Orthopade
2000 - 29:112-119 © Springer-Verlag 2000

Zusammenfassung

Die Transplantation von chondrogenen Zel-
len in supportiven Trdgerstrukturen erweist
sich zunehmend als eine alternative Metho-
de zur Behandlung von Knorpeldefekten.
Gegenstand der vorliegenden Untersuchung
war die Transplantation allogener Chondro-
zyten in einem biodegradierbaren Polymer-
vlies (PGLA/Polydioxanon) in Gelenkknor-
peldefekte in einem Kaninchenmodell. In
Knorpel-Knochen-Defekte der femoralen Pa-
tellagleitbahn wurden Transplantate aus
isolierten allogenen Chondrozyten in einem
bioresorbierbaren Polymerkonstrukt einge-
setzt und mit Leerdefekten sowie Polymer-
konstrukten ohne Zellen als Kontrollgruppen
verglichen. Die Resultate wurden nach 4 und
12 Wochen histologisch und histochemisch
beurteilt. Die Beurteilung der Transplantat-
integration und der Architektur des neuge-
bildeten Knorpels erfolgte mit einem semi-
quantitativen Score. Bereits nach 4 Wochen
war die Entwicklung der Zell-Polymer-Trans-
plantate zu einem hyalinartigen Knorpel
nachweisbar, nach 12 Wochen waren die
Defekte fast vollstandig mit hyalinartigem
Knorpel gefiillt. Veranderungen der Trans-
plantatstruktur durch die Biodegradation
des Tragermaterials wurden nicht beobach-
tet. Die Defekte der Kontrollgruppen wiesen
keine Heilungszeichen auf oder heilten mit
Faserknorpel. Die durchgefiihrten Untersu-
chungen zeigten, dass sich resorbierbare Po-
lymere aufgrund der Mdglichkeit der In-
vitro-Generation eines semisoliden Knorpel-
transplantats und der resultierenden ein-
fachen Fixationsmdglichkeit im Defekt als
geeignetes Tragermaterial fiir die Knorpel-
transplantation erwiesen. In vivo stellen sie
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Chondrozytentransplantation
in PGLA/Polydioxanon-Vliesen

ein addquates Mikromilieu fiir die Bildung
von hyalinem Knorpel dar und lassen bei
Bindung von Wachstumsfaktoren durch eine
protrahierte Freisetzung eine weitere Ver-
besserung der Ergebnisse nach Chondrozy-
tentransplantation erwarten.

Schliisselworter

Chondrozytentransplantation « Tissue
engineering * Bioresorbierbare Polymere

Die Wiederherstellung pathologisch
verdnderter Gelenkfldchen durch Knor-
peltransplantate dient dem Ziel der Pra-
vention sekundir arthrotischer Verdn-
derungen. Die regenerative Fihigkeit
artikuldren Knorpels zur Heilung sol-
cher Defekte ist stark limitiert. Verlet-
zungen ohne Penetration des subchon-
dralen Knochens zeigen nur eine mini-
male Heilungstendenz [17]. Nach Alte-
ration des subchondralen Knochens ist
das Reparaturgewebe fibréses Bindege-
webe, Faserknorpel oder auch hyalinar-
tiger Knorpel in Abhingigkeit von der
Spezies, dem Alter und der Lokalisation
der Verletzung [18, 21]. Selbst wenn die-
ses Reparaturgewebe histologisch hya-
linartigem Knorpel entspricht, unter-
scheidet sich dieser biomechanisch und
biochemisch von normalem Knorpel,
so dass sich bereits nach 6 Monaten ex-
tensive degenerative Verdnderungen
des Reparaturgewebes zeigen [13]. Bis-
herige Strategien, wie die Durchfiih-
rung von Abrasionsarthroplastiken,

Bohrungen, Knorpeldébridements und
das arthroskopische ,Shaven®, waren
langfristig klinisch wenig erfolgreich
[12]. Ursidchlich dafiir ist, dass das durch
diese Verfahren induzierte Reparatur-
gewebe mechanisch inaddquat belast-
barer Faserknorpel ist [8]. Die biologi-
sche Rekonstruktion der Gelenkflachen
durch die Transplantation von Chon-
drozyten stellt eine Alternative dar, in
deren Resultat eine langfristig erfolgrei-
che Rekonstruktion der Gelenkflichen
moglich erscheint [5, 9, 30]. Der dabei
entstehende hyaline Knorpel ist hin-
sichtlich der mechanischen Stabilitt
dem Faserknorpel deutlich iiberlegen,
wenngleich er noch nicht die Stabilitit
des originalen Knorpels besitzt [6].
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
Chondrozytentransplantation ist das
Vorhandensein einer ausreichenden
Zahl vitaler, phénotypisch stabiler
Chondrozyten in einer mechanisch sta-
bilen Matrix. Fiir das ,, Tissue engineer-
ing“ charakteristisch ist die initiale Ent-
nahme eines Gewebes, die anschliefRen-
de Isolation der Zellen aus ihrer Matrix
und deren nachfolgende Vermehrung.
Diese Amplifikation erfolgt aufgrund
der nur begrenzt zur Verfiigung stehen-
den Zahl von Zellen. Bei Chondrozyten
ist die nachfolgende Kultivierung in ei-
ner dreidimensionalen Matrixsubstanz
fiir den Erhalt der phénotypischen Sta-
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Chondrocyte transplantation using
PGLA/Polydioxanon fleeces

