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1 Einleitung

Das Fachgebiet der Orthopadie beschaftigt sich mit den Pathologien des
Bewegungsapparates. Ein haufiges Krankheitsbild der Orthopéadie stellt der
Knorpelschaden, auch Chondropathie genannt, dar. Knorpelschaden kénnen an
allen Gelenken des Korpers vorkommen. Vermehrt sind dabei Gelenke betroffen,
welche starker mechanischer Belastung ausgesetzt sind, wie das Knie.

Bei der Chondropathie handelt es sich um eine pathologische Ausdiinnung des
Gelenkknorpels mit einhergehender Strukturveranderung. Es gibt ein breites
Spektrum mdglicher Ursachen wie Traumata, frihe Formen degenerativer
Knorpelschadden oder die Osteochrondrosis dissecans. Schaden am Knorpel
kénnen zu starken Schmerzen und Bewegungseinschrankungen fuhren [31, 95].
Die Problematik von Erkrankungen des Gelenkknorpels besteht in der
insuffizienten Regenerationsfahigkeit. Es gibt jedoch knorpelregenerative und
Knorpelersatztherapien.

Es gibt verschiedene Klassifikationssysteme fir Schaden am Gelenkknorpel, mit
Hilfe derer sich das Ausmal} des Knorpelschadens in verschiedene Grade
einteilen lasst. Je nach Grad an Schaden werden entsprechende
Therapieoptionen empfohlen. Folglich hat die Einteilung grof3e Konsequenzen
fur die weitere Therapie [31].

Grundlage fur die Klassifikation ist die Bildgebung. Dies geschieht entweder
durch ein RoOntgenbild, eine MRT-Aufnahme oder in der diagnostischen
Arthroskopie. Je praziser die Beurteilung des Knorpelschadens maoglich ist, desto
differenzierter kann die Einteilung des Schadens erfolgen. Fur eine zielgerichtete
und erfolgreiche Therapie muss die Klassifikation so exakt wie moglich mit der
tatsachlichen Auspragung des Schadens ubereinstimmen. Goldstandard fur die
Klassifikation von Knorpelschaden ist derzeit die diagnostische Arthroskopie
unter Weillicht [44].
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1.1 Anatomie des Kniegelenks

1.1.1 Makroskopische Anatomie

Aus makroskopischer Sicht ist das Kniegelenk des Menschen osséar aus drei
miteinander artikulierenden Knochen aufgebaut: Femur, Patella und Tibia. Das
Femur artikuliert mit der Patella im Femoropatellargelenk (Articulatio
femoropatellaris) und Gber das Femorotibialgelenk (Articulatio femorotibialis) mit
der proximalen Tibia. Die Tibia artikuliert aul3erdem proximal mit dem lateral der
Tibia liegenden Fibulakdpfchen. Das benachbarte Gelenk zwischen Tibia und
Fibula wird nicht zum Kniegelenk gezahlt. Zwischen Femur und Tibia liegen die
Kreuzbénder und die Menisken. Der gelenkige Kontakt zwischen Femur und
Patella befindet sich im Bereich des patellofemoralen Gleitlagers, das ventral der
Femurkondylen und dorsal der Patella liegt. Die Kontaktflache betragt ca. 3 cm?2
[44].

Die Patella ist funktionell als Sesambein einzuordnen. Da die Patella mit der
Quadrizepssehne fest verwachsen ist, bewegt sie sich bei Beugung und
Streckung im Kniegelenk stets mit. Dabei legt sie eine Strecke von funf bis sieben
Zentimetern zurlck. In Beugestellung befindet sich die Patella in der Fossa
intercondylaris des Femurs, in Streckung ist sie an apikaler Stelle der
Femurkondylen lokalisiert. Die Facies articularis der Patella zeigt zum Femur und
ist mit Knorpel Gberzogen [84].

Die Gelenkflache des Femurs besteht aus der mit Gelenkknorpel Uberzogenen
medialen und lateralen Kondyle, sie vereinigen sich ventral zur Facies patellaris
femoris. Zwischen den Femurkondylen befindet sich die Fossa intercondylaris.
Proximal der Kondylen befinden sich am Femur der Epicondylus lateralis und
medialis. An ihnen setzen unter anderem die Kollateralbander und muskulare
Strukturen an (Abbildung 2) [84].

Bei Beugung und Streckung im Kniegelenk rollen sich die Femurkondylen auf
dem Tibiaplateau ab. Ab 25° Beugung gleiten die Femurkondylen nach dorsal.
Als Tibiaplateau werden die Uberknorpelten Anteile der Tibiakondylen
bezeichnet, welche im Kniegelenk mit dem Femur artikulieren. Zwischen dem

medialen und lateralen Anteil des Tibiaplateaus befinden sich die Eminentia
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intercondylaris sowie die Area intercondylaris anterior und posterior. In diesem
Bereich liegt der Ursprung der Kreuzbander und Menisken.

Die Menisken des Knies sind mobile Gelenkpfannen aus Faserknorpel. Sie
gleichen die Inkongruenzen zwischen den Condylen des Femurs und dem
Tibiaplateau aus und verteilen dadurch den auf den Gelenkflachen lastenden
Druck. Bei Flexion verschieben sich die Menisken nach dorsal, und bei Extension
nach ventral. Bei Rotation drehen sie in Bewegungsrichtung um die Basis, wobei
der laterale Meniskus ein gro3eres Bewegungsausmald aufweist als der mediale.
Der mediale Meniskus ist mit dem medialen Kollateralband verwachsen, welches
wiederum mit der Gelenkkapsel verwachsen ist. Die Verwachsung ist die
Ursache fur die reduzierte Beweglichkeit des Innenmeniskus in Gegensatz zum
AulRenmeniskus (Abbildung 1) [84].

Zu den Kollateralbandern gehort das Innen- und das AulRenband, die von den
Epikondylen des Femurs zur Tibia verlaufen. Sie sind in Extensionsstellung
gespannt und verhindern die Aufklappbarkeit des Knies nach medial und lateral.
Sie begrenzen aul3erdem die endgradige Rotation.

Die Innenrotation wird vor allem durch das vordere und hintere Kreuzband
begrenzt. Die Kreuzbander dienen der Stabilisation des Gelenks wahrend der
Bewegung und verhindern die Translation. Wie bereits erwahnt, liegt der
kndcherne Ursprung in der Area intercondylaris. Das vordere Kreuzband verlauft
vom lateralen Femurcondylus nach ventral und inseriert dort an der Tibia. Das
hintere Kreuzband hat den Ursprung ventral am medialen Condylus und den
Ansatz weiter dorsal am Tibiaplateau. Sie liegen intrakapsular und extraartikular.
Die Gelenkkapsel besteht aus Bandern und Sehnen, welche das Gelenk von der
Umgebung abgrenzen. Durch das Umschlagen der Kapselwand entstehen drei
Recessus, der Recessus suprapatellaris, Recessus subpopliteus und Recessus
subtendinea gastrognemii. In der Kapsel befindet sich der Hoffa sche Fettkdrper
[84].
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Facies
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Abbildung 1: Bandapparat des rechten Knies in Extension von ventral (modifiziert
nach: [84])
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Abbildung 2: Tibiaplateau des linken Knies mit Menisken, Kreuzbandern und
Seitenbéndern (modifiziert nach: [84]).
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1.1.2 Mikroskopische Anatomie des Knorpels

Gelenkknorpel dient dem reibungsarmen Gleiten der Gelenkoberflachen und
dem Schutz des Knochens. Uber den Knorpel werden Krafteinwirkungen
zwischen den Gelenkkomponenten tbertragen. Gelenkknorpel soll Druck, Scher-
und Reibungskrafte abfangen [31].

Gelenkknorpel besteht aus hyalinem Knorpel. Ausdifferenzierter hyaliner Knorpel
besteht nur aus wenig Chondrozyten, zu 1 —10 %. Den grof3ten Anteil am
Knorpel bildet die Interzellularsubstanz, auch Extrazellularmatrix (EZM), welche
hauptsachlich aus Wasser besteht. Gelenkknorpel besteht zu 70 % aus Wasser.
Neben Wasser wird die EZM aus Proteoglykanen, Kollagenen, vor allem
Kollagen Il [21], Glykosaminoglykanen (GAGs), Glykoproteinen, Lipiden und
Elektolyten gebildet [71].

GAGs sind fur den hohen Wasseranteil des hyalinen Knorpels verantwortlich. Sie
sind stark sauer, wodurch sie bevorzugt Kationen und Wasser als partiell positiv
geladenes Dipol binden. Durch ihre negativ geladenen Karboxyl- und
Sulfatgruppen interagieren GAGs aul’erdem elektrostatisch mit Kollagen. Die
wichtigsten GAGs des Gelenkknorpels sind Hyaluronat, Chondroitinsulfat und
Keratansulfat. Das Hyaluronat ist das einzige GAG, welches nicht sulfatiert ist.
Es ist ein wichtiger Bestandteil der Synovia [3, 83].

Glykoproteine sind Adhasionsproteine, welche unter anderem Zellen in der EZM
verankern. Ein wichtiges Glykoprotein ist das Chondronektin, welches
Chondrozyten an Kollagen haften lasst. Die Struktur der Proteoglykane besteht
aus einem Kernprotein und vielen an das Kernprotein geknipften GAGs. Das
wichtigste Proteoglykan im Knorpel ist das Aggrekan (Abbildung 3 A). Aggrekan
besteht aus den GAGs Chondroitinsulfat und Keratansulfat, welche an das
Kernprotein gebunden sind. Das Glykoprotein Hyaluronektin verbindet viele

Aggrekanmonomere mit Hyaluronat zu einem Komplex (Abbildung 3 B) [83].
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Abbildung 3: Aggrekankomplex.
A: Aggrekanmonomer. B: Aggrekanmonomere mit Hyaluronat verbunden.

Durch das Zusammenwirken von Proteoglykanen und Kollagenfibrillen erhalt der
Knorpel seine Druck- und Biegeelastizitat. Die Kollagenfasern hindern die
Proteoglykane an der vollstdndigen Ausbreitung, wodurch die Fasern in Ruhe
stets unter Spannung stehen. Die ,viskoelastischen Eigenschaften® [83] des
Knorpels entstehen durch die hohe Wasserbindungskapazitat der negativ
geladenen Aggrekan-Hyaluronat-Komplexe und den damit verbundenen hohen
Wasseranteil des Knorpelgewebes. Die mit Wasser beladenen GAGs stol3en
sich gegenseitig ab. Infolgedessen wird ein Innendruck aufgebaut, der durch
Kollagen Il gehalten wird. Dadurch entsteht die Druckelastizitit des
Knorpelgewebes [3]. Lastet Druck auf dem Knorpel, werden Proteoglykane und
Kollagen komprimiert. Dabei stromt Wasser aus dem Knorpel. Bei
Druckentlastung wird das Wasser von den Proteoglykanen wieder so weit
aufgesogen, wie es die Kollagenfasern zulassen, sodass die Grundspannung der
Proteoglykane und die Ausgangsform des Knorpels wieder hergestellt werden
[79]. Die Aggrekan-Hyaluronat-Komplexe sind in ein grof3es formgebendes Netz
aus Kollagenfasern eingebunden [44]. Im hyalinen Knorpel findet sich vor allem
Kollagen vom Typ Il [21]. Kollagene sind aus einer rechtsgangigen Tripelhelix
aufgebaut, welche aus drei linksgangigen Kollagen-a-Ketten besteht. Die

kollagenen Fasern liegen in hyalinem Knorpel maskiert vor.
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Die Struktur des hyalinen Knorpels besteht im Wesentlichen aus Chondronen mit
Chondrozyten und der interterrritorialen Matrix, welche die EZM mit
Proteoglykanen und Kollagenfibrillen enthalt (Abbildung 5). Hyaliner
Gelenkknorpel ist in verschiedene Zonen aufgeteilt. Zuoberst liegt die
Tangentialzone, darunter die Ubergangszone und die Radiarzone. Die
Benennung der Zonen richtet sich nach der Verlaufsrichtung der Kollagenfasern.
In der obersten Schicht des Knorpels verlaufen die Fasern tangential, wahrend
sie in der untersten Schicht vertikal angeordnet sind. Die interzellulare Matrix wird
von den Chondrozyten gebildet. Zwischen der Radiar- und Mineralisationszone
liegt die Tidemark. Sie bildet die Grenze zum verkalkten Knorpelgewebe.
Unterhalb der Mineralisationszone beginnt subchondraler Knochen (Abbildung
4).

} Tangentialzone

—_

Verlaufs- — Radiarzone

richtung der
Kollagenfasern

0

| Ubergangszone

Chondrozyt
Grenzlinie = Mineralisations-
(tide mark) }- zone

Subchondraler
Knochen

Abbildung 4: Schematische Zonengliederung des Gelenkknorpels.
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B' Q" 3 3 y 2 \
Abbildung 5: Histologische Aufnahmen von hyalinem Gelenkknorpel des Knies.

A: In 100-facher VergrofRerung mit Matrix des Knorpels, Tide mark und
subchondralem Knochen. B: Ausschnitt aus A bei 400-facher Vergrof3erung.

Hyaliner Knorpel hat keine eigene Blutversorgung. Er wird von einer
bindegewebigen Schicht, dem Perichondrium umgeben. Das Perichondrium wird
durchblutet und kann den hyalinen Knorpel versorgen. Gelenkknorpel besteht
zwar aus hyalinem Knorpel, besitzt aber kein Perichondrium. Die Versorgung des
Gelenkknorpels kann mangels eines Perichondriums lediglich durch Diffusion der
Gelenkflissigkeit, der Synovia, gewahrleistet werden. Aufgrund der hohen
Wasserbindungskapazitdt des Aggrekan-Hyaluronat-Komplexes wird die
Diffusion der Synovia durch das Gewebe erméglicht. Das Perichondrium enthalt
auBerdem undifferenzierte mesenchymale Zellen mit der Maoglichkeit zur
Differenzierung zu Chondroblasten. Hyaliner Knorpel kann also bedingt, durch
das Perichondrium begrenzt, regeneriert werden [63]. Mit zunehmendem Alter
verschlechtert sich der Erndhrungszustand des Gelenkknorpels durch
Veranderungen der Synovialkapillaren und der Synovialflissigkeit [63].
Aulerdem nimmt der Proteoglykangehalt im Alter fortschreitend ab und hat eine
reduzierte Ladungsdichte [6], was eine Reduktion des Flussigkeitsgehaltes der
Knorpelmatrix zur Folge hat [78, 85]. Die gesamte Zusammensetzung der
Knorpelmatrix verandert sich, die Aktivitat der Chondrozyten nimmt ab und sie
reagieren weniger auf Wachstumsfaktoren [12]. Die Veranderungen resultieren
in verminderter Elastizitdt des Gelenkknorpels [44].
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1.2 Pathologien des Gelenkknorpels

1.2.1 Chondropathie

Chondropathie ist der Uberbegriff fur eine pathologische Veranderung des
Gelenkknorpels ohne Arthrosezeichen [95]. Es handelt sich um einen Defekt, an
dessen Lokalisation der Gelenkknorpel dinner als physiologisch ist.
Normalerweise betragt die Dicke des Gelenkknorpels an den Femurkondylen
2-4 mm [2]. Knorpelschaden lassen sich in zwei Kategorien einteilen, die
chondralen Schaden und die osteochondralen Schaden. Chondrale Schaden
sind auf den Knorpel begrenzt, wahrend osteochondrale Schaden auf den
darunter liegenden subchondralen Knochen ausgebreitet sind. [Bei chondralen
Schéden lasst sich zwischen oberflachlichen und vollschichtigen L&sionen
unterscheiden (Abbildung 6). Im Gegensatz zur Arthrose kann man bei der
Chondropathie keine bevorzugte Altersgruppe festlegen, Knorpelschaden
kénnen in jedem Alter auftreten. Die grol3te Gruppe wird jedoch von Personen
gebildet, die Uber 40 Jahre alt sind [16].

chondral
(teilschichtig)

chondral Knorpel

(vollschichtig)

Lamina ossea
subchondralis

osteochondral _ ’

Subchondraler
Knochen

Abbildung 6: Terminologie der Knorpellasionen.

Die Ursachen von Chondropathie sind unterschiedlicher Art. Hauptsachlich
unterscheidet man zwischen L&sionen traumatischer Genese, die meist fokal

begrenzt sind, und degenerativen Schéden, die oft disseminiert ausgepragt sind.
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,Scher-, Rotations- oder Tangentialkrafte“ [95] kdnnen zu traumatischen
Knorpelverletzungen am Knie fihren. Bei starken Traumata kann aul3erdem der
subchondrale Knochen mit betroffen sein. Bei der traumatisch bedingten
Chondropathie weisen die Schaden meist scharfe R&nder auf [95].
Chondropathien bei Personen, die jinger als 40 sind, sind zumeist traumatische
Lasionen [16].

Frihe degenerative Schaden, welche auf den hyalinen Gelenkknorpel begrenzt
sind, werden ebenfalls als Chondropathie bezeichnet. Ein Beispiel dafir ist die
Chondropathie an der Patella, auch als Chondromalacia patellae bekannt [66,
95]. Abnutzungserscheinungen werden durch bestimmte Risikofaktoren
gefordert. Eine anatomische Fehlstellung, wie das Genu varum und valgum, oder
eine chronische Gelenkinstabilitdt konnen Pradiktoren fur die Degeneration des
Gelenkknorpels darstellen [31].

Weitere Ursachen fir eine Chondromalazie sind Osteochondrosis dissecans,
chronisch entziindliche Gelenkerkrankungen sowie Hamophilie. [81, 82].

