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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Chondrale Defekte regenerieren nicht, stattdessen bildet sich ein qualitativ minder-
wertiges Regenerationsgewebe. Trotz etablierter klinischer Ansatze, wie markraum-
stimulierende Verfahren, kdnnen diese Defekte ein Ausgangspunkt fur Arthrose sein.
Ein erfolgsversprechender experimenteller Ansatz zur Verbesserung der Knorpelheilung
ist die lokale Uberexpression von therapeutischen Sequenzen durch Gentransfer-
vektoren, die an Biomaterialien gekoppelt sind. Wachstumsfaktoren kénnen so
kontrolliert, kontinuierlich, lokal und prazise abgegeben werden, ohne einen

wesentlichen Einfluss auf die Gelenkhomoostase auszuiiben.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Langzeiteffekte einer rekombinanten adeno-
assoziierten Virus (rAAV)-Vektor vermittelten hydrogel-gebundenen (Alginat, AlgPH155)
Uberexpression des humanen insulinartigen Wachstumsfaktors 1 (hIGF-I)
(IGF-I/AIgPH155) in einem Minischweinmodell der Therapie vollschichtiger Knorpel-

defekte durch Mikrofrakturierung.

Ein Jahr postoperativ fand sich in vivo eine signifikant verstarkte IGF-I-Immunreaktivitat
in der tiefen Zone des Reparaturgewebes als Zeichen einer persistierenden Transgen-
expression im Vergleich zur Uberexpression des Kontrollvektors lacZ (lacZ/AlgPH155).
Zudem fluhrte die Behandlung mit IGF-I/AIgPH155 zu signifikant verbesserten
Strukturparametern wie ,Defektfillung®, ,Oberflachenbeschaffenheit®, ,Zellmorphologie*
sowie insbesondere zu einer signifikanten Verbesserung der Gesamtpunkizahl des
histologischen Bewertungssystems. Flankierend hierzu flihrte die Therapie mit
IGF-I/AIlgPH155 zu einer signifikant vermehrten Typ-II-Kollagenbildung in der oberen
Zone des Reparaturgewebes. Die Analyse der Mikrostruktur des subchondralen
Knochens zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.
Der histologische Schweregrad der defektassoziierten perifokalen Arthrose war ein Jahr

postoperativ durch Therapie mit IGF-I/AIlgPH155 signifikant vermindert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine rAAV-vermittelte, hydrogel-
gebundene lokale Uberexpression von hiGF-I positive Langzeiteffekte auf die Heilung
von Knorpeldefekten hat und sich zudem protektiv auf den umgebenden Knorpel

auswirkt.



Zusammenfassung

1.2 Abstract

Articular cartilage defects do not regenerate, instead they are filled with a cartilaginous
repair tissue of lesser quality. Despite established clinical approaches such as marrow
stimulating techniques, these defects can represent a starting point of secondary
osteoarthritis (OA). A promising experimental approach to enhance articular cartilage
repair is the local biomaterial-guided overexpression of therapeutic sequences delivered
by gene transfer vectors. Growth factors can be released in a controlled, continuous,

local and precise manner without having a significant influence on joint homeostasis.

The present study investigated the long-term effects of recombinant adeno-associated
viral (rAAV)-vector and hydrogel (alginate, AlgPH155) guided overexpression of the
human insulin-like growth-factor-l (hIGF-l) (IGF-I/AlgPH155) in a minipig model of

full-thickness chondral defects treated with microfracture.

One year postoperatively, IGF-l immunoreactivity was significantly increased in the deep
zone of the repair tissue as sign of persistent transgene overexpression compared to the
overexpression of the control vector lacZ (lacZ/AlgPH155) in vivo. In addition, treatment
with IGF-I/AlgPH155 led to significantly improved structural parameters “defect filling”,
“surface quality”, “cell morphology” as well as a significant improvement in the overall
score of the histological evaluation system. Furthermore type-Il collagen expression was
significantly enhanced in the upper zone of the cartilaginous repair tissue upon treatment
with IGF-I/AlgPH155. Analysis of the microstructure of the subchondral bone showed no
significant differences between the treatment groups. Of note, the histological severity of
the defect-associated perifocal OA was significantly reduced following therapy with

IGF-I/AIgPH155 at 1 year postoperatively.

The results of the present work show that rAAV-mediated, hydrogel-guided over-
expression of hIGF-I has positive long-term effects on the healing of cartilage defects

and protects the surrounding articular cartilage.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Problematik und Uberblick

Die langfristige Heilung von Knorpeldefekten ist aufgrund der schwachen
Regenerationsfahigkeit des hyalinen Knorpels eines der bedeutendsten und aktuellsten
Probleme der klinischen Orthopéadie und Unfallchirurgie (Madry et al., 2011a). Bis heute
gibt es keinen Therapieansatz, der eine vollstandige Regeneration verspricht (Madry et
al., 2016a; Buckwalter et al., 1998a).

Unabhangig von der Atiologie des Knorpelschadens sind die Symptome der Patienten
verminderte Beweglichkeit, ein damit einhergehender Funktionsverlust und Schmerzen.
Die haufigste Ursache fir Knorpelschaden ist Trauma gefolgt von Osteochondrosis
dissecans, Arthrose, Stoffwechselstérungen, sowie Entziindungskrankheiten. Der
Defekt wird durch Reparaturgewebe, das aus Faserknorpel besteht, gedeckt. Dieser hat
ahnliche Eigenschaften wie hyaliner Knorpel, halt allerdings der mechanischen Be-
lastung im Gelenk nicht stand. Dadurch entstehen noch starkere Schaden und es kann
sich sekundare Arthrose ausbilden (Madry et al., 2008; Orth, 2008; Simon et al., 2018).

Ziel der experimentellen Forschung ist es, dass das Regenerationsgewebe ahnliche
Eigenschaften wie hyaliner Knorpel aufweist und dadurch den unterschiedlichen Be-
lastungen standhalt. Besonders Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel der insulinartige
Wachstumsfaktor | (IGF-I), eignen sich zur experimentellen Therapie. IGF-I hat eine pro-
liferative Wirkung auf Chondrozyten. Diese flhrt zu einer vermehrten Mitose, sowie einer
verbesserten Zelldifferenzierung, wodurch die Chondrozyten vermehrt Proteoglykane
und Typ-ll-Kollagen in die extrazelluldre Matrix sezernieren. Zudem fiihrt eine Uber-
expression von IGF-I zu einer vermehrten anabolischen Aktivitat in den Zellen (Frisch et
al., 2014; Weimer et al., 2012).

Rekombinante-adeno-assoziierte-virale (rAAV)-Vektoren eignen sich dazu, die Uber-
expression durch indirekte Freisetzung zu gewahrleisten. Diese zeichnen sich durch
eine geringe Toxizitat, wenig immunogenes Potential und die Freisetzung von IGF-I Giber

einen langeren Zeitraum aus (Bellavia et al., 2018).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Minischweinmodell untersucht, ob die Reparatur
chondraler Defekte durch eine rAAV-Vektoren vermittelte IGF-I Therapie nach einem
Jahr postoperativ in vivo verbessert ist und ob diese Therapie die perifokale Arthrose

reduziert.



Einleitung

2.2 Osteochondrale Einheit

Hyaliner Gelenkknorpel ist bradytroph, avaskular, anerval und alymphatisch (Orth,
2008). Die fir das Knorpelgewebe spezifischen Chondrozyten sind fur die
Knorpelherstellung verantwortlich. Sie machen 10 % des Volumens aus und werden
durch Diffusion uber die Synovialflissigkeit ernahrt (Buckwalter, 1983). lhre Aktivitat ist
altersabhangig, so dass nach Abschluss der Wachstumsphase sowohl die Zellzahl, als
auch ihre metabolische und mitogene Aktivitat sinkt (Buckwalter et al., 1993; Buckwalter
et al., 1998b; Martin et al., 2003).

Die von den Chondrozyten produzierte extrazelluldare Matrix besteht aus makro-
molekularen Protein-Polysacchariden, den Proteoglykanen. Charakteristisch fir den
hyalinen Knorpel ist Aggrecan (Hardingham et al., 1992). Durch die Bindung der Proteo-
glykane an Hyaluronsaure entsteht eine hydrophile Wirkung, die ausschlaggebend fir
die hohe Druckelastizitdt des hyalinen Knorpels ist (Orth, 2008; Schmal, 2017). Die
extrazellulare Matrix enthalt zudem weitere Makromolekile wie kartilaginares oligo-
merisches Matrixprotein (Cartilage oligomeric matrix protein; COMP), Fibronectin,

Decorin und Fibromodulin (Hardingham et al., 1992).

Mit einem Anteil von 50 % der Trockenmasse und 90 - 95 % des Gesamtkollagens ist
Typ-lI-Kollagen das Hauptkollagen im hyalinen Knorpel. Neben den Proteoglykanen ist
es malgeblich fur die Materialeigenschaften des hyalinen Knorpelgewebes verant-
wortlich (Bora et al., 1987). Im Vergleich zu Typ-lI-Kollagen ist Typ-I-Kollagen typisch fur
den fibrésen Knorpel und befindet sich vor allem im Reparationsgewebe bei
vorliegenden Knorpelschaden. Neben Typ-ll-Kollagen lassen sich zusatzlich Typ-V, -VI,
-IX, -X'und -XIV im hyalinen Knorpelgewebe finden (Orth, 2008).

Der hyaline Knorpel ist vierschichtig aufgebaut. Dabei stellt die Lamina splendes die
Gelenkoberflache dar. Diese besteht aus parallel zur Gelenkoberflache verlaufenden
Kollagenfibrillen und dient als topische Barriere, da der hyaline Knorpel durch Diffusion
versorgt wird. Basal davon liegt die Tangentialzone, welche sich durch abgeflachte in
Dupletts oder alleinliegende Chondrozyten auszeichnet. Weiter basal folgt die
Transitionalzone, in der die Chondrozyten, meist Dupletts oder Tripletts, senkrecht zur
Oberflache in Saulen angeordnet sind. Zusatzlich sind sie deutlich runder. Wie die Chon-
drozyten sind auch die Kollagenfasern senkrecht angeordnet. Dadurch kénnen sich die
einzelnen Schichten des hyalinen Knorpels nicht voneinander l6sen.

Die Grenze zwischen der Transitionalzone und der Zone des verknécherten Knorpels ist
die Tidemark. Die Zone des verknodcherten Knorpels zeichnet sich durch hypertrophe

Chondrozyten aus, die oft als Zellnester angeordnet sind. Ebenfalls entstehen in der
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Zone des verkndcherten Knorpels starke Verbindungen, dadurch werden die Scherkrafte
vom Gelenkknorpel auf den subchondralen Knochen tbertragen (Orth, 2008).

« Lamina splendes
«~ Tangentialzone

< Transitionalzone

«— Tidemark
«— Zone des kalzifizierten Kno

«— Zementlinie

«— subartikuldre Spongiosa

Abbildung 1:  Mikroskopischer Aufbau des porcinen hyalinen Gelenkknorpels in Safranin-O/Echtgriin-
Férbung.

2.3 Einteilung der Knorpeldefekte

Das ausschlaggebende Kriterium flr die Einteilung von Knorpeldefekten ist die Aus-
dehnungstiefe des Defekts. Knorpeldefekte reichen maximal bis zur Lamina ossea
subchondralis und kénnen wie folgt unterteilt werden: teilschichtig (partial thickness) und
vollschichtig (full thickness). Teilweise kénnen sie durch einwandernde Synovialozyten
gedeckt werden (Hunziker et al., 1996 und 2002; Orth, 2008).

Osteochondrale Defekte hingegen betreffen sowohl das Knorpelgewebe als auch den
darunterliegenden subchondralen Knochen. Die Defektdeckung erfolgt zumeist Uber
mesenchymale Stammzellen, die aus dem Knochenmark einwandern. Diese
ermdglichen die Neubildung von chondralem und ossarem Gewebe (Furukawa et al.,
1980; Shapiro et al., 1993; Jackson et al., 2001).
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Abbildung 2:  Einteilung chondraler und osteochondraler Defekte.

Im Verlauf bauen sich beide Reparaturgewebetypen, sowohl die Synovialozyten als
auch die mesenchymalen Stammzellen, faserartig um. Dieser Faserknorpel wiederum
halt der mechanischen Belastung im Gelenk auf lange Zeit nicht Stand und es kommt
zur Degeneration (Jackson et al., 2001). Es ist moglich, dass es zu einer Grofenaus-
dehnung des Defekts kommt. Zudem kann der fokale Knorpeldefekt ein Ausgangspunkt
fur Arthrose sein. Die oben beschriebenen Reparaturgewebe zeichnen sich durch
ahnlichen Aufbau und Struktur wie hyaliner Knorpel aus.

Im Vergleich zum Reparaturgewebe ist Regenerationsgewebe vom benachbarten
defektfreien Gewebe weder auf histologischer, biochemischer noch auf bio-
mechanischer Ebene zu unterscheiden. Es kommt zu einer vollstandigen Ausheilung
des Defekts (Madry, 2004; Orth et al., 2014).

Im klinischen Alltag kann zur (arthroskopischen) Beurteilung des Reparaturgewebes das
Bewertungssystem aus Oswestry (Smith et al., 2005) oder nach Outerbrige (Outerbrige,
1961) verwendet werden. Die Klassifikation von Noyes und Stabler (Noyes et al., 1989)
oder der International Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society (ICRS)
beschreiben zuséatzlich die Defekttiefe (Schmal, 2017).

2.4 Klinische Relevanz von chondralen Defekten

Schaden des Gelenkknorpels betreffen weltweit Millionen von Menschen. Insbesondere
in den Landern des globalen Nordens ist die Inzidenz steigend. Dies zeigt sich darin,
dass circa 10 % aller 60-jahrigen Manner betroffen sind. Bei einer Arthroskopie wird mit
einer Wahrscheinlichkeit von 11 % bis zu 72 % ein asymptomatischer Knorpelschaden
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gefunden. Aufgrund der verbesserten diagnostischen Mdéglichkeiten werden vermehrt
symptomatische Knorpeldefekte erkannt und dann auch operiert (Hjelle et al., 2002;
Mirza et al., 2015; Arogen et al., 2004).

Unbehandelte Knorpeldefekte fihren haufig zu sekundarer Arthrose (Sanders et al.,
2017; Everhart et al., 2019a). Diese Pathogenese wird durch verstarkte Gelenk-
belastung, wie zum Beispiel durch Adipositas, beschleunigt (Klets et al., 2018). Arthrose
zeichnet sich durch den Verlust von Proteoglykanen und dem fiir den hyalinen Knorpel
spezifischen Typ-llI-Kollagen aus. Es kommt zu einer irreversiblen Degeneration.
Zusatzlich lasst sich ein Umbau und eine Sklerosierung des subchondralen Knochens
sowie eine vermehrte Bildung von Knochenzysten und Osteophyten beobachten
(Buckwalter et al.,1998a).

2.5 Klinische Therapieoptionen bei fokalen Gelenkknorpeldefekten

In der klinischen Orthopadie und Unfallchirurgie gibt es verschiedene Therapieoptionen
zur Behandlung von symptomreichen, fokalen Gelenkdefekten. Kleine Defekte, die nicht
uber 50 % der Knorpeldicke reichen, werden konservativ behandelt (Schmal, 2017). Um
Schmerzen zu lindern, werden nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) sowie teilweise
auch Opioide verwendet (Fritz et al., 2006; Simon et al., 2018). Hinzu kommen Physio-
therapie, Kryotherapie und Hilfsmittel aus der Orthopadietechnik zur Gewahrleistung der
Stabilitat des Gelenks. Die konservative Therapie kommt unabhangig von GréRe und
Ausdehnung des Gelenkknorpeldefekts zusatzlich bei alteren Patienten, sowie bei

Patienten, die das Gelenk wenig belasten, zum Einsatz (Schmal, 2017).

Die operativen Therapiemoglichkeiten lassen sich in zwei gro3e Untergruppen einteilen:

zellbasierte und gewebebasierte Verfahren.

Zu den markerdffnenden Verfahren gehéren die subchondrale Bohrung nach Pridie
(Pridie, 1959), die Abrasionsarthroplastik (Johnson, 1986) und die Mikrofrakturierung
(Steadman et al., 1999). Ziel ist die Einwanderung von mesenchymalen Stammzellen
(siehe bitte auch in 2.3.). Diese Verfahren eignen sich laut ICRS fir kleine Defekte bis
zu 3 cm? (Schmal, 2017). Eine zellbasierte Therapieméglichkeit ist die autologe
Chondrozytentransplantation, die primar fur groRere Defekte geeignet ist. Diese kann
ohne oder mit biodegenerierbaren Tragersubstanzen erfolgen (Brittberg et al., 1994,
Ochi et al., 2002; Walter et al., 2020). Im Unterschied zu den oben genannten Techniken

wird hier der Markraum nicht eroffnet.
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Bei den gewebsbasierten Techniken werden Knorpel-Knochen-Zylinder aus gering
belasteten Regionen in den Knorpeldefekt transplantiert. Dabei kommt die Mosaikplastik
und das osteochondrale-Autograft-Transfersystem zum Einsatz (Imhoff et al., 1999;
Hangody et al., 2001).

Durch die chirurgisch-rekonstruktiven Verfahren kann meist die Implantation eines
Gelenkersatzes hinausgezdgert werden, da sie die Funktionalitdt des Gelenks ver-

bessern. Allerdings fuhren sie nicht zu einer Knorpelregeneration (Madry et al., 2011b).

2.6 Markraumeroffnende Verfahren

Markraumeréffnenden Verfahren sind bei symptomatischen kleinflachigen chondralen
Defekten indiziert. Sie werden haufig im klinischen Alltag angewandt (Brophy et al.,
2009) und sind gut etabliert. Zu ihnen gehdren die Abrasionsarthroplastik, die Pridie-
Bohrung, sowie die Mikrofrakturierung. Alle drei werden meist arthroskopisch durch-
gefuhrt und beginnen mit der Abtragung des kompletten kalzifizierten Knorpels (Brittberg
et al., 1994). Die Abrasionsarthroplastik wird vor allem bei retropatellaren Defekten
angewandt (Johnson, 1986; Johnson, 2001). Bei der Mikrofrakturierung kénnen auch
schwer zugangliche Knorpelareale erreicht werden (Steadman et al., 1999; Matsunaga
et al., 2007). Sowohl bei der Mikrofrakturierung als auch bei den Pridie-Bohrung werden
die Bohrung/Mikrofrakturierungen jeweils so tiefgesetzt, dass eine Blutung sichtbar wird
(Pape et al., 2010). Um die Stabilitdat der subchondralen Knochenplatte zu wahren
werden die einzelnen Mikrofrakturierungen, in einem Abstand von 3-4 mm gesetzt
(Steadman et al., 2003; Gomoll et al., 2011; Sun et al., 2020). Das durch die Blutung
entstandene Gerinnsel bildet die Grundlage fir das Reparaturgewebe, welches aus
pluripotenten mesenchymalen Stammzellen besteht, die sich sowohl zu Osteoblasten,
als auch zu Chondroblasten differenzieren kdnnen (Compston, 2002; Longo et al.,
2012).

