe und in zwei
Proben der HGF behandelten Gruppe erreichte die Fissur die Kalzifizierungszone. In
nur einem Fall in der Kontrollgruppe und in drei Féllen der HGF-Gruppe war die Fissur
oberflachlicher und reichte nur bis in die Radidrzone (Mittelwert Kontrollgruppe 4,63 +
0,81; Mittelwert HGF-Gruppe 4,50 = 0,82).

Die intraartikuldre Gabe von HGF hat die Integration der Transplantate im Knorpel-

niveau offensichtlich nicht beeinflusst.

Kontrollgruppe HGF-Gruppe Mann-Whitney-U-
Test
n=16 n=16
[Mittelwert + SD] [Mittelwert + SD] p-Wert
Fissur [0-5] 4,63 + 0,81 4,50 + 0,82 0,633
Tabelle 5: Histologischer Vergleich der Zwischenzone zwischen ortsstindigem und

transplantiertem Knorpel in der Kontrollgruppe und in der HGF-Gruppe
(modifizierter Mankin-Score).
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Abbildung 11: Vergleich der Fissurzone zwischen transplantiertem und ortsstindigem Knorpel.
Es findet sich kein Einwachsen, die Fissur reicht im Grofteil der Fille bis auf den
Knochen.
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Abbildung 12: Fissur zwischen Implantat und umgebendem Gelenkknorpel. Hyperzellularitit
und Zellkloning als Zeichen der Gewebereaktion im Randbereich. Safranin-O-
Féarbung.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Tiermodellauswahl

Die bisher angewendeten und untersuchten Verfahren zur Regeneration von Knorpel-
defekten fiihrten bisher nicht zu einer Regeneration des Knorpels, sondern zu einer
reparativen Defektheilung. Der menschliche Korper hat nur eine sehr geringe intrin-
sische Fiahigkeit zur Regeneration von hyalinem Knorpel. Vielmehr bildet er als
Reaktion auf die Schidigung der Gelenkknorpeloberfliche fibroses Ersatzgewebe.
Dieser Faserknorpel ist auf seiner Oberflidche rauer, substantiell weicher und besitzt
nicht die tribologischen Eigenschaften des hyalinen Knorpels.

Diese biologischen Heilungsvorgénge konnen weder im Labor, noch an Leichen oder
Modellen untersucht und kontrolliert werden. Die chondrale Regeneration ist nur am
Lebendmodell unter dynamischen Bedingungen an einem Tier zu {iberpriifen. Die
dynamischen Voraussetzungen beinhalten sowohl die Belastung des Implantates, als
auch die aktive Beweglichkeit des Gelenkes unter Muskelspannung und unter aktivem
Muskelzug. Diese Komponenten sind essentiell fiir die Festigkeit, die Homdostase und
die Reparaturantwort des Knorpelgewebes. Diesen Anspriichen kdnnen Untersuchungen
am kiinstlichen Modell wie auch Untersuchungen am menschlichen Préparat nicht
gerecht werden. Die Einheilungsvorgidnge in Knorpel und Knochen sind ebenso wie die
Muskelanspannungen an einem nicht lebenden Objekt nicht simulierbar und kénnen nur
im Tierexperiment erprobt werden. Dabei kommt es weniger darauf an, ob das
Kniegelenk eines Tieres mit dem menschlichen Gelenk vollig iibereinstimmt. Viel
wichtiger ist die Uberpriifung der Fragestellungen mit einem von dem Tier adaptierten
Modell der Defektdeckung. Aus diesem Grunde sind vor einer klinischen Erprobungs-
phase am Menschen tierexperimentelle Untersuchungen nicht zu umgehen.
Problematisch ist sicherlich immer, die Ergebnisse aus dem Tiermodell auf den Men-
schen zu iibertragen. Knorpeldicke und die Reaktion der Chondrozyten auf Schadigung
unterscheiden sich je nach gewéhlter Tierart wesentlich von Dicke des Knorpels und der
Reparaturantwort beim Menschen, was ja auch von den unterschiedlichen Belastungs-

mustern abhingig ist. Aulerdem unterliegen alle Tiermodelle dahingehend Restrik-
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tionen, als dass sie die Schmerzlinderung als einen der wesentlichen Endpunkte der
Beurteilung von Behandlungsmethoden von Knorpelschiden beim Menschen nicht zu-
verldssig reflektieren konnen. Trotz dieser Restriktionen haben Tiermodelle einen aus-
serordentlichen Wert in der Evaluation von Vor- und Nachteilen neuer Behandlungs-
methoden bei Knorpelschiden und den sich daraus im Verlauf ergebenden dege-
nerativen Verdnderungen [17].

Die Effektivitit der Heilung kann auch von dem Alter der Tiere abhidngen. Studien an
heranwachsenden Tieren haben teilweise deutlichere Heilungserfolge herausgestellt als
dies bei Studien mit ausgewachsenen Tieren der Fall ist [74]. Da diese Ergebnisse nur
eingeschrinkt und dann nur auf Knorpelschéden bei jungen Patienten anwendbar wiren,
wurde in der vorliegenden Studie fiir die Untersuchung der Einheilung osteochondraler
Transplantate ein Tiermodell an ausgewachsenen Tieren gewéhlt.

Die héaufigsten Studien zu Knorpelschdden und Knorpelreparatur werden am Ka-
ninchenmodell durchgefiihrt. Problematisch erweist sich hierbei die diinne Knorpel-
schicht von in aller Regel unter 0,5mm Dicke. Auch die Gelenkmechanik und die Be-
lastungszonen im Gelenk unterscheiden sich von der Situation beim Menschen und oft
werden auch nicht Gewicht tragende Teile der Gelenke untersucht.

Um eine in der klinischen Anwendung und im klinischen Alltag hiufige Situation
bestmdglich zu reflektieren haben wir uns in Bezug auf die Fragestellung fiir ein
Grofitiermodell entschieden. Es soll die Situation der Heilung nach osteochondraler
Transplantation in den Hauptbelastungszonen des Kniegelenkes untersucht werden. Das
Schafmodell zur Simulation von Knorpelschiden und den sich daraus ergebenden
Folgen ist wegen seiner anatomischen Ahnlichkeit des Kniegelenks zum menschlichen
Kniegelenk etabliert. Sowohl die Knorpeldicke, als auch das chirurgisch allein schon
wegen der Grofle gut zu erreichende und zu préparierende Kniegelenk und damit auch
die Reproduzierbarkeit des Defektes kommen hier der Situation beim Menschen am
nichsten. Insbesondere die Aktivitit der Tiere und die Belastungskrifte, die aufgrund
des Gewichtes auf das Gelenk wirken, simulieren die Situation nach einem fokalen
Knorpelschaden und erfolgter Operation gut. In der Literatur haben mehrere Autoren
die Heilung von Knorpeldefekten anhand eines Schatmodells untersucht. Bruns hat in
den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts vollschichtige Knorpeldefekte an heran-
wachsenden und ausgewachsenen Schafen mit perichondralen Transplantaten behandelt

[24]. Little et al. untersuchten die Auswirkungen auf den Knorpel des Kniegelenkes
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nach Meniskusschdadigung bei Hammeln [79] und auch andere Autoren wihlten fiir die

Simulation von Arthrose und Knorpelschidden ein Schafmodell [3].

4.1.2 Auswertung

Die héufigsten Modelle zu Knorpelschiden im Tierversuch sind zum einen die der
degenerativen Gelenkerkrankungen und zum anderen die der chirurgisch induzierten
Knorpelschédden.

Da degenerative Gelenkerkrankungen natiirlicherweise im Lebensverlauf auftreten und
nur langsam fortschreiten, sind die Untersuchungszeitraume lang. Oft kdnnen hier aber
morphologische und auch epidemiologische Ubereinstimmungen zur Erkrankung beim
Menschen gefunden werden.

Im Gegensatz dazu spiegelt der chirurgisch induzierte Knorpelschaden eher den Fall der
traumatischen Schiadigung wider, welcher héufig in unserer immer aktiveren Gesell-
schaft vorkommt. Daher lassen auch die gefundenen Ubereinstimmungen in der Patho-
logie Riickschliisse auf den Progress und den Verlauf dieses Krankheitsbildes beim
Menschen zu. Anhand des Modells des chirurgisch induzierten Knorpelschadens sind
die Verldufe deutlicher schneller und schwerwiegender, was vor allem auch von der
GroBe des kreierten Defekts abhangig ist. Zusdtzlich muss beriicksichtigt werden, dass
im Gegensatz zur traumatischen Knorpelschiddigung beim Menschen die betroffene
Extremitdt im Tiermodell nicht geschont wird und so zur schnelleren Progression des
Krankheitsbildes beitrdgt. Die Untersuchungszeitrdume konnen also in aller Regel
kiirzer gewihlt werden [7].

Das hier gewihlte Operationsverfahren wird héufig als chirurgische Therapieoption bei
Knorpelschdden bis zu einer bestimmten Gréf3e beim Menschen angewandt [30, 45, 50,
51, 54, 60, 61, 139].