Das Ausmald eines Knorpelschadens lasst sich mit dem ,Hyaline Cartilage Lesion
Classification System®, dem internationalen Standard von der International
Cartilage Repair Society (ICRS) bestimmen. Es handelt sich um eine Erweiterung
der Outerbridge-Klassifikation, welche vor Einfihrung des ICRS als Standard
galt. Zur Diagnostik von Gelenkknorpelschaden wird die Outerbridge-
Klassifikation jedoch immer noch haufig angewendet, obwohl sie laut
Arthroskopiegesellschaft als Gberholt gilt. Von den Arthroskopiegesellschaften
wird aufgrund der genaueren Differenzierung die Klassifikation nach ICRS
empfohlen [10] ,Die Einteilung basiert auf der arthroskopischen Einschatzung der
bereits debridierten Lasion.“ [31]. Dabei wird die Tiefe, die Ausdehnung des
Schadens und die Lokalisation beurteilt (Tabelle 1) [33]. Die Klassifikation nach
Outerbridge setzt hingegen die Progression des Knorpelschadens voraus und ist
demnach primar fur degenerative Knorpelschdden anwendbar. Urspringlich
wurde die Outerbridge-Klassifikation fur den Verlauf der Chondromalacia

Patellae erstellt [66, 101]. Es wird vor allem die Tiefe des Schadens beurteilt.
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Outer-
bridge

ICRS

Beschreibung

Histologisch

Arthroskopisch

la

Intakte
Oberflache,
Fibrillationen
und / oder
leichte
Erweichung

Zusatzlich
oberflachliche
Risse / Fissuren

Lasionstiefe
<50 % der
Knorpeldicke
(abnormaler
Knorpel)

la

> 50 % Tiefe der
Knorpeldicke,
nicht bis zur
kalzifizierenden
Schicht (schwer
abnormaler
Knorpel)
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b > 50 % Tiefe der
Knorpeldicke,
bis zur
kalzifizierenden
Schicht

I c > 50 % Tiefe der
Knorpeldicke,
bis zur
subchondralen
Platte

I d > 50 % Tiefe der
Knorpeldicke,
mit
Blasenbildung

\V \Y Vollstandige
Knorpellasion
mit Durchbruch
der
subchondralen
Platte

Tabelle 1: Klassifikation von Knorpelschéden [33] (histologische Abbildungen
modifiziert nach [33]).

Gelenkknorpel ist nicht durchblutet und hat nur begrenzte Mdglichkeiten zur
Selbstreparatur. Gelenkknorpel ist nicht nur avaskuldr sondern auch aneural.

Das Fehlen von schmerzleitenden Neuronen ist fir die Abwesenheit von
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Schmerzempfinden im Gelenkknorpel verantwortlich. Der subchondrale Knochen
ist jedoch gut innerviert. Bei osteochondralen Schaden wie bei Grad IV nach
ICRS, kommt es haufig zu erheblichen Knieschmerzen. Chondropathie am
Kniegelenk kann eine akute Synovialitis zur Folge haben. Durch die Entziindung
kommt es zur reaktiven Hyperamie mit Odembildung und Gelenkerguss.
Diagnostiziert wird die Chondropathie neben Anamnese und kérperlicher
Untersuchung mittels Rontgen, MRT oder in der diagnostischen Arthroskopie. Im
Rontgen konnen keine chondralen Schaden identifiziert werden. Lediglich
knocherne Lasionen in spatem Stadium sind beurteilbar. Einen degenerativen
Knorpelschaden erkennt man im Rontgen anhand der Arthrosezeichen (1.2.2).
Das Rontgen stellt keine zuverlassige Option zur Beurteilung und Klassifikation
der Chondropathie dar [44].

In der MRT sind vor allem protonendichte, T2-gewichtete, Fast-Spin-Echo (FSE),
3D-spoiled-Gradienten-Echo (SPGR)- und Fast-low-angle-shot
(FLASH)-Sequenzen sinnvoll. Besonders bei fettsupprimierten Aufnahmen
lassen sich Knorpelschdden gut darstellen. In der MRT lassen sich die
Unterschiede zwischen Grad 0, la, Ib und Il nach ICRS nicht sicher darstellen,
wahrend die Unterscheidung zwischen Grad Il und Ill nach ICRS gut mdglich ist.
Die Grade llla —Illd nach ICRS sind nicht zu differenzieren. Besser als in der
Arthroskopie kann man in der MRT subchondrale Knochenlasionen sehen,
welche auf einen Knorpelschaden Grad Ill oder IV nach ICRS hinweisen. In der
MRT wird die flachige Ausbreitung des Knorpelschadens oft unterschatzt. Eine
bessere Aussagekraft kann durch eine MR-Arthrografie erzielt werden [52, 98].
In der MRT konnen Knorpelschaden in friihen Stadien | und Il nach ICRS sowie
die Tiefe und Ausdehnung bei fortgeschrittenen Lasionen Grad Il nach ICRS
nicht verlasslich erkannt werden [98].

In der diagnostischen Arthroskopie (1.3) werden Knorpelschdden ebenfalls
klassifiziert. Durch den arthroskopischen Tastbefund kodnnen Tiefe und
Ausdehnung einer Lasion bestimmt werden [44]. In der Arthroskopie werden
jedoch frihe Stadien eines Knorpelschadens teils unterschatzt und schwere
Schéden lberschétzt [11]. Der subchondrale Knochen ist in der Arthroskopie

nicht beurteilbar, sofern er nicht freiliegt. Die Klassifikation in der diagnostischen

13



Einleitung

Arthroskopie kann nur verlasslich erfolgen, wenn der Defekt zuvor debridiert
wurde [98]. Bei der diagnostischen Arthroskopie handelt es sich im Ubrigen um
einen invasiven chirurgischen Eingriff, weshalb stets die Indikation abgewogen
werden muss. Dennoch stellt die Arthroskopie zurzeit den Goldstandard dar, um
Knorpelschaden zu beurteilen und nach ICRS- oder Outerbridge-Klassifikation
einzuteilen [44].

Je akuter Gelenkknorpel geschadigt wird, desto schwerwiegender sind die
Folgen. Durch den Defekt wird eine Kettenreaktion ausgeldst. Beim Trauma
werden Enzyme freigesetzt, welche strukturelle Veranderungen der
Knorpelmatrix und Knorpeldestruktion zur Folge haben und der
Gelenkknorpelschaden wird progredient. Durch lysosomale Enzyme werden
zunadchst Glykosaminoglykane von den Kernproteinen der Proteoglykanen
abgespalten. Durch Proteasen werden die Kern- und Kettenproteine sowie durch
Hyaluronidasen die Hyaluronketten zersetzt. Kollagenfasern werden durch
Kollagenasen zerstort, welche zu den Matrixmetalloproteinasen gehdren [63].
Des Weiteren fuhrt ein Knorpelschaden zum Zelltod der Chondrozyten [99],
Gewebeerweichung, ,Verlust der Interkonnektivitdat des Netzwerks® [94] und
Rissen und Fissuren [15, 29]. Durch die enzymatische Knorpeldestruktion wird
das Kollagengeriust abgebaut und damit die Knorpelarchitektur zerstort, was
EinbulBen der Knorpelstabilitat zur Folge hat. Des Weiteren fihren die
Veranderungen der Matrix zu verminderter Wasserbindungskapazitat, wodurch
die Gelenkoberflache weniger druckelastisch und anfalliger fir weitere Schaden
ist. Bei der Zerstdérung von Knorpelgewebe werden vasoaktive Substanzen und
Kinine freigesetzt. Die Enzyme induzieren eine Synovialitis. Wie bereits erwahnt,
fuhrt eine Synovialitis wiederum zur Knorpeldestruktion [63]. Es kommt langfristig
zum Mangel an Gelenkknorpel, einer Chondropenie. Der Defekt kann schliel3lich
zu beschleunigter Arthrose flhren [44].

Wenn der Defekt bis zum Knochen reicht, wird durch die dort vorhandene
Blutversorgung eine Defektheilung in Gang gesetzt. Es kommt zu Narbenbildung
und Fibrosierung. Es entsteht Faserknorpel anstelle des hyalinen Knorpels.

Faserknorpel ist dem hyalinen Knorpel gegentber im Bereich von Gelenken
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funktionell minderwertig. Die Struktur des Faserknorpels ist der enormen

mechanischen Belastung, die auf den Gelenkknorpel wirkt, nicht gewachsen [31].

Ob eine Knorpeltherapie durchgefuhrt wird, ist individuell und patientenabhangig
einzuschatzen. Hauptindikator fur eine Knorpelzelltherapie ist der individuelle
schmerzbedingte Leidensdruck des Patienten. Natlrlich missen auch
Voroperationen und -erkrankungen beriicksichtigt werden. Kontraindikationen
bei Knorpelreparaturverfahren sind unter anderem eine bereits vorhandene
Arthrose, die rheumatoide Arthritis, weitgehender Meniskusverlust [106], ein
hoher Body Mass Index (BMI), das Vorhandensein von ,kissing lesions® [72, 106]
und die fehlende Compliance des Patienten. Gelenkknorpelreparaturverfahren
sollen die Lebensqualitat des Patienten fordern und Beschwerden reduzieren.
Die Funktion des Knies im Alltag soll verbessert und die Progression des
vorhandenen Knorpeldefektes verlangsamt werden. AuRerdem soll die Therapie
den moglichen Gelenkersatz durch eine Prothese mdglichst verzégern oder gar
verhindern [98]. Die Therapiewahl hangt immer von der Defektgrof3e und -tiefe
ab [7].

Ein konservativer Therapieansatz ist die Injektion von Glukosaminen,
Chondroitinsulfat oder Hyaluronsaure. Dadurch soll die Gleitfahigkeit im Gelenk
verbessert werden. Die Injektionstherapie wirkt chondroprotektiv und soll die
Regeneration des Knorpels verstarken [95]. Die Wirksamkeit der Therapie ist
jedoch umstritten [28]. Bei erst- und zweit-gradigen Lasionen nach ICRS kann
konservativ therapiert werden (Tabelle 2).

Sollte dennoch bei L&sionen Grad Il nach ICRS aufgrund persistierender
Beschwerden eine operative Therapie indiziert sein, ist zunéchst ein
arthroskopisches Debridement der Lasion indiziert (Tabelle 2). Hierbei ist darauf
zu achten, dass lediglich am Ubergang zum gesunden Knorpel ein stabiler Rand
geschaffen und die VergroRerung der Lasion dadurch verlangsamt wird. Es muss
darauf geachtet werden, die Defekitiefe nicht zu vergréRern. Das Debridement

dient oft der Vorbereitung auf die weitere Behandlung.
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Die chirurgischen Knorpeltherapien lassen sich in zellgebundene und zellfreie
Verfahren sowie osteochondrale Verfahren einteilen. Zu zellfreien Verfahren
gehort die autologe matrixinduzierte Chondrogenese (AMIC). Zu den
zellgebundenen Therapien zahlen die Mikrofraktrurierung und die autologe
Chondrozytentransplantation (ACT). Osteochondrale Verfahren stellen die
autologe osteochondrale Transplantation (OATS) und der Kondylentransfer
(Mega-OATS), sowie die Spongiosaplastik in Verbindung mit der
matrixassoziierten autologen Chondrozytentransplantation und die
osteochondrale Allograft-Transplantation dar [7].

Bei der autologen matrixinduzierten Chondrogenese (AMIC) handelt es sich um
eine Kombination aus Mikrofrakturierung und der Implantation einer Kollagen-
Typ-l/lll-Membran. Bei dem Verfahren werden Stammzellen durch die Membran
zur Differenzierung zu Chondrozyten angeregt. Das Verfahren wird fir Schaden
> 2 cm? angewendet. Das AMIC-Verfahren kommt auch bei osteochondralen
Schaden in Frage. Es kdnnen ebenfalls eine Chitosan-Biomatrix und eine Matrix
aus Kollagen Typ | als zellfreie Verfahren angewendet werden [4, 7].

Bei der Mikrofrakturierung, retro- und anterograder Anbohrung oder einer
Abrasionsarthroplastik entstehen Mikroblutungen. Durch den zugefuigten kleinen
Schaden kommt es zur Akquisition mesenchymaler Stammzellen und zur Bildung
von Bindegewebe und Faserknorpel. Die Technik dient der Verbesserung der
Symptome Uber einen limitierten Zeitraum, bis der Faserknorpel abgenutzt ist.
Bei kleinen Knorpelschaden von 1 —3 cm?2 wird haufig die Mikrofrakturierung
angewandt. Sie eignet sich bei Schaden Grad Ill nach ICRS mit scharf
begrenztem Rand (Tabelle 2). Die antero- und retrograde Anbohrung wird vor
allem bei osteochondralen L&sionen (OCL) bei Osteochondrosis dissecans
angewandt [7, 98].

Eine weitere Option stellt die matrixassoziierte autologe
Chondrozytentransplantation (MACT) dar. Bei der matrixgekoppelten
Chondrozytentransplantation werden die Knorpelzellen auf ,resorbierbaren
dreidimensionalen Tragermaterialien® [98] in den Defekt implantiert. Als mit
Zellen besetztes Transplantat dient eine 3-D-Kollagenmatrix, eine Suspension

(Hydrogel) oder eine Chondrosphere [7]. Voraussetzung zur ACT ist, dass der
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subchondrale Knochen intakt ist, da bei dieser Methode lediglich Knorpel
transplantiert wird. Die Therapieoption ist oft die Therapie der Wahl bei jingeren
Patienten mit grof3en, isolierten Defekten von 3 — 14 cm? [7]. Sie eignet sich bei
Defekten Grad Il b — 111 d (Tabelle 2) [98]. Fur osteochondrale Defekte stellt die
matrixgestitzte Chondrozytentransplantation (MACT) in Kombination mit einer
Knochenaugmentation (Sandwich-MACT-Technik) eine Therapieoption dar.
Dabei wird zunachst der kndcherne Defekt mit einer Spongiosaplastik, oder bei
groReren Defekten mit einem Beckenkammtransplantat, aufgefillt und per MACT
bedeckt [56, 62, 107].

Die  autologe  Knorpel-Knochen-Transplantation  (OATS) wird  bei
osteochondralen L&sionen angewendet. Aus einer benachbarten Region im
selben Gelenk, welche wenig oder gar nicht belastet wird, wird ein Knorpel-
Knochen-Zylinder entnommen und in die Defektregion implantiert. Hierfur eignet
sich vor allem der Bereich der proximalen lateralen und medialen Trochlea [25].
Der Knorpel-Knochen-Zylinder wird mit der ,press fit-Verankerung in den Defekt
eingebracht. Werden mehrere Zylinder verwendet, handelt es sich um eine
Mosaikplastik. Bei der OATS erfolgt die Defektdeckung mit hyalinem
Gelenkknorpel. Die Methode ist eine gute Option bei der Osteochondrosis
dissecans und auch bei Schaden Grad IIl — IV nach ICRS, welche bereits auf den
Knochen ubergehen (Tabelle 2). Sie wird bei L&asionen bis zu 2 -3 cm?
verwendet. Bei grofReren Schaden bis zu 9 cm? wird die Mega-OATS-Technik
angewandt, wobei in maximaler Flexion die posteriore mediale Femurkondyle zur
Transplantation enthommen wird [7, 98, 107].

Ein weiteres Verfahren ist die osteochondrale Allograft-Transplantation. Dabei
wird aus einem frischen Leichenknie Knorpel und Knochen entnommen und in
den Schaden implantiert.

Besteht eine anatomische Fehlstellung oder eine Bandinstabilitat als Ursache der
Chondropathie, sollte dies separat vorher oder zusammen mit dem

Reparaturverfahren behoben werden [95].
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Klassifikation | konservativ | Debride- | Mikrofraktu- | (Mega-) | ACT
von ICRS/ ment rierung OATS
Outerbridge

I + - - - -

[l + (+) - - -

1l - (+) +++ ++ +++
Y - (+) - +++ ++

Tabelle 2: Zusammenfassung der empfohlenen Therapie entsprechend der
Klassifikation von Knorpelschéaden [98].
Bedeutung: — nicht empfohlen; (+) bedingt empfohlen; + mégliche Therapie;
++ empfohlen; +++ Therapie der Wahl.

Mit dem Ubergang von Grad Il zu Grad lll nach ICRS wechselt der
Therapieansatz von konservativ zu operativ (Tabelle 2). Es wird entweder
zunadchst debridiert oder direkt eine weiterfihrende operative Mal3nahme
eingeleitet. Anhand des Therapieschemas erkennt man die bedeutende Rolle,
die der Klassifikation des Knorpelschadens in der Diagnostik zukommt. Die
Moglichkeiten zur Darstellung und Beurteilung von Knorpelsch&den sind noch
ausbaufahig und neue Methoden sind notwendig, um Schaden optimal einteilen
zu koénnen [58, 70, 74, 76]. Die Entscheidung des Arztes beziglich der

Klassifikation hat diesbezlglich erhebliche Konsequenzen flir den Patienten [44].

1.2.2 Gonarthrose

Bei Arthrose handelt es sich um eine chronisch degenerativ progressive

Destruktion des Gelenkknorpels, welche durch Abnutzung und Verschleil3

entsteht. Unbehandelte Chondropathie kann durch degenerative Prozesse zur

Arthrose fihren. Bei Gonarthrose handelt es sich um eine Lasion des

Kniegelenks unter Beteiligung des Kapsel-Bandapparates und der Muskulatur,

wahrend der Defekt der Chondropathie meist lokal begrenzt auftritt.

Betroffen von der Erkrankung sind vor allem altere Personen tber 50 Jahre, die

Pravalenz nimmt mit dem Alter zu [13, 27]. Wenn die Erkrankung bei juingeren

Menschen auftritt, handelt es sich meist um die sekundare Form.

Es lasst sich zwischen der primaren idiopathischen Gonarthrose und der

sekundaren unterscheiden [65]. Es sind pradisponierende Faktoren bekannt wie
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ein hoher BMI, das weibliche Geschlecht und das Alter [13, 22, 23, 27, 68]. Je
starker das Kniegelenk im Alltag beansprucht wird, desto wahrscheinlicher
kommt es zu Abnutzungserscheinungen [9, 65]. Die Ursache der sekundaren
Gonarthrose liegt in einer Vorerkrankung, welche zur Uberbelastung fiihrt. Dabei
kann es sich um Kniebinnenschaden handeln wie Kreuzband- oder
Meniskuslasionen [104]. Klassische Ursachen fur die sekundare Gonarthrose
sind das Genu varum und Genu valgum [104]. Weitere mdgliche Ursachen fur
die sekundare Gonarthrose sind Entziindungen oder metabolische Stérungen
wie Diabetes mellitus [68, 100].