Im Reparaturgewebe bilden sich nach 1 - 2 Wochen fibroblastenartige Zellen, die ver-
mehrt Typ-I-Kollagen sezernieren. Es entsteht ein faserknorpeldhnliches Gewebe
(Beickert, 2005; Moran et al., 2014). Nach 1 - 2 Monaten besteht die extrazellulare Matrix
vermehrt aus Typ-II-Kollagen (Furukawa et al., 1980; Cucchiarini et al., 2005), jedoch ist
die Belastbarkeit und Elastizitat des Reparaturgewebes geringer als beim hyalinem
Knorpel (Miller et al., 1999; Beickert, 2005). Mit der Zeit wird durch die Apoptose von
ortsstandigen Chondrozyten (Shapiro et al., 1993) die vertikale Integrationszone
zwischen Reparaturgewebe und hyalinem Knorpel zellarmer wodurch es dort zu Rissen
kommen kann (Mithoefer et al., 2005). Nach einigem Monaten folgt sowohl im Reparatur-

gewebe, als auch im angrenzenden hyalinen Knorpel eine Degenerationen (Jackson et



Einleitung

al., 2001; Madry et al., 2010; Orth et al., 2019). In der subchondralen Knochenplatte
zeigen 30-50 % der Patienten postoperative Veranderungen (Mithoefer et al., 2005), die
sich meist durch eine Erhohung der subchondralen Knochenplatten und eine Ver-
schiebung der Tidemark in Richtung Oberflache auern, wodurch das Knorpelreparatur-
gewebe ausgedinnt wird (Henderson et al., 2005; Madry et al., 2010). Dadurch ist die
gesamte osteochondrale Einheit weniger elastisch und weniger beanspruchbar
(Atkinson et al., 1998; Madry et al., 2010).

2.7 Experimentelle Therapieansatze

Bislang wurde weder ein konservatives noch ein experimentelles Verfahren entwickelt,
das zu einer Knorpelregeneration hatte fiihren kénnen. Experimentelle Therapien
verfolgen deshalb den Ansatz, die Knorpeldefektareale mit therapeutischen Faktoren,
wie zum Beispiel IGF-I, Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2) oder dem Trans-
kriptionsfaktor Sox9 zu behandeln. Ziel ist es, eine vermehrte Knorpelaktivitdt zu
stimulieren. Das bedeutet, dass sowohl Zellproliferation als auch Zellreifung gefordert
werden sollen, wodurch dann auch vermehrt Bestandteile der extrazellularen Matrix
produziert werden (Trippel, 1997; Goldberg, 2001).

Die verschiedenen Faktoren konnen in Proteinform direkt intraartikular appliziert werden
(Jentzsch et al., 1980; van Beuningen et al., 1994; Rogachefsky et al., 1993; Yamamoto
et al., 2004) oder an verschiedene Tragermaterialien gebunden werden (Sellers et
al.,1997; Nixon et al., 1999; Fortier et al., 2002; Mierisch et al., 2002; Tuncel et al., 2005;
Sohier et al., 2007). Die beiden Methoden werden vor allem durch die kurze Halb-
wertszeit, insbesondere von IGF-1 und FGF-2, stark limitiert (Chuma et al., 2004). So
wird der Faktor oft schon nach einer Stunde nicht mehr in der Synovialflissigkeit nach-
gewiesen (Shida et al., 1996). Durch die Verwendung von hdéheren Konzentrationen
(Fujimoto et al., 1999) oder durch die kontinuierliche Applikation kann der Spiegel des
Faktors und damit dessen Wirkung Uber langere Zeit aufrechterhalten werden (Mizuta et
al., 2004). Die Faktoren wirken Uber intrazellulare Signaltransduktionskaskaden oder

uber membrangebundene Rezeptoren (Fortier et al., 2004).

Um die kontinuierliche Sekretion der therapeutischen Faktoren zu gewahrleisten kann
auch die DNS, die fur die therapeutischen Faktoren kodiert in die Zellen eingeschleust
werden. Dieses Konzept des Gentransfers gestaltete sich anfangs schwierig, da die
viralen, adeno- oder retroviralen Systeme die Knorpelmatrix nicht durchdringen konnten.
Dadurch blieb auch der gewunschte Effekt auf die Chondrogenese aus. Erst seit der

Entwicklung von hocheffizienten Transfersystemen, zum Beispiel durch rAAV-Vektoren,
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ist eine Intrusion in das Knorpelgewebe mdglich (Madry et al., 2003; Pascher et al., 2004;
Ulrich-Vinther et al., 2004; Cucchiarini et al., 2005).

2.8 Tragermaterialien zur Reparatur chondraler Defekte

Die Tragermaterialien werden in solide Tragermaterialien, Hybride und Hydrogele
unterteilt. Solide Tragermaterialien sind zum Beispiel Hydroxyapatit (HA), Trikalzium-
phosphat (TZP), pordses Titan und Tantalum. Werden soliden Tragermaterialien mit
einem Hydrogel verbunden, werden sie als Hybrid bezeichnet. Beide, sowohl solide
Tragermaterialien als auch Hybride werden in der Klinik, hauptsachlich in der Therapie
solider Knochendefekt verwendet (Chang et al., 1998; Gotterbarm et al., 2006; Ahn et
al., 2009; Qi et al., 2014; Lopa et al., 2014).

Hydrogele hingegen zeichnen sich ebenfalls durch gute mechanische Eigenschaften
aus. Zusatzlich bilden sie eine geschmeidige Knorpeloberflache und schitzen die Chon-
drozyten, so dass diese ihre Morphologie beibehalten (Qi et al., 2012; Madry, 2020).
Hydrogele kénnen verschiedenen Bestandteile enthalten. Im klinischen Alltag werden
besonders Membranen aus Typ-I/lll-Kollagen verwendet, sowie eine Kombination aus
Hyaluronsdure und Albumin. Hyaluronsaure ist Teil der extrazellularen Matrix des
Gelenkknorpels und fuhrt zusatzlich zu einer geschmeidigeren Oberflache desselben
(Rey-Rico et al., 2016; Madry, 2020; Vainieri et al., 2020).

In der experimentellen Therapie werden zusatzlich noch Hydrogele aus synthetischen
Polymeren wie Polylactidsaure, Polyglycolidsdure oder dem Copolymer Polylactid-
glycolidsaure verwendet. Zu ihren positiven Eigenschaften gehéren, dass sie die
Umgebung fir die Chondrogenese verbessern, gute mechanische Eigenschaften haben
und bei der Zellanheftung im Defektgewebe unterstiitzen (Duan et al., 2013; Madry,
2020). Eine weitere Kombination aus Stoffen, welche in der experimentellen Therapie
verwendet werden, sind Agarose und Alginat, nattrliche Kohlenhydratpolymere, sowie
Poloxamere (Lopa et al., 2014; Diaz-Rodriguez et al., 2015). Hydrogele sind zudem eine
gute Basis fur Gentransfersysteme (Diaz-Rodriguez et al., 2015; Rey-Rico et al., 2016;
Madry, 2020).

10
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Abbildung 3: Schema der verwendbaren Trdgermaterialien zur Reparatur chondraler Defekte.

2.9 Insulinartiger Wachstumsfaktor | (IGF-I)

Der Wachstumsfaktor IGF-I ist ein 7,6kDA grof’es Polypeptid (Madry et al., 2005),
welches an einen spezifischen membrangebundenen Rezeptor, einen Tyrosinkinase-
rezeptor, bindet. Durch diese spezifische Bindung hat IGF-I Einfluss auf den Zell-

metabolismus (Lo et al., 1995).

IGF-I ist ein anabol wirkender Wachstumsfaktor, durch den Zellproliferation und Zell-
differenzierung induziert werden (Trippel et al., 1983 und 1989; Trippel, 1995). Zudem
wird durch IGF-I eine verstarkte DNS-Bildung angeregt (Fortier et al., 2002). IGF-I férdert
die Synthese der verschiedenen Matrixproteine wie zum Beispiel Aggrecan sowie ver-
schiedene andere Proteoglykane. Zusatzlich wird das fir den hyalinen Knorpel
charakteristische Typ-lI-Kollagen durch eine vermehrte Expression in IGF-l in der
Knorpelzelle verstarkt produziert (Trippel et al., 1989; Madry et al., 2005). Auch Typ-X-
Kollagen, welches Bestandteil von Chondrozyten in der hypertrophen Zone ist, sowie
der Transkriptionsfaktor SOX9 werden durch IGF-I vermehrt exprimiert (Frisch et al.,
2017). Insgesamt kommt es, unter dem Einfluss von IGF-I, zu einer deutlichen

Steigerung der metabolischen Aktivitat der Zelle (Fortier et al., 1999).

In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass IGF-I bei vorliegenden Verletzungen
oder Beschadigung der Knorpeloberflache, zum Beispiel durch Arthrose, anti-
infammatorische wirkt. Diese Wirkung zeigt sich insbesondere durch die Hemmung der
Aktivitdt der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-l und Tumornekrosefaktor-o
(Tyler, 1989; Fortier et al., 2002; Weimer et al., 2012; Shi et al., 2013a).

11
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Genbasierte IGF-I-Therapie flhrt im Bezug auf Knorpeldefekte zu einer verbesserten
Knorpelheilung, insbesondere die Oberflachenarchitektur als auch die Defektfullung sind
verbessert (Madry et al., 2005). Zusatzlich lasst sich bei einer Behandlung von Knorpel-
defekten mit IGF-I eine verbesserte Bildung der subchondralen Knochenplatte sowie
eine verstarkte Verbindung von Knorpel und subchondraler Knochenplatte feststellen.
Dadurch wird der Defekt weniger anfallig fir Spatfolgen, wie Arthrose (Nixon et al.,
1999).

Abbildung 4: Schema zur Wirkungsweise von mit IGF-I transduzierten rAAV-Vektoren.

2.10 Gentransfersysteme zur Reparatur chondraler Defekte
Gentransfersysteme zur Reparatur chondraler Defekte lassen sich in nicht-virale und
virale Systeme unterteilen. Nichtvirale Systeme verwenden verschiedene physikalische
Methoden, zum Beispiel Uberdruck (Mann et al., 1999). Chemische Methoden beruhen
auf dem Prinzip, dass die DNS mit negativer Oberflachenspannung an positive Kationen
bindet. Es entstehen extrazelludre Komplexe (Orth, 2008). Heute sind die lipid-basierten
Komplexe die haufigste Variante (Schwendener, 2007; Gao et al., 2007; Orth et al.,
2008).

Fir viralen Gentransfer, auch Transduktion genannt, werden vor allem Adeno-,
adenoassoziierte- (AAV) und Retroviren, seltener auch Herpes oder Lentiviren
eingesetzt (Lazo et al., 2000; Thomas et al., 2003). Virale Vektoren transduzieren
besonders gut in Stitz- und Bindegewebe, wie zum Beispiel Muskel-, Knochen- und
Knorpelzellen (Kawashima et al., 2003; Cao et al., 2004; Ketola et al., 2007; Dai et al.,
2007). Die eingesetzten Viren sind replikationsdefekt und besitzen nur noch die

Fahigkeit zur Transduktion. Es besteht allerdings die unwahrscheinliche Moglichkeit,

12
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dass sie ihre Replikationsfahigkeit zuriick erlangen (Crystal, 1995a und 1995b; Tripathy
et al., 1996). Zusatzliche besteht die Gefahr einer Uberschiefenden Immunantwort
aufgrund der immunogenen und onkogenen Eigenschaften der Viren (Yei et al., 1994;
Li et al., 2002; Bessis et al., 2004; Vandenberghe et al., 2007).

Rekombinante rAAV-Vektoren bendtigen keine Zellteilung zur Vektorintegration in die
Zelle und sind damit besonders effizient. Zudem wird durch die Bildung von
Konkatameren, Wiederholungssequenzen der DNS, die Wirkung deutlich verstarkt
(Orth, 2008; Cucchiarini et al., 2013; Bellavia et al., 2018). Zudem zeigten verschiedene
Studien eine gute Vertraglichkeit der rAAV und wenig Immunreaktionen durch die
Synovialmembran, wodurch keine Schaden am Knorpel entstehen (Asen et al., 2018;
Ortved et al., 2015).

13
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3. Hypothesen
Im einem Modellsystem der Reparatur chondraler Defekte in der Trochlea femoris
adulter Minischweine nach Mikrofrakturierung wurden ein Jahr postoperativ folgende

Hypothesen untersucht:

(1) Die Applikation eines Hydrogels, bestehend aus Alginat, Kalzium und rAAV-
Vektoren, welche eine hIGF-I cDNS tragen (rAAV-IGF-l), flhrt zu einer

persistierenden Transgenexpression im Reparaturgewebe.

(2) Die Applikation eines Hydrogels, bestehend aus Alginat, Kalzium und rAAV-
Vektoren, welche eine hIGF-I cDNS tragen (rAAV-hIGF-l), verbessert die
chondrale Reparatur im Vergleich zu Kontrolldefekten, die Hydrogel, bestehend

aus Alginat, Kalzium und rAAV-lacZ-Vektoren, erhielten.

(3) Die Applikation eines Hydrogels, bestehend aus Alginat, Kalzium und rAAV-
Vektoren, welche eine hIGF-I cDNS tragen (rAAV-hIGF-I), verringert die
perifokale Arthroseentstehung im Vergleich zu Kontrolldefekten, die Hydrogel,

bestehend aus Alginat, Kalzium und rAAV-lacZ-Vektoren, erhielten.

14
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4. Studienaufbau

Im Minischweinmodell wurde ein zirkularer vollschichtiger chondraler Defekt (Durch-
messer 4 mm) an der distal-lateralen Femurtrochlea gesetzt. Die Defekte wurden in zwei
Studiengruppen unterteilt: Die erste Studiengruppe wurde mit rAAV-lacZ, die zweite mit
rAAV-hIGF-I Hydrogel behandelt. Die Vektoren wurden, gebunden an ein Hydrogel,

jeweils nach Mikrofrakturierung in die Defekte appliziert.

Ein Jahr postoperativ wurde die Reparatur der chondralen Defekte analysiert. Dazu
wurden sowohl magnetresonanztomographische (MRT), makroskopische, histologische
und immunhistologische Bewertungssysteme verwendet. Zusatzlich wurde mittels
Mikrofokus-Computertomographie (Mikro-CT) die Mikroarchitektur des Knorpels, des

subchondralen Knochens sowie der subartikuldren Spongiosa analysiert.

Experimenteller Aufbau Chirurgische Schritte
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Abbildung 5: Schema des experimentellen Aufbaus und der chirurgischen Schritte.
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5. Material

5.1 Puffer, Medien und Lésungen

Alle Lésungen, Puffer und Medien wurden mit aqua bidest. angesetzt (Tabelle 1).

Tabelle 1:  Lésungen, Puffer und Medien.

Loésung, Puffer, Medium

Inhaltsstoffe

Konzentration/Volumen/

Menge
Blockierungspuffer BSA 6 ml
PBS 200 ml
DAB-L6sung H>O 5ml
Puffer pH (7,5) 2 Tropfen
3-3’- Diaminobenzidin (DAB) 4 Tropfen
Substratreagenz 2 Tropfen
Echtgrin-L6ésung Echtgrin 200 mg
H.O ad 1000 mi
Entkalkungslésung Natrium-Citrat 100 mg
Ameisensaure (90 %) 250 ml
H.O ad 750 ml
HCI-L6sung (Salzsaure) (0,1 %) HCL (37 %) 5,4 ml
H.O ad 200 ml
PBS Kaliumchlorid (pH 7,2) 2,7 mM
(Phosphat-gepufferte Salzlosung)  Kaliumhydrogenphosphat 1,7 mM
Natriumchlorid 136 mM
Dinatriumhydrogenphoshat (NaoHP0s) 10 mM
Safranin-Orange-L6sung Safranin Orange 15g
H.O ad 1000 mi
Trypsin-Losung (0,1 %) Trypsin-Stammldsung (25 %) 200 pl
H.O 200 mi
Trypsinstammldsung Trypsin 25 % (VIV)
PBS 75 % (VIV)
H202 (0,3 %) H>0, 0,6 ml
(Wasserstoff-Peroxid-Losung) H>O ad 200 ml

5.2 Chemikalien

Zur Erzeugung von Puffern und Losungen wurden Uberwiegend Laborchemikalien der

Firmen Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) und Sigma

(Taufkirchen, Deutschland) verwendet. Weitere Chemikalien siehe Tabelle 2.
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Tabelle 2: Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

ABC-Reagenz (Avidin-Biotin-Peroxidase-Reagenz)
Albumin-Standard

BSA (Bovines Serum Albumin)

DAB-Reagenz

Eosin G

Essigsaure (100 %)

Ethanol

Formalin (4 %)

Hamatoxylin nach Weigert (A & B)

Hamatoxylin nach Harris

Paraplast X-TRA Roti-Histokitt Il (Eindeckmittel)
Safranin-Orange

Salzsaure (1 %)

Wasserstoff-Peroxid

Xylol

Vector (Burlingame, CA, USA)
Sigma (Traufkirchen, Deutschland)
Sigma (Traufkirchen, Deutschland)
Vector (Burlingame, CA, USA)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma (Traufkirchen, Deutschland)
Sigma (Traufkirchen, Deutschland)
Sigma (Traufkirchen, Deutschland)

Fischer (Saarbriicken, Deutschland)

5.3 Biologisches Material

Zur immunhistochemischen Anfarbung wurden folgende Antikérper und Enzyme ver-

wendet (Tabelle 3).

Tabelle 3:  Antikérper und Enzyme.

Bezeichnung Spezies Hersteller

Anti-IgG (biotiniliert) Kaninchen Vector (Burlingame, CA, USA)
Anti-Maus-IgG (biotiniliert) Ziege Vector (Burlingame, CA, USA)
Anti-IGF-I-Antikérper Kaninchen Novus Biologicals (Centennial, CO, USA)
Anti-Typ-I-Kollagen Maus Abcam (Cambridge, UK)
Anti-Typ-ll-Kollagen Maus Acris Antibodies (Herford, Deutschland)
Anti-Typ-X-Kollagen Maus Abcam (Cambridge, GroRbritannien)
Anti-Aggrecan-IgG (ab 3778) Maus Abcam (Cambridge, GroRbritannien)
Trypsin - Sigma (Traufkirchen, Deutschland)

5.4 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Software

5.4.1 Gerate

Zusatzlich zu den allgemeinen Laborgeraten wurden folgende Gerate verwendet

(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Laborgeréte.

Gerat

Hersteller

Autoklav AMA-240

Digitalkamera Camedia C-5050 ZOOM
Digitalkamera CC-12 (auf Mikroskop BX-45)
Einbettmaschine EG 1140-C
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -74 °C Platinum 550
Inkubator CB 150 (37 °C)

Magnetrihrer multi stirr 4
Mikrofokus-Computertomographie-Scanner
Mikroskop BX-45

Rotationsmikrotom RM 2135

Warmeplatte HI 1220

Warmeschrank 62 °C

Warmeschrank 37 °C

Astell (Sidcup, GroRbritannien)

Canon (Neu-Isenburg, Deutschland)

Soft Imaging System (Minster, Deutschland)
Leica (Nussloch, Deutschland)

Bosch (Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland)
Angelantoni Industrie (Massa Martana, PG, Italien)
Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Bellco Glass (Vineland, NJ, USA)

Skyscan (Kontich, Belgien)

Olypmus (Hamburg, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)

Wasserbad HI 1210 Leica (Nussloch, Deutschland)

5.4.2 Computersoftware

Zur statistischen Analyse wurden Excel 2016 (Microsoft, Remond, WA, USA), SPSS
(IBM, Armonk, NY, USA) sowie Stata (StataCorp LCC, College Station, TX, USA) ver-
wendet. Die Daten des Mikrofokus-Computertomographie-Scanners wurden mit
,NRcon“ (Skyscan, Kontich, Belgien) rekonstruiert. Die Betrachtung erfolgte mit
,DataViewer“ (Skyscan), die Auswertung mit ,CT-Analyzer® (Skyscan). Die MRT-Bilder
wurden mit RadiANT DICOM Viewer (Medixant, Poznan, Polen) ausgewertet. Fur die
Auswertung der histologischen Bilder wurde ,CellSens“ Version 1.12 (Olympus, Tokio,
Japan) verwendet. Fur die anschlieRende Bearbeitung und das Zusammensetzen der
Bilder wurde ,,Adobe Photoshop CS6“ (Adobe System, San José, CA, USA) verwendet.