Der wesentliche Parameter bei der Auswertung der Heilung eines Defektes ist dessen
Tiefe und damit klért sich die Frage ob chondrale oder osteochondrale Defektheilung
untersucht wird. Wie oben beschrieben, hingt die Reparaturantwort in entscheidendem
Mafle davon ab, ob der subchondrale Knochen mit verletzt ist und so Zellen aus dem
Knochenmark in den Defekt einwandern. Einige Studien beschéftigen sich mit der
Simulation von Verletzungen, die ausschlieBlich auf die Knorpelschicht beschrankt
bleiben. Hierbei wird der chondrale Defekt entweder nicht aufgefiillt, mit Faserknorpel
aufgefiillt oder je nach GrofBle teilweise vollstandig mit hyalinem Knorpel gedeckt. Wie

dies, entgegen der iiblichen Reparaturantwort, vonstatten geht ist noch weitestgehend
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unklar. Die Zellen, die solche Defekte fiillen, konnten einerseits mittels Blut und
Knochenmark durch nicht erkannte Mikrofissuren im subchondralen Knochen in den
Defekt gelangt sein, oder andererseits durch die begleitende Blutung der Synovia nach
einem Trauma. Im Gegensatz dazu wurde im vorliegenden Modell die anerkannte
Methode der Knorpel-Knochen Transplantation zur Behandlung von Knorpelschiden
untersucht. Die Tiefe des Defektes reicht hier also in jedem Fall iiber die subchondrale
Zone hinaus, sodass eine Heilung, zumindest mit einem gemischt fibrocartiligindrem
Knorpel, zu erwarten gewesen wére [57].

Fiir die Auswertung der Heilung von Knorpelschidden im Tierexperiment stehen ver-
schiedene Methoden zur Verfiigung. Untersucht werden konnen beispielsweise die bio-
mechanischen oder biochemischen Eigenschaften des Regenerationsgewebes, oder die
Qualitit dieses Gewebes wird anhand histologischer Kriterien bewertet.

Die Limitierung dieser Auswertungsverfahren findet sich natiirlich in dem Mangel
wesentliche klinische Fragestellungen wie Schmerzlinderung oder Besserung der
Funktion eines Gelenkes beurteilen zu konnen. Im Gegensatz zur rein histologischen
Auswertung besteht bei der Evaluation von Knorpelschdiden im Rahmen einer Arthros-
kopie zumindest die Moglichkeit zur Inspektion der Knorpeloberfliche oder zur
Testung der Oberflichenbeschaffenheit mit dem Tasthaken. Auch auf bildgebende Ver-
fahren wie Magnetresonanztomographie wird immer hiufiger zuriickgegriffen. Aber
selbst hier korrelieren die Ergebnisse nicht zwangsldufig mit den Symptomen von
Patienten und konnten als verlédssliche Indikatoren fiir den Heilungserfolg gebraucht
werden.

Unabhéngig von diesen Limitierungen verwendet der Grof3teil der experimentellen
Studien zu dem Thema histologische Kriterien zur Beurteilung der Reparaturvorgénge
beim geschidigten Knorpel, da die wesentlichen Parameter der Heilung von Knorpel-
schiden so erfasst werden konnen. Es konnen Aussagen iliber die Art des Gewebes
gemacht werden, welches den Defekt fiillt, ebenso konnen die angrenzenden Strukturen,
wie benachbarter Knorpel oder Knochen und deren Qualitit bewertet werden [17]. Die
unterschiedlichen Férbeverfahren konnen einen Hinweis auf die biochemische
Zusammensetzung des untersuchten Gewebes geben. Die Safranin-O-Farbung férbt bei-
spielsweise spezifisch Proteoglykane, wihrend immunhistochemische Fiarbungen Auf-
schluss iiber die Kollagenstruktur geben kénnen. In der vorliegenden Studie sollte an-

hand der immunhistochemischen Farbungen fiir Kollagen Typ I und II auf das Gewebe
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riickgeschlossen werden, welches den Defektbereich zwischen Transplantatknorpel und
umgebendem Knorpel fiillt.

Der Grad der Knorpelschiddigung wurde mit einem histologischen Score bewertet. An
Bewertungssystemen gibt es zum einen den Pineda-Score, der vier Parameter bewertet
und von 0 - 12 Punkten reicht. Neben prozentualer Fiillung des Defektes werden auch
die Wiederherstellung der osteochondralen Verbindung sowie Anfédrbbarkeit der Knor-
pelmatrix und Zellmorphologie bewertet [117]. Ein weiteres Graduierungssystem ist der
komplexere O’Driscoll-Score, der auch ein semiquantitatives Bewertungssystem dar-
stellt, und eine groBere Anzahl von Zell- und Gewebeparametern bewertet. Er reicht von
0 - 24 Punkten [107].

Das klassische und am meisten angewandte Graduierungssystem ist das Grading nach
Mankin, welches hier als Skala zur Einschitzung des Knorpelschadens gewéhlt wurde
[83]. Der Mankin Score ist neben den anderen Bewertungssystem ein anerkanntes Ver-
fahren zur Beurteilung der Knorpelqualitdt wahrend des Heilungsprozesses. Einzig der
Parameter der Safranin-Anféarbbarkeit wurde adaptiert und vom Parameter Fissur er-
setzt, um den Zwischenraum zwischen den beiden Knorpelgeweben besser beurteilen zu
koénnen. Auch andere Autoren haben modifizierte, auf dem Mankin-Score basierende
Graduierungssysteme zur Bewertung von Knorpelschdden und Heilung verwendet [29,
74].

Diese Systeme sind im Ansatz einfach und arithmetisch auswertbar, allerdings muss die
interindividuelle Varianz der Auswertungssicherheit beriicksichtigt werden. Die sub-
jektive Wahrnehmung durch den auswertenden Untersucher sollte bedacht werden,
insbesondere wenn die Werte mit Werten aus anderen Untersuchungen, die durch
andere Untersucher erhoben worden sind, verglichen werden sollen [17]. Auch kann mit
diesen Graduierungssystemen, wie oben angefiihrt, eine Aussage tiber die klinische

Wertigkeit der erhobenen Ergebnisse nicht getroffen werden.

4.1.3 Versuchsaufbau und Applikation des Wachstumsfaktors

Es gibt verschiedene Verfahren, um die Regeneration von Knorpelgewebe zu unter-
stiitzen. Sie erstrecken sich von der Verwendung von Trigersystemen und Matrix-
systemen, iiber die Verwendung von neuen Zellpopulationen, bis hin zur Verwendung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Trigersysteme oder Matrizen unterstiitzten
oder lenken Zellen, die neuen Knorpel produzieren sollen [118], neue Zellpopulationen

werden meist vorher in Kultur geziichtet und dann als autologe Chondrozyten in den
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Defekt transplantiert. Diese bilden dort neuen Knorpel und decken den Defekt [21,
113]. Eine weitere Mdglichkeit ist, die ortsstaindigen Chondrozyten mithilfe von Zyto-
kinen oder Wachstumsfaktoren zu stimulieren, und so die Reparatur von Knorpel-
schiaden durch gesteigerte Proliferation, Migration und Syntheseleistung dieser Zellen
anzuregen [17, 101]. Dieses Verfahren wurde hier gewéhlt, zusétzlich wurde die Appli-
kation des Wachstumsfaktors HGF mit einer Prozedur verkniipft, die in den sub-
chondralen Knochen reicht und so mutmaBlich Stammzellen aus dem Knochenmark zur
Verfligung stellt.

Die Applikation des Wachstumsfaktors kann auf unterschiedliche Art und Weise
erfolgen. Die Verwendung von Wachstumsfaktoren setzt eine Methode beziehungs-
weise ein Triger- oder Transportsystem voraus, um den Wachstumsfaktor an den
gewiinschten Wirkungsort zu transferieren und dort gegebenenfalls ausreichend lange
zu stabilisieren [20, 26]. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Halbwertzeit von Wachstumstfaktoren meist weniger als eine Stunde betrdgt und oft nur
im Minutenbereich liegt [150]. Auch hier besteht die Moglichkeit einen Wachs-
tumsfaktor in Trigersysteme oder kiinstlich produzierte Matrizes zu integrieren, um so
die Verfiigbarkeit am Zielgewebe zu optimieren. Damit konnte dann das Einwachsen
neuer Zellen unterstiitzt werden, und zusitzlich sogar die Bindung von neuen Zellen an
das Zielgewebe verbessert werden, oder die Regeneration der Knorpeloberfliche
begiinstigt werden [26, 34]. Allerdings fanden Fujimoto et al., dass die Verwendung
von Kollagengel und Kollagenschwidmmen als Triger von bFGF zu einer gechemmten
Zellintegration fiihrte. Die direkte Applikation des Wachstumsfaktors fiihrte immer
noch zu den besten Ergebnissen [43]. Der Zeitpunkt, beziehungsweise der Beginn der
Applikation, ist ebenfalls von Bedeutung. In derselben Studie zeigte sich auch, dass der
positive Effekt von in diesem Fall bFGF, umso groBer war, je schneller mit der
Applikation des Faktors begonnen wurde.

Fiir diesen Versuch wurden daher 12 intraartikuldre Injektionen iiber einen Zeitraum
von vier Wochen gewdhlt und mit den Applikationen wurde nach einer kurzen post-
operativen Uberwachungsperiode der Versuchstiere begonnen. Wakitani et al. [150]
haben ebenfalls iiber vier Wochen jeweils dreimal wdchentlich HGF intraartikuldr
injiziert und danach keine weitere Behandlung durchgefiihrt. Die ersten positiven
Effekte auf osteochondrale Schidden waren dort bereits nach sechs Wochen sichtbar.