Die Gonarthrose wird im Gegensatz zur Chondropathie nicht nach ICRS-
Klassifikation eingeteilt. Bei Arthrose ist die Klassifikation anhand von
radiologischen Kriterien nach Kellgren und Lawrence gelaufig (Tabelle 3) [40].

Stadium | Radiologische Veranderungen

0 Normaler Gelenkspalt

1 Geringe subchondrale Sklerosierung, keine Osteophyten, keine
Gelenkspaltverschmalerung

2 Unregelmallige Gelenkflache mit subchondraler Sklerosierung,
beginnende Osteophytenbildung, geringe Gelenkspalt-
verschmalerung

3 Deutliche Unregelmafigkeit der Gelenkflache, ausgepragte
Osteophytenbildung, Gelenkspaltverschmalerung

4 Deformierung bzw. Nekrose der Gelenkflachen, ausgepragte
Osteophytenbildung, ausgepragte Gelenkspaltverschmalerung bis
zur vollstandigen Destruktion

Tabelle 3: Klassifikation der Gonarthrose nach Kellgren und Lawrence [40].

Hauptsymptome der Gonarthrose sind Knieschmerzen und zunehmende
Bewegungseinschrankung. Durch vermehrte Belastung des betroffenen Knies
kann es zu entzindlichen Prozessen mit Schwellung und Kniegelenkserguss
kommen. Bei aktivierter Arthrose sind typische Entziindungszeichen vorhanden.
Typische Symptome sind ein hinkendes Gangbild, Druckschmerzen Uber den
Epikondylen, dem Gelenkspalt oder den Patellafacetten [92].

Die Diagnostik erfolgt tblicherweise durch Anamnese, korperliche Untersuchung
und die radiologische Bildgebung anhand einer Roéntgenaufnahme in zwei
Ebenen. Diese erfolgt als Funktionsaufnahme im Stehen. Ergdnzend kann auch
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eine MRT- oder CT-Aufnahme gemacht werden [92]. Die Arthrosezeichen im
Rontgen sind Gelenkspaltverschmalerung, Osteophytenbildung, Gerélizysten
und subchondrale Sklerosierung (Abbildung 7) [40]. Wichtig fur die Therapie ist,
dass die Anzeichen im Rontgenbild nicht mit der Klinik Gbereinstimmen mussen
[48, 67]. Dementsprechend muss die Therapie individuell auf die Schmerzen des

Patienten abgestimmt werden [92].

Abbildung 7: Rontgenbefund bei Varusgonarthrose.
Degenerative Veranderungen mit Gelenkspaltverschmalerung, subchondraler
Sklerosierung und Osteophytenbildung. A: Ansicht linkes Knie von ventral. B:
mediale Ansicht auf das Knie (Mit freundlicher Genehmigung der orthopadischen
Universitatsklinik Tabingen).

Bei Arthrose handelt es sich um eine primar mechanische Schadigung mit
strukturellem Abbau des Gelenkknorpels, welche langsam fortschreitet. Dadurch
passt sich das Gewebe an und die Funktion des Gelenks kann lange
aufrechterhalten werden [63]. Es entstehen zunachst Knorpelerweichungen,
welche in Einrisse und Fissuren Ubergehen, die schliel3lich bis zum Knochen
reichen kénnen. Bei Verlust der gesamten Knorpelschicht spricht man von einer

Knochenglatze. In der perizellularen Matrix entsteht initial ein Verlust an
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Proteoglykanen, der zu Aufspaltungen und Fissuren im Gewebe fuhrt [44].
AulBerdem wird das Kollagennetzwerk gelockert [57] und der Gehalt an
Kollagen Il nimmt ab [89]. Gleichzeitig wird die Synthese von Proteoglykanen,
Kollagen [55] und die unkontrollierte Produktion von Matrixmetalloproteasen [17]
gesteigert. Untersuchungen haben gezeigt, dass die Kollagenspaltung im Defekt
und entfernt der Lasion verbunden st [89], was die Progredienz der
Degeneration fordert. Wie auch bei der Chondropathie werden vermehrt GAGs
abgespalten. Dadurch werden die Wasserbindungskapazitat und die
Druckelastizitat des Gewebes verringert. Auf zellularer Ebene lasst sich ein
Regenerationsphanomen erkennen. Bei Chondrozyten kommt es zur
Hypertrophie und in spaten Stadien schlieBlich zur Clusterbildung [17]. Der
subchondrale Knochen induziert vermehrt Sklerosierung und Verkalkung des
Tidemark-Bereiches des Knorpels [44].

Die medikamentése Schmerztherapie erfolgt entsprechend den subjektiven
Beschwerden des Patienten nach WHO-Stufenschema. Eine operative Therapie
sollte erst eingeleitet werden, wenn alle konservativen Malinahmen
ausgeschopft wurden. Ziele der jeweiligen Therapie sind eine verbesserte
Funktion und Beweglichkeit des betroffenen Gelenks, die Reduktion bis
Eradikation der Schmerzen sowie die damit verbundene verbesserte
Lebensqualitéat. Es kbnnen bereits praventive MaRnahmen durch die Vermeidung
von Risikofaktoren getroffen werden [92].

1.3 Arthroskopie
Eine Arthroskopie ist eine minimalinvasive diagnostische oder therapeutische
Operationsmethode in der Orthopéadie. Uber eine Inzision wird ein Endoskop
eingefuhrt. Die erste Arthroskopie wurde im Jahre 1912 von Severin Nordentoft
auf dem Deutschen Chirurgen-Kongress in Berlin vorgestellt, er beschrieb die
Kniearthroskopie mit einem Trokar-Endoskop [34, 41, 64]. Eugen Bircher wandte
ab 1921 die Arthroskopie in der Diagnostik von Meniskusschaden an [42]. In den
letzten Jahrzehnten wurde die Arthroskopie durch den technischen Fortschritt
weiterentwickelt. Durch die Kombination des Stablinsensystems nach
H. H. Hopkins mit einer Lichtibertragung via Fiberglasfasern durch die Firma
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Karl Storz in den 70er Jahren wurde das erste leistungsfahige Arthroskop
hergestellt [44]. Die Arthroskopie findet in vielen Bereichen der Orthopadie
Anwendung. Vor allem die grof3en Gelenke, wie das Knie, werden haufig
arthroskopiert [31]. Durch den technischen Fortschritt gibt es immer kleinere
Arthroskope, was die Arthroskopie auch an kleineren Gelenken, wie der Hand,

ermdglicht [80].

1.4 Optische Darstellung und Fluoreszenz des Knorpels

1.4.1 Optische Darstellung

Gelenkknorpel sieht in frischem Zustand Dblaulich-weil3, milchig und
durchscheinend aus. In dinnen Scheiben wirkt er glasig, klar und transparent
[83]. In der Arthroskopie hat unversehrter Gelenkknorpel eine homogene, glatte

Oberflache, die das reibungsarme Gleiten der Gelenkoberflachen ermdglicht.

1.4.2 Fluoreszenzverhalten des Knorpels

Fluoreszenz bezeichnet die spontane Emission von Licht durch einen Stoff bei
Anregung durch Licht. Bei Anregung durch eine Lichtquelle nimmt ein Molekul
Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung auf. Genauer nimmt das
Molekll bei der Exzitation Photonen auf. Durch die Aufnahme der Photonen
werden die Elektronen des Molekils in einen energetisch hoheren Zustand
uberfuhrt. Die aufgenommene Energie wird innerhalb weniger Nanosekunden
wieder abgegeben. Bei der spontanen Energieabgabe fallen die Elektronen des
Molekils wieder in einen energiedrmeren Zustand zurlick. Die abgegebene
Energie wird bei der Emission in Form von sichtbarem Licht freigesetzt. Wahrend
der Emission bleibt ein Teil der Anregungsenergie in Form von thermischer und
Schwingungsenergie im Molekul zurtick. Bei der Emission wird weniger Energie
abgegeben als aufgenommen wurde, folglich ist das abgegebene Licht
energetisch armer und langwelliger. Die Wellenlangendifferenz zwischen
Anregungsspektrum und Emissionsspektrum wird Stokes’sche Verschiebung
genannt (Abbildung 8) [61, 81, 91].
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Abbildung 8: Darstellung des Stokes-Shift.

Stoffe, die fluoreszieren, hei3en Fluorophore. Fluorophore, mit denen Préparate
angefarbt werden, heiRen Fluorochrome. Eine besondere Form der Fluoreszenz
ist die Autofluoreszenz, oder auch intrinsische Fluoreszenz genannt. Im
tierischen Organismus autofluoreszieren Flavine in Mitochondrien und Lipofuscin
in Lysosomen [46]. Die Autofluoreszenz der Interzellularsubstanz ist starker als
die der Zellorganellen: Die Coenzyme NADH [26, 59] und FAD [59] sowie die
Faserproteine Elastin [8] und Kollagen [24] zeigen intrinsische Fluoreszenz.
Muss ein Praparat erst durch einen Fluoreszenzfarbstoff angefarbt werden, wird
kinstlich Sekundéarfluoreszenz erzeugt. Dadurch werden gezielt einzelne
Zellbestandteile angefarbt. Verschiedene fluoreszenzmarkierte Liganden,
Antikdrper oder Proteine binden bei diesem Vorgehen an Zellbestandteile. Im
biomedizinischen Bereich wird aulBerdem die Immunfluoreszenz héaufig
angewandt [46, 81].

Im Gelenkknorpel lasst sich die Autofluoreszenz von Kollagen Il betrachten.
Kollagen Il hat ein  Absorptionsmaximum von 335nm und ein
Emissionsmaximum von 390 — 430 nm [54, 82]. Die Autofluoreszenz von
Kollagen Il beruht auf Quervernetzungen [24]. Es gibt zwei Arten von
Quervernetzungen zwischen Kollagenfasern, Hydroxylysylpyridinolin (HP) und
Lysylpyridinolin (LP) [20, 24, 75]. Die Quervernetzungen sind wichtig fur die

mechanische Stabilitat [53]. Durch die Autofluoreszenz des Kollagen Il im
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Gelenkknorpel lasst sich das Gewebe unter ultraviolettem Licht (UV-Licht)
darstellen. Gesunder Gelenkknorpel emittiert unter UV-Licht in blaulicher Farbe.
Bei Vorliegen eines Gelenkknorpelschadens veréndert sich das
Fluoreszenzverhalten der betroffenen Region. Wird bei einem Knorpeldefekt das
kollagene Netzwerk geschadigt, verliert der Knorpel seine autofluoreszierende
Eigenschaft. Die betroffene Region kann bei Anregung unter UV-Licht kein Licht
mehr emittieren und ist somit gut von unversehrtem Gewebe kontrastiert und
abgrenzbar. Bei gesundem Knorpel liegen viele Schichten an Kollagenfasern
Ubereinander (1.1.2), die gemeinsam die Starke des emittierten Lichtes
erzeugen. Wird nun die oberste Schicht geschadigt, kénnen nur noch die
darunter liegenden intakten Schichten blau fluoreszieren. Je weniger
Kollagenfasern intakt sind, desto schwécher fallt die Fluoreszenz des Gewebes
aus [50]. Folglich wird die intrinsische Fluoreszenz umso schwécher, je tiefer und

fortgeschrittener eine Lasion ist [50].

1.4.3 Bisherige Anwendung der Fluoreszenz in der Medizin

In der Endoskopie wird das Fluorochrom Indocyanidgrin (ICG) zur teils
intraoperativen Darstellung von Gewebe angewandt. Unter Nahinfrarotlicht wird
ICG zur Perfusionskontrolle, Anastomosenkontrolle, Gallengangsdarstellung und
zur Darstellung von Lymphknoten verwendet [39].

Der ,ALA“Filter der Storz-Arthroskope wird bisher in verschiedenen
medizinischen Bereichen eingesetzt. In der Urologie kdnnen Harnblasentumore
in der photodynamischen Therapie (PDT) unter Anwendung von Fluoreszenz mit
dem Farbstoff Hypericin frih diagnostiziert werden [90]. Au3erdem wird die PDT
bei der Therapie von Glioblastomen eingesetzt [37, 102]. Der AF-Filter wird in der
Tumorfrihdiagnostik der Bronchien angewendet. Bei Anregung von gesundem
Gewebe mit dem blauen Licht des ,AF“-Filters kommt es zur intrinsischen
Fluoreszenz. Das Gewebe leuchtet grin (Abbildung 12 D). Pathologisches
Gewebe fluoresziert nicht [39].

Auch in der orthopadischen Arthroskopie wird bei der Diagnostik von
rheumatischen Arthritiden bereits die Nahinfrarot-(NIR)/ICG-Technologie von
Storz eingesetzt [39, 103]. Bei der Nahinfrarot-Technik kdnnen die Eigenschaften
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sowie die Zusammensetzung von Knorpel und subchondralem Knochen schnell
in vivo beurteilt werden [77]. Die Technologie dient der Darstellung der
Entzindungsaktivitdt und zur Differenzialdiagnostik [19, 105]. Die
inflammatorische Aktivitat kann auf demselben Weg auch bei Arthrose dargestellt
werden [103]. Auch Knorpelschaden wurden bereits mittels
Nahrinfrarotspektroskopie untersucht [77]. Sehr effektiv ist hierbei der Effekt,
dass defekter Knorpel umso mehr des Lichts absorbiert, je starker er beschéadigt
ist [88]. AulRerdem gibt es erste Untersuchungen im Bereich der Messung der
»2autofluorescence lifetime“ (Autofluoreszenz-Lebensdauer) zur Diagnostik von
Knorpelschaden im Rahmen der Arthrose. Lagarto et al. beobachteten, dass die
»2autofluorescence lifetime® signifikant mit zunehmender Knorpeldegradation
abnimmt, mit der Perspektive, das Verfahren in der Arthroskopie einzusetzen
[47].

1.5 Ziele

In der vorliegenden Arbeit soll die Arthroskopie unter Anwendung von
Autofluoreszenz in Hinsicht auf die visuelle Beurteilbarkeit von Knorpelschaden
evaluiert werden. Eine Verbesserung der Beurteilbarkeit wirde erhebliche
Konsequenzen fiur die individuelle Therapie von Knorpelschaden bedeuten.
Durch eine prazisere Beurteilung ware die Klassifikation des Ausmalles des
Schadens exakter moglich. Dadurch konnte die optimale Therapie individuell
sinnvoller gewahlt und angewendet werden. Dabei spielt vor allem die
Unterscheidung zwischen Grad Il und Il nach ICRS und Outerbridge eine
bedeutende Rolle.

Ziel der Studie ist es, die Genauigkeit der Klassifikation von Knorpelschaden in
der Arthroskopie mit und ohne Verwendung der Autofluoreszenz zu bestimmen
und zu vergleichen. Dafur wird der Knorpelschaden im Anschluss an die
Arthroskopie unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Dabei wird der Grad
an Knorpelschaden als Referenz auf histologischer Ebene bestimmt. Es wird

ermittelt, unter welcher Arthroskopie-Methode weniger Abweichungen von der
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Referenz auftreten und beurteilt, welche Methode zur praziseren Beurteilung von

Knorpelschaden fuhrt.
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2 Material und Methoden
2.1 Arthroskopie

2.1.1 Kadaverpraparate

Nach Beratung der Ethikkomission der medizinischen Fakultat der Universitat
und des Universitatsklinikums Tubingen bestehen keine Bedenken gegen die
Durchfihrung der Studie (Nr. 009/2020B0O2). Die Kadaverknie stammen von
freiwilligen Kdrperspendern. Sie wurden von Science Care Inc., Phoenix, USA
bezogen. Bei einem der Knie handelt es sich um ein rechtes, bei den sechs
weiteren um linke Knie. Die Knie sind anonymisiert mit einer Kennziffer versehen,
es ist lediglich die Seite, das Alter der verstorbenen Person, das Geschlecht und
das Gewicht bekannt. Das durchschnittliche Alter der Korperspender betragt
76 Jahre. Drei der Knie sind von weiblichem Geschlecht und vier von
mannlichem. Das durchschnittliche Korpergewicht betragt 65 kg.

Die Knie sind jeweils auf Hohe der Mitte des Ober- und Unterschenkels mit einem
glatten Schnitt durch samtliches Gewebe und den Knochen vom restlichen
Korper abgetrennt. Die Haut ist unversehrt, das Kniegelenk ist intakt. Die
Muskeln, Sehnen und Knochen sind belassen. Die Praparate werden direkt nach
Eintritt des Todes des Spenders tiefgefroren. Sie werden luftdicht und in
gefrorenem Zustand bei — 20 °C fir drei bis sechs Monate gelagert und werden
am Tag vor den geplanten Versuchen fir 24 Stunden im Wasserbad bei initial

ca. 40 °C heiliem Wasser aufgetaut.

2.1.2 Préaparation der Kadaverknie

Das aufgetaute Knie wird aus der luftdichten Verpackung ausgepackt (Abbildung
9 A). Mit einem Skalpell werden an der proximalen Seite des Femurs 7 cm des
gesamten Weichteilgewebes um den Knochen herum entfernt, sodass dieser
freiliegt (Abbildung 9 B). Etwa 2 cm distal des abgesagten Femurstumpfes wird
mittels einer Bohrmaschine ein 6 mm breites Loch gebohrt. Eine 6 x 40 mm
grofRe Schraube wird mit einem Schraubenzieher in das Loch gedreht (Abbildung
9 C). Die Schraube dient der Stabilitat im weiteren Versuchsablauf.