5.4.3 Operationsmaterialien und —instrumentarien

Hersteller der Spritzen, Kanllen und Nahtmaterialen war die Firma Braun (Melsungen,
Deutschland). Weitere chirurgische Instrumente, wie zum Beispiel Pinzetten, Skalpelle
und Scheren stammten von den Firmen Medicon (Tuttlingen, Deutschland), A. Dumont
& Fils (Montignez, Schweiz), Mergo (Wesel, Deutschland) und Martin (Tuttlingen,
Deutschland). Der chondrale Defekt wurde mithilfe eines 4,0 mm kanulierten AO-

Bohrers mit Fihrungshandgriff der Firma Synthese (West Chester, PA, USA) gesetzt.

5.4.4 Verbrauchsmaterialien
Samtliche Plastikartikel und Glasbehalter wurden von den Firmen Falcon (Beckton,

Dickinson, Pont de Claix, Frankreich), Fischer (Schwerte, Deutschland), neolLab
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(Heidelberg, Deutschland) und VWR (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die Paraffin-
kassetten sowie die Plastikabdeckungen fir die Paraffin-Einbettung der Proben
stammten von der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland). Die Klingen des Rotations-

mikrotoms stellte die Firma Leica (Nussloch, Deutschland) her.
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6. Methoden

6.1 Herstellung rAAV-Vektoren

Die Vektoren rAAV-lacZ und rAAV-IGF-I stammten von pSSV9 einem AAV-2
genomischem Klon ab. Der Vektor rAAV-lacZ trug dabei das B-Galaktosidasegen des
Escherichia coli, welches unter der Promoterkontrolle eines intermediar-frihen
Cytomegalievirus (CMV-IE), stand. Der IGF-I-tragenden Vektor wurde nach dem
gleichen Prinzip aufgebaut, er trug statt der /ac-Z Region die DNS von IGF-l. Die
Beladung der Vektoren erfolgte durch konventionelle Vektoren und mit freien Helfern,
die mittels Plasmidtransfektionssystemen des Plasmids pXX2 und des Adenovirus-
helferplasmids pXX6 eingedeckt wurden. Anschlieend an die Beladung folgte eine
Waschung und Titrierung mit Hilfe einer Echtzeit-PCR, so dass durchschnittliche 10"
Transgenkopien pro ml vorlagen. Die Vektoren wurden in Hydrogel, basierend auf
Alginat (AlgPH155) verkapselt, um zeitlich verzdgert freigegeben zu werden (Diaz-
Rodriguez et al., 2015).

6.2 Grofdtiermodell

Der Tierversuch wurde durch die saarlandische Tierschutzkommission genehmigt
(Zulassungsnummer 07/2013). Des Weiteren wurden die Versuche entsprechend der
deutschen Tierschutzgesetze und den Richtlinien der Nationalen Gesundheitsinstitute
der Vereinigten Staaten von Amerika (National Institutes of Health, NIH) fur die
Betreuung und Nutzung von Labortieren (Guidlines for the care and use of laboratory
animals, NIH Veroffentlichung 85-23, Rev. 1985) durchgefuhrt. Die ausgewahlten
Versuchstiere waren ausgewachsene, gesunde, weiblich Minischweine (Alter 18-22
Monate, durchschnittliches Kdérpergewicht 42,75 + 6,54 kg). Die Versorgung erfolgte
Uber einen standardisierten Erndhrungsplan, aqua ad libitum sowie veterindrer

Uberwachung.

6.2.1 Berechnung der Tierzahl

Basierend auf einer Poweranalyse und friiheren Studien zur Reparatur von chondralen
und osteochondralen Defekten im translationalen Grofitiermodell wurde ein bilateraler
Studienaufbau mit 8 Tieren angewandt. (Orth et al., 2013a; Cucchiarini et al., 2014; Asen
et al. 2018). Dieser ist aussagekraftig, da Unterschiede von 4 Punkten mit einer
Standardabweichung von 3 Punkten im histologischen Bewertungssystem nach Sellers

et al. zu sehen waren.
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6.3 Anasthesie, Operation und postoperative Behandlung

Die Operation wurde steril im Operationssaal der experimentellen Chirurgie Homburg
durchgefuhrt. Zunachst wurde die Narkose mit 30 mg/kgKG Ketamin (Ketanest, S Pfizer,
Berlin, Deutschland), 2 mg/kgKG Xylazin (Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland)
und 1 mg Atropin (Atropin, B.Braun, Melsungen, Deutschland), eingeleitet. Nach der
Narkoseeinleitung wurden die Minischweine intubiert und die Narkose wurde erganzt
durch eine Bolusgabe von 20 ml 2%igem Propofol (Astrazeneca, Wendel, Deutschland)
und mittels einer balancierten Anasthesie mit der Kombination aus 6-12 mg/kgKG/h
Propofol und 1,5%igem Isofluran (Baxter, Unterschleil3heim, Deutschland) aufrecht-
erhalten.

Nach der Rasur der Hinterlaufe wurden diese steril mit 10%igem Jod abgewaschen und
bis auf das Operationsgebiet abgedeckt. Uber eine mediale parapatellare Mini-
arthrotomie (Operateur: Prof. Dr. med. Henning Madry, Assistenz: Dr. med. Lars Goebel)
konnte die Trochlea durch eine Flexionsstellung freigelegt werden. Es wurde ein
chrondraler, 4 mm breiter und 5 mm tiefer, runder Defekt am distalen lateralen Ende der
Trochlea gesetzt. Der Knorpel wurde bis zur subchondralen Knochenplatte abgetragen
und anschlieBend wurden 3 Mikrofrakturierungen (Durchmesser: 1,2 mm, Tiefe:
5,00 mm) gesetzt. Nachdem die Blutung eintrat, wurde 25 pl des sterile Hydrogels
bestehend aus Alginat, Kalziumionen und rAAV-/acZ oder rAAV-IGF-I mittels Pipette auf
das Defektareal appliziert. Nach erfolgter in situ Gelation wurde das Knie gesplilt, passiv
mobilisiert, die Gelenkkapsel und die Haut sorgfaltig vernaht sowie mit einem Sprih-

pflaster vollstandig verschlossen.

Postoperativ wurden die Tiere taglich zur Wundinspektion und Kontrolle der Vital-
parameter visitiert. Dies erfolgte Uber 10 Tage. Die postoperative Versorgung erfolgte
zum einen Uber eine Schmerzprophylaxe mit 100 ug/h Fentanyl transdermal (durogesic,
Janssen, Gilag, Neuss, Deutschland) und Analgesie intraoperativ und postoperativ nach
Bedarf mit Caprofen (Rimadyl, Pfizer, Berlin, Deutschland) von 4 mg/kgKG. Eine Ruhig-
stellung oder Entlastung der Gelenke war nicht nétig, da keine Beeintrachtigung in
Bewegung und Konstitution des Tieres durch die Knochen-, Knorpel- und Weichteil-
manipulation vorlag. Die Euthanasie erfolgte 1 Jahr postoperativ in Allgemeinanasthesie
durch eine Uberdosis Pentobarbital. Die Gelenke wurden entnommen und bei -74 °C,

bis zur Fixierung mit 4%tigem Formalin, eingefroren.

6.4 Evaluierung des Knorpelreparaturgewebes

6.4.1 Makroskopische Evaluierung
Die Defektareale wurden sowohl wahrend der Probeentnahme als auch postoperativ

fotografiert. Zur verblindeten Beurteilung wurden zwei etablierte Bewertungssysteme
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aus Oswestry (Smith et al., 2005) und nach Goebel et al. (Goebel et al., 2016),
verwendet. Die erste Evaluierung erfolgte anhand der postoperativen Bilder mittels des
modifizierten Bewertungssystem aus Oswestry (Smith et al., 2005). Da dieses in der
Klinik bei Arthroskopien angewendet wird, fiel in dieser Versuchsanordnung der Punkt
.Steifheit der Oberflache* (stiffness on probing) weg. Die vollstandige Reparatur des
Defekts wird mit der maximalen Punktzahl von 8 Punkten beschrieben, 0 Punkte
hingegen beschreiben eine fehlende Reparatur des Knorpeldefekts (Tabelle 5). Danach
erfolgte die Evaluierung mittels des Bewertungssystems nach Goebel et al. (Goebel et
al., 2016), in welchem die maximale Punktzahl von 20 Punkten eine fehlende Knorpel-
reparatur beschreibt, wohingegen 0 Punkte eine vollstandige Knorpelreparatur anzeigt
(Tabelle 6).

Tabelle 5: Modifiziertes Bewertungssystem zur makroskopischen Begutachtung der Knorpelreparatur aus

Oswestry.

Kategorie Parameter Punkte
1. Farbe des Reparaturgewebes perlmutt- und hyalin-ahnlich 2
weil} 1

gelber Knochen 0

2. Oberflachenbeschaffenheit glatt 2
des Reparaturgewebes feine UnregelmaRigkeiten 1
viele UnregelmaRigkeiten oder Fibrillationen 0

3. Defektflllung im Vergleich zum im Niveau 2
angrenzenden Knorpel oberhalb des Niveaus 1
unterhalb des Niveaus 0

4. Integration zum angrenzenden vollstandig 2
Knorpel kleine UnregelmaRigkeiten (< 25 % der Flache) 1
groRe UnregelmaRigkeiten (> 25 % der Flache) 0
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Tabelle 6: Bewertungssystem zur makroskopischen Begutachtung der Knorpelreparatur nach
Goebel et al.

Kategorie Parameter Punkte

1. Farbe des hyalin oder weif} 0
Reparaturgewebes vorwiegend weif} (> 50 %)
vorwiegend transparent (> 50 %)

transparent

A WON -

kein Reparaturgewebe vorhanden

2. Sichtbare Blutgefale keine sichtbaren Blutgefalie
im Reparaturgewebe < 25 % des Reparaturgewebes
25 - 50 % des Reparaturgewebes
50 - 75 % des Reparaturgewebes

A WO N -~ O

> 75 % des Reparaturgewebes

3. Oberflachenbeschaffenheit glatt, homogen
des Reparaturgewebes glatt, inhomogen
Fibrillationen

inkompletter neuer Reparaturknorpel

A WO N -~ O

kein knorpeliges Reparaturgewebe

4. Defektfiillung im Vergleich im Niveau
zum angrenzenden Knorpel > 50 % der Defekttiefe ausgeflllt oder hervorstehend
< 50 % der Defekitiefe ausgefillt
0 % der Defekttiefe ausgefullt

Beschadigung des subchondralen Knochens

A WO N -~ O

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

diffuse arthrotische Veranderungen

Ausbreitung des Defekts in den angrenzenden
Knorpel

Beschadigung des subchondralen Knochens 4

W N = O

6.4.2 Mikro-computertomographische Evaluierung

6.4.2.1 Standardisierte Einstellung des Mikrocomputertomographen

Die Trochleas der Minischweine (n = 16) wurden fur die Analyse mittels Mikro-CT
Skyscan 1176 (Bruker mikro-CT, Kontich, Belgien) aus der Kuhlung (-74 °C) genommen
und in einer Plastikvorrichtung zum Schutz der Proben verpackt. Dann wurden sie mit
dem distalen Ende voraus gescannt. Die bewegliche 11 Megapixel-Kamera sowie die
Rontgenrohre ermdglichten eine raumliche Auflésung von bis zu 9 um. Voreinstellung
der Roéhrenspannung waren eine Spannung von 90 kV, bei einer Stromstarke von

278 pA, wodurch sich eine Raumauflésung von 18 um Pixel Grofde ergab. Ein 0,5 um
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Aluminium-Kupferfilter wurde zwischen Detektor und Réntgenstrahlquelle platziert. Die
Réntgenrdhre rotierte mit 0,4° bei einer Expositionszeit von 270 ms, so dass durch-
schnittlich 3 Bilder in jeder Position entstanden. Die Rekonstruktion erfolgte ent-
sprechenden empirischen Daten aus Vorexperimenten (Olah et al., 2018). Zur optimalen
Darstellung der Knochenparameter wurde die Graustufe zwischen -0,000023 und
0,020154 gewahlt. Fur die Berechnung der Knochenmineraldichte (Bone mineral
density, BMD) diente ein Kalziumhydroxyapatit-Phantom mit bekannten BMD Werten
von 250 und 750 CaHA/cm? als Eichparameter. Der BMD wurde anhand von Graumittel-

stufen errechnet.

6.4.2.2 Standardisierte Evaluierung der Mikro-CT- Bilder

Um die Mikroarchitektur des Knochens und Knorpels zu erfassen wurden mithilfe des
Programmes CT-Analyzer (Skyscan) verschiedene Regions of Interest (ROI, ,Regionen
des Interesses®) erstellt: subchondrale Knochenplatte (subchondral bone plate, SCBP),
subartikularen Spongiosa (subarticalur spongiosa, SAS) und Knorpel. Diese wurden
sowohl im Defektbereich mit einem Durchmesser von 4 mm als auch im angrenzenden
Gewebe gezeichnet (Asen et al., 2018). Als Orientierung fur die ROIs der subchondralen
Knochenplatte diente das histologischen Korrelat, die Lamina cementalis. Pro Defekt
wurden 6 ROls gezeichnet, so dass insgesamt 96 ROls erstellt wurden, welche durch
dreidimensionale Extrapolation zu Volumes of interest (VOI, ,Volumen des Interesses®)

kalkuliert wurden.

Abbildung 6: Représentatives mikro-CT Bild der defektfreien procinen Trochlea mit schematischer
Markierung der verschiedenen Regionen des Interesses; lila Defektbereich, blau an den
Defekt angrenzendes Gewebe; oben Knorpel, mittig subchondrale Knochenplatte, unten
subartikuldre Spongiosa.
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6.4.2.3 Mikro-CT-Parameter
Fir jedes VOI wurde mit der CT-Analyzer-Software die Schwellenwertobergrenzen von
255 und -untergrenze von 89 gewahlt. Zusatzlich wurden fur die VOI der Knorpelareale
die Schwellenwertobergrenze 89 und -untergrenze 30 gewahlt um knorpelhaltige
Strukturen besser beurteilen zu kénnen. Nach passender Schwellenwertwahl wurden
folgende dreidimensionalen Parameter (Nomenklatur der American Society for Bone and
Mineral Research) ermittelt (Asen et al., 2018):

e Geschlossene Poren in % (closed porosity in %, Po[cl])

e Knochenmineraldichte (bone mineral density, BMD)

¢ Knochenoberflache/Volumen Verhaltnis (bone surface/volume ratio, BS/BV),

¢ Knochenoberflachendichte (bone surface density, BS/TV).

e Komplette Poren in % (total porosity in %, Po[to])

e Offene Poren in % (open porosity in %, Po[op])

¢ Prozentuales Knochenvolumen (percent bone volume, PBV)

e Trabekeldicke (trabecular thickness, Tb.Th),
Zusatzlich wurden bei den VOI der SAS folgende Parameter bestimmt:

e Fraktale Dimension (fractal dimension, FD)
e Grad der Anisotropie (degree of anisotropy, DA)

o Netzdichte (connectivity density, Conn.Dn.)
e Struktur-Model-Index (structure model index, SMI)
e Trabekelabstand (trabecular separation, Tb.Sp)

e Trabekelanzahl (trabecular number, Tb.N)

e Trabekelmusterfaktor (trabecular pattern factor, Tb.Pf)
AnschlieRend wurde mit dem Computerprogramm CT-Analyzer noch die BMD
berechnet. Die 3D Rekonstruktion und die Modellierung der Trabekeldicke, Dicke der
subchondralen Knochenplatte als auch die Dicke des Knorpels wurde mit Unterstutzung
von PhD Tamas Olah mittels CTVox v. 3.2.0. (Bruker Mikro-CT) erstellt. Durch die Ein-
stellungen Schatten (shadow) und Oberflachenbeleuchtung (surface lighting) wurde die
Sichtbarkeit der Oberflachenstruktur verbessert. Die Dicke der subchondralen
Knochenplatte sowie des Knorpels wurde mit Hilfe der Funktionen Farbkodierung

(color coding) visualisiert (Olah et al., 2019).

6.4.2.4 Manuelle Messung der Micro-CT-Bilder
Zur besseren Abschatzung der Dicke des Knorpels und der subchondralen Knochen-
platte, sowie zur Erfassung der Erhéhung bzw. der Absenkung der subchondralen

Knochenplatte, wurden fir die unten aufgefihrten Parameter zusatzlich je 3
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reprasentative manuelle Messungen alle 50 Bilder durchgeflihrt. Folgende Parameter
wurden gemessen:

¢ Dicke des Knorpels im Defekt

¢ Dicke der subchondralen Knochenplatte im Defekt

e Breite des Defekts im Knorpel

e Erhdéhung/Absenkung der subchondralen Knochenplatte

e Erhdéhung/Absenkung des Knorpels

6.4.3 Magnetresonanztomographische Evaluierung

Die defektarealenthaltenden Trochleas (n = 16) wurden mit einem 9.4 Tesla (T) MRT der
Firma Bruker (Biospec Avance Ill 9.4/20, Bruker Biospin, Ettlingen, Germany) analysiert.
Die tiefgefrorenen Proben wurden durch eine Plastikvorrichtung geschitzt. Dann wurden
sie distal voraus in ihrem langsten Durchmesser in einer zirkuldren, polarisierten
Volumenspule (innerer Durchmesser: 40 mm) im Magnetfeld des Scanners platziert.
Durch die gewahlte Ausrichtung verkurzte sich die Aufnahmezeit, wodurch eine Uber-
maRige Erhitzung der Proben vermieden wurde. Als Standardeinstellung wurden die
bereits in friheren Versuchen fur Knorpel und Knochen erprobten Einstellungen (Goebel
et al., 2015) verwendet: Repetitionszeit (TR) 10 ms, Echozeit (TE) 3 ms, Pulswinkel (FA)
10°, Exitationsnummer (NEX) 10, Bandbreite 98.684,2 kHz. Die dreidimensionale
gradiente Echosequenz wurde gewahlt, um isovolumetrische Bilder der Knorpeldefekte
zu erstellen. Es wurden funf Untersequenzen in drei Ebenen erstellt. Die Standardvoxel-
einstellung betrug 120x120x120 um (Grofe eines Voxels), dadurch konnte multiplanar
rekonstruiert werden, ohne dass sich die Auflésung verschlechterte. Die Bilder wurden
mit derselben Leerraumaufldsung in 3 Ebenen mit Paravision 5.1 JIVE Tool (Bruker
Biopsin) rekonstruiert und mit Image J (Version 1.45, NIH, Bethesda, MD, USA) noch-
mals analysiert. Die Darstellung der fertig rekonstruierten Bildersequenzen erfolgte
durch RadiANT DICOM Viewer (Medixant, Poznan, Polen) und wurde durch 3 ver-
blindete Beobachter anhand des MOCART (magnetic resonance observation of cartilage
repair tissue) 3D Bewertungssystems evaluiert (Goebel et al., 2014). Die maximale
Punktzahl von 100 Punkten zeigt eine vollstandige Reparatur an, 0 Punkte kein

Reparaturgewebe (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Bewertungssystem nach MOCART 3D.