Summary

The transplantation of chondrogenic cells in
a supportive carrier structure proved to be a
promising alternative for the treatment of
cartilage defects. In the study presented we
focused on the transplantation of allogeneic
chondrocytes in a biodegradable polymer
scaffold (PGLA/Polydioxanon) in articular
cartilage defects in a rabbit defect model.
Isolated allogeneic chondrocytes embedded
in a PGLA polymer scaffold were transplant-
ed into osteochondrogenic defects of the
patellar groove and compared with empty
defects and transplants of polymer scaffolds
without cells. The histological and his-
tochemical analysis was performed after 4
and 12 weeks. The transplant integration
and the architecture of the newly formed
cartilage were evaluated with a semiquanti-
tative score. After 4 weeks the development
of a hyaline-like cartilage tissue of the cell-
polymer-transplants was observed, after

12 weeks the defects were nearly completely
filled with hyaline-like cartilage. The bio-
degradation of the polymer construct did not
affect the histological structure of the trans-
plant area. Defects of the groups with empty
defect and polymer transplants without cells
revealed no or insufficient healing indices.
The study demonstrated that biodegradable
polymers served as suitable carriers for the
chondrocyte transplantation, which is due to
the in-vitro establishment of a semi-solid
cartilage transplant and the resulting effec-
tive transplant fixation into the defect. In-
vivo the polymer cell transplants seem to
provide a supportive microenvironment for
the development of hyaline cartilage. The
controlled release of morphogenic factors or
bioactive molecules and the use of pluripo-
tent mesenchymal progenitor cells opens
new perspectives for the optimization of
cartilage repair procedures.
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bilitat notwendig [4]. Diese Zell-Matrix-
Interaktionen beeinflussen {iiber die
Aktivierung intrazelluldrer Signalkas-
kaden, vermittelt iiber zelluldre Adhisi-
onsmolekiile, direkt Morphologie und
Funktion der Zellen, wie beispielsweise
Proliferation, phinotypische Differen-
zierung und Matrixsynthese [24]. Sie
stellen somit einerseits einen essentiel-
len Parameter fiir die Herstellung eines
funktionellen Knorpeltransplantats
dar, sind jedoch andererseits auch fiir
die operative Handhabbarkeit, die
Transplantatintegration in das Wirtsge-
webe und fiir die immunologische
Privilegierung allogener und xenogener
Zellen entscheidend [2].

Unterschiedliche Matrixsubstan-
zen, wie Agarosegel, Kollagen, Fibrin,
Alginat, Hyaluronsdure und deren Kom-
binationen, wurden daher auf der Suche
nach den optimalen Bedingungen
zur Chondrozytendifferenzierung und
nachfolgenden Transplantation verwen-
det [19]. Eine alternative Technik ist die
Kultivierung isolierter Chondrozyten in
unterschiedlichen = Matrixsubstanzen
(z.B. Agarose, Fibrin) auf resorbierba-
ren Polymergeriisten [22, 23, 27, 28].

Diese atoxischen, bioresorbierba-
ren und biodegradiblen Polymere besit-
zen eine gute mechanische Stabilitdt
und erméglichen den Erhalt des Phino-
typs, da sie ein supportives zelluldres
Mikromilieu fiir die chondrozytére Dif-
ferenzierung bieten [22, 23, 27, 28]. Zu-
dem zeigen diese eine hohe Formvaria-
bilitdt und erlauben die gezielte Modifi-
kation der In-vitro-Transplatgeneration
durch die kontrollierte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren [1, 10]. Infolge der
hoheren mechanischen Stabilitdt gegen-
tiber fliissigen und gelartigen Triger-
substanzen erscheinen auf diese Weise
in vitro pridformierte Gewebe zudem
einfach und mit hoher Sicherheit am
Transplantationsort fixierbar.

Unklar ist gegenwirtig jedoch, wel-
che Auswirkungen die schnellere Biode-
gradation des Tragermaterials auf die
Zelladhision, die Transplantatintegritét
und die Transplantatintegration in vivo
hat. In der vorliegenden Studie wurde
ein synthetisches Polymerkonstrukt
auf der Basis von L-Milchsdure und Gly-
colsdure auf seine Tauglichkeit als
chondrozytire Tréagerstruktur analy-
siert und die Potenz der in vitro amplifi-
zierten und nachfolgend in dem Poly-
merkonstrukt kultivierten Chondrozy-

ten zur Knorpelregeneration unter-
sucht. Weiterhin sollte die Technik der
Implantation synthetischer Polymere
in Gelenkknorpeldefekte des Kanin-
chens etabliert werden.

