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Zusammenfassung  

Hintergrund: Markraumeröffnende Verfahren wie die arthroskopische Mikrofrakturierung mit-

tels Ahlen sind klinisch etablierte Techniken zur Behandlung symptomatischer, kleinflächiger 

Knorpeldefekte. Interessanterweise ist die Frage nach der Auswirkung des Ahlendurchmes-

sers auf die Knorpelreparatur weiterhin ungeklärt. 

Hypothese: Die Anwendung kleiner Ahlendurchmesser verbessert im Vergleich zu großen 

Ahlendurchmessern die Reparatur von vollschichtigen Knorpeldefekten im translationalen 

Großtiermodell. 

Methoden: In der Hauptbelastungszone medialer Femurkondylen von 16 adulten, weiblichen 

Merinoschafen wurden 24 standardisierte, vollschichtige, rechteckige Knorpeldefekte (4 x 8 

mm) erzeugt. Alle Defekte wurden zunächst durch ein Débridement zur kompletten Entfernung 

der kalzifizierten Knorpelschicht behandelt. Insgesamt 16 Defekte wurden zusätzlich einer 

standardisierten Mikrofrakturierung (sechs Mikrofrakturlöcher pro Defekt; Tiefe 5,0 mm) mit 

Ahlen zwei verschiedener Durchmesser unterzogen. In Gruppe 1 (n = 8 Defekte) wurde eine 

Mikrofrakturierungsahle von 1,0 mm Durchmesser, in Gruppe 2 (n = 8 Defekte) eine Ahle von 

1,2 mm Durchmesser verwendet. Gruppe 3 stellte die Kontrollgruppe mit ausschließlich débri-

dierten Defekten (n = 8) dar. Nach sechs Monaten postoperativ unter Vollbelastung wurde die 

Knorpelreparatur anhand etablierter Bewertungssysteme makroskopisch, histologisch, im-

munhistochemisch (Typ-I- und Typ-II-Kollagen) und biochemisch (DNS- und Proteoglykange-

halt) analysiert. Die Mikrostruktur des subchondralen Knochens sowie die Bildung subchond-

raler Knochenzysten und intraläsionaler Osteophyten wurde durch hochauflösende Mikrofo-

kus-Computertomographie (Mikro-CT) bestimmt. Ebenfalls erfolgte die Evaluation von dege-

nerativen Veränderungen der an den Defekt angrenzenden perifokalen osteochondralen Ein-

heit (makroskopisch, histologisch, biochemisch, Mikro-CT). 

Ergebnisse: Beide Mikrofrakturgruppen wiesen gegenüber der Kontrollgruppe eine histolo-

gisch signifikant bessere Knorpelreparatur auf. Unterschiedliche Ahlendurchmesser hatten 

keinen Effekt auf makroskopische Knorpelreparatur, DNS- und Proteoglykangehalt, den Ge-

halt an Typ-I- und Typ-II-Kollagen sowie perifokale Degeneration. Die Verwendung des kleinen 

Ahlendurchmessers (1,0 mm) resultierte in einer signifikanten Verbesserung der semiquanti-

tativ analysierten histologischen Gesamtqualität des Reparaturknorpels (7,0 ± 0,7 vs. 9,0 ± 

0,7; P = 0,008) und seiner Oberflächenbeschaffenheit (1,0 ± 0,3 vs. 2,1 ± 0,2; P = 0,01) im 
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Gegensatz zu Ahlen größeren Durchmessers (1,2 mm). Innerhalb der subartikulären Spon-

giosa führte ein kleiner Ahlendurchmesser zu einer Verringerung des relativen Knochenvolu-

mens (BV/TV; 23,8% ± 3,4% vs. 30,6% ± 2,5%; P = 0,01). Subchondrale Knochenzysten (P = 

0,128) und intraläsionale Osteophyten (P = 0,269) fanden sich häufiger nach Mikrofrakturie-

rung als nach Débridement. 

Schlussfolgerung: Kleine Ahlendurchmesser verbessern signifikant die histologische Ge-

samtqualität des knorpeligen Reparaturgewebes im Vergleich zu Ahlen größeren Durchmes-

sers in der Behandlung von vollschichtigen Knorpeldefekten nach sechs Monaten im transla-

tionalen Großtiermodell. 
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Abstract  

Background: Microfracture is the most applied arthroscopic marrow stimulation procedure to 

treat symptomatic, small chondral defects. Interestingly, the effect of the microfracture awl di-

ameter on articular cartilage repair remains unknown. 

Hypothesis: Articular cartilage repair is improved when the subchondral bone is perforated by 

small-diameter microfracture awls compared with larger awls.12 

Methods: Standardized rectangular (4 x 8 mm) full-thickness chondral defects (n = 24) were 

created in the weightbearing area of the medial femoral condyle in 16 adult sheep and debrided 

down to the subchondral bone plate.12 Three treatment groups (n = 8 defects each) were 

tested: six microfracture perforations using small-diameter awls (1,0 mm; group 1), large-di-

ameter awls (1,2 mm; group 2), or without perforations (debridement control; group 3).12 Oste-

ochondral repair was assessed at six months in vivo using etablished histological, macro-

scopic, immunohistochemical (type-I and -II collagen), biochemical (DNA and proteoglycan 

content), and micro-computed tomography (Micro-CT) analyses.12 Subchondral bone cysts, 

intralesional osteophytes and perifocal degenerative changes in the adjacent cartilage were 

also evaluated. 

Results: Compared with control defects, histological cartilage repair was always improved 

following both microfracture techniques.12 Different awl diameters did not result in significant 

differences in macroscopic cartilage repair, DNA and proteoglycan content, type-I and -II col-

lagen content and perifocal degenerative changes. Application of 1,0-mm microfracture awls 

led to a significantly improved histological overall repair tissue quality (7,0 ± 0,7 vs. 9,0 ± 

0,7; P = 0,008) and surface grading (1,0 ± 0,3 vs. 2,1 ± 0,2; P = 0,01) compared with larger 

awls. Within the subarticular spongiosa, small-diameter awls led to a reduction of the relative 

bone volume (bone volume/tissue volume ratio: 23,8% ± 3,4% vs 30,6% ± 2,5%; P = 0,01).12 

Subchondral bone cysts (P = 0,128) and intralesional osteophytes (P = 0,269) were found 

more frequently after microfracture treatment than after debridement.12 

Conclusion: Small-diameter microfracture awls improve articular cartilage repair after six 

months in a translational sheep model more effectively than larger awls.12 
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Abkürzungsverzeichnis 

3D dreidimensional 
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et al. et alii/ et aliae 
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mg Mikrogramm 

Min. Minute 
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mm Millimeter 

µl Mikroliter 

ml Milliliter 
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MRT Magnetresonanztomographie 

n Anzahl 
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NIH National Institutes of Health 

PBE phospate-buffered EDTA 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 

pg Pikogramm 

ROI Region von Interesse (region of interest) 

SKA angrenzende subchondrale Knochenlamelle 

SKD Knochenlamelle der Defektzone 

SMI structure model index 

SSA angrenzende subartikuläre Spongiosa 

SSD perforierte subartikuläre Spongiosa 

Tb.N Trabekelanzahl (trabecular number) 

Tb.Pf trabekulärer Knochen-Anordnungsfaktor (trabecular pattern factor) 

Tb.Sp Trabekelabstand (trabecular separation) 

Tb.Th Trabekeldicke (trabecular thickness) 
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W Watt 

z.B. zum Beispiel 
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1. Einleitung 

1.1. Problematik und Überblick  

Hyaliner Knorpel ist für eine physiologische Gelenkfunktion unerlässlich1,2 und besitzt nach 

Schädigung nur eine eingeschränkte Heilungsfähigkeit.3,4,5 Gelenkknorpeldefekte entstehen 

infolge eines Traumas, einer primären Arthrose oder als Folge einer Erkrankung des sub-

chondralen Knochens, wie zum Beispiel der Osteochondrosis dissecans oder der Osteonek-

rose.1,6,7 Unbehandelt können diese Erkrankungen in eine sekundäre Arthrose münden.6,8,9 In 

einer prospektiven Studie von Hjelle et al.9 wurden in 1000 Kniegelenksarthroskopien 606 

Knorpelschäden gefunden. Dies belegt die hohe Inzidenz von Erkrankungen des Gelenkknor-

pels. Arthrose ist weltweit die häufigste Gelenkerkrankung10 und ungefähr eine Millionen Men-

schen sind jedes Jahr allein in den USA von Gelenkknorpeldefekten betroffen.11,12 Bei Athleten 

treten sie im Vergleich zur Normalbevölkerung häufiger auf und führen zwölf Mal häufiger zu 

Arthrose.13 Posttraumatische Läsionen sind häufig mit körperlichen Einschränkungen wie Ge-

lenkschmerzen, -blockierungen und Bewegungseinschränkung assoziiert.4 Ein ideales Thera-

pieverfahren, welches ein dem hyalinen Knorpel identisches Regenerationsgewebe schafft 

und der biomechanischen Belastung auf Dauer standhalten kann, existiert jedoch bis heute 

nicht.14 Die meisten Therapieoptionen resultieren in einem faserknorpeligen Reparaturge-

webe, welches im Lauf der Zeit degeneriert.6  

 

Die Mikrofrakturbehandlung gehört zu den markraumeröffnenden Verfahren6 und ist eine etab-

lierte rekonstruktiv-chirurgische Technik1 zur Behandlung kleinflächiger und vollschichtiger 

Knorpeldefekte im Kniegelenk.15,16 Hierbei wird der subchondrale Knochen mit einer Mikrofrak-

turahle17 penetriert, bis Blutungen aus dem Knochenmarkraum austreten.6 Im Defektareal ent-

steht ein Blutgerinnsel17 und einwandernde pluripotente mesenchymale Stammzellen aus dem 

Knochenmark bilden ein faserknorpeliges Reparaturgewebe, das reich an Typ-I-Kollagen6 ist. 

Kurz- und mittelfristigen Nachbeobachtungsstudien an Patienten5,18,19,20,21 belegen eine signi-

fikante Verbesserung der Kniegelenksfunktion 1,5 bis zwei Jahre postoperativ nach Durchfüh-

rung einer Mikrofrakturbehandlung im Kniegelenk.11,19,20,22,23,24,25,26 In einer Langzeitstudie von 

Gobbi et al.23 stellten sich junges Patientenalter und eine kleine Defektgröße (< 2-3 cm2)1,16,24 

als günstige klinische Prognosefaktoren heraus.  

 

Die Frage nach der Auswirkung des Ahlendurchmessers auf die Knorpelreparatur ist bis heute 

ungeklärt. Allerdings ist bekannt, dass die Verwendung größerer Mikrofrakturierungs-Ahlen im 
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Kaninchenmodell zu einer erhöhten Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Kno-

chenmark führt.27 Eine Studie im präklinischen Schafmodell belegte jedoch eine signifikant 

verbesserte Knorpelreparatur und subchondrale Mikroarchitektur von vollschichtigen Knorpel-

defekten in der Femurtrochlea nach Anwendung kleinerer Bohrlochdurchmesser.28 Um die 

Rolle des Ahlendurchmessers auf die Knorpelreparatur weiter zu klären, war der Vergleich von 

zwei unterschiedlichen Ahlengrößen in Femurkondylen adulter Merinoschafe Gegenstand der 

vorliegenden Studie.12 Grundlage war die Hypothese, dass in der Behandlung kleinflächiger 

Knorpeldefekte die Anwendung kleinerer Ahlendurchmesser (1,0 mm) zu einer verbesserten 

Knorpelreparatur im Gegensatz zur Verwendung größerer Ahlendurchmesser (1,2 mm) führt. 

Darüber hinaus wurden die Auswirkungen der Mikrofrakturbehandlung im Vergleich zu alleini-

gem Defektdébridement analysiert.12 Um einen möglichen Effekt der Behandlung auf die Ent-

stehung einer beginnenden perifokalen Arthrose festzustellen, wurde die direkt an den Defekt 

angrenzende osteochondrale Einheit untersucht. 

1.2. Biologische Grundlagen des hyalinen Gelenkknorpels 

Der hyaline Gelenkknorpel entwickelt sich aus mesenchymalem Bindegewebe.29,30 Der adulte 

Gelenkknorpel ist ein bradytrophes, gefäß-, nerven- und lymphgefäßfreies Gewebe.29,30 Im 

Gegensatz zum hyalinen Knorpel des Nasenseptums und Knorpelspangen der Atemwege be-

sitzt der Gelenkknorpel kein Perichondrium, welches für die Ernährung und Regeneration zu-

ständig ist.30 Gelenkknorpel muss daher über die Gelenkflüssigkeit (Synoviaflüssigkeit) ernährt 

werden und kann nicht spontan regenerieren.29 

 

Chondroblasten und Chondrozyten sind die spezifischen Zellen des Knorpelgewebes und er-

halten ihre Nährstoffe über Diffusion mit der Synoviaflüssigkeit29,30 und durch Gefäße des sub-

chondralen Knochens.31,32 Im erwachsenen Gelenkknorpel stellen Knorpelzellen weniger als 

10% des Totalvolumens.29 Chondroblasten produzieren die sie umgebende extrazelluläre Mat-

rix, wohingegen Chondrozyten für deren Umbau und Erhalt verantwortlich sind.30  

 

Die extrazelluläre Matrix des Gelenkknorpels besteht zu 60-80% aus Wasser.29,30 Die restli-

chen Hauptbestandteile werden durch Kollagenfasern des Typ-II (45%), Hyaluron und dem 

mit ihm verbundenen Proteoglykan Aggrecan (35%) und Glykosaminoglykanen (20%) ge-

stellt.29,30 Zusätzlich sind in der extrazellulären Matrix Kollagenfasern der Typen V, VI, IX30, 

X30, XI30, XIV und weitere Proteoglykane, wie Decorin und Fibromodulin, zu finden. Diese die-
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nen der Stabilisierung und Organisation des Kollagen-II Fasernetzwerkes.2,33,34,35 Typ-I-Kol-

lagen stellt einen Indikator für fibrocartilaginär Reparaturknorpel dar.36 Aufgrund der arkaden-

förmigen Anordnung von Kollagenfibrillen und dem hohen Wasseranteil in der extrazelluären 

Matrix30 ergeben sich die besonderen Funktionen des Gelenkknorpels. Dazu zählen die gleich-

mäßige Verteilung der Scherkräfte über die Gelenkfläche und auf den subchondralen Kno-

chen, die Stoßdämpfung sowie die Druckelastizität.29,30 

1.3. Gelenkknorpelaufbau 

Morphologisch wird der Gelenkknorpel in vier Zonen eingeteilt (Abbildung 1).29 Die extrazellu-

läre Matrix der einzelnen Zonen unterscheidet sich in der Wasser-, Proteoglykan- und Kolla-

genkonzentration. Die Chondrozyten variieren sowohl in ihrer Morphologie und Ausrichtung 

zur Oberfläche, als auch in ihrer metabolischen Aktivität.2 

 

 

Abbildung 1: Klassifikation von Knorpeldefekten und Einteilung der Knorpelzonen. Histologischer Schnitt eines 
Safranin-O/Echtgrün gefärbten Präparates der medialen Femurkondyle eines Merinoschafes (20-fache Vergrö-
ßerung). Die Übergangs- und Radiärzone sind auf diesem Schnitt makroskopisch nicht voneinander abgrenzbar. 
Die Knorpelmatrix ist in Rot und der subchondrale Knochen in Grün dargestellt. 

 

Die oberflächliche Tangentialzone (Zone I) ist die dünnste Schicht des Gelenkknorpels (10-

20%), bildet die Gelenkoberfläche und zeichnet sich durch den horizontalen Verlauf der Kol-

lagenfibrillen aus.29 Apikal wird sie durch die Lamina splendens begrenzt,2,37 welche als selek-

tive Begrenzung bezüglich der trophischen Versorgung der Chondrozyten dient und zellfrei 

ist.38,39 Die Chondrozyten liegen hier als flache, spindelförmige Zellen vor,30,40,41,42 deren lange 

Achse parallel zur Oberfläche ausgerichtet ist.2 Die Konzentration an Kollagenfibrillen und 
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Wasser ist hoch, die Konzentration an Proteoglykanen hingegen im Vergleich zu den anderen 

Zonen am niedrigsten.2,29,30,42 Aufgrund der parallelen Ausrichtung der Kollagenfibrillen zeich-

net sich die oberflächliche Zone durch Widerstandsfähigkeit und Festigkeit aus und kann 

Scherkräften während der Gelenkbewegung standhalten.2,43  

 

Die Übergangszone (Zone II) stellt die Verbindung zur unmineralisierten Radiärzone des Ge-

lenkknorpels dar.29 Die Chondrozyten liegen hier als ellipsenförmige Zellen vor,2 die einzeln 

oder in Paaren angeordnet sind30,41 und eine höhere Konzentration an synthetisch aktiven Zel-

lorganellen aufweisen.2 Die Konzentration an Proteoglykanen ist dadurch höher als in der ers-

ten Zone.29,42 Der Anteil von Wasser und Kollagenfibrillen an der extrazellulären Matrix ist hin-

gegen vermindert.2 Der Durchmesser der Fibrillen ist dicker2 und sie kreuzen sich in ihrem 

Verlauf.30,42  

 

Die Radiärzone (Zone III) ist die breiteste Schicht des hyalinen Gelenkknorpels.44,45 Die 

Chondrozyten bilden hier längliche, isogene Zellgruppen30 von fünf bis acht Zellen41 und ver-

laufen wie die Kollagenfibrillen senkrecht zur Oberfläche.2,29,30,41 Diese Zone enthält die ge-

ringste Konzentration an Wasser und den höchsten Gehalt an Proteoglykanen.2,29 Die Kol-

lagenfibrillen weisen hier den größten Durchmesser auf, ziehen bis in die Grenzlinie (tidemark) 

hinein2 und sorgen für eine stabile Verbindung zwischen Radiär- und Mineralisationszone (kal-

zifizierter Knorpel).46 Die tidemark trennt die unmineralisierte Radiärzone von der Mineralisati-

onszone. Sie besteht aus einem hohen Anteil an Calcium, ist ca. 2-5 µm breit,30 als basophile 

Linie44 erkenntlich und ihre Funktion ist noch nicht gänzlich geklärt.30,44  

 

In der Mineralisationszone (Zone IV) sind die Kollagenfibrillen verankert.45 Die Chondrozyten 

erscheinen hypertroph,29 besitzen weniger Organellen und haben die geringste metabolische 

Aktivität.2 Die umgebende Matrix enthält Calciumphosphatkristalle.44 Die Zementlinie (cement 

line) trennt die subchondrale Knochenlamelle von der kalzifizierten Zone des Gelenkknor-

pels.46 Sie stellt eine Verzahnung zwischen Mineralisationszone und dem subchondralen Kno-

chen sicher.45 Kollagenfibrillen durchdringen nicht die Zementlinie,45 kleine Kapillaren und Ner-

ven ragen jedoch aus dem subchondralen Knochen in die kalzifizierte Knorpelschicht hin-

ein.4,32,45 
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1.4. Die osteochondrale Einheit 

Der hyaline Gelenkknorpel bildet mit dem subchondralen Knochen die osteochondrale Einheit 

(Abbildung 2).45,47,48 Der subchondrale Knochen besteht aus der subchondralen Knochenlam-

elle und der darunter liegenden subartikulären Spongiosa.46 Die subchondrale Knochenlam-

elle wird durch die Zementlinie von der kalzifizierten Knorpelschicht getrennt.46 Kortikale La-

mellen, bestehend aus Typ-I-Kollagen, bauen die dünne, aber dichte subchondrale Knochen-

lamelle auf.46,47 Die subartikuläre Spongiosa in der Tiefe besteht aus überwiegend senkrecht 

zur Oberfläche verlaufenden Trabekeln.46,47 Ein sägezahnartiger Verlauf charakterisiert den 

Übergang von Knorpel zu subchondralem Knochen.49 Dies ist von größter Bedeutung für die 

Übertragung und Verteilung von Druck-, Zug- und Scherkräften auf den subchondralen Kno-

chen.46,49,50,51 Dabei übernimmt der subchondrale Knochen 30% der Last und 1-3% werden 

durch den Gelenkknorpel übernommen.49 Den restlichen Anteil übernehmen Knochen und 

Muskulatur.49,52 Die subchondrale Knochenlamelle hat eine unterstützende Funktion für den 

Gelenkknorpel, besitzt jedoch die niedrigste Elastizität in der osteochondralen Einheit.45,49,53  

 

Um Knorpelreparatur-Therapien sinnvoll zu planen, bedarf es einer gemeinsamen Betrach-

tung der morphologischen und funktionellen Bestandteile der osteochondralen Einheit.45 Nur 

so kann die Physiologie und Pathophysiologie hinter Gelenkerkrankungen besser verstanden 

werden.45 Durch Ausbildung von Osteophyten und Zysten, Verdickung und Migration der sub-

chondralen Knochenlamelle nach Mikrofrakturbehandlung, kann es durch Abnahme der rela-

tiven Knorpeldicke zu einem Versagen des Knorpelreparaturgewebes kommen.45,46,54 Durch 

die enge Verzahnung der osteochondralen Einheit ist die Sklerosierung des subchondralen 

Knochens eine maßgebliche Ursache für die Ausbildung von Arthrose.49,53,55  

 

Innerhalb eines, aber auch zwischen verschiedenen Gelenken variiert die Dicke der subchond-

ralen Knochenlamelle sowie des Gelenkknorpels aufgrund von unterschiedlichen Belastungs-

verhältnissen.45,46,56 In konvexen Gelenkanteilen (z.B. Femurkondylen) ist die subchondrale 

Knochenlamelle dünner als in konkaven Anteilen (z.B. Tibiaplateau), wo eine höhere lokale 

Druckbeanspruchung vorliegt.56 Zudem ist die subchondrale Knochenlamelle in zentralen und 

medialen Gelenkkompartimenten dicker und dichter als in peripheren und lateralen Area-

len.31,46,56,57,58 Entsprechend der oben beschriebenen Belastungsverhältnisse sind unter-

schiedliche Regionen definierbar, die das Eindringen von Gefäßen aus dem subchondralen 

Knochen in die knorpelige Mineralisationszone ermöglichen.31,45,46,49,59 Verzweigte, kanalartige 

Gefäßverläufe treten an zentralen, stark belasteten Gelenkpartien auf. In peripheren Gelenk-
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partien mit dünner subchondraler Mineralisierungszone sind lochartige, ampullenähnlichen Lü-

ckenbildungen zu finden.31,59,60 Die Gefäße dienen der nutritiven Versorgung der subchondra-

len Knochenlamelle und der tiefen Anteile des Gelenkknorpels.31 Nach Imhof et al.49 stammen 

mindestens 50% der benötigten Menge an Glucose, Sauerstoff und Wasser aus den Gefäßen 

der Subchondralregion. 