Kategorie Parameter Punkte

1.  Defektfullung 0% 0
0-25% 3
25-50 % 5
50-75% 10
75-100 % 15
100 % 20
100-125 % 15
125-150 %
150 - 200 %
> 200 %

2. Knorpelschnittstelle komplett 10

abgrenzbare Umrahmung
Defekt sichtbar < 50 %
Defekt sichtbar > 50 % 0

3.  Knochenschnittstelle intakt 10
unvollstandigen Schichtspaltung
vollstandige Schichtspaltung oder periostale Lasche 0

4.  Oberflachenstruktur intakt 10
Beschadigung < 50 %
Beschadigung > 50 %

5. Struktur homogen 10
inhomogen
gespaltene Anteile
kein Reparaturgewebe
6. Signalintensitat normal (identisch mit anschlieRendem Knorpel) 10
fast normal (kleines Areal mit Signalsteigerung)

abnormal (groRes Areal mit Signalsteigerung) 0

7. Knorpelosteophyten keine
< 50 % der Knorpeldicke

> 50 % der Knorpeldicke 0
Vollstandigkeit der >75% 10
subchondralen 50-75% 8
Knochenplatte 25-50 % 5
0-25% 3
0 % 0
Subartikulare Spongiosa intakt 10
Granulationsgewebe 8

Sklerose
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Zyste
Granulationsgewebe und Sklerose
Granulationsgewebe und Zyste

Sklerose und Zyste

o N N OO

Granulationsgewebe, Sklerose und Zyste

10. Adhasion nein

o W

11. Erguss nein

6.4.4 Histologische Evaluierung

6.4.4.1 Entkalkung und Aufbewahrung

Postoperativ wurden die Proben bei -74 °C zur Fixierung eingefroren und jeweils nur fir
die Messungen im Mirko-CT sowie im MRT bei Raumtemperatur gelagert. Nach 12
Monaten wurden die Proben fiir 24 h in 4%iges Formaldehyd gelegt, danach in 70%igen
Alkohol und 2,5 ml/l 100%ige Essigsaure uUberfuhrt. Die Proben wurden in einer
Entkalkungslésung bestehend aus 90%iger Ameisensaure, Natriumcitrat und H-0
entkalkt. Dabei wurden die Proben jeden Tag bewegt und alle 3 Wochen wurde die Ent-
kalkerlésung gewechselt. AnschlieRend wurden die Proben erneut in 70%igen Alkohol
mit 2,5 ml/l 100%iger Essigsaure tberfuhrt.

6.4.4.2 Einbetten der Proben und Schneiden mit Rotationsmikrotom

Die Defektareale wurden aus den Trochlen quadratisch mit einem Sicherheitsabstand
von 3 mm herausgeschnitten und danach in der Mitte des Defekts geteilt, wodurch beim
Schneiden mit dem Rotationsmikrotom die Defektareale direkt sichtbar wurden. Die
entkalkten Proben wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe, 1 h in 70%igem Alkohol,
1 h in 80%igem Alkohol, 2 h in 95%igem Alkohol, 2 h 100%igem Alkohol, mit Wechsel
nach einer Stunde, gewaschen. Danach wurden die Proben zweimal eine halbe Stunde
in Xylol gelagert, anschlieBend in ein 1:1 Xylol-Paraffin-Gemisch uberflhrt und im
Warmeschrank bei 62 °C (Warmeschrankt) inkubiert. Nach einer Stunde wurde das
Xylol-Paraffin-Gemisch durch reines Paraffin ersetzt und die Proben wurden tber Nacht
in einen Warmeschrank gestellt. Am nachsten Morgen wurde das Paraffin im Abstand
von 1 h zweimal gewechselt. Daraufhin wurden die Proben mit dem Defekt nach unten
in Metallkassetten eingebettet und danach bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert um am
nachsten Tag eine bessere Schneidbarkeit mit dem Rotationsmikrotom (Leica,
Nussloch, Deutschland) zu erreichen. Die Proben wurden nach dem Anschnitt fir 30 min

mit den Defektarealen nach unten auf eine in Entkalkerlésung getrankte Kompresse

28



Methoden

gelegt um eine bessere Schneidbarkeit zu erreichen. AnschlieBend wurden 3 ym dicke
Schnitte angefertigt. Diese wurden maximal 2 min in ein 36 °C warmes Wasserbad
(Leica, Nussloch, Deutschland) zur Entfaltung gelegt und von dort auf die Objekttrager
Uberfiihrt. Diese wurden zur Fixierung auf eine Warmeplatte gelegt. Uber Nacht erfolgte
eine Warmefixierung bei 62 °C im Warmeschrank. Pro Defektareal wurden 20 Objekt-
trager, davon 10 beschichtet mit 2,5%igem Albumin und 10 mit SuperFrost®, vorbereitet.
Auf diesen wurden je 2 Schnitte fixiert, so dass insgesamt 320 Objekttrager mit 640

Schnitten hergestellt wurden.

6.4.4.3 Safranin-O/Echtgriin-Farbung

Die Proben wurden zuerst 10 min in Xylol entparaffiniert und danach in einer
absteigenden Alkoholreihe, 5 min in 100%igem Alkohol, 5 min in 95%igem Alkohol und
abschlielend 2,5 min in 80%igem Alkohol, hydriert. Im n&chsten Schritt wurden die
Objekttrager 10 min in Hamatoxylin nach Weigert gefarbt, anschlieRend drei Mal in
Leitungswasser getaucht und 5 min in Echtgriin-Lésung gefarbt. Um die Oberflache
aufzurauen wurden die Proben dreimal in Essigsaure getaucht, damit anschlieRend das
Safranin-Orange besser bindet. Um eine optimale Farbung des hyalinen Knorpels zu
erreichen, wurde ein Probeschnitt ohne Defekt jeweils mit 1%igem, 1,5%igem, 2%igem
und 2,5%igem Safranin-Orange gefarbt. Die dem Original getreueste Anfarbbarkeit
ergab sich mit 1,5%igem Safranin-Orange, welches dann durchgehend standardisiert
wurde. Nach kurzem Eintauchen in Leitungswasser zum Abwaschen der
Uberschussigen Farbe auf dem Objekttrager wurden die Proben 1 min in 80%igem,
2 min in 95%igem und 2 min in 100%igem Alkohol dehyrdriert und schlielich erneut 10
min in Xylol getaucht. Mithilfe des Roti-Histo-Kitts || wurden die Proben eingedeckt und
uber Nacht getrocknet. Die Zellkerne und Chromosomen erscheinen aufgrund ihrer
Basophilie schwarz-violett. Im Gegensatz dazu imponieren azidophile Strukturen, wie
das Zytoplasma, Kollagene und Kernmembranen, griin. Proteoglykane farben sich

orange-rot an.

6.4.4.4 Hiamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Deparaffininerung und Hydratation erfolgte wie in 6.5.4.3. beschrieben.
AnschlieRend wurden die Proben 10 min in Hamatoxylin nach Harris gefarbt und danach
dreimal in Leitungswasser eingetaucht. Im nachsten Schritt wurden die Objekttrager 10 s
in HCI getaucht und anschlieRend in 60 °C warmem Wasser 4 min lang inkubiert.
Daraufhin wurden die Proben erneut 2,5 min in Hamatoxylin nach Harris gefarbt und
wiederum dreimal in Leitungswasser getaucht. Es folgte eine 30 s Inkubation in Eosin
und anschliefend wurden die Proben 10 s mit Leitungswasser gesplilt. Danach schloss
sich die Dehydrierung durch 2,5 min in 80%igem Alkohol, 5 min in 95%igem Alkohol und
5 min in 100%igem Alkohol an. Schlie8lich wurden die Proben 10 min in Xylol getaucht,
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mit Hilfe des Roti-Histo-Kitts Il eingedeckt und tUber Nacht getrocknet. Die Zellkerne und
DNS farben sich aufgrund ihrer basophilen Eigenschaften blau-violett an. Azidophile
Strukturen hingegen werden durch den synthetischen Farbstoff Eosin rot/orange gefarbt.

Beispiele hierfir sind Proteine des Zytosplasmas und des Bindegewebes.

Abbildung 7: Représentative Histologie der porcinen Trochlea ohne Defekt; A: Safranin-O/Echtgriin-
Férbung, B: Hdmatoxylin-Eosin-Férbung; C: Polarisationsmikroskopie.

6.4.4.5 Evaluierung der Defektareal nach Sellers et al., Fortier et al. und Wakitani
et al.
In der Safranin-O/Echtgriin-Farbung sowie der Hamatoxylin-Eosin-Farbung lieRen sich
die Knorpel und Knochenareale besonders gut beurteilen. Die Evaluierung erfolgte
verblindet anhand 3 etablierter Bewertungssysteme. Im komplexen inversen
Bewertungssystem nach Sellers et al. (Sellers et al., 1997) bedeutet die maximale
Punktzahl von 31 keine Defektheilung, wohingegen 0 Punkte eine vollstdndige Heilung
hinweisen. Eine weitere Auswertung erfolgte anhand des Bewertungssystems nach
Fortier et al. (Fortier et al., 2002). Hier zeigt eine hohe Punktzahl von 20 keine
Defektheilung, 0 Punkte hingegen zeigen ein komplettes Ausheilen des Defektes an.
Des Weiteren wurde das Bewertungssystem nach Wakitani et al. (Wakitani et al., 1994)
verwendet, wobei der letzte Punkt ,Integration des Spendergewebes* als Integration des
Reparaturgewebes gewertet wurde. Eine vollstdndige Reparatur des Knorpels entspricht
der Punktzahl O, eine fehlende Reparatur wird mit 14 Punkten beschrieben. Insgesamt
wurden 160 Schnitte, mindestens 8 pro Defekt, jeweils in 20-, 40- und 100-facher
VergroRerung, betrachtet. In der Polarisationsmikroskopie konnten zusatzlich die

Kollagenfasern betrachtet werden (Orth et al., 2011a).
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Tabelle 8: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung der Knorpelreparatur nach Sellers et al.

Kategorie Parameter Punkte
1. Defektfullung in Relation 91-110% 0
zum angrenzenden 76 - 90 % oder 111 - 125 % 1
gesunden Knorpel 51-75% 2
26 -50 % 3
<25% 4
2. Integration des normale Kontinuitat 0
Reparaturgewebes mit verminderte Zellularitat 1
dem angrenzenden Spalte auf einer Seite 2
gesunden Knorpel Spalte auf beiden Seiten 3
3. Matrixanfarbbarkeit normal 0
mit Safranin-O/Echtgrin leicht vermindert 1
mittelstark vermindert 2
stark vermindert 3
keine Anfarbbarkeit 4
4. Zellmorphologie 4.1 normal 0
4.2 Uberwiegend runde Zellen und
Chondrozytenmorphologie:
o 75 % der Zellen in S&ulen in der radialen Zone 0
o 25-75% der Zellen in Sdulen in der radialen Zone 1
o <25 % der Zellen in Sdulen in der radialen Zone 2
4.3 ca. 50 % runde Zellen und Chondrozytenmorphologie:
o 75 % der Zellen in Sulen in der radialen Zone 2
o 25-75% der Zellen in Sdulen in der radialen Zone 3
o <25 % der Zellen in Sdulen in der radialen Zone 4
4.4 vorwiegend fibroblastenahnliche Zellen 5
5. Defektarchitektur normal 0
ohne Bericksichtigung 1 - 3 kleine Defekte 1
der Defektrander 1 - 3 groRe Defekte 2
> 3 groRe Defekte 3
Risse/Spalten 4
6. Oberflachenarchitektur normal 0
Fibrillation = Auffaserung leichte Fibrillationen 1
der Oberflache mittelstarke Fibrillationen 2
starke Fibrillationen 3
7. Hohe des 91-110% 0
subchondralen Knochens 76 - 90 % oder 111 -125% 1
unterhalb des 51-75 % oder 126 - 150 % 2
Knorpelreparaturgewebes 26 - 50 % oder 151 - 175 % 3
<25 % oder > 175 % 4
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8. Tidemark vollstandig 0
75-89 % 1
50-74 % 2
25-49% 3
<25% 4
Tabelle 9: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung der Knorpelreparatur nach Fortier et al.
Kategorie Parameter Punkte
1. Defektfiillung 91-110% 0
76 - 90 % oder 111 -125% 1
51-75% 2
26 -50 % 3
<25% 4
2. Integration des normale Kontinuitat 0
Reparaturgewebes in den Spalte auf einer Seite
angrenzenden Knorpel Spalte auf beiden Seiten 2
3. Oberflachenarchitektur normal, glatt 0
Fibrillation = Auffaserung leichte Fibrillationen 1
der Oberflache mittelstarke Fibrillationen 2
starke Fibrillationen 3
4. Zellmorphologie und 100 % normal 0
Organisation > 75 % normal 1
25-75 % normal 2
< 25 % normal 3
5. Zellularitat im Vergleich zum  normal 0
angrenzenden Knorpel < 10 % vermindert oder erhoht
> 10 % vermindert oder erhoht 2
6. Tidemark vollstandig 0
75-90 % 1
50-74 % 2
25-49% 3
<25% 4
7. Matrixanfarbbarkeit normal 0
mit Safranin-O/Echtgriin im < 25 % vermindert
Vergleich zum angrenzenden > 25 % vermindert 2

Knorpel
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Tabelle 10: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung der Knorpelreparatur nach Wakitani et al.

Kategorie Parameter Punkte
1. Zellmorphologie hyaliner Knorpel 0
Uberwiegend hyaliner Knorpel 1
Uberwiegend Faserknorpel 2
Uberwiegend kein Knorpel 3
kein Knorpel 4
2. Matrixanfarbbarkeit normal im Vergleich zum angrenzenden Knorpel 0
etwas vermindert 1
deutlich vermindert 2
keine Anfarbbarkeit 3
3. OberflachenregelmaRigkeit  weich (> 3/4) 0
moderat (> 1/2 - 3/4) 1
irregular (1/4 - 1/2) 2
stark unregelmafig (< 1/4) 3
4. Dicke des Knorpels >2/3 0
1/3-2/3
<1/3 2
5. Integration des beide Enden integriert 0
Spenderknorpels ein Ende integriert
kein Ende integriert 2

6.4.5 Evaluierung der Zellularitat

Um die Zellularitat der Defekte zu evaluieren, wurden diese in eine obere und eine untere
Zone eingeteilt. Die Defekte wurden Uber die Defektausdehnung in sechs Gesichtsfelder
eingeteilt. Bei 40-facher VergroRerung wurden die verschiedenen Gesichtsfelder einmal
pro Defekt auf einem Hamatoxylin-Eosin gefarbten Schnitt ausgezahlt (Asen et al.,
2018). Die Evaluierung der Zellularitdt im angrenzenden Gewebe erfolgte wie oben

beschrieben, allerdings wurde das Gesichtsfeld nicht in zwei Zonen unterteilt.
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Oberflachliche
Zone

Tiefere
Zone

Abbildung 8: Représentative histologische Schnitte zur Begutachtung der Zellularitét; Darstellung
eines Gesichtsfelds in 40-facher Veergré3erung in Hamatoxylin-Eosin-Férbung.

6.4.6 Evaluierung der Ausrichtung der kollagenen Fasern

Von jedem Defektareal wurde ein Polarisationsmikroskopiebild in eine obere und untere
Zone unterteilt. Diese wurden jeweils mit Photoshop CS6 (Adobe, San José, CA, USA)
ausgeschnitten und in ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) eingefligt. Dort wurde mit der
Zusatzversion Orientationd Distribution (NIH, Bethesda, MD, USA) die Ausrichtung der
Kollagenfasern durch Diagramme ermittelt.

6.4.7 Immunhistologische Evaluierung

6.4.7.1 Immunhistologische Typ-I-Kollagen-Farbung

Von jeder Probe wurde ein Objekttrdger mit zwei Schnitten zuerst 10 min in Xylol
deparaffiniert und anschlieBend jeweils 2 min in 100%igem, 95%igem, und 80%igem
Alkohol hydriert. Danach wurden die Proben 2 min in Leitungswasser getaucht und bei
Raumtemperatur in einer 0,3%igen H202-Ldsung bestehend aus 0,6 ml H202 und 200 ml
Leitungswasser inkubiert. Darauf folgte eine 10-minltige Waschung in phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) und die Proben wurden anschlief3end bei 37 °C im Warme-
schrank in eine 0,1%ige Trypsinldsung aus 200 ul 2,5%igem Trypsin und 200 ml PBS
gestellt. Danach erfolgte abermals eine Waschung von 10 min in PBS. Es folgte eine
30-minltige Inkubation in einem Blockierungspuffer, welcher sich aus 200 ml PBS und
6 ml 7,5%igem Bovines Serum Albumin (BSA) zusammensetzt. Wahrend der
Inkubationszeit wurde die Antikdrperlésung, welche aus 1977,8 ml Blockierungspuffer
und 22,2 pl des Anti-Typ-I-Kollagen-Antikérpers (Abacam, Cambridge, UK) bestand,
hergestellt. Um ein Auslaufen der Antikérperldsung zu vermeiden, wurden die Schnitte
jeweils mit einem Fettstift (Roth, Karlsruhe, Deutschland) umkreist. Daraufhin wurde
jeder Schnitt mit 100 pl der Antikdrperlésung betropft. Die Objekttrager wurden
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anschlieftend in eine Nasskammer gelegt und tber Nacht bei 4 °C in den Kihlschrank
gestellt.

Am nachsten Morgen wurden die Proben 15 min in PBS gewaschen. In der Zwischenzeit
wurde die sekundare Antikorperldsung bestehend aus 10 pl biotiniliertem Anti-Mous-IgG
Ziege (Vector, Burlingame, CA, USA) und 1990 ul PBS hergestellt. Es wurde jeweils
100 pl der Antikdrperlésung auf die Schnitte aufgetragen und eine Stunde bei Raum-
temperatur in einer Nasskammer inkubiert. 15 min vor Ablauf der Stunde wurde das
Avidin-Biotin-Peroxidase-Reagenz (ABC-Reagenz) aus 5 ml PBS, einem Tropfen
Lésung A und einem Tropfen Lésung B hergestellt. Auf die Inkubation mit Antikdrper-
I6sung folgte eine 15-minutige Waschung in PBS, anschlieRend wurden jeweils 100 pl
des ABC-Reagenz auf die Schnitte aufgetragen und die Objekttrager wurden fir 30 min
bei Raumtemperatur in die Nasskammer gelegt. Darauf folgte eine 15-minitige
Waschung in PBS. In den letzten Minuten der Waschung wurde die 3-3’-Diamino-
benzidin-Lésung (DAB-LOsung) aus 5 ml destilliertem H2O, zwei Tropfen Puffer, vier
Tropfen DAB und zwei Tropfen H202 unter stetigem Schutteln hergestellt. Anschlie3end
wurden je 100 ul der DAB-L6sung auf die Probe gegeben und in einer Nasskammer fiir
7 min inkubiert. Daraufhin wurden die Proben 15 min in PBS und anschlielRend 1 min in
Leitungswasser gewaschen. Es folgte jeweils fur 2 min die umgekehrte Alkoholreihe,
zuerst 80%ig, dann 95%ig und schlief3lich 100%ig. Zuletzt wurden die Proben fir 10 min
in Xylol getaucht und mit dem Roti-Histo-Kitt || eingedeckt.

6.4.7.2 Immunhistologische Typ-ll-Kollagen-Farbung

Die Deparaffinierung und Vorbereitung der Proben erfolgte wie in 6.5.5.1. Wahrend der
Inkubation mit dem Blockierungspuffer erfolgte die Herstellung der Antikérperlésung in
einem Verhaltnis von 1:90, sprich 44,4 ul Anti-Typ-ll-Kollagen-Antikorper (Acris
Antibodies, Herford, Deutschland) und 1956,6 ul Blockierungspuffer. Von dieser wurden
je 100 ul Antikorperldsung, nach Umfahren der Proben mit dem Fettstift, auf die Schnitte

pipettiert. Die darauffolgenden Schritte entsprechen 6.5.5.1.

6.4.7.3 Immunhistologische Typ-X-Kollagen-Farbung

Die Deparaffinierung und Vorbereitung der Proben wurde wie in 6.5.5.1 beschrieben
durchgefuhrt. Wahrend der Inkubation mit Blockierungspuffer erfolgte die Herstellung
der Antikorperldsung in einem Verhaltnis von 1:1000, sprich 2 yl Anti-Typ-X-Kollagen-
Antikorper (Abcam, Cambridge, UK) und 1998 ul Blockierungspuffer. Je 100 ul Anti—
kdérperlésung wurden, nach Umfahren der Praparate mit dem Fettstift, auf die Schnitte

pipettiert. Die darauffolgenden Schritte entsprechen 6.5.5.1.
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6.4.7.4 Immunhistologische Anti-IGF-I-Farbung

Die Schritte bis zur Antikdrperherstellung entsprechen 6.5.5.1. Die Antikérperlésung
setzte sich aus 100 pl Anti-IGF-I-Antikdrper (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA)
und 1900 pl Blockierungspuffer zusammen. Nachdem die einzelnen Schnitte mit dem
Fettstift umfahren wurden, wurden 100 pl pro Schnitt aufgetragen. Die Objekttrager
wurden in eine Nasskammer gelegt und tber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank inkubiert.
Am nachsten Tag erfolgte eine 15-minltige Waschung in PBS, wahrenddessen wurde
der sekundare Antikdrper aus 10 pl biotiniliertem Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Vector,
Burlingame, CA, USA) und 1990 pl PBS hergestellt. Es wurden auf jeden Schnitt 100 pl
sekundare Antikorperldsung pipettiert. Die darauffolgenden Schritte entsprechen den
Schritten in 6.4.6.1.