Der Effekt von HGF auf Gelenkknorpel ist wie der Effekt anderer Wachstumsfaktoren

dosisabhingig [138]. Fiir bFGF konnte bewiesen werden, dass die Synthese von Proteo-
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glykanen, Proteinen und Kollagen unter hoheren Dosen gesteigert werden konnte [34,
140]. Auch fiir TGF-B fand sich in dem Wirkungsprofil eine Dosisabhédngigkeit fiir ein
gesteigertes Reparaturpotential sowohl bei Knorpelschdden als auch in Bezug auf die
Nebenwirkungen. Hohere Konzentrationen fiihrten zu Osteophytenbildung und Ver-
kalkungen der ligamentdren Strukturen im Gelenk. Noch problematischer waren aber
systemische Nebenwirkungen wie Leber- und Nierenfibrose. Die unerwiinschten osteo-
phytdren Anbauten fanden sich auch nach intraartikulérer Injektion [146].

Wir haben fiir diesen Versuch eine Konzentration von lpg HGF verdiinnt in 1ml
Losung pro Injektion gewdhlt. Die vorhandene Literatur unterstiitzt diese Wahl der
Dosierung. Der Effekt von HGF auf die Proliferation von Kaninchenchondrozyten in
Kultur hat bei 3ng/ml ein Maximum erreicht und blieb auch bei hoheren Konzen-
trationen von bis zu 10ng/ml konstant [138]. Die HGF Wirkung auf die DNA-Synthese
von Hepatozyten in Ratten erreicht ihr Maximum bei 5-8ng/ml und bleibt auch bei so
hohen Konzentrationen wie 100ng/ml anndhernd gleich [86]. Die in dieser Studie
gewihlte Konzentration ist mit 1pug/ml noch um den Faktor 10 bis 100 hoher. Wakitani
et al. konnten zeigen, dass sich 100ul Tinte ins Kniegelenk von Kaninchen appliziert
tiber das ganze Kniegelenk verteilen [150]. Wenn man die Grofle des Kniegelenks des
hier gewédhlten Schafmodells mit dem groBen Puffer bei der Wahl der Konzentration
von HGF beriicksichtigt, kann von einer maximalen Verfiigbarkeit und Stimulation,
zumindest temporér, ausgegangen werden. Kritisch anzumerken bleibt, dass auf syste-
mische Nebenwirkungen nicht explizit untersucht worden ist, aber wir haben zumindest
keinen Hinweis darauf gefunden. Es haben sich aber auch keine lokalen Neben-
wirkungen wie beispielsweise Osteophyten gefunden.

Im Gegensatz zu anderen Studien wurde ein einmaliger Untersuchungszeitraum von
drei Monaten gewihlt, da sich bis dato keine Unterschiede in der Heilungstendenz von

Knorpel nach drei oder sechs Monaten gezeigt haben [9, 133, 150].

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Studie sollte untersucht werden, ob die intraartikuldre Injektion von
HGF ins Kniegelenk des Schafes die Qualitit des Knorpels der osteochondralen
Transplantate und das Gewebe zwischen transplantiertem und umgebendem Knorpel
beeinflusst. AuBerdem sollte gezeigt werden, ob die intraartikuldre Gabe von Hepa-

tocyte Growth Factor im Schafmodell sicher ist, oder Nebenwirkungen zur Folge hat.
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In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Struktur des Knorpels
der transplantierten Knorpel-Knochen Zylinder positiv von der intraartikuldren HGF-
Applikation beeinflusst werden konnte. Das Einheilen im Bereich des Knorpels wurde
nicht beeinflusst. Weiterhin fanden sich auch keine nachteiligen Auswirkungen der
HGF-Applikation im hier gewéhlten Tiermodell.

Die unbehandelten osteochondralen Transplantate wiesen, im Gegensatz zu dem unbe-
handelten umgebenden Knorpel, signifikant hiufiger histologische Zeichen der Dege-
neration auf.

Der transplantierte Knorpel zeigte in der HGF-Gruppe bei der histologischen Aus-
wertung weniger Zeichen einer Degeneration als der transplantierte Knorpel in der
Kontrollgruppe. Daher schlossen wir, dass HGF die Knorpelstruktur der Knorpel-
Knochen-Zylinder positiv beeinflussen kann.

Ob die Einheilung der Transplantate durch HGF verbessert werden konnte, war eine der
wesentlichen Fragestellungen dieser Studie. Erstaunlicherweise konnte hier unabhéngig
von der Gruppe bei keiner der Proben ein Einheilen auf Knorpelniveau nachgewiesen
werden. Die HGF-Applikation hatte also keinen Einfluss auf das Einheilen der Trans-
plantate.

Die makroskopische und histologische Beurteilung des Gelenkknorpels offenbarte aber
auch keinen wesentlichen nachteiligen Effekt von HGF auf Knorpel und Synovia,
ebenso fanden sich keine osteophytiren Anbauten (im Gegensatz zu anderen Wachs-
tumsfaktoren). Daraus kann geschlossen werden, dass die intraartikuldre Injektion von
HGF im Tiermodell ausreichend sicher ist - zumindest in der hier verwendeten Kon-
zentration.

Die immunhistochemischen Fiarbungen auf Kollagen I und II ergaben korrespondierend
zu diesen Ergebnissen keinen Nachweis von Kollagen I, wie es im Fissurbereich hitte
erwartet werden konnen. Es wurde kein Defektknorpel gebildet, die Transplantate sind
nur auf Knochenniveau eingeheilt. Ein Einheilen im Knorpelniveau fand nicht statt. Auf
der anderen Seite ldsst die gleichmiBige Anfarbbarkeit mit Kollagen Typ II auch im
Transplantatbereich Riickschliisse auf ein zumindest partielles Uberleben des hyalinen
Knorpels zu. Wie sich dies im Langzeitverlauf darstellt bleibt zunédchst unklar.

Die Heilung osteochondraler Lasionen und Knorpelschidden bleibt aufgrund des limi-
tierten Reparaturpotentials von Gelenkknorpel problematisch [102].

Die osteochondrale autologe Transplantation (OAT) ist bisher die einzige Moglichkeit,

hyalinen Gelenkknorpel in einen Defekt zu bringen und auch den darunter liegenden
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Knochen in ein und derselben Prozedur zu ersetzen [10]. Grundlage des Verfahrens ist
die ossdre Einheilung und das Uberleben des hyalinen Knorpels [16]. Das Verfahren
wird im klinischen Alltag hdufig angewandt, entweder je nach Lokalisation und Grof3e
des Defektes als arthroskopisches Vorgehen oder mittels Miniarthrotomie [16, 52].

Die Indikationen ergeben sich aus der GroBe des osteochondralen Defektes, fiir die
OAT sind dies hauptsidchlich Defekte mit einer Grofe zwischen 2 - 4 cm’ [45]. Die
klinischen Ergebnisse sind vor allem im kurz- und mittelfristigen Bereich viel
versprechend [10, 50], auch die Ergebnisse von Nachbeobachtungszeitriumen von
mittlerweile liber zehn Jahren sind als gut zu bezeichnen [51, 55].

Die in diesen Untersuchungen erwédhnten klinischen Resultate korrelieren aber nicht
notwendigerweise mit arthroskopischen oder histologischen Befunden, vor allem weil
die Bewertungssysteme andere sind. Eine Aussage iiber die klinische Wertigkeit der in
unserer Studie erhobenen Befunde kann nur ndherungsweise gemacht werden, da histo-
logische Kriterien anhand eines semiquantitativen Score erhoben werden, was fiir die
Fragestellung dieser Arbeit treffend ist. Bei klinischen, meist retrospektiven Studien ist
das Hauptkriterium die Schmerzlinderung und die verbesserte Gelenkfunktion, wiahrend
sich diese Befunde morphologisch nicht unbedingt bestitigen lassen.

Eine Aussage hierzu kann nicht gemacht werden, da in dieser tierexperimentellen
Untersuchung nicht auf Kriterien wie Schmerzlinderung oder Gelenkfunktion unter-
sucht wurde. Allenfalls kann man annehmen, dass sich die oben publizierten klinischen
Ergebnisse auch hier wieder zu finden scheinen, da im postoperativen Verlauf keine
Komplikationen beobachtet werden konnten und den Versuchstieren das Laufen ohne
zu hinken bereits nach 4 - 5 Tagen wieder moglich war.