Material und Methode
Polymervliese

Fiir die vorliegenden Versuche wurde
Ethisorb® (Ethicon, Norderstedt) ver-
wendet. Dabei handelt es sich um ein
ungewebtes Material, welches aus resor-
bierbarem poly([lactid-co-glycolic] acid
(PGLA) besteht. Zusitzlich ist in einem
geringen Prozentsatz Polydioxanon ent-
halten. Durch die Verwendung als Naht-
material haben sich die Bestandteile seit
vielen Jahren in den chirurgischen
Fachgebieten bewidhrt. Eine starke De-
gradation des Ethisorbs® in vitro be-
ginnt nach ca. 3 Wochen [23]. Zylindri-
sche Vliese mit einer Dicke von 2 und ei-
nem Durchmesser von 4 mm wurden
fiir diese Versuche eingesetzt.

Isolation der Chondrozyten

Der Knorpel des Hiift- und Kniegelenks
von 6 Monate alten weiflen Neusee-
land-Kaninchen wurde dissekiert und
unter sterilen Bedingungen in Ham’s F-
12 (Seromed, Berlin) unter Zusatz von
Nystatin gesammelt. Der hyaline Knor-
pel wurde iiber 12 h durch 2 mg/ml Kol-
lagenase P (Boehringer, Mannheim) in
Ham’s F-12 unter Zusatz von 10 % feta-
lem Kilberserum (Seromed), 100 IE/ml
Penicillin, und 100 ug/ml Streptomycin
verdaut. Die erhaltene Zellsuspension
wurde dann durch einen 100 um Poly-
esterfilter (Estal mono, Thal, Schweiz)
gegeben und 3mal mit Ham’s F-12 gewa-
schen. Die isolierten Zellen wurden
3mal passagiert und nachfolgend fiir
die Transplantatpraparation verwendet.

Tissue engineering

Zunéchst wurde unter Verwendung der
Trypan-blau-Firbung mit einem Hi-
mozytometer die Anzahl vitaler Zellen
bestimmt. Fiir die Prdparation des Zell-
Fibrin-Gemisches wurde eine 24-Well-
Platte (Costar, Cambridge, USA) ver-
wendet. Die in Ham’s F-12 Medium sus-
pendierten Zellen wurden danach mit
der Fibrinogenkomponente eines Ge-
webeklebers (Tissucol Duo S® - Immu-
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Abb. 1 A Prinzip der Herstellung von Knorpeltransplantaten (Tissue engineering)

no, Heidelberg) im Verhiltnis 3:1 ge-
mischt. Diese Zellsuspension wurde
nachfolgend auf runde Ethisorb-Vliese
mit einem Durchmesser von 4 mm ge-
bracht (Abb.1). Die Polymerisation er-
folgte mit einer Thrombinldsung (Tis-
sucol Duo S®) in phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS). Die Zell-Polymer-
Transplantate wurden nachfolgend fiir
2 Wochen in einer speziellen Perfusi-
onskammer fiir dreidimensionale Ma-
trixsysteme kultiviert (Minucells and
Minutissue GmbH, Bad Abbach)
(Abb. 2).

Operation

Bei 24 Kaninchen wurden insgesamt 48
Knorpeldefekte in standardisierter
Technik gesetzt. Die Tiere wurden durch
i.m.-Applikation von o,4 ml/kg Hyp-
norm® (10 mg/ml Fluanisone/0,315 mg/
ml Fentanyl) 25 min vor der Operation
andsthesiert. Nach einem medialen pa-
rapatelliren Zugang wurde die Patella
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luxiert und die Femurkondyle darge-
stellt. Durch eine Hohlfrise wurde ein
4mm grofler osteochondraler Defekt
in der femoralen Gleitbahn der Patella
gesetzt (Abb.3). Die Tiere wurden in 3

Gruppen, eine experimentelle Gruppe
und 2 Kontrollgruppen geteilt. In den
Defekten der experimentellen Gruppe
wurden die Chondrozyten-PGLA-Vlie-
se mit Fibrinkleber (Tissucol Duo S®)
fixiert. In der ersten Kontrollgruppe er-
folgte die Defektfiillung mit einem Ethi-
sorb-Vlies ohne Zellen, in der zweiten
blieben die Defekte leer. Anschlieflend
wurde die Patella reponiert und die
Wunde mit Vicryl-Néhten (Ethicon,
Norderstedt) verschlossen. Nach 4 bzw.
12 Wochen wurden die Tiere getotet.

Histologische und histochemische
Untersuchung

Die Gelenke wurden makroskopisch un-
tersucht und die Weichteile nachfolgend
von den Femurkondylen entfernt. So-
fort anschlieflend wurden die Femora
in 4% Formaldehyd-PBS-Losung (pH
72) mit 0,5 % Cetylpiridiniumchlorid fi-
xiert. Nach der Dekalzifizierung erfolg-
te die Dehydrierung mit Ameisensdure
und danach die Einbettung der Prépara-
tein Paraffin. Die 5 um dicken, transver-
salen Schnitte des distalen Femur wur-
den jeweils mit Héadmatoxylin-Eosin
(HE), Masson-Goldner und Alcian blau
(pH 1,0) geférbt.