Der fir zur stabilen Befestigung des Femurstumpfes bendétigte Zement wird aus
dem Einbettzeug Kunststoffpulver Technovit 2060 und Universal Liquid (Kulzer

GmbH, Hanau, Deutschland) im Verhaltnis 2:1 in einem Behdlter mit einem
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Spatel angerthrt. Eine runde Metall-/Plastikhille wird mit Klebeband an einer
Kunststoffunterlage befestigt, damit der Zement nicht zwischen der Hille und der
Unterlage herauslauft. Der angerihrte Kunststoff-Zement wird in die Metall-
/Plastikhille gegossen, welche auf der Kunststoffunterlage steht. Die Metall-
/Plastikhille besteht aus einer 6 cm langen Metallréhre mit 3 cm Durchmesser,
welche an einer Seite aufgeségt wurde und einer Kunststoffrohre auf3en darauf.
Durch den Schlitz auf einer Seite lasst sie sich gut aufdehnen. Der frei praparierte
Teil des Femurstumpfes wird senkrecht in den Zement gesteckt und bis zur
Aushéartung etwa 15 min in korrekter Lage positioniert (Abbildung 9 D). Dann wird
die Kunststoffplatte entfernt. Der zementierte Femurstumpf wird aus der Plastik-
/Metallhiilse herausgelost. Uberschiissiger Zement wird mit Hammer und MeilRel
entfernt (Abbildung 9 E), damit der Stumpf in den Aluminiumzylinder passt. Das
Femur wird in den Aluminiumzylinder gesteckt und mit vier Schrauben fixiert
(Abbildung 9 F). Distal wird in die Tibia mit einem Hammer ein langer Inbus mit
T-Griff geschlagen. Er soll zur Steuerung des Unterschenkels bei der

Arthroskopie dienen.
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F iy
Abbildung 9: Ubersicht Kadaverpraparation.
A: Aufgetautes Knie vor der Praparation. B: Man sieht, wie weit das gesamte
Gewebe um das Femur entfernt wurde. C: Die Schraube wurde in das gebohrte
Loch gedreht. D: Der Zement hartet in der Metall-/Plastikhiilse aus. E:

Uberschiissiger Zement wird entfernt. F: Fixierung des Femurstumpfes im
Aluminiumzylinder.

2.1.3 Verwendete Arthroskopiegerate

Die in der Studie verwendeten Arthroskopiegeréte sind Produkte der Firma Karl
Storz SE und Co. KG, Tuttlingen, Deutschland. Am 26" Full HD-Monitor
(Abbildung 11 A) kann in Echtzeit verfolgt werden, was durch die Kamera zu

sehen ist. Bild- und Videoaufnahmen werden durch das Dokumentationssystem
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Karl Storz Aida® zur Aufzeichnung von Standbildern und Videos (Abbildung
11 B) gespeichert. Das Dokumentationssystem hat zwei Kanéle, eine hohe
Bildqualitat (bis full HD, 3D und 4K), einen Smartscreen (Touchscreen) und einen
USB-Adapter. Die Gelenkspilung erfolgt tUber das Saug- und Spulsystem
Arthropump® Power System (Abbildung 11 C). Im Rahmen der durchgefihrten
Studie wird als Spulflissigkeit kein NaCl verwendet, sondern Leitungswasser.
Dieses wird aus einem Eimer gewonnen und dann Uber die Single-flow
Einstellung bei einem Druck von 40 mmHg eingestellt. Eine Absaugung wird nicht
installiert, sondern das Gelenk lediglich durch Uberlauf gesplilt.

Fur die Arthroskopie wird der High-Flow Arthroskopschaft mit Snap-In Verschluss
verwendet (Abbildung 11 E). Als Standard-Optik dient die Hopkins® Grof3bild-
Weitwinkel-Vorausblick-Optik 30° von Storz (Abbildung 11 F). Als 0°-Optik dient
die Hopkins® GroRbild-Weitwinkel-Geradeausblick-Optik 0°. Die Optik wird mit
dem Ein-Chip-Full-HD-Kamerakopf verbunden.

In den Versuchen wird die IMAGE1 S™ Connect Kameraplattform (Abbildung
11B) benutztt Bei dem Kamerasystem ist es moglich, drei
,Visualisierungstechnologien zur Gewebedifferenzierung“ [18] anzuwenden. Es
gibt die Standard-, Chroma-, und Spectra-Einstellung. Die Chroma-Einstellung
fuhrt zu  Kontrastverstarkung. Die  Spectra-Einstellung  fihrt  zu
Farbtonverschiebung und -vertauschung, sie wird aber in der Arbeit nicht
angewandt. Als Lichtquelle wird die Kaltlicht-Fonténe D-light C/AF SCB von Storz
(Abbildung 11 D) mit einer 300 Watt Xenonbirne verwendet. AuRerdem wird die
Opall® Technologie des Imagel S™ Connect Kamerasystems von Storz
eingesetzt. Durch einen Ful3pedalschalter (4-pedal footswitch) kann man
zwischen UV-Licht und Standard-Licht umschalten. Es wird kein Fluorochrom in
der Arthroskopie verwendet. Unter UV-Licht wird lediglich die Autofluoreszenz
des Gewebes betrachtet. Das Anregungslicht umfasst das Spektrum von
380 — 430 nm. Durch eine schwache blauliche Hintergrundbeleuchtung im
Bereich von 430 — 470 nm [38] soll die Umgebung im Bild gut ersichtlich sein,
storende Uberlagerung der Farben wird vermieden. Neben dem Umschalten
zwischen den Einstellungen Standard und Chroma und zwischen Standard-
Weildlicht und UV-Licht gibt es noch drei Filtereinstellungen: ,ALA", ,W* und ,AF*.

30



Material und Methoden

Die Filter sind direkt vor der Kamera eingebaut, sodass nur bestimmte
Wellenldngen des emittierten Lichts sichtbar werden. Die Filter im Endoskop
unterdriicken den Wellenbereich des Anregungslichtes und lassen gleichzeitig
einen moglichst groRen Teil des Emissionsspektrums durch. Anhand eines
Langpass-Filters wird der kurzwellige Teil des Lichts gesperrt.

JALA®  steht  far  5-Aminoldvulinsaure.  5-Aminolavulinsaure ist das
Ausgangsprodukt der Ham-Synthese im Korper. Der ,ALA®-Filter lasst
Wellenlangen im Bereich von 450 - 1000 nm durch, dadurch erscheint das Bild
blaulich-griin (Abbildung 12 B). Bei der Einstellung ,W* wird das untersuchte
Gelenk ohne Filter betrachtet. Das Spektrum sichtbaren Lichts (400 — 750 nm)
wird durchgelassen [38] (Abbildung 12 C). Es handelt sich um standardmaflig zur
Beobachtung in der Arthroskopie verwendetes Licht mit reduziertem Weil3anteil.
Der ,AF“Filter ist ein Autofluoreszenz-Filter, er lasst Wellenlangen zwischen
470 nm und 1000 nm durch. In den Versuchen wird eine Kombination der
Einstellungen Standard und Chroma mit jeweils einem der drei Filter verwendet.
Die Kombination ,Standard /W /Weildlicht” stellt die in einer Arthroskopie
standardmafig verwendete Beleuchtung dar (Abbildung 12 A). Die Betrachtung
und Dokumentation des Knorpels erfolgen unter Kombination der Einstellungen

nach einem in Abbildung 10 dargelegten Schema.
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Abbildung 10: Ubersicht tiber die Anwendung von Filterkombinationen.
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Abbildung 11: Verwendete Arthroskopiegerate der Firma Storz.

A: Monitor. B: Aida Dokumentationssystem und Imagel Plattform. C: Arthropump
Power System. D: Lichtquelle D-Light C. E: verwendeter Arthroskopschaft. F: mit
dem Kamerakopf verbundene 30°-Optik.
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D

Abbildung 12: Ubersicht iiber die angewendeten Filter am Beispiel des ersten
Knorpelschadens.

A: Arthroskopie-Bild unter Standardbedingungen. B: Filter ,ALA". C: Filter ,W*.
D: Filter ,AF“, jeweils unter Autofluoreszenz.

2.1.4 Durchfihrung der Arthroskopie

Fir die Arthroskopie wird der Kamerakopf mit der Optik verbunden. Das
anterolaterale Portal (Abbildung 13) wird als Zugang zum Gelenk er6ffnet. Dazu
wird mit einem Skalpell ein 8 mm langer Schnitt 0,5-1cm lateral der
Patellarsehne gemacht (Abbildung 14 A) und das Skalpell in Richtung Fossa
intercondylaris vorgeschoben, bis die Gelenkkapsel durchstochen wird. Durch
das Portal wird der Trokar stumpf ins Gelenk eingefihrt und es kann die 30°-Optik

eingesetzt werden (Abbildung 14 B).
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Abbildung 13: Arthroskopieportale am Kniegelenk (modifiziert nach [32]).

Abbildung 14: Durchfuhrung der Arthroskopie.
A: Stichinzision zum Anlegen des anterolateralen Portals. B: Arthroskopischer
Rundgang.

Es erfolgt zunachst ein diagnostischer Rundgang des Knies (Abbildung 15). Beim
diagnostischen Rundgang wird zunéchst der Patellaknorpel und der
Knorpeliberzug des patellofemoralen Gleitlagers dargestellt. Darauf folgt die
Ansicht der suprapatellaren, lateralen und medialen Recessus und des
Innenmeniskus. Der Innenmeniskus sowie der tibiofemorale Knorpeliberzug
werden betrachtet. Es folgt die Darstellung und Beurteilung der Kreuzbéander. Im
lateralen Kompartiment werden der AufRenmeniskus und der tibiofemorale
Knorpel beurteilt. Dokumentiert wird die arthroskopische Untersuchung des
Knies durch Aufnahme von Standbildern und Videos.
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Nach Beurteilung und Klassifikation der Knorpelbeschaffenheit wird eine isolierte
Schadigung zur weiteren Beurteilung dargestellt. Die Lokalisation des
ausgewahlten Schadens wird in der verwendeten Schablone festgehalten (2.1.5).
Der Knorpelschaden wird unter Anwendung der Filter mit und ohne
Autofluoreszenz nach Schema betrachtet und bildlich dokumentiert. Zur
Vermeidung einer besseren Beurteilung des Knorpelschadens mittels Tasthaken

wurde die Palpation des Knorpelschadens explizit nicht durchgefuhrt.
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2.1.5 Datenerfassung der arthroskopischen Knorpelschaden

Abbildung 15: Ausschnitte aus dem diagnostischen Rundgang durch das linke
Knie.

A: Oberer Rezessus. B: Popliteusschlitz. C: Rickseite der Patella. D:
Patellofemorales Gleitlager. E: Medialer Femurkondylus. F: Medialer Anteil des
Tibiaplateaus.

Die Knorpelschaden aus der Arthroskopie werden neben der bildlichen
Dokumentation auch in einer Schablone festgehalten. Es handelt sich dabei um
Umrisse des Knorpelabdruckes der jeweiligen Gelenkflachen von Femur, Patella
und Tibiaplateau (Abbildung 16). Die Lokalisation der Knorpelschaden wird in der

Schablone eingezeichnet.
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o

Abbildung 16: Schablonen der Gelenkflachen des Knies.
A: Abdruck der Gelenkflache des linken Femurs. B: Abdruck der Rickseite der
Patella. C: Gelenkflache der Tibia.

2.1.6 Knorpelgewinnung fur die histologischen Versuche

Nach der Arthroskopie wird zunachst der Unterschenkel vom Oberschenkel
vollstdndig abprapariert (Abbildung 17 A). Der fur die weiteren Versuche
ausgewahlte Knorpelschaden wird in situ lokalisiert. Mit einer Knochensége wird
der Knorpelschaden in einer moglichst diinnen subchondralen Knochenscheibe
von 1 — 3 mm vom Préparat abgeséagt (Abbildung 17 C, D). Eine moglichst diinne
Probe ist wichtig fur die Fixierung. Wenn die aus dem Knie gewonnene Probe
dicker ist, muss etwas Knochen herausgefrast werden. Das abgesagte Stlick
wird markiert. An der Seite der Probe, welche in situ nach ventral kranial gezeigt
hat, wird mit dem Skalpell eine Ecke herausgeschnitten. Zweck der Markierung
ist, dass sich wéahrend den mikroskopischen Untersuchungen nach wie vor
nachweisen lasst, wie die Probe in situ lokalisiert war. Die gewonnene Probe wird
in PBS-Pufferldsung (Phosphate Buffered Saline) in einem Behélter konserviert

und bis zur weiteren Verarbeitung bei 2 — 8 °C gekuhlt.
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Abbildung 17: Knorpelgewinnung fur die histologischen Versuche.

A: Abtrennung des Unterschenkels vom Oberschenkel. B: Freigelegter
Femurknorpel. C: Absagen der Knorpelprobe. D: Abgesagtes und markiertes
Knorpel-/Knochenstiick.

2.1.7 Auswertung der Knorpelschéaden im Zuge der Arthroskopie

In der Arthroskopie werden insgesamt 108 Bilder von neun Knorpelschaden
aufgenommen, davon 54 mit Autofluoreszenz und 54 ohne. Fir die
Objektivierung der Auswertung werden alle Bilder, die nicht unter Verwendung
von Autofluoreszenz aufgenommen wurden, gedoppelt. Uber die zweite Version
der Weillicht-Bilder wird ein kinstlich griner Filter gelegt. Dadurch gleichen die
Bilder mit grinem Filter denen unter Anwendung des ,AF“-Filters. Die Bilder
dienen der Kontrolle der Objektivitat bei der Beurteilung der Standardbilder
gegenuber der Fluoreszenzaufnahmen. Die insgesamt 162 Bilder werden per
Zufall nummeriert und angeordnet.

Drei Beurteiler, darunter zwei Assistenzarzte im ersten und vierten
Weiterbildungsjahr und ein Oberarzt der Orthopadie und Unfallchirurgie, werten
getrennt die Bilder aus und klassifizieren die Schaden nach Outerbridge.

AuBerdem wird die Befundungsqualitat, die GroRe des Schadens und die
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Darstellbarkeit von Fissuren beurteilt. Anhand der Befundungsqualitat soll Uber
die Verwendbarkeit des Datensatzes und die weitere Auswertung entschieden
werden. Die GroRe wird von den Observern am Computer in Pixeln
ausgemessen.

Fur die Belastbarkeit der Ergebnisse sollen die &ufReren Bedingungen gleich
sein. Die Auswertung erfolgt in Dunkelheit und stets am gleichen Bildschirm
(Abbildung 18). Drei Observer beurteilen und klassifizieren die Bilder zunachst
getrennt in zwei Auswertungsrunden im Abstand von vier Wochen. Anschliel3end
sollen die Beobachter gemeinsam Arthroskopie-Bilder mit Knorpelschaden, die
nicht dem Projekt angehéren, unter den gleichen &aufReren Bedingungen
auswerten. Ein einheitlicher Bewertungsmalf3stab soll dadurch etabliert werden.
Im Anschluss beurteilen die Beurteiler erneut getrennt die Aufnahmen wie in
Runde eins und zwei. Fr die Auswertung werden drei verschiedene Untersucher
herangezogen, um die Ubereinstimmung mit der Interraterreliabilitat zu testen.
Die ersten beiden Auswertungsrunden mit zeitichem Abstand dienen der
Testung der Intraraterreliabilitat jedes Observers. Das gemeinsame Auswerten
fremder Knorpelschaden und anschlieRend erneut getrenntes Auswerten mit

Testung der Interraterreliabilitat dient der Evaluation des Effektes der Schulung

auf die Interraterreliabilitat.

Abbildung 18: Standardisiertes Setting zur Auswertung der Arthroskopiebilder.
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2.2 Histologische Kontrollversuche

2.2.1 Fixierung

Zunachst wird die Knorpel-/Knochenprobe in PBS-Losung gewaschen. Dafur
wird die Probe mit PBS-Losung bedeckt und funf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Vorgang wird dreimal wiederholt. Dann wird die Flissigkeit aus
dem Gefal3 entfernt. Das Praparat wird in einem Gefal mit PFA 4%
(Formaldehyd) bedeckt und fur 0,5 — 3 Stunden bei Raumtemperatur (21 °C)
fixiert. Die benotigte Zeit ist abhangig von der Dicke der Probe. Die

Eindringgeschwindigkeit des verwendeten Formaldehyds betragt 1 mm/h.

2.2.2 Entkalken

Die PFA-L6sung wird vollstindig aus dem Behalter entfernt und das
Knorpelstiick wird mit EDTA-L6sung (20 %) bedeckt. In der Lésung wird die
Probe fur zwei bis drei Tage bei 37 °C im Schuttler inkubiert (Abbildung 19).
Danach wird die Losung mit neuer EDTA-L6sung ausgetauscht und der Prozess
wiederholt, bis die Probe entkalkt ist. Der gesamte Entkalkungsprozess ist

abhangig von der Dicke der Probe und dauert sieben Tage bis vier Wochen.

—

= Orthopédie
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Abbildung 19: Schattler mit Knorpelproben in EDTA-LAsung in Behéltern.

2.2.3 Schneiden am Kryotom
Aus dem entkalkten Knorpel (Abbildung 20 A) missen zunachst geeignete
Proben fur die weiteren Versuche gewonnen werden. Dazu wird der Knorpel in
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der Mitte des Defektes mit einem Skalpell in zwei Halften geteilt. Die beiden
Halften werden an den &auf3eren Enden gekirzt, bis die Praparate etwa so lang
sind, dass sie in ein Reaktionsgefald von 1,5 ml passen. Die Halften werden
jeweils erneut geschnitten, und zwar parallel zum mittleren Schnitt, sodass zwei
dinne Scheiben von 3-5 mm Dicke entstehen. Das rechte der
zurechtgeschnittenen Knorpelstiicke soll am Kryotom zu diinnen Querschnitten
verarbeitet werden. Das linke Stick wird spater als flachiges Praparat unter
Draufsicht (Top-Down-Praparat) mikroskopiert. Das Praparat soll moglichst flach
sein, ca. 1 mm. Dafir wird von der Unterseite eine zur Knorpeloberflache
parallele Scheibe abgeschnitten. Falls noch Knochengewebe am Praparat ist,
wird dieses hier moglichst vollstandig entfernt. Bei der Gewinnung des Knorpels
fur die mikroskopischen Versuche (2.1.6) wurde die Seite des vom Femur
abgesagten Knorpels markiert, die in situ nach ventral kranial gezeigt hat. Die
Markierung soll an beiden Knorpelstiicken beibehalten werden, damit beim
Mikroskopieren eine Orientierung moglich ist. An dem flachigen Praparat wird zur
Markierung unter Draufsicht das Ende schrdag abgeschnitten, welches im
entkalkten Knorpel in Richtung der urspriinglichen Markierung zeigte. Bei dem
Praparat, welches am Kryotom geschnitten werden soll, erfolgt eine
Anschragung als Markierung unter Sicht des Querschnitts der Langsseite
(Abbildung 20B). Die angefertigten Praparate werden in einem
Versuchsrohrchen mit PBS-Losung bedeckt.