Es gibt nur wenige tierexperimentelle Studien zu dem Thema, Bodo et al. haben eine
subchondrale Knochenzyste und eine Meniskusldsion eines Hinterlaufes eines Hengstes
arthroskopisch diagnostiziert. Aufgefallen war das Tier durch Lahmen und nachfolgend
wurde der zystische Defekt arthroskopisch mit Knorpel-Knochen-Zylindern aus weniger
belasteten Bereichen der medialen Femurkondyle aufgefiillt. Die Einschrinkung in der
Féhigkeit zu laufen wurde vor und nach der Operation mittels einer Bewegungsanalyse
ausgewertet. Nach Ablauf eines Jahres konnte eine deutliche Verbesserung sowohl des
Lahmens beobachtet werden und in der Kontrollarthroskopie wurde eine intakte
Knorpeloberfliche beschrieben [12]. Histologisch erweist sich das Uberleben der Knor-
pelportion des Transplantates oftmals als problematisch, wahrend die ossire Integration

bestidndig zu sein scheint. Hurtig et al. untersuchten die Qualitidt von osteochondralen
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Transplantaten bei Pferden. Die Zylinder wurden arthroskopisch aus dem Femoro-
patellargelenk entnommen und in den bei Pferden oft von Verletzungen betroffenen
Karpalbereich implantiert. In einer Kontrollarthroskopie nach sechs Monaten waren die
Transplantate gut gegeniiber dem umgebenden Knorpel abgrenzbar, aber insgesamt
etwas weicher und blasser. In der histologischen Untersuchung nach dann insgesamt
neun Monaten waren die kndchernen Anteile der Zylinder gut integriert, es fanden sich
aber im Bereich des Transplantatknorpels Zeichen der Degeneration und nur wenig bis
gar kein Defektgewebe in dem operierten Bereich [59]. Diese Beobachtungen werden
von unseren Untersuchungsergebnissen bestatigt.

Beschrieben worden sind bis jetzt vereinzelt nicht nur Schiden des Transplantat-
knorpels durch die OAT, sondern auch Schiden des umgebenden Knorpels im Tier-
modell. In einer Studie an Schafen konnte auch die Schiddigung der dem Transplantat
benachbarten Chondrozyten nachgewiesen werden. Als problematisch fiir den umge-
benden Knorpel konnte sich hier die fehlende seitliche Abstiitzung herausstellen, da die
Spenderzylinder im Knorpelniveau nur durch Punktkontakte mit dem umgebenden
Gelenkknorpel an Ort und Stelle gehalten werden. Um eine langfristige ausreichende
Stabilitit gewéhrleisten zu konnen, ist eine kontinuierliche Seitabstiitzung vonnéten
[57].

Generell wird davon ausgegangen, dass der Bereich zwischen transplantierten Knorpel-
Knochen-Zylindern und umgebendem Gelenkknorpel durch Faserknorpel mit minder-
wertigen tribologischen Eigenschaften gefiillt wird. Makino et al. konnten in einem
Kaninchenmodell bereits nach zwei Wochen die primire Einheilung der Transplantate
in den Knochen nachweisen. Der Bereich zwischen Transplantat und umgebenden
Knorpel wurde mit Ersatzgewebe aufgefiillt. Der Transplantatknorpel war nach einem
Gesamtuntersuchungszeitraum von 24 Wochen insgesamt dicker als der ortsstindige
Knorpel und zeigte im Vergleich zu diesem im weiteren Verlauf auch Zeichen der De-
generation. Untersucht wurden Knorpel-Knochen-Zylinder, die aus einem Bereich der
Femurkondyle von Kaninchen entnommen wurden und dann in denselben Defekt
wieder eingesetzt wurden. Auf diese Art und Weise konnte ein Maximum an Pass-
genauigkeit simuliert werden [81].

Zeichen der Degeneration beim Transplantatknorpel konnten wir auch nachweisen, die
Beobachtung, dass der Ubergangsbereich mit Defektgewebe aufgefiillt wurde, konnte
hier nicht bestitigt werden. Es fand sich nicht nur keine Defektheilung, sondern

iiberhaupt keine Einheilung in der Ebene des Knorpels. Eine Erkldarung konnte hierfiir
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der Untersuchungszeitraum sein, der zu kurz gewéhlt gewesen sein konnte. Eine andere
Erkldrung konnten auch strukturelle Unterschiede des Knorpels bei Schafen im Gegen-
satz zur wesentlich diinneren Gelenkknorpelschicht bei Kaninchen sein.

Bestitigt werden die von uns erhobenen Ergebnisse diesbeziiglich von Siebert et al., die
das Einheilen osteochondraler Transplantate im Tiermodell mit Schafen untersucht
haben. Sie konnten die ossédre Integration nach drei Monaten histologisch sowie radio-
logisch nachweisen, im Bereich des Knorpels findet jedoch auch nach sechs Monaten
keine Integration des Spenderzylinders in die Randbereiche des gesunden umgebenden
Knorpels statt. Der Randbereich um die Transplantate war zu allen Zeiten gut zu iden-
tifizieren, die Hohe des umgebenden Gewebes wurde aber erst nach einem Zeitraum
von 6 Monaten erreicht [132]. Im Gegensatz dazu konnte durch Hangody et al. durch
arthroskopisch gewonnene Stanzbiopsien im Verlauf von fiinf Jahren histologisch
vitales und hyalines Knorpelgewebe im Transplantatbereich nachgewiesen werden,
wéhrend die Entnahmestellen im Spenderbereich von Faserknorpel bedeckt werden. Die
Biopsien wurden aus dem Ubergangsbereich zwischen Transplantat und ortsstindigem
Knorpel entnommen und zeigten eine gute Integration auch der Knorpelportion ohne
Spalten- oder Rissbildung. Das Gewebe im Bereich zwischen den Transplantaten be-
stand aus Faserknorpel [52]. Binnet et al. untersuchten nach Refixation osteochondraler
Frakturen ebenfalls Biopsien aus dem Knorpeliibergangsbereich. Hier zeigte sich nach
einem Untersuchungszeitraum von bis zu 10 Jahren keine Regeneration von normalem
hyalinen Knorpel. Das Defektgewebe war arm an Chondrozyten und zeigte ein anderes
Féarbeverhalten als das reguldre chondrale Stroma [9].

Es wurde bisher mehrmals versucht mit Wachstumsfaktoren auf den Knorpelmeta-
bolimus einzuwirken und die Heilung von Knorpelschiden zu verbessern. Fujimoto et
al. konnten einen wesentlichen stimulatorischen Effekt von bFGF auf die Dif-
ferenzierung von Chondrozyten und die Heilung bei vollschichtigen Defekten in
Kaninchenknien nachweisen [43]. Der Effekt war dosisabhingig und der Wachstums-
faktor wurde mit einem Tragermolekiil appliziert. Auch der Zeitpunkt schien eine Rolle
zu spielen, da der Effekt umso groBer war, je frither mit der Applikation begonnen
wurde.

Fir IGF wurde ein anaboler Effekt auf Knorpel und Matrix nachgewiesen, und ein
Mangel an diesem Wachstumsfaktor konnte teilweise mit fiir die Ausbildung einer
Osteoarthrose verantwortlich sein [101]. Erniedrigte Spiegel von IGF-1, oder erhdhte

Spiegel von IGF-1 neutralisierenden Bindungsproteinen oder auch die gestorte Signal-
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transduktion am IGF-1 Rezeptor fiihren allesamt zu verminderter Synthese und
gesteigertem Abbau von Proteoglykanen [144]. Auch scheint eine Verbindung zwischen
den intrazelluldren Signalwegen von extrazelluldrer Matrix und Wachstumsfaktoren zu
bestehen. Ist ndmlich die Bindung von Integrinen aus Chondrozyten an Kollagen Typ 11
gestort, ist auch die Signaliibertragung von IGF-1 betroffen und damit ist dann auch die
Homoostase und die Differenzierung des Chondrozyten beeintrichtigt [127]. Madry et
al. haben die Heilung von osteochondralen Léasionen mit genetisch modifizierten
Chondrozyten untersucht, die IGF-1 iiberexprimieren. Die Chondrozyten wurden in ein
Alginat eingebettet, das Expressionsmuster zunichst in vitro beobachtet und die modi-
fizierten Chondrozyten dann in osteochondrale Defekte der Trochlea bei Kaninchen
transplantiert. Hier konnte dann neben der relevanten Sekretion von IGF-1 iiber einen
verldngerten Zeitraum auch eine verbesserte Heilung der Defekte nachgewiesen werden
[80].

TGF-B spielt eine entscheidende Rolle beim Zusammenspiel zwischen den ver-
schiedenen Wachstumsfaktoren und hat sowohl Eigenschaften eines antiinflam-
matorisch wirksamen Zytokins, als auch die eines anabolen Mediators in Form eines
Wachstumsfaktors. Es hemmt zum einen den Abbau des Gelenkknorpels und zum
anderen stimuliert TGF-f die Reparatur geschiadigten Gelenkknorpels. Wenn die Wir-
kung von TGF-B beispielsweise durch Uberexpression eines 1dslichen Rezeptors ge-
blockt, finden sich typische Knorpeldegenerationserscheinungen im Gelenkknorpel
transgener Méuse [126]. Wird TGF-f direkt in murine Kniegelenke injiziert, wirkt es
gegen IL-1 vermittelten Matrixabbau und fordert sogar die Reparatur der Knorpelmatrix
in experimentell erzeugter Arthrose [46]. Darling et al. konnten an Knorpelgewebe aus
dem Kniegelenk von Ziegen in vitro nachweisen, dass TGF-B einen starken proli-
ferativen Effekt auf Chondrozyten in der oberflachlichen Zone des Knorpels hat [36].
Nachteilig erwiesen sich bei der Therapie von Knorpelschiden mit Wachstumsfaktoren
aber hdufig die osteophytiren Anbauten, insbesondere durch IGF-1 und TGF-f, welches
in einer Vielzahl von Studien nachgewiesen werden konnte [101, 108, 146].