 

 

Abbildung 2: Schematische Zeichnung der osteochondralen Einheit. Bildquelle: Madry, H. et al., 2010. 

1.5. Einteilung von Knorpeldefekten 

Knorpeldefekte werden in chondrale und osteochondrale Defekte unterschieden (Abbildung 

1).6,48 Sie können durch Trauma, Osteochondrosis dissecans oder andere lokale und systemi-

sche Erkrankungen entstehen6 und in eine sekundäre Arthrose übergehen.61 Ein chondraler 

Defekt ist in seiner Ausdehnungstiefe auf den Gelenkknorpel beschränkt.6 Man unterscheidet 
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teil- und vollschichtige Defekte, je nachdem ob die Läsion nur oberflächlich lokalisiert ist oder 

bis in den kalzifizierten Knorpel reicht (Abbildung 1).6,48,62  

 

Diese Einteilung hat klinische Relevanz und ist in den athroskopischen Klassifikationen nach 

Noyes und Stabler63 sowie der International Cartilage Regeneration & Joint Preservation 

Society (ICRS)64 wiederzufinden. Diese Klassifikationen unterscheiden sich im Vergleich zu 

jener von Outerbridge65 durch eine detailliertere Beschreibung der Defekttiefe.  

 

Chondrale Defekte haben keinen Kontakt zum Knochenmark und sind auf mesenchymale Zel-

len der Synovialmembran (Synoviozyten) angewiesen, die einwandern und den Defekt füllen.62 

Nach Hunziker et al.4 tragen randständige Chondrozyten und Fettgewebsstammzellen aus 

dem Hoffa-Fettgewebskörper teilweise auch zur Defektfüllung bei. In osteochondralen Defek-

ten ist auch der subchondrale Knochen verletzt.1,6,46,63,66 Durch die daraus resultierende Ver-

bindung zum Knochenmark bildet sich ein Blutgerinnsel im Defekt4,67,68 und die Knorpelrepa-

ratur wird initiiert.69 Pluripotente, undifferenzierte mesenchymale Zellen wandern durch die er-

öffneten Blutgefäße in den Defekt ein69 und produzieren Proteoglykane und Kollagene.6,70 

Nach ein bis zwei Monaten liegt ein faserknorpeliges Reparaturgewebe vor, das reich an Typ-

I-Kollagen und arm an Typ-II-Kollagen ist.6 Durch eine Verzahnung des Reparaturgewebes 

mit dem angrenzenden Knorpelgewebe wird eine Vergrößerung des Defektareals verhin-

dert.6,67 Eine Knorpelregeneration, welche die Wiederherstellung eines von normalem hyali-

nem Gelenkknorpel nicht zu unterscheidenden Gewebes charakterisiert (restitutio ad in-

tegrum), ist sowohl in chondralen, als auch in osteochondralen Defekten nicht zu erreichen.6,48 

In beiden Fällen kann lediglich ein Knorpelreparaturgewebe entstehen, welches in Form und 

Struktur dem hyalinen Gelenkknorpel ähnelt, aber nicht mit diesem identisch ist.6 

1.6. Operative Therapiestrategien bei fokalen Knorpeldefekten 

Die Indikation zur operativ-chirurgischen Intervention ist gegeben, wenn Schmerz nicht mehr 

durch konservative Maßnahmen zu kontrollieren ist.6 Man unterscheidet in der Knorpelersatz-

therapie gewebe- und zellbasierte Verfahren.6 Diese kommen abhängig von Patientenalter,6 

Defektgröße,16 -tiefe6,48 und -lokalisation16 zum Einsatz. Zu den gewebebasierten Verfahren 

zählen die Chondroplastik (Débridement71 von ablösegefährdeten Knorpelbereichen) und die 

autologen sowie allogenen osteochondralen Transplantate.72,73 Die zellbasierten Verfahren 

beinhalten die Mikrofrakturbehandlung,6,17 die Pridie-Bohrung6,74 und die subchondrale Abra-
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sionsarthroplastik.6,71 All diesen zellbasierten Verfahren gemein ist die Eröffnung des Markrau-

mes, was zur Immigration von pluripotenten mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochen-

mark in den Defekt und zur Ausbildung eines Reparaturgewebes führt.6 Die autologe Chond-

rozyten-Transplantation (ACT)75 stellt ein weiteres zellbasiertes Verfahren dar, welches ohne 

die Eröffnung des Markraumes auskommt.8 

1.7. Markraumeröffnende Verfahren 

Durch markraumeröffnende Verfahren soll der Knochenmarkraum eröffnet werden, sodass 

spontan in den Knorpeldefekt einwachsende mesenchymale Zellen das Reparaturgewebe bil-

den können.6 Indikationen zur Verfahrensanwendung stellen posttraumatisch6,15 oder degene-

rativ entstandene, umschriebene Knorpeldefekte (ab Schweregrad Noyes II b) beim jungen, 

aktiven Patienten (≤ 45 Jahre) dar.6 Die Fläche des Knorpeldefektes ist das entscheidende 

Kriterium für die Wahl der Markraumstimulation und ihrer Abgrenzung zur ACT, welche für 

großflächigere Defekte (> 2,5-3,0 cm2) verwendet wird. Die Mikrofrakturbehandlung ist insbe-

sondere indiziert bei einer Defektgröße < 2,0-2,5 cm2,15,76,77
 kurzer Symptomdauer (< 12 Mo-

nate),15 instabilen Knorpelanteilen,17 Knorpeldefekten in den Belastungszonen des Femoro-

tibial- oder Femoropatellargelenkes15,17 und degenerativen Veränderungen bei geraden Bein-

achsen.17 Beinachsenfehlstellung (> 5° femorotibial), generalisierte Arthrose, Tumoren, Infek-

tionen, systemische Gelenkerkrankungen, Gelenkinstabilität und mangelnde Patientencompli-

ance hinsichtlich der Nachbehandlung sind absolute Kontraindikationen für markraumeröff-

nende Verfahren.6,15,17 Eine relative Kontraindikation ist ein Patientenalter über 60 Jahre,6,15,17 

ein Körpermasseindex > 30 kg/m2 und begleitende Meniskusdefizienz von mehr als einem 

Drittel des Meniskusvolumens im betreffenden Kompartiment.15,76  

 

Zur Vorbereitung des jeweiligen markraumeröffnenden Verfahrens wird eine Glättung der 

Knorpeloberfläche, das sogenannte Débridement durchgeführt.6,15,17,28,78,79 Dabei werden in-

stabile Knorpelfragmente entfernt und der Defektrandwall stabilisiert.17,78 In Abgrenzung zur 

Abrasion darf die Eindringtiefe maximal die Knorpel-Knochen-Grenze erreichen78. Die sub-

chondrale Knochenlamelle sollte bei der Entfernung des kalzifizierten Knorpels unverletzt blei-

ben.17,78  

 

Sobald der Markraum eröffnet ist, steigt Blut auf und füllt den Defekt mit einem Gerinnsel (in 

der angelsächsichen Literatur auch als super clot17 bezeichnet).6,17 Dieser beinhaltet mesen-
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chymale Zellen, die sich zu Chondrozyten und Osteoblasten differenzieren und osteochond-

rales Reparaturgewebe bilden können.6,17,48 Nach Monaten überwiegt ein faserknorpeliges Re-

paraturgewebe, das reich an Typ-I-Kollagen und arm an Typ-II-Kollagen ist.6,37,48 Das Repara-

turgewebe degeneriert im Laufe der Belastung, da es nicht dieselben, optimalen biomechani-

schen Eigenschaften wie hyaliner Gelenkknorpel aufweist.6,79,80 Der Defekt weitet sich in den 

angrenzenden Knorpel aus,48 subchondraler Knochen kollabiert und wird resorbiert.6 

1.7.1. Subchondrale Anbohrung (Pridie-Bohrung) 

Die Technik der subchondralen Anbohrung wurde 1957 durch Ian Scott Smillie81 zur Behand-

lung der Osteochondrosis dissecans und 1959 durch Kenneth Hampden Pridie74 zur Behand-

lung von Gelenkknorpeldefekten beschrieben.6,82 Nach dem Débridement des Defektes wird 

durch Bohrlöcher mithilfe von Kirschner-Drähten oder eines motorisierten Bohrers der sub-

chondrale Knochen bis in die subartikuläre Spongiosa angebohrt.6,28 Die Bohrlöcher müssen 

senkrecht zur Gelenkoberfläche im Abstand von 3-4 mm platziert werden und dürfen nicht 

ineinander einbrechen.16 Eine Hitzenekrose durch den motorisierten Bohrer wurde bislang 

nicht beobachtet, möglicherweise aufgrund der Tatsache, dass markraumstimulierende Ver-

fahren zumeist arthroskopisch durchgeführt werden und damit die rotierenden Instrumente von 

Spülflüssigkeit umgeben sind.82,83 Wie bei allen markraumeröffnenden Verfahren wird durch 

die Perforationen des subchondralen Knochens das Einwandern von mesenchymalen Stamm-

zellen aus dem Knochenmark in die Bohrkanäle ermöglicht.69,82 Faserknorpeliges Reparatur-

gewebe füllt bei diesem Verfahren pilzförmig die Bohrkanäle aus.6 Eine konsequente posto-

perative Nachbehandlung in Form von sechs Wochen Entlastung und passiver Bewegung 

durch eine Motorschiene ist einzuhalten.6 

1.7.2. Abrasionsarthroplastik 

Das Prinzip der Abrasionsarthroplastik nach Lanny Johnson71 besteht in der Abtragung des 

geschädigten Gelenkknorpels und des darunter liegenden sklerosierten subchondralen Kno-

chens bis Blutungen aus den subchondralen Sinusoiden sichtbar werden.6 Mit einer motori-

sierten Kugelfräse werden lose Knorpelstücke beseitigt und der sklerosierte subchondrale 

Knochen wird bis zu einer maximalen Eindringtiefe von 1-2 mm abgetragen.71 Eine zu starke 

Ausdünnung des subchondralen Knochens soll dabei aus Stabilitätsgründen vermieden wer-

den.6,71 Mögliche Komplikationen sind ein Hämarthros und Frakturen.6 Postoperativ sollte das 

operierte Gelenk ebenfalls für sechs Wochen entlastet und passiv durch eine Motorschiene 

bewegt werden.6,79 
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1.7.3. Mikrofrakturbehandlung 

Die Mikrofrakturbehandlung wurde 1983 durch Richard Steadman eingeführt.12,17,84 Sie dient 

als primäre Therapieoption für vollschichtige Knorpeldefekte mit einer Defektgröße von bis zu 

3 cm2.15,16 Auch die Mikrofrakturbehandlung wird unter arthroskopischer Sicht durchgeführt.6 

Zunächst werden die Zugangswege zum Kniegelenk geschaffen und es folgt eine ausführliche 

Inspektion.15,17,84 Etwaige intraartikuläre Behandlungsmaßnahmen sollten vor der Mikrofraktur-

behandlung durchgeführt werden.15,17,84  

 

Um einen gesunden und stabilen Knorpelwall um den Defekt zu erzeugen, werden lose Knor-

pelstücke entfernt und der kalzifizierte Defektgrund wird mit einer Kürette von kalzifizierten 

Knorpelresten befreit.6,15,17,77 Dieses Débridement dient zur Vorbereitung des Knorpeldefektes 

vor Markraumstimulation und muss sorgfältig durchgeführt werden, um eine zu starke Aus-

dünnung des subchondralen Knochens und somit per definitionem eine Abrasionsarthroplastik 

zu vermeiden. 15,17 Mit einer arthroskopischen Ahle wird die subchondrale Knochenlamelle 

senkrecht zur Oberfläche penetriert.6,17,77 Die Mikrofrakturlöcher sollen in einem Mindestab-

stand von 3-4 mm eingebracht werden, um ein Ineinanderbrechen dieser und ausgedehnte 

subchondrale Frakturen zu vermeiden.6,15,17,85 Die optimale Eindringtiefe von ca. 4 mm ist er-

reicht, sobald Fettaugen und Blutfäden aus dem Knochenmark austreten.6,17,85 Die Mikrofrak-

turbehandlung bewirkt eine raue Oberfläche der subchondralen Knochenlamelle, die eine op-

timale Anheftungsstelle für das Blutgerinnsel aus dem Knochenmark darstellt.17 Da die Ahlen 

in verschiedenen Winkeln (z.B. 0°, 30°, 45°, 90°) erhältlich sind, wird die Anwendung unter 

arthroskopischer Sicht deutlich vereinfacht.17,15 So ist es Operateuren möglich, auch schwer 

zu erreichende Lokalisationen wie die retropatellare Gelenkfläche senkrecht zur Oberfläche 

zu bearbeiten.15,17,86  

 

Direkt im Anschluss an die Arthroskopie erhalten Patienten Kälteanwendungen zur Reduzie-

rung von Schwellung, Schmerz- und Reizzuständen.15,17 Bei Defekten in der Belastungszone 

der Femurkondylen soll eine Belastung mit Sohlenkontakt an Unterarmgehstützen für sechs 

Wochen eingehalten werden.6,17 Direkt postoperativ wird schmerzadaptiert das Knie in einer 

Motorschiene bewegt, die geführte passive Bewegungen durchführt. 6,17 Die Motorschiene 

sollte täglich je acht Stunden für sechs Wochen benutzt werden.6,17 Nach Robert B. Salter199 

unterstützt die kontinuierliche passive Bewegung im Kniegelenk die Knorpelernährung und die 

Differenzierung pluripotenter mesenchymaler Stammzellen. Eine Ausnahme stellen Defekte 

des Femoropatellargelenkes dar. In diesen Fällen darf eine Belastung direkt postoperativ nur 

in Extension durchgeführt werden.87 Nach Steadman et al.17 sind Komplikationen wie 
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Schmerz, Krepitationen, Gelenkblockaden und Ergussbildung im postoperativen Verlauf sel-

ten. 

1.8. Experimentelle und klinische Ergebnisse nach Mikrofrakturbehand-
lung 

Bislang gab es viele experimentelle Arbeiten, 27,82,88,89,90-91 die sich mit dem markraumeröffnen-

den Verfahren der Mikrofrakturbehandlung beschäftigten. In einem Großtierexperiment mit 

Ziegen nach Kok et al.92 blieb das Knorpelreparaturgewebe am Talus von Mikrofrakturbehand-

lungen mit unterschiedlichen Durchmessern und Tiefen unbeeinflusst. Im Kaninchenmodell 

konnten Min et al.27 eine höhere Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen an die Knorpel-

oberfläche nach Knochenmarkseröffnung mittels größerer Ahlendurchmesser (0,8 mm vs. 1,5 

mm) feststellen. Der Einfluss des Ahlendurchmessers auf die osteochondrale Knorpelrepara-

tur in medialen Femurkondylen blieb bisher jedoch unbeachtet.  

 

Zudem untersuchten einige prospektive klinische Studien5,19,20,21,22,23,25,93-94 die Mikrofrakturbe-

handlung. Darunter waren in absteigender Reihenfolge lang-,19,22,23,25,95,96,97,98,99,100,101,102 kurz-
20,23,93,103,104,105,106,107-108  und mittelfristig5,19,109,110,111,112,113,94 angelegte Studien zu finden. Viele 

Autoren5,18,20,23,25,93,96,97,111,104,112,101,114,115 sind sich über den kurzfristigen positiven Effekt der 

Mikrofrakturbehandlung im Vergleich zum präoperativen Zustand einig. Keine weitere Verbes-

serung des Behandlungsergebnisses, gemessen an klinischen Bewertungssystemen, Mag-

netresonanztomographie (MRT) und histologischen Auswertungen durch eine Re-Arthrosko-

pie wurde nach Ablauf von ca. zwei Jahren beschrieben.20,23,96,112,116  

 

In Vergleichsstudien der Mikrofrakturbehandlung versus der ACT fiel ein signifikant besseres 

klinisches Behandlungsergebnis nach ACT auf.5,21,98,117,118 Knutsen et al.104 plädierten jedoch 

für weiterführende Langzeitstudien, da sie sowohl für die Mikrofrakturbehandlung, als auch für 

die ACT nach zwei und fünf Jahren eine Verbesserung zum präoperativen Status feststellen 

konnten. Im Jahr 2016 veröffentlichte die Gruppe um Knutsen et al.25 eine Langzeitstudie mit 

einem Beobachtungszeitraum von durchschnittlich 15 Jahren. Weiterhin beschrieben die Au-

toren eine klinische Verbesserung zum präoperativen Status sowohl nach der Anwendung von 

ACT als auch nach Mikrofrakturbehandlung.25 Entgegen fehlender signifikanter Unterschiede 

zwischen den zwei Behandlungsgruppen wurden weniger Kniegelenkersatzoperationen und 

eine Verzögerung der sekundären Arthrose nach der Anwendung von Mikrofrakturbehandlun-

gen (48% versus 57%, nicht signifikant) identifiziert.25  

 



Einleitung  22 

 

 

 

Auch nach zehn Jahren stellten Ulstein et al.101 keine signifikanten Unterschiede in der An-

wendung von autologen osteochondralen Transplantaten und der Mikrofrakturbehandlung am 

Patienten fest. Die Behandlungsergebnisse wurden mithilfe von klinischen Bewertungssyste-

men, anterior-posterioren Röntgenaufnahmen des Kniegelenks und Muskelfunktionstest be-

urteilt.101 Patienten mit hohem Aktivitätsniveau und (semi-)professionelle Athleten zeigten bes-

sere Behandlungsergebnisse nach Anwendung von ACT und autologen osteochondralen 

Transplantaten als nach Mikrofrakturbehandlung in einem Behandlungszeitraum von 6 bis 37 

Monaten. 98,111,119 Der Zeitpunkt der sportlichen Wiederkehr gestaltete sich für Athleten nach 

Mikrofrakturbehandlung, ACT und autologen osteochondralen Transplantaten ähnlich.5,98,111 

Als günstige Prognosefaktoren für ein gutes Behandlungsergebnis nach Mikrofrakturbehand-

lung gelten eine kleine Defektgröße (< 3 cm2)1,16,18,23,83,87,110,104,119,100 und ein junges Patienten-

alter (≤ 45 Jahre).1,18,20,22,23,120,83,110,97,111,104,114,119 Weitere günstige Einflussfaktoren sind ein ho-

hes Aktivitätsniveau,1,18,104,119,121,122 ein normaler BMI (< 25 kg/m2),1,93,110,122 ein früher Behand-

lungszeitpunkt (Symptomdauer < 12 Monate)93,121 und eine Defektlokalisation an der Femur-

kondyle.16,20,120,83,123,94 Im Ergebnis sind fokale Knorpeldefekte83 der Femurkondyle mit einer 

Größe unter 3 cm2 somit eine gute Indikation zum markraumeröffnenden Verfahren.1,16,85 Wel-

ches Verfahren angewandt wird, ist in der Gesamtschau von Einflussfaktoren, Symptomen 

und technischer Vertrautheit mit dem jeweiligen OP-Verfahren durch den Operateur16 entspre-

chend der aktuellen nationalen und internationalen Leitlinien zu entscheiden.124  

1.9. Konzept der vorliegenden Arbeit 

In dieser translationalen Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher Ahlendurchmesser auf die 

Knorpeldefektreparatur nach Mikrofrakturbehandlung untersucht. Im präklinischen Schafmo-

dell (n = 16 weibliche Merinoschafe) wurde in der Belastungszone medialer Femurkondylen 

ein vollschichtiger Knorpeldefekt (4 x 8 mm) erzeugt. Alle Defekte wurden zunächst durch ein 

Débridement zur Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht behandelt. Insgesamt 16 De-

fekte wurden zudem einer standardisierten Mikrofrakturbehandlung (sechs Mikrofrakturlöcher 

pro Defekt, Tiefe 5,0 mm) unterzogen. Der Ahlendurchmesser betrug entweder 1,0 mm oder 

1,2 mm. Rein débridierte Defekte stellten die Kontrollgruppe dar (n = 8). Nach sechs Monaten 

in vivo unter Vollbelastung wurde die Knorpelreparatur anhand etablierter Bewertungssysteme 

makroskopisch, histologisch, immunhistochemisch und biochemisch beurteilt. Degenerative 

Veränderungen des angrenzenden Knorpels wurden ebenfalls makroskopisch und histolo-
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gisch analysiert. Der subchondrale Knochen wurde mittels Mikro-CT untersucht. Die Quantifi-

zierung subchondraler Knochenzysten und intraläsionaler Osteophyten erfolgte ebenfalls 

durch die Mikro-CT.  



Hypothese  24 

 

 

 

2. Hypothese 

(1) Im translationalen Großtiermodell führt die Anwendung kleinerer Ahlendurchmesser (1,0 

mm) im Vergleich zu größeren Durchmessern (1,2 mm) in der Mikrofrakturbehandlung 

kleinflächiger Knorpeldefekte zu einer verbesserten Knorpelreparatur. 