6.4.7.5 Immunhistologische Anti-Aggrecan-Fédrbung

Bis zur Antikérperherstellung wurden die Schritte wie in 6.5.5.1. durchgefihrt. Die Anti-
korperlosung enthielt 200 uyl Anti-Aggrecan Antikérper (Abcam, Cambridge, UK) und
1800 pl Blockierungspuffer. Nach Umfahren der einzelnen histologischen Schnitte mit
Fettstift wurden 100 ul Antikérperldsung pro Schnitt aufgetragen. Die Objekttrager
wurden in eine Nasskammer gelegt und anschlieRend Uber Nacht bei 4 °C im Kihl-
schrank inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte eine 15-minitige Waschung in PBS,
gleichzeitig wurde die sekundare Antikdrperlésung aus 10 pl biotiniliertem Anti-
Kaninchen-lgG-Antikorper (Vector, Burlingame, CA, USA) und 1990 ul PBS hergestellt.
Pro Schnitt wurden 100 pl sekundare Antikérperlésung mit der Pipette appliziert. Die

darauffolgenden Schritte entsprechen den Schritten in 6.4.6.1

6.4.7.6 Evaluierung der immunhistologischen Typ-I-Kollagen-Fédrbung

Um die Immunreaktivitdt des Typ-I-Kollagens zu beurteilen, wurde die subchondrale
Knochenplatte als Positivkorrelat und der anliegende hyaline Knorpel als Negativkorrelat
verwendet. Das Defektareal wurde in eine untere und obere Zone gegliedert. Die Braun-
farbung wurde, wie in Tabelle 11 beschrieben, durch ein semiquantitatives Bewertungs-
system evaluiert (Orth, 2008). Pro Defekt wurden je zwei Schnitte in 20- und 40-facher

VergroRerung verblindet betrachtet.

Tabelle 11: Bewertungssystem zur Beurteilung der Immunreaktivitat.

Intensitat der Braunfarbung durch Immunreaktion im Vergleich zum Positivkorrelat Punkte
keine Immunreaktion 0
signifikant reduzierte Immunreaktion 1
Moderat reduzierte Immunreaktion 2
gleiche Immunreaktion 3
héhere Immunreaktion 4
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A | B c Y.L

Abbildung 9: Représentative immunhistologische Schnitte der porcinen Trochlea ohne Defekt;
A: Typ-I-Kollagen, B: Typ-ll-Kollagen, C: Anti-IGF-I.

6.4.7.7 Evaluierung der immunhistologischen Typ-ll-Kollagen-Fé&rbung

Zur Beurteilung der Immunreaktivitdt des Typ-ll-Kollagens wurde die subchondrale
Knochenplatte als Negativkorrelat betrachtet und der angrenzende hyaline Knorpel als
Positivkorrelat. Das Reparaturgewebe wurde in eine obere und untere Zone unterteilt.
Danach wurde wie bei Typ-I-Kollagen (6.4.5.4) die Braunfarbung der jeweiligen Zone mit
einem semiquantitativen Bewertungssystem evaluiert (Orth, 2008). Es wurden pro

Knorpeldefekt zwei Schnitte verblindet in 20- und 40-facher VergréRerung evaluiert.

6.4.7.8 Evaluierung der immunhistologischen Typ-X-Kollagen-Féarbung
In jedem der 16 Defekte wurde in 2 reprasentativen Gesichtsfeldern die Anzahl der braun
gefarbten und nicht angefarbten Zellen bestimmt und daraus ein Prozentsatz berechnet.

Dies erfolgte in 40-facher VergroRerung.

6.4.7.9 Evaluierung der immunhistologischen Anti-IGF-I-Fdarbung

Annlich wie bei Typ-l Kollagen beschrieben (6.4.5.4.), wurde jedes Defektareal in 2
Zonen, untere und obere Zone, unterteilt. Pro Defekt wurden zwei Schnitte in 20- und
40-facher VergroRerung nach einem semiquantitativen Bewertungssystem (Orth, 2008)
evaluiert. Jedoch wurde die Immunreaktivitat durch den Vergleich der Braunfarbung im
Defektgewebe und im angrenzenden Knorpel evaluiert. Um eine genauere Betrachtung
vornehmen zu konnen, wurden zusatzlich alle braungefarbten Zellen in 40-facher
VergroRerung gezahlt. Dabei wurde je ein Gesichtsfeld an der lateralen und medialen

Ubergangszone sowie in der Mitte des Defekts ausgewertet.

6.4.7.10 Evaluierung der immunhistologischen Anti-Aggrecan-Fédrbung

Wie in 6.4.5. beschrieben, wurden die Defektareale in eine obere und untere Zone auf-
geteilt. Es wurden pro Defekt 2 Schnitte in 20- und 40-facher Vergréf3erung mit einem
semiquantitativen Bewertungssystem bewertet (Orth, 2008). Als Vergleich fur die

Intensitat der Braunfarbung diente der angrenzende Knorpel.
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6.5 Evaluierung des angrenzenden Gewebes

6.5.1 Histologische Evaluierung der Arthrosebildung

Zur Beurteilung der Arthrosebildung wurden insgesamt 96 histologische Schnitte in
Safranin-O/Echtgrin-Farbung in 10-facher, 20-facher und 40-facher VergroRerung
betrachtet. Beurteilt wurden dabei jeweils die laterale und medial an den Defekt
angrenzenden Knorpelareale. Zur systematischen Bewertung wurde das etablierte
Bewertungssystem fiir Arthrose nach Little et al. (Little et al., 2010) verwendet. Hierbei
bedeutet die Maximalpunktzahl von 25 Punkten schwerwiegende Arthrose, wohingegen
0 Punkte keine arthrotischen Veranderungen bedeuten (Tabelle 12). Die lateral und

medial erhobenen Daten wurden im Anschluss gemittelt.
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Tabelle 12: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung von Arthrose.

Kategorie

Parameter

Punkte

1.

Struktur des Knorpels

Chondrozytendichte

Zellklone

Safranin-O/Echtgrin-
Farbung

Tidemark/
kalzifizierter Knorpel/
subchondraler
Knochen

normal
leichte Oberflachenunregelmanigkeiten
(Oberflache kaum unterbrochen)

maRige OberflachenunregelmaRigkeiten
(Oberflache angeraut)

massive Oberflachenunregelmafigkeiten
(Unterbrechungen, Rissen/Fibrillationen < 10 % Tiefe)
Fissuren bis zur Ubergangszone (1/3 Tiefe)

Fissuren bis zur Radiarzone (2/3 Tiefe)

Fissuren bis zur kalzifizierten Zone (vollstandige Tiefe)
Erosionen oder massive Fibrillationen

bis zur mittleren Zone (1/3 Tiefe)

Erosionen oder massive Fibrillationen
bis zur tiefen Zone (2/3 Tiefe)

Erosionen oder massive Fibrillationen
bis zur kalzifizierten Zone (vollstandige Tiefe)

Erosionen oder massive Fibrillationen
bis zum subchondralen Knochen

normal

erhoht oder leicht erniedrigt
maRig erniedrigt

massiv erniedrigt

keine Zellen

normal

einzelne Duplets

viele Duplets

Duplets und Triplets

vielfache Zellnester oder keine Zellen im Bereich

normal

verringerte Anfarbbarkeit
bis zur mittleren Zone (1/3 Tiefe)

verringerte Anfarbbarkeit
bis zur tiefen Zone (2/3 Tiefe)

verringerte Anfarbbarkeit
bis zur kalzifizierten Zone (vollstandige Tiefe)

keine Anfarbbarkeit
intakte subchondrale Knochenplatte
und einzelne Tidemark
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6.5.2 Inmunhistologische Evaluierung der IGF-l-immunaktivitat

Um auch parakrine Effekte durch rAAV-IGF-I sehen zu kénnen, wurden medial und
lateral der Defektareale die braungefarbten Zellen gezahlt. Pro Defektareal wurden zwei
histologische Schnitte in 40-facher VergroRerung betrachtet und je ein Gesichtsfeld

medial und lateral ausgezahilt.

6.6 Statistische Analyse

Die vergleichende Auswertung zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe wurde mit
SPSS Version 23.0 (SPSS, Inc/IBM, Chicago, ll, USA) und Stata Stata (StataCorp LCC,
College Station, TX, USA) durchgefiihrt. Es galt die alpha-Fehlerakkumulierung zu ver-
meiden, da es sich um unverbundene Stichproben mit Mehrfachvergleich handelte. Der
Shapiro-Wilk-Test zeigte, dass eine Normalverteilung vorlag, weshalb danach eine
allgemeine Schatzungsanalyse (general estimating equation, GEE) durchgefuhrt wurde.
Diese wurde ebenfalls angewendet, da sie berucksichtigt, dass in verschiedenen
Methoden mehrere Daten pro Defekt erhoben wurden. Lag pro Defekt nur ein Wert vor,
wie zum Beispiel bei der Mikro-CT-Auswertung, wurde ein T-Test durchgeflhrt.
P-Werte < 0,05 (5 %) wurden als statistisch signifikant betrachtet. Des Weiteren wurde
eine Korrelationsanalyse nach Pearson durchgefuhrt. Auch hier wurde ein P-Wert von
< 0,05 (5 %) als statistisch signifikant gewertet (Goebel et al., 2014).
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7. Ergebnisse

7.1 Immunhistologische Auswertung der IGF-l Uberexpression

Die Defektareale wurden in obere und untere Zonen unterteilten. Die Bewertung jeder
Zone erfolgte anhand eines semiquantitativen Bewertungssystems. Es liel3 sich eine
Tendenz zur vermehrten Anfarbung durch IGF-1/AIgPH155 erkennen. Dabei ergab sich
in der unteren Zone eine signifikant (P = 0,041) vermehrte Immunaktivitat durch
IGF-I/AlgPh155 im Vergleich zu lacZ/AlgPH155. In den beiden anderen Zonen zeigte
sich jeweils eine Tendenz hin zur vermehrten Anfarbbarkeit. Um die Immunaktivitat
genauer beurteilen zu kénnen wurden zusétzlich die braun angefarbten Zellen an
verschiedenen reprasentativen Stellen des Reparaturgewebes gezahlt, wobei keine

signifikanten Unterschiede vorlagen.

Tabelle 13: Ergebnisse der Anzahl an gefédrbten Zellen und des semiquantitativen Bewertungssystems fir

IGF-I; MW + SD.
Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
angefarbte Zellen lateral 13,13 £ 8,54 19,50 £ 13,34 0,274
angefarbte Zellen medial 14,13 £ 6,83 20,00 £ 15,95 0,354
angefarbte Zellen mittig 12,00 £ 8,43 12,50 £ 8,82 0,909
angefarbte Zellen gesamt 39,25 + 18,50 52,00 + 33,86 0,366
Immunaktivitat obere Zone 3,63 £ 0,52 3,75+ 0,46 0,619
Immunaktivitat untere Zone 3,13+£0,35 3,63 £0,52 0,041
Immunaktivitat gesamt 3,50 £ 0,53 3,63 £ 0,52 0,642
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Abbildung 10: Représentative immunhistologisch geférbte Schnitte fiir IGF-I ein Jahr postoperativ; linke
Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155; Boxplots zeigen sowohl die Werte
der einzelnen Tiere, als auch den Mittelwert in der jeweiligen Kategorie (+);

*: P <0,05.

7.2 Mikro-computertomographische = Auswertung des Defekt-

gewebes

7.2.1 Analyse der Mikrostruktur der subchondralen Knochenplatte

Die Analyse der subchondralen Knochenplatte zeigte beim Vergleich der Behandlungs-
gruppen keine signifikanten Unterschiede. Im Bereich der BMD lie3 sich eine Tendenz
zu einem positiven Effekt des IGF-I/AlgPh155 auf die Heilung der osteochondralen

Einheit erkennen.
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Tabelle 14: Ergebnisse der CT-Analyse der subchondralen Knochenplatte im Defektbereich; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
BMD, mg/cm3 658,28 + 60,76 690,25 + 58,67 0,302
BS/BV, mm-1 10,12 £ 1,09 10,50 + 2,03 0,658
BS/TV, mm-1 9,34 + 0,69 9,77 £ 1,47 0,462
Po(cl), % 0,46 + 0,36 0,31 +0,22 0,326
Po(op), % 6,93 £ 6,14 5,69 4,19 0,717
Po(to), % 7,37 £ 6,05 6,25 + 4,27 0,675
PBV, % 92,63 + 6,05 93,75 + 4,27 0,675
Tb.Th, mm 0,31+ 0,03 0,30 + 0,04 0,586
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Abbildung 11:

Représentative Micro-CT-Scans und farbkodierte 3D Rekonstruktion der Defektareale
ein Jahr postoperativ; lacZ/AlgPH155 (A, C, E, G), IGF-I/AlgPh155 (B, D, F, H);
Ubersichtsbild (A, B), farbkodierte BMD (C, D), farbkodierte Dicke des Knorpels (E, F),

farbkodierte Dicke der subchondralen Knochenplatte (G, H).
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7.2.2 Analyse der Mikrostruktur der subartikularen Spongiosa

Die beiden Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht signifikanten. Wie bei der sub-
chondralen Knochenplatte wurde ebenfalls eine nichtsignifikante Tendenz zur starkeren
BMD durch die Behandlung mit IGF-I/AlgPh155 festgestellt.

Tabelle 15: Ergebnisse der CT-Analyse der subartikuldren Spongiosa im Defektbereich; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
BMD, mg/cm3 658,17 + 36,81 676,00 + 50,92 0,436

BS/BV, mm-1 14,16 £ 3,17 12,92 £ 3,14 0,442

BS/TV, mm-1 9,04 + 1,14 8,51+ 3,10 0,350
Conn.Dn. 83,86 + 34,91 72,17 £ 23,51 0,444
DA 1,31+ 0,06 1,31+ 0,06 0,977
FD 2,51 0,05 2,51 0,05 0,947
PBV, % 65,38 £ 8,69 68,38 £ 11,28 0,581

SMI 0,40 + 1,04 -0,21+£1,05 0,389
Tb.Sp, mm 0,17 £ 0,03 0,17 £ 0,04 0,943
Tb.N, 1/mm 2,62 0,20 2,54 +0,19 0,424
Tb.Pf, 1/mm -6,49 + 3,24 -7,78 £ 4,40 0,515
Tb.Th, mm 0,25 + 0,05 0,27 + 0,06 0,492

7.2.3 Analyse der Mikrostruktur des Knorpels

Die Analyse der Mikrostruktur des Knorpels ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen IGF-1/AIgPH155 und lacZ/AlgPH155, weder bei der Grundeinstellung mit Grau-
stufenwahl von 89-255, noch bei den spezifisch flir den Knorpel besser geeigneten
Graustufen 30-89. Die Ergebnisse mit fir den Knorpel spezifisch gewahlten Graustufen
zeigten eine Tendenz zu Unterschieden im Bereich der Knorpeloberflichendichte

(BS/TV) zwischen den Behandlungsgruppen.
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Tabelle 16: Ergebnisse der CT-Analyse des Knorpels im Defektbereich mit Graustufenwahl 89-255;

MW £ SD.
Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
BMD, mg/cm3 522,11 + 80,26 534,22 + 105,47 0,800
BS/BV, mm-1 36,88 £ 20,15 37,37 £ 22,41 0,963
BS/TV, mm-1 7,17 £ 2,20 7,512,225 0,765
Po(cl), % 0,05 + 0,07 0,05 + 0,07 0,900
Po(op), % 74,65 £ 15,41 70,18 £ 21,30 0,637
Po(to), % 74,67 £ 15,40 70,20 £ 21,27 0,637
PBV, % 32,45+ 20,48 36,06 + 20,48 0,716
Tb.Th, mm 0,15+ 0,05 0,17 £ 0,09 0,692

Tabelle 17: Ergebnisse der CT-Analyse des Knorpels im Defektbereich mit Graustufenwahl 30-89;

MW £ SD.
Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
BMD, mg/cm3 41,54 + 31,82 61,95 + 23,54 0,167
BS/BV, mm-1 20,36 £ 9,76 16,09 £ 12,14 0,340
BS/TV, mm-1 13,83 £ 3,09 11,36 + 1,86 0,073
Po(cl), % 0,56 + 0,25 0,52 +0,19 0,662
Po(op), % 31,49 £ 16,47 33,97 £ 20,14 0,791
Po(to), % 36,42 £ 12,18 35,45 £ 18,07 0,902
PBV, % 63,58 £ 12,14 64,55 + 18,07 0,902
Tb.Th, mm 0,15+ 0,04 0,17 £ 0,05 0,289

7.2.4 Auswertung der manuellen histomorphometrischen Messungen

Bei der manuellen Messungen an drei verschiedenen reprasentativen Stellen alle 50

Bilder wurde im Bereich der Defektausdehnung an der Oberflache eine Tendenz zur

geringeren Ausdehnung durch die Applikation durch IGF-I/AlgPh155 nachgewiesen. In

den restlichen Parametern unterschieden sich die Defekte behandelt mit /acZ/AlgPH155

und IGF-I/AlgPh155 nur geringfligig voneinander.

Tabelle 18: Ergebnisse der manuellen histomorphometrischen Messung des Defekts im computer-

tomographischen Bild; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
Erhéhung der subchondralen Knochenplatte -0,15+£ 0,09 -0,14 £ 0,13 0,755
Dicke des Knorpels 0,30 +0,10 0,31 +0,12 0,580
Dicke der subchondralen Knochenplatte 0,45+ 0,08 0,50 + 0,11 0,316
Weite des Defekts an der Oberflache 3,19+1,73 2,32 + 1,11 0,289
Erhéhung des Knorpels 0,11+£0,13 0,15+£0,08 0,284
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7.3 Makroskopische Auswertung des Defektgewebes

Im Bewertungssystem aus Oswestry war der Vergleich zwischen den Behandlungs-

gruppen nicht signifikant. Zu sehen waren lediglich Tendenzen einer besseren Knorpel-

heilung in der Kategorie ,Integration zum angrenzend Knorpel“ bei der Behandlung mit
IGF-1/AlgPh155.

Nach der makroskopischen Evaluierung der Proben durch drei verblindete Betrachter,

lied sich im Bewertungssystem nach Goebel et al. in der Kategorie der ,Oberflachen-

beschaffenheit* eine Tendenz zur besseren Defektheilung unter IGF-1/AlgPh155

erkennen. In allen Kategorien waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen.