In der vorliegenden Literatur wurde fir HGF eine wichtige Rolle fiir den Knorpel-
metabolismus in vivo und in vitro beschrieben. Takebayashi et al. haben die Wirkung
von HGF auf Migration und Proliferation von Chondrozyten aus Knie und Rippen-
knorpel heranwachsender Kaninchen untersucht. Hierbei konnte eine deutliche Stei-
gerung von der Proteoglykansynthese im Chondrozyten beobachtet werden und auch

die Proliferation und Migration der Chondrozyten wurde durch HGF stimuliert [138].
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Wakitani et al. haben im Kaninchenmodell vollschichtige Knorpeldefekte mit intra-
artikuldren Injektionen von HGF behandelt. Nach sechs Monaten hatte der in der De-
fektzone gebildete Knorpel makroskopisch ein dhnliches Erscheinungsbild wie der um-
gebende Knorpel. Histologisch waren die Zellmorphologie und die Anfiarbbarkeit im
Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verbessert, aber im Vergleich zu gesundem
Knorpel waren diese Parameter noch deutlich minderwertiger. Es fand sich aber keine
Verdickung des Knorpels, keine Synovialproliferation oder die Bildung von Osteo-
phyten [149, 150]. Im Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktoren wie bFGF oder TGF-f3
filhrte die intraartikuldre Gabe von HGF nicht zu osteophytiren Anbauten [101, 143].
Bhargava et al. haben Meniskusschidden, die mit Wachtumsfaktor-impragnierten Kol-
lagentragern behandelt wurden, in vitro untersucht. Verglichen wurde die Diffusion von
PDGF und HGF in Meniskusgewebe gegen eine Kontrollgruppe, und ob die Heilung
von Schiden in dem Bereich so verbessert werden konnte. Die histologische Aus-
wertung nach zwei Wochen liel, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, eine deutliche
Anfarbbarkeit des Gewebes fiir Proteoglykane um den Defekt herum erkennen, sowohl
bei der Behandlung mit HGF als auch mit PDGF. AuBlerdem fiihrten diese Behand-
lungen im Gegensatz zu den Kontrollen zu Migration von Zellen in Richtung des
Defektes. Die Kombination aus beiden Wachstumsfaktoren schien hier den besten Ef-
fekt zu haben, nach wenigen Tagen wurde eine Zunahme der Zellen im Defektgebiet
beobachtet und nach 4 Wochen fand sich doppeltbrechendes Material in der Pola-
risationsmikroskopie, was auf organisiertes Kollagen hindeutet [8].

Es wurde auch versucht, die Einheilung von osteochondralen Transplantaten nach OAT
durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren zu verbessern. Siebert et al. haben versucht,
die Einheilung osteochondraler Transplantate durch die Zugabe von bFGF zu ver-
bessern [133]. Das Studiendesign war anders gewahlt, hier wurde der Spenderzylinder
vor der Transplantation fiir 10min in bFGF getriankte Pufferlosung eingelegt und dann
verpflanzt. Eine Gruppe von 10 Schafen wurde gegen eine Kontrollgruppe verglichen
und die Einheilung der Zylinder nach 3 und 6 Monaten makroskopisch, mikroskopisch
und radiologisch ermittelt. Die Transplantate waren in der Studie in jedem der beiden
Untersuchungszeitrdume gut gegen den umgebenden Knorpel abgrenzbar, die Demar-
kationslinie der Transplantate der Verumgruppe gegen den umgebenden Knorpel war
allerdings weniger ausgeprégt, was auf einen positiven Effekt der Wachstumsfaktor-
applikation hindeuten konnte. Die histologische und radiologische Auswertung zeigte

dann aber die fehlende chondrale Integration in beiden Gruppen am Ende des Unter-
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suchungszeitraumes, wahrend die knocherne Integration bereits nach 3 Monaten ab-
geschlossen war. Die Augmentation mit bFGF hat in diesem Fall zwar die ossdre Inte-
gration stimuliert, die Heilung auf der Ebene des Knorpels konnte aber auch nicht ver-
bessert werden. In einer spéter folgenden Studie an Schafen haben Siebert et al. den
Effekt von bFGF und BMP-2 auf die OAT miteinander verglichen und sind zu
dhnlichen Ergebnissen gekommen. Makroskopisch schien die Integration der Knorpel-
transplantate in der bFGF-Gruppe besser zu sein, aber histologisch und radiologisch
fand sich in keiner der Gruppen die Integration auf Knorpelebene. Die Augmentation
sowohl mit bFGF als auch mit BMP-2 konnte zwar ossdren Heilungsprozess beschleu-
nigen, hatte aber keinen Effekt auf die Integration auf Knorpelebene [134]. Diese Beo-
bachtungen decken sich mit den von uns erhobenen Ergebnissen, obwohl der Effekt von
HGF auf die ossdre Heilung fraglich ist. Die ossdre Integration war nach dem von uns
gewihlten Untersuchungszeitraum von 3 Monaten vollstdndig und die Einheilung des
Knorpels wurde auch durch HGF nicht verbessert. In einer weiteren Studie haben
Nakayama et al. ebenfalls den Effekt von bFGF-2 auf die Einheilung von osteochon-
dralen Transplantaten untersucht und sind mit einem Kaninchenmodell zu anderen
Ergebnissen gelangt. Der Wachstumsfaktor wurde mit Hilfe eines Kollagengels vor der
osteochondralen Transplantation in den Defekt gegeben. Bereits nach drei Wochen
zeigte sich keine Spaltenbildung mehr und die Integration der Transplantate in den Kno-
chen war abgeschlossen. Auch die mechanischen Eigenschaften der Transplantate
waren in der Wachstumsfaktorgruppe bereits nach drei Wochen und damit frither als in
den Kontrollgruppen wieder normalisiert. Entziindliche Verdnderungen oder Osteo-
phyten konnten auch nach Ablauf von 12 Wochen nicht nachgewiesen werden [97]. Ob
diese Ergebnisse nun auf der modifizierten Applikationsweise des Wachstumsfaktors
beruhen, oder vielleicht in den strukturellen Unterschieden des Gelenkknorpels von
Kaninchenknien begriindet liegen, bleibt fraglich.

Zusammenfassend werden die in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse beziiglich der
Heilung der osteochondralen Transplantate von der vorhandenen Literatur unterstiitzt.
Obwohl manchmal Faserknorpel nach osteochondraler Transplantation oder nach Re-
fixation osteochondraler Frakturen nachgewiesen werden konnte, wurde bis jetzt beim
Menschen oder im Grofitiermodell eine Einheilung auf der Ebene des Knorpels in der
Regel nicht beobachtet.

Eine Erklarung hierfiir konnte die dickere Knorpelschicht und die damit verénderte

Reparaturantwort im Gegensatz zur nachgewiesenen chondralen Integration im Klein-
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tiermodell sein [81]. Mitverantwortlich konnten auch Probleme des umgebenden
Knorpels sein. Héufig wird in einen Defektbereich hinein transplantiert, so dass die
Vermutung nahe liegt, dass eine exakte Ausfiillung des Defektbereiches nicht immer
gelingt und in geschéddigten Knorpel hinein transplantiert wird. Diese Erklarung trifft
klinisch sicherlich zu, ist in der hier durchgefiihrten Studie aber eher unwahrscheinlich,
da ein Knorpel-Knochen-Zylinder aus einem gesunden Knorpelbereich entnommen
worden ist und in einen anderen gesunden Bereich verpflanzt worden ist. Eine andere
mogliche Ursache, die auch hier zutreffen konnte, ist der eventuell nachteilige Effekt
der Operation auf den umgebenden Knorpel. Nicht nur eine Schiadigung der trans-
plantierten Chondrozyten durch die Press-Fit-Technik konnte gezeigt werden, auch der
umgebende Knorpel wird durch die Stanzen in Mitleidenschaft gezogen [57, 122].
AuBerdem konnte in dieser Arbeit deutlich gezeigt werden, dass der Transplantat-
knorpel hyaliner Knorpel bleibt, aber histologisch Zeichen einer Degeneration aufweist.
Hangody et al. konnten bei arthroskopisch gewonnenen Biopsien aus dem Transplantat-
bereich nach OAT normale Oberflachenverhiltnisse und normales Farbeverhalten von
hyalinem Knorpel fiir Kollagen Typ II und Proteoglykane nachweisen [54]. Die
normalen Oberflichenverhéltnisse konnten wir nicht nachvollziehen, was moglicher-
weise in dem kiirzeren Untersuchungszeitraum begriindet ist, das Farbeverhalten von
hyalinem Knorpel aber schon. Die von Rose et al. erhobenen Ergebnisse bei Patienten
nach erfolgter osteochondraler autologer Transplantation korrelieren sehr gut mit den in
der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunden. Bei radiologischen Nachuntersuchungen
mittels Magnetresonanztomographie konnte keine chondrale Integration der Zylinder
nachgewiesen werden. In représentativen, arthroskopisch durchgefiihrten Biopsien aus
dem Transplantatbereich und aus dem Ubergangsbereich nach OAT fanden sich
histologisch Zeichen der strukturellen Verdnderung und Degeneration. Die Haupteigen-
schaften des hyalinen Knorpels wurden beibehalten und die Matrix bestand haupt-
sdchlich aus Kollagen Typ II. Allerdings deuteten eine erhohte Zelldichte in der tiefen
Zone, Fissuren an der Oberfliche und Blutgefdle, die die Tidemark kreuzen, auf eine
strukturelle Schidigung des Knorpels hin [122].