Top-Down-Praparat

Fur Kryotomschnitte

Abbildung 20: Schneiden der Probe.
A: Entkalkte Knorpelprobe (in 2.1.6 entnommen). B: Zurechtgeschnittene Probe
mit Markierung fur die weiteren Versuche.
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Fur die Kryotomschnitte wird der Kryostat CM1860 UV der Firma Leica, Wetzlar,
Deutschland verwendet (Abbildung 21 A, D). Das Kryotom ist ein Gerat, mit dem
unter sehr kalten Temperaturen dunne Schnitte an Proben vorgenommen
werden kdnnen. Die Temperatur betragt — 21 °C. Durch die Kélte wird die Probe
harter und sie kann leichter geschnitten werden. Die Schnittdicke kann zwischen
1 pum und 1000 um Dicke eingestellt werden. Die vertikale Schnittlange betragt
60 mm [49].

Am Kryotom wird zuné&chst etwas Kleber (Tissue Tek) auf einen kalten
Objekthalter gegeben. Sobald der Kleber fest ist, wird das Praparat auf den
Kleber gelegt. Dabei soll die Schnittebene, welche im entkalkten Préaparat am
linken Rand durch den Knorpelschaden ging, nach oben zeigen (Abbildung
21 B). Man sollte also den Querschnitt der LaAngsseite mit dem Defekt erkennen.
Der Knorpel wird mit Tissue Tek bedeckt (Abbildung 21 C). Die Einbettung des
Praparates in Tissue Tek dient der Fixierung, damit das Praparat in der
gewulnschten Position geschnitten wird. Es wird gewartet, bis der Kleber bei -21°
C ausgehatrtet ist (Abbildung 21 E), dann wird der Objekthalter auf dem Block
eingespannt und mit einer Schraube fixiert. Zum Schneiden werden 818er
Klingen der Firma Leica verwendet. Die Schnittdicke wird auf 35 um eingestellt.
Zum Schneiden wird die Kurbel langsam im Uhrzeigersinn gedreht. Dadurch wird
die Probe jeweils um die eingestellte Schnittdicke von 35 um horizontal
vorgeschoben und in der Ebene der Schraubenflache eine Scheibe von 35 pm
vom Praparat abgeschnitten. Es wird der Teil des Praparates und Klebers
entfernt, der auf dem Objekthalter zuoberst liegt. Zunachst wird der
Uberschussige, das Préaparat bedeckende, Kleber in Scheiben abgeschnitten
(Abbildung 21). Es werden weiter Scheiben abgeschnitten, bis das Praparat und
der Schaden in seiner vollen Lange frei liegen. Nun werden 6 — 10 Schnitte
angefertigt, die den weiteren Versuchen dienen. Es handelt sich dabei um
vertikale Langsschnitte. Die fertigen Kryotomschnitte werden auf einen
Objekttrager gegeben, welcher in eine Petrischale gelegt wird (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Anfertigung der Schnitte am Kryotom.
A: Leica CM1860 UV-Kryostat. B: Knorpelprobe auf dem ausgeharteten Tissue
Tek. C: Durchsichtiger, flissiger Kleber. D: Weil3er, ausgeharteter Kleber. E:

Kryokammer mit Klingenhalter und Block zum Einspannen des Objekthalters. F:
Anfertigung der Kryotomschnitte.

2.2.4 DAPI-Farbung

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der speziell DNS markiert. Von dieser
Eigenschaft wird Gebrauch gemacht bei der spezifischen Darstellung von
Zellkernen. DAPI lagert sich bevorzugt an DNS-Abschnitte der kleinen Furche
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an, die reich an den DNS-Bausteinen Adenin und Thymin sind [14, 93]. Das
Absorptionsmaximum von DAPI liegt bei 358 nm und das Emissionsmaximum
bei 461 nm. Durch ultraviolettes Licht wird der DAPI-Farbstoff angeregt und
emittiert im kurzwelligen blauen Bereich [36]. DAPI kann die Membran einer Zelle
schwer durchdringen. Deshalb eignet sich der Farbstoff vor allem fir fixierte
Praparate [81]. Der DAPI-Farbstoff hat mutagene Eigenschaften. Der Farbstoff
interkaliert auch in RNS. Jedoch betragt die Fluoreszenz lediglich 20 % derer des
an DNS gebundenen DAPI [45]. Der DAPI-RNS-Komplex hat mit 500 nm ein
hdheres Emissionsmaximum als der DAPI-DNS-Komplex. Die Emissionsmaxima
von DNS und RNS gebundenem DAPI unterscheiden sich damit genug, um von
optischen Farbfiltern im Fluoreszenzmikroskop getrennt zu werden [14].

Die Kryotomschnitte auf den Objekttragern werden zunéchst in PBS-L6sung
eingeweicht. Es werden zwei Reaktionsgefal3e mit einem Fassungsvolumen von
1,5 ml mit je 800 pl PBS befillt. Anschliel3end werden die Kryotomschnitte von
Praparat 1 mittels Pinzette in das eine Gefal3 und das flachige Praparat 2 in das
andere Gefal3 gelegt. Da der DAPI-Farbstoff lichtempfindlich ist, muss auf
Dunkelheit am Arbeitsplatz geachtet werden.

Fur die DAPI-Farbung wird mit der Stammldsung zuerst eine 1:1000 Verdinnung
durchgeftihrt. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit von DAPI wird Alufolie um das
Versuchsrohrchen gewickelt. Es entstehen 3 ml DAPI-L6sung der Konzentration
1 pg/ml (Abbildung 22 B). Aus den zwei 1,5 ml Reaktionsgefal3en wird die
gesamte Flissigkeit abpipettiert. Nachfolgend werden je 500 ul der verdiinnten
DAPI-Losung in jedes der beiden ReaktionsgefafRe hinzugeflgt. Im nachsten
Arbeitsschritt werden diese im Thermomixer comfort der Firma Eppendorf,
Hamburg, Deutschland fir 10 min bei 600 rpm bei 20°C inkubiert (Abbildung
22 C). AnschlieBend wird die gesamte Flussigkeit abpipettiert (Abbildung 22 D).
Die Préparate werden nun mit PBS gewaschen. Daflr werden in jedes
Reaktionsgefal? 500 ul PBS gegeben, sodass die Praparate bedeckt sind. Die
Reaktionsgefal3e werden fir 5 min bei 20 °C in den Thermomixer gegeben. Der
Waschprozess wird einmal wiederholt.

Zwei Objekttrager werden beschriftet. 2 — 3 Kryotomschnitte werden auf einen

Objekttrager mit einer Pinzette gegeben. Dabei ist darauf zu achten, dass die
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Schnitte auf die volle Lange ausgebreitet sind und sich nicht Uberlagern
(Abbildung 22 E). Auf jeden Schnitt wird ein Tropfen Dako Fluorescence
Mounting Medium gegeben. Durch die Verwendung von Fluorescence Mounting
Medium wird das Ausbleichen der Immunfluoreszenz wéahrend des
Mikroskopierens reduziert. Das Deckglas wird seitlich darauf abgelegt. Es wird
darauf geachtet, dass keine Luftblasen entstehen.

Das flachige Top-Down-Préparat wird auf den zweiten Objekttrager gelegt und
mit einem Tropfen Fluorescence Mounting Medium bedeckt. Statt eines
Deckglases wird ein weiterer Objekttrager auf dem Praparat platziert. Die
Konstruktion wird durch das seitliche Anbringen von Gummibéandern stabilisiert
(Abbildung 22 F). Das Top-Down-Préaparat sollte nicht langer als 30 min auf den
Objekttragern gelassen werden, da seitlich Luft an das Praparat gelangt, welche

das Praparat austrocknen lasst.
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Abbildung 22: DAPI-Farbung und Anfertigung von Praparaten zum
Mikroskopieren.

A: angefertigte Kryotomschnitte in der Petrischale. B: hergestellte DAPI-L6sung
und 1,5 pl Reaktionsgefal3e mit den Praparaten. C: verwendeter Thermomixer.
D: Abpipettieren von Flissigkeit. E: fertiges Praparat mit zwei Kryotomschnitten.
F: fertige Konstruktion mit dem Top-Down-Praparat.
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2.2.5 Aufnahme von Mosaikbildern am Laser Scanning Mikroskop
Fluoreszenzmikroskopie bezeichnet eine spezielle Form der Lichtmikroskopie.
Als Lichtquelle dient eine Quecksilber-Hoéchstdrucklampe oder eine LED-Lampe.
Das Licht trifft zunachst auf einen Anregungsfilter. Den Anregungsfilter passiert
nur das ultraviolette Licht. UV-Licht umfasst Wellenlangen von 100 — 380 nm und
liegt damit aul3erhalb des flr den Menschen sichtbaren Spektrums. Das UV-Licht
trifft im Anschluss auf das zu untersuchende mit Fluorochrom gefarbte Praparat.
Im Objektiv wird das emittierte Fluoreszenzlicht gesammelt. Von einem
dichromatischen Strahlenteiler wird das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht
geteilt, und, da es eine grolRere Wellenlange aufweist, durchgelassen. Vom
Praparat reflektiertes Anregungslicht und unerwiinschte Autofluoreszenz werden
vom Strahlenteiler nicht durchgelassen, sondern nahezu vollstandig reflektiert.
Ein geringer Teil des stérenden Lichts gelangt trotzdem durch den Strahlenteiler
und wird durch einen selektiven Detektionsfilter zuriickgehalten. Uber die
Tubuslinse und das Okular wird aus dem Fluoreszenzlicht das mikroskopische
Bild erzeugt (Abbildung 23).

Okular

Detektionsfilter

dichromatischer

Spiegel
pied Lichtquelle

Anregungsfilter

Objektiv

| Probe |

Abbildung 23: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops.
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In der vorliegenden Arbeit wird das Laser Scanning Mikroskop (LSM) 510 der
Firma Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland verwendet. Das Mikroskop hat drei
Fluoreszenzkanale. In der Arbeit wird der DAPI-Kanal mit blauem Licht
verwendet.

Fur die Auswertung werden die Kryotomschnitte und das flachige Praparat am
LSM mit dem Computer mithilfe des Programms Axio Vision 4.8 betrachtet. Es
wird das 10er Objektiv gewahlt, die LED 365 Lichtquelle und der DAPI-Kanal.
Zunachst wird das Praparat am Okular des Mikroskops betrachtet und die richtige
Scharfe eingestellt. Dann wird ein Bildausschnitt am Computer betrachtet. Uber
die Schaltflache ,Exposure time* wird die Belichtungszeit angepasst, aullerdem
missen Hintergrundbeleuchtung und Helligkeit individuell fir jedes Préparat
eingestellt werden. Uber die Funktion ,MosaiX‘ kann man einen Bildausschnitt
einer gewiunschten Grélle vom Mikroskop scannen lassen. Dabei werden
einzelne Aufnahmen von der Kamera AxioCam gemacht, die spater vom
Programm Axio Vision zusammengesetzt werden. Um das gesamte Préparat
aufzunehmen, muss das Mosaik-Gitter an die Rander des Praparates angepasst
werden. Fur jedes Mosaikbild im angepassten Gitter muss die Schéarfe individuell
angepasst und gespeichert werden. AnschlieRend wird der Scanvorgang
gestartet. Wahrend des Scanvorgangs sollte jedes Storlicht vermieden werden
und der Raum komplett abgedunkelt sein. Wahrend der Aufnahme der Bilder wird
das Praparat vom Mikroskop maanderformig abgefahren. Die fertigen
Einzelbilder werden von Axio Vision automatisch zusammengesetzt. Die Bilder
werden mit einer geringen Uberlappung (engl.: Overlap) aufgenommen, der
Overlap muss anschlieRend herausgerechnet werden. Die fertigen Bilder werden
gespeichert (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Erstellung von Mosaikbildern am LSM.

A: LSM 510 von Zeiss. B: Blau fluoreszierendes Kryotomschnitt-Préparat unter
UV-Licht-Anregung. C: Ausschnitt eines aufgenommenen Mosaikbildes in blauer
Fluoreszenz.

2.2.6 Auswertung der Knorpelschaden auf histologischer Ebene

Zur Auswertung werden die mikroskopischen Aufnahmen auf den zu
untersuchenden Schaden analysiert. Der Schaden jedes Praparates wird in
seiner Lange, Breite und Tiefe vermessen. AufRerdem wird die Dicke des
gesunden Knorpels neben dem Defekt bestimmt (Abbildung 25). Die Messung
erfolgt mit Hilfe einer Skala in um, welche von Axio Vision im Mikroskopie-Bild
platziert werden kann. Entsprechend der gemessenen Parameter wird jedes
Praparat nach ICRS- und Outerbridge-Klassifikation einem Grad an

Knorpelschaden zugeteilt.
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Abbildung 25: Vermessen der Knorpelschaden.
A: Vermessen der Lange (grin) und Breite (blau) an der Top-Down-Aufnahme
des Knorpelschadens Nr. 9. B: Messen der Dicke des gesunden Knorpels (gelb),

der Tiefe des Defekts (rot) und der Lange (griin) am Kryotomschnitt-Praparat
(hier Knorpelschaden Nr. 9).

2.3 Statistische Methoden

Die folgenden statistischen Auswertungen werden mithilfe des Programms IBM
SPSS Statistics (Version 8.0.1) durchgefiuihrt. Das Signifikanzniveau wird bei
a = 0,05 festgelegt. Die Signifikanz wird asymptotisch berechnet.

2.3.1 Befundungsqualitat

Die Beurteilung der Befundbarkeit diente der Klarung der Verwertbarkeit des
Datensatzes beziehungsweise der einzelnen Programme, Lichtquellen und Filter.
Bei unzureichender Befundung wird Uber den Ausschluss von Kanélen
entschieden. Zur Beurteilung der Befundbarkeit werden alle Bilder unter Weil3-
und UV-Licht sowie die Bilder mit kiinstlichem griinem Filter aller Observer aller

Auswertungsrunden analysiert. Die Anzahl der Aufnahmen wird graphisch tber
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die gesamten Aufnahmen im Balkendiagramm nach Lichtquelle, Filter,
Programm sowie differenziert nach Kanal veranschaulicht. AnschlieRend werden
die Ergebnisse der Observer verglichen. Die graphische Darstellung pro
Observer erfolgt im Balkendiagramm. Ein Chi-Quadrat-Test wird zwischen
Befundungsqualitat und Observern durchgefiihrt. Im Chi-Quadrat Test wird die

zweiseitige Signifikanz sowie Cramer’s V berechnet.

2.3.2 Objektivitat

Um auszuschliel3en, dass die verwendete Lichtquelle den Beurteiler dazu
verleitet, Knorpelschaden anders einzuteilen, wurden in der Auswertung alle
Weilidlicht-Aufnahmen gedoppelt und die zweite Version zur Imitation der UV-
Bilder mit einem kunstlichen griinen Filter versehen (2.1.7). Um die Objektivitat
der Beurteilung ultravioletter Aufnahmen zu prufen, wird der Spearman’sche
Rangkorrelationskoeffizient zwischen den Outerbridge-Einteilungen der dritten
Runde des zweiten Observers von Weil3licht-Bildern und Bildern mit kiinstlichem
grunem Filter berechnet. Im Test wird die Signifikanz zweiseitig berechnet. Wenn
eine hohe Kaorrelation zwischen der Originalversion der Bilder und derer mit
kinstlich grinem Filter besteht, geht man davon aus, dass UV-Bilder nicht
subjektiv anders bewertet wurden als Weil3licht-Bilder und Objektivitat gegeben
ist.

2.3.3 Auswertung der Defekterkennung

Zur Auswertung der Defekterkennung wird die dritte Auswertungsrunde des
zweiten Observers herangezogen. Es erfolgt die graphische Darstellung von
Outerbridge und Fissuren pro Kanal im Balkendiagramm und von der Gréf3e im
Boxplot. Ein Kruskal-Wallis-Test wird berechnet, um zu Uberprtfen, ob sich die
subjektive Einordnung von Aufnahmen nach Outerbridge sowie die Darstellung
von Fissuren der einzelnen Kandle unterscheidet. Bei signifikantem Ergebnis
wird anschliel3end ein Mann-Whitney U post-hoc Test durchgefiihrt. Die Daten
der GroRe werden anhand des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung
untersucht. Im Falle von Normalverteilung erfolgt eine one-way Anova mit post-
hoc t-test fur unabhangige Stichproben. Bei nicht-Normalverteilung wird ein

Kruskal-Wallis-Test berechnet, um zu Uberprifen, ob sich die ausgemessene
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GroRRe der einzelnen Kandle unterscheidet und bei signifikantem Ergebnis ein

Mann-Whitney U post-hoc Test angeschlossen.

2.3.4 Vergleich Programm Standard / Chroma

In der Studie wurden die beiden Programme Standard und Chroma bei der
Aufnahme von Knorpelschaden angewandt (2.1.3). Bei dem Programm ,Chroma“
wird im Gegensatz zum Standard-Programm digital der Kontrast der Bilder
verstarkt. Es soll ausgewertet werden, ob die Klassifikation nach Outerbridge des
zweiten Observers in der dritten Runde unter Verwendung beider Programme
korreliert. Der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient wird berechnet. Im

Test wird die Signifikanz zweiseitig bestimmt.

2.3.5 Reliabilitat

Die Auswertung der Interraterreliabilitat der Arbeit erfolgt anhand der Ergebnisse
der zweiten Auswertungsrunde aller Observer fir Outerbridge, Gro6Re und
Fissuren im standardmaRig in der Arthroskopie verwendeten Kanal. Die
Ergebnisse jedes Observers der zweiten Runde werden fur Outerbridge und
Fissuren im Balkendiagramm und fur die Gré3e im Boxplot veranschaulicht. Far
Outerbridge und Fissuren werden Kohen‘s Kappa sowie p zwischen Observer
eins und zwei, eins und drei sowie zwei und drei berechnet. Die
Interraterreliabilitdt der Gré3e wird mit dem Intraklassenkorrelationskoeffizienten
(ICC) 3.1 bestimmt. Die Analyse erfolgt mit gemischten Zwei-Weg-Effekten (two
way mixed) in justierter (consistency) und unjustierter (absolute agreement)
Form.