Tabelle 19: Ergebnisse des Bewertungssystems aus Oswestry, 8 Punkte vollstédndige Knorpelreparatur,
0 Punkte fehlende Knorpelreparatur; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
1. Farbe 0,83 + 0,69 0,58 + 0,60 0,441
2. Oberflachenbeschaffenheit 1,13+0,73 1,19+0,49 0,523
3. Defektfullung 0,88 + 0,89 0,67 + 0,81 0,425
4. Integration zum angrenzenden Knorpel 0,44 + 0,64 0,50 + 0,67 0,286
Gesamtpunktzahl 3,75+ 1,91 3,38 + 1,58 0,419

Tabelle 20: Ergebnisse des Bewertungssystems nach Goebel et al., 20 Punkte fehlende Knorpelreparatur,
0 Punkte vollstédndige Knorpelreparatur; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
1. Farbe 1,38 £ 0,79 1,79+ 0,81 0,245
2. Blutgefalle 0,79 £ 0,60 1,13+ 0,79 0,475
3. Oberflachenbeschaffenheit 1,13 £ 0,66 1,08 £ 0,73 0,470
4. Defektfiillung 1,00 £ 0,94 1,38 £1,01 0,396
5. Degeneration des angrenzenden Knorpels 1,42 £ 0,89 1,79+ 1,17 0,371
Gesamtpunktzahl 5,63 £ 2,62 7,08 £ 3,03 0,377

lacZ/AIgPH155

IGF-I/AlgPH155

2 mm

Abbildung 12: Reprédsentative makroskopische Bilder der chondralen Defekte ein Jahr postoperativ;
linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155.
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7.4 Magnetresonanztomographische Auswertung des Defekt-

gewebes
Die Betrachtung der MRT-Bilder durch drei verblindete Betrachter in koronarer und
sagittaler Ebene ergab in den Kategorien ,Vollstandigkeit der subchondralen Knochen-
platte (SCBP)“ und ,subartikulare Spongiosa“ eine Tendenz zur verbesserten Knorpel-
heilung durch IGF-I/AIgPH155 im Vergleich zu lacZ/AIgPH155. In der Gesamtpunktzahl

des MOCART 3D waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen.

Tabelle 21: Bewertungssystem MOCART 3D, 100 Punkte vollstdndige Knorpelreparatur, 0 Punkte fehlende
Knorpelreparatur; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-I/AlgPh155 P-Wert
1.  Defektfullung 14,83 + 1,61 10,46 £ 4,76 0,743
2. Knorpelschnittstelle 4,04 £2,70 1,73 +1,59 0,859
3. Knochenschnittstelle 9,58 £+ 1,18 9,58 +1,18 1,000
4. Surface 3,54 + 1,65 250+2,14 1,000
5. Struktur 4,40 +1,32 3,23+2,13 0,694
6. Signalintensitat 5,00+ 1,18 573+1,75 0,894
7. Knorpelosteophyten 0,94 £ 1,59 2,02+1,73 0,424
8. Vollstandigkeit der subchondralen Knochenplatte 10,00 £ 0,00 9,92 +0,24 0,334
9.  Subartikuldre Spongiosa 8,25+ 0,39 8,83 +0,36 0,497
10. Adhasion 3,00 + 0,00 3,00 £ 0,00 1,000
11. Erguss 2,00 + 0,00 2,00 £ 0,00 1,000

Gesamtpunktzahl 65,58 £ 5,87 59,00 + 12,21 0,723
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lacZ/AIgPH155 IGF-I/AIgPH155

Abbildung 13: Reprédsentative magnetresonanztomographische Bilder der Defektareale ein Jahr post-
operativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155 und rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155.

7.5 Histologische Auswertung des Defektgewebes

7.5.1 Bewertungssystem nach Sellers et al.

Nach der Betrachtung von 160 histologischen Schnitten in 20-, 40- und 100-facher
VergroRerung zeigte sich im Bewertungssystem nach Sellers et al. in der Gesamtpunkt-
zahl ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen
(P =0,0159). Zudem lieen sich nach Behandlung mit IGF-I/AlgPh155 in den Kategorien
,Defektflllung” (P < 0,001), ,Zellmorphologie* (P < 0,001) und ,Oberflachenarchitektur*
(P < 0,001) signifikante Unterschiede im Vergleich zu mit lacZ/AlgPH155 behandelten
Defekten feststellen. Die Kategorien Defektarchitektur (P = 0,008) und subchondrale
Knochenplatte (P = 0,019) wiesen signifikant verbesserte Werte flr die Applikation von
lacZ/AIgPH155 auf.

Bei Behandlung mit IGF-I/AlgPh155 war der Defekt meist Uber 75 % gefullt, hingehend
zu einer Tendenz eher tber 110 % geflllt zu sein. Nach Applikation von lacZ/AlgPH155
hingegen war der Defekt teilweise auch nur unter 75 % gefillt. In der Kategorie der
Matrixanfarbung unterschieden sich die beiden Behandlungsgruppen nicht signifikant. In
beiden Therapiegruppen waren die Zellen vorwiegend rund, allerdings waren sie durch
die Behandlung mit IGF-I/AlgPh155 vermehrt in Saulen angeordnet. Die Oberflachen-
architektur war bei mit IGF-1/AlgPh155 therapierten chondralen Defekten nahezu normal

und wies teilweise leichte Fibrillationen auf, wohingegen die Kontrollgruppe mit
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lacZIAIgPH155 meist leichte Fibrillationen aufwies, die teilweise auch bis zu
mittelmaligen Fibrillationen an der Oberflache tendierten. Ebenfalls war in der
Behandlungsgruppe mit IGF-I/AlgPh155 teilweise eine Tidemark Giber geringe Strecken

nachweisbar, was nach Applikation von lacZ/AlgPH155 nicht der Fall war.

Die mit lacZ/AlgPH155 behandelten Defekte hatten eine signifikant verbesserte Defekt-
architektur, moglicherweise da bei 2 Tieren in der IGF-1/AlgPh155 Behandlungsgruppe
groRe Risse in der Defektarchitektur vorlagen, obwohl die restlichen Tiere der Gruppe
nur kleine Defekte aufwiesen. Zudem wurde im modifizierten Bewertungssystem nach
Sellers et al. ein signifikant vermehrtes Vorkommen einer starkere Anhebung der

subchondralen Knochenplatte durch eine Therapie mit IGF-1/AlgPh155 gesehen.

Tabelle 22: Ergebnisse des Bewertungssystems zur Knorpelrepartur nach Sellers et al., 31 fehlende
Knorpelreparatur, 0 vollstdndige Knorpelreparatur; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
1. Defektfiillung 1,57 £ 0,82 0,92 + 0,24 < 0,001
2. Integration 1,13+0,13 1,22 +0,42 0,183
3. Matrixanfarbbarkeit 2,56 + 0,61 2,50 £ 0,69 0,561
4.  Zellmorphologie 1,85 +£0,21 1,63 £ 0,46 < 0,001
5. Defektarchitektur 1,03 £ 0,52 1,29 + 1,06 0,008
6. Oberflachenarchitektur 1,12+ 0,23 0,88 £ 0,23 < 0,001
7. Neubildung des subchondralen Knochens 1,23+1,16 1,44 £ 0,94 0,019
8. Tidemark 4,00 + 0,00 3,96 £ 0,11 0,334
Gesamtpunktzahl 14,49 +£2,73 13,84 £ 2,36 0,015
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Abbildung 14: Représentative histologische Schnitte der Defektareale ein Jahr postoperativ; linke
Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155; in Safranin-O/Echtzeitgriin (A, B,
D, E G H MN,P,QS, T, V, W, Y, X), in Himatoxylin-Eosin (J, K); * kennzeichnen die
Integrationszone; Boxplots zeigen sowohl die Werte der einzelnen Tiere, als auch den
Mittelwert in der jeweiligen Kategorie (+); *: P < 0,05, **: P < 0,001.
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7.5.2 Bewertungssystem nach Fortier et al.

Nach verblindeter Evaluierung der histologischen Schnitte in 10-facher, 20-facher und
40-facher VergroRerung war im Bewertungssystem nach Fortier et al. ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen in der Kategorie ,Oberflachen-
architektur” (P = 0,05) auszumachen. Die Oberflachenarchitektur war nach der Behand-
lung mit IGF-I/AlgPh155 signifikant glatter als mit lacZ/AlgPH155. Wahrend die Zellen
im Defektareal der Kontrollgruppe mit lacZ/AlgPH155 in der Tendenz eher zu 50-75 %
eine normale Zellmorphologie auswiesen, war die Zellmorphologie in der Behandlungs-
gruppe mit IGF-I/AlgPh155 morphologisch eher zu 75 % denen hyalinen Knorpels
ahnlich. In den Kategorien Zellularitat und Tidemark sowie in der Gesamtpunktzahl

fanden sich zwischen den Behandlungsgruppen keine Unterschiede.

Tabelle 23: Ergebnisse des Bewertungssystems zur Knorpelreparatur nach Fortier et al., 20 Punkte
fehlende Knropelreparatur, O Punkte vollstdndige Knropelreparatur; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
1. Defektfillung 1,64 £ 0,71 0,87 £ 0,40 0,097
2. Integration 0,23 £ 0,23 0,25+ 0,40 0,527
3. Oberflachenarchitektur 1,06 £ 0,23 0,74 £ 0,34 0,021
4.  Zellmorphologie und Organisation 1,93+0,18 1,61 +£0,51 0,079
5.  Zellularitat 2,00 + 0,00 2,00 + 0,00 0,999
6. Tidemark 4,00 + 0,00 4,00 + 0,00 0,999
7.  Matrixanfarbbarkeit 1,94 £ 0,14 1,86 £ 0,31 0,493
Gesamtpunktzahl 12,79 £ 0,90 11,32+ 1,44 0,084

7.5.3 Bewertungssystem nach Wakitani et al.

Die mikroskopische Begutachtung von jeweils 10 histologischen Schnitten pro Defekt-
areal ergab im Bewertungssystem nach Wakitani et al. keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Behandlungsgruppen. In der Kategorie der Matrixanfarbbarkeit
lieBen sich keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen erkennen. Im
Bereich der Oberflachenregelmafigkeit war eine Tendenz zur weichen Oberflache bei
der Behandlung mit IGF-I/AlgPh155 erkennbar, wohingegen bei einer Therapie mit
lacZ/AIgPH155 eine moderate OberflachenregelmaRigkeit vorlag.
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Tabelle 24: Ergebnisse des Bewertungssystems zur Knropelreparatur nach Wakitani et al., 14 Punkte
fehlende Knorpelreparatur, O Punkte vollstdndige Knropelreparatur; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
1. Zellmorphologie 1,63 £ 0,33 1,92 + 0,48 0,461
2. Matrixanfarbbarkeit 1,72+ 0,31 1,70 £ 0,37 0,679
3. OberflachenregelmaBigkeit 1,01 £1,23 0,47 £ 0,46 0,327
4. Dicke des Knorpels 0,80 + 0,64 1,09 £ 0,52 0,772
5. Integration des Spenderknorpels 0,26 £ 0,70 0,14 £ 0,38 0,190
Gesamtpunktzahl 5,42 +1,34 5,33+1,45 0,927

7.5.4 Analyse der Kollagenfasern durch Polarisationsmikroskopie

Jedes Defektareal wurde in obere und untere Zonen aufgeteilt und ausgeschnitten. Die
Analyse durch das Zusatzprogramm Orientationd Distribution brachte keine signifikanten
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen hervor. Die Kollagenfasern waren in

beiden Zonen Uberwiegend parallel zur Oberflache angeordnet.
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Abbildung 15: Représentative histologische Schnitte unter Polarisationsmikroskopie ein Jahr postoperativ;
linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155, Diagramm zur Kollagenorientie-
rung (C).

7.5.5 Bestimmung der Zellularitat

Das Defektareal wurde auf den in Himatoxylin-Eosin gefarbten histologischen Schnitten
in zwei Zonen, oberflachliche und tiefe Zone, unterteilt. Die Evaluierung der einzelnen
Zonen in 40-facher VergroRerung ergab keine signifikanten Unterschiede, allerdings lie®

sich ein leichter Trend zu vermehrter Zellularitat durch IGF-I/AlgPh155 erkennen.

Tabelle 25: Ergebnisse der Bestimmung der Zellularitdt im Defektareal in 40-facher VergbBerung;

MW £ SD.
Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
Zellzahl oberflachliche Zone 145,88 + 32,17 148,86 + 33,46 0,577
Zellzahl tiefe Zone 123,00 + 32,27 122,29 + 38,60 0,737
Zellzahl gesamt 268,88 + 61,50 271,14+ 70,70 0,648
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Abbildung 16: Représentative histologische Schnitte der Defektareale in Hdmatoxylin-Eosin zur
Evaluierung der Zellularitat ein Jahr postoperativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155,
rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155.

7.6 Immunhistologische Auswertung

7.6.1 Auswertung der Typ-lI-Kollagen-Immunaktivitat

Pro Defekt wurden zwei histologische Schnitte nach einem semiquantitativen
Bewertungssystem evaluiert. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen.

Tabelle 26: Ergebnisse des semiquantitativen Bewertungssystems fiir Anti-Typ-I-Kollagen; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIlgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
Immunaktivitat obere Zone 1,88 £ 0,64 2,13+0,99 0,559
Immunaktivitat tiefere Zone 1,63 £ 0,52 1,63 £ 0,52 1,000
Immunaktivitat gesamt 1,63 £ 0,52 1,88 £ 0,64 0,405
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Abbildung 17: Reprédsentative immunhistologische geférbte Schnitte fiir Typ-I-Kollagen ein Jahr post-
operativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AIlgPh155 ; Boxplots zeigen
sowohl die Werte der einzelnen Tiere, als auch den Mittelwert in der jeweiligen Kategorie

(+).

7.6.2 Auswertung der Typ-ll-Kollagen-Immunaktivitat

Die Defektareale wurden in obere und untere Zonen unterteilt und die jeweiligen Zonen
mit einem semiquantitativen Bewertungssystem bewertet. Dabei lie3 sich in der oberen
Zone signifikant (P = 0,041) eine vermehrte Immunaktivitdt durch eine Therapie mit
IGF-I/AIlgPh155 im Vergleich zur Therapie mit lacZ/AlgPH155 nachweisen. In der
tieferen Zone sowie insgesamt war eine Tendenz zur verstarkten Immunaktivitat

vorhanden.

Tabelle 27: Ergebnisse des semiquantitativen Bewertungssystems fiir Anti-Typ-lI-Kollagen; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
Immunaktivitat obere Zone 1,88 £ 0,35 2,38 £ 0,52 0,041
Immunaktivitat tiefere Zone 2,50 £ 0,53 2,63+0,74 0,705
Immunaktivitat gesamt 2,25+0,46 2,75+0,71 0,116
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Abbildung 18: Reprédsentative immunhistologisch geféarbte Schnitte fiir Typ-Il-Kollagen ein Jahr post-
operativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155; Boxplots zeigen
sowohl die Werte der einzelnen Tiere, als auch den Mittelwert in der jeweiligen Kategorie
(+); * P < 0,05.

7.6.3 Auswertung der Typ-X-Kollagen-Immunaktivitat

Pro Defektareal wurde an je zwei reprasentativen Stellen in der lateralen und medialen

Integrationszone die gefarbten Zellen sowie die nicht immunhistologisch gefarbten

Zellen in der tiefen Zone des Defekts gezahlt. Dabei fand sich kein signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Behandlungsgruppen.

Tabelle 28: Ergebnisse der prozentualen Berechnung fiir Anti-Typ-X-Kollagen; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-I/AlgPh155 P-Wert
Immunaktivitat tiefere Zone 11,21 £9,40 13,39 + 8,06 0,626
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Abbildung 19: Reprédsentative immunhistologisch geféarbte Schnitte fiir Typ-X-Kollagen ein Jahr post-
operativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155; Boxplots zeigen
sowohl die Werte der einzelnen Tiere, als auch den Mittelwert in der jeweiligen Kategorie

(+).
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7.6.4 Auswertung der Aggrecan-Iimmunaktivitat

Pro Defektareal wurden zwei histologische Schnitte in 20- und 40-facher VergréRerung
nach einem semiquantitativen Bewertungssystem evaluiert. Dabei lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen feststellen.

Tabelle 29: Ergebnisse des semiquantitativen Bewertungssystems fiir Anti-Aggrecan; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-I/AlgPh155  P-Wert
Immunaktivitat obere Zone 3,38 £ 0,52 3,25+ 0,46 0,619
Immunaktivitat tiefere Zone 3,00 £ 0,53 3,25+ 0,46 0,334
Immunaktivitat gesamt 3,00 £ 0,53 3,00 £ 0,00 1,000
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Abbildung 20: Représentative immunhistologisch gefédrbte Schnitte fiir Anti-Aggrecan ein Jahr post-
operativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPh155; Boxplots zeigen
sowohl die Werte der einzelnen Tiere, als auch den Mittelwert in der jeweiligen Kategorie

(+).

7.7 Auswertung des angrenzenden Gewebes

7.7.1 Beurteilung der subchondralen Knochenplatte sowie der subartikularen
Spongiosa

In der Mikro-CT Auswertung des angrenzenden Gewebes waren sowohl in der sub-

chondralen Knochenplatte als auch in der subartikularen Spongiosa keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen nachweisbar. Die manuelle histo-

morphometrische Messung machte ebenfalls kein Unterschiede sichtbar.
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Tabelle 30: Ergebnisse der CT-Analyse der subchondralen Knochenplatte im angrenzenden Gewebe;

MW £ SD.
Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
BMD, mg/cm3 640,21 + 46,40 638,45 + 29,02 0,929
BS/BV, mm-1 10,43 + 1,88 11,26 + 1,09 0,300
BS/TV, mm-1 9,87 + 1,56 10,65 £ 0,67 0,212
Po(cl), % 0,42 + 0,25 0,47 £ 0,29 0,691
Po(op), % 4,65+ 3,13 4,67 + 3,60 0,987
Po(to), % 5,04 + 3,14 512+ 3,71 0,965
PBV, % 94,96 + 3,14 94,88 + 3,71 0,965
Tb.Th, mm 0,30 + 0,05 0,28 + 0,03 0,304

Tabelle 31: Ergebnisse der CT-Analyse der subartikuldren Spongiosa im angrenzenden Gewebe;

MW £ SD.
Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
BMD, mg/cm3 588,90 + 34,53 610,72 + 44,69 0,293
BS/BV, mm-1 20,07 £ 2,52 18,58 £ 2,79 0,279
BS/TV, mm-1 11,03 £ 0,96 10,46 £+ 0,52 0,160
Conn.Dn. 114,83 + 51,33 91,75 £ 26,34 0,277
DA 1,33+0,16 1,42+ 0,13 0,254
FD 2,53 +£0,04 2,50 + 0,07 0,225
PBV, % 55,66 + 8,27 57,17 £ 7,04 0,700
SMI 0,84 + 0,57 0,94 + 0,54 0,719
Tb.Sp, mm 0,17 £ 0,04 0,18 £ 0,02 0,571
Tb.N, 1/mm 3,09+0,17 2,96 £ 0,12 0,115
Tb.Pf, 1/mm 4,94 + 4,30 -3,76 £ 2,16 0,497
Tb.Th, mm 0,18 £ 0,02 0,19 £ 0,02 0,239

Tabelle 32: Ergebnisse der manuellen histomorphometrischen Messung im angrenzenden Gewebe im

computertomographischen Bild; MW + SD.

Kategorie lacZ/AIgPH155 IGF-1/AlgPh155 P-Wert
Dicke des Knorpels 0,49 +£0,10 0,51+£0,10 0,373
Dicke der subchondralen Knochenplatte 0,43 +£0,04 0,43 +£0,04 0,997

7.7.2 Bewertungssystem zur Beurteilung der perifokalen Arthrose

Die lateral und medial an den Defekt anschlielenden Knorpelareale wurden jeweils an

sechs histologischen Schnitten getrennt evaluiert. AnschlieRend wurde der Mittelwert in

den einzelnen Kategorien jeweils fur medial und lateral gebildet. Es war in der Gesamt-

punktzahl ein signifikanter (P = 0,048) Unterschied zwischen den beiden Behandlungs-

gruppen nachweisbar, wobei eine Therapie mit IGF-I/AlgPH155 insgesamt zu weniger

Arthrosezeichen fuhrte. In den anderen Kategorien lie3 sich insgesamt eine Tendenz

zur verbesserten Knorpelheilung durch IGF-I/AlgPH155 erkennen. Lateral lieR? sich nach
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Applikation von IGF-I/AlgPH155 eine signifikant (P = 0,036) verbesserte Struktur im
Vergleich zu lacZ/AlgPH155 feststellen.