Heilungsindices

Die Schnitte wurden von 2 unabhéngi-
gen Untersuchern ohne Kenntnis der
Defektbehandlung untersucht. Alle De-
fekte wurden entsprechend dem histo-
logischen Score nach Wakitani [30]
Klassifiziert (Tabelle1). Dabei wurde

Abb.2 A Darstellung der auf einem PGLA/Polydioxanon-Vlies kultivierten

Chondrozyten in vitro



Abb.3 A Makroskopisches Bild eines Knorpeldefekts der Femurkondyle
nach Transplantation eines mit Chondrozyten besiedelten PGLA/Polydi-

oxanon-Vlieses

das Implantat in 5 Kategorien beurteilt:
Zellmorphologie, Matrixfirbung, Ober-
flichenregularitdt, Knorpeldicke und
Transplantatintegration.

Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Resultate
erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-
Test.

Ergebnisse
Makroskopische Beobachtungen

Alle Tiere zeigten nach 7 Tagen ein un-
auffdlliges Gangbild. Wundheilungssts-
rungen wurden nicht beobachtet.

In der experimentellen Gruppe der
Chondrozytentransplantate fanden
sich bei der Ubersichtsuntersuchung
keine Hinweise auf degenerative Verdn-
derungen, Arthrosezeichen, entziindli-
che Reaktionen, synoviale Proliferatio-
nen oder Knorpeldestruktionen. Nach
4 Wochen waren die Defekte komplett
mit weichem, weiflen knorpeldhnlichen
Gewebe gefiillt, welches die Oberfliche
bereits nahezu vollstindig wiederherge-
stellt hatte. Der Originaldefekt war je-
doch deutlich gegeniiber der Umgebung
abgrenzbar. Nach 12 Wochen war die
Abgrenzung der Defektrdnder gegen-
tiber dem normalen Knorpel deutlich
erschwert. Das Implantat erschien voll-
stdndig in den umgebenden Knorpel in-
tegriert.

Im Gegensatz dazu, beobachteten
wir in den Kontrollgruppen in der Um-
gebung des Defekts Zeichen der Knor-

pelerosion. Die Defekte nach Implanta-
tion eines Polymervlieses waren klar
abgrenzbar und mit einem weif3-grauen
Gewebe nahezu vollstindig gefiillt. Die
Leerdefekte waren mit einem dunklen,

Tabelle 1

matten gelblichen Gewebe gefiillt. Nach
12 Wochen war eine unregelmiflige De-
fektoberfldche bei nur partieller Fiillung
mit Bindegewebe zu verifizieren. Die
Defektzone erschien infolge der Erosion
des angrenzenden Knorpels vergroflert.
Unterschiede zwischen den Kontroll-
gruppen wurden zu diesem Zeitpunkt
nicht beobachtet.

Histologie
Experimentelle Gruppe

4 Wochen nach der Operation waren
die Defekte mit hyalinartigem Knor-
pelgewebe gefiillt. Dabei wurde eine
hohe Zelldichte und eine uniforme
Verteilung der transplantierten Chon-
drozyten gefunden (Abb. 4). Durch die
hohe Chondrozytendichte bedingt,
war das Matrix-Zellverhdltnis herabge-
setzt. Die Oberflache der Patellargrube
war histologisch nur unvollstindig
wiederhergestellt. Der neu geformte

Histologischer Score fiir Knorpeldefekte nach Wakitani [30]

Kategorie Punkte
Zellmorphologie
Hyaliner Knorpel 0
Uberwiegend hyaliner Knorpel 1
Uberwiegend Faserknorpel 2
Uberwiegend kein Knorpel 3
Kein Knorpel 4
Matrixfarbung (Metachromasie)
Normal (im Vergleich zum normalen Knorpel) 0
Gering reduziert 1
Deutlich reduziert 2
Keine Metachromasie 3
Oberfléchenregularitat
Glatt (> 3/,) 0
Moderat (> '/, —3/,) 1
Irrequlér ('/, = '/,) 2
Hochgradig irregulér (< '/,) 3
Knorpeldicke
>2/3 0
1/3-2/3 1
<13 2
Integration des Transplantats im Empfangerknorpel
Beide Rander integriert 0
Ein Rand integriert 1
Kein Rand integriert 2
Maximale Punktzahl 14
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Abb.4 A Knorpeldefekt 4 Wochen nach Im-
plantation eines PGLA/Polydioxanon-Vlieses
mit kultivierten allogenen Chondrozyten.
Hohe Zelldichte der transplantierten Chon-
drozyten. Nachweis von Faserresten (Pfeil)
(Originalvergr.: 400:1, Masson-Goldner)

Knorpel grenzte direkt an den Wirts-
knorpel.