(2) Jedwede Form von Mikrofrakturbehandlung verbessert die Knorpelreparatur im Vergleich 

zur alleinigen Durchführung eines Débridements. 
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3. Studiendesign 

In der Belastungszone medialer Femurkondylen ausgewachsener Merinoschafe (n = 16) wur-

den 24 rechtwinklige, vollschichtige Knorpeldefekte mit einer standardisierten Stanze (4 x 8 

mm) erzeugt. Dabei wurde der Knorpel bis zum subchondralen Knochen abgetragen (Débri-

dement). Acht Defekte wurden mit einer Mikrofrakturierungs-Ahle kleinen Durchmessers (1,0 

mm, Gruppe eins) und weitere acht Defekte mit einer Ahle großen Durchmessers (1,2 mm, 

Gruppe zwei) behandelt. Es wurden jeweils sechs Mikrofrakturlöcher pro Defekt erzeugt. Als 

Kontrollgruppe dienten acht débridierte Defekte (Gruppe drei) (Abbildung 3).  

 

Nach sechs Monaten unter Vollbelastung wurde die Reparatur des Gelenkknorpels durch his-

tologische, makroskopische, immunhistochemische und biochemische Bewertungssysteme 

quantifiziert. Die mikrostrukturellen Veränderungen des subchondralen Knochens wurden mit-

tels Mikro-CT ausgewertet. 

 

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Identifizierung früh arthrotischer Veränderungen im direkt 

an den Defekt angrenzenden hyalinen Gelenkknorpel.  
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Abbildung 3: Maßstabgetreue Darstellung des Defektareals und der Mikrofrakturbehandlungen. Bildquelle: Orth 
et al., 2016. Débridement des hyalinen (hellblau) und kalzifizierten (dunkelblau) Knorpels und standardisierte 
Mikrofrakturbehandlung mit kleinen (1,0 mm) und großen (1,2 mm) Durchmessern (A). Die Kontrollgruppe be-
stand aus Defekten mit alleinigem Débridement (B). Die Spitzen der beiden maßgefertigten Mikrofrakturahlen 
und der spezielle Perforationsstopp zur Standardisierung der Eindringtiefe auf 5,0 mm sind in (C) dargestellt. 
Maßstabbalken: 4,0 mm (C).12  
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4. Material 

4.1. Lösungen, Puffer, Medien 

Alle Lösungen wurden mit aqua bidestillata angesetzt. 

Tabelle 1: Zusammensetzung der eingesetzten Lösungen, Puffer und Medien.  

Lösung, Puffer Inhaltsstoffe Konzentration, Menge, Volumen 

TNE-Puffer NaCl 
Na2EDTA 2H2O 
Tris/(HCl) (pH 7,4) 
H2O 

5,8 g (100 mM) 
372 mg (1 mM) 
1322 mg (10 mM) 
 ad 1000 ml 

Blockierungspuffer BSA  
PBS (Zusammensetzung siehe 
nachstehend) 

6 ml 
200 ml 

DAB-Lösung H2O 
Puffer (pH = 7,5) 
DAB-Substratreagenz 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 

5 ml 
2 Tropfen 
4 Tropfen 
2 Tropfen 

DMMB-Lösung A D-Cysteinhydrochlorid-monohyd-
rat 
PBE (Zusammensetzung siehe 
unten) 

0,05 g 
30 ml 

DMMB-Lösung B Chondroitin-6-Sulfat-Natriumsalz 
Lösung A 

0,053 g 
1 ml 

DMMB-Lösung C Lösung A 
Lösung B 

24,95 ml 
0,05 ml 

DMMB-Färbelösung (pH 3,5) 1,9-Dimethylmethylenblau 
Natriumhydroxid (1M) 
Ethanol (95%) 
Ameisensäure (90%) 
H2O 

16 mg 
25,6 ml 
5 ml 
3 ml 
ad 1000 ml 

Echtgrün-Lösung Echtgrün 
H2O 

200 mg 
ad 1000 ml 

Entkalkungslösung Natrium-Citrat 
Ameisensäure (90%) 
H2O 

100 g 
250 ml 
ad 750 ml 

Eosin-Lösung Eosin G 
H2O 

10 g 
 ad 2000 ml 

Formalin-Lösung (pH 7,4) KH2PO4 
Na2HPO4 
Formalin-Stammlösung 
H2O 

9,07 g 
11,86 g 
140 ml 
 ad 1000 ml 

Hämatoxylin-Lösung (nach Har-
ris) 

Hämatoxylin 
Ethanol (100%) 

10 g 
120 ml 



Material  28 

 

 

 

Lösung, Puffer Inhaltsstoffe Konzentration, Menge, Volumen 

Natrium-Jodat 
Aluminiumkaliumsulfat 
H2O 

10 g 
200 g 
ad 2000 ml 

HCl-Lösung HCl (40%) 
H2O 

5,4 ml 
ad 200 ml 

Papain-Lösung Papain 
H2O 
PBS 

5 mg 
200 µl 
ad 40 ml 

PBE Na2HPO4 
EDTA 
H2O 

7,1 g 
1,86 g 
500 ml 

PBS Kaliumchlorid (pH 7,2) 
KH2PO4 
NaCl 
Na2HPO4 

2,7 mM 
1,7 mM 
136 mM 
10 mM 

Safranin-O-Färbung Safranin-O 
H2O 

1 g 
ad 1000 ml 

Trypsin-Lösung (0,1%) Trypsin-Stammlösung (25%) 
PBS 

800 µl 
ad 200 ml 

Trypsin-Stammlösung Trypsin 
PBS 

25% (V/V) 
75% (V/V) 

Wasserstoff-Peroxid-Lösung 
(0,3%)  

H2O2 
H2O 

0,6 ml 
200 ml  

4.2. Chemikalien 

Laborchemikalien zur Herstellung von Puffern und Lösungen wurden von Merck (Darmstadt, 

Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

bezogen. Bezugsquellen weiterer Chemikalien: 

Tabelle 2: Chemikalien.  

Produkt Hersteller 

ABC-Reagenz (Avidin-Biotin-Peroxidase-Reagenz) Vector (Burlingame, CA, USA) 

Albumin-Standard Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 

Bisbenzimid Hoechst 33258 Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

BCA Protein Assay Reagent A Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 

BCA Protein Assay Reagent B Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 
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Produkt Hersteller 

BSA  PerBio (Bonn, Deutschland) 

Chondroitin-6-sulfat-Natriumsalz Fluka (Buchs, Schweiz) 

D-Cysteinhydrochloridmonohydrat Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

DAB-Reagenz Vector (Burlingame, CA, USA) 

Echtgrün (FCF) ICN Biomedicals (Eschwege, Deutschland) 

Eosin G Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsäure (1%) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Formalin-Stammlösung (37%) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

HRP-Verdünnungsmittel MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Hämatoxylin Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Papain Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Paraffin-Granulat ’Roti-Plast’ Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Pierce-BCA-Protein-Assay-Reagent-A Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) 

Roti-Histokitt II (Eindeckmittel) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Safranin-O Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Salzsäure (1%) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Standard-DNS-Lösung Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Tusche, schwarz Pelikan (Hannover, Deutschland) 

Typ-I-Kollagen Standard MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Typ-II-Kollagen Standard MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Wasserstoff-Peroxid Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 

Xylol Fischar (Saarbrücken, Deutschland) 
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4.3. Antikörper 

Folgende monoklonalen Antikörper wurden für die immunhistochemische Darstellung von Typ-

I- und Typ-II-Kollagen im Knorpelreparaturgewebe verwendet: 

Tabelle 3: Antikörper. 

Bezeichnung Spezies Hersteller 

Anti-Typ-I-Kollagen Maus Abcam plc (Cambridge, Vereinigtes Königreich) 

Anti-Typ-II-Kollagen Maus Acris Antibodies (Hiddenhausen, Deutschland) 

Anti-Maus-IgG (biotiniliert) Ziege Vector (Burlingame, CA, USA) 

4.4. Enzyme 

Knorpelmaterial wurde mithilfe von Papain (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) verdaut. 

Bei immunhistochemischen Untersuchungen wurde Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-

land) genutzt. 

4.5. Tierstämme 

Die ausgewachsenen, weiblichen Merinoschafe (n = 16, durchschnittliches Alter 34 ± 8 Mo-

nate, durchschnittliches Gewicht 77,1 ± 4,4 kg) wurden vom Landesschafzuchtverband Sach-

sen-Anhalt e.V. (Halle/Saale, Deutschland) bezogen. 

4.6. Geräte und Verbrauchsmaterialien 

4.6.1. Geräte 

Neben den allgemeinen Laborgeräten fanden noch folgende Geräte Anwendung: 

Tabelle 4: Laborgeräte. 

Gerät Hersteller 

Autoklav AMA-240 Astell (Sidcup, Vereinigtes Königreich) 



Material  31 

 

 

 

Gerät Hersteller 

Canon Powershot A480 Canon (Neu-Isenburg, Deutschland) 

Digitalkamera CC-12 (auf Mikroskop BX-45) Soft Imaging System (Münster, Deutschland) 

Einbettmaschine EG 1140-C Leica (Nussloch, Deutschland) 

Gefrierschrank -20 °C Bosch (Gerlingen-Schillerhöhe, Deutschland) 

Gefrierschrank -74 °C Platinum 550 Angelantoni Industrie (Massa Martana PG, Italien) 

GENios microplate reader, Seriennr. 12900400824 TECAN (Crailsheim, Deutschland) 

Inkubator CB 150 (37 °C) Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Magnetrührer RH basic 2 IKA (Staufen, Deutschland) 

Mikrofokus-Computertomographie-Scanner Skyscan (Kontich, Belgien) 

Mikrofokus-Computertomographie-Röntgenröhre Hamamatsu (Hamamatsu City, Japan) 

Mikroskop BX-45 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikroskop CK-2 Olympus (Hamburg, Deutschland) 

Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Plattenabdeckung MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Rotationsmikrotom RM 2135 Leica (Nussloch, Deutschland) 

Plattenschüttler LabNet Orbit LS Labnet (Woodbridge, NJ, USA) 

Tischzentrifuge Qualitron Mikrozentrifuge Krackeler Scientific (Albany, NY, USA) 

Typ-I-Kollagen Mikroplatte MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Typ-II-Kollagen Mikroplatte MD Bioproducts (Saint Paul, MN, USA) 

Vortex Reagenzglasmischer 7-2020 neoLab Migge (Heidelberg, Deutschland) 

Waage EW-600-2M Kern (Balingen, Deutschland) 

Wärmeplatte HI 1220 Leica (Nussloch, Deutschland) 

Wärmeschrank 62 °C Binder (Tuttlingen, Deutschland) 

Wärmeschrank 37 °C Memmert (Schwabach, Deutschland) 

Wasserbad HI 1210 (für histologische Schnitte) Leica (Nussloch, Deutschland) 
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4.6.2. Computerprogramme 

Das Programm analySIS (Soft Imaging System, Münster, Deutschland) diente der Auswertung 

digitaler Bilder. Bilder des Mikro-CT wurden mit der Software NRecon (SkyScan, Kontich, Bel-

gien) rekonstruiert, mit dem DataViewer (SkyScan) betrachtet und mit dem CT-Analyser 

(SkyScan) ausgewertet. Für statistische Analysen kamen die SPSS-Software (Version 21.0, 

SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, 

USA) zum Einsatz. 

4.6.3. Operationsinstrumente und –materialen 

Zur Herstellung der Knorpeldefekte diente eine individuell hergestellte Stanze (Größe 4 x 8 

mm, rechtwinkelig). Eine Kürette zur vollschichtigen Abtragung des Knorpelgewebes und die 

Mikrofrakturierungs-Ahlen (Durchmesser: 1,0 mm; 1,2 mm) stellten die Firma Aesculap (Tutt-

lingen, Deutschland) her. Zum Verschluss von Gelenkkapsel wurde nicht-resorbierbares Naht-

material (Ethibond, Größe 6; Ethicon, Norderstedt, Deutschland) genutzt. Subkutanes Ge-

webe und Haut wurden mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl Stärke 2-0/Vicryl Stärke 0; 

Ethicon, Norderstedt, Deutschland) adaptiert. Spritzen und Nadeln wurden von der Firma 

Braun (Melsungen, Deutschland) bezogen. Weiteres Instrumentarium und Nahtmaterial 

stammte von den Firmen Martin (Tuttlingen, Deutschland), Medicon (Tuttlingen, Deutschland), 

Megro (Wesel, Deutschland) und A. Dumont & Fils (Montignez, Schweiz). 

4.6.4. Verbrauchsmaterialen 

Objektträger und Deckgläser für die histologische Auswertung, sowie Metallkassetten und 

Plastikabdeckungen für die Paraffineinbettung stammten von der Firma Roth (Karlsruhe, 

Deutschland). Von der Firma Leica (Nussloch, Deutschland) stammten die Klingen für das 

Rotationsmikrotom. Jegliche Plastikartikel und Glasbehälter wurden von den Firmen Falcon 

(Beckton Dickinson, Pont de Claix, Frankreich), Fisher (Schwerte, Deutschland), neoLab (Hei-

delberg, Deutschland) und VWR (Darmstadt, Deutschland) geliefert. 
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5. Methoden 

5.1. Großtiermodell 

Die Durchführung der Tierexperimente erfolgte in Einklang mit dem nationalen Tierschutzge-

setz und gültigen Richtlinien für den Umgang und Gebrauch mit Versuchstieren (Guidelines 

for the Use and Care of Laboratory Animals, NIH-Veröffentlichung 85-23, Rev. 1985). Die saar-

ländische Tierschutzkommission bewilligte die Experimente. Für die Versuche wurden ausge-

wachsene, weibliche Merino Schafe (n = 16; durchschnittliches Alter: 34 ± 8 Monate; durch-

schnittliches Körpergewicht (KG) 77,1 ± 4,4 kg) genutzt. Sie erhielten Wasser ad libitum und 

eine standardisierte Kost. Alle Tiere wurden kontinuierlich von einem Veterinärmediziner über-

wacht. Eine Kniegelenksarthrose wurde präoperativ röntgenologisch ausgeschlossen. 

5.2. Anästhesie und Operation 

Nach zwölf Stunden Nüchternzeit wurden die Schafe mit 1%igem Xylazin (Bayer, Leverkusen, 

Deutschland) (0,05 mg/kg KG) sediert und nach der intravenösen Gabe von 30 ml 1%igem 

Propofol (Astrazeneca, Wedel, Deutschland) endotracheal intubiert. Zur Aufrechterhaltung der 

Narkose inhalierten die Schafe 1,5%iges Isofluran (Baxter, Unterschleißheim, Deutschland) 

und erhielten Propofol intravenös (6-20 mg/kg KG/h). Die Operation führten Prof. Dr. med. H. 

Madry und Prof. Dr. med. P. Orth durch. Die Tiere wurden auf dem Rücken gelagert, die Hin-

terbeine nicht fixiert, die Knie rasiert und mit Braunol (Braun, Melsungen, Deutschland) desin-

fiziert. Es folgte die sterile Abdeckung des Kniegelenks zu allen Seiten. In Knie- und Hüftex-

tension wurde der Hautschnitt von ca. 4-5 cm Länge durchgeführt, das subkutane Gewebe 

entlang der Hautinzision mit einem Elektrokauter eröffnet und der mediale Anteil der Patella-

sehne dargestellt. Kniegelenkskapsel und benachbarte Synovialmembran wurden inzidiert 

und das Kniegelenk somit vollständig arthrotomiert125 (Abbildung 4). Ein kleiner Hohmann-He-

bel hielt die Patella zwischen dem proximalen Anteil der Patellasehne und der proximolatera-

len Femurkondyle nach proximal. Eine Luxation der Patella wurde vermieden. Axialer Druck 

auf die Hinterläufe und endgradige Extension in Hüft- und Kniegelenken legten die distalen ⅔-

Anteile der lateralen und medialen Femurkondylen frei. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Mini-Arthrotomie am rechten Kniegelenk. Bildquelle: Orth, P. und 
Madry, H., 2013. Die Hautinzision ist in dunkelrot dargestellt. F: Femur; QT: Quadricepssehe; OMV: Musculus 
vastus medialis oblique; MPR: Retinaculum patellae mediale; P: Patella; LT: laterale Trochlea; MT: mediale 
Trochlea; LC: laterale Femurkondyle; MC: mediale Femurkondyle; PL: Patellarsehne; T: Tibia; FI: Fibula. (Orth, 
P. und Madry, H., 2013) 
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In der Hauptbelastungszone der medialen Femurkondylen wurde ein vollschichtiger, chondra-

ler Defekt von 4 x 8 mm Größe (32 mm²) durch eine rechtwinkelige Kürette erzeugt. Der ge-

samte kalzifizierte Knorpel wurde bis zur subchondralen Knochenlamelle mittels Kürette ent-

fernt. Eine Blutung aus dem subchondralen Knochen war vor Anwendung der Mikrofrakturie-

rungs-Ahlen nicht zu beobachten. Sechs einheitliche Mikrofrakturlöcher (Durchmesser 1,0 

oder 1,2 mm; Tiefe 5,0 mm) wurden standardisiert (jeweils zwei Reihen mit drei Löchern) in 

die Defekte eingebracht. Die individuell hergestellten Mikrofrakturierungs-Ahlen (Aesculap) 

besaßen eine dreiseitig-angeschliffene Spitze und einen Penetrationsstopp für die genormte 

Eindringtiefe auf 5,0 mm (Abbildung 3). Eine senkrechte Aufbringung der Ahlen auf die sub-

chondralen Knochenlamellen war stets gewährleistet. Nach Einbringen der Mikrofrakturbe-

handlungen war an allen Löchern eine Blutung aus dem subchondralen Knochen zu beobach-

ten (Abbildung 5). 

 

Abbildung 5: Intraoperative Fotodokumentation der Arthrotomie eines Kniegelenkes und Durchführung der Mik-
rofrakturbehandlung im Schafmodell. In (A) wird die Erzeugung eines vollschichtigen, chondralen Defektes mit 
einer individuell hergestellten rechtwinkeligen Kürette dargestellt. Im nächsten Schritt (B) wurden standardisiert 
Muster die Mikrofrakturlöcher angebracht, bis Blutungen aus den Positionen des subchondralen Knochens zu 
beobachten waren (C). 

 

Insgesamt 16 Defekte wurden einer standardisierten Mikrofrakturbehandlung mit Ahlen unter-

schiedlicher Größe unterzogen. In Gruppe 1 (n = 8 Defekte) wurde eine Mikrofrakturahle von 

1,0 mm Durchmesser verwendet, in Gruppe 2 (n = 8 Defekte) eine Ahle von 1,2 mm Durch-

messer. Die Defekte wurden bilateral angelegt, rechts und links alternierend zwischen Gruppe 

1 und 2. Gruppe 3 stellte die Kontrollgruppe mit ausschließlich débridierten Defekten dar (n = 

8). Diese entstanden unilateral und die kontralateralen Gelenke dienten der Untersuchung os-

teochondraler Defekte im Rahmen einer unabhängigen Studie. Anschließend wurden die Ge-

lenke gründlich gespült und schichtweise verschlossen. Die Kapsel wurde mit nicht-resorbier-

barem Nahtmaterial (Ethibond, Größe 6, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, 

Deutschland), das Subkutangewebe und die Haut mit absorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl, 

Größen 2 und 2/0; Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) zugenäht. 

Am Ende wurde Aluminium-Spray als aseptischer Sprühverband aufgetragen. 
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5.3. Postoperative Behandlung 

Postoperativ wurde den Tieren einmalig 3 ml Fenpipramid/Levomethadon 0,25% (MSD Animal 

Health Innovation GmbH, Schwabenheim an der Selz, Deutschland), Streptomycin/Benzylpe-

nicillin (12/7 mg/kg KG) (Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) und für weitere zwei Wo-

chen Carprofen (1,4 mg/kg KG) (Pfizer, Deutschland) subcutan verabreicht. Die Tiere belas-

teten von Anfang an ihre Kniegelenke mit vollem Körpergewicht. Ein Tier der Kontrollgruppe 

erlitt eine Patellaluxation, die operativ revidiert wurde. Das Tier wurde aus der Studie ausge-

schlossen. Weitere Komplikationen traten nicht auf.  

 

Sechs Monate postoperativ wurden die Tiere in Vollnarkose euthanasiert, die Kniegelenke re-

seziert und die Oberflächen der medialen Kondylen durch eine Kamera mit Makrolinse (Canon 

Power Shot A480; Canon, Neu-Isenburg, Deutschland) unter standardisierten Bedingungen126 

(40 W Glühlampe; Osram, München, Deutschland; Abstand von 50 cm zwischen Kamera und 

Knorpeloberfläche) fotodokumentiert. Der proximale Defektanteil und dessen angrenzender 

Knorpel wurde bis zur biochemischen Auswertung bei -80 °C gelagert. Der distale Defektanteil 

wurde 48 h in 4%igem Formalin fixiert und bis zur Mikro-CT Auswertung in 70%igem Ethanol 

asserviert. Ebenso dienten distale Defektanteile und dessen angrenzender Knorpel als Grund-

lage für die histologischen, biochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen (Ab-

bildung 6). 
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Abbildung 6: Übersicht der angewandten Methoden. #: Lage der Mikrofrakturierung im Defekt. 
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5.4. Makroskopische Analyse 

Nach Sektion der Schafe wurden unter standardisierten Bedingungen (Kapitel 5.2) Fotografien 

der 24 Femurkondylen angefertigt. Anhand der Fotodokumentation erfolgte die Beurteilung 

des Reparaturgewebes verblindet (durch zwei unabhängige Untersucher) mittels des makro-

skopischen Bewertungssystems von Goebel et al.126 (maximal 20 Punkte = keine Knorpelre-

paratur, 0 Punkte = vollständige Knorpelreparatur). 