Tabelle 33: Ergebnisse der Evaluierung des angrenzenden Knorpels durch ein Bewertungssystem zur
Beurteilung von Arthrose, 25 starke Arthrosezeichen, 0 keine Arthrosezeichen; MW + SD.

Kategorie lacZIAIgPH155 IGF-I/AlgPH155  P-Wert
1. Struktur Knorpel 1,18 £ 0,63 0,76 £ 0,68 0,081
2. Chondrozytendichte 1,33+0,47 1,39+ 0,49 0,738
3. Zellklone 3,54 £ 0,71 3,49+ 0,81 0,946
4.  Safranin-O/Echtgriin-Farbung 1,11+ 0,32 1,07 £ 0,25 0,585
5.  Tidemarkikalzifizierter Knorpel, 1,83 £ 0,37 1,52+ 0,69 0,159

subchondraler Knochen

Gesamtpunktzahl 9,00 £ 1,05 7,70 £ 2,46 0,048

Tabelle 34: Ergebnisse der Evaluierung des lateral angrenzenden Knorpels durch ein Bewertungssystems
zur Beurteilung von Arthrose, 25 starke Arthrosezeichen, 0 keine Arthrosezeichen; MW + SD.

Kategorie lacZIAIgPH155 IGF-I/AlgPH155  P-Wert
1. Struktur Knorpel lateral 1,00 £ 0,53 0,64 £0,43 0,036
2. Chondrozytendichte lateral 1,50 £ 0,41 1,39 £ 0,40 0,642
3. Zellklone lateral 3,40+0,72 3,58 +0,74 0,813
4. Safranin-O/Echtgriin-Farbung lateral 1,17 £ 0,32 1,00 £ 0,00 0,195
5.  Tidemarkikalzifizierter Knorpel, 1,81 +£0,19 1,44 £ 0,65 0,129

subchondraler Knochen lateral

Gesamtpunktzahl 8,88 £ 1,02 6,90 £ 3,29 0,063

Tabelle 35: Ergebnisse der Evaluierung des medial angrenzenden Knorpels durch ein Bewertungssystem
zur Beurteilung von Arthrose, 25 starke Arthrosezeichen, 0 keine Arthrosezeichen; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-1/AIlgPH155  P-Wert
1. Struktur Knorpel medial 1,19+ 0,56 0,88 £ 0,64 0,267
2. Chondrozytendichte medial 1,21 £0,19 1,40 £ 0,37 0,155
3. Zellklone medial 3,40 0,72 3,64 +£0,70 0,954
4.  Safranin-O/Echtgriin-Farbung medial 1,06 £ 0,18 1,14 £ 0,38 0,662
5.  Tidemarkikalzifizierter Knorpel, 1,81 +£0,19 1,55+0,64 0,239

subchondraler Knochen medial

Gesamtpunktzahl 8,67 £1,08 8,62 £ 1,53 0,580
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Abbildung 21: Représentative histologische Schnitte des angrenzenden Knorpels ein Jahr postoperativ;
linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPH155; in Safranin-O/Echtgriin
(A,B,D, E G H,J K M,N,P,Q, S, T); Boxplots zeigen sowohl die Werte der einzelnen
Tiere, als auch den Mittelwert in der jeweiligen Kategorie (+); *: P < 0,05.

7.7.3 Bestimmung der Chondrozytendichte

Die an das Defektgewebe angrenzenden Areale wurden in 40-facher VergroRerung
betrachtet. Dabei manifestierten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen.
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Tabelle 36: Ergebnisse der Bestimmung der Zellularitét in den Arealen angrenzend an das Defektgewebe
in 40-facher Verg6Berung; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-I/AlgPH155 P-Wert
Zellzahl angrenzender Knorpel lateral 81,50 + 18,55 81,00 + 25,31 0,967
Zellzahl angrenzender Knorpel medial 92,50 + 28,15 82,88 + 22,28 0,461

7.7.4 Bestimmung der IGF-I-immunaktivitat im angrenzenden Gewebe

Um die Effekte von IGF-I/AIgPH155 auch im angrenzenden Gewebe besser beurteilen
zu kdnnen wurden jeweils lateral und medial des Defektareals die braungefarbten Zellen
gezahlt. Dabei war eine verstarkte Tendenz zu Anfarbung durch eine Applikation von
IGF-I/AlgPH155 im Vergleich zu lacZ/AlgPH155 auszumachen.

Tabelle 37: Ergebnisse der Anzahl geférbter Zellen im angrenzenden Gewebe; MW + SD.

Kategorie lacZ/AlgPH155 IGF-I/AIgPH155 P-Wert

angefarbte Zellen angrenzender Knorpel lateral 5,00+4,72 12,25 £ 10,36 0,093

angefarbte Zellen angrenzender Knorpel medial 20,13 +12,84 19,88 £ 17,03 0,974
AlgPH155/lacZ AlgPH155/IGF-I

lateral

medial

C : : ‘, ;,a (D'x. ] :‘;( e 50 pm

Abbildung 22: Représentative immunhistologisch geférbte Schnitte mit Anti-IGF-I des angrenzenden

Knorpelgewebes ein Jahr postoperativ; linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte:
IGF-I/AlgPH155.

60



Ergebnisse

7.8 Korrelationsanalysen

7.8.1 Korrelationsanalyse zwischen Dicke der subchondralen Knochenplatte und
verschiedener Parameter des Bewertungssystems nach Sellers et al.

Die Korrelationsanalyse zwischen der Dicke der subchondralen Knochenplatte als auch

verschiedener Parameter der Mikro-CT Auswertung und der einzelnen Kategorien des

Bewertungssystems nach Sellers et al. ergab keine signifikanten Korrelationen.

7.8.2 Korrelationsanalyse zwischen IGF-l-immunaktivitit und histologischen
Parametern
Die Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte eine negative Korrelation in der
Behandlungsgruppe mit IGF-I/AlgPH155 in den Kategorien ,Defektfullung® (r: -0,836;
P =0,010) und ,Defektarchitektur” (r: -0,784; P = 0,033) aus dem Bewertungssystem
nach Sellers et al. und der Gesamtwertung des semiquantitativen Bewertungssystems
fur die IGF-I-lImmunaktivitdt. Die Defektfullung bzw. die Defektarchitektur war somit
besonders gut, wenn die Zellen im Knorpeldefekt vermehrt braun angefarbt waren. In

der Kontrollgruppe lie® sich eine entsprechende negative Korrelation nicht nachweisen.

7.8.3 Korrelationsanalyse zwischen verschiedenen Parametern des Bewertungs-
systems nach Sellers et al.

Es lield sich eine positive Korrelation zwischen einer verstarkten Matrixanfarbbarkeit und
der verbesserten Gesamtpunktzahl durch die Applikation von IGF-I/AlgPH155 (r: 0,771,
P = 0,030) feststellen. Das bedeutet, je starker die Matrixanfarbbarkeit und der damit
gemessene Proteoglykangehalt des Reparaturgewebes, umso besser das Reparatur-
gewebe. Diese Korrelation liel sich in der Kontrollgruppe nicht erkennen (r: 0,557;
P =0,151).

7.8.4 Korrelationsanalyse zwischen Typ-ll-Kollagen-Immunaktivitat und

Parametern des Bewertungssystems nach Sellers et al.
In der Korrelationsanalyse zwischen der Typ-Il-Kollagen-Immunaktivitat der oberen
Zone und der Matrixanfarbbarkeit lief3 sich eine positive Korrelation (r: -0,757; P = 0,03)
bei Behandlung mit IGF-I/AlgPH155 ausmachen. Dies bedeutet, dass bei hohem Proteo-
glykangehalt auch ein hoher Typ-ll-Kollagen Gehalt vorhanden ist. In der Kontrollgruppe
mit /acZ/AlgPH155 lie® sich dieser Zusammenhang nicht nachweisen (r: -0,071;
P =0,868).
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7.8.5 Korrelationsanalyse zwischen IGF-l-immunaktivitit und Kategorien des
Bewertungssystems zur Beurteilung von Arthrose

Die Korrelationsanalyse zwischen den mit Anti-IGF-I angefarbten Zellen und den

verschiedenen Kategorien des Bewertungssystems zur Beurteilung von Arthrose ergab

keine signifikanten Unterschiede in beiden Behandlungsgruppen. So liel3 sich beispiels-

weise keine verbesserte Struktur oder Chondrozytendichte bei Defekte erkennen,

welche vermehrt mit Anti-IGF-I angefarbte Zellen zeigten.

7.8.6 Korrelationsanalyse zwischen dem Bewertungssystem nach Sellers et al.
und dem Bewertungssystem zur Beurteilung von Arthrose

In der Korrelationsanalyse nach Pearson zwischen den einzelnen Parametern des

Bewertungssystems zur Beurteilung der Arthrose im umliegenden Gewebe und der

Gesamtpunktzahl des Bewertungssystems nach Sellers et al. gab es keine signifikanten

Differenzen. Dabei lieken sich in beiden Behandlungsgruppen keine Unterschiede

erkennen. Bei besonders guter Defektheilung konnten nicht weniger Zeichen einer

perifokalen Arthrose festgestellt werden.
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Abbildung 23: Graphen zu den Korrelationsanalysen zwischen Anti-IGF-I Férbeintensitét, verschiedenen
Parametern des Bewertungssystems nach Sellers et al. und der Anti-Typ-lI-Kollagen Férbe-
intensitét; linke Spalte: lacZ/AlgPH155, rechte Spalte: IGF-I/AlgPH155; r: Korrelations-

koeffizent; *: P < 0,05.
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8. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Langzeiteffekte einer rAAV-vermittelten hydrogel-
gebundenen Uberexpression des Wachstumsfaktors IGF-l auf die Reparatur von
chondralen Defekten im Groftier-Modellsystem der Mikrofrakturierung. Die Daten
zeigten erstens eine signifikant verstarkte IGF-I-Immunreaktivitat in der unteren Zone
des Reparaturgewebes als Zeichen einer bis zu 1 Jahr postoperativ persistierenden
Transgenexpression. Zweitens waren individuelle Parameter des Bewertungssystems
nach Sellers et al. wie ,Defektfillung®, ,Oberflachenbeschaffenheit®, ,Zellmorphologie®
und insbesonders die Gesamtpunktzahl der Knorpelreparatur signifikant durch eine
Therapie mit IGF-I/AlgPH155 verbessert. Flankierend dazu lag eine signifikant verstarkte
Typ-ll-Kollagen-Immunreaktivitat in der oberen Zone des Reparaturgewebes vor. Die
Analyse der Mikrostruktur des subchondralen Knochens zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. Drittens reduzierte die Therapie mit
IGF-I/AIlgPH155 signifikant den histologischen Schweregrad der defektassoziierten

perifokalen Arthrose.

IGF-I spielt eine zentrale Rolle in der Chondrogenese. Besonders die Matrixproduktion,
Proliferation aber auch die Differenzierung der Zellen wird durch IGF-I verbessert
(Weimer et al., 2012; Frisch et al., 2014). Die signifikant verbesserte Knorpelreparatur
waren besonders im histologischen Bewertungssystem nach Sellers et al. zu erkennen.
Es wurde deutlich, dass sowohl die Parameter ,Defektfullung®, ,Oberflachen—
beschaffenheit®, ,Zellmorphologie“ als auch die Gesamtpunktzahl signifikant verbessert
waren. Der Parameter Defektarchitektur war bei Therapie mit lacZ/AlgPH155 signifikant
verbessert. Zudem wird die These, dass IGF-I/AlgPH155 zu einer verbesserten Knorpel-
heilung flhrt durch den signifikant verbesserten Parameter ,,Oberflachenarchitektur” im
Bewertungssystem nach Fortier et al. unterstitzt. In den immunhistologischen Verfahren
zeigte sich insbesondere in der gelenknahen Zone des Knorpels ein signifikant ver-

mehrtes Vorkommen von Typ-lI-Kollagen nach Therapie mit IGF-I/AlgPH155.

Bei der Beurteilung verschiedener Arthroseparameter zeigte sich in der Gesamtpunki-
zahl des Bewertungssystems, dass durch die Therapie mit IGF-I/AIgPH155 signifikant
weniger Zeichen einer perifokalen Arthrose auftreten. Die positiven Eigenschaften durch
IGF-I auf die Chondrogenese und damit die Defektreparatur zeigten sich damit nicht nur

im Defektareal.
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8.1 Effektive genetische Modifikation und Differenzierung der
humanen mesenchymalen Stammzellen durch an Alginat

gebundene, kontrollierte rAAV-Vektor Freisetzung
Hydrogele, die an Alginat gebundene rAAV-Vektoren enthalten, vermitteln eine effektive
Freisetzung von therapeutischen Sequenzen an lokale mesenchymale Stammzellen, die
nach einer Mikrofrakturierung die Chondrogenese im Reparaturgewebe initiieren. Die
Freisetzungsrate von an Alginat gebunden rAAV-Vektoren ist von der Vernetzungs—
temperatur abhangig. Hydrogele vermitteln dabei eine hohe Transduktionsrate in vitro
ohne negative Effekte auf die Zellvitalitat und die Zelldifferenzierung. In den vorgelegten

Daten werden ex vivo gefunden Ergebnisse in vivo bestatigt.

8.2 Evaluierung der IGF-l Uberexpression

In der basalen Zone, in der Nahe der subchondralen Knochenplatte, wurden bei mit
IGF-I/AlgPH155 behandelten Defekten eine signifikant erhéhte Konzentration von IGF-
nachgewiesen. Obwohl die aus dem Knochenmark migrierten mesenchymalen Stamm-
zellen auch endogen IGF-| sezernieren, deutet der signifikante Unterschied der Farbe-
intensitat auf eine Fortbestehen des Transgens bis zu einem Jahr in vivo hin. Diese
Ergebnisse bestatigen friheren Studien, die eine Transgenpersistenz durch
rAAV-hIGF-l in humanen mesenchymalen Stammzellen Uber 20 Tage in vitro (Frisch et
al., 2014; Weimer et al., 2012) als auch 60 Tage in situ (Weimer et al., 2012)
beschrieben. Translationale Kleintierstudien zeigten eine signifikante Persistenz des
Transgens nach 3 Wochen (Madry et al., 2013; Cucchiarini et al., 2014). Im equinen
Modell zeigte sich ein Trend zur erhéhten IGF-I Aktivitat durch rAAV5-IGF-I in vivo
(Ortved et al., 2015). Die tiefe Zone des Reparaturgewebes koénnte optimale
Bedingungen fir die lange Transgenpersistenz bieten, da die mesenchymalen Stamm-

zellen durch die Mikrofrakturierung direkt dorthin migrieren.

Vorherige Studien zeigten, dass rAAV zu einer verbesserten Chondrogenese und
Proliferation in den Chondrozyten flhrte, ohne dass sich Synovialitis, verstarkter
fibrotischer Umbau oder Osteophyten nachweisen lieRen (Cucchiarini et al., 2005;
Cucchiarini et al., 2014). Diese deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der
ebenfalls keine Irritationen in der Synovia gefunden wurden. Der bei Fortier et al.
beschrieben positive protektive Effekt von IGF-I auf das Synovium konnte allerdings
nicht nachgewiesen werden (Fortier et al., 2002). Dies kénnte durch den spateren Probe-
entnahmezeitpunkt oder die protein-basierte Therapie mit IGF-l im Gegensatz zur

genbasierten Therapie, wie in der vorliegenden Studie, bedingt sein.
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8.3 Evaluierung der subchondralen Knochenplatte und der sub-

artikularen Spongiosa
Wie bei allen markraumeréffnenden Verfahren zeigten sich nach einer Mikro—
frakturierung sowohl Veranderungen in der subchondralen Knochenplatte als auch in
der subartikularen Spongiosa (Mithoefer et al., 2005; Sun et al., 2020). Bei den
vorliegenden Ergebnissen zeigten sowohl die Analyse der subchondralen Knochenplatte
als auch der subartikularen Spongiosa weder im Mikro-CT noch im MRT signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Im modifizierten
semiquantitativen Bewertungssystem nach Sellers et al. hingegen zeigte sich eine
vermehrte Erhéhung der subchondralen Knochenplatte durch IGF-I/AlgPH155, die durch
histomanometrische Messungen nicht bestatigt werden konnte. Diese kdnnte bedeuten,
dass sich entweder die Effekte des IGF-I/AlgPH155 vor allem auf das Reparaturgewebe
auswirken oder die Veranderungen in einem friheren Stadium, als nach einem Jahr zu
sehen sind (Holstein et al., 2008).

In beiden Behandlungsgruppen wurde eine Erhéhung der subchondralen Knochenplatte
gefunden, was sowohl mit vorherigen Studien im Kleintiermodell (Orth et al., 2012) also
auch mit langjahrigen klinischen Patientenstudien Ubereinstimmt (Henderson et al.,
2005; Kreuz et al., 2006). Zudem zeigte sich keine Korrelation zwischen der Dicke bzw.
der Erhéhung der subchondralen Knochenplatte und der Knorpelreparatur. Das kdnnte
aussagen, dass sich der subchondrale Knochen und das Knorpelreparaturgewebe

relativ unabhangig voneinander entwickeln.

8.4 Evaluierung des Reparaturgewebes

8.4.1 Magnetresonanztomographische Evaluierung

Das Bewertungssystem MOCART 3D ist ein wichtiges Instrument, um die Struktur des
Reparaturgewebes sowohl in der klinischen Diagnostik (Marlovits et al., 2006) als auch
in experimentellen Modellen (Goebel et al., 2014) zu beurteilen. Durch die Verwendung
von MRT-Bildern kénnen ethische Probleme, die eine osteochondrale Biopsie als
Kontrollinstrument hervorrufen wirde, vermieden werden. Allerdings korreliert das MRT
Bild nicht in allen Fallen mit der Klinik des Patienten (Salzmann et al., 2014; McCarthy
et al., 2018). In den vorliegenden Daten zeigte sich die in der histologischen Evaluation
bestatigte signifikant verbesserte Knorpelreparatur nicht im 9.4 T MRT. Das kdnnten
bedeuten, dass die histologische Evaluation der Goldstandard bei der Evaluierung des
Reparaturgewebes bleibt.

Goebel et al. beschrieben in ihrer Arbeit eine Korrelation zwischen MOCART-3D und

dem histologischen Bewertungssystem nach Sellers et al. in den Bereichen Defekt-
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fullung und subchondraler Knochenplatte (Goebel et al., 2014). Diese lie® sich in den
gezeigten Ergebnissen nicht erkennen. Grund dafiir kdnnte zum einen die in der vor-
liegenden Arbeit spate Probenentnahme sein, oder auch, dass sich die signifikante
Korrelation fur die ovine Kondyle gezeigt wurden und nicht fur die wie hier behandelte

porcine Trochlea.

8.4.2 Makroskopische Evaluierung

In den vorliegenden Ergebnissen wurden bei der makroskopischen Betrachtung keine
signifikanten Unterschiede zwischen lacZ/AlgPH155 und IGF-I/AIgPH155 deutlich. In
Studien mit genbasierter IGF-I Uberexpression in GroRtiermodellen waren wie in den
oben gezeigten Ergebnissen lediglich Tendenzen zu einer verbesserten Defektheilung
nachweisbar (Griffin et al., 2016; Ortved et al., 2015). Bei der Behandlung der Knorpel-
defekte mit nativem IGF-I gebunden an Fibrin oder Chondrozyten konnten signifikante
Unterschiede insbesondere in den Kategorien ,Defektfullung®, ,Oberflachenarchitektur*
sowie ,Integration” festgestellt werden. Die Probenentnahme erfolgte nach 8 Monaten
(Fortier et al., 2002). Bei ahnlichem Studienaufbau lief3en sich bei der Behandlung mit

nativem IGF-I nur Tendenzen erkennen (Goodrich et al., 2007).