Die Langzeitauswirkungen dieser Beobachtungen bleiben zunéchst unklar. Die bereits
bekannten Nachteile der autologen osteochondralen Transplantation, wie die Schwierig-
keit der Rekonstruktion einer ebenen Knorpeloberfliche, die unterschiedliche Dicke des
Knorpels, die eingeschriankte Verfiigbarkeit der Spenderzylinder und die Nekrose der-

selben, sollten nach diesen Ergebnissen noch kritischer betrachtet werden. Die histolo-
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gischen Zeichen der Degeneration des Transplantatknorpels miissen im Laufe der Zeit
sicher als eine zusétzliche Pridisposition zu degenerativen Verdnderungen gewertet
werden.

Allerdings werden die operativen Techniken stidndig verbessert, hierdurch werden die
Kollateralschdden des Verfahrens weiter reduziert. Feil et al. beschreiben die ver-
besserte Technik und Prizision der OAT mittels Diamant-Nass-Schleif-Verfahren im
Gegensatz zur herkdmmlichen Entnahme von Knorpel-Knochen-Zylindern. Die Wand-
stiarke der diamantbeschichteten Frise betrdgt nur noch 0,4mm und trennt die spongidse
Struktur des Entnahmezylinders aus seiner Umgebung, ohne die origindre Knochen-
bialkchenform zu brechen, wie es bei herkdmmlichen Entnahmeverfahren der Fall ist.
Durch die feine Grofenabstufung und maximale Prézision im Fertigungsgang lésst sich
eine bisher nicht erreichte Passgenauigkeit des Zylinders in seinem neu geschaffenen
Lager erzielen. Auch eine tliberlappende Anordnung der Zylinder ist mit der verbes-
serten Technik mdglich und ldsst eine Versorgung groferer Areale zu. Die Minimierung
von Zwischenrdumen innerhalb des transplantierten Areals minimiert die Ausbildung
eines minderwertigen Regeneratgewebes und so wird eine wesentlich verbesserte Be-
lastbarkeit erzielt. Die Entnahmestellen werden durch Zylinder vom Beckenkamm auf-
gefiillt, welche nach wenigen Wochen eine fiir den Bereich ausreichende Belastbarkeit
erzielen, mit dieser Methode wird die Morbiditdt im Bereich der Hebedefekte reduziert
[42]. Mit diesen verbesserten Techniken konnten auch die histologischen Struktur-
veranderungen des transplantierten Knorpels geringer ausfallen.

Beziiglich der Morbiditit, die durch die Entnahme ausgelost wird, gilt es verschiedene
Punkte zu beachten. Die Morbiditit und Verdnderung im Bereich der Entnahmestellen
konnten in dieser Studie nicht separat bewertet werden, da Entnahmestelle zugleich
Verpflanzungsstelle ist. Es muss aber bedacht werden, dass in der vorliegenden Studie
die Spenderzylinder aus einem Gewicht tragenden Teil des Knies in den kontralateralen
Gewicht tragenden Teil desselben Knies verpflanzt worden sind. Klinisch findet sich
diese Situation in der Regel nicht, da die Spenderzylinder aus einem nicht belasteten
Bereich des Knies entnommen werden, um einen Knorpelschaden in einem belasteten
Bereich auszubessern [57]. Diese Zylinder sollten nach allgemeinem Verstédndnis eine
noch geringere Widerstandskraft als die in dieser Studie verwendeten Zylinder aus
einem ebenfalls Gewicht tragendem Teil des Kniegelenkes aufweisen, was auch histo-
logisch nachzuweisen sein diirfte. Die Strukturschiddigungen des transplantierten Knor-

pels diirften damit im Vergleich noch deutlicher ausfallen.
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Fraglich bleibt wiederum die klinische Wertigkeit so erhobener histologischer Befunde.
Eine Studie zu den biomechanischen Kréften, die auf die Entnahmeregion wirken, hat
diese Krifte als hoch identifiziert. Bewertet wurden die Kniebeschwerden von
Patienten, deren Knie nur als Spenderregion fiir Transplantate zur Reparation von
Knorpelschdden anderer Gelenkregionen diente. Hier fand sich kein Hinweis auf dege-
nerative Verdnderungen, die durch die Entnahme ausgeldst werden. Die Beschwerden
der meisten Patienten waren nur voriibergehend und nahezu alle Patienten, die mit
osteochondralen Zylindern aus dem Knie wegen talaren Knorpelschiden behandelt
wurden, waren nach einem Jahr beschwerdefrei. Grund hierfiir kdnnte die periphere
Position und die relativ kleine Fliche, den die Zylinder im Entnahmebereich ein-
nehmen, sein. Das Kniegelenk kann sich dann an die verénderte Belastungssituation
adaptieren [55].

Klinisch scheinen sich diese Uberlegungen zur Interpretation der histologischen Be-
funde, wie bereits oben erwéhnt, nicht widerzuspiegeln. Die kurzfristigen Ergebnisse
der osteochondralen autologen Transplantation sind gut [52], werden aber in aller Regel
auch mit weniger aufwendigen Prozeduren wie Mikrofrakturierung und Pridie-Bohrung
erreicht, obwohl der Knorpeldefekt dabei mit Faserknorpel mit minderwertigeren tri-
bologischen Eigenschaften gefiillt wird [137]. Die neueren Studien belegen aber auch
gute Langzeitergebnisse der klinischen retrospektiven Nachbeobachtungen nach OAT
an einem groflen Patientenkollektiv [55]. Von wesentlicher Bedeutung fiir die guten
Erfolgsraten der OAT sind hierbei die richtige Indikationsstellung und die gleichzeitige
oder zeitnahe Korrektur von Begleitpathologien wie Achsenfehlstellungen, Meniskus-
schidden oder Kreuzbandrupturen.

In wie weit die HGF-Applikation die Ergebnisse verbessert hat, ist nicht klar. Die
chondrale Integration konnte durch die HGF-Applikation nicht verbessert werden.
Dafiir war die Knorpelstruktur der Transplantate in der HGF Gruppe zwar tendenziell
besser als in der Kontrollgruppe, ein signifikanter Unterschied fand sich allerdings
nicht. Die Ergebnisse beziiglich der ossdren Integration sind mit den Ergebnissen aus
fritheren Studien, die die Verbesserung der Einheilung osteochondraler Transplantate
mittels Wachstumsfaktoren untersucht haben, vergleichbar [133, 134]. Der positive Ef-
fekt von HGF auf den Metabolismus von Knorpelzellen und die Knorpelheilung konnte
bereits in mehreren Studien gezeigt werden. HGF fordert neben Proliferation und
Chemotaxis auch die Angiogenese und Morphogenese in epithelialen Zellen [87].

Pfander et al. konnten die Verteilung von HGF und dessen Rezeptor c-met in arthro-
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tischen Knorpelpriparaten im Vergleich zu gesunden Kontrollen untersuchen. Hier
zeigte sich eine deutliche verstidrkte immunhistochemische Anfarbbarkeit sowohl fiir
HGF, als auch den dazugehdrigen Rezeptor, was auf eine wesentliche Rolle bei den
Regenerationsvorgéingen bei arthrotisch geschadigtem Knorpel riickschliessen lésst
[116]. Wakitani et al. haben vollschichtige Knorpeldefekte in Kaninchenknien mit HGF
behandelt und gute Ergebnisse erzielen konnen. In der HGF-Gruppe entsprach das
Féarbeverhalten und die Zelldichte eher hyalinem Gelenkknorpel und auch der histo-
logische Vergleich ergab in der HGF-Gruppe statistisch signifikant bessere Werte fiir
den Regeneratknorpel im Vergleich mit der Kontrolle [149, 150]. Die Heilung von
Knorpelschédden stellt sich auch aufgrund der avaskuldren Natur des Gelenkknorpels als
problematisch dar. HGF konnte auch als potenter angiogener Faktor identifiziert werden
und diese Neoangiogenese konnte sich positiv auf die Knorpelheilung auswirken [47].
Im Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktoren kam es nicht zu Proliferation der Synovia
oder zu osteophytidren Anbauten bei der intraartikuldren Applikation von HGF [150].
Die Proliferation von Chondrozyten wurde durch HGF stimuliert, was sich in einer
dreifach gesteigerten DNA-Synthese, sowie einer gesteigerten Proteoglykansynthese in
den Chondrozyten &uflerte. Das konnte die etwas bessere Struktur des Transplantat-
knorpels in der HGF-Gruppe erklaren. Weiterhin ist der Effekt von HGF auf Gelenk-
knorpel ebenso wie der Effekt anderer Wachstumsfaktoren dosisabhéngig [138].