Die Intraraterreliabilitdt wird getrennt bei jedem Observer fur die ersten beiden
Runden bestimmt. Die Ergebnisse jedes Observers der ersten und zweiten
Runde werden fir Outerbridge und Fissuren im Balkendiagramm und fur die
GroRe im Boxplot veranschaulicht. Es wird jeweils Kohen‘s Kappa fir
Outerbridge und Fissuren und der ICC 3.1 two way mixed in consistency und

absolute agreement fur die Grél3e berechnet.
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2.3.6 Vergleich mit histologischer Kontrolle

Es wird Uberprift, in welchem MalRR die Einschatzung in der Arthroskopie unter
Standardbedingungen sowie unter Autofluoreszenz mit dem Kontrollergebnis
Ubereinstimmt. Es erfolgt die graphische Darstellung der Outerbridge-Scores aus
der ASK pro Kanal und der Histologie-Ergebnisse im Balkendiagramm. Fir jeden
in der Arthroskopie ermittelten Outerbridge-Score wird die Differenz zum
histologisch ermittelten Grad desselben Defektes errechnet. Die absolute
Differenz  wird bestimmt. Die absolute Differenz wird pro Kanal im
Balkendiagramm graphisch veranschaulicht. Ein Kruskal-Wallis-Test wird
berechnet, um zu Uberprifen, ob sich die Klassifikation nach Outerbridge der
zwolf verschiedenen Kanale und der histologischen Ergebnisse als 13. Kanal
unterscheidet. Bei signifikantem Ergebnis wird ein Mann-Whitney U post-hoc

Test angeschlossen.
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3 Ergebnisse

3.1 Befundungsqualitat

In der Arthroskopie wurden Bilder von neun Knorpelsch&den an sieben Knien
aufgenommen, wobei beim flinften und sechsten Knie jeweils zwei Schaden
untersucht wurden. Die Aufnahmen wurden von drei Observern in drei
Auswertungsrunden hinsichtlich Befundungsqualitat, Defektgrdl3e, Outerbridge
und Fissuren beurteilt. Die subjektive Befundungsqualitat der aufgenommenen
Arthroskopiebilder aller Observer aller Auswertungsrunden unter allen
Programmen, Lichtquellen und Filtern wurde ausgewertet. Beim AF-Filter wurden
aufgrund eines Aufnahmefehlers insgesamt 108 Bilder weniger in die Analyse
aufgenommen. AulRerdem fehlt ein Wert des ALA-Filters des zweiten Observers
in der dritten Auswertungsrunde. Die Mehrzahl der insgesamt ausgewerteten
Bilder war adaquat (50,4 %) bis ausreichend (34,6 %) befundbar. 15 % der Bilder
wurden als unzureichend befundbar eingestuft (Abbildung 26). Beim Vergleich
der Programme Standard und Chroma zeigte sich, dass in der Standard-
Einstellung 360 Bilder und in der Chroma-Einstellung 320 Bilder als adaquat
befundbar bewertet wurden (Tabelle 4). Unter dem AF-Filter wurde die
Befundung am h&ufigsten, namlich bei 52,4 % der AF-Bilder als adaquat moglich
eingestuft. Am wenigsten haufig wurden Aufnahmen unter dem W-Filter, bei
47,5 % der W-Bilder als adaquat befundbar bewertet (Abbildung 26). Unter
Weildlicht und dem nachtraglich eingefihrten grinen Filter (kiinstlicher griner
Filter) schien die Verteilung hinsichtlich der Befundbarkeit deskriptiv weitgehend
ahnlich. Unter WeiRlicht war die Anzahl der Bilder in der Kategorie ,adaquat zu
befunden® mit 73,3 % der Weillicht-Bilder jedoch hoéher als bei den grin
gefarbten Bildern (62,9 % der Bilder mit kiinstlichem griinem Filter). Von den
Bildern unter UV-Licht stuften die Observer 65 Aufnahmen (14,5 %) als adaquat
befundbar und 240 Aufnahmen (53,5 %) als ausreichend befundbar ein. 144 UV-
Aufnahmen (32,1 %) waren unzureichend befundbar (Abbildung 26). Die
Programme-Filter-Lichtquellen-Kombination (Kanal) Std/ W/ WL (Standard/ W/
Weililicht) war am haufigsten, zu 75,3 % gut oder adaquat zu befunden, wahrend
der Kanal Std/ W/ UV am haufigsten, zu 43,2 % als unzureichend befundbar
eingestuft wurde (Abbildung 27).
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Befundungsqualitat | Anzahl % gesamt gultige %
Adaquat 680 46,6 50,4
Ausreichend 467 32 34,6
unzureichend 202 13,9 15
fehlend 109 7,5

gesamt 1458 100 100

Tabelle 4: Haufigkeiten Befundungsqualitat.
Es wurde zwischen ,Befundung adaquat madglich®, ,Befundung ausreichend
mdglich® und ,Befundung unzureichend* unterteilt.

700 500 500
Befundungs-
600 400 400 qualitat
500 B adaquat
T 400 300 300 M ausreichend
& 300 200 200 M unzureichend
200 100
100 100
05 = 0 = C F
Std  Chr > = = = ¢ &
= =
=
A Programm B Filter C Lichtquelle

Abbildung 26: Anzahl befundeter Bilder nach Befundungsqualitét.

A: Anzahl befundeter Bilder nach Lichtquelle. B: Anzahl befundeter Bilder nach
Filter. C: Anzahl befundeter Bilder nach Programm.

Es wurde zwischen ,Befundung adaquat mdglich®, ,Befundung ausreichend
maoglich“ und ,Befundung unzureichend” unterteilt. X-Achse: Darstellung nach
Lichtquelle/ Filter/ Programm. Y-Achse: Anzahl der Bilder. Std: Standard. Chr:
Chroma. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.
Kgrun: kunstlicher griiner Filter.
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Abbildung 27: Anzahl befundeter Bilder nach Befundungsqualitét pro Kanal.

Es wurde zwischen ,Befundung adaquat mdglich®, ,Befundung ausreichend
mdglich“ und ,Befundung unzureichend” unterteilt. X-Achse: Darstellung nach
Kanalen. Y-Achse: Anzahl der Bilder. Std: Standard. Chr: Chroma. ALA: ALA-
Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: WeiR3licht. UV: UV-Licht. Kgrun: kinstlicher

gruner Filter.

Drei Observer befundeten Uber drei Auswertungsrunden insgesamt 1349 gultige
Aufnahmen. Wenn man alle Auswertungsrunden getrennt fir jeden Observer
betrachtet, stufte der dritte Observer mit 67 % der Bilder haufiger Aufnahmen als
adaquat befundbar ein als Observer eins und zwei. Observer zwei befundete die
Aufnahmen in 95 Fallen als unzureichend befundbar und somit haufiger als die
anderen beiden Observer (Abbildung 28). Beim Vergleich der Observer gab es
keine erwarteten Zellh&ufigkeiten kleiner als finf. Es gab einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen zugewiesener Befundungsqualitat und
Observern, x* (4) = 90,636; p<0,001; V = 0,18. Trotz schlechter
Befundungsqualitat der Bilder unter UV-Licht wurde die statistische Auswertung
der explorativen Studie weitergefiihrt. Jedoch werden Einschrankungen
vorgenommen. Es wird analysiert, ob die Bilder mit kiinstlichem grinem Filter

sowie die Bilder mit Choma-Programm ausgeschlossen werden kdnnen.
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Abbildung 28: Anzahl befundeter Bilder nach Befundungsqualitéat pro Observer.
Es wurde zwischen ,Befundung adaquat moglich“, ,Befundung ausreichend
moglich® und ,Befundung unzureichend“ unterteilt. X-Achse: Darstellung nach
Befundungsqualitat. Y-Achse: Anzahl der Bilder.

3.1.1 Obijektivitat

Zur Prifung der Objektivitat wurde berechnet, ob die Daten der Klassifikation
nach Outerbridge der ausgewerteten Bilder des zweiten Observers in der dritten
Auswertungsrunde von Weildlicht-Bildern mit Bildern mit kinstlichem griinem
Filter korrelieren. Die Klassifizierungen unter Weildlicht und unter dem
kinstlichen grinen Filter korrelieren stark miteinander, Spearmans p = 0,95;
p <0,001. Folglich ist von einer relativ objektiven Auswertung der
Autofluoreszenz-Bilder auszugehen. Da die Bilder mit kiinstlichem grinem Filter
lediglich der Kontrolle der Objektivitdt galten, wurden sie bei der folgenden

Auswertung nicht weiter bertcksichtigt.

Outerbridge Weilllicht Kunstlicher griner Filter
Grad | 3 4

Grad Il 28 25

Grad I 5 8

Grad IV 14 13

Gesamt 50 50
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Tabelle 5: Anzahl befundeter Bilder nach Outerbridge unter Weildlicht und
kinstlichem grinem Filter.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®“. Grad II:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.

3.2 Auswertung der Defekterkennung

Zur Auswertung der klassifizierten Bilder nach Outerbridge, der Grof3e und der
Darstellung von Knorpelfissuren wurde die dritte Auswertungsrunde des zweiten
Observers herangezogen, da man nach dem gemeinsamen Auswerten in der
dritten Runde von einer abgeglichenen Ubereinstimmung zwischen den
Observern ausgeht. Es wurden zwar insgesamt neun Knorpelschaden
untersucht, jedoch entstanden aufgrund eines Aufnahmefehlers des AF-Filters
beim zweiten und dritten Knorpelschaden statt 108 Aufnahmen nur 100

Aufnahmen pro Auswertungsrunde eines Observers.

3.2.1 Klassifikation nach Outerbridge

Die Aufnahmen wurden von Grad | bis IV nach Outerbridge eingeteilt. 51 % der
ausgewerteten Aufnahmen stufte der dritte Observer als zweit-gradig ein, der
Median lag bei Grad zwei. Mit 29 % stufte der Observer Grad-IV-Schéaden als
zweithaufigstes ein (Tabelle 6). Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen
Kanale erkennt man, dass nur unter den Kandlen Std/ ALA/ WL, Std/ W/ WL,
Std/ AF/ WL und Std/ AF/ UV ein Schaden als erst-gradig befundet wurde. Unter
den Kanalen Chr/ ALA/ WL, Std/ ALA/UV und Chr/ W/ WL befundete der
Observer die meisten zweit-gradigen Schéden. Dritt-gradige Schaden wurden
laut Observer vor allem unter Std/ W/ UV und Chr/ W/ UV gesehen. Viert-gradige
Schéaden wurden bei allen Kanélen in zwei bis drei Fallen befundet (Abbildung
29). Wenn man die Outerbridge Klassifikation eines Kanals unter Weil3- und UV-
Licht vergleicht, fallt auf, dass alle Kanéle bis auf Std/ WL und Chr/ AF mehr
eingeordnete Aufnahmen dritten und vierten Grades unter UV-Licht als unter
Weililicht aufweisen und weniger eingeordnete Aufnahmen ersten und zweiten

Grades unter UV-Licht im Vergleich zum WeiR3licht. Es gab keinen signifikanten
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Unterschied zwischen den Outerbridge-Klassifizierungen zwischen den zwolf
Kanalen, Kruskal-Wallis-H = 4,504; df = 11; p = 0,953.

Outerbridge | Anzahl Aufnahmen | % gesamt Gultige %
Grad | 4 3,7 4

Grad Il 51 47,2 51

Grad I 16 14,8 16

Grad IV 29 26,9 29
fehlend 8 7,4 100
Gesamt 108 100

Tabelle 6: Haufigkeiten Outerbridge.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad II:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen).
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Abbildung 29: Anzahl befundeter Bilder nach Outerbridge-Klassifikation pro
Kanal.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad Il:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)*. Grad IlI:
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®. X-
Achse: Darstellung nach Kanalen. Y-Achse: Anzahl der Bilder. Std: Standard.
Chr: Chroma. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-
Licht.
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3.2.2 Fissuren

Die Aufnahmen wurden von ,keine auslaufenden Fissuren® bis ,Nebendaste der
Seitenaste der Hauptfissuren abgrenzbar® eingeteilt. Mit 47 % der Bilder erkannte
der zweite Observer am haufigsten keine auslaufenden Fissuren. Mit 39 %
erkannte er am zweit-haufigsten abgrenzbare Hauptfissuren (Tabelle 7). Der
Median lag bei abgrenzbaren Hauptfissuren. Die meisten Aufnahmen, in denen
keine Fissuren erkannt wurden, fanden sich im Kanal Std/ ALA/ UV. Die meisten
Hauptfissuren erkannte der Observer im Chr/ W/ UV-Kanal. Beim Vergleich
einzelner Kanéle féllt auf, dass nur unter Kanalen mit Weil3licht Seitenaste der
Hauptfissuren oder Nebenéste der Seitendste der Hauptfissuren beobachtet
wurden. Unter den UV-Licht-Kanalen beobachtete man entweder keine
auslaufenden Fissuren oder Hauptfissuren (Abbildung 30). Es gab es keinen
signifikanten ~ Unterschied  zwischen  Fissuren  zwischen  Kandlen,
Kruskal-Wallis-H = 13,625; df = 11; p = 0,254. Ein histologischer Vergleich mit
den tatsachlichen Fissuren sowie eine Aussage hinsichtlich der Genauigkeit der

Beurteilung waren methodenbedingt nicht moglich.

Fissuren Anzahl % gesamt | Giltige %
Keine auslaufenden Fissuren 47 43,5 47
Hauptfissuren abgrenzbar 39 36,1 39
Seitenaste der Hauptfissuren 8 7,4 8
abgrenzbar

Nebenaste der Seitenaste der | 6 5,6 6
Hauptfissuren abgrenzbar

fehlend 8 7,4 100
Gesamt 108 100

Tabelle 7: Haufigkeiten Fissuren.
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Abbildung 30: Anzahl befundeter Bilder nach Fissuren pro Kanal.

Es wurde zwischen ,keine auslaufenden Fissuren®, ,Hauptfissuren abgrenzbar®
und ,Seitenaste der Hauptfissuren abgrenzbar® und ,Nebenaste der Seitenaste
der Hauptfissuren abgrenzbar unterteilt. X-Achse: Darstellung nach Kanalen. Y-
Achse: Anzahl der Bilder. Std: Standard. Chr: Chroma. ALA: ALA-Filter. W: W-
Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.

3.2.3 GrolRe

Die Knorpelsch&den der aufgenommenen Bilder wurden am Computer in Pixeln
in Lange und Breite ausgemessen und zur Flache multipliziert. Die Flache der
Knorpeldefekte war nicht normalverteilt (p < 0,01). Der Median der GroRe Uber
100 Defekte lag bei 76791 Pixeln2 (Tabelle 8). Im Median befundete der zweite
Observer unter dem Kanal Chr/ W/ UV Knorpelschaden am grof3ten mit einer
Flache von 121034 Pixeln2 und am kleinsten unter Chr /AF/ UV mit einem Median
von 49203 Pixeln2. Beim Vergleich von Kanalen unter verschiedenen
Lichtquellen fallt auf, dass auf3er unter den Kanalen Std/ ALA und Chr/ AF der
Median der Gro3e unter UV-Licht stets groR3er ist als unter Weil3licht. Die gréi3te
Streubreite weist der Chr/ W/ UV- Kanal auf (Abbildung 31). Es gab keinen
signifikanten Unterschied der Grolie zwischen Kanélen,
Kruskal-Wallis-H = 1,549; df =11; p =1,00. Das Ausmessen der Grofie am
Computer in mm?2 oder ein histologischer Vergleich mit der tats&chlichen Grol3e
der Knorpelschaden waren methodenbedingt nicht moglich.
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GrolRe Knorpelschaden | Grol3e in Pixel?
Median 76791
Mininum 15575
Maximum 243718
Spannweite 228143

Tabelle 8: Datenanalyse der Grol3e.
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Abbildung 31: Median befundeter Bilder nach Gréi3e in Pixel? pro Kanal.
Querstrich: Median. Box: Interquartilenabstand. Antennen: Minimum/Maximum
(ausgenommen Ausreil3er: durch Kreis gekennzeichnet). X-Achse: Darstellung
nach Kanélen. Y-Achse: Median der Gréf3e in Pixel2. Std: Standard. Chr: Chroma.
ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.

3.2.4 Vergleich Programm Standard / Chroma

In der Auswertung wurde analysiert, ob die Daten der Befundung unter den
Programmen Standard und Chroma korrelieren. Zur Auswertung wurden die
Daten der Klassifikation nach Outerbridge in der dritten Auswertungsrunde des
zweiten Observers zwischen dem Standard- und Chroma-Programm verglichen.
Unter dem Chroma-Programm wurden im Gegensatz zur Standard-Einstellung
keine Aufnahme als erst-gradig eingestuft. Dafur ordnete der Rater im Standard-

Programm weniger zweit-gradige Schaden ein (Tabelle 9). Die Klassifizierungen
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der Programme korrelierten stark miteinander, Spearmans p = 0,88, p < 0,001.
Aufgrund dieser Schlussfolgerung wurden Bilder des Chroma-Programms in der

folgenden Analyse nicht weiter bertcksichtigt.

Outerbridge Standard Chroma
Grad | 4 0

Grad I 24 27
Grad lli 8 8

Grad IV 14 15
Gesamt 50 50

Tabelle 9: Anzahl befundeter Bilder nach Outerbridge unter Standard- und
Chroma-Programm.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad Il:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel). Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.

3.3 Reliabilitat

Die arthroskopischen Aufnahmen wurden von drei Observern in drei
Auswertungsrunden hinsichtlich Defektgré3e, Outerbridge und Darstellung von
Fissuren beurteilt. Um die Reliabilitdét zu untersuchen, wurden die Daten des
standardmafig in der Arthroskopie verwendeten Kanals (Std/ W/ Weil3licht)
verwendet. Fur samtliche Arthroskopie-Bilder des Standard-Kanals lag zu jedem
Zeitpunkt von jedem Observer ein vollstandiger Datensatz vor.