Die makroskopische Beurteilung im lapinen Modell ergab bei der genbasierten
Behandlung mit rAAV-IGF-I eine signifikante Verbesserungen der Heilung von osteo-
chondralen Defekten (Orth et al., 2011b; Madry et al., 2013). Diese signifikanten
makroskopischen Verbesserungen konnten ebenfalls bei der Therapie von
osteochondralen Defekten mit nicht genbasiertem IGF-I nachgewiesen werden (Gugjoo
etal., 2017).

In den meisten Groftierstudien lieen sich im Vergleich zum lapinen Modell keine
signifikanten Unterschiede in der makroskopischen Evaluation feststellen. Dies kénnte
zum einen an der unterschiedlichen Beschaffenheit des Gelenkknorpels bei den ver-
schiedenen Tieren liegen. Zum anderen kdnnte die spate Probeentnahme eine
entschiedene Rolle spielen, so dass nur noch die histologische Begutachtung genauen
Aufschluss auf die Effekte von rAAV-IGF-I auf die Morphologie und Beschaffenheit des

Reparaturgewebes gibt.

8.4.3 Histologische und immunhistochemische Evaluierung

Eines der wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit ist, dass die mit IGF-I/AlgPH155
behandelten Defekte ein Jahr postoperativ ein verbessertes Reparaturgewebe
aufwiesen. In der histologischen Evaluierung bestatigte sich die Hypothese, dass

IGF-I/AIgPH155 zu einer verbesserten Knorpelheilung fuhrt. Die Ergebnisse zeigten eine
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signifikant verbesserte Defektfullung, Oberflachenarchitektur, Zellmorphologie sowie

Gesamtpunktzahl.

In der immunhistochemischen Evaluierung zeigte sich, dass Typ-lI-Kollagen, ein
wichtiges spezifisches Kollagen in der extrazelluldren Matrix des hyalinen Knorpels, in
der oberen Zone des Reparaturgewebes bei einer Behandlung mit IGF-I/AlgPH155
signifikant vermehrt exprimiert wurde. Ahnliche Effekte durch rAAV-IGF-I Uber—
expression wurden an humanen mesenchymalen Stammzellen in vitro nachgewiesen
(Weimer et al., 2012; Frisch et al., 2014, Frisch et al., 2016). Im Kleintiermodel eines
osteochondralen Defekt lie3 sich sowohl durch genbasierte (Cucchiarini et al., 2014) als
auch durch proteinbasierte (Tuncel et al., 2005) IGF-I Uberexpression eine signifikant
verstarkte Immunaktivitat evaluieren. Bei der nicht genbasierten Uberexpression wurde
deutlich, dass je hoher die IGF-I Konzentration ist, desto starker ist auch die Immunan-
farbbarkeit fir Typ-ll-Kollagen (Zhang et al., 2017). Studien, die mit IGF-I modifizierte
Chondrozyten transplantieren, wiesen ebenfalls eine signifikant erhéhte Typ-ll-Kollagen
Aktivitdt nach (Madry et al., 2001; Madry et al., 2002). In vivo waren im equine Modell
eine dhnlich hohe Expression von Typ-lI-Kollagen nach proteinbasierter Behandlung mit
IGF-I zu sehen (Fortier et al., 2002; Goodrich et al., 2007). Die Ergebnisse dieser Studie
lassen auf den positiven Effekt von rAAV-IGF-I auf die oberen Knorpelschichten
schlielen. Zudem bestatigen sich die Ergebnisse friherer Studien, dass IGF-I die
Knorpelzellen zu einer vermehrten Bildung von Typ-Il-Kollagen anregt. Dadurch entsteht
ein Knorpel, der in seinem Matrixaufbau dem hyalinen Knorpel ahnlicher sein kdnnte.
Das wiederum koénnte eine verbesserte Funktion und Belastbarkeit des Knorpels zur

Folge haben.

Eine leichte Tendenz zur verstarkten Typ-I-Kollagen-Immunreaktivitdt durch eine
Behandlung mit IGF-I/AlgPH155 war erkennbar. Bei einer Transfektion von peripheren
Blutzellen mit rAAV-IGF-I wurde eine starke Uberexpression von knochenbildenden
Faktoren nachgewiesen, sowie eine vermehrte immunhistologische Farbung mit Typ-I-
Kollagen (Frisch et al., 2017). In verschiedenen Tierstudien zeigte sich im lapinen
Defektgewebe in der Kontrollgruppe eine vermehrte Expression von Typ-I-Kollagen
(Tuncel et al., 2005). Im equine Tiermodell zeigte sich in der Therapiegruppe mit IGF-I
teilweise Typ-I-Kollagen vermehrt in der mittleren Zone des Reparaturgewebes (Nixon
et al., 1999). In einer anderen Studie zeigte sich eine vermehrte Anfarbbarkeit von Typ-
I-Kollagen in der Kontrollgruppe, jedoch nur bei der Halfte der Tiere (Fortier et al., 2002).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen das diffuse Auftreten von Typ-I-
Kollagen. Dies kénnte an der anabolen Eigenschaft von IGF-I, sowie an der Eigenschaft,

vermehrt die Produktion von knochenbildenden Faktoren zu bewirken, liegen.
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Die Defektfullung nach einer Therapie mit Mikrofrakturierung und IGF-I/AlgPH155 war
signifikant erhoht, was ebenfalls in friheren Studien mit Kleintieren beschrieben wurde
(Madry et al., 2005; Tuncel et al., 2005; Orth et al., 2011b). Bisher zeigte sich in Grol-
tierstudien mit proteinbasierter IGF-I Expression lediglich ein Trend hin zu einer
verbesserten Defektfillung nach 8 Monaten in der Histologie. Die makroskopische
Evaluierung hingegen wies einen signifikanten Unterschied auf. (Fortier et al., 2004;
Goodrich et al., 2007). Bei einer rAAV-vermittelten Uberexpression von IGF-1 im lapinen
Modell zeigte sich ebenfalls 4 Wochen postoperativ eine signifikant verbesserte
Defektfullung (Madry et al., 2013; Cucchiarini et al., 2014). Neuste Studien wiesen nach,
dass die Defektflllung ein wichtiger individueller klinischer Parameter ist, der mit den
Symptomen der Patienten korreliert (McCarthy et al., 2018). In der Kategorie Integration
lasst sich in den vorliegenden Daten keine Tendenz zu einer verbesserten Knorpel-
heilung durch IGF-I Uberexpression erkennen. Gleichwohl zeigt sich insgesamt eine
gute Integration des Reparaturgewebes, das nur vereinzelt Spalten in der Ubergangs-

zone aufweist.

Die Zellmorphologie des Reparaturgewebes wurde durch eine Therapie mit
IGF-I/AIlgPH155 signifikant verbessert. Das bedeutet, dass vermehrt Zellen fur den
hyalinen Knorpel typischen in Saulen angeordnet waren. Frihere Kleintierstudien mit
proteinbasiertem Ansatz (Madry et al., 2005; Zhang et al., 2017) sowie mit genbasiertem
Ansatz (Madry et al., 2013; Cucchiarini et al., 2014) zeigten ebenfalls 4 Wochen
postoperativ eine verbesserte Zellmorphologie. Die Zellzahl hingegen unterschied sich
zwischen den beiden Behandlungsgruppe nicht signifikant. Das koénnte darauf
hinweisen, dass eine Therapie mit IGF-I/AIgPH155 zu einer verbesserten
Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen fihrt und sie besser differenzieren.
Jedoch fuhrt dies nach einem Jahr zu keinem vermehrten Anstieg der Zellzahl. Dies
deckt sich mit friiheren in vitro Studien, die den Effekt von IGF-I auf die Chondrogenese
der mesenchymalen Stammzellen beschreiben (Worster et al., 2001; Longobardi et al.,
2006; Frisch et al., 2016). Trotz der verbesserten Morphologie der Chondrozyten zeigte
sich eine schlechtere Defektarchitektur nach Applikation von IGF-I/AlgPH155 als nach
Therapie mit lacZ/AlgPH155. Der Grund daflr kdnnte sein, dass zwei Minischweine mit
groRen Rissen im Reparaturgewebe, nicht aus der Statistik ausgeschlossen wurden, um
eine Beeintrachtigung der statistischen Analyse zu vermeiden. Diese beiden Mini-
schweine wiesen eine verminderte IGF-I-Immunaktivitat im Vergleich zu anderen Tieren
auf, so dass es denkbar ist, dass die Transgenexpression vermindert war, was zu einer

verminderten Qualitdt des Reparaturgewebes geflhrt haben kénnte. Diese Hypothese
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wird durch die Korrelationsanalyse verstarkt, die zeigte, dass eine starkere IGF-I
Farbeintensitat mit einer verbesserten Defektarchitektur signifikant korreliert.

Die Oberflachenarchitektur der mit IGF-I/AlgPH155 behandelten Defekte wiesen
signifikant weniger Fibrillationen auf. Dies entspricht Ergebnissen von Kleintierstudien,
die 4 Wochen postoperativ Daten erhobenen. Hier wurden die Knorpeldefekte mit in
Alginat eingekapseltem IGF-I behandelt (Madry et al., 2005; Orth et al., 2011b). Auch
bei einer rAAV-IGF-1 vermittelten Uberexpression zeigte sich 4 Wochen postoperativ
eine signifikant verbesserte Oberflachenarchitektur (Cucchiarini et al., 2014). Neben der
Defektfullung ist die Defektoberflache ein wichtiger klinischer Parameter, der mit den

Symptomen der Patienten korreliert (McCarthy et al., 2018).

Zudem liel3 sich auch in der Gesamtpunktzahl des histologischen Bewertungssystems
nach Sellers et al. ein signifikant verbessertes Reparaturgewebe erkennen, wenn
Defekte nach der Mikrofrakturierung mit IGF-I/AlgPH155 therapiert wurde. Dies stimmt
mit dem 3-4 Wochen postoperativ erhobenem Ergebnis verschiedener Kleintierstudien
Uberein, in denen die IGF-I Uberexpression nicht viral (Madry et al., 2005; Orth et al.,
2011b) und viral (Madry et al., 2013; Cucchiarini et al., 2014) vermittelt wurde. Im
Grofdtiermodel zeigte sich ebenfalls eine verbesserte Gesamtpunktzahl des
histologischen Bewertungssystems 8 Monate nach Applikation von IGF-I gebunden an

Fibringerinnsel (Nixon et al., 1999).

Insgesamt kdnnten die Ergebnisse der histologischen Evaluierung darauf hindeuten,
dass durch die Uberexpression von IGF-I ein dem hyalinen Knorpel &hnlicheres
Reparaturgewebe entsteht. Diese Hypothese wird besonders durch die signifikant
verbesserte Defektflllung, Oberflachenarchitektur und Zellmorphologie unterstutzt.
Diese Parameter, sowie die signifikante Verbesserung der Gesamtparameter kénnten
auf eine vermehrte Belastbarkeit des Gewebes hindeuten. Das hatte zur Folge, dass
Spatschaden, wie Arthrose und die typische Klinik mit Schmerzen und Bewegungsein-

schrankung spater auftreten.

8.5 Evaluierung des angrenzenden Knorpels

Arthrose ist eine sozio6konomisch herausragende Krankheit (Angele et al., 2016; Madry
et al., 2016b), die auch sekundar durch unbehandelte Knorpeldefekte entstehen kann
(Sanders et al., 2017). Ein Jahr postoperativ lie3en sich sowohl im medialen als auch im
lateral an den Defekt angrenzende Knorpel in beiden Behandlungsgruppen Zeichen von
perifokaler Arthrose nachweisen. Von besonderer Bedeutung ist, dass die Gesamtpunki-
zahl des Arthrosebewertungssystems signifikant weniger Zeichen von Arthrose bei
Defekten, die mit IGF-I/AIgPH155 behandelt wurden, zeigte. Rogachefsky et al.
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beobachteten, dass durch eine intraartikulare IGF-I-Injektion weniger Zeichen von
Arthrose auftreten und sich IGF-I somit protektiv auf von Arthrose betroffene Knorpel-
areale auswirkt (Rogachefsky et al., 1993). Auch in vivo konnten die positiven Effekte
von genbasierter IGF-1 Uberexpression auf von Arthrose betroffenen Chondrozyten
nachgewiesen werden (Weimer et al., 2012). Es zeigte sich ein geringerer Verlust von
Matrixproteinen durch die Hemmung von Interleukin 1B und Tumornekrosefaktor-a
vermittelt durch IGF-1 (Tyler, 1989; Shi et al., 2013). Die Ergebnisse konnten darauf
hindeuten, dass Spatschaden, wie zum Beispiel sekundare Arthrose, zu einem spateren
Zeitpunkt auftreten. Grole klinische Studien haben eine Korrelation zwischen Knorpel-
defekten und der Entstehung von Arthrose identifiziert (Everhart et al. 2019a).
Vollschichtige Knorpeldefekte erhéhen zudem signifikant das Risiko, im weiteren Verlauf

eine Endoprothese zu benétigen (Everhart et al. 2019b).

8.6 Limitationen und Starken der Studie

In der Studie wurden 8 ausgewachsene weibliche Minischweine operiert und in die
Trochleas der beiden Hinterlaufe jeweils ein vollschichtiger Knorpeldefekt gesetzt. Eine
Starke dieses Modells ist, dass sowohl die Dicke des Gelenkknorpels, als auch der
Gelenkaufbau des Minischweins dem menschlichen Gelenk ahneln. Im Gegensatz dazu
wurde aber nur eine Dosis IGF-I/AIgPH155 appliziert. Zudem gab es keine
Kontrollgruppe in der nur rAAV-hIGF-I oder Alginat appliziert wurde. Durch den
bilateralen Zugang waren keine Kontrollen des Reparaturgewebes zu verschiedenen
Zeitpunkten moglich. Um vermehrte Kontrollen zu erméglichen und gleichzeitig eine
robuste statistische Analyse zu gewahrleisten, misste die Anzahl der Minischweine
deutlich erhéht werden (Orth et al., 2013a). Zudem gilt es zu beachten, dass Patienten
nach einer Operation immer mehrere Wochen postoperativ das Gelenk entlasten,
wohingegen die Minischweine die Hinterlaufen relativ zligig wieder voll belasten und eine
mit der klinischen Situation vergleichbare Entlastung aus Griinden des Tierschutzes
nicht praktikabel ist. Um keine Schaden an den osteochondralen Einheiten ex vivo zu
verursachen konnten aufgrund der Erhebung der subchondralen Knochenplatte, keine
biomechanischen Prifungen durchgefihrt werden. Die porcine subchondrale
Knochenplatte ist im Durchschnitt 0,43 mm dick, somit vergleichbar mit der im
Durchschnitt 0,54 mm dicken humanen subchondralen Knochenplatte (Olah et al.,
2019). Die Trochlea wurde gewahlt, da sie, im Vergleich zur Kondyle flacher ist, wodurch

eine einheitliche Defektbeurteilung besser mdglich ist (Orth et al., 2013b).

Die Anzahl der acht Tiere wurde aufgrund von Power-Analyse und Erfahrungen aus
friheren Studien gewahlt, wonach schon 6 Tiere ausreichend sind, um geringe

Differenzen von 4 Punkten im histologischen Bewertungssystem nach Sellers et al. mit
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einer Standardabweichung von 3 Punkten zu zeigen. Das Bewertungssystem nach
Sellers et al. reicht von 0 Punkten (vollstdndige Gelenkknorpelregeneration) bis 31
Punkte (keine Reparatur), weshalb eine Differenz von 4 Punkten als robust betrachtet
wurde, da geringe Punktdifferenzen sich nicht in der Klinik des Patienten zeigen (Orth et
al., 2013a; Cucchiarini et al., 2014). Durch die hohe Power kénnen auch schon geringe

Unterschiede in den verschiedenen Bewertungssystemen detektiert werden.

Eine Starke dieser Studie ist, dass sie durch die Probeentnahme ein Jahr postoperativ
Auskunft Uber Langzeiteffekte gibt. Von Vorteil ist, dass so die Spateffekte von IGF-I auf
die Chondrogenese und Knorpelreparatur evaluiert werden konnten, wodurch ver-
schieden Studien zu in vitro- und in vivo-Friuheffekten von IGF-1 ergénzt werden kdnnen
(Madry et al., 2005; Tuncel et al., 2005; Weimer et al., 2012; Madry et al., 2013,
Cucchiarini et al. 2014; Frisch et al., 2016). Des Weiteren konnte durch die Studie Ruick-
schlusse auf die unerwinschten Nebenwirkungen durch rAAV-IGF-1 Uber ein Jahr
gezogen werden. Die Friheffekte sowie die Konzentration von IGF-I in der Synovial-
flissigkeit konnten jedoch durch diesen Studienaufbau nicht evaluiert beurteilt werden.
AuRerdem wurden verschiedene robuste Bewertungssysteme zur Evaluation der
Knorpeldefekte verwendet. Die makroskopische Evaluierung erfolgte mittels
Bewertungssystems nach Goebel et al. (Goebel et al., 2016) und aus Oswestry (Smith
et al., 2005). Die MRT Bilder wurden mittels MOCART-3D Bewertungssystem beurteilt
(Goebel et al., 2014), die subchondrale Knochenplatte und die subartikulare Spongiosa
wurden mittels etablierter Mikro-CT-Auswertung (Orth et al., 2012; Olah et al., 2018),
evaluiert. Die histologische Auswertung erfolgte nach dem inversen Bewertungssystems
nach Sellers et al. (Sellers et al., 1997). Die Beurteilung der Arthrosezeichen wurden
durch ein Arthrosebewertungssystem gewahrleistet (Little et al., 2010). Diese
Bewertungssysteme machen die genaue Beurteilung des Reparaturgewebes und des
angrenzenden Knorpels mdglich. Aufgrund ihrer hohen Objektivitdt kénnen auch
Tendenzen als relevant betrachtet werden. Zudem wird die Aussagenkraft durch den oft

erfolgten Vergleich von zwei individuellen Bewertungssystemen verstarkt.

8.7 Ausblick

Zusammenfassend zeigen diese Daten positive therapeutische Effekte von rAAV-IGF-I
auf die Chondrogenese und den perifokalen Knorpel nach einem Jahr auf. Dabei waren
individuelle Parameter sowie die Gesamtpunktzahl der Knorpelreparatur signifikant
verbessert. Ebenso waren signifikant weniger Zeichen von perifokaler Arthrose zu

erkennen, woraus sich protektive Effekte auf den angrenzenden Knorpel ableiten lassen.
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Diskussion

Kinftig konnte IGF-I/AlgPH155 nach einer arthroskopischen Mikrofrakturierung in der
gleichen Sitzung appliziert werden. Dadurch kénnte, ahnlich wie bei den Minischweinen
in der vorliegenden Arbeit, die Chondrogenese der in den Defekt eingewanderten
mesenchymalen Stammzellen verbessert werden. Das wiederrum konnte zu einer
strukturellen und auch funktionellen Verbesserung der Qualitat des Reparaturgewebes
fuhren. Bei einer mdglichen klinischen Anwendung kénnte auch eine Kombination aus
verschiedenen Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel FGF-2 und TGF-B1, einen
zusatzlichen positiven Effekt auf die Chondrogenese und die Struktur des Reparatur-
gewebes haben. Die prazise Steuerung der genbasierten Applikation dieser
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel durch gewebespezifische Promotoren oder anti-
hypertrophe Faktoren, ist ebenfalls ein interessanter zukunftiger Ansatz. Die lang-
fristigen Effekte der lokalen Behandlung mit rAAV auf andere Gelenkstrukturen und
Organsysteme sollten systematisch, sowohl in vitro als auch in vivo, auf ihre Sicherheit
evaluiert werden. Die hier gezeigten positiven Langzeiteffekte sind wiinschenswert, da
bei Patienten nach einer Mikrofrakturierung oft mit einer langfristigen Degenerationen zu
rechnen ist (Kreuz et al., 2006; Orth et al., 2019). Der Zeitpunkt eines endoprothetischen

Gelenkersatzes kdnnte so verzogert werden (Minas et al., 2009).
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