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Die Bereitstellung und Zulassung von
Konstrukten fiir die Defektheilung
des Gelenkknorpels setzt vor der An-
wendung im Menschen praklinische
Tests voraus. Dabei stehen u. a. ver-
schiedene Tiermodelle zur Verfiigung.
Wissenschaftliche Uberlegungen,
das Studiendesign, die Zielparame-
ter, die verfiigbare Infrastruktur, aber
auch 6konomische Uberlegungen
sind Faktoren, welche die Entschei-
dung fiir ein Tiermodell beeinflussen.
Grof3tiermodelle eignen sich beson-
ders, wenn biomechanische Untersu-
chungen an den Regeneraten durch-
gefiihrt werden sollen. Dieser Ansatz
wird in Zukunft haufiger erfolgen,
nachdem die biomechanische Kom-
petenz von Regeneraten fiir den Ge-
lenkknorpelersatz in den Fokus tritt,
insbesondere wenn es sich dabei um
zulassungsrelevante Gro3en handelt.

Fiir die Grundlagenforschung zu immu-
nologischen, zellbiologischen oder mole-
kularbiologischen Fragestellungen eignen
sich besonders Nager, wie die Maus oder
die Ratte, als Versuchstiere. Die Maus
- noch mehr als die Ratte — weil sie als
athymisch, transgen oder Knock-out-Typ
zur Verfligung steht [16]. Beide Nagerspe-
zies sind stark reproduktiv, kostengiinstig
in der Haltung und meist gut verfiigbar.
Deshalb stehen auch viele Daten zu den
beiden Spezies zur Verfiigung, wodurch
sich eine breite Diskussionsbasis ergibt.
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Defektmodelle fur die
Gelenkknorpel-
regeneration im Groftier

Ein grofler Nachteil besteht in der Grof3e
(Kleinheit) der Tiere, die Manipulationen
am Gelenkknorpel erschwert. Relevant ist
auch die Diskussion inwieweit die Ergeb-
nisse aus dem Nagermodell auf die huma-
ne Situation tibertragbar sind [16].

Haufig wird als grofSere Spezies das
Kaninchen verwendet, welches auch
glinstig in der Haltung ist, eine Knorpel-
dicke bis zu 0,44 mm im Patellagleitlager
bietet [71] und daher Manipulationen gut
zuldsst [13, 14]. Als grundsétzlicher Nach-
teil wird hier die hohe und schnelle Re-
generationspotenz des Kaninchens gese-
hen [16, 43, 80], welche die Ubertragbar-
keit von Ergebnissen aus dieser Spezies in-
frage stellt. Dennoch bietet das Kaninchen
wegen seiner Grofle die Moglichkeit, De-
fekte mit einem Durchmesser von mehre-
ren Millimetern (3-4 mm) zu setzen [92,
93]. Bei Verwendung grofSerer Tiere kon-
nen dann auch noch grofiere Defekte in
einem Gelenk, meist dem Kniegelenk, ge-
setzt werden. Haufig verwendete Tierspe-
zies sind das Schaf, das Schwein, die Zie-
ge, der Hund und das Pferd.

Die zunichst in Studien eingesetz-
ten Kleintiere kénnen nur eingeschrénkt
einen Vergleich zur humanen Situation
bieten. Meist ist auch nur ein Defekt pro
Gelenkkompartiment moglich. Erst mit
der Verwendung groflerer Tiere kann die
Anzahl und Grofle der Defekte erhoht
werden, was die aufwéindigen Tiermodel-
le kostengiinstiger werden lasst, aber auch
die Verwendung mehrerer Kontrolldefek-

te ermoglicht, so dass eine Validierung in-
nerhalb einer Studie maglich ist.

Die Einbeziehung beider Kniegelen-
ke im Versuchsplan hat den Vorteil, dass
zu einer hohen Wahrscheinlichkeit beide
Gliedmaflen postoperativ gleich belastet
werden. Bei dem Vorgehen muss aber die
Belastung des Tieres im Sinne des Tier-
schutzes beriicksichtigt werden und steht
bei der Entscheidung, ob dieses Vorge-
hen gewihlt werden kann, klar im Vor-
dergrund zur Entscheidungsfindung [1].
Sollte eine Immobilisation des operierten
Kniegelenks z. B. in Form einer Gipsan-
lage [4, 9, 17] notwendig werden, ist die
Versorgung des kontralateralen Gelenks
erschwert. Zudem hat die Immobilisa-
tion moglicherweise Auswirkungen auf
die Knorpelregeneration [84]. Eine Stu-
die beschreibt eine beidseitige Operation
mit anschlielender Immobilisierung mit
Gips iiber 7 Tage beim Schwein [4].

Eine schmerzhafte Beeintrachtigung
des Befindens der Tiere sollte nicht mehr
als wenige Tage postoperativ andauern, so
dass die Lange der Beobachtungszeit bis
zu mehreren Monaten moéglich ist. Darii-
ber hinaus richtet sich die Standzeit nach
der Annahme, wie lange das Implantat im
Gelenk braucht, bis es zum kompetenten
Regenerat ,,herangereift “ist.

Bei der autologen Chondrozytentrans-
plantation (ACT) bzw. der matrixassozi-
ierten ACT (MACT) beim Menschen
wird definitionsgemifd autologes Gewe-
bematerial verwendet, ein Vorgehen, wel-



ches in einem geeigneten Tiermodell ana-
log realisierbar sein sollte. Bei der Mehr-
zahl der Grofitiermodelle, die mit zellbe-
siedelten Konstrukten arbeiten, werden
autologe Zellen eingesetzt [26, 28, 59, 75].

Bei der Erzeugung von Regeneraten
fiir den Gelenkknorpelersatz und seiner
Beurteilung miissen also verschiedene . . .
Parameter Eerﬁcksichtigt werden, um re- Hler Steht elne Anzelge.
produzierbare und valide Ergebnisse er-
warten zu diirfen, insbesondere wenn es
darum geht, ein zulassungsrelevantes Mo-
dell zu generieren.