Es wire zu iiberlegen, ob die intensivierte Verfiigbarkeit des Wachstumsfaktors HGF
eventuell zu besseren Ergebnissen fithren wiirde. Zukiinftig konnte versucht werden, die
in vivo Aktivitdit von HGF exakter zu analysieren, oder die Applikation von Wachs-
tumsfaktoren beispielsweise mittels einer Pumpe durchzufiihren. In Betracht gezogen
werden konnte eine implantierbare Pumpe, die den Faktor kontinuierlich oder in defi-
nierten Zeitabstdnden abgibt, oder die Integration des Wachstumsfaktors in ein Trager-
molekiil. O’Driscoll et al. und Sellers et al. konnten am Beispiel eines mit BMP-2 im-
priagnierten Kollagenschwammes die beschleunigte Regeneration des subchondralen
Knochens und verbessertes Aussehen des dariiber liegenden Knorpels nachweisen [102,
125]. Die Verwendung eines Zwei-Phasen Modells, in das ein Wachstumsfaktor ein-
gebracht war, fiihrte in einer anderen Studie aber zu keinem wesentlichen Unterschied
bei der Heilung osteochondraler Defekte in Ziegen [99]. Das resorbierbare Polymer-
molekiil bestand aus einer steiferen Zone fiir den subchondralen Knochen und aus einer

flexiblen Phase, die in den dariiber liegenden Knorpel integrieren sollte.
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Des Weiteren konnte sich die Kombination von zwei Wachstumsfaktoren als vorteilhaft
erweisen. Bhargava et al. konnten mit einer Kombination aus HGF und PDGF eine
deutlich bessere Heilungstendenz bei Meniskusverletzungen beobachten, als mit einem
Wachstumsfaktor allein. Zusétzlich wurde hier noch die Applikation iiber ein Tréiger-
molekiil untersucht [8]. Bradham et al. kombinierten bFGF und TGF- als synergistisch
wirkende Wachstumsfaktoren in einem Kulturmedium und untersuchten die Aus-
wirkungen auf isolierte Kaninchenchondrozyten [15].

Auch der Transport mit Hilfe genetisch verinderter Zellen zum Zwecke der Uber-
expression eines bestimmten Wachstumsfaktors in einem bestimmten Gewebe wird
erforscht [26, 34]. Fiir gentherapeutische Ansitze ist die Gelenksynovia in der Theorie
das ideale Zielgewebe, da ein Kontakt mit dem Gelenkraum besteht und sie eine grof3e
Oberfldche besitzt. Transgene Produkte konnten von der Synovia in den Knorpel dif-
fundieren und dort den Metabolismus der Chondrozyten beeinflussen [41]. Proble-
matisch erweist sich allerdings die Tatsache, dass der Gentransfer meist nicht auf den
Knorpel begrenzt bleibt. In einer Studie mit dem adenoviralen Transfer von TGF-8
fiihrte dies zum Tod der Versuchstiere [41]. Der selektive Transfer von Genexpression
in Chondrozyten oder deren Vorlduferzellen konnte zu besseren Ergebnissen fiihren.
Hier sind schon verschiedene Studien am Tiermodell in vivo und ex vivo durchgefiihrt
worden, die in vivo Verwendung von Gentherapien bleibt allerdings problematisch [41,
78]. Von Bedeutung ist auch die Wahl des Transfersystems. Im Gegensatz zu nicht
viralen Transfersystemen wie Plasmiden ist der Gentransfer mit einem viralen Vektor
stabiler und effizienter. Der Nachteil insbesondere der retroviralen Vektoren ist aber
deren onkogenes Potential. Neuere und besser kontrollierbare Vektorsysteme mit einem
geringeren Risiko der Mutagenese und Tumorentstehung sind vonndten und werden
erforscht [154]. Aktuelle Strategien zielen darauf ab, die chondrozytére Differenzierung
in dem den Defekt flillenden Reparaturgewebe zu induzieren. Das beinhaltet die ent-
weder die direkte Stimulation der Proliferation von Chondrozyten und Matrixsynthese,
oder die indirekte mit Hilfe von Zelltransplantation. Wachstumshormone erfiillen diese
Anforderungen und stellen daher viel versprechende Kandidaten fiir den Gentransfer
dar. Problematisch ist wiederum eine ausreichend hohe Konzentration des gewlinschten
Wachstumsfaktors fiir eine ausreichend lange Zeit im richtigen Zielgewebe, und nur
dort, zu erreichen. Diese Anforderung stellt sich insbesondere fiir lokale Knorpeldefekte
als schwierig zu erfiillen heraus. Zielzellen konnten neben oben beschriebenen Synovia-

zellen auch Vorlduferzellen sein, die aus dem Knochenmark bei Verletzung einwandern,
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oder differenzierte Chondrozyten, die in den Defekt transplantiert werden. Interessant
ist dieser Ansatz, da er mit etablierten chirurgischen Verfahren, wie knochenmark-
stimulierenden Techniken, ACT oder auch der OATS kombiniert werden konnte, um so

die Verfiigbarkeit und Wirksamkeit des Wachstumsfaktors zu steigern [35].
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5 Zusammenfassung

In vorangegangenen Studien wurde der Einfluss des Wachstumshormons HGF auf die
Regenerationsfihigkeit vollschichtiger Knorpeldefekte untersucht. In der vorliegenden
Studie sollte untersucht werden, ob HGF die Regenerationsfihigkeit des Gelenk-
knorpels nach Implantation autologer Knorpel-Knochen-Transplantate am Beispiel des
Kniegelenkes des Schafes positiv beeinflusst. Hierzu wurden beide Kniegelenke von
acht Schafen operiert, osteochondrale Zylinder aus der Femurkondyle einer Seite eines
Kniegelenkes entnommen und in das kontralaterale Kompartiment desselben Knie-
gelenkes transplantiert. Die Schafe wurden dann in zwei Gruppen mit jeweils 16 Trans-
plantaten aufgeteilt, wovon eine Gruppe dreimal pro Woche fiir insgesamt vier Wochen
intraartikuldre HGF-Injektionen erhielt, in der Kontrollgruppe wurde isotone Kochsalz-
16sung injiziert. Nach einem Zeitraum von drei Monaten wurden die Tiere getdtet und
die Kniegelenke histologisch untersucht.

Die Hypothese, dass HGF das Einwachsen der Knorpel-Knochen-Zylinder positiv be-
einflussen kann, muss nach den vorliegenden Ergebnissen in Frage gestellt werden. Die
histologische Untersuchung zeigte zwar ein komplettes Einwachsen der osteo-
chondralen Transplantate im Knochenniveau, auf Hohe des Knorpels fand sich jedoch
keinerlei Einwachsen oder Heilungstendenz.

Die Hypothese, dass sich die Qualitdt des Zwischengewebes durch die Applikation des
Wachstumsfaktors verbessern ldsst, muss verworfen werden. Es konnte weder hyalin-
artiger Knorpel noch Faserknorpel nachgewiesen werden, tatsichlich fand sich iiber-
haupt kein Gewebe zwischen transplantiertem Knorpel und umgebendem Knorpel.
Sowohl die immunhistochemischen Farbungen als auch die iibrigen Farbungen zeigten
deutlich, dass die Fissuren in der Zwischenzone nicht beeinflusst werden konnten, eine
Integration im Knorpelniveau fand nicht statt.

Die Hypothese, dass sich die Qualitit des Knorpels durch die HGF-Applikation ver-
bessern ldsst, kann allenfalls fiir einen Teilbereich des modifizierten Mankin-Score
bestdtigt werden.

Der untersuchte Parameter ,,Zelle” des oben genannten Score weist in der mit dem
Wachstumsfaktor behandelten Gruppe einen geringeren Wert (Mittelwert 2,00 £ 0,00)
als die unbehandelte Gruppe (Mittelwert 2,25 + 0,45) auf, dieser Unterschied ist auch
statistisch signifikant (p = 0,035). Jedoch ergab die Gesamtbewertung des Knorpels
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nach diesem modifizierten Mankin-Score insgesamt geringere Anzeichen von Dege-
neration in der HGF-Gruppe, eine statistische Signifikanz fand sich jedoch nicht (p =
0,085). Der Gesamtwert in der HGF-Gruppe (Mittelwert 5,75 + 1,84) stellte sich, ver-
glichen mit der Kontrolle (Mittelwert 7,13 £ 2,31), zwar etwas besser dar. Aber eine
Aussage dariiber, ob sich die HGF-Applikation positiv auf die Qualitdt des Knorpels
auswirkt, kann hieraus nicht abgeleitet werden.

In diesem Zusammenhang fanden sich aber fiir die unbehandelten Transplantate histo-
logische Anzeichen der Degeneration, die statisch signifikant waren. Vergleicht man die
Qualitit des Knorpels der Spenderzylinder mit dem des umgebenden Knorpelgewebes
der Kontrollgruppe, fallen deutliche Unterschiede auf, wenn oben erwihnter, modi-
fizierter Mankin-Score zugrunde gelegt wird. Bezogen auf den Parameter Struktur
finden sich Werte von grof3er als 2 in 11 Proben des transplantierten Knorpels (Mittel-
wert 3,19 = 1,83, p = 0,001). Gesamt zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,002)
zwischen den beiden untersuchten Knorpelgeweben, der transplantierte Knorpel weist
einen deutlich schlechteren Gesamtscore auf (Mittelwert 7,13 + 2,31) als der um-
gebende Knorpel (Mittelwert 4,69 + 1,35). Daraus ldsst sich schlieBen, dass der trans-
plantierte Knorpel im Rahmen einer OAT im weiteren Verlauf degeneriert.