Tabelle 5: Makroskopisches Bewertungssystem zur Beurteilung des Knorpelreparaturgewebes. (in Anlehnung an 
Goebel et al., 2012)  

Kategorie Parameter Punkte 

Farbe des Reparaturgewebes Hyalin oder weiß 0 

Vorherrschend weiß 1 

Vorherrschend durchsichtig 2 

Durchsichtig 3 

Kein Reparaturgewebe 4 

Vorhandensein von Blutgefäßen 
im Reparaturgewebe 

Keine 0 

<25% des Reparaturgewebes 1 

25-50% des Reparaturgewebes 2 

50-75% des Reparaturgewebes 3 

>75% des Reparaturgewebes 4 

Oberflächenbeschaffenheit des 
Reparaturgewebes 

eben, gleichmäßig 0 

eben, unregelmäßig 1 

Fibrillationen 2 

Inkomplettes neues Reparaturgewebe 3 

Kein Reparaturgewebe 4 

Füllung des Defektes mit Repara-
turgewebe 

In Niveau des angrenzenden Knorpels 0 

>50% der Defekttiefe oder Hypertrophie 1 

<50% der Defekttiefe 2 

0% der Defekttiefe 3 

Beschädigung der subchondralen Knochenlamelle 4 

Degeneration des angrenzenden 
Gelenkknorpels 

Ohne Veränderungen 0 

Risse und/oder Fibrillationen der Integrationszone 1 



Methoden  39 

 

 

 

Kategorie Parameter Punkte 

Diffuse arthrotische Veränderungen 2 

Ausweitung des Defektareals in den angrenzenden 
Gelenkknorpel 

3 

Beschädigung der subchondralen Knochenlamelle 4 

Maximale Punktzahl  20 

5.5. Tusche-Färbung 

Die Tusche-Färbung verdeutlicht degenerative Veränderungen der Knorpeloberfläche in 

schwarzer Farbe (Abbildung 7). 28,127 Im ersten Schritt fand die Reinigung der Kondylen mit 

physiologischer Kochsalzlösung (0,9%) statt. Der an die distalen Defektanteile angrenzende 

Knorpel wurde dann mit unverdünnter Tusche (Pelikan, Hannover, Deutschland) gefärbt. Mit 

einem feuchten Linsentuch wurde der Überschuss an Tusche entfernt. Die gefärbten Femur-

kondylen wurden unter standardisierten Bedingungen126 fotografiert und die Auswertung der 

digitalisierten Lichtbilder erfolgte durch das Programm analySIS 5.0 (Olympus Soft Imaging). 

Um die distale Defektfläche kam ein standardisierter, virtueller Rahmen von 4 mm Breite (70 

mm2) zum Einsatz. Innerhalb dieser Fläche wurden die degenerativen Defektareale manuell 

vermessen und die Gesamt-Defektfläche (mm2) bestimmt. 
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Abbildung 7: Tusche-Färbung der angrenzenden Knorpeloberfläche. Dargestellt ist der distale Defektanteil in 
Rot (4 x 4 mm) innerhalb des standardisierten Rahmens (gelb, 70 mm2). Maßstabbalken: 2,0 cm. 



Methoden  41 

 

 

 

5.6. Mikro-Computertomographie 

5.6.1. Mikro-CT-Darstellung 

Die proximalen Defektanteile der 24 medialen Femurkondylen wurden im Mikro-CT Scanner 

(Skyscan 1172; Bruker) analysiert. Das Mikro-CT besteht aus einer drehbaren Abtastbühne, 

einer beweglichen 10 Megapixel-Kamera und einer Mikrofokus-Röntgenröhre (Ortsauflösung 

maximal 0,8 µm, Hamamatsu, Hamatsu City, Japan). 1000-1100 16-Bit Röntgenbilder wurden 

bei einer Röhrenspannung von 70 kV und einer Stromstärke von 140 µA von jeder Probe er-

stellt. Alle Proben wurden in 70%igen Ethanol mit einer räumlichen Auflösung von 13 µm un-

tersucht. Die Kamera rotierte pro Röntgenbild in 0,4° Intervallschritten bei einer Belichtungszeit 

von 1770 ms um die Probe. Es wurde ein kombinierter 0,5 mm Aluminium/Kupfer-Filter zwi-

schen Röntgenstrahlungsquelle und Detektor eingebracht. Die Parameter ring artefact correc-

tion, random movement, frame average wurden entsprechender Vorversuche nach Orth et 

al.128 auf 4, 15 und 3 (alle Parameter ohne Einheiten) eingestellt. Die Rekonstruktion der Bilder 

erfolgte über einen modifizierten Feldkamp cone-beam Algorithmus (NRecon, SkyScan).129 

Für die optimale Erstellung binärer Bilder wurden Graustufengrenzwerte zwischen 89-255 em-

pirisch ermittelt. Die Knochenmineraldichte (bone mineral density; BMD) wurde anhand der 

ermittelten Graustufen (Abschwächungskoeffizienten) errechnet. Zwei Calcium-Hydroxyapa-

tit-Phantome mit bekannten BMD-Werten (250 und 750 mg CaHa/cm3) dienten der Eichung. 

5.6.2. Subchondrale Knochenzysten und intraläsionale Osteophyten 

Anhand der rekonstruierten Mikro-CT Bilder wurden das Vorhandensein und der Durchmesser 

subchondraler Knochenzysten sowie intraläsionaler Osteophyten (DataViewer, SkyScan) be-

stimmt (Abbildung 8). Zur Unterscheidung zwischen Mikrofrakturbehandlung und subchondra-

len Knochenzysten definierten Orth et al.128 für eine Zyste einen horizontalen Mindestdurch-

messer des dreifachen Ahlendurchmessers (1,0 mm-Gruppe: > 3 mm horizontaler Durchmes-

ser; 1,2 mm-Gruppe: > 3,6 mm). Die Zysten wurden mithilfe eines modifizierten128 Bewertungs-

system nach Hoemann et al.130 anhand ihres horizontalen Durchmessers klassifiziert (Punkt-

wert 1 = horizontaler Zystendurchmesser < 4 mm; 2 = < 5 mm; 3 = < 6 mm; 4 = ≥ 6 mm). In 

der vorliegenden Studie wurde neben dem horizontalen Durchmesser auch der maximale ver-

tikale Durchmesser und die resultierende Gesamtfläche (mm2) ermittelt und um eine deskrip-

tive Beschreibung der Zystenformen ergänzt (CTAnalyser, SkyScan).  
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Intraläsionale Osteophyten sind als Knochenneubildungen apikal der ursprünglichen Zement-

linie definiert, die über das knorpelige Reparaturgewebe hinausragen.47 Bei Auftreten wurde 

die zentrale (zwischen Mikrofrakturlöchern gelegen) oder periphere (zwischen Mikrofraktur-

loch und Defektgrenze gelegen) Lage und Höhe sowie maximale Breite (beides in mm) der 

Osteophyten unterschieden. 

 

 

Abbildung 8: Subchondrale Knochenzyste und intraläsionaler Osteophyt. Bildquelle: Orth et al., 2016. Mikro-CT 
Darstellung einer subchondralen Knochenzyste (Stern) in (A) und eines intraläsionalen Osteophyten (Stern) in 
(B). Die Pfeile zeigen in die Richtung der ursprünglichen Mikrofrakturlöcher. Maßstabbalken: 4,0 mm.  

5.6.3. Standardisierte Definition der volumes of interest 

Um die Mikroarchitektur des subchondralen Knochens zu untersuchen, wurden sechs stan-

dardisierte regions of interest (ROI) definiert und nach der 3D-Untersuchung durch das Mikro-

CT in sechs volumes of interest (VOI) umgesetzt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm 

CTAnalyzer (Skyscan) (Abbildung 9). Für die subchondrale Knochenlamelle wurde folgende 

VOI entwickelt: Subchondrale Knochenlamelle-Defekt (SKD), Subchondrale Knochenlamelle-

medial angrenzend (SKM) und subchondrale Knochenlamelle-lateral angrenzend (SKL). Das 

VOI SKD umfasste ausschließlich den Bereich des Defektes innerhalb der subchondralen 

Knochenlamelle. SKM und SKL grenzten jeweils medial und lateral an SKD; die Daten wurden 

in der Auswertung als Subchondrale Knochenlamelle-angrenzend (SKA) zusammengefasst.  

 

Die VOI des subartikulären Knochens orientierten sich nach apikal an der Zementlinie und 

nach basal entsprechend der Mikrofrakturbehandlungs-Eindringtiefe (5,0 mm). Analog zur 

subchondralen Knochenlamelle wurden auch die VOI für die subartikuläre Spongiosa definiert. 

Subartikulärer Spongiosa-Defekt (SSD) war ausschließlich auf die Defektzone des trabekulä-

ren Knochens beschränkt. Subartikulärer Spongiosa-medial (SSM) und -lateral (SSL) wurden 

zu Subartikulärer Spongiosa-angrenzend (SSA) zusammengefasst. Beim Einzeichnen wurde 
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ein Überlappen der VOI vermieden. Die Randzonen der VOI verliefen parallel zueinander (Ab-

bildung 9). 

 

 

Abbildung 9: Region of interest einer medialen Femurkondyle. Die Definition standardisierter ROI diente der 
Auswertung von subchondralen Knochenveränderungen mittels Mikro-CT nach Mikrofrakturbehandlung oder al-
leinigem Débridement. In dieser Abbildung ist eine mediale Femurkondyle nach Mikrofrakturbehandlungen dar-
gestellt. ROI: Region of interest; SKM: Subchondrale Knochenlamelle-medial; SSM: Subartikuläre Spongiosa-
medial; SKD: Subchondrale Knochenlamelle-Defekt; SSD: Subartikuläre Spongiosa-Defekt; SKL: Subchondrale 
Knochenlamelle-lateral; SSL: Subartikuläre Spongiosa-lateral. Maßstabbalken: 4,0 mm. 

5.6.4. Mikro-CT-Parameter 

Alle Mikro-CT-Parameter wurden mit dem Computerprogramm CTAnalyzer (Skyscan) berech-

net. Folgende Parameter wurden für alle VOI ermittelt: Knochenmineraldichte (BMD), Kno-

chenvolumenanteil (BV/TV), Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis (BS/BV) und Knochen-

oberflächendichte (BS/TV). Die kortikale Dicke (Ct. Th) wurde nur innerhalb der subchondralen 

Knochenlamelle (SKD, SKA) analysiert. Die Trabekeldicke (Tb. Th), der Trabekelabstand (Tb. 

Sp), der trabekuläre Knochen-Anordnungsfaktor (Tb. Pf), die Trabekelanzahl (Tb. N), der 

Struktur-Model-Index (SMI), der Grad der Anisotropie (DA) und die fraktale Dimension (FD) 

wurden nur innerhalb der subartikulären Spongiosa (SSD, SSA) kalkuliert. 



Methoden  44 

 

 

 

5.7. Histologische Analysen 

5.7.1. Lagerung und Entkalkung 

Nach Fixierung der Kondylen in Formaldehyd für 24 h erfolgte ein Transfer in Entkalker-Lösung 

(Zusammensetzung siehe Tabelle 1; 25-30 ml/falcon tube). Die Dauer der Entkalkung betrug 

insgesamt vier Wochen, wobei wöchentlich die Entkalkerlösung gewechselt wurde. Sukzes-

sive konnten die Kondylen mit einem Skalpell unter Schonung der Defektregionen verkleinert 

werden. Nach vier Wochen und palpatorisch ausreichender Entkalkung wurden die Kondylen 

in 70%iges Ethanol überführt. 

5.7.2. Entwässerung und Einbetten 

Die Kondylen wurden über Nacht in aqua bidestillata gelegt, in einer aufsteigenden Alkohol-

reihe (70%, 2 x 95%, 100%, jeweils 1 h) entwässert, über Nacht in Ethanol (100%) gelagert 

und am nächsten Tag für je zweimal 1 h in Xylol (100%) überführt. Anschließend wurden die 

Proben mit einem Paraffin-Xylol-Gemisch (1:1) für je zweimal 1 h bedeckt und über Nacht in 

reinem Paraffin (62 °C) inkubiert. Die Einbettung der Kondylen erfolgte zentral in Paraffin-ge-

füllte Metallkassetten.  

5.7.3. Schneiden 

Nach Aushärtung der Proben über Nacht wurden mittels eines Rotationsmikrotoms 4 µm dicke 

Schnitte angefertigt. Es wurden 10-20 Schnitte pro Defekt angefertigt. Die Schnitte wurden 

dann in ein Wasserbad (24 °C) gelegt, auf einen Lysin-beschichteten Objektträger überführt 

und ruhten für 20 Min. auf einer Wärmeplatte (42 °C) bis sie schließlich im Wärmeschrank (62 

°C) über Nacht aushärteten. 

5.7.4. Safranin-O/Echtgrün-Färbung 

Die Safranin-O/Echtgrün-Färbung war die Grundlage der histologischen Evaluation der Prä-

parate durch die Bewertungssysteme nach Wakitani et al.131 und Little et al..132 Durch kationi-

sche Farbstoffmoleküle der Safranin-O/Echtgrün-Färbung lassen sich Proteoglykane (anioni-

sche Seitenketten) der Knorpelmatrix orange-rot darstellen. Zell-Nukleoli werden schwarz und 

Zytoplasma grau-grün angefärbt. Die Farbintensität verhält sich in normalem Knorpelgewebe 

proportional zum Proteoglykan- und Glykosaminoglykan-Gehalt.133  
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Die folgenden Schritte wurden alle in 200 ml Glasbehältnissen durchgeführt. Zuerst erfolgte 

eine Entparaffinisierung durch Xylol (2 x 5 Min.) und eine absteigende Alkoholreihe (2 x 100%, 

2 x 95%, 1 x 80%, jeweils 2,5 Min.). Vor und nach der Färbung mit Hämatoxylin nach Harris 

(10 Min.) wurden die Schnitte in Leitungswasser gespült, dann in Salzsäure (1%) 2-3 Sekun-

den differenziert und in vorgewärmtem Leitungswasser (62 °C) gebläut. Die Färbung wurde 

anhand eines standardisierten Protokolls nach Schmitz et al.134 durchgeführt. Vor und nach 

der Färbung mit Hämatoxylin (10 Min.) wurden die Präparate in Leitungswasser eingetaucht. 

Sie wurden mit Echtgrün (0,02%; 4 Min.) gefärbt und dreimal in Essigsäure (1%) differenziert. 

Anschließend wurden die Schnitte mit Safranin-O (1%, 5 Min.) angefärbt und durch eine auf-

steigende Alkoholreihe (1 x 80%, 2 x 95%, 2 x 100%, jeweils 2,5 Min.) und Xylol (2 x 5 Min.) 

dehydriert. Die Schnitte wurden eingedeckt (Roti-Histokitt II, Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

und verblieben zum Austrocknen über Nacht im Wärmeschrank (62 °C). 

5.7.5. Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Der basophile Farbstoff Hämatoxylin färbt Zell-Nukleoli blau-lila, der azidophile Farbstoff Eosin 

färbt die Knorpelmatrix rosa und Gewebeanteile mit hohem Proteoglykangehalt blau.134 Im 

ersten Schritt erfolgten die Entparaffinisierung und Hydrierung wie unter 5.6.4 beschrieben. 

Dann wurden die Schnitte mit Eosin (2-3 Tropfen in 3% Essigsäure) für 3-5 Min. koloriert und 

wie unter 5.6.4 beschrieben, dehydriert, eingedeckt und ausgehärtet. Die durch Hämatoxylin 

und Eosin angefärbten Schnitte wurden zur genaueren Beurteilung der Zellmorphologie hin-

zugezogen. 
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Abbildung 10: Histologische Färbungen des Defektbereiches einer medialen Femurkondyle. (A) Safranin -
O/Echtgrün-Färbung des Defektbereiches einer medialen Femurkondyle in 40-facher Vergrößerung. (B) Häma-
toxylin-Eosin-Färbung desselben Präparates in 40-facher und 10-facher Vergrößerung (C). Maßstabbalken: 1,0 
mm (40 x). Die Pfeile zeigen die Defektgrenzen. 

 

5.7.6. Evaluation 

5.7.6.1. Semiquantitative Evaluation des Reparaturgewebes 

Die histologische Beurteilung des Reparaturgewebes erfolgte mithilfe des inversen Bewer-

tungssystem nach Wakitani et al.131 (maximal 14 Punkte = keine Knorpelreparatur, 0 Punkte = 

vollständige Knorpelreparatur). Dabei wurden 24 Defektregionen mit insgesamt 158 Safranin-

O gefärbten Schnitten (6-7 Schnitte pro Defekt) durch zwei unabhängige Untersucher bei 20- 

und 40-facher Vergrößerung unter dem Lichtmikroskop BX-45 (Olympus, Hamburg, Deutsch-

land) verblindet beurteilt. 
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Tabelle 6: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung des Knorpelreparaturgewebes. (in Anlehnung an Wa-
kitani et al., 1994)  

Kategorie Parameter Punkte 

Zellmorphologie (im Vergleich zum angrenzen-
den Knorpelgewebe) 

Hyaliner Knorpel 0 

Vorwiegend hyaliner Knorpel 1 

Vorwiegend Faserknorpel 2 

Vorwiegend-Nicht-Knorpelgewebe 3 

Keinerlei Knorpelgewebe 4 

Matrixanfärbbarkeit mit Safranin-O (im Ver-
gleich zum angrenzenden Knorpelgewebe) 

Normal 0 

Leicht vermindert 1 

Deutlich vermindert 2 

Keine Färbung 3 

Oberflächenbeschaffenheit (Anteil der glatten 
Oberfläche im Vergleich zum gesamten Defekt-
bereich) 

Glatt (> ¾) 0 

Moderat (> ½ – ¾) 1 

Irregulär (¼ – ½) 2 

Massiv irregulär (< ¼) 3 

Knorpeldicke des Reparaturgewebes (im Ver-
gleich zum angrenzenden Knorpelgewebe) 

> ⅔ 0 

⅓ – ⅔ 1 

< ⅓ 2 

Integration des Reparaturgewebes mit dem an-
grenzenden Knorpel 

Beide Seiten integriert 0 

Eine Seite integriert 1 

Keine Seite integriert 2 

Maximale Punktzahl  14 

 

5.7.6.2. Semiquantitative Evaluation degenerativer Veränderungen des angrenzenden 
Knorpels 

Die mikroskopische Beurteilung degenerativer Veränderungen des angrenzenden Knorpels 

erfolgte mithilfe des inversen Bewertungssystem nach Little et al.132 (maximal 25 Punkte = 

schwerwiegende Degeneration, 0 Punkte = normaler Knorpel). Es wurden jeweils drei histolo-

gische Schnitte aus den Defektzentren aller 24 Kondylen mit Safranin-O gefärbt. Der medial 

angrenzende Knorpel wurde 3 mm ab Defektgrenze durch zwei unabhängige Untersucher bei 
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20- und 40-facher Vergrößerung unter dem Lichtmikroskop BX-45 (Olympus, Hamburg, 

Deutschland) verblindet beurteilt. 

Tabelle 7: Bewertungssystem zur histologischen Beurteilung des angrenzenden Knorpelgewebes. (Little et al., 
2010) 

Kategorie Parameter Punkte 

Struktur (Beurteilung des schlech-
testen Bereiches im Sichtfenster) 

Normal 0 

Leichte Oberflächenunregelmäßigkeiten 1 

Mäßige Oberflächenunregelmäßigkeiten 2 

Schwere Oberflächenunregelmäßigkeiten  
(Fissuren/Fibrillationen < 10% der Tiefe) 

3 

Fissuren bis in Übergangszone (⅓ der Tiefe) 4 

Fissuren bis in Radiärzone (⅔ der Tiefe) 5 

Fissuren bis in Mineralisationszone (volle Tiefe) 6 

Erosionen oder schwere Fibrillationen bis ⅓ der Tiefe 7 

Erosionen oder schwere Fibrillationen bis ⅔ der Tiefe 8 

Erosionen oder schwere Fibrillationen bis in Mineralisations-
zone 

9 

Erosionen oder schwere Fibrillationen bis zum  
subchondralen Knochen 

10 

Chondrozytenzahl (in nicht-kalzifi-
zierten Knorpel) 

Normal 0 

Leichte Abnahme 1 

Mäßige Abnahme 2 

Schwere Abnahme 3 

Keine Zellen 4 

Zellklonierungen Normal 0 

Einige Duplets 1 

Viele Duplets 2 

Duplets und Triplets 3 

Viele Zellnester oder keine Zellen (im Sichtfeld) 4 

Interterritoriale Safranin-O-Fär-
bung (Beurteilung des schlech-
testen Bereiches im Sichtfenster) 

Normal 0 

Verringerte Anfärbbarkeit bis ⅓ der Tiefe 1 

Verringerte Anfärbbarkeit bis ⅔ der Tiefe 2 

Verringerte Anfärbbarkeit bis in Mineralisationszone 3 
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Kategorie Parameter Punkte 

Keine Anfärbbarkeit 4 

Grenzlinie/Mineralisations-
zone/Subchondraler Knochen 

Intakte subchondrale Knochenlamelle und einfache Grenzlinie 0 

Intakte subchondrale Knochenlamelle und doppelte Grenzlinie 1 

Vordringen von Blutgefäßen durch subchondrale Knochenla-
melle bis in Mineralisationszone 

2 

Vordringen von Blutgefäßen bis zur Grenzlinie 3 

Maximale Punktzahl  25 

 

 

Abbildung 11: Safranin-O/Echtgrün-Färbung des angrenzenden Knorpelgewebes einer medialen Femurkondyle. 
Safranin-O/Echtgrün-Färbung des angrenzenden Knorpelgewebes einer medialen Femurkondyle in 40-facher 
Vergrößerung. Zwei Pfeile markieren ab der Integrationszone des Reparaturknorpels (rechter Pfeil; Reparatur-
knorpel rechts davon) den zu untersuchenden, angrenzenden Knorpel (3 mm). Maßstabbalken: 1,0 mm. 