Die Einbeziehung biomechanischer
Tests zur Beurteilung von Knorpelrege-
neraten wird immer mehr gefordert und
zunehmend bei der Zulassung von Kons-
trukten von Bedeutung sein [25]. Da-
zu sind Regenerate notwendig, die einen
Durchmesser deutlich iiber der Submilli-
metergrofle haben. Defekte bis 3-4 mm
Durchmesser [92, 93] kénnen im Kanin-
chen realisiert werden, bei grofleren De-
fekten werden Grof3tiere benotigt.

Ziel dieser Ubersichtsarbeit ist es, be-
kannte Grofdtiermodelle darzustellen
und aufzuzeigen, welche Moglichkeiten
sie beschreiben, um Regenerate fiir den
Gelenkknorpel in vivo zu erzeugen, die in
vitro auch mit biomechanischen Tests
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charakterisiert werden konnen. Damit
erwartet man eine anwendungsnahe Cha-
rakterisierung des gereiften Konstruktes.

Recherche

Mit einer ausgiebigen Literaturrecher-
che in PubMed sowie iiber das Internet
(Google) konnten mit den Suchbegriffen
»animal model, ,defect®, ,cartilage®, ,,im-
plant®, ,ovine®, ,minipig®, ,goat, ,,horse,
»canine’, ,,OATS® sowie tiber die angege-
benen Literaturverzeichnisse der einzel-
nen Aufsitze 105 Publikationen identifi-
ziert werden. Es wurden Studien zusam-
mengestellt, die anhand von Grofitier-
modellen mit Defektsetzungen im Knor-
pel eine Regeneration von Knorpel mit-
tels ACT, MACT bzw. OATS (,,osteochon-
dral autograft transfer system®) beschrei-
ben und Informationen dazu liefern. Die
Fragestellungen (Rationale) der einzelnen
Untersuchungen standen nicht im Vor-
dergrund. Allerdings wurden auch Dok-
torarbeiten einbezogen, die Informatio-
nen dariiber enthielten, wie z. B. die Tie-
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re das operative Vorgehen tolerierten. Die
Beitrdge stammen aus dem Zeitraum von
1991 bis 2012.

Tierspezies und -anzahl

Als Spezies wurden das Schaf (42%), das
Schwein (25%), die Ziege (19%), das Pferd
(8,5%) und der Hund (5,5%) als geeignet
und zur humanen Situation vergleich-
bar beschrieben. Hunde treten in neu-
eren Publikationen immer mehr in den
Hintergrund (B8 Abb. 1). Die Anzahl der
in den Studien eingeschlossenen Tiere
lag zwischen 5 [7] und 65 [17], wobei im
Durchschnitt 17,4 Tiere (Median: 14 Tie-
re) in den Studien eingesetzt wurden.

Alter der Tiere

Héufig wird das Alter der Tiere mit dem
Hinweis ergédnzt, dass es sich um ausge-
wachsene Tiere handelt [46]. Studien soll-
ten dann an ausgewachsenen Tieren vor-
genommen werden, wenn die zu unter-
suchende Therapie fiir den erwachse-
nen Menschen gedacht ist, juvenile Tie-
re konnten aber z. B. fiir Pilotstudien
(»proof of concept®) verwendet werden
(16, 43, 80]. Die Wahl von erwachsenen
Tieren ist wichtig, wenn biologische Um-
bauprozesse untersucht werden, da sich
juvenile Tiere beziiglich der Regenera-
tionsfahigkeit anders verhalten. Zudem
handelt es sich bei der humanen Zielgrup-
pe meist um Erwachsene. Als skeletal aus-
gewachsen gilt ein Tier i. d. R. dann, wenn
die Wachstumsfugen geschlossen sind [7].

Verwendetes Gelenk/
Gelenkbereich

In den meisten Studien wurden im femo-
rotibialen Gelenk Defekte realisiert, meist
an der medialen Femurkondyle (75,3%
medial, 24,7% lateral). Wird die laterale
Kondyle als Defektort gewahlt, werden
bis auf 2 Fille [19, 83] immer auch Defekte
an anderer Stelle gesetzt. Auch die Troch-
lea femoris wird in etwa 23% der Unter-
suchungen zum Ort der Defektsetzung
ausgewdhlt [7, 36]. Ebenso kamen Kom-
binationen aus Defekten an den Kondy-
len und an der Trochlea vor (etwa 14%).
In einer Studie wurde ein allogenes Trans-
plantat am Tibiaplateau eingesetzt [44].
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Zusammenfassung

Hintergrund. Fiir préklinische Studien zu
Knorpelreparaturmechanismen bestehen
mehrere GroB3tiermodelle. Schaf, Schwein,
Ziege, Hund und Pferd kdnnen aufgrund der
GroBenverhdltnisse des Kniegelenks zu Stu-
dien der Knorpelregeneration herangezo-
gen werden.

Material und Methoden. Hierbei kénnen
die gangigen Untersuchungsmethoden an-
gewendet werden. Die subchondrale Lamel-
le wird berlicksichtigt, um die Ergebnisse
der Regeneration mit einer ACT oder MACT
nicht durch eingewanderte Zellen aus dem
Markraum zu verfélschen, obwohl die Rek-
rutierung von Zellen in der humanen Knor-
pelregeneration oft erwiinscht ist. Die Defek-
te werden meist an den Kondylen sowie an
der Trochlea, hdufig bilateral, gesetzt. Dabei
wird darauf geachtet, dass aufgrund der ge-
wahlten DefektgroRe keine Spontanheilung
auftreten kann. Die Zeitrdume fiir eine Be-
urteilung der Effizienz der Knorpelregenera-
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tion liegen zwischen 6 und 12 Monaten. Fiir
Pilotstudien werden kiirzere Standzeiten bis
zu 12 Wochen beschrieben. Als Auswertever-
fahren dienen verschiedene Scores, die eine
Histologie, Immunhistologie und die bioche-
mische Untersuchung des Reparaturgewe-
bes einschlieBen. Biomechanische Tests des
Gewebes stehen am Ende der Versuche, wo-
bei mit dem Einsatz von Schnittbildverfahren,
wie dem MRT, der Verlauf einer Regeneration
zusétzlich in vivo beurteilt werden kann.
Schlussfolgerung. Schritte zur Standardisie-
rung von GroB3tiermodellen fiir die Beurtei-
lung von regenerativen Therapieansatzen
existieren kaum, sind aber aus Sicht der Zu-
lassung neuer Ansdtze und v. a. aus der Sicht
des Tierschutzes anzustreben.