Die letzte der Hypothesen konnte hier bestitigt werden. Makroskopisch degenerative
Verdnderungen wie Bildung von Osteophyten, Knorpelverdickung und synoviale Pro-
liferation konnten in keiner der Gruppen beobachtet werden, so dass von einem neben-
wirkungsarmen Effekt von HGF ausgegangen werden kann.

Legt man diese Ergebnisse zugrunde, sollten die Langzeitergebnisse nach autologen
osteochondralen Transplantationen kritisch verfolgt werden, insbesondere wenn Wachs-
tumsfaktoren das Einheilen und die Qualitit des Knorpels verbessern sollen. Die erfolg-
reiche Manipulation der Mikroumgebung des Gelenks mit Wachstumsfaktoren mit dem
Ziel, die Synthese einer in den Eigenschaften dem hyalinen Knorpel dhnlichen Substanz

zu ermdglichen, wird noch einige Forschung in Anspruch nehmen.
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14 Anhang

14.1 Histologische Befunde

Bereich Gelenkknorpel (in Anlehnung an den Mankin-Score)

Kontrollgruppe

Probe Struktur Zelle Tidemark Gesamt Fissur
Schaf 1 medial,

rechts 3 2 1 5
Schaf 1 medial, links | 1 2 1 4 5
Schaf 1 lateral,

rechts 1 2 1 4 5
Schaf 1 lateral, links | 1 2 1 2
Schaf 7 medial,

rechts 1 2 0 3 5
Schaf 7 medial, links | 1 2 1 4 4
Schaf 7 lateral,

rechts 0 2 2

Schaf 7 lateral, links | 1 2 1 4
Schaf 8 medial,

rechts 1 2 1 4 4
Schaf 8 medial, links | 1 2 1

Schaf 8 lateral,

rechts 1 3 2 6 5
Schaf 8 lateral, links | 1 2 1 4 5
Schaf 2 medial,

rechts 3 3 2 5
Schaf 2 medial, links | 1 2 1 4 5
Schaf 2 lateral,

rechts 2 3 2 7 5
Schaf 2 lateral, links | 1 3 1 5 5
Gesamt 20 36 19 75 74
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Bereich Gelenkknorpel (in Anlehnung an den Mankin-Score)

HGF-Gruppe

Probe Struktur Zelle Tidemark  Gesamt Fissur
Schaf 3 medial,

rechts 4 2 0 6 5
Schaf 3 medial, links | 1 0 0 1 5
Schaf 3 lateral,

rechts 2 2 2 6 4
Schaf 3 lateral, links | 0 2 1 3 5
Schaf 4 medial,

rechts 1 2 1 4 5
Schaf 4 medial, links | 1 2 1 4 5
Schaf 4 lateral,

rechts 1 2 1 4 3
Schaf 4 lateral, links | 0 2 1 3 5
Schaf 5 medial,

rechts 4 2 6 5
Schaf 5 medial, links | 3 2 7 5
Schaf 5 lateral,

rechts 1 2 2 5 5
Schaf 5 lateral, links | 0 2 1 3 3
Schaf 6 medial,

rechts 1 2 1 4 3
Schaf 6 medial, links | 1 2 0 3 5
Schaf 6 lateral,

rechts 3 0 4 5
Schaf 6 lateral, links | 0 2 0 2 4
Gesamt 21 31 13 65 72
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Bereich Transplantatknorpel (in Anlehnung an den Mankin-Score)

Kontrollgruppe

Probe Struktur Zelle Tidemark Gesamt Fissur
Schaf 1 medial,

rechts 4 2 1 7 5
Schaf 1 medial, links | 1 2 1 4 5
Schaf 1 lateral,

rechts 3 2 1 6 5
Schaf 1 lateral, links |3 2 2 7 2
Schaf 7 medial,

rechts 3 2 2 7 5
Schaf 7 medial, links | 1 2 1 4 4
Schaf 7 lateral,

rechts 1 2 2 5 5
Schaf 7 lateral, links | 1 2 1 4 4
Schaf 8 medial,

rechts 4 2 2 8 4
Schaf 8 medial, links | 3 2 2 7 5
Schaf 8 lateral,

rechts 4 3 2 9 5
Schaf 8 lateral, links |6 2 2 10 5
Schaf 2 medial,

rechts 6 3 2 11 5
Schaf 2 medial, links | 4 2 2 8 5
Schaf 2 lateral,

rechts 6 3 2 11 5
Schaf 2 lateral, links | 1 3 2 6 5
Gesamt 51 36 27 114 74
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Bereich Transplantatknorpel (in Anlehnung an den Mankin-Score)

HGF-Gruppe

Probe Struktur Zelle Tidemark  Gesamt Fissur
Schaf 3 medial,

rechts 3 2 2 5
Schaf 3 medial, links | 1 2 2 5
Schaf 3 lateral,

rechts 2 2 2 4
Schaf 3 lateral, links | 1 2 2 5
Schaf 4 medial,

rechts 1 2 1 5
Schaf 4 medial, links | 4 2 1 5
Schaf 4 lateral,

rechts 3 2 1 6

Schaf 4 lateral, links | 4 2 1 7

Schaf 5 medial,

rechts 2 0 4 5
Schaf 5 medial, links | 6 2 2 10 5
Schaf 5 lateral,

rechts 4 2 2 8 5
Schaf 5 lateral, links | 1 2 1 4 3
Schaf 6 medial,

rechts 3 2 2 7 3
Schaf 6 medial, links | 1 2 2 5 5
Schaf 6 lateral,

rechts 1 2 1 5
Schaf 6 lateral, links | 1 2 0 4
Gesamt 38 32 22 92 72
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14.2 Tierversuchsgenehmigung

Durchschrift
Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Miinster . 48128 Milnster

Gegen Empfangsbekenntnis Dienstgebaude

Domplatz 1-3
Herrn . Telefon: (0251) 411-0
Prof. Dr. W. Winkelmann ; Durchwahl: 2110
Klinik und Poliklinik , : gﬁ%ﬁ&ﬁ
fiir Allgemeine Orthopéadie der ] i
Westf. Wilhelms-Universitéat Minster \ Aktenzeichen

835.1.0 (G 12/2000
Albert-Schweitzer-Strafe 33 2308 (el

. April 2000
48129 Minster

Betr.: Tierschuti;
f\ hier: Durchfithrung von Versuchen an Wirbeltieren
Bezug: Ihr Antrag vom 26.01.2000, hier eingegangen am
27.01.2000

: 1 . ] 1 P 4

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Winkelmann,

gemidB § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBl. I. S. 1105) wird Ihnen die
Genehmigung " zur Durchfithrung nachstehenden Versuchsvorhabens

erteilt:
(5 Untersuchung des Einflusses von Wachstumshormonen auf d;e Rege-
’ nerationsfihigkeit des Gelenkknorpels am Ubergang zwischen

transplantiertem und origindren Knorpel nach Implantation eines
autologen Knorpel-Knochen-Transplantats in einem Tiermodell am
Beispiel des Knieqelenkes des Schafes. ’

Leiter des Versuchsvorhabens und sein Stellvertreter sind:

Herr Frau

Prof. Dr. W. Winkelmann Dr. med. Susanne Fuchs
Klinik und Poliklinik Klinik und Poliklinik

fiir Allgemeine Orthop&die der fiir Allgemeine Orthopédie der
Westf. Wilhelms-Universitédt Westf. Wilhelms-Universitat .
Albert-Schweitzer-Strafe 33 Albert-Schweitzer-StraRle 33

48129 Miinster . 48129 Miunster

-Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300 ;
e-mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=b , S=pc lle @ Telefax (0251) 411-2525
Konten der Regierungshauptkasse Munswr
lzndeszemmlbmk Nlederlassung Miinster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
k Gi ale Miinster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820
Offentliche Verkehrsmlttel Bushmen 1.5.6. 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 2 . 10 . 11 . 14 . 21 . 64 bis Domplatz
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Diese Genehmigung gilt bis zum 30. 04. 2002.

zur Durchfithrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere
verwendet werden: .

10 Schafe.

Auflagen:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser
Genehmigung begonnen werden

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stellvertreter
wechselt, ist mir dieser Wechsel unverzugllch anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zuriickgenommen, wenn bél der Erteilung
die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben
waren. :

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3
TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb
einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen wird; sie kann
widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfiillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG
wiederholt oder grob zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verldngerung der Genehmlgung ist rechtzeitig vox
Ablauf der Frist bei mir zu stellen.

Da das Versuchsvorhaben iberwiegend im 6ffentlichen Interesse
erfolgt, wird von der Erhebung einer Verwaltungsgeblhr Abstand
genommen. B
Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekannt-
gabe Widerspruch erhobén werden. Der Widerspruch ist bei mir
unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur Nieder-
schrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevoll-

mdchtigten versdumt werden, so wirde dessen Verschulden Ihnen
zugerechnet werden.

Ich bitte um umgehende Riickgabe des belllegenden Empfangsbe-
kenntnisses.

Mit freundlichen GrilfBen
Im Auftrag

32&.

Dr. Piontkowski
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