 

5.7.6.3.  Evaluation eines post mortem Débridement 

Eine adulte und eine juvenile Schaf-Trochlea (Herkunft: Globus Frischemarkt, Homburg-

Einöd) dienten der genauen histologischen Analyse des Débridements. Das Débridement 

wurde, wie in Kapitel 5.2 beschrieben, durch Herrn Prof. P. Orth durchgeführt. Danach wurden 

die Kondylen entwässert und eingebettet (Kapitel 5.6.1), im Rotationsmikrotom geschnitten 

(Kapitel 5.6.3) und anschließend einer Safranin-O/Echtgrün-Färbung unterzogen (Kapitel 
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5.6.5). Zwei unabhängige Untersucher beurteilten bei 20- und 40-facher Vergrößerung mit 

dem Lichtmikroskop BX-45 (Olympus, Hamburg, Deutschland) die Eindringtiefe des Débride-

ments und Veränderungen des subchondralen Knochens durch die Kürette. 

5.8. Biochemische Analysen 

Zur biochemischen Auswertung diente einerseits Reparaturgewebe der proximalen Defekt-

hälften und andererseits das proximal an das Defektareal angrenzende Knorpelgewebe (4 mm 

nach proximal). Jeder Kondyle wurden nach der Sektion der Tiere zwei Proben entnommen. 

In den insgesamt 48 Proben wurden der DNS-Gehalt/Zellzahl (DNS-Test, Hoechst 33258-

Test), der Proteoglykan-Gehalt [Dimethylmethylenblau (DMMB)-Test] und der Protein-Anteil 

[bicinchoninic acid (BCA)-Test] bestimmt. Nach Entnahme lyophilisierten die Knorpelproben 

zunächst in Eppendorfröhrchen. Zur biochemischen Auswertung wurden die Proben bei 4 °C 

aufgetaut, einzeln durch eine Vortex-Maschine vermengt und anschließend dem Papain-Ver-

dau zugeführt. 

5.8.1. Papain-Verdau 

Dabei handelt es sich um den enzymatischen Verdau von Knorpelgewebe. Glykosaminogly-

kane werden aus der extrazellulären Knorpelmatrix herausgelöst und so der photometrischen 

Bestimmung zugänglich gemacht.135,136 1 ml Papain-Lösung (25 mg/ml) wurde mit PBE ver-

dünnt und jeweils 150 µl dieser Lösung (500 µg/ml) auf die Knorpelproben (n = 48) gegeben. 

Nachfolgend lagen die Proben für 24 h bei 65 °C im Wärmeschrank ein.137 

5.8.2. DNS-Bestimmung (Hoechst 33258-Test)  

Zu Beginn wurde eine Standardreihe A-D in Doppelbestimmung in einer schwarzen Mikrotiter-

platte mit 96 Vertiefungen angelegt. Die Volumina und Mengenangaben sind folgender Tabelle 

zu entnehmen: 
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Tabelle 8: Prinzip zur Herstellung der Standardreihe im Hoechst-Test. 

Standard A B C D 

DNS-Standard 0 µl 5 µl 10 µl 20 µl 

TNE 100 µl 95 µl 90 µl 80 µl 

DNS-Gehalt 0 ng 50 ng 100 ng 200 ng 

 

Die Standard DNS-Reihe (Kalb-Thymus-Typ-1, hochpolymerisiert, Sigma No. D-1501, Sigma-

Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde jeweils mit TNE-Pufferlösung auf eine Gesamt-

menge von 100 µl aufgefüllt. Pro Vertiefung kamen 50 µl des in Papain verdauten Reparatur-

gewebes bzw. Proben des angrenzenden Knorpels hinzugefügt und um jeweils 80 µl TNE-

Puffer ergänzt. Im nächsten Schritt wurde der Hoechst-Farbstoff (Hoechst 33258, pentahyd-

rate (bis-benzimide) FluoroPure grade, Invitrogen, Paisley, Vereinigtes Königreich) mit TNE-

Puffer (lichtgeschützt) im Verhältnis 1:500 verdünnt. Jede Vertiefung erhielt 100 µl des ver-

dünnten Hoechst-Farbstoffes.  

 

Die Bestimmung des DNS-Gehaltes erfolgte durch Interkalation der Proben zwischen dem 

Hoechst-Farbstoff (Bisbenzimid) und den Basenpaaren Adenin/Thymin (Invitrogen L. Hoechst 

Stains; Thermo Fisher Scientific, Germany) Ein Photometer (GENios Microplate Reader, TE-

CAN, Crailsheim, Deutschland) detektierte bei einer Exzitations-Wellenlänge von 360 nm die 

Emissionen der Wellenlänge 465 nm. Bei bekanntem DNS-Gehalt der Standards (Tabelle 8) 

wurden die Kalibrierungsgerade sowie die dazu gehörige Geradenformel ermittelt, um den 

DNS-Gehalt der einzelnen Proben berechnen zu können (Abbildung 12). Bei einem durch-

schnittlichen DNS-Gehalt von 7,7 ± 0,5 pg DNS pro Chondrozyt138 konnte schließlich auf die 

Zellzahl im Knorpelgewebe des Reparaturgewebes und des angrenzenden Knorpels extrapo-

liert werden. 
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Abbildung 12: Beispiel einer Kalibrierungsgerade des Hoechst-Tests. 

5.8.3. Proteoglykan-Bestimmung (DMMB-Test) 

Der Dimethylmethylenblau (DMMB)-Test ermittelt spezifisch die quantitative Ausfällung von 

Proteoglykanen mithilfe ihrer sulfatierten Glykosamino-Seitenketten durch spektrophotometri-

schen DMMB-Verbrauch (Blaufärbung) bei einer Absorption von 530 nm.136 Die photometri-

sche Detektion von Chondroitinsulfat und Proteoglykanen ist dabei vergleichbar.139 16 mg 

DMMB kamen in 5 ml 95%-iges Ethanol unter Hinzugabe von 3 ml Ameisensäure und 25,6 ml 

Natriumhydroxid. Die Lösung wurde mit aqua bidestillata zu einem Gesamtvolumen von 1,0 l 

aufgefüllt (pH 3,5; lichtgeschützt). Die Herstellung der Standardreihe erfolgte unter Ansetzung 

von drei Lösungen: Lösung A bestand aus 0,05 g D-Cysteinhydrochloridmonohydrat und 30 

ml PBE, Lösung B aus 0,053 g Chondroitin-6-sulfat-natriumsalz und 1 ml aus Lösung A, Lö-

sung C setze sich aus 24,95 ml der Lösung A und 0,05 ml der Lösung B zusammen.  

 

In einer transparenten Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen erfolgte die Anlegung einer doppel-

ten Standardreihe von A-F (jeweils 40 µl Standard/Vertiefung) (Tabelle 9). Jede Vertiefung 

erhielt jeweils 250 µl DMMB. 10 µl jeder Papain-verdauter Knorpelprobe wurde mit jeweils 30 

µl der Lösung A und 250 µl DMMB in die weiteren Vertiefungen gefüllt. Der Photometer (GE-

Nios Microplate Reader, TECAN) maß die Absorption der Blaufärbung bei 530 nm.136 Mithilfe 
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der Standardwerte wurde eine Kalibrierungsgerade ermittelt. Anhand der Steigungsformel 

konnte die Proteoglykan-Konzentration der einzelnen Proben bestimmt werden. 

Tabelle 9: Prinzip zur Herstellung der Standardreihe im DMMB-Test. 

Standard Lösung A Lösung C Chondroitin-Konzentration 

A 0 µl 40 µl 100 µg/ml 

B 8 µl 32 µl 80 µg/ml 

C 16 µl 24 µl 60 µg/ml 

D 24 µl 16 µl 40 µg/ml 

E 32 µl 8 µl 20 µg/ml 

F 40 µl 0 µl 0 µg/ml 

 

5.8.4. Proteingehalt-Bestimmung (bicinchoninic acid protein-test; BCA-Test) 

Der BCA-Test dient der photometrischen Bestimmung und Quantifizierung des Gesamt-Pro-

teingehaltes im Vergleich zu einem Proteinstandard. Hierbei wird zweiwertiges Kupfer mithilfe 

der Proteine in der Papain verdauten Knorpel-Lösung in alkalischer Lösung zu einwertigem 

Kupfer reduziert. Diese ergeben mit der Bicinchoninsäure einen violetten Farbstoff, dessen 

Absorption bei einer Wellenlänge von 530 nm photometrisch nachgewiesen werden kann.140  

 

Das Pierce BCA-Protein-Protokoll (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) war die Richtlinie 

für den BCA-Test. In einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen wurde zunächst eine doppelte 

Standardreihe A-I angelegt (Tabelle 10). Als Stammprotein diente Rinderserumalbumin (BSA, 

bovine serum albumin) in einer Konzentration von 2 mg/ml. Mit jeweils 25 µl der Standardlö-

sungen A-I wurde eine Doppelstandardreihe erstellt. 
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Tabelle 10: Prinzip zur Herstellung der Standardreihe im BCA-Test. 

Lösung H2O BSA BSA-Konzentration 

A 0 µl 75 µl Stammlösung 2000 µg/ml 

B 31,3 µl 93,8 µl Stammlösung 1500 µg/ml 

C 81,3 µl 81,3 µl Stammlösung 1000 µg/ml 

D 43,8 µl 43,8 µl von B 750 µg/ml 

E 81,3 µl 81,3 µl von C 500 µg/ml 

F 81,3 µl 81,3 µl von E 250 µg/ml 

G 81,3 µl 81,3 µl von F 125 µg/ml 

H 100 µl 25 µl von G 25 µg/ml 

I 100 µl 0 µl 0 µg/ml 

 

In die Vertiefungen wurden jeweils 5 µl der durch Papain verdauten Knorpellösung gegeben 

und diese sowie die Standardreihe um 200 µl Arbeitsreagenz ergänzt. Die Vorbereitung der 

Arbeitsreagenzien BCA Reagenz A (500 ml beinhalteten Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, 

Bicinchoninsäure, Natriumtartrat in 0,1 M Natronlauge) und BCA Reagenz B (25 ml, 4% Kup-

fersulfat) erfolgten in einem Mischungsverhältnis von 50:1 (196 µl BCA Reagenz A und 4 µl 

BCA Reagenz B). Die Mikrotiterplatte wurde für 30 Sekunden auf eine Schüttelplatte gestellt, 

bei 37 °C im Wärmeschrank für 30 Min. inkubiert und danach bei Raumtemperatur abgekühlt. 

Die Absorption des violetten Farbstoffes maß der Photometer (GENios Microplate Reader, 

TECAN) bei einer Wellenlänge von 530 nm. Anhand der Absorptionswerte konnte eine Kalib-

rierungsgerade errechnet und mit deren Steigungsformel der Proteingehalt der Knorpelproben 

bestimmt werden. 

5.9. Immunhistochemische Analyse 

5.9.1. Typ-I- und Typ-II-Kollagen 

Die histologischen Schnitte (n = 24) wurden entparaffinisiert (2 x 5 Min. in Xylol) und in abstei-

genden Alkoholreihen dehydriert (2 x 100%, 2 x 95%, 2 x 80% Ethanol, jeweils 1 Min.). Hier-

nach wurden diese zweimal 1 Min. in Leitungswasser gewaschen und in 0,3%ige Wasserstoff-

peroxid-Lösung (200 ml Leitungswasser; 0,6 ml H2O2) überführt. Danach lagen die Schnitte 

30 Min. bei Raumtemperatur ein, zweimal 5 Min. mit PBS-Lösung gespült, mit 0,1%iger 

Trypsin-Lösung (200 ml Leitungswasser; 200 µl Trypsin) bei 37 °C im Inkubator angedaut, 
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zweimal 5 Min. mit PBS-Lösung gespült und dann in Blockierungspuffer (200 ml PBS, 6 ml 

BSA, Inkubation bei Raumtemperatur für 30 Min.) eingetaucht. Anschließend wurden die Prä-

parate in eine Nasskammer gelegt und bei 1 h Raumtemperatur mit primärem monoklonalen 

Anti-Typ-I-Kollagen-Antikörpern (Abcam plc, Cambridge, Vereinigtes Königreich; Verdünnung 

1:200 in Blockierungspuffer) bzw. Anti-Typ-II-Kollagen-Antikörpern (Acris Antibodies, Hidden-

hausen, Deutschland; Verdünnung 1:200 in Blockierungspuffer) inkubiert. Die Präparate wur-

den im Anschluss zweimal 5 Min. mit PBS-Lösung gespült und mit einem sekundären Antikör-

per (biotinylierter Anti-Mouse IgG-Antikörper, Vector, Burlingame, CA, USA; Verdünnung 

1:200 in PBS-Lösung) für 1 h bei Raumtemperatur in der Nasskammer bedeckt, inkubiert und 

der Überschuss danach durch Spülung in PBS-Lösung (dreimal 5 Min.) entfernt. Nach 45 Min. 

Einwirkzeit des zweiten biotinylierten Antikörpers wurde nach Angaben des Herstellers das 

ABC-Reagenz vorbereitet. Nach Spülung der Schnitte mit PBS-Lösung (dreimal 5 Min.) wur-

den jeweils 200 µl des ABC-Reagenz auf die Schnitte in der Nasskammer gegeben und 30 

Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurde eine erneute Spülung mit PBS-Lösung 

(dreimal 5 Min.) durchgeführt, die Präparate 7 Min. in der Nasskammer, mit der nach Herstel-

lerangaben zubereiteten DAB-Lösung (je 200 µl) inkubiert und nochmals in PBS-Lösung (drei-

mal 5 Min.) gespült. Zuletzt folgte eine Entwässerung im Wasserbad mit Leitungswasser (1 

Min.) und die Eindeckung der Präparate (siehe 5.7.4.). Das Anheften der Peroxidase des ABC-

Reagenz an den sekundären Antikörper bewirkte eine Braunfärbung der nachzuweisenden 

Kollagene. Die Intensität der Farbreaktion war proportional zu der Konzentration des jeweiligen 

Kollagen-Typs. 

5.9.2. Semiquantitative Analyse der Immunreaktion von Typ-I- und Typ-II-Kollagen 

Zur Beurteilung der Immunreaktion gegen Typ-I- und Typ-II-Kollagen wurde ein semiquantita-

tives Bewertungssystem141 genutzt. Für beide Kollagen-Typen wurde das folgende Bewer-

tungssystem genutzt: 0 = keine Immunreaktion, 1 = erheblich schwächere Immunreaktion, 2 = 

mäßig schwächere Immunreaktion, 3 = gleiche Immunreaktion, 4 = stärkere Immunreaktion im 

Vergleich zur internen Positivkontrolle (Tabelle 11). Die Farbreaktion vom Typ-I-Kollagen im 

Reparaturgewebe des Defektes wurde mit der Reaktion des angrenzenden subchondralen 

Knochens (Positivkontrolle) verglichen. Als Negativkontrolle trat hier der angrenzende Gelenk-

knorpel auf. Die Reaktion vom Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe des Defektes wurde mit 

der Reaktion des angrenzenden Gelenkknorpels (Positivkontrolle) verglichen. Hier diente der 

angrenzende subchondrale Knochen als Negativkontrolle. Pro Tier wurde ein histologischer 

Schnitt bei 20-facher und 40-facher Vergrößerung durch zwei verblindete Untersucher ausge-

wertet. 
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Tabelle 11: Bewertungssystem zur Beurteilung der Immunreaktion von Typ-I- und Typ-II-Kollagen im Vergleich zur 
internen Positivkontrolle. (Orth et al., 2011) 

Intensität der Immunreaktion  Punkte 

Keine Immunreaktion 0 

Erheblich schwächere Immunreaktion 1 

Mäßig schwächere Immunreaktion 2 

Gleiche Immunreaktion 3 

Stärkere Immunreaktion 4 
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5.10. Statistische Analysen 

Die statistischen Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. D. Zurakowski, Ph.D., 

Department of Biostatistics, Children’s Hospital, Harvard University (Boston, MA, USA) mithilfe 

der SPSS-Software (Version 21.0). P-Werte < 0,05 (5%) galten in der vorliegenden Studie als 

statistisch signifikant. Die histologischen Ergebnisse nach Wakitani et al.131 und Little et al.132 

zeigten bei der Durchführung des Kolmogorow-Smirnow-Tests keine Normalverteilung. In die-

sen Fällen wurden die Ergebnisse als Median und Interquartilbereich angegeben. Die restli-

chen Datensätze folgten einer Normalverteilung und wurden als Mittelwert ± Standardabwei-

chung dargestellt.  

 

Für normalverteilte Daten wurden Mittelwertsvergleiche mit einem linearen gemischten Re-

gressionsmodell (mixed model) (MIXED procedure; SPSS-Version 21.0, SPSS Inc.) durchge-

führt. Dies ermöglichte die Korrelation innerhalb eines Tieres sowie der alternierenden Be-

handlung von linker und rechter Seite. Die Abschätzung der Modellparameter wurde mit der 

eingeschränkten maximum-likelihood-Methode durchgeführt. Mithilfe der Satterthwaite-Appro-

ximationsmethode konnten die Nennwerte der Freiheitsgrade in MIXED procedure geschätzt 

werden. Für Vergleichsanalysen zwischen den drei Gruppen wurden übergreifende F-Tests 

durchgeführt. Paarweise Vergleiche zwischen einzelnen Gruppen konnten nur realisiert wer-

den, wenn die Gesamttests basierend auf dem Ansatz der Fisher’s Least Signifikant Difference 

auf der Ebene des zweiseitigen P-Wertes signifikant (< 0,05) waren.  

 

Datensätze ohne Normalverteilung (die Ergebnisse der histologischen Begutachtung durch 

Wakitani et al.131 und Little et al.132) wurden durch den Kruskal-Wallis-H-Test analysiert, um 

beide Behandlungsgruppen und die Gruppe des alleinigen Débridements insgesamt sowie für 

jeden Parameter einzeln zu vergleichen. Der Mann-Whitney-U-Test wurde herangezogen, um 

individuelle Unterschiede zwischen den Gruppen zu prüfen. Bezüglich der Inzidenz von Zys-

ten- und Osteophytenbildung wurden die Gruppen mithilfe des Chi-Quadrat-Tests verglichen. 
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6. Ergebnisse 

6.1. Reparatur des Gelenkknorpels 

6.1.1. Makroskopische Bewertung 

Sechs Monate postoperativ wurden die drei Vergleichsgruppen (jeweils 8 Kondylen) anhand 

des makroskopischen Bewertungssystems nach Goebel et al.126 ausgewertet (Abbildung 13). 

Die Farbe des Reparaturgewebes variierte von hyalin/weiß bis zu nicht vorhandenem Repa-

raturgewebe. Durchsichtiges Reparaturgewebe (Punktzahl 3) war in keinem Fall zu finden. 

Blutgefäße waren selten sichtbar, Oberflächenbeschaffenheit und Defektfüllung variierten zwi-

schen den Defekten. Eine Schädigung der angrenzenden subchondralen Einheit konnte in 

keinem Tier makroskopisch nachgewiesen werden. Die Gesamtpunktzahlen und die Punkt-

werte der Einzelkategorien wiesen zwischen beiden Gruppen der Mikrofrakturbehandlung und 

der Débridement-Gruppe keine signifikanten Unterschiede auf (1,0 mm-Ahlen: 8,88 ± 1,49; 1,2 

mm-Ahlen: 9,25 ± 0,84; Débridement: 9,25 ± 1,01; P = 0,704) (Abbildung 13). 

 

 

Abbildung 13: Ergebnisse der makroskopischen Bewertung. Verwendet wurde das Bewertungssystem nach 
Goebel et al.126. In (A) Darstellung einer linken Kondyle der 1,0 mm Mikrofrakturbehandlung-Gruppe, in (B) eine 
rechte Kondyle der 1,2 mm Mikrofrakturbehandlung-Gruppe und in (C) eine linke Kondyle der Kontroll-Gruppe. 
Die Bilder wurden anhand der jeweiligen Gruppen-Mittelwerte ausgewählt. Maßstabbalken: 5,0 mm. 
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6.1.2. Mikroskopische Bewertung 

Die histologische Bewertung des Knorpelreparaturgewebes nach Wakitani et al.131 zeigte im 

Vergleich beider Mikrofraktur-Gruppen gegenüber dem Débridement in der Kategorie Gesamt-

punktwert eine signifikant bessere Gesamt-Knorpelreparatur nach Mikrofrakturbehandlung 

(Tabelle 12; P < 0,01). Die Mikrofrakturierungs-Ahlen des kleineren Durchmessers (1,0 mm), 

wie auch die Ahlen größeren Durchmessers (1,2 mm) waren in allen Einzelkategorien dem 

Débridement überlegen (Tabelle 12). Im Vergleich zwischen beiden Mikrofraktur-Gruppen 

zeigte sich nach Anwendung des kleinen Ahlendurchmessers (1,0 mm) ein signifikant besserer 

Gesamtpunktwert (P = 0,007). Dies ist zurückzuführen auf eine tendenziell verbesserte Matri-

xanfärbbarkeit (P = 0,325) und Integration des Reparaturgewebes (P = 0,256) in der 1,0 mm 

Gruppe sowie eine signifikant verbesserte Oberflächenbeschaffenheit (P = 0,001) nach An-

wendung der kleineren Ahlen.  

Tabelle 12: Ergebnisse der histologischen Bewertung des Knorpelreparaturgewebes.  

Kategorie Gruppe 
1,0 mm  

Gruppe 
1,2 mm 

Gruppe 
Débridement 

P-Wert 
gesamt 

P-Wert 
spezifisch 

Zellmorphologie 2,0 (2,0-2,3) 2,0 (2,0-3,0) 4,0 (2,0-4,0) < 0,001 # § 

Matrixanfärbbarkeit 2,5 (2,0-3,0) 2,7 (2,0-3,0) 3,0 (3,0-3,0) < 0,001 # § 

Oberfläche 1,0 (0,3-1,7) 2,0 (1,9-2,5) 2,5 (1,0-3,0) < 0,001 * # 

Knorpeldicke  1,0 (0,7-2,0) 1,0 (1,0-2,0) 2,0 (1,0-2,0) < 0,001 # § 

Integration mit angrenzendem Knorpel 0,0 (0,0-1,0) 1,0 (0,0-1,0) 2,0 (0,3-2,0) < 0,001 # § 

Gesamtpunktwert 7,5 (5,5-8,6) 8,7 (7,7-10,0) 13,5 (8,0-14,0) < 0,001 * # § 

Ergebnisse sind als Median (Interquartilabstand) angegeben. 0 Punkte = vollständige Knorpelreparatur; 14 Punkte 
= keine Knorpelreparatur. *: P < 0,05 für 1,0 mm versus 1,2 mm Ahle; #: P < 0,05 für 1,0 mm Ahle versus Débride-
ment; §: P < 0,05 für 1,2 mm Ahle versus Débridement. 

 

6.1.3. Bewertung des Débridement post mortem 

In der histologischen Betrachtung der juvenilen Schaf-Trochlea wurde eine Eröffnung kleiner 

Kapillaren aus dem subchondralen Knochen sichtbar. Hier fiel das Débridement zu tief aus. In 

der adulten Schaf-Trochlea blieb nach einer zu oberflächlichen Präparation die kalzifizierte 

Knorpelschicht teilweise bestehen (Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Safranin-O/Echtgrün-Färbung des Defektbereiches einer juvenilen und einer adulten Schaf-Tro-
chlea post mortem. Débridement einer juvenilen (A) und einer adulten (B) Schaf-Trochlea post mortem zur wei-
terführenden Untersuchung eines korrekt durchgeführten Débridements. Der Pfeil in (B) kennzeichnet die kalzi-
fizierte Knorpelschicht. Die Größe des Débridement betraf jeweils 32 mm2. 

6.1.4. Immunhistochemischer Nachweis von Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe 

Die Immunreaktivität auf Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe des Defektes im Vergleich mit 

der internen Positivkontrolle des angrenzenden Gelenkknorpels zeigte keine signifikanten Un-

terschiede zwischen den beiden Mikrofraktur-Behandlungsgruppen und dem alleinigen Débri-

dement (1,0 mm-Ahlen: 1,75 ± 0,59; 1,2 mm-Ahlen: 2,13 ± 0,64; Débridement: 0,75 ± 0,53; P 

(gesamt) = 0,167) (Abbildung 15). 

 

 

Abbildung 15: Immunreaktivität für Typ-II-Kollagen im Reparaturgewebe. Bildquelle: in Anlehnung an Orth et al., 
2016. 0 Punkte = keine Immunreaktion; 4 Punkte = stärkere Immunreaktion im Vergleich zu internen Positivkon-
trollen. Die Immunreaktivität des Typ-II-Kollagens fiel zwischen den Mikrofrakturbehandlungs-Gruppen und der 
Gruppe des Débridements ähnlich aus. Pfeile: Defektgrenze. Maßstabbalken: 2,0 mm.  
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6.1.5. Immunhistochemischer Nachweis von Typ-I-Kollagen im Reparaturgewebe  

Die Immunreaktivität auf Typ-I-Kollagen im Reparaturgewebe des Defektes im Vergleich mit 

der internalen Positivkontrolle der subchondralen Knochenlamelle zeigte keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der 1,0 mm- (0,25 ± 0,16), der 1,2 mm-Gruppe (0,88 ± 0,44) und dem 

Débridement (0,13 ± 0,14; P (gesamt) = 0,061) (Abbildung 16). 

 

 

Abbildung 16: Immunreaktivität für Typ-I-Kollagen im Reparaturgewebe. Bildquelle: in Anlehnung an Orth et al., 
2016. 0 Punkte= keine Immunreaktion; 4 Punkte = stärkere Immunreaktion im Vergleich zu internen Positivkon-
trollen. Die Immunreaktivität auf Typ-I-Kollagen im subchondralen Knochen zeigte keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Mikrofrakturgruppen und dem Débridement. Pfeile: Defektgrenze. Maßstabbalken: 2,0 
mm. 

6.1.6. Biochemische Analyse des Knorpelreparaturgewebes  

Die biochemischen Daten aus Hoechst-, DMMB- und BCA-Test wurden zur Standardisierung 

in Relation zu probeneigenen Protein- oder DNS-Gehalt gesetzt. Im Vergleich der Gruppen 

bezüglich des Reparaturgewebes untereinander konnten keine signifikanten Unterschiede des 

Proteoglykangehaltes (Proteoglykan/Protein), der Zellzahl (DNS/Protein) und des Verhältnis-

ses Proteoglykan/DNS (Tabelle 13) festgestellt werden. 
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Tabelle 13: Ergebnisse der biochemischen Analyse von Reparatur- und angrenzendem Gelenkknorpel. 

Parameter Gruppe 
1,0 mm 

Gruppe 
1,2 mm 

Gruppe 
Débridement 

Angrenzen-
der Knorpel 

P-Wert 
gesamt 

P-Wert 
spezifisch 

DNS (µg/mg) 3,22 ± 0,37 4,32 ± 0,39* 3,35 ± 0,06 3,33 ± 0,26 0,070 n.e. 

Proteoglykan (µg/mg) 66,04 ± 11,04 65,86 ± 9,84 70,46 ± 15,66 61,42 ± 5,84 0,668 n.e. 

Proteoglykan/DNS 
(µg/µg) 

21,43 ± 3,40 17,14 ± 2,86 20,01 ± 5,77 17,68 ± 2,24 0,373 n.e. 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. *: Im Reparaturgewebe der 1,2 mm-Ahlen 
fand sich ein signifikant höherer DNA-Gehalt als im angrenzenden Knorpel. DNS: Desoxyribonukleinsäure; N.e.: 
nicht ermittelt. 
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6.2. Arthrotische Veränderungen des angrenzenden Gelenkknorpels 

6.2.1. Tuschefärbung 

Durch Tuschefärbung makroskopisch nachweisbare degenerative Veränderungen des an-

grenzenden Knorpels fanden sich in allen Präparaten. Signifikante Unterschiede der flächigen 

Ausdehnung der arthrotischen Veränderungen bestanden jedoch nicht zwischen der 1,0 mm- 

(4,38 ± 0,87 mm2), der 1,2 mm- (4,53 ± 1,23 mm2) Gruppe und dem Débridement (2,87 ± 0,47 

mm2) (P = 0,731) (Abbildung 17). 

 

Abbildung 17: Tuschefärbung der angrenzenden Knorpeloberfläche. Es waren keine signifikanten Unterschiede 
der durch Tusche angefärbten arthrotischen Areale des angrenzenden Knorpels zwischen der 1,0 mm- (A), der 
1,2 mm-Gruppe (B) und dem Débridement (C) erkennbar. Die Bilder wurden anhand der jeweiligen Gruppen-
Mittelwerte ausgewählt. Die Pfeile markieren den Defekt. (D) stellt die Vergrößerung von (A), (E) von (B) und 
(C) von (F) dar. Maßstabbalken: 1,0 cm. 

6.2.2. Mikroskopische Bewertung des angrenzenden Knorpels 

Die histologische Bewertung der degenerativen Veränderungen des angrenzenden Knorpels 

erbrachte eine erhöhte Chondrozytenzahl in der Débridement-Gruppe verglichen mit der 1,0 

mm- (P = 0,010) und der 1,2 mm-Gruppe (P = 0,015) sowie eine besser rekonstruierte Mine-

ralisationszone in der 1,2 mm- gegenüber der 1,0 mm Gruppe (P = 0,004). Im Gesamtpunkt-

wert waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen feststellbar. 
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Tabelle 14: Ergebnisse der mikroskopischen Begutachtung der degenerativen Veränderungen des angrenzenden 
Knorpels. 

Kategorie Gruppe 
1,0 mm 

Gruppe 
1,2 mm 

Gruppe 
Débridement 

P-Wert 
gesamt 

P-Wert 
spezifisch 

Struktur 0,0 (0,0-0,9) 0,5 (0,0-0,9) 0,5 (0,0-1,4) 0,162 n.e. 

Chondrozytenzahl 0,5 (0,0-1,0) 0,5 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-0,4) 0,014 # § 

Zellklonierungen 1,0 (0,5-2,4) 1,5 (0,5-1,9) 1,0 (0,5-2,5) 0,922 n.e. 

Interterritoriale Safranin-O-Färbung 2,5 (1,0-4,0) 3,0 (2,1-4,0) 2,5 (2,0-4,0) 0,463 n.e 

Grenzlinie/Mineralisationszone/Sub-
chondraler Knochen 

3,0 (1,1-3,0) 1,5 (0,0-2,9) 2,5 (1,0-3,0) 0,027 * 

Gesamtpunktwert 6,0 (4,1-9,4) 6,0 (5,1-9,4) 7,8 (5,6-9,0) 0,471 n.e 

Die Ergebnisse sind als Median (Interquartilabstand) angegeben. 25 Punkte = schwerwiegende Degeneration; 0 
Punkte = normaler Knorpel. *: P < 0,05 für 1,0 mm versus 1,2 mm Ahle; #: P < 0,05 für 1,0 mm Ahle versus 
Débridement; §: P < 0,05 für 1,2 mm Ahle versus Débridement. n.e.: nicht ermittelt.  

6.2.3. Biochemische Analyse des angrenzenden Knorpels 

Im Vergleich der biochemischen Parameter zwischen Reparaturknorpel und dem distal an das 

Defektareal angrenzenden Knorpelgewebe konnten bis auf eine signifikant erhöhte Zellzahl im 

Reparaturgewebe der 1,2 mm-Gruppe (P = 0,043) keine signifikanten Unterschiede (siehe 

Tabelle 14 unter 6.2.2.) gefunden werden. 
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6.3. Reparatur des subchondralen Knochens 

6.3.1. Strukturelle Mikro-CT-Parameter 

Die subchondrale Knochenlamelle und subartikuläre Spongiosa wurden in jeweils drei VOI 

unterteilt (Kapitel 5.3.3) und separat analysiert. 

6.3.1.1. Subchondrale Knochenlamelle der Defektzone 

Die subchondrale Knochenlamelle der 1,0 mm-Gruppe wies ein signifikant erhöhtes Knochen-

oberfläche/Volumen-Verhältnis (BS/BV) im Vergleich zur 1,2 mm- und Débridement-Gruppe 

auf (beide P = 0,007). Daneben war die Knochenoberflächendichte (BS/TV) in der 1,0 mm-

Gruppe (14,67 ± 2,00 mm-1) im Vergleich zum Débridement (16,87 ± 0,98 mm-1) signifikant 

verringert (P = 0,018) (Tabelle 15). 

6.3.1.2. Angrenzende subchondrale Knochenlamelle 

Im Vergleich zwischen Knochenlamelle der Defektzone und angrenzender subchondraler Kno-

chenlamelle waren die Knochenmineraldichte (BMD) und der Knochenvolumenanteil (BV/TV) 

durch Anwendung von 1,0 mm- (BMD: P = 0,014; BV/TV: P = 0,008), 1,2 mm-Ahlen (BMD und 

BV/TV: P = 0,017) und Débridement (BMD: P = 0,035; BV/TV: P = 0,028) signifikant verringert. 

Das Knochenoberfläche/Volumen-Verhältnis (BS/BV) wurde durch Mikrofrakturbehandlung 

gegenüber der angrenzenden Knochenlamelle gesteigert (1,0 mm Gruppe: P = 0,027; 1,2 mm 

Gruppe: P = 0,049). 

6.3.1.3. Subartikuläre Spongiosa der Defektzone 

Der relative Knochenvolumenanteil (BV/TV) der subartikulären Spongiosa der Defektzone war 

in der 1,0 mm-Gruppe gegenüber der 1,2 mm-Gruppe (P = 0,011) und der Débridement-

Gruppe (P = 0,038) signifikant reduziert. Alle weiteren Mikrofrakturparameter blieben von der 

Mikrofrakturbehandlung unbeeinflusst (Tabelle 15). 
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6.3.1.4. Angrenzende subartikuläre Spongiosa 

Im Vergleich zwischen perforierter und angrenzender subartikulärer Spongiosa waren die Kno-

chenmineraldichte (BMD) durch die 1,0 mm-Ahlen (P = 0,046) und die Trabekeldicke (Tb.Th) 

durch die 1,2 mm-Ahlen (P = 0,011) signifikant reduziert. Das Knochenoberflächen-/Volumen-

Verhältnis (BS/BV) und der Trabekelabstand (Tb.Sp) waren durch die 1,2 mm- (P = 0,015) und 

die 1,0 mm-Ahlen (P = 0,021) signifikant gesteigert. 

Tabelle15: Ergebnisse der Mikro-CT-Parameter aus subchondraler Knochenlamelle und subartikulärer Spongiosa. 

Parameter Einheit Gruppe 
1,0 mm 

Gruppe 
1,2 mm 

Gruppe 
Débridement 

Angrenzender 
Knochen 

P-Wert 
gesamt 

P-Wert 
spezifisch 

Subchondrale Knochenlamelle      

BMD mg/cm3 558,81 ± 
62,72 

595,48 ± 
46,62 

698,64 ± 
33,06 

752,56 ± 
13,01 A, B, C 

0,192 n.e. 

BV/TV % 47,90 ±  
8,24 

57,42 ±  
7,81 

69,89 ±  
3,98 

79,05 ±  
2,84 A, B, C 

0,077 n.e. 

BS/BV mm-1 36,06 ±  
5,62 

30,64 ±  
4,20 

24,91 ±  
2,40 

23,50 ±  
2,43 A, B 

0,007 * # 

BS/TV mm-1 14,67 ±  
2,00 

15,42 ±  
0,70 

16,87 ±  
0,98 

18,03 ±  
1,03 

0,043 # 

Ct.Th mm 0,49 ±  
0,04 

0,57 ±  
0,05 

0,62 ±  
0,06 

0,70 ±  
0,05 

0,070 n.e. 

Subartikuläre Spongiosa      

BMD mg/cm3 398, 93 ± 
21,72 

417,70 ± 
15,95 

425,03 ± 
19,09 

438,18 ± 
18,44 A 

0,192 n.e. 

BV/TV % 23,81 ±  
3,37 

30,58 ±  
2,46 

31,63 ±  
1,83 

32,48 ±  
1,86 B 

0,019 * # 

BS/BV mm-1 44,68 ±  
6,23 

47,10 ±  
4,28 

37,38 ±  
3,05 

40,45 ±  
3,41 

0,453 n.e. 

BS/TV mm-1 10,66 ±  
1,04 

13,79 ±  
0,85 

11,74 ±  
1,07 

12,98 ±  
1,11 B 

0,137 n.e. 

Tb.Th mm 0,09 ±  
0,01 

0,08 ±  
0,00 

0,09 ±  
0,01 

0,09 ±  
0,01 

0,075 n.e. 

Tb.Sp mm 0,31 ±  
0,02 

0,24 ±  
0,01 

0,31 ±  
0,04 

0,26 ±  
0,02 

0,118 n.e. 

Tb.Pf mm-1 -2,52 ±  
5,49 

-9,91 ±  
3,17 

-17,41 ± 
1,89 

-12,08 ± 
2,41 

0,062 n.e. 

Tb.N mm-1 2,78 ±  
0,37 

3,76 ±  
0,23 

3,52 ±  
0,26 

3,47 ±  
0,26 

0,091 n.e. 

SMI -/- 0,81 ±  
0,52 

0,25 ±  
0,43 

-0,69 ±  
0,28 

-0,07 ±  
0,31 

0,063 n.e. 
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Parameter Einheit Gruppe 
1,0 mm 

Gruppe 
1,2 mm 

Gruppe 
Débridement 

Angrenzender 
Knochen 

P-Wert 
gesamt 

P-Wert 
spezifisch 

DA -/- 0,41 ±  
0,02 

0,39 ±  
0,04 

0,42 ±  
0,03 

0,38 ±  
0,03 

0,693 n.e. 

FD -/- 2,35 ±  
0,05 

2,46 ±  
0,02 

2,47 ±  
0,02 

2,45 ±  
0,03 

0,265 n.e. 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. n.e.: nicht ermittelt. P(gesamt) wurde zwischen 
den 1,0 mm-, den 1,2 mm-Ahlen und dem Débridement erhoben. Für weiterführende Vergleiche zwischen den 
jeweiligen Gruppen gilt P(spezifisch) wie folgt: *: P < 0,05 1,0 mm versus 1,2 mm Ahle; #: P < 0,05 1,0 mm Ahle versus 
Débridement; §: P < 0,05 1,2 mm Ahle versus Débridement. Für Vergleiche zwischen den drei Gruppen und dem 
angrenzenden Knochen gilt: A: P < 0,05 versus 1,0 mm-Ahlen; B: P < 0,05 versus 1,2 mm-Ahlen; C: P < 0,05 
versus Débridement). BMD: Knochenmineraldichte; BV/TV: Knochenvolumenanteil; BS/BV: Knochenoberflä-
che/Volumen-Verhältnis; BS/TV: Knochenoberflächendichte; Ct.Th: kortikale Dicke; Tb.Th: Trabekeldicke; Tb.Sp: 
Trabekelabstand; Tb.Pf: trabekuläre Knochen-Anordnungsfaktor; Tb.N: Trabekelanzahl; SMI: Struktur-Model-In-
dex; DA: Grad der Anisotropie; FD: fraktale Dimension; n.e.: nicht ermittelt. 

 

6.3.2. Subchondrale Knochenzysten und intraläsionale Osteophyten der Defektzone 

Subchondrale Knochenzysten und intraläsionale Osteophyten traten tendenziell häufiger nach 

Mikrofrakturbehandlung als nach alleinigem Débridement auf, jedoch ohne das Signifikanzni-

veau zu erreichen (Chi-Quadrat-Test: Zysten: x2 = 4,11; P= 0,128; Osteophyten: x2 = 3,63; P = 

0,269). Auch die einzelnen in Tabelle 16 aufgelisteten Parameter waren zwischen den drei 

Gruppen nicht signifikant verschieden (alle P-Werte > 0,05). 
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Tabelle 162: Vergleichende und deskriptive Darstellung der Analyse subchondraler Knochenzysten und intraläsio-
naler Osteophyten. 

Parameter Einheit Gruppe 
1,0 mm 

Gruppe 
1,2 mm 

Gruppe 
Débridement 

P-Wert 
gesamt 

Knochenzysten      

Anzahl -/- 6 7 1 n.a. 

Häufigkeit % 50 38 13 0,128 

Form -/- oval oval oval n.a. 

Vertikaler Durchmesser mm 5,15 ± 1,02 5,84 ± 3,46 11,43 0,361 

Horizontaler Durchmesser mm 2,85 ± 1,26 3,06 ± 1,01 5,56 0,457 

Durchschnittl. Fläche mm2 11,37 ± 5,61 14,41 ± 11,53 55,46 0,254 

Gesamtfläche mm2 68,19 100,89 55,46 n.a. 

Gesamtpunktzahl -/- 1,33 ± 0,52 1,14 ± 0,38 3,00 0,423 

Osteophyten      

Anzahl -/- 8 7 2 n.a. 

Häufigkeit % 75 50 25 0,269 

Lage (peripher/zentral) -/- 5/3 3/4 1/1 n.a. 

Höhe mm 0,27 ± 0,09 0,27 ± 0,11 0,21 ± 0,08 0,485 

Basis mm 1,02 ± 0,66 1,09 ± 0,75 0,88 ± 0,28 0,576 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. n.a.: nicht anwendbar. 
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7. Diskussion 

7.1. Einführung 

Die vorliegende Studie überprüfte, ob die Anwendung kleinerer Ahlendurchmesser (1,0 mm) 

im Vergleich zu größeren Durchmessern (1,2 mm) in der Mikrofrakturbehandlung kleinflächi-

ger Knorpeldefekte zu einer verbesserten Knorpelreparatur führt und ob jedwede Form von 

Mikrofrakturbehandlung die Knorpelreparatur im Vergleich zur alleinigen Durchführung eines 

Débridements verbessert. Die Daten dieser Studie zeigten erstens, dass Mikrofrakturbehand-

lungen unter Verwendung eines kleinen Ahlendurchmessers (1,0 mm) zu einem signifikant 

verbesserten Knorpelreparaturgewebe im Vergleich zu Ahlen größeren Durchmessers (1,2 

mm) führten. Zweitens verbesserten beide Mikrofrakturbehandlungs-Gruppen die histologi-

sche Gesamtqualität des Reparaturgewebes im Vergleich zum alleinigen Débridement. Drit-

tens hatte die Anwendung kleiner Ahlendurchmesser keinen positiven Einfluss auf die Mikro-

architektur des subchondralen Knochens. Viertens zeigte sich kein Unterschied im Hinblick 

auf die frühe perifokale Arthrose zwischen den Gruppen. Fünftens sind häufiger subchondrale 

Knochenzysten sowie intraläsionale Osteophyten nach Mikrofrakturierung als nach alleinigem 

Débridement zu finden. 

 

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung von Auswirkungen unterschiedlicher 

Ahlengrößen auf das Knorpelreparaturgewebe bei der Behandlung kleinflächiger Knorpelde-

fekte in medialen Femurkondylen im translationalen Schafmodell. Die bisherige Studienlage 

beschreibt lediglich die Effekte unterschiedlicher Bohrlochdurchmesser auf die Knorpelrepa-

ratur.28,142,143 Die Frage nach der Auswirkung des Durchmessers von Mikrofrakturierungs-Ah-

len auf die Knorpelreparatur ist bis dato ungeklärt. Marchand et al.142 stellten fest, dass unter-

schiedliche Bohrlochdurchmesser (0,5 mm versus 0,9 mm) in Knorpeldefekten von Kaninchen-

Trochleas im Kniegelenk sechs Monate postoperativ nicht zu signifikanten Veränderungen des 

Knorpelreparaturgewebes führten. Im Gegenzug beschrieben Eldracher et al.28 einen positi-

ven Effekt kleinerer Bohrlochdurchmesser (1,0 mm) gegenüber größeren Bohrlochdurchmes-

sern (1,8 mm) auf das Reparaturgewebe in Knorpeldefekten der Trochlea im Kniegelenk von 

Schafen sechs Monate postoperativ. Bezüglich der Mikrofrakturbehandlung wiesen Min et al.27 

eine erhöhte Zellmigration aus dem Knochenmark im Falle größerer Ahlendurchmesser (1,5 

mm) gegenüber kleineren Ahlendurchmessern (0,8 mm) nach. Kok et al.92 konnten allerdings 

keinen Einfluss unterschiedlicher Tiefe (2,0 mm versus 4,0 mm bei einem Durchmesser von 
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0,45 mm) und Anzahl (sechs versus drei) von Mikrofrakturlöchern auf das Knorpelreparatur-

gewebe in osteochondralen Defekten am Talus von Ziegen feststellen. Gao et al.144 untersuch-

ten an der Trochlea von Minischweinen die Auswirkungen von alleinigem Débridement, Débri-

dement und Mikrofrakturbehandlung, sowie Mikrofrakturbehandlung und zusätzlichen Kno-

chenmarkaspiraten an vollschichtigen Knorpeldefekten vier Wochen postoperativ. Sie stellten 

eine frühe Ausdünnung des subchondralen Knochens, insbesondere einen Verlust der trabe-

kulären Strukturen der subchondralen Knochenplatte durch die Mikrofrakturbehandlung fest. 

Nur das zusätzliche Knochenmarkaspirat wies einen protektiven Effekt am subchondralen 

Knochen auf.144  

 

In allen Studien blieb der Einfluss des Ahlendurchmessers auf das Knorpelreparaturgewebe 

und den subchondralen Knochen jedoch unbeachtet. Bei einer Prävalenz von knapp einer 

Million US-Amerikanern mit Knorpelschäden pro Jahr18,145 stellt das Knie das am häufigsten 

betroffene Gelenk dar.13 Des Weiteren ist die frühzeitige Anwendung solch markraumeröffnen-

der Verfahren in Knorpeldefekten mit einem positiven histologischen und klinischen Behand-

lungsergebnis sowie einer frühzeitigeren Wiederaufnahme von sportlicher Betätigung assozi-

iert.13 Anlässlich dieser Studienlage und klinischer Relevanz wurden in der vorliegenden Stu-

die die Auswirkungen unterschiedlicher Ahlendurchmesser auf die Knorpelreparatur in Knor-

peldefekten im Kniegelenk im translationalen Schafmodell untersucht. 

7.2. Reparatur des Gelenkknorpels 

In dieser Studie verbesserten Mikrofrakturierungs-Ahlen kleineren Durchmessers gegenüber 

großen Ahlen signifikant die histologische Gesamtqualität des Reparaturgewebes gemäß dem 

Bewertungssystem nach Wakitani et al..131 Bereits von Eldracher et al.28 wurde beschrieben, 

dass kleinere Bohrlochdurchmesser bei der subchondralen Anbohrung nach Pridie zu einem 

signifikant verbesserten histologischen Gesamtpunktwert der Knorpelreparatur führen. Die Au-

toren führten die histologische Auswertung anhand des Bewertungssystem nach Sellers et 

al.146 durch, welcher neben den Parametern des Bewertungssystems nach Wakitani et al.131 

noch zusätzlich die subchondrale Knochenlamelle und das Vorhandensein einer Grenzlinie 

evaluiert. Eldracher et al.28 verglichen Bohrlochdurchmesser von 1,0 mm mit 1,8 mm in der 

Trochlea von jeweils sieben Schafen sechs Monate postoperativ. Vor Anwendung der Pridie-

Bohrung wurde der physiologische Trabekelabstand der subartikulären Spongiosa an der Tro-

chlea des Schafes mit 0,9 ± 0,13 mm bestimmt. Marchand et al.142 konnte hingegen keinen 
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signifikanten Unterschied in der histologischen Auswertung durch das modifizierte Bewer-

tungssystem nach O’Driscoll et al.147 als auch in der Gesamtauswertung zwischen unter-

schiedlichen Bohrlochgrößen (0,5 mm Bohrlochdurchmesser an der proximalen Trochlea ver-

sus 0,9 mm Bohrlochdurchmesser an der distalen Trochlea) im Kaninchenmodell sechs Mo-

nate postoperativ nachweisen, obwohl die kleineren Bohrlochdurchmesser eher dem physio-

logischen Trabekel-Abstand im Kaninchen (0,41 mm)143 entsprachen. Als Erklärung für den 

ausbleibenden Unterschied der Bohrlochdurchmesser nannten die Autoren unterschiedliche 

Defekt-Lokalisation und die damit einhergehenden unterschiedlichen Eigenschaften des Ge-

lenkknorpels.20, 56,148,149,150  

 

Kreuz et al.20 stellten eine signifikante Verbesserung im Bewertungssystem ICRS151 36 Monate 

postoperativ nach Mikrofrakturbehandlung in Knorpeldefekten der medialen Femurkondylen 

gegenüber Trochlea, Tibiaplateau und Patella dar. Es ist bekannt, dass innerhalb des media-

len Gelenkkompartiment das Tibiaplateau im Vergleich zur Femurkondyle eine dickere Ge-

lenkknorpelschicht und subchondrale Knochenlamelle sowie eine geringere Zelldichte auf-

weist, wobei diese Unterscheide auch im Rahmen meniskusbedeckter und meniskusunbe-

deckter Areale des jeweiligen Kompartimentes zu finden sind.56,152 Zuletzt beschrieben 

McCarthy et al.153 für osteochondrale Defekte in Femur-Trochleas im Großtiermodell ein bes-

ser spontan entstandenes Reparaturgewebe als in Femur-Kondylen. Osteochondrale Defekte 

hätten ein besseres Reparatur-Potenzial als chondrale Defekte durch die Eröffnung des sub-

chondralen Knochens und der damit verbundenen Immigration von pluripotenten Stammzellen 

aus dem Knochenmark.153 Dies erhärtet den Verdacht, dass unabhängig von markraumeröff-

nenden Verfahren unterschiedliche Defektlokalisationen im gleichen Kniegelenk Auswirkun-

gen auf das Knorpelreparaturgewebe haben. Selbst Studien mit identischen markraumeröff-

nenden Verfahren ließen bei Anwendung an unterschiedlichen intraartikulären Lokalisationen 

einen direkten Vergleich nicht zu. In der vorliegenden Studie wurde der Trabekelabstand der 

subartikulären Spongiosa der Defektlokalisation an den medialen Femurkondylen nicht be-

stimmt. In Folgestudien sollte daher der jeweilige Trabekelabstand analysiert werden, um zu 

prüfen, ob Ahlendurchmesser entsprechend dem physiologischen Trabekelabstand auch in 

anderen Tiermodellen oder Defektlokalisationen zu einem verbesserten Reparaturgewebe 

führen würden.  

 

Der signifikant verbesserte Gesamtaspekt des Reparaturgewebes bei Verwendung der 1,0 

mm-Ahlen basierte vor allem auf der signifikant verbesserten Oberflächenbeschaffenheit. In 

den übrigen Parametern des Bewertungssystems nach Wakitani et al.131 war kein signifikanter 
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Unterschied zwischen beiden Mikrofrakturbehandlungs-Gruppen zu erkennen. Die Oberflä-

chenbeschaffenheit spielt in der postoperativen Kontrolle und Dokumentation des Behand-

lungsverlaufes durch die MRT eine wichtige Rolle. Durch einen überlegenen Weichteilkontrast 

gegenüber anderen bildgebenden Verfahren können Knorpeloberflächen, subchondraler Kno-

chen, Defektfüllung und Integration mit dem angrenzenden Knorpel mittels MRT sehr gut dar-

gestellt werden.154,155,156 Nach Blackman et al.154 stehen die MRT-Auswertungen des Repara-

turgewebes und die klinische Symptomatik nach markraumeröffnenden Verfahren sechs bis 

36 Monate postoperativ in signifikant positiver Korrelation. Auch in makroskopischen Bewer-

tungssystemen, sowohl für die präklinische als auch klinische Beurteilung von Knorpelrepara-

turgewebe, wird die Oberflächenbeschaffenheit immer als wichtiger Parameter ange-

führt.126,151,157,158,159,160 Goebel et al.126,161 unterstrichen die Relevanz von makroskopischen Be-

wertungssystemen bei der Auswertung präklinischer Tiermodelle, da sowohl positive Korrela-

tionen für die Parameter der Defektfüllung und Gesamtpunktzahl mit dem kernspintomogra-

phischen Bewertungssystem MOCART162,163 als auch mit dem histologischen Bewertungssys-

tem nach Wakitani et al.131 bestehen. Für den Parameter der Oberflächenbeschaffenheit 

wurde keine Korrelation zwischen makroskopischer und histologischer Auswertung161 gefun-

den. Die makroskopische Oberflächenbeurteilung ist ineffektiv, solange mikroskopische Ver-

änderungen der Oberflächenbeschaffenheit nicht makroskopisch sichtbar werden.161 Obwohl 

die Oberflächenbeschaffenheit in der vorliegenden Arbeit makroskopisch keine Unterschiede 

zwischen den Gruppen zeigte, war diese auf histologischer Ebene nach Anwendung der klei-

neren Ahlendurchmesser signifikant verbessert. Diese Daten unterstützen die Verwendung 

einer mikrostrukturellen Begutachtung des Knorpelreparaturgewebes als den Goldstandard 

zur objektiven Bewertung.12,164 In der mikroskopischen Auswertung konnte außerdem nachge-

wiesen werden, dass beide Gruppen der Mikrofrakturbehandlung im Vergleich zur Kontroll-

gruppe nach sechs Monaten eine histologisch verbesserte Gesamtqualität des Reparaturge-

webes aufwiesen. Insbesondere die Anwendung von kleinen Ahlen war dabei dem Débride-

ment in allen Kategorien überlegen. Dies bestätigte die zweite Hypothese dieser Studie.  

 

Durch die Experimente von Min et al.27 zeigte sich bereits, dass eine Eröffnung des Markrau-

mes durch größere Ahlen gegenüber kleineren Ahlen und alleinigem Débridement zu einer 

erhöhten Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen führt, was die Grundlage zur Ausbildung 

eines Knorpelreparaturgewebes darstellt. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich der Austritt 

von Stammzellen aus dem Knochenmark in Form von Blutungen aus dem Knochenmark nur 

nach Durchführung der Mikrofrakturbehandlung. Bei alleinigem Débridement wurde nur die 

kalzifizierte Knorpelschicht entfernt, die Markräume wurden nicht eröffnet. Frisbie et al.165 be-

schrieben bereits die Relevanz dieser kompletten Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht 
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im Rahmen des Débridements, um optimale Vorrausetzungen für markraumeröffnende Ver-

fahren zu schaffen. In einer post mortem Untersuchung von juvenilen und adulten Schafen im 

Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Entfernung der kalzifizierten Knorpel-

schicht der Trochlea in adulten Tieren deutlich erschwert ist. Drobnic et al.166 hingegen be-

merkten, dass ein Débridement bei jungen Schafen aufgrund der noch nicht kontinuierlich aus-

geformten kalzifizierten Knorpelschicht leicht zu tief ausfallen kann. Vor diesem Hintergrund 

wäre als technische Hilfestellung eine Kürette mit Penetrationsstopp wünschenswert, um die 

Eindringtiefe in den subchondralen Knochen im Rahmen des Débridement zu limitieren.166,167 

Diese Beobachtung wurde in der post mortem Untersuchung (siehe 5.7.6.3.) bestätigt.  

 

Mittels des histologischen Bewertungssystem nach Wakitani et al.131 wurde unter anderem 

eine signifikant verbesserte Matrixanfärbbarkeit durch Mikrofrakturbehandlung gegenüber der 

Kontrollgruppe festgestellt. Die daraus resultierende Annahme eines höheren Proteoglykan-

gehalt im Reparaturgewebe nach Mikrofrakturbehandlung im Vergleich zum Originalknorpel 

bestätigte sich jedoch nicht im DMMB-Test. Die biochemischen Analysen des Proteoglykan-

gehalts erbrachten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Eldracher et al.28 

beschrieben sowohl eine verbesserte Matrixanfärbbarkeit, als auch einen erhöhten Proteogly-

kangehalt nach Pridie-Bohrungen mit kleinem Durchmesser. Histologische Bewertungssys-

teme stellen aufgrund von höherer Zuverlässigkeit und Reproduzierbarkeit den Goldstandard 

in der objektiven Beurteilung von Knorpelreparaturgewebe dar.164 Diese Tatsache unter-

streicht die Relevanz der vorliegenden histologischen Ergebnisse, weist jedoch auch auf Limi-

tationen der vorliegenden Studie hin, da sich idealerweise biochemische und histologische 

Analysen bei der Beurteilung der Knorpelreparatur komplementär ergänzen.164 In der vorlie-

genden Studie waren die signifikant verbesserte Matrixanfärbbarkeit durch Mikrofrakturbe-

handlung gegenüber dem alleinigen Débridement nicht in den biochemischen Analysen reflek-

tiert. Obwohl aus technischen Gründen die histologischen Schnitte grundsätzlich nicht aus der 

gleichen Region wie die invasiv gewonnenen Proben für die biochemischen Analysen stam-

men können, kann die Diskrepanz zwischen der histologischen Matrixanfärbbarkeit und den 

biochemischen Parametern durch eine geringere Aussagekraft der Safranin-O-Färbung im 

Vergleich zu den kontinuierlichen Daten aus der biochemischen Analyse erklärt werden. 

 

Abschließend wurde auch in der vorliegenden Studie durch Mikrofrakturbehandlung keine 

Knorpelregeneration,47 sondern Knorpelreparatur in einem kurzfristigen Beobachtungszeit-

raum erzielt. Bisher führten nur Bae et al.,100 Gobbi et al.,23 Knutsen et al.,25 Miller et al.,97 

Solheim et al.,109,96,99,102 Steadman et al.22 und Ulstein et al.101 prospektive klinische Studien zu 
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Auswirkungen von Mikrofrakturbehandlung in vollschichtigen Knorpeldefekten mit einem län-

gerfristigen Beobachtungszeitraum durch. Alle Autoren stellten fest, dass Schmerz und Funk-

tionalität, gemessen anhand der klinischen Bewertungssysteme nach Lysholm et al.168 und 

Tegner et al.,169 innerhalb eines kurz- bis mittelfristigen Beobachtungszeitraums (zwei Jahre) 

im Vergleich zum präoperativen Zustand Besserung zeigten. In den folgenden Beobachtungs-

jahren (maximal 17 Jahre postoperativ22) variierten die Ergebnisse von einer Stagna-

tion22,26,96,97 bis hin zu einer Verschlechterung23 des post- gegenüber dem präoperativen Zu-

stand.  

 

Im Jahr 2018 analysierten Kraeutler et al.170 in einer systematischen Auswertung die Ergeb-

nisse von mittel- bis langfristig angelegten Studien der Evidenzklassen I-III hinsichtlich des 

Erfolgs von Mikrofrakturbehandlung und ACT in 400 chondralen Defekten an 399 Patienten-

knien. Die Autoren stellten nach einem Minimum von fünf Jahren eine klinische Verbesserung 

nach Mikrofrakturbehandlung und ACT fest, signifikante Unterschiede zwischen den Behand-

lungsverfahren bestanden nicht.170 Diese wichtigen Ergebnisse unterstreichen die Notwendig-

keit langfristiger klinischer Studien. 

7.3. Arthrotische Veränderungen des angrenzenden Gelenkknorpels 

Anhand der Quantifizierung der mit Tusche gefärbten makroskopisch arthrotischen Are-

ale127 und der semi-quantitativen strukturellen histologischen Analyse nach Little et al.132  wur-

den degenerativ-arthrotische Veränderungen des angrenzenden Knorpels nachgewiesen. In-

teressanterweise konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden werden. Dies 

ist offensichtlich auf den frühen Zeitpunkt der Nachuntersuchung zurückzuführen. Die signifi-

kant erhöhte Chondrozytenzahl in der Gruppe des Débridements im Vergleich zu beiden Mik-

rofrakturbehandlungs-Gruppen und die verminderte Safranin-O-Anfärbbarkeit in allen drei 

Gruppen sind nach Madry et al.171 als Zeichen einer Früharthrose zu verstehen. Ebenfalls wa-

ren degenerative Veränderungen des angrenzenden Gelenkknorpels nach subchondraler An-

bohrung sichtbar.28 Diese Beobachtung bestätigt die Vermutung, dass eine Beeinflussung des 

angrenzenden Gelenkknorpels mit Degeneration einerseits durch Knorpeldefekte selbst, an-

dererseits auch durch die therapeutische Anwendung von markraumeröffnenden Verfahren, 

regelhaft aufzutreten scheint.  

 

Burr et al.172 stellten die These auf, dass bei der Arthrose spontane Mikrofrakturen des sub-

chondralen Knochens zu Gefäßinvasion in den kalzifizierten Knorpel führen und durch eine 
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Reaktivierung der Grenzlinie und der enchondralen Ossifikation zur Degeneration des Gelenk-

knorpels beitragen. Sekundär führt dies zu einer Ausdünnung des Gelenkknorpels.172 Diese 

Ergebnisse lassen für die vorliegende Studie schlussfolgern, dass kleinere Ahlendurchmesser 

(1,0 mm) zu weniger ausgeprägten Mikrofrakturen des subchondralen Knochens und somit zu 

geringfügigeren Auswirkungen auf die subchondrale Mikroarchitektur und deren Folgeerschei-

nungen führten, woraus ein besseres histologisches Gesamtergebnis des Reparaturgewebes 

resultieren kann.  

7.4. Reparatur des subchondralen Knochens 

7.4.1. Subchondrale Knochenlamelle der Defektzone 

Für die Knochenlamelle der Defektzone wurde eine signifikante Zunahme des Knochenober-

fläche-/Volumenverhältnis (BS/BV) in der 1,0 mm- gegenüber der 1,2 mm-Gruppe und der 

Gruppe des Débridements festgestellt. Zugleich war das BS/BV durch Anwendung von Mikro-

frakturbehandlung im Vergleich zur angrenzenden subchondralen Knochenlamelle signifikant 

gesteigert. Mikrofrakturbehandlungen führen zur Schwächung der subchondralen Mikroarchi-

tektur. Die Zunahme des BS/BV ist Ausdruck der Knochenreparatur nach der Anwendung von 

markraumeröffnenden Verfahren.28,128 Wei et al.173 untersuchten die Auswirkungen der chro-

nischen FGF-21 Expositionen im Knochen von adipösen Mäusen und stellten fest, dass ein 

Verlust von trabekulären Knochenstrukturen mit einer signifikanten Zunahme der knöchernen 

Oberfläche (BS/BV) einherging. Borah et al.174 zeigten, dass eine Behandlung mit Risedronat 

von Frauen mit Osteoporose den Knochenabbau und Zerfall der trabekulären Architektur ver-

hindert. Eine Zunahme der BS/BV konnte bei Frauen mit unbehandelter Osteoporose beo-

bachtet werden.174 Okazaki et al.175 stellten an elf Femurköpfen weiblicher Patientinnen mit 

Osteoporose ebenfalls eine positive Korrelation zwischen der Anzahl des Mikrokallus und der 

BS/BV fest. Durch den initialen Verlust trabekulärer Strukturen ist somit eine sekundäre Zu-

nahme des BS/BV im Rahmen von Umbau- und Reparaturprozessen festzustellen. Diese Be-

obachtungen wurden auch bereits durch Autoren der Arbeitsgruppe dieser Studie gemacht: 

Orth et al.128 zeigten 2012, dass Pridie-Bohrungen im Schafmodell an der medialen Femur-

kondyle zu einer Zunahme der Knochenoberflächendichte (BS/TV) führen. Auch Eldracher et 

al.28 beobachteten die gleichen Phänomene an der Trochlea von Schafskniegelenken. Die ge-

nannten Studien dieser Arbeitsgruppe unterschieden sich zwar in Lokalisation (Trochlea ver-

sus Femurkondyle) und Art des markraumeröffnenden Verfahrens (Pridie-Bohrungen versus 
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Mikrofrakturbehandlung), dennoch untermauern diese Beobachtungen die Ergebnisse der vor-

liegenden Arbeit. Es sei die Annahme, dass sowohl kleine als auch große Bohrlöcher und 

Ahlendurchmesser zu signifikanten sowie ausgedehnten Störungen der knöchernen Mikroar-

chitektur führen könnten und diese nach sechs Monaten postoperativ noch nicht wieder her-

gestellt wären.128  

 
Zudem konnte in der subchondralen Knochenlamelle nach Mikrofrakturbehandlung mit 1,0 

mm-Ahlen eine signifikant verringerte BS/TV im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt wer-

den. Die Anwendung der Mikrofrakturbehandlungen an sich, im speziellen der kleineren Ahlen 

(1,0 mm) führt zu einem gröberen Reparaturgewebe des trabekulären Knochens, dass durch 

Zysten und größere Abstände zwischen den Trabekeln gekennzeichnet ist. Chen et al.176 stell-

ten fest, dass eine Zunahme der BS/TV mit einem höher vernetzten trabekulären Knochenre-

paraturgewebe nach Anwendung von markraumeröffnenden Verfahren einhergeht. Sie be-

schrieben eine signifikante Zunahme der Knochenoberflächendichte nach der Anwendung von 

Pridie-Bohrungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Die Mikrofrakturbehand-

lungs-Gruppe wies jedoch eine niedrigere BS/TV auf.176 In Übereinstimmung mit Chen et al.176 

zeigte auch die vorliegende Studie, dass insbesondere die Mikrofrakturbehandlung mit klei-

nem Durchmesser zu einer verringerten BS/TV im Vergleich zum Débridement führt. Dies un-

terstreicht den potenziell nachteiligen Einfluss markraumeröffnender Verfahren auf die Mikro-

architektur des subchondralen Knochens. Die bisherige Studienlage reicht aber nicht aus, um 

die Relevanz der radiologisch geschwächten subchondralen Mikroarchitektur durch Mikrofrak-

turbehandlung ausreichend zu klären. Die hier refenzierten Studien unterscheiden sich zu sehr 

in ihrem Aufbau (Lokalisation des Knorpeldefektes, unterschiedliche Tiermodelle, unterschied-

liche markraumeröffnende Verfahren, Alter der Tiere), um direkte Vergleiche zu ermöglichen. 

Insbesondere fehlende biomechanische Untersuchungen des subchondralen Knochens nach 

Mikrofrakturbehandlung erschweren die Interpretation und Korrelation die Studienergebnisse. 

Die Phase eingeschränkter postoperativer Belastung ist wichtig, um Knorpelreparatur und 

Knochenrekonstitution zu unterstützen.128 Auch wenn eine Teilbelastung mit Sohlenkontakt 

wie am Patienten im Tiermodell nur schwer umsetzbar ist, sollte dieser Einfluss in zukünftigen 

Arbeiten weiter geprüft werden.128 

7.4.2. Angrenzende subchondrale Knochenlamelle 

Im Vergleich zwischen perforierter subchondraler Knochenlamelle und der angrenzenden sub-

chondralen Knochenlamelle fielen signifikant reduzierte Knochenmineraldichte (BMD) und 
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Knochenvolumenanteil (BV/TV) innerhalb der Defekte aller drei Gruppen auf. Diese Ergeb-

nisse untermauern die Beobachtung, dass markraumeröffnende Verfahren zu einer Schwä-

chung des subchondralen Knochens innerhalb der Defektzone führen. In der Literatur sind 

übereinstimmende Berichte zu finden: Orth et al.128 beschrieben diese Beobachtungen eben-

falls für Defekte nach Pride-Bohrungen und im Vergleich zur angrenzenden subchondralen 

Knochenlamelle. Auch Eldracher et al.28 beobachteten einen signifikant erniedrigten BMD-

Wert nach Pridie-Bohrungen im Vergleich zur intakten angrenzenden Knochenlamelle. Für den 

BV/TV wurden von Eldracher und Kollegen keine signifikanten Veränderungen gegenüber der 

angrenzenden subchondralen Knochenlamelle festgestellt.  

 

Chen et al.176 beschrieben ähnliche Werte wie in der vorliegenden Arbeit für den BV/TV in allen 

chondralen Defektgruppen (Pridie-Bohrungen: 2,0 mm und 6,0 mm; Mikrofrakturierung: Ahlen-

größe 2 mm) von 16 Kaninchen-Trochleas drei Monate postoperativ, als auch im Vergleich zur 

intakten Kontrollgruppe. Einen Vergleich zur angrenzenden subchondralen Knochenlamelle 

und die Bestimmung des BMD-Wertes führten die Autoren jedoch nicht durch.176 Gao et al.144 

fanden auch eine signifikant herabgesetzten BMD-Wert und BV/TV im Vergleich der sub-

chondralen Knochenlamelle der Defektzone mit der angrenzenden subchondralen Knochen-

lamelle nach Mikrofrakturbehandlung chondraler Defekte im Minischwein. Interessanterweise 

waren sowohl bei Gao et al.144 als auch in der vorliegenden Studie auch die Kontrollgruppen 

(alleiniges Débridement) von herabgesetzter BMD und BV/TV betroffen. Es ist fraglich, ob die 

Entfernung der kalzifizierten Knorpelschicht beim Débridement zu tief ausfiel und folglich eine 

Schwächung des subchondralen Knochens induzierte. Diese Vermutung wird gestärkt durch 

die Erkenntnis, dass in der vorliegenden Studie und jener von Gao et al.144 ein Verlust trabe-

kulärer Strukturen auch nach alleinigem Débridement zu verzeichnen war. Diese Ergebnisse 

müssten in Langzeitbeobachtungen weiter evaluiert werden. 

7.4.3. Subartikuläre Spongiosa der Defektzone 

Innerhalb der subartikulären Spongiosa der Defektzone fiel ein signifikant reduzierter BV/TV 

für Gruppe der 1,0 mm-Ahlen gegenüber den 1,2 mm-Ahlen und der Gruppe des Débride-

ments auf. Auch Gao et al.144 beschrieben nach Mikrofrakturbehandlungen einen reduzierten 

BV/TV in der subartikulären Spongiosa der Defektzone. Dieses Ergebnis steht ferner in Ein-

klang mit den Beobachtungen von Chen et al.82. Diese beschrieben eine Knochenverdichtung 

und -frakturierung der subartikulären Spongiosa um die Löcher nach Mikrofrakturbehandlun-

gen mit einer Ahle von 1,0 mm Durchmesser. Offenbar wird durch das Einbringen einer Mik-

rofrakturahle in den subchondralen Knochen die subartikuläre Spongiosa in der Umgebung 
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der Defekte verdichtet, während innerhalb der Defekte Substanzdefekte resultieren, die eine 

Reduktion von BV/TV bewirken. Hingegen wird bei Anwendung von Pridie-Bohrungen mit ei-

nem Spiralbohrinstrument das überschüssige Knochenmehl durch die Spannut des Bohrers 

abtransportiert und nicht, wie bei der Mikrofrakturierung mit Ahlen oder der Verwendung von 

rotierenden Kirschner-Drähten zum Bohren, zur Seite verdrängt. Dies stellt einen relevanten 

Unterschied zwischen Anbohrung und Mikrofrakturbehandlung dar, der sich auch in diesen 

Mikro-CT-Resultaten widerspiegelt.  

 

Zudem wurden in der vorliegenden Studie eine 3D-konfigurierte (dreiseitig angeschliffen, ge-

rade) Ahlenspitze verwendet. Dies ermöglichte eine zur subchondralen Knochenlamelle recht-

winklinge Anbringung der Mikrofrakturierungs-Ahlen. Ob jedoch eine 3D-konfigurierte Ahlen-

spitze ausgedehnte Knochenfrakturierungen oder eine kegelförmige Ahlenspitze die Impaktie-

rung des subchondralen Kochens bedingt, muss weiter geprüft werden. Benthien et al.177 

machten mit einer kegelförmigen Spitze am Patienten gute Erfahrungen. Die kegelförmige 

Konfiguration ermöglichte ein tieferes Eindringen in den subchondralen Knochen und das Re-

paraturgewebe war von Typ-II-Kollagenfasern geprägt.  

 

Ungeklärt bleibt, weshalb kleine Ahlendurchmesser im Vergleich zu großen Ahlendurchmes-

sern zu einer stärkeren Reduktion des Knochenvolumenanteils innerhalb der subartikulären 

Spongiosa der medialen Femurkondyle im Schafmodell führen. Eldracher et al.28 gingen davon 

aus, dass im Rahmen der subchondralen Anbohrung ein dünnerer Bohrer, welcher dem phy-

siologischen Trabekelabstand der Trochlea des Schafmodells entsprach, weniger Knochen-

gewebe verdrängt und daraus ein physiologischer Knochenvolumen BV/TV verblieb. In der 

vorliegenden Studie wurde der physiologische Trabekelabstand der Schafs-Kondyle nicht be-

stimmt, da der Schwerpunkt in der Wahl der Ahlendimensionen lag. Diese war der makrosko-

pischen Ratio des Gelenkes/ Knorpeldicke des Patienten angelehnt.  

 

Dieses Ergebnis unterstreicht die Feststellungen der vorangehenden Abschnitte in folgendem 

Punkt: Die subartikuläre Spongiosa ist durch den Einsatz der Mikrofrakturbehandlung ge-

schwächt. Beide Ahlengrößen und auch das Débridement führen zur Störung der subchond-

ralen Mikroarchitektur nach vier Wochen144 und sechs Monaten. Zusätzlich setzten sich die 

Auswirkungen der kleinen Ahlengrößen auch in die subartikuläre Spongiosa in Form von Sub-

stanzdefekten im Bereich der Mikrofrakturbehandlung und Knochenverdichtung in deren Um-

gebung fort.  
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7.4.4. Angrenzende subartikuläre Spongiosa 

Diese Schlussfolgerungen spiegeln sich auch in den vergleichenden Ergebnissen zwischen 

subartikulärer Spongiosa der Defektzone und dem angrenzenden Knochen wieder. Beide Mik-

rofrakturbehandlungs-Gruppen erhöhten das BS/BV und den Trabekelabstand (Tb.Sp) in der 

subartikulären Spongiosa der Defektzone im Vergleich zur unbehandelten angrenzenden sub-

artikulären Spongiosa. Zusätzlich sind BMD und Trabekeldicke (Tb.Th) durch die Mikrofrak-

turbehandlung im Vergleich zur angrenzenden subartikulären Spongiosa reduziert. Wie in 

7.4.1 bereits erläutert, ist mit der Zunahme des BS/BV ein Verlust an trabekulären Strukturen 

assoziiert.173 Die Zunahme des Tb.Sp und die Abnahme von BMD und Tb.Th unterstreichen 

den Verlust an subchondraler spongiöser Knochensubstanz. Auch Gao et al.144 stellten eine 

frühe Ausdünnung des subchondralen Knochens durch alleinige Mikrofrakturbehandlung fest, 

die sich durch eine reduzierte BS/TV und Trabekelanzahl (Tb.N) sowie einen zunehmenden 

Tb.Sp präsentierte. Nur das zusätzliche Knochenmarksapirat der Gruppe drei konnte einen 

protektiven Effekt auf den subchondralen Knochen zeigen.144 Eine derartige ergänzende Maß-

nahme sollte in zukünftigen translationalen Großtierstudien vertiefend untersucht werden. 

7.4.5. Subchondrale Knochenzysten und intraläsionale Osteophyten 

In der vorliegenden Studie wurden subchondrale Knochenzysten und intraläsionale Osteophy-

ten häufiger nach Mikrofrakturbehandlung als nach alleinigem Débridement festgestellt. Diese 

Ergebnisse zeigen Übereinstimmung mit vorausgegangenen Untersuchungen, die ebenfalls 

häufig subchondrale Zysten (63%) und intraläsionale Osteophyten (26%) nach Anwendung 

der Pridie-Bohrung in Femurkondylen von Schafen fanden.128 Eldracher et al. stellten hinge-

gen nach Anwendung von Pridie-Bohrung in Schaf-Trochleas sechs Monate postoperativ 

keine subchondrale Zysten und nur in 21% intraläsionale Osteophyten fest.  Gao et al. fanden 

weder subchondrale Zysten, noch intraläsionale Osteophyten vier Wochen postoperativ nach 

Mikrofrakturbehandlung mit und ohne Knochenmarksapirat an Trochleas des Minischweins144. 

Stachel et al. fanden sechs Monate postoperativ die höchsten intraläsionalen Osteophyten in 

der Gruppe des alleinigen Débridement im Vergleich zu den mit Pridie-Bohrungen (6 Löcher 

vs. 2 Löcher von 1 mm Breite und 10 mm Tiefe) behandelten Schaf-Trochleas.178 

 

Im Allgemeinen stellen intraläsionale Osteophyten radiologische Hauptmerkmale der Arthrose 

dar49,179 und können ursächlich für Schmerz und Funktionsverlust des jeweilig betroffenen Ge-

lenkes sein.179 In Gelenken starker biomechanischer Beanspruchung dringt fibrovaskuläres 

Gewebe vor. Es kommt zur endochondralen Knochenneubildung.49 Die gelenknahe Seite des 
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Osteophyten ist dabei meist mit Knorpel der ursprünglichen Knorpeloberfläche des Gelenks 

bedeckt.179 Cole et al.180 fanden Osteophyten am Patienten in 54-70% nach Mikrofrakturbe-

handlung128 und in 8-25% nach ACT.128,181  

 

Subchondrale Zysten hingegen entstehen im Kontext der reparativen Knorpelchirurgie wahr-

scheinlich durch den Einstrom von Gelenkflüssigkeit in den partiell durch markraumeröffnende 

Verfahren eröffneten subchondralen Knochen. 182 Je kleiner der Defektdurchmesser, desto 

größer ist der Einstrom-Druck der Gelenkflüssigkeit.49,128,183 Aufgrund eines Ventilmechanis-

mus kann Gelenkflüssigkeit in den subchondralen Knochen zwar ein-, aber nicht austreten, 

der Knochen wird ausgespült. Daraus resultieren unter anderem Schmerzen unter Belas-

tung.183 In Tiermodellen traten subchondrale Zysten in unbehandelten chondralen Defek-

ten184,185 sowie nach Mikrofrakturbehandlung in bis zu 50% der Defekte auf.165,184 Bei Patienten 

ist das Auftreten von Zysten nach Anwendung von Mikrofrakturbehandlung deutlich redu-

ziert.11 In der Behandlung durch ACT am Patienten wurden diese bis in 2521,67-39%181 der 

Defekte gefunden. Eine unterschiedliche Zusammensetzung der Synovialflüssigkeit,186,187 die 

unterschiedliche Dicke der subchondralen Knochenlamelle, das Vorhandensein von vorbeste-

hender Mikroverletzungen der subchondralen Knochenlamelle,172 eine erhöhte Körpertempe-

ratur der Schafe (38-40 °C)188,189 und die Unterschiede der postoperativen Belastung zwischen 

Patient und im Schafmodell125,190,191 können Erklärungen für das häufigere Auftreten von sub-

chondralen Zysten in unserem Tiermodell sein. 47,128  

 

Zusammenfassend scheint das Auftreten von subchondralen Zysten und Osteophyten lage-, 

spezies- und belastungsabhängig zu sein. Gerade die Beobachtungen der Arbeits-

gruppe12,28,128,144 dieser Studie bestätigen die Annahme, dass die Lokalisation der Defekte im 

Kniegelenk die Strukturmuster und biochemische Zusammensetzung von Knorpelreparatur-

gewebe vorgeben28,137 und im Tiermodell häufiger zu defektassoziierten Veränderungen des 

subchondralen Knochens48 in der medialen Femurkondyle als in der Trochlea führen. Des 

Weiteren fällt auf, dass weder Zysten noch Osteophyten nach einem kurzem Behandlungs-

zeitraum (vier Wochen)47 und unter additiver Anwendung von Knochenmarksaspiraten auftra-

ten.144 Das lässt schlussfolgern, dass gerade in Tiermodellen eine längere Belastungsphase 

unter Vollbelastung zu ausgeprägten Sekundärveränderungen des subchondralen Kno-

chens48 führt. Eine postoperative Phase des reinen Sohlenkontaktes über mindestens sechs 

Wochen muss am Patienten in Rehabilitationsprotokollen nach Mikrofrakturbehandlung ange-

strebt werden.180 Insbesondere im Hinblick auf die restriktiven Vorgaben des Tierschutzes ist 

es fast unmöglich eine korrekte Umsetzung der einschränkenden postoperativen Belastung im 

Vierfußtiermodell realistisch zu erzielen.128 Zudem unterstreicht die Studie von Gao et al.144 
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die Bedeutsamkeit des Einsatzes von Biomaterialien (z. B. Knochenmarksaspiraten oder Trä-

gersubstanzen). Sie füllen und unterstützen die Defektzone und können den Verlust an sub-

chondraler Knochensubstanz vermindern.12,144,185,192,193 Das Ergebnis der vorliegenden Studie 

lässt darüber hinaus schlussfolgern, dass eine Eröffnung der subchondralen Knochenlamelle 

per se zu subchondralen Veränderungen führt. Denn nach Mikrofrakturbehandlung traten häu-

figer Zysten und Osteophyten als nach alleinigem Débridement auf. Es bedarf somit offenbar 

einer Eröffnung der subchondralen Knochenlamelle, um Sekundärveränderungen des sub-

chondralen Knochens wie Osteophyten und subchondrale Knochenzysten zu induzieren.194  

7.5. Limitierungen und Stärken der vorliegenden Arbeit 

Die Anwendung mehrerer Analysemethoden mit Probeentnahmen an verschieden Defektregi-

onen im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Ergebnisse stellt eine Limitierung dieser Studie 

dar, denn hier wurde eine unterschiedlich ausgeprägte Reparatur und Auffüllung innerhalb 

eines Defektes beobachtet. Limitierend in dieser Studie war zudem sowohl der nur einmalige 

Evaluationszeitpunkt nach sechs Monaten als auch der fehlende Langzeitbeobachtungspunkt 

nach ein bis zwei Jahren postoperativ. Zudem führten wir keine biomechanische Testung des 

Reparaturgewebes durch. Dies wäre von besonderem Interesse, da die Läsionen im Tiermo-

dell durch die sofortige Vollbelastung postoperativ stärkeren biomechanischen Belastungen 

unterliegen als sie am Patienten im klinischen Alltag auftreten.195,128 Die unausweichliche post-

operative Belastungsphase unter Vollbelastung mit uneingeschränktem Bewegungsausmaß 

im Tiermodell führt zu ausgeprägten Sekundärveränderungen des subchondralen Knochens 

und stellt dementsprechend eine weitere Limitierung dar.48 Es ist bekannt, dass Schafe im 

Vergleich zu Minischweinen eine höhere Neigung zu subchondralen Zysten aufweisen.144 Bei 

dieser Studie wurde bewusst das Schafmodell gewählt, da die Größenverhältnisse und die 

Anatomie des Beines im Kontrast zum Minischwein mehr dem Patienten entsprechen. 

 

Zusammenfassend weist das in der vorliegenden Arbeit angewandte Studiendesign einige sig-

nifikante Stärken auf: Erstens, acht Schafe wurden bilateral mit einer Mikrofrakturbehandlung 

des kleinen oder großen Ahlendurchmessers versorgt. Dadurch bestanden keine substanziel-

len Unterschiede in der postoperativen Belastung zwischen den Gruppen der Mikrofrakturbe-

handlung. Zweitens wurden unsere Ahlengrößen auf der Basis vorausgegangener Stu-

dien27,28,92,128,177  festgelegt. Diese variierten zwar nur geringfügig, führten aber dennoch zu sig-

nifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen. Drittens korrespondierten die getesteten 

Ahlendurchmesser gut mit den klinisch am Patienten eingesetzten Instrumenten (1,6 mm bis 
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2,0 mm Durchmesser),196 da die humane mediale Femurkondyle 1,6-mal größer ist als eine 

Schafs-Kondyle.197 Letztens sind die Anwendung etablierter, validierter, standardisierter und 

robuster Analysemethoden [makroskopische (mithilfe semiquantitativer Bewertungssysteme), 

histologische, immunhistochemische, biochemische und die strukturelle Analyse des sub-

chondralen Knochens im hochauflösenden Mikro-CT],18,24,114,177 die klinische Relevanz9,18 und 

die Übertragbarkeit der Resultate auf Patienten als weitere Stärken dieser Arbeit zu nennen.12  

7.6. Klinischer Ausblick 

Markraumeröffnende Verfahren wie die Mikrofrakturbehandlung stellen eine etablierte Thera-

pie der Wahl zur Behandlung von symptomatischen, kleinflächigen Knorpeldefekten dar.15,16 

Bisher gab es allerdings keine fundierten Empfehlungen hinsichtlich zu verwendender Ahlen-

durchmesser. An diesem Punkt setzt die vorliegende Studie an und liefert valide Daten mit 

Empfehlungen zur Verwendung eines kleineren Ahlendurchmessers aufgrund des vorteilhaf-

ten Effektes auf die Knorpelreparatur. In zukünftigen Experimenten an Großtieren müssten 

nun Möglichkeiten gefunden werden, um die postoperative Belastung zu reduzieren.128 Gleich-

wohl ist davon auszugehen, dass bei Übertragung des vorliegenden Studiendesigns auf den 

Patienten die klinischen Resultate, insbesondere die subchondrale Mikroarchitektur betref-

fend, besser ausfallen werden, wie auch die guten klinischen Ergebnisse dieser chirurgischen 

Technik kurz- und mittelfristig erwarten lassen.5,16,20,22,24,25,93,198,120 Unter diesen Voraussetzun-

gen und in der Gesamtschau der Studienergebnisse sowie der Literaturrecherche bleibt mit 

dieser Studie die Auffassung, dass eine längerfristig angelegte klinische Untersuchung ge-

rechtfertigt wäre, in welcher der Effekt der Ahlendurchmesser auf die osteochondrale Repara-

tur langfristig und unter klinischen Bedingungen weiter untersucht werden sollte. 

7.7. Schlussfolgerung 

Kleine Ahlendurchmesser verbessern gegenüber größeren Ahlendurchmessern signifikant die 

histologische Gesamtqualität des Reparaturknorpels im translationalen Großtiermodell sechs 

Monate postoperativ. Hinsichtlich der Rekonstruktion des subchondralen Knochens zeigten 

kleine Ahlen gegenüber großen Ahlen keine Vorteile. Beide Ahlengrößen führten zu einer Stö-

rung der subchondralen Mikroarchitektur.  
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Subchondrale Knochenzysten und intraläsionale Osteophyten sind häufiger nach Mikrofrak-

turbehandlungen als nach alleinigem Débridement. Ihr Auftreten ist lage-, spezies- und belas-

tungsabhängig. Zur Klärung ihrer Ätiopathogenese und Inzidenz sind weitere Untersuchungen 

im Tiermodell sowie am Patienten erforderlich. 

 

Die vorliegende Studie macht somit deutlich, dass die Auswirkungen der Mikrofrakturierung 

auf die Reparatur von Gelenkknorpel und subchondralen Knochen divergieren. Die histologi-

sche Qualität des Reparaturknorpels wird durch Mikrofrakturbehandlung im Vergleich zum Dé-

bridement verbessert, die subchondrale Mikroarchitektur des Knochens jedoch geschwächt. 

Auswirkungen der geometrischen Konfiguration der Ahlenspitzen auf den subchondralen Kno-

chen sollten in weiterführenden Untersuchungen geklärt werden. 

 

Perifokale Arthrose der angrenzenden osteochondralen Einheit entwickelte sich ohne signifi-

kante Unterschiede zwischen den drei Gruppen. In der Gesamtschau erscheinen in der Zu-

kunft längerfristig angelegte Studien sinnvoll, um die osteochondrale Reparatur nach Mikro-

frakturierung bei Großtieren mit quadrupeder Gangart und Patienten beurteilen zu können. 
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