3.3.1 Interraterreliabilitat

Die Interraterreliabilitat zwischen drei Observern wurde in der zweiten
Auswertungsrunde fur Gréf3e, Outerbridge und Fissuren analysiert. Im Standard-
Kanal ergeben sich in der zweiten Runde neun Aufnahmen pro Observer (Rater).
Alle Aufnahmen wurden von allen Observern ausgewertet. Die Rater wurden
nicht zufallig ausgewéhlt. Bei Betrachtung der Outerbridge-Klassifikation des
Standard-Kanals der Rater fallt auf, dass der zweite Observer in der zweiten
Runde als einziger keine Schéaden dritten Grades klassifizierte und der dritte
Observer keine Schaden vierten Grades (Abbildung 32). Fur Outerbridge und

Fissuren wurde Kohen’s Kappa zwischen den Auswertungsergebnissen der

64



Ergebnisse

zweiten Runde von Observer eins und zwei, eins und drei sowie zwei und drei
berechnet. Die Daten der Outerbridge-Klassifikation stimmten laut Grenzen von
Landis und Koch mafig bis substanziell Gberein, 0,237 <k = 0,695. Die grofite
Ubereinstimmung wiesen die Ergebnisse von Observer eins und zwei auf
(Tabelle 10).

Beim Vergleich der Rater bezlglich der Darstellung von Knorpelfissuren kann
man erkennen, dass der erste Rater als einziger keine Aufnahme der Kategorie
.keine auslaufenden Fissuren® zuordnete. Aulierdem sah er bei doppelt so vielen
Aufnahmen Hauptfissuren wie die anderen Rater (Abbildung 33). Die Fissuren
stimmten maRig bis substanziell Uberein, 0,224 <k =0,684. Die grolte
Ubereinstimmung war zwischen Observer zwei und drei zu finden (Tabelle 10).
Die Grol3e der Knorpelschéaden unter dem Standard-Kanal wurde im Median vom
zweiten Rater am kleinsten bewertet und vom dritten Rater am grof3ten. Die
Werte des dritten Raters wiesen aul3erdem den gro3ten Interquartilsabstand auf
(Abbildung 34).

Die Werte der Observer stimmten laut Cicchetti gut, ICC (3.1) = 0,731, bis sehr
gut Uberein, ICC (3.1) = 0,823 (Tabelle 11).
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Abbildung 32: Anzahl befundeter Bilder nach Outerbridge pro Observer.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad Il:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)*. Grad IlI:
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht".
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®. X-
Achse: Darstellung Observer. Y-Achse: Anzahl der Bilder.

65



Ergebnisse

Darstellung
Knorpelfissuren

Bl keine Fissuren
B Hauptfissuren

B Seitenaste
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Rater 1
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Abbildung 33: Anzahl befundeter Bilder nach Fissuren pro Observer.
Es wurde zwischen ,keine auslaufenden Fissuren®, ,Hauptfissuren abgrenzbar®
und ,Seitenaste der Hauptfissuren abgrenzbar® und ,Nebenaste der Seitenaste

der Hauptfissuren abgrenzbar® unterteilt. X-Achse: Darstellung Observer. Y-
Achse: Anzahl der Bilder.
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Abbildung 34: Median befundeter Bilder nach Grole in Pixel? pro Observer.
Querstrich: Median. Box: Interquartilenabstand. Antennen: Minimum/Maximum
(ausgenommen Ausreil3er: durch Kreis gekennzeichnet). X-Achse: Darstellung
nach Observer. Y-Achse: Median der Grol3e in Pixel2.

Runde 2 Observer 1/ 2 Observer 1/ 3 Observer 2/ 3
Outerbridge K = 0,695; K =0,237; K =0,357,
p < 0,001 p = 0,205 p = 0,059
Fissuren K = 0,224, K =0,25; K =0,684;
p=0,16 p = 0,069 p = 0,001
Tabelle 10: Interraterreliabilitat Outerbridge und Fissuren zwischen drei

Observern in Runde zwei.

K: Kohen’s Kappa. p: Wahrscheinlichkeit.
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Runde 2 Observer 1-3

Grol3e — absolute ICC (3.1) =0,731;

agreement p = 0,002

Grol3e — consistency ICC (3.1) =0,823;
p = 0,002

Tabelle 11: Interraterreliabilitat der GroRe zwischen drei Observern in Runde
zwei.
ICC: Intraklassenkorrelationskoeffizient. p: Wahrscheinlichkeit.

3.3.2 Intraraterreliabilitat

Fur die Analyse der Intraterreliabilitat wurden die Daten der ersten und zweiten
Auswertungsrunde im Standardkanal (Std/ W/ Weildlicht) ausgewertet. Die
Intraraterreliabilitat wurde fur jeden Observer getrennt zwischen der ersten und
zweiten Auswertungsrunde beziglich Gréf3e, Outerbridge und Fissuren
untersucht. Alle Aufnahmen wurden von allen Observern ausgewertet. Die Rater
wurden nicht zuféllig ausgewahlt. Bei den Daten der Klassifikation nach
Outerbridge fallt beim zweiten Observer auf, dass er in der ersten Runde drei
Schaden dritten Grades und keine viert-gradigen Schaden einordnete, wahrend
er in der zweiten Runde nur viert- und keine dritt-gradigen Schéaden erkannte
(Abbildung 35). Die Daten fur Outerbridge stimmten moderat bis substanziell
Uberein, 0,55 <k = 0,66 (Tabelle 12).

Bei den Fissuren ordnete der erste Observer nur in der ersten Runde Schaden
ohne auslaufende Fissuren ein. Seitendste der Hauptfissuren erkannte er
hingegen nur in der zweiten Auswertungsrunde. Der dritte Observer erfasste nur
in der zweiten Runde Nebendaste der Seitenaste der Hauptfissuren (Abbildung
36). Die Korrelation der Darstellung von Fissuren war gering bei Observer eins
bis fast perfekt bei Observer drei, 0,1 <k = 0,833 (Tabelle 12).

Der Median der ausgemessenen Grof3e der Knorpelschaden war bei allen drei
Ratern in der zweiten Auswertungsrunde kleiner als in der ersten (Abbildung 37).
Die Ubereinstimmung war sehr gut, 0,782 < ICC = 0,966, wobei Observer zwei
die hochste Ubereinstimmung aufwies und Observer drei die niedrigste (Tabelle
12).
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Abbildung 35: Anzahl befundeter Bilder nach Outerbridge pro Observer tGiber zwei
Runden.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad II:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
.Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®. 1:
erste Auswertungsrunde. 2: zweite Auswertungsrunde. X-Achse: Darstellung
nach Auswertungsrunde. Y-Achse: Anzahl der Bilder.

Observer Darstellung
Rater 1 Rater 2 Rater 3 Knorpelﬁ;suren
6 B keine Fissuren
B Hauptfissuren
5 B Scitenaste
- 4 B ebenaste
g 3
2
1
. [
1 1 2 1 2
Auswertungsrunde

Abbildung 36: Anzahl befundeter Bilder nach Fissuren pro Observer tber zweli
Runden.

Es wurde zwischen ,keine auslaufenden Fissuren®, ,Hauptfissuren abgrenzbar®
und ,Seitendste der Hauptfissuren abgrenzbar“ und ,Nebenaste der Seitenaste
der Hauptfissuren abgrenzbar® unterteilt. 1: erste Auswertungsrunde. 2: zweite
Auswertungsrunde. X-Achse: Darstellung nach Auswertungsrunde. Y-Achse:
Anzahl der Bilder.
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Abbildung 37: Median befundeter Bilder nach Grofl3e in Pixel? pro Observer
Observer Uber zwei Runden.

Querstrich: Median. Box: Interquartilenabstand. Antennen: Minimum/Maximum
(ausgenommen  Ausreil3er: durch Kreis gekennzeichnet). 1. erste
Auswertungsrunde. 2: zweite Auswertungsrunde. X-Achse: Darstellung nach
Auswertungsrunde. Y-Achse: Median der GroR3e in Pixel2.

Intrarater Runde | Observer 1 Observer 2 Observer 3
1/ 2
Outerbridge K = 0,55; K = 0,55; K = 0,66;

p = 0,004 p =0,001 p = 0,004
Fissuren K=0,1; kK =0,39; K =0,833;

p = 0,495 p=0,04 p < 0,001
Grol3e - absolute | ICC (3.1) =0,896; | ICC (3.1) =0,966; | ICC (3.1) =0,782;
agreement p = 0,002 p < 0,001 p =0,024
GroRRe - ICC (3.1) =0,895; | ICC (3.1) =0,962; | ICC (3.1) =0,779;
consistency p = 0,002 p < 0,001 p = 0,024

Tabelle 12: Intraraterreliabilitdt Outerbridge, Fissuren und Gro3e zwischen drei
Observern in Runde zwei

ICC: Intraklassenkorrelationskoeffizient. K: Kohen'’s Kappa. p:
Wahrscheinlichkeit.

3.4 Vergleich mit histologischer Kontrolle
Ziel der Studie war es, herauszufinden, ob eine UV-Lichtquelle Vorteile bei der
Klassifikation nach Outerbridge im Vergleich zu Weil3licht erbringen kann. Dazu

wurden die neun Knorpelschadden auf histologischer Ebene ausgemessen und
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nach Outerbridge klassifiziert. Es zeigte sich, dass jeweils ein Drittel der
Knorpelschaden Grad Il sowie ein Drittel Grad IV aufwiesen. Zwei weitere

Schaden waren dritt-gradig und einer erst-gradig (Tabelle 13).

Outerbridge histologische Kontrolle | Anzahl % Gesamt

Grad | 1 11,1
Grad Il 3 33,3
Grad Il 2 22,2
Grad IV 3 33,3
Gesamt 9 100

Tabelle 13: Haufigkeiten Outerbridge histologische Kontrolle.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad II:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.
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Abbildung 38: Knorpelschaden Nr. 5 histologisch, Grad I.

A: Ubersichtsaufnahme im Querschnitt, aufgenommen in 100-facher
VergroRerung. Der Schaden wurde in der Histologie als erst-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. Unten im Bild sieht man Knochentrabekel, oben den
Knorpel. Die Zellkerne der Chrondrozyten sind aufgrund der DAPI-Farbung im
Bild weil3. B: VergroRerter Ausschnitt der Knorpeloberflache von A mit
oberflachlichen Fibrillierungen aber intakter Knorpeldicke. C: Lokalisation des
Schadens in der Schablone. D: Top-Down-Aufnahme, aufgenommen in 100-
facher Vergrof3erung.

Kanal Out Kanal Out Kanal Out
ALA/WL I W/ WL I AF/ WL I
ALA/UV [l W/ UV Il AF/ UV I
Histologie I
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Tabelle 14: Knorpelschaden Nr. 5. Ergebnisse der Outerbridge-Klassifizierung
pro Kanal.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad Il:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.
Out: Outerbridge. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: WeiG3licht. UV:
UV-Licht.

Abbildung 39: Knorpelschaden Nr. 5 arthroskopisch (histologisch Grad I).

A: Arthroskopische Aufnahme im Standard-Kanal (W/ WL), erst-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. B: Arthroskopische Aufnahme im ALA/ UV-Kanal, zweit-
gradig klassifiziert. C: Arthroskopische Aufnahme im W/ UV-Kanal, zweit-gradig
klassifiziert. D: Arthroskopische Aufnahme im AF/ UV-Kanal, erst-gradig
klassifiziert. A und D wurden richtig eingestuft, B und C falsch zu hoch. Die
Abbildung bezieht sich auf Abbildung 38, Tabelle 14.

ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.
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Abbildung 40: Knorpelschaden Nr. 1 histologisch Grad Il.

A: Ubersichtsaufnahme im Querschnitt, aufgenommen in 100-facher
VergroRerung. Der Schaden wurde in der Histologie als zweit-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. Unten im Bild sieht man Knochentrabekel, oben den
Knorpel. Die Zellkerne der Chrondrozyten sind aufgrund der DAPI-Farbung im
Bild weil3. B: VergroéRerter Ausschnitt der Knorpeloberflache von A mit abnormem
Knorpel bei einer Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke. C: Lokalisation des
Schadens in der Schablone. D: Top-Down-Aufnahme, aufgenommen in 100-
facher Vergrof3erung.

Kanal Out Kanal Out Kanal Out
ALA/WL [l W/ WL Il AF/ WL [l
ALA/UV [l W/ UV [l AF/ UV [l
Histologie [l

Tabelle 15: Knorpelschaden Nr. 1. Ergebnisse der Outerbridge-Klassifizierung
pro Kanal.
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Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad ll:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht".
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.
Out: Outerbridge. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weillicht. UV:
UV-Licht.

Abbildung 41: Knorpelschaden Nr. 1 arthroskopisch (histologisch Grad II).

A: Arthroskopische Aufnahme im Standard-Kanal (W/ WL), zweit-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. B: Arthroskopische Aufnahme im ALA/ UV-Kanal, zweit-
gradig Kklassifiziert. C: Arthroskopische Aufnahme im W/ UV-Kanal, dritt-gradig
klassifiziert. D: Arthroskopische Aufnahme im AF/ UV-Kanal, dritt-gradig
klassifiziert. A und B wurden richtig eingestuft, C und D falsch zu hoch. Die
Abbildung bezieht sich auf Abbildung 40, Tabelle 15.

ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.
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Abbildung 42: Knorpelschaden Nr. 4 histologisch Grad Ill.

A: Ubersichtsaufnahme im Querschnitt, aufgenommen in 100-facher
VergroRerung. Der Schaden wurde in der Histologie als dritt-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. Unten im Bild sieht man Knochentrabekel, oben den
Knorpel. Die Zellkerne der Chrondrozyten sind aufgrund der DAPI-Farbung im
Bild weil3. B: VergroRerter Ausschnitt der Knorpeloberflache von A mit einer
Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, die nicht bis zur kalzifizierenden Schicht
reicht. C: Lokalisation des Schadens in der Schablone. D: Top-Down-Aufnahme,
aufgenommen in 100-facher Vergréf3erung.

Kanal Out Kanal Out Kanal Out
ALA/WL Il W/ WL Il AF/ WL [l
ALA/UV Il W/ UV [l AF/ UV [l
Histologie [l
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Tabelle 16: Knorpelschaden Nr. 4. Ergebnisse der Outerbridge-Klassifizierung
pro Kanal.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad II:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.
Out: Outerbridge. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: WeiG3licht. UV:
UV-Licht.

D

Abbildung 43: Knorpelschaden Nr. 4 arthroskopisch (histologisch Grad IlI).

A: Arthroskopische Aufnahme im Standard-Kanal (W/ WL), zweit-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. B: Arthroskopische Aufnahme im ALA/ UV-Kanal, zweit-
gradig klassifiziert. C: Arthroskopische Aufnahme im W/ UV-Kanal, dritt-gradig
klassifiziert. D: Arthroskopische Aufnahme im AF/ UV-Kanal, dritt-gradig
klassifiziert. C wurde richtig eingestuft, A, B und D falsch zu niedrig. Die
Abbildung bezieht sich auf Abbildung 42, Tabelle 16.

ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.

76



Ergebnisse

Abbildung 44: Knorpelschaden Nr. 6 histologisch Grad IV.

A: Ubersichtsaufnahme im Querschnitt, aufgenommen in 100-facher
VergrofRerung. Der Schaden wurde in der Histologie als viert-gradig klassifiziert.
Unten im Bild sieht man Knochentrabekel, oben den Knorpel. Die Zellkerne der
Chrondrozyten sind aufgrund der DAPI-Farbung im Bild weil3. B: Vergrol3erter
Ausschnitt der Knorpeloberflache von A mit vollstandigem Knorpelverlust bei
freiliegendem subchondralen Knochen. C: Lokalisation des Schadens in der
Schablone. D: Top-Down-Aufnahme, aufgenommen in  100-facher
Vergrof3erung.

Kanal Out Kanal Out Kanal Out
Std/ALA/WL v Std/ W/ WL v Std/ AF/ WL AV
Std/ALA/UV v Std/ W/ UV v Std/ AF/ UV AV
Histologie \Y

Tabelle 17: Knorpelschaden Nr. 6. Ergebnisse der Outerbridge-Klassifizierung
pro Kanal.

Grad I: ,intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad Il:
,Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Il
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®.
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Out: Outerbridge. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: WeiG3licht. UV:
UV-Licht.

Abbildung 45: Knorpelschaden Nr. 6 arthroskopisch (histologisch Grad 1V).

A: Arthroskopische Aufnahme im Standard-Kanal (W/ WL), viert-gradig nach
Outerbridge klassifiziert. B: Arthroskopische Aufnahme im ALA/ UV-Kanal, viert-
gradig klassifiziert. C: Arthroskopische Aufnahme im W/ UV-Kanal, viert-gradig
klassifiziert. D: Arthroskopische Aufnahme im AF/ UV-Kanal, viert-gradig
klassifiziert. Alle Aufnahmen wurden somit korrekt eingestuft. Die Abbildung
bezieht sich auf Abbildung 44, Tabelle 17.

ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.