Schliisselworter

GroBtiermodelle - Praklinische Forschung -
Translationale Forschung - Regenerative The-
rapie - Gelenkknorpel

Abstract

Background. Several animal models are
available for the analysis of regeneration of
articular cartilage in large animals, such as
sheep, pigs, goats, dogs and horses. The sub-
chondral bone lamella must be considered
when ACT and MACT techniques are exami-
ned in order to protect the implant against
migration of cells from the bone marrow, al-
though recruitment of cells is often desirable
in the regeneration of human cartilage.
Material and methods. The defects are
mainly positioned at the condyles and the
trochlea often bilaterally and spontaneous
healing should be excluded. The follow-up
period for assessment of the effectiveness of
cartilage regeneration is 6—12 months. Short-
er observation times up to 12 weeks can be
used for pilot studies. Scores based on histo-
logical, immunohistological and biochemi-

Defect models for the regeneration
of articular cartilage in large animals

cal staining are mostly used for assessing the
regenerated tissue. Biomechanical tests with
destructive features need isolated specimens
from the animal but modern slice imaging
techniques can reflect the progression of the
healing processes over the time span of the
study in vivo.

Conclusion. Approaches to standardize the
evaluation of the regeneration of articular
cartilage have been sporadically described
whereas they are required from the point

of view of the approval of new concepts for
therapy and the protection of animals.

Keywords

Large animal models - Preclinical research -
Translational research - Regenerative repair -
Cartilage

Eine Studie am Schaf wird am Schulter-
gelenk durchgefiihrt [35], zwei weite-
re am Sprunggelenk [6, 60]. Die Defekte
werden bis auf wenige Ausnahmen [66] in
den Belastungszonen der entsprechenden
Kompartimente gesetzt, was u. a. der hu-
manen Situation entspricht, weil es dort

zu klinisch relevanten Lasionen kommt.
Das Implantat unterliegt dann auch
einem mechanischen Stimulus, was die
Regeneration unterstiitzen kann. Zumin-
dest im Schafsmodell wird kein Unter-
schied bei der Regeneration des Defektes
mittels Rontgen oder histologischen Me-
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Abb. 1 A Prozentuale Anteile der Tierspezies in
den untersuchten Groftiermodellen

thoden zwischen der medialen oder la-
teralen Kondyle gesehen [54, 55]. Eben-
so sei kein Unterschied in der Regenera-
tion im Vergleich zwischen ostoechondra-
len Defekten an der Trochlea oder der me-
dialen Kondyle beim Schwein festzustel-
len [50].

Die Verteilung der gesetzten Defek-
te ist in @ Abb. 2 dargestellt. Die Lokali-
sationen entsprechen den Bereichen der
Lastiibertragung. Bei der Wahl des De-
fektortes spielen Aspekte wie die Anzahl
und chirurgische Zuginglichkeit der De-
fekte eine wesentliche Rolle.

DefektgroBe und -anzahl

Die passende Grofie eines Defektes orien-
tiert sich an verschiedenen Kriterien. Die
sog. »critical size® ist fiir die verschiede-
nen Spezies unterschiedlich beschrie-
ben. So wird sie bei der Ziege mit 6 mm
(4-7 mm) Durchmesser [45] und beim
Schaf mit 7 mm (4,5-8 mm) Durchmes-
ser [3] angegeben. Dieser Vergleich spie-
gelt die etwas kleineren GrofSenverhalt-
nisse bei der Ziege wider. Es gibt jedoch
auch Arbeitsgruppen, die im Schafsmo-
dell selbst bei einem Defektdurchmesser
von 4,5 mm keine Spontanregeneration
sehen konnten [77]. Wann die ,,critical
size“ erreicht wird, ergibt sich aus der Tat-
sache, dass innerhalb des Untersuchungs-
zeitraums keine Spontanheilung auftritt
(34, 40].

Fiir die ,critical size® wird meist ein
Durchmesser in Millimetern angeben.
Dabei wird von der Annahme ausgegan-
gen, dass Zellen vom Rand des erhaltenen
Knorpelgewebes in den Kontrolldefekt
(leer oder das zellfreie Konstrukt) mig-
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Anteil an der Gesamtliteratur in %

0 20 40 60
1 1 1

80 100
1 1

Tibiaplateau
Sprunggelenk

M Anzahl Publikationen
M Anteil an der Gesamtliteratur in %

Interkond.
Patella
Trochlea
MFC+Trochlea
MFC+LFC

LFC

MFC

Abb. 2 < Auswahl und
Verteilung der Defekt-

1 1
0 10 20

Anzahl der Publikationen

rieren, um ihn mit neuer extrazelluldrer
Matrix zu fillen. Die Berticksichtigung
der Tiefe macht das Problem komplexer,
weil der rein chondrale Defekt idealerwei-
se die subchondrale Lamelle respektieren
sollte, sie also unbeschadigt lsst. Im Fall
der Defektsetzung ohne Er6ffnung der
subchondralen Lamelle sollte im Leerde-
fekt also keine Spontanheilung beobachtet
werden [30, 39, 72].

Als weiteres Kriterium zur Festlegung
der Defektgrofie kann die Vergleichbar-
keit mit der menschlichen Situation sein.
Dabei wird fiir die Situation im Men-
schen ein Defektvolumen bis zu 1 cm?
angegeben [40].

Die Dicke des Knorpels ist dabei zu
bedenken, welche in den verschiedenen
Spezies sehr differieren kann. So sind z. B.
die Knorpelhé6hen je nach Lokalisation
beim Hund mit etwa 0,5-0,7 mm, beim
Schaf mit 0,5-0,7 mm, bei der Ziege mit
0,7-1,5 mm, beim Pferd mit 1,7-2 mm
[29] und beim Minipig mit 0,7-0,9 mm
angegeben [41], wobei beim Menschen
mit einer Knorpeldicke von etwa 2 mm
gerechnet werden kann [29].

Die Anzahl der Defekte, die je Seite in
einem Gelenk gesetzt wird, variiert von
1 (49%) bis zu 6 Defekten [7, 36]. Dabei
bietet die Trochlea gut Platz fiir mehre-
re Defekte [7, 36], was aus unserer Erfah-
rung neben dem anatomischen Situs mit
der operativen Zuginglichkeit zu erkla-
ren ist. In rund 30% der Falle werden De-
fekte beidseitig gesetzt, so dass deren An-
zahl mit dem Vorgehen verdoppelt wer-
den kann. Die Anzahl der gesetzten De-
fekte reicht je nach Spezies und Lokali-
sation von 1 [4] bis max. 3 Defekten [76]

30 40  orte. MFCmedialer Fe-

murkondylus, LFC late-
raler Femurkondylus

auf dem Kondyl und von 1 [21] bis zu
6 Defekten [7] auf der Trochlea.

Eroffnung der
subchondralen Lamelle

Ein Diskussionspunkt ist, ob die sub-
chondrale Lamelle geschont werden soll.
Im Fall ihrer Eroffnung muss mit dem
Einwandern von Stammzellen aus dem
Knochenmark in das Konstrukt gerech-
net werden, was eine zusitzliche Quelle
fiir die Rekrutierung einer héher poten-
ten Zellpopulation zur Regeneratentwick-
lung darstellen wiirde. Das Vorgehen ist
eher bei der In-situ-Regeneration anzu-
siedeln [30, 73] als in der typischen ACT
bzw. MACT, oder in der Versorgung mit
zellfreien Konstrukten, wenn eine Rek-
rutierung der Zellen aus den angrenzen-
den Bereichen des Defektes beabsichtigt
ist [30, 73]. Dennoch dhnelt dieses Vorge-
hen eher der klinischen Situation, in der
moglichst ein Effekt, also die Regenerat-
entwicklung erreicht werden sollte. Hier-
bei muss jedoch bedacht werden, dass
durch die Eroffnung der subchondralen
Lamelle der Weg in den Markraum eroft-
net wird, und so das Konstrukt oder Teile
davon immunologische Reaktionen eher
hervorrufen kénnten.

In etwa 20% der analysierten Arbeiten,
abgesehen von den Untersuchungen mit
Knorpel-Knochen-Diibeln, wurde eine
Eroffnung der subchondralen Lamelle
beschrieben. In einigen Studien wird be-
richtet, dass es zu keinen Blutungen kam
[50], andere wiederum beschreiben ver-
einzelt punktférmige Blutungen nach De-
fektsetzung [79]. Bei der anschlieflenden
Analyse der Ergebnisse wurde dieses Phé-
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nomen als Kriterium offensichtlich nicht
weiter beachtet.

Defektstandardisierung

Der sog. Full-thickness-Defekt passiert
die Zone des kalzifizierten Knorpels und
durchdringt die subchondrale Lamelle,
Partial-thickness-Defekte dhneln Spalten
und Fissuren die bei einer Osteoarthro-
se beobachtet werden [72]. Diese Defekte
unterliegen normalerweise keiner Spon-
tanheilung, da sie keinen Zugang zu Vor-
lauferzellen des Knochenmarks haben,
der Partial-thickness-Defekt lasst die
subchondrale Lamelle intakt [72].

Werkzeuge zur Tiefenbegrenzung
sind technisch moglich, werden auch
kaum beschrieben bzw. angewandt. We-
nige Autoren beschreiben spezielle Inst-
rumentarien zur reproduzierbaren Aus-
arbeitung des Defektes. So verwendet z. B.
eine Gruppe ein Messerchen, das in einer
bestimmten Richtung iiber den Knorpel
gezogen wird und so die oberste Knorpel-
schicht abhebt [41].

Einige Autoren beschreiben ein Vor-
gehen, bei dem mit einer Art Locheisen
die Positionierung des Defektes angege-
ben und der Knorpel bis zu einer gewis-
sen Tiefe geschnitten wird, so dass eine
ringférmige Markierung entsteht [21, 30].
Dann benutzt der Operateur hiufig eine
Kiirette, mit welcher der Knorpel so ab-
geschabt werden kann, dass die subchon-
drale Lamelle erhalten bleibt [30, 31]. Al-
lerdings birgt dieses Vorgehen den Nach-
teil, dass es vom Operateur abhéngt, wie
gut der Defekt ausgearbeitet wird. Das
betrifft die Tiefe des Defektes, weniger
die Auspragung der Flanken und der 4u-
fleren geometrischen Form eines run-
den oder gar rechteckigen Defektes. Bei-
de konnen aus geometrischen Uberle-
gungen des so verwendeten Werkzeugs
kaum erreicht werden. Die Verwendung
der Kiirette, manchmal auch in Kombina-
tion mit einem scharfen Loffel zum Aus-
arbeiten eines chondralen Defektes, wird
in mehreren Arbeiten beschrieben [30,
77]. Zum Teil wird auf die Technik nicht
detailliert eingegangen.
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Kontrolldefekt

Mit der Anlage von Kontrolldefekten
wird das verwendete Modell validiert.
Zunichst sollen jedoch die Ergebnisse
der gepriiften Konstrukte mit den Ergeb-
nissen aus den Kontrollgruppen quanti-
fiziert und statistisch getestet werden, so
dass ein Therapieeffekt — soweit vorhan-
den - mit den Methoden der Statistik als
solcher identifiziert werden kann. Dazu
kénnen unbehandelte Defekte dienen, die
als Leerdefekte gestaltet werden konnen
[4,7,10,18, 20, 26, 59, 74]. Es konnen auch
Defekte mit Konstrukten ohne Zellen ver-
wendet werden, solange die Implantate in
der Verumgruppe mit Zellen beladen sind
[64, 79]. Auch nativer Knorpel kann zum
Vergleich herangezogen werden [69].

Héufig wird die Mikrofrakturierung
der subchondralen Lamelle als Standard-
therapieverfahren zur Kontrolle diskutiert
und auch angewendet [9, 30]. Allerdings
ergibt sich aus diesem Vorgehen dieselbe
Problematik wie sie bei der Eroffnung der
subchondralen Lamelle beschrieben ist.
So scheint auch die technische Ausarbei-
tung einer Mikrofrakturierung einen Ein-
fluss auf die Regeneratbildung haben zu
konnen [56]. Dartiber hinaus haben Fol-
low-up-Studien gezeigt, dass mit Mikro-
frakturierung behandelte Knorpelldsio-
nen in 25-49% der Fille mit Knochenwu-
cherungen verbunden sind. Solche Kno-
chenwucherungen beeintréichtigen nicht
nur die Integritit des Reparaturgewebes
und den angrenzenden Knorpel, sondern
auch die gegeniiberliegende Seite des Ge-
lenks [11]. Kombinationen, also die An-
wendung verschiedener Kontrolldefekt-
arten, sind moglich [10, 64].

Defekte mit einer Ausdehnung von
knapp unter 20% des lasttragenden Be-
reichs (durchschnittlich 7 mm) konnen
auf der Kondyle des Schafes in den umge-
benden Bereichen osteoarthrotische Ver-
anderungen bewirken, die bereits nach
6 Wochen histologisch nachgewiesen
werden konnen [77]. Bei groferen Defek-
ten (durchschnittlich 14 mm) kann es zur
Beeintrachtigung des korrespondieren-
den Tibiaplateaus kommen [77]. In ande-
ren Untersuchungen wurde dieser Effekt
jedoch nicht beschrieben [30]. Spezielle
Studien zu der Fragestellung bei anderen
Tierspezies wurden nach unserem Wis-

sen nicht durchgefiihrt. Allerdings finden
sich in anderen Untersuchungen, z. B. bei
der Ziege, Hinweise, dass bei osteochon-
dralen Defekten mit einem Durchmesser
von 6 mm weitreichende Veranderungen,
sowohl im darunterliegenden Knochen
als auch im defektangrenzenden Knorpel
auftreten konnen [45].

Fixierung des Konstruktes

Die Konstrukte benétigen eine ausrei-
chende Primaérstabilitit, um sich im De-
fektlager zum Regenerat entwickeln zu
konnen [23]. Ein aus dem Defekt luxier-
tes Konstrukt ldsst ihn leer zuriick, so
dass eine Regeneratentwicklung ledig-
lich als Spontanheilung zu bewerten wa-
re. Ob ein Regenerat, das frei im Gelenk
liegt, zum Regenerat werden kann, ist
bisher nicht bekannt. Theoretisch kénnte
sich daraus jedoch ein freier Gelenkkor-
per entwickeln. Allerdings unterliegt das
freie Konstrukt keiner direkten mechani-
schen Belastung, so dass eine chondrale
Differenzierung aus diesem Grund eher
unwahrscheinlich erscheint.

Verschiedene Fixationsmafinahmen
werden angegeben. Sehr haufig wird
mit resorbierbarem Material genédht. In
19 Studien wurde dieses Vorgehen ge-
wihlt [9, 37]. In 8 Arbeiten erfolgte eine
Naht der Konstrukte mit dem Knorpel
[49, 57], in 11 Studien wurde eine De-
ckung mit einer Membran durchgefiihrt,
welche wiederum mit dem Knorpelgewe-
be vernaht war [8, 10]. Hier kann es sich
sowohl z. B. um eine Kollagenmembran
als auch um einen Periostlappen handeln.
Das Anndhen des Periostlappens kann
eine negative Auswirkung auf den defekt-
umgebenden Knorpel haben [81]. Im Be-
reich der Nihte kann schon nach kurzer
Zeit eine Abnahme der Zelldichte und da-
mit verbunden ein Abbau der Extrazellu-
larmatrix erfolgen [42]. Das Néhen verur-
sacht im Knorpel fortschreitende Schadi-
gungen, die an die Entstehung der frithen
Osteoarthrose erinnern [42].

Oft werden die Konstrukte mit Fibrin-
Kkleber fixiert [7, 15, 19, 26, 28, 30]. Selten
wird mit einem Pin fixiert [81, 90] oder
es erfolgt eine Aushartung mit UV-Licht
[67]. Die Fixation mit Fibrinkleber und
die Press-fit-Methode sind zwar Alter-
nativen zur Naht, werden z. T. als weni-



ger erfolgreich angesehen [8]. Press-fit als
einzige Fixationstechnik wird hauptsich-
lich bei Studien zu OATS angewandt [32,
33, 51]. Bei einer Untersuchung handelte
es sich um eine chondrale Deckung, bei
der Fibrin zusétzlich als Dichtmittel be-
nutzt wurde [47].

Immobilisation

Um die Primarstabilitdt zu sichern, im-
mobilisieren manche Autoren die ope-
rierten Gliedmaf3en des Tieres mit einer
dufleren Schienung, meist in Form eines
Gipsverbands [30]. Hierbei bieten Kunst-
stoffe den Vorteil eines geringeren Ge-
wichts [77]. Dieses Vorgehen soll die Be-
lastung des Implantats sichern, ohne dass
es Scherbelastungen ausgesetzt wird. So
wird ein Herausschieben des Konstruktes
aus seinem Lager bei Bewegung unwahr-
scheinlich. Das Vorgehen findet sich bei
weniger als 10% der zusammengestellten
Literatur.

Die Dauer der Immobilisation betrug
zwischen 5 und 7 Tagen. Eine Gruppe im-
mobilisierte fiir 10 Tage durch Anbringen
eines externen Fixateurs [67].

Beidseitiges Vorgehen unter
Beachtung der Belastung

In 32 der eingesehenen Untersuchun-
gen wurde ein beidseitiges Vorgehen an-
gewandt. Das heif3t, dass die Kniegelen-
ke, an denen i. d. R. die Verfahren getes-
tet wurden, auf beiden Seiten behandelt

wurden. Der Vorteil dieses Vorgehens ist
darin zu sehen, dass durch die beidseiti-
ge und gleichzeitige Behandlung der Ge-
lenke die Symmetrie gewéahrleistet bleibt.
Besonders die mechanische Beanspru-
chung bliebe gleich. Im anderen Fall
muss damit gerechnet werden, dass die
operierte Gliedmaf3e geschont wird, was
die Regeneratentwicklung beeinflussen
konnte, weil sie nicht in dem Maf3e be-
lastet wird, wie es physiologisch erwartet
werden kann. Zudem konnte sich eine
Mehrbelastung der kontralateralen, also
der unbehandelten, Extremitit negativ
auf die Integritdt dieses Gelenks auswir-
ken, was in der Folge zu einem frithzei-
tigen Verschleif3, also einer Osteoarthro-
se, fiihren konnte. Das wiirde umso mehr
gefiirchtet, wenn dieses Gelenk als Kon-
trolle dienen sollte. Des Weiteren muss
man bedenken, dass bei einem beidsei-
tigen Vorgehen weniger Tiere gebraucht
werden.

Aus tierschutzrechtlicher Sicht ist aber
dieses Vorgehen kritisch zu betrachten
(BGBL. I S. 1206, 1313), da das Tier u. U.
kein deutliches Schmerzvermeidungsver-
halten zeigen kann. Deshalb muss in Be-
tracht gezogen werden, in welchem Maf3e
die operative Versorgung das Tier belas-
tet und wie lange bzw. wie stark mit einer
Beeintrichtigung zu rechnen ist. Gleich-
zeitig ist zu priifen und bei Antragstel-
lung - insbesondere bei der Durchfiih-
rung des Versuches — darauf zu achten,
dass eine ausreichende Schmerzmedika-
tion zur Verfiigung steht und die Tiere
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gut iiberwacht und auf evtl. Schmerzre-
aktionen untersucht werden.

In diesem Zusammenhang muss auch
berticksichtigt werden, dass Leerdefekte,
die als Kontrolldefekte dienen, zu arthro-
tischen Veranderungen im Gelenk fiih-
ren konnen. Dies ist abhédngig von der ge-
planten Versuchsdauer. Immerhin wird
nur ein Defekt in entsprechender Grofie
(,critical size defect®) als Kontrolle die-
nen konnen. Allerdings stellt ein Defekt
in dieser Dimension in jedem Fall zumin-
dest eine fakultative praarthrotische Ver-
anderung dar. Fiir die Fithrung des Tieres
tiber den Versuchszeitraum bedeutet dies
regelmaflige Kontrollen und Gabe von
Schmerzmitteln, die geeignet sind, aku-
ten postoperativen Schmerz sowie evtl.
auftretenden Arthroseschmerz wirksam
zu lindern. Wie im humanen Bereich bie-
ten sich deshalb u. a. fiir die Veterinarme-
dizin zugelassene NSAR an.

Standzeit

Zeitraume von 6 bis 12 Monaten sind
tiblicherweise empfohlen [38, 43], um
den Erfolg der Reparatur oder Rege-
neration von Gelenkknorpel basierend
auf histologischen und biochemischen
Untersuchungen beurteilen zu kénnen.
Das beinhaltet auch den Ubergang zum
angrenzenden Knorpel und zum sub-
chondralen Knochen [5]. Standzeiten
von mindestens einem Jahr werden z. B.
von der FDA empfohlen, um eine aus-
reichende Einheilung gewéhrleisten zu
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Liu et al., 2002, Trochlea n.n bezeichnet

Filova et al., 2007; Trochlea n.n. bezeichnet
Dorotka et al., 2005; Trochlea n.n. bezeichnet
Russlies et al., 2003 u. 2005; med. Trochlea

Gotterbarm et al., 2003, med. Trochlea, n.n. bezeichnet

Lind et al., 2008 (aus Defekt)
Schagemann et al., 2009 (aus Defekt)

| Dorotka et al., 2005

Frisbie et al., 2008
Russlies et al., 2005

Jones et al., 2008; nichtlasttragend
Jubel et al., 2008; nichtlasttragend

Dell" Accio et al., 2003

Abb. 3 A Exemplarisch beschriebene Entnahmestellen von Knorpelgewebe am Knie zur spateren ACT bzw. MACT

konnen [2]. Diese Zeit sollte ausreichen,
um eine Bewertung tiber einen bestén-
digen therapeutischen Nutzen machen
zu konnen, wobei bei humanen Studien
normalerweise wesentlich lingere Lauf-
zeiten von bis zu 5 Jahren empfohlen
werden [63].

Die Liange der Einheilungsphase der
Konstrukte umfasst in der untersuchten
Literatur einen Zeitraum von 2 Wochen
[35] bis zu 24 Monaten [60, 91]. In der Im-
munhistologie ist bereits 6 Wochen nach
Implantation eines Kollagenimplantats im
Schwein eine schwache Kollagen-II-Fir-
bung detektierbar, die im Verlauf des Ver-
suchs bis zu 1 Jahr kontinuierlich ansteigt
[79]. In einer anderen Untersuchung wird
bei Full-thickness-Defekten nach 8 Wo-
chen ebenfalls im Schwein Kollagen II
und Proteoglykan in Teilen des Defektes
nachgewiesen [85].
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Bei der Wahl der Standzeiten muss
man sich bewusst sein, dass der Prozess
der Knorpel- und Knochenregeneration
vermutlich linger andauert als 6 Monate.
Zu diesem Zeitpunkt ist sie jedoch schon
deutlich in Gang und signifikante Ver-
anderungen konnen detektiert werden
[5]. Nach einem Jahr sollten die Umbau-
prozesse soweit abgeschlossen sein, dass
man signifikante Unterschiede, sowohl
in der Histologie als auch in der Biome-
chanik, nachweisen kann. Eine zu kurze
Standzeit kann zu dem Problem fiihren,
dass das Regenerationsgewebe zu weich
ist, um biomechanischen Tests standzu-
halten [78].

Diese Kenntnisse spiegeln sich auch
in den in der Literatur gewdhlten Stand-
zeiten der Tiere wider. So werden Stand-
zeiten tiber einem Jahr nur in 4 Fillen
untersucht [6, 28, 60, 91]. Standzeiten von

einem Jahr werden {iber 30-mal, 6 Mona-
te sogar 40-mal gewdhlt. In vielen Studien
wurden mehrere Standzeiten gewahlt, um
die Verdnderungen im zeitlichen Verlauf
beurteilen zu kénnen [48, 49, 57, 87].
Die hdufigsten Standzeiten sind 3, 6 und
12 Monate. Hierbei sollte bedacht werden,
dass lange Standzeiten mit einem hohen
Aufwand verbunden sind.

Autologe oder homologe
Besiedelung

Es gibt unterschiedliche Lokalisationen,
um die zur zellhaltigen Besiedlung beno-
tigten Chondrozyten zu gewinnen. Meist
wird Knorpelmaterial aus den nichtlast-
tragenden Bereichen des kontralateralen
Knies entnommen und prozessiert [26,
61]. Eine andere Moglichkeit besteht dar-
in, Knorpelmaterial aus den zu fiillenden
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Relevante Publikationen
zu biomechanischen
Untersuchungen

Ando et al. [4]; Chang et al. 2006; Chiang et al.
[15]; Dattena et al. 2009; Gavenis et al. 2011;
Gelse et al. 2008; Gelse et al. 2010; Gille et al.
[30]; Goodrich et al. [31]; Gotterbarm et al.
[32]; Gotterbarm et al. [33]; Ho et al. [37]; Iga-
rashi et al. 2011; Im Gun-Il et al. 2009; Ivkovic
etal.2010; Jiang et al. [46]; Jones et al. [47];
Kleemann [53]; Kon et al. 2006; Lane et al.
[56]; Lietal. [57]; Lind et al. [58]; Liu et al. [61];
Milano et al. 2010; Niederauer et al. 2000;
Piliar et al. 2007; Ranawat et al. 2008; Russlies
etal. [75]; Schell et al. 2007; Schlichting et

al. [78]; Schneider et al. [79]; Seedholm et al.
2007; Siebert et al. [83]; Strauss et al. 2005;
Welch et al. [91].

Defekten zu verwenden [19, 58]. Das hat
den Vorteil, keine anderen Bereiche des
gesunden Knorpels zu schidigen, aber
den Nachteil, dass die Isolierung einer
ausreichenden Anzahl steriler Chondro-
zyten sichergestellt sein muss. Ein weite-
rer Vorteil des Verfahrens wird darin ge-
sehen, dass — wie im klinischen Fall auch
- im Defektbereich mit entziindlichen Re-
aktionen zu rechnen ist, in den die Kons-
trukte im Rahmen eines zweizeitigen Vor-
gehens eingebracht werden. Natiirlich be-
steht auch die Moglichkeit den Knorpel
aus anderen Bereichen, wie z. B. aus den
Rippen [7] oder vom Humeruskopf, [35]
zu gewinnen. Dies ist allerdings mit dem
Nachteil verbunden, dort Hebedefekte zu
setzen.

Die Gewinnung homologer Zellen zur
Besiedelung des Scaffolds bzw. des De-
fektes hat den Vorteil, auf einen operati-
ven Eingriff beim Tier verzichten zu kon-
nen und sicherzustellen, dass rechtzeitig
eine ausreichende Anzahl an Zellen in ge-
wiinschter Qualitét zur Verfiigung steht.
Die zeitliche Studienplanung ist deutlich
vereinfacht, da auch die Kryokonservie-
rung der Zellen moglich ist [22]. In den
Publikationen, die in den beschriebenen
Tiermodellen homologe Zellen einsetzen,
werden keine Probleme beziiglich der
Vertréglichkeit beschrieben. Wenn auch
dieses Vorgehen in der Durchfithrung
einfacher erscheint, so ist es doch mit
dem Vorgehen bei humanen Eingriffen
im Sinne einer ACT weniger vergleichbar,

da hier tiblicherweise autologe Zellen ein-
gesetzt werden. Allerdings kann mit dem
Vorgehen eine Standardisierung auf Sei-
ten des Zellmaterials erfolgen, welche aus
wissenschaftlicher Sicht gewiinscht und
wichtig sein kann.

In@ Abb. 3blickt man auf die distalen
Gelenkflachen des linken Femurs eines
ausgewachsenen Minipigs mit den be-
schriebenen und markierten Entnahme-
orten zur Gewebeentnahme bei ACT bzw.
MACT. Meist werden Stellen auflerhalb
der lasttragenden Bereiche ausgewahlt.
Elegant erscheint das Vorgehen, Gewebe
aus den spiter zu besetzenden Defekten
zu entnehmen.

Auswertung

Welche Methode zur Bestimmung des Be-
handlungszieles angewandt wird, beein-
flusst das Studiendesign wesentlich. Da-
bei ist zunéchst zu unterscheiden, ob es
sich um eine Anwendung am lebenden
Tier handelt oder ob Priparate dazu ex
vivo notwendig sind.

Sehr nahe an der klinischen Situa-
tion ist die Verwendung von konventio-
nellen Rontgenaufnahmen oder Schnitt-
bildverfahren, wie das Magnetresonanz-
(MRT; [6, 12, 26]) oder das Computer-
tomogramm (CT; [45]). Dadurch kann
auch ggf. die Anzahl der Totungen zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten reduziert
werden. Bodenreaktionskraftmessungen
werden ebenfalls durchgefiihrt [53]. Der
hohe Aufwand fiir solche Vorgehenswei-
sen ist jedoch zu bedenken. Dagegen steht
der Vorteil der Wiederholbarkeit der Ana-
lyse tiber den Beobachtungszeitraum [69].

Einen besonderen Stellenwert nimmt
die Beurteilung des Therapieerfolgs mit
dem MRT ein, nachdem es in klinischen
Studien am Menschen ein etabliertes Ver-
fahren ist [24] und wiederholt am selben
Individuum angewandt werden kann [65].
Auch im Grof3tierversuch wird es einge-
setzt [6, 26, 45, 52, 69, 84, 86, 89]. Das
MRT setzt jedoch eine entsprechende lo-
gistische Ausstattung voraus. Ob es nur
am lebenden Tier aussagekriftig ist, oder
ob auch Priparate post mortem verwen-
det werden konnen, wird in der Literatur
nicht diskutiert. Einige Autoren beschrei-
ben Follow-up-Studien, wobei einige Auf-
nahmen in vivo und einige ex vivo aufge-

nommen und verglichen werden [6, 26,
69]. Die MRT-Untersuchung nach dem
Toten des Tieres wiirde dem Versuchstier
eine weitere Vollnarkose ersparen und
eine zu erwartende gute Bildqualitat ge-
wiahrleisten. Eine vergleichende Untersu-
chung mit In-vivo- und Ex-vivo-Aufnah-
men unter gleichen Bedingungen wurde
jedoch nach unserem Kenntnisstand bis-
her nicht durchgefiihrt.

In den meisten Studien (94%) wird
eine histologische Beurteilung der Préipa-
rate vorgenommen. Zusammen mit den
biochemischen Analysen lassen sich eta-
blierte Scores wie der O'Driscoll-, Waki-
tani-, Pineda- und ICRS-Score [62, 68, 70,
88] anwenden. Des Weiteren werden in
9% der Fille molekularbiologische Ana-
lysen angewendet (PCR etwa 6%, DNA-
Analyse etwa 3%; [4, 7, 27, 50]).

Um die biomechanische Kompetenz
von Regeneraten fiir den Gelenkknorpel
zu beurteilen, werden mechanische Test-
verfahren eingesetzt (etwa 33%). Rele-
vante Publikationen zu biomechanischen
Untersuchungen sind in der @ Infobox 1
zu finden.

Diese Studien vermdgen aus unserer
Sicht sowohl Regenerate als auch Kons-
trukte fiir die regenerative Therapie
grundsitzlich anwendungsnah zu beurtei-
len. Sie haben aber auch Vor- und Nach-
teile (s. Hurschler und Abedian ,,Moglich-
keiten der biomechanischen Charakteri-
sierung von Knorpelgewebe - eine Stand-
ortbestimmung® in diesem Heft), zumal
der Gelenkknorpel neben mehreren Sta-
bilitatskriterien auch iiber hochwertige
tribologische Kompetenzen verfiigt [82].

Inwieweit histologisch-biochemi-
sche oder molekularbiologische Verfah-
ren mit der biomechanischen Kompe-
tenz von Knorpelregeneraten korrelieren
und vice versa ist uns nicht bekannt. Da-
raus ergibt sich die Situation, dass wohl
mehrere Analysemethoden zur Anwen-
dung kommen sollten, um die Qualitat
regenerierten Knorpelgewebes tatsach-
lich abbilden zu konnen. Dies hat einen
wesentlichen Einfluss auf das Studiende-
sign eines Grofitierversuchs, da mecha-
nisch getestete Praparate i. d. R. nicht zu-
satzlich mit anderen Methoden (z. B. Im-
munbhistologie) analysiert werden kénnen,
weil sie meist zerstérenden Charakter ha-
ben (B Abb.4).

Der Orthopéde 4 - 2013 ‘ 249



Leitthema

Rontgen

molekularbiolog. Methoden

MRT

Biomechanik

Biochemie

||
]
Histologie/Immunhistologie W

Abb. 4 <« Die am héu-
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den (%)

Fazit fiir die Praxis

Korrespondenzadressen

== Der Einsatz von Grof3tieren in der
translationalen Forschung zur rege-
nerativen Therapie von Gelenkknor-
pel erdffnet eine Vielzahl von Parame-
tern, die in einer Studie berticksich-
tigt werden miissen.

== Voraussetzung fiir Gro3tiermodelle
ist eine entsprechende Infrastruktur
zur artgerechten, meist langerfristi-
gen Haltung, die moderne Auswerte-
strategien zuldsst.

== Die Beurteilung der biomechanischen
Kompetenz von Knorpelgewebe er-
moglicht eine realitatsnahe Analy-
se. Hierdurch wird das Spektrum der
Zielkriterien erweitert, ohne bisher
bekannte zu ersetzen.

== Ein standardisiertes Vorgehen bei der
Wahl des Modells kann innerhalb ein-
zelner Arbeitsgruppen gesehen wer-
den. Daneben werden fast in allen
Studien histologische/immunbhistolo-
gische und biochemische Auswerte-
verfahren benutzt, so dass dieses Vor-
gehen als derzeitiger Goldstandard
zu bewerten ist.

== Weitere Schritte zur Standardisierung
in den Tiermodellen sind zu fordern,
um eine zulassungsrelevante Ver-
gleichbarkeit zu erreichen, den Ein-
satz von Versuchstieren zahlenmaBig
zu reduzieren und dem Tierschutz ge-
recht zu werden.
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