Im Vergleich zu normalem Knorpel
war eine deutlich stdrkere interzelluldre
Matrixfarbung mit Alcian blau zu beob-
achten (Abb.s5). Eine Anzahl mononu-
kledrer und Riesenzellen fand sich an
der Grenze des Transplantats zum sub-
chondralen Knochen (Abb. 6). Das Po-
lymer war weitestgehend resorbiert. Be-
ginn der Knorpel-Knochen-Transfor-

Tabelle 2

Zum Thema: Tissue engineering in der Orthopadie

Abb.5 A Nachweis der Glycosaminoglycan-
synthese 4 Wochen nach Transplantation
allogener Chondrozyten in einem Polymer-
vlies (Originalvergr.: 100:1, Alcian blau)

mation in den tieferen Defektzonen
(Abb.7). Die Resultate des histologi-
schen Scores der experimentellen Grup-
pe unterschieden sich nach 4 Wochen
signifikant von den Resultaten der Kon-
trollgruppen (p < 0,05; Tabelle 2).
Nach 12 Wochen wurde eine kom-
plette Fiillung des Defektes mit hyalin-
artigem Knorpelgewebe beobachtet
(Abb.8). Das Transplantat hatte direk-
ten Kontakt zum Knochen und zum ori-

ginalen Knorpel. Die Chondrozyten ins-
besondere in den tieferen Regionen des
Transplantats unterlagen einer Cluster-
bildung und progredienten Hypertro-
phie. Im oberen Transplantatbereich
zeigten die Zellschichten eine zuneh-
mende spindelférmige Morphologie.
Die Alcianblau-Férbung war weniger
intensiv als 4 Wochen nach der Implan-
tation. In den Masson-Goldner-Férbun-
gen konnte eine diskrete Akkumulation
von perizelluldr befindlichem Kollagen
nachgewiesen werden. Zu diesem Zeit-
punkt waren die Polymere vollstindig
resorbiert. Nekrosen oder Granula-
tionsgewebe wurden nicht beobachtet.
Die histologischen Resultate der experi-
mentellen Gruppe unterschieden sich
signifikant von den Ergebnissen der
Kontrollgruppen nach 12 Wochen
(p < 0,05; Tabelle 2).

Kontrollgruppen

Ethisorb-Vliese ohne Zellen; unbehandelte
Defekte. Zu beiden Zeitpunkten fanden
sich keine markanten Differenzen zwi-
schen den beiden Kontrollgruppen. Kei-
ner der Defekte heilte mit hyalinartigem
Gewebe. 4 Wochen nach der Transplan-
tation war ein weiches, den Defektgrund
filllendes Gewebe in der Gruppe der
Leerdefekte und in das Polymer ein-
wachsendes Bindegewebe in der ande-
ren  Kontrollgruppe  nachweisbar
(Abb.9). Nach 12 Wochen zeigten die
Leerdefekte Fasergewebe mit spindel-
féormigen Fibroblasten und nur wenig
metaplastischem Knorpel, wihrenddes-
sen die mit dem Polymer gefiillten De-
fekte mit unregelmiflig geformtem Fa-

Resultate des histologischen Scores nach Wakitani. Entsprechend der Feststellung von Wakitani [30] wurde eine statistische
Analyse nicht durchgefiihrt, da der Score nicht linear angelegt bzw. zwischen den 5 Kategorien vergleichbar ist

Defektfiillung Zeit nach der Zellmor- Matrixfar- Oberfla- Knorpel- Transplan- Gesamt
Implantation phologie bung chenregu- dicke tatintegra- [Punkte]
[Wochen] laritat tion
Experimentelle Gruppe 4 0,8 0,5 1,0 0,7 0,2 3,2
12 0,9 0,3 0,6 0,4 0,6 2,8
Kontrollgruppe | 4 39 2,5 14 2,1 1,2 111
(Polymervlies ohne Zellen) 12 3,2 2,2 1,7 1,6 0,5 9,2
Kontrollgruppe Il 4 3,8 2,6 2,6 2,0 1,9 12,9
(Leerdefekte) 12 3,2 2,4 2,0 1,7 1,3 10,6
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Abb.6 A Akkumulation von mononukledren und Riesenzellen um den
Defekt 4 Wochen nach Transplantation der Zell-/Polymerkonstrukte.
Kein Nachweis einer Zellmigration in den Defekt (Originalvergr. 200:1,

Masson-Goldner)

serknorpel gefiillt waren. Zu beiden
Zeitpunkten nach der Transplantation
war nur eine minimale metachromati-
sche Farbung mit Alcianblau nachweis-
bar. Die Polymere waren nach 4 Wo-
chen partiell und nach 12 Wochen voll-
stdndig resorbiert. Eine Rekonstruktion
des subchondralen Knochens wurde
nicht beobachtet.

Erfolgsrate

Die Transplantation wurde als erfolg-
reich definiert, wenn der Defekt mit ei-
nem hyalinartigen Knorpelgewebe ge-
fiillt war. Die Erfolgsrate in der experi-
mentellen Gruppe nach 4 Wochen be-
trug 80 % (6 von 8) und nach 12 Wochen
100 % (8 von 8). In den beiden Kontroll-
gruppen war, wie oben beschrieben,
kein Nachweis von hyalinartigem Knor-
pel moglich.

Diskussion

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit
zeigt, dass tiefe Knorpeldefekte nach
Transplantation allogener Chondrozy-
ten in PGLA/Polydioxanon-Vliesen mit
hyalinartigem Knorpelgewebe heilen.
Der Vorteil der Verwendung von biore-
sorbierbaren Vliesen besteht in der re-
sultierenden besseren mechanischen
Stabilitét, da nach der Kultivierung ein
semisolides Transplantat zur Verfiigung
steht. Bereits die Transplantation der
Chondrozyten erfolgt in ihrer eigenen
Matrix, was die Vulnerabilitit der Zellen
gegeniiber Einfliissen aus der Umge-
bung herabsetzt [15].

Das Einkleben der semisoliden Im-
plantate stellt eine einfache und sichere
Moglichkeit der Implantatfixation dar.
Dagegen beobachteten andere Autoren
eine hdufige Herauslésung der verwen-
deten gelartigen Matrixsubstanzen
[20].

Bei der gegenwirtig etablierten,
kommerziell genutzten Methode nach
Brittberg [5] wird eine liquide Matrix
verwendet, da eine homogenere Vertei-
lung der Zellen im Transplantat postu-
liert wird. Daraus resultiert die Notwen-
digkeit, zundchst einen Periostlappen in
den den Defekt umgebenden Knorpel
einzunihen. Nachfolgend wird eine die
amplifizierten, kultivierten Zellen ent-
haltende Suspension unter den Periost-
lappen injiziert.

Nachteile sind das zusétzliche Trau-
ma des umgebenden Knorpels sowie
Probleme an der Entnahmestelle des Pe-
riostlappens und dessen mogliche Ab-

16sung. Zudem zeigt Brittbergs Technik
trotz generell guter Ergebnisse einige
Fille mit zentralem Substanzverlust,
was auf die ungentigende Fixierung der
implantierten Chondrozyten im Defekt
zurtickgefiihrt wird [15].

Unsere Studie zeigt, dass auch bei
der Verwendung von PGLA/Polydioxa-
non-Vliesen die Zellen im Implantat ho-
mogen verteilt sind. Der Vorteil besteht
jedoch in der einfachen Fixierung des
semisoliden Transplantats durch Ein-
kleben in den Defekt. In der vorliegen-
den Arbeit wurde in keinem Fall das
Herauslosen des ab dem ersten postope-
rativen Tag mechanisch belasteten Im-
plantats beobachtet. Daraus ist zu
schluf¥folgern, dass der Abbau der Poly-
mere durch die simultane Synthese
knorpelspezifischer =~ Matrixproteine
ausgeglichen wird, so dass kein Verlust
an mechanischer Stabilitdt eintritt [11].
Die verwendeten biodegradierbaren
PGLA/Polydioxanon-Vliese  erhalten
gleichzeitig die spezifische zelluldre Ar-
chitektur der Chondrozyten und er-
moglichen die Synthese von knorpelty-
pischen Matrixsubstanzen wie Typ-II-
Kollagen und Proteoglycanen [28].
Neueste Arbeiten zeigen, dass das Ge-
samtmodul von in vitro geziichtetem
Knorpel unter Verwendung von Poly-
mervliesen bereits 40% des normalen
Knorpels erreicht und damit das héch-
ste bisher fiir in vitro geziichtete Knor-
pel ist; zugleich bleiben die Zellularitit,
die Zellgrofle und die Permeabilitdt
konstant [16].

4 Wochen nach der Implantation
waren in allen Féllen noch Reste der Fa-
serstrukturen nachweisbar, nach 12 Wo-
chen waren diese vollstindig resorbiert.

Abb.7 A Bereits 4 Wochen nach der Transplantation der Chondrozyten im
bioresorbierbaren Polymer Nachweis des Transplantatumbaus durch ein-
wachsende mesenchymale Zellen (Originalvergr. 100:1, Masson-Goldner)
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Abb.8 A Knorpeldefekt 12 Wochen nach
Transplantation allogener Chondrozyten auf
einem PGLA/Polydioxanon-Vlies. Defektfiil-
lung mit hyalinartigem Knorpel und nahezu
volistandige Wiederherstellung der Regulari-
tat der Oberflache (Originalvergr. 100:1, Mas-
son-Goldner)

Eine Ansammlung mononukledrer Zel-
len um den Defekt infolge der Degrada-
tion der polymeren Grundsubstanz
konnte 4 Wochen nach der Implantati-
on gezeigt werden. Eine Zellmigration
in den Defekt wurde jedoch in keinem
Fall gefunden; 12 Wochen nach der Ope-
ration waren keine Entziindungszellen
mehr um den Defekt zu beobachten, da
die Polymere bereits vollstindig resor-
biert waren. Polymervliesstrukturen
haben den Vorteil einer sehr geringen
Materialmenge pro Gewebevolumen, so
dass die Belastung des Gewebes durch
die Polymerdegradation minimiert
wird. Eine gute Biokompatibilitdt des
biodegradierbaren Polymers wurde
auch beim experimentellen [3] und kli-
nischen Einsatz [25] in Form von
Schrauben gefunden.

Die Implantation der bioresorbier-
baren Polymere allein fiihrt ebenso wie
die Defektreparatur in den Leerdefekten
nicht zur Bildung von hyalinem Knor-
pel. In jedem Fall erfolgte die Defektre-
paratur mit Faserknorpel. Diese Repa-
ratur ist Folge der Migration mesenchy-
maler Zellen in den Defekt, was zur Re-
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Abb.9 A Defekt 12 Wochen nach Transplan-
tation eines Polymervlieses ohne Zellen.
Nachweis einer deutlichen Defektheilung
(Originalvergr. 30: 1, HE)

organisation von funktionell minder-
wertigem Gewebe sowohl in Leerdefek-
ten [21] als auch nach Implantation ei-
nes Polymers fiihrt [27]. Der gebildete
Faserknorpel ist instabil und fithrt zum
Fortschreiten der Degeneration [14].
Beide Kontrollgruppen zeigten in der
semiquantitativen Beurteilung ver-
gleichbare Ergebnisse, wenngleich
nach Implantation der Polymere eine
vollstindigere Fiillung der Defekte
nachweisbar war. Jedoch erfolgte nur
nach Transplantation der Chondrozy-
ten unter Beriicksichtigung der Zellar-
chitektur, der Proteoglycansynthese
und der Kollagensynthese die Defekt-
heilung mit hyalinartigem Knorpel.

Nach 4 Wochen wurde in 75% und
nach 12 Wochen in 100% der Fille die
Heilung mit hyalinartigem Knorpel be-
obachtet.

Individuelle Unterschiede zwi-
schen den Tieren in allen Gruppen kon-
nen Resultat einer unterschiedlichen
Defekttiefe sein, da hiermit die Migrati-
onsmoglichkeit von Knochenmark-
stammzellen und immunologischen
Zellen beeinflusst wird.

Fazit fiir die Praxis

Resorbierbare Polymervliese stellen ein ex-
zellentes Matrixsystem fiir die Transplantati-
on isolierter Chondrozyten und deren Fixie-
rung im Defekt dar. Neuere Ergebnisse zur
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion im Hin-
blick auf die Zelldifferenzierung und Homdo-
stase unter Verwendung von Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren lassen per-
spektivisch noch effizientere Mdglichkeiten
fiir das Tissue engineering des Gelenkknor-
pels erwarten [7, 26]. Inshesondere die Bin-
dung dieser Wachstums- und Differenzie-
rungsfaktoren an bioresorbierbare Polymere
und die daraus resultierende prolongierte
Freisetzung dieser Faktoren ermdglicht die
Optimierung der Knorpeltransplantation.
Langzeitversuche sind jedoch zur Beurtei-
lung der Rekonstruktion des subchondralen
Knochens und des Aufbaus der knorpelspezi-
fischen Architektur sowie der daraus resul-
tierenden mechanischen Belastbarkeit not-
wendig.

Literatur

1. Agrawal CM, Pennick A, Wang X, Schenck RC
(1997) Porous-coated titanium implant
impregnated with a biodegradable pro-
tein delivery system. J Biomed Mater Res
36:516-521

2. Alsalameh S, Mollenhauer J, Hain N, Stock KP,
Kalden JR, Burmester GR (1990) Cellular im-
mune response toward human articular
chondrocytes. T cell reactivities against
chondrocyte and fibroblast membranes in
destructive joint diseases. Arthr Rheum
33:1477-1486

3. AnYH, Friedman RJ, Powers DL, Draughn RA,
Latour RA Jr. (1998) Fixation of osteotomies
using bioabsorbable screws in the canine
femur. Clin Orthop 355: 300-311

4. Bonaventure J, Kadhom N, Cohen Solal L, Ng
KH, Bourguignon J, Lasselin C, Freisinger P
(1994) Reexpression of cartilage-specific
genes by dedifferentiated human articu-
lar chondrocytes cultured in alginate
beads. Exp Cell Res 212: 97-104

5. Brittberg M, Lindahl A, Nilsson A, Ohlsson C,
Isaksson O, Peterson L (1994) Treatment of
deep cartilage defects in the knee with
autologous chondrocyte transplantation.
N Engl J Med 331: 889-895

6. Brittberg M, Nilsson A, Lindahl A, Ohlsson C,
Peterson L (1996) Rabbit articular cartilage
defects treated with autologous cultured
chondrocytes. Clin Orthop 326: 270-283

7. Buckwalter JA, Mankin HJ (1998) Articular
cartilage: tissue design and chondrocyte-
matrix interactions. Instr Course Lect
47: 477-486



10.

11.

13.

14.

15.

16.

Campbell CJ (1969) The healing of cartilage
defects. Clin Orthop 64: 45-63

Chesterman PJ, Smith AU (1968) Homotrans-
plantation of articular cartilage and iso-
lated chondrocytes. An experimental
study in rabbits. J Bone Joint Surg Br

50: 184-197

Davies MJ, Mitchell CA, Maley MA et al. (1997)
In vitro assessment of the biological activ-
ity of basic fibroblast growth factor re-
leased from various polymers and bioma-
trices. J Biomater Appl 12: 31-56

Freed LE, Vunjak Novakovic G, Langer R (1993)
Cultivation of cell-polymer cartilage im-
plants in bioreactors. J Cell Biochem
51:257-264

Frenkel SR, Toolan B, Menche D, Pitman MI,
Pachence JM (1997) Chondrocyte transplan-
tation using a collagen bilayer matrix for
cartilage repair. J Bone Joint Surg Br
79:831-836

Furukawa T, Eyre DR, Koide S, Glimcher MJ
(1980) Biochemical studies on repair carti-
lage resurfacing experimental defects in
the rabbit knee. J Bone Joint Surg Am
62:79-89

Hunziker EB, Rosenberg LC (1996) Repair of
partial-thickness defects in articular carti-
lage: cell recruitment from the synovial
membrane. J Bone Joint Surg Am 78:721-733
Kawamura S, Wakitani S, Kimura T, Maeda A,
Caplan Al, Shino K, Ochi T (1998) Articular
cartilage repair. Rabbit experiments with
a collagen gel-biomatrix and chondro-
cytes cultured in it. Acta Orthop Scand

69: 56-62

Ma PX, Langer R (1999) Morphology and
mechanical function of long-term in vitro
engineered cartilage. ) Biomed Mater Res
44:217-221

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Mankin HJ (1982) The response of articular
cartilage to mechanical injury. J Bone Joint
Surg Am 64: 460-466

Mitchell N, Shepard N (1976) The resurfacing
of adult rabbit articular cartilage by mul-
tiple perforations through the subchon-
dral bone. J Bone Joint Surg Am 58: 230-233
Perka C, Lindenhayn K, Heilmann HH, Sittinger
M, Muschik M (1996) Experimentelle Unter-
suchungen mechanisch induzierter Ge-
lenkknorpeldefekte nach Implantation al-
logener embryonaler Chondrozyten in ei-
nem Kollagen-Fibrin-Gel beim Huhn.

Z Orthop 134: 562-572

Rahfoth B, Weisser J, Sternkopf F, Aigner T, von
der Mark K, Brauer R (1998) Transplantation
of allograft chondrocytes embedded in
agarose gel into cartilage defects of rab-
bits. Osteoarthr Cartil 6: 50-65

Shapiro F, Koide S, Glimcher MJ (1993) Cell or-
igin and differentiation in the repair of
full-thickness defects of articular carti-
lage. J Bone Joint Surg Am 75: 532-553
Sittinger M, Bujia J, Hammer C, Minuth WW,
Burmester G-R (1994) Engineering of carti-
lage tissue using bioresorbable polymer
carriers in perfusion culture. Biomaterials
15:451-456

Sittinger M, Reitzel D, Dauner M et al. (1996)
Resorbable polyesters in cartilage engi-
neering: affinity and biocompatibility of
polymer fiber structures to chondrocytes.
J Biomed Mater Res 33: 57-63

Sokoloff L (1976) Articular chondrocytes in
culture: matrix production and hormonal
effects. Arthr Rheum 19 [Suppl 3] 426-429
Stahelin AC, Weiler A, Rufenacht H, Hoffmann
R, Geissmann A, Feinstein R (1997) Clinical
degradation and biocompatibility of dif-
ferent bioabsorbable interference screws:
a report of six cases. Arthroscopy
13:238-244

Tanaka S, Hamanishi C, Kikuchi H, Fukuda K
(1998) Factors related to degradation of
articular cartilage in osteoarthritis: a re-
view. Semin Arthr Rheum 27:392-399
Vacanti CA, Kim W, Schloo B, Upton J, Vacanti
JP (1994) Joint resurfacing with cartilage
grown in situ from cell-polymer struc-
tures. Am J Sports Med 22: 485-488

Vacanti CA, Upton J (1994) Tissue-engi-
neered morphogenesis of cartilage and
bone by means of cell transplantation us-
ing synthetic biodegradable polymer ma-
trices. Clin Plast Surg 21: 445-462

Wakitani S, Goto T, Pineda SJ, Young RG, Man-
sour JM, Caplan Al, Goldberg VM (1994) Mes-
enchymal cell-based repair of large, full-
thickness defects of articular cartilage.

J Bone Joint Surg Am 76: 579-592

Wakitani S, Kimura T, Hirooka A, Ochi T, Yoneda
M, Yasui N, Owaki H, Ono K (1989) Repair of
rabbit articular surfaces with allograft
chondrocytes embedded in collagen gel.

J Bone Joint Surg Br 71: 74-80

Orthopdde
2000 - 29:119 © Springer-Verlag 2000

B. Fink * Orthopddische Klinik und Poliklinik,
Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppendorf

Das Verhalten

der Weichteilstrukturen
bei der operativen
Beinverlangerung

Orthopdde (1999) 28: 1007-1014

Im englischen Summary des o.g. Bei-
trags erschien durch ein Versehen ein
sinnentstellendes Wort. Im 2. Satz muf}
das Wort ,,vessels“ durch ,,tendons® er-
setzt werden. Das korrigierte Summary
wird hier noch einmal wiedergegeben.

Summary

Experimental animal studies and clinical in-
vestigations show three processes going on
during extremity lengthening with the lliza-
rov-method. At first degenerative changes
including cell necroses in the muscles, the
nerves and the tendons occur as well as de-
nervation of muscle fibers resulting in neu-
rogenous muscle atrophies. These alterations
are followed by reperative and regenerative
prozesses as well as the reinnervation of the
denervated muscle fibers. Secondly histo-
neogenesis occur which leads to a high in-
crease of tissue-specific cells and a growth of
the muscles, tendons and vessels. Therefore
tensile-stress is an important factor of tissue
growth. Thirdly adaptive processes procede
during leg lengthening. For example the
high biosynthetic activity during tissue
growth seems to indicate an increase of vasa
vasorum.

Der Orthopade 2:2000 ‘ 119