Die Ergebnisse der Outerbridge-Klassifikation der Arthroskopie-Kandale jedes
Knorpelschadens wurde mit dem entsprechenden histologischen Ergebnis

verglichen. In der Arthroskopie wurden oft mehr zweit-gradige Schaden
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klassifiziert als tatsachlich in der Histologie nachgewiesen. Andererseits wurden
in der Histologie mehr erst- und viert-gradige Lasionen nachgewiesen als in
einigen Kanalen in der Arthroskopie eingeordnet (Abbildung 46). In der
Arthroskopie wurden in den Weilllicht-Kanalen insgesamt 68 % der
Knorpelschaden korrekt eingeordnet, 26 % der Schaden wurden falsch zu niedrig
und 6 % falsch zu hoch eingestuft. Unter UV-Licht wurden hingegen 64 % der
Bilder richtig klassifiziert und jeweils 18 % zu hoch und zu niedrig eingeschéatzt
(Tabelle 18). Um zu Uberprufen, unter welcher Lichtquelle und in welchem Kanal
die Outerbridge-Klassifikation der Arthroskopie-Bilder starker mit derer der
Histologie-Ergebnisse Ubereinstimmt, wurden Abweichungen berechnet. Die
absolute Differenz zwischen dem Grad an Knorpelschaden in der Arthroskopie
und dem der Histologie betrug maximal eins. 66 % aller Aufnahmen wiesen keine
Abweichung zur Kontrolle auf, 34 % wichen um einen Grad nach Outerbridge ab
(Tabelle 18). Unter separater Betrachtung der Kanale wies die Beurteilung unter
den Kanalen ALA/ WL und W/ UV mit jeweils 77,8 % richtigen Zuordnungen die
wenigsten Differenzen zur histologischen Kontrolle auf. Unter dem Kanal
ALA/ UV kam es zu den haufigsten Fehleinschatzungen. 44,4 % der Schaden
unter ALA/ UV wurden nicht korrekt klassifiziert (Abbildung 47). Es gab jedoch
keinen signifikanten Unterschied der Differenzen der Outerbridge-
Klassifizierungen zwischen den Kanélen, Kruskal-Wallis-H =1,819; df =5;
p = 0,874.
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Abbildung 46: Anzahl befundeter Bilder nach Outerbridge-Klassifikation pro
Kanal und histologische Ergebnisse.

Grad I: intakte Oberflache, Fibrillationen und/oder leichte Aufweichung®. Grad Il:
.Lasionstiefe <50 % der Knorpeldicke (abnormaler Knorpel)‘. Grad Ill:
,Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke, nicht bis zur kalzifizierenden Schicht®.
Grad IV: ,vollstandiger Knorpelverlust (freiliegender subchondraler Knochen)®. X-
Achse: Darstellung nach Kanalen und Histologie. Y-Achse: Anzahl der Bilder.
ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.

Out ASK — WL Out ASK — UV

Zu Richtig | Zu Zu Richtig | Zu
niedrig hoch | niedrig hoch
Histo- | Grad | Anzahl / 3 3 / 1 5
logie Grad Il Anzahl 0 16 0 0 12 4
Grad lll | Anzahl 9 1 0 6 4 0
Grad IV | Anzahl 4 14 / 3 15 /
Gesamt Anzahl 13 34 3 9 32 9
% von Out| 26% | 68% | 6% 18% | 64% | 18%

ASK

Tabelle 18: Anzahl der nach Outerbridge-Klassifikation richtig und falsch zu
hoch/niedrig eingeordneten Arthroskopie-Aufnahmen aller Weif3- und UV-Licht-
Kanéale in Bezug auf die histologische Kontrolle

Out: Outerbridge. ASK: Arthroskopie. WL: Weil3licht. UV: UV-Licht.
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Abbildung 47: Anzahl Bilder nach Differenz zwischen Outerbridge-Score in der
ASK und Outerbridge-Score in der Histologie pro Kanal.

Die maximale Differenz betrug eins. X-Achse: Darstellung nach Kanalen. Y-
Achse: Anzahl der Bilder. ALA: ALA-Filter. W: W-Filter. AF: AF-Filter. WL:
Weildlicht. UV: UV-Licht.
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4 Diskussion

4.1 Hintergrund

Die diagnostische Arthroskopie stellt derzeit den Goldstandard zur Beurteilung
und Klassifikation von Gelenkknorpelschaden dar. Dabei erfolgt sowohl eine
optische als auch eine taktile Beurteilung mittels Tasthaken unter dem
standardmallig in der Arthroskopie verwendeten Weildlicht. Derzeit sind,
abgesehen von der Beurteilung durch den Arthroskopeur mittels Sondierung mit
dem Tasthaken, noch keine weiteren Klinischen arthroskopischen Instrumente
zur Knorpelbeurteilung in der routinemafigen Anwendung in Verwendung. Die
prazise Klassifizierung von Knorpelschaden ist von immenser Bedeutung, da die
Art der Therapie vom Grad des Schadens abhangt. Besonders die
Differenzierung zwischen Schaden Grad Il und Grad Il ist fur die weiteren
therapeutischen MalRnahmen entscheidend, da ab dritt-gradigen Schaden priméar
operativ therapiert wird, wahrend zweit-gradige konservativ behandelt werden.
Daher besteht weiterhin ein Bedarf zur Verbesserung der Diagnostik.
Diagnostische Methoden zur Beurteilung von Knorpelschaden sollen einerseits
eine moglichst geringe Invasivitat aufweisen, andererseits einfach zu handhaben
und im Kklinischen Alltag mdoglichst zeitsparend anwendbar sein. In der
Arthroskopie wurden in der Vergangenheit verschiedene Ansatze entwickelt.
Zum Beispiel wurden Ultraschall und optical coherence tomography (OCT)
Bildgebung zur Beurteilung von Knorpelschaden angewandt. Diese Methoden
haben sich jedoch bisher nicht durchgesetzt [51, 97]. Es wurden bereits einige
Untersuchungen mittels Nahinfrarot-Spektroskopie gemacht. Dabei wurde
gemessen, wie sich die Absorption des Anregungslichtes bei defektem Knorpel
im Vergleich zum Gesunden verhielt. Spahn et al. stellten fest, dass die Hohe der
Absorption des Spektrallichtes und die Schwere des Knorpelschadens
miteinander korrelieren [88]. Jedoch konnte die Methode sich noch nicht in der
klinischen Anwendung durchsetzen [77]. In dieser Arbeit hat man sich die
autofluoreszenten Eigenschaften des Kollagen Il des hyalinen Gelenkknorpels zu
Nutze gemacht. Unter ultraviolettem Licht fluoresziert intakter Gelenkknorpel in
blaulicher Farbe. Aufgrund der Annahme, dass geschadigter Knorpel weniger
Licht emittiert [50], sollten sich Knorpelschaden unter UV-Licht gut sichtbar vom
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gesunden Gewebe abheben. In der Arbeit wurde die Arthroskopie unter
Verwendung von Standard-WeiRRlicht und UV-Licht an Kadaverknien
durchgefuhrt. Die Arthroskopie unter Verwendung von Autofluoreszenz sollte mit
der Standard-Arthroskopie im Hinblick auf die Genauigkeit der Klassifikation von
Knorpelschaden nach Outerbridge verglichen und der diagnostische Mehrwert

von UV-Licht in der Arthroskopie evaluiert werden.

4.2 Methodenkritik

4.2.1 Arthroskopie

In der Studie wurden Knorpelschaden ex vivo arthroskopisch mittels
Autofluoreszenz unter ultraviolettem Licht beurteilt und klassifiziert. Als
Anregungslicht diente ein Spektrum von 380 — 430 nm, sowie eine blauliche
Hintergrundbeleuchtung von 430 — 470 nm. Die Arthroskopie unter UV-Licht
konnte aufgrund der Autofluoreszenz des  Gelenkknorpels ohne
Fluoreszenzfarbstoff erfolgen. Dadurch ist das Verfahren unkompliziert und
zeitsparend. In der onkologischen Fluoreszenzdiagnostik hingegen betragt der
zusatzliche Zeitaufwand bei der Anwendung der Fluoreszenz-Arthroskopie zwei
Stunden, da extra ein Fluorophor, wie beispielsweise 5°-ALA, zugefuhrt werden
muss [1]. Die hier prasentierte Methode liel3e sich ohne zeitlichen Mehraufwand,
Anderung des operativen Ablaufs oder zusatzliche Instrumente in die klinische
Arthroskopie einbauen. Bei der Darstellung und Beurteilung von Knorpelschaden
unter UV-Licht muss lediglich ein Schalter betéatigt werden, um vom Standard-
WeiRlicht zum ultravioletten Anregungslicht zu wechseln. Uber die Kamera wird
das Bild genau wie bei der Standardarthroskopie betrachtet, ohne, dass ein
direkter Kontakt zum Knorpel oder weitere Messungen erforderlich sind. Sarin et
al. beurteilten Gelenkknorpelschaden in der Arthroskopie in vivo mittels
Nahinfrarotspektroskopie. Dabei trat jedoch die Problematik ein, in der
Arthroskopie adaquaten Kontakt der Spektralsonde zum Knorpel herzustellen
[69, 77]. Bei der UV-Arthroskopie hingegen ist kein direkter Kontakt zum Gewebe
erforderlich, was das Risiko potenzieller Schaden minimiert. Jedoch héangt die auf
den Knorpel einfallende Lichtmenge nach dem Abstands-Quadratgesetz vom

Abstand zum Knorpel ab. Demnach darf der Abstand nicht zu grof sein. Falls in
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Zukunft weitere Untersuchungen stattfinden, kbnnte man analysieren, welcher

Abstand idealerweise bendtigt wird.

4.2.2 Histologische Versuche

Als Referenz wurden die Knorpelschaden nach der Arthroskopie auf
histologischer Ebene ebenfalls nach Outerbridge klassifiziert. Dafur wurden
histologische Querschnitte sowie Top-Down-Praparate angefertigt. Die
Praparate wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt und anschlieRend
am Fluoreszenzmikroskop abgebildet und beurteilt. Anhand der am Mikroskop
aufgenommenen Bilder der Praparate wurden die Knorpeldefekte vermessen
und klassifiziert. Die volle Breite der Knorpelschaden liel3 sich methodenbedingt
nicht berechnen. Die Breite kann lediglich in der Top-Down-Aufnahme und nicht
im Querschnitt dargestellt werden. Die Praparate wurden jedoch so geschnitten,
dass der Rand des Top-Down-Praparates genau durch die Mitte des
Knorpelschadens geht, und die andere Halfte der Anfertigung von Querschnitten
diente. Dadurch ist jeweils nur die Halfte des Knorpelschadens in der Top-Down-
Aufnahme abgebildet und die GroRe kann in der vollen Ausdehnung nicht
bestimmt werden. Um das volle Ausmald des Schadens abzubilden, mussten
beispielsweise zunachst Top-Down-Praparate des kompletten Knorpelschadens
angefertigt und mikroskopiert werden. Im Anschluss kénnte das Praparat zu
Querschnitten verarbeitet werden, in denen dann die Tiefe des Schadens Uber
die gesamte Flache bestimmt wird. Alternativ kdnnte eine 3D-Bildgebung
beispielsweise mittels uCT durchgefihrt werden.

Um korrekte Kontrollergebnisse zu erhalten, muss man stets den tiefsten Punkt
des Schadens im Querschnitt abbilden. Es hat sich als technisch sehr
anspruchsvoll herausgestellt, die tiefste Fissur oder Stelle des Schadens zu
treffen, da die Schnitte ohne Vergré3erung durchgefiihrt wurden. Um die
Genauigkeit der Referenzergebnisse sicher zu stellen, konnte zum Beispiel das
Schneiden des Knorpels (2.2.3) bei starker VergroRerung unter dem Mikroskop
statt mit blofiem Auge bei zukinftigen Versuchen eine hohere Belastbarkeit der
Ergebnisse bieten. Eine weitere Mdglichkeit zur Analyse der Defekttiefe ware die
Anwendung eines Flachbrettscanners mit anschliel3ender digitaler Bildanalyse.
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Johansson et al. wandten die Methode zur Berechnung von Referenzwerten in
einer Studie zur ,Darstellung und Quantifizierung von Knorpelldsionen in
menschlichen Kniegelenken® an [35]. Da die Messmethode
untersucherunabhangig ware, handelt es sich um eine gute Alternative zur

verwendeten Methode.

4.3 Ergebnisse
4.3.1 Befundungsqualitat

Die Observer konnten die Arthroskopiebilder von ,adaquat befundbar® Gber
,2ausreichend befundbar® bis ,unzureichend befundbar® einstufen. Bei der
Befundungsqualitat wurden die Ergebnisse von allen Observern aus drei
Auswertungsrunden ausgewertet.

Die Observer stuften die Bilder unter UV-Licht mit 14,5 % der UV-Bilder deutlich
seltener als ,adaquat zu befunden® ein im Vergleich zum Weilllicht mit 73,3 %
der WL-Bilder. Es stellt sich die Frage, woran die schlechte Befundungsqualitat
der UV-Bilder liegt. Es ist mdglich, dass aufgrund der Autofluoreszenz des
Knorpels Knorpelschaden schlechter im Bild dargestellt werden. Ein anderer
Grund ware eine Uber den Schaden hinaus gehende, die gesamte Arthroskopie-
Aufnahme betreffende, ganzlich schlechtere Bildqualitat. Bei der Betrachtung der
UV-Bilder im Vergleich zu den Weil3licht-Bildern fallt auf, dass die Bilder generell
viel dunkler und vor allem sehr unscharf sind (Abbildung 43). Dies trifft nicht nur
auf die Region des Knorpelschadens zu, sondern auf das gesamte Bild. Folglich
kann man vermuten, dass die schlechte Aufnahme- und Bildqualitat urséachlich
fur die schlechte Befundungsqualitat unter UV-Licht sind. Grund daftr dirften die
Einstellungen von Lichtquelle und Filter bei der Arthroskopie sein. Da es sich bei
den Untersuchungen um Vorversuche fur eine mogliche klinische Studie
handelte, wurden bereits vorhandene Filter und Lichtquellen von Storz
verwendet. Das in der Arbeit verwendete UV-Licht umfasste das Spektrum von
380 — 430 nm, wahrend das Anregungsmaximum fur Kollagen Il bei 335 nm liegt.
AulRRerdem liel3 der AF-Filter nur Wellenlangen zwischen 470 und 1000 nm und
der ALA-Filter 450 — 1000 nm durch, obwohl das Emissionsmaximum bei

390 - 430 nm und somit aul3erhalb des Bereichs liegt. Bei der Arthroskopie unter
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UV-Licht waren die Einstellungen der Filter sowie das Anregungslicht also nicht
geeignet, um Gelenkknorpel darzustellen. Die bei der Arbeit verwendeten Filter
und das Anregungslicht wurden urspringlich fir andere medizinische Bereiche
wie die Tumorfrihdiagnostik (1.4.3.) konzipiert aber nicht fur die Beurteilung von
Gelenkknorpel.

Aus den Analysen ging hervor, dass der Standard-Kanal (Std/ W/ WL) von allen
Kanalen am besten zu befunden war. Die gute Auswertungsqualitat unter dem
Standard-Kanal im Weil3licht spricht fur dessen Verwendung als Standard zur
Beurteilung von Gelenkknorpelschaden. Auf der anderen Seite wurde die gleiche
Filter-Licht-Kombination unter UV-Licht am haufigsten als unzureichend
befundbar eingestuft, obgleich der W-Filter unter UV-Licht noch am ehesten das
emittierende Licht durchlassen musste, da er bei seinem umfassenden Spektrum
von 400 — 750 nm einen Teil des Emissionsmaximums des Kollagen Il umfasst.
Die schlechte Befundungsqualitat im W-Filter unter UV-Licht sollte also nicht
aul3schlie3lich am Spektrum des Filters liegen. Wahrend der Versuche hat man
schnell festgestellt, dass unter UV-Licht die Helligkeit des Lichts stark reduziert
werden muss, da ansonsten das Bild Uberblendet. Beim W-Filter war die
Uberblendung unter UV-Licht so stark, dass die Lichtquelle (PDD) lediglich auf
5 % gestellt wurde. Bei so einer geringen Beleuchtung sollte mit Einbu3en bei
der Bildqualitat und Befundung gerechnet werden. Je weniger Licht bei der
Aufnahme auf den Knorpel fallt, desto schwerer ist es, Bildrauschen zu
unterdriicken und ein scharfes Bild zu generieren. Bei starker Dunkelheit kommt
es aulerdem oft zu einem verwackelten Bild bei langer Belichtungszeit. Unter
UV-Licht kommt obendrein eine geringere Spannbreite an Wellenlangen bei der
Kamera an als unter Weildlicht. Wie bereits erwahnt, wurde das
Emissionsmaximum bei zwei von drei Filtern bereits komplett und beim W-Filter
zum Teil herausgefiltert. Dadurch kommt nur noch sehr wenig Licht bei der
Kamera an und das Bild wird dunkel. Unter Weil3licht hingegen kann das gesamte
Spektrum sichtbaren Lichts auf der Kamera abgebildet werden. Die Aufnahme
von scharfen, gut auswertbaren Bildern erweist sich demzufolge unter UV-Licht

deutlich schwieriger als unter Weif3licht.
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Da die Methode der Arthroskopie von Knorpelschaden unter Autofluoreszenz das
erste Mal getestet wurde, sind noch keine vergleichbaren Arbeiten vorhanden.
Nguyen et al. wandten jedoch Autofluoreszenz in der ASK bei
Kreuzbandplastiken an Leichenknien an [60]. Ziel der Studie war die
Verbesserung der Visualisierung von Gelenkstrukturen wahrend der ASK anhand
von Autofluoreszenz-Bildgebung. Im Gegensatz zu dieser Arbeit wurde nicht nur
UV-Licht verwendet, sondern ein blauer, roter und grtiner Farbkanal. Der rote
und grine Kanal wurde anschlieRend anhand spektraler Auftrennung (,spectral
unmixing“) verarbeitet. In der Autofluoreszenz-Arthroskopie war die Bildqualitat
ahnlich zu dieser Arbeit. Nguyen et al. beméngelten vor allem den Kontrast. Erst
durch die spektrale Aufarbeitung und Trennung der Kanale wurde ein guter
Kontrast von Knorpel, Knochen und Bandstrukturen erreicht [60]. Folglich
entwickelten Nguyen et al. keinen Ansatz zur verbesserten intraoperativen
direkten Visualisierung unter UV-Licht, jedoch scheint die nachtragliche
Aufarbeitung intraoperativ aufgenommener Bilder ein Ansatz zu sein, um den
Kontrast zu verbessern [60].

In  der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde wurden einige Verfahren unter
Autofluoreszenz mit dem Storz-PDD-System unter Verwendung des ALA-Filters
zur Identifikation von kanzerdsem Gewebe durchgefiuihrt. Dabei war die
Untersuchung der Befundungsqualitat zwar nicht Teil der Studie, jedoch wurde
die Bildqualitat unter UV-Licht beméngelt [1, 5]. Der ALA-Filter wurde unter UV-
Licht beztglich der Befundungsqualitat im Gegensatz zu beiden anderen Filtern
noch am haufigsten als adaquat oder ausreichend befundbar eingeteilt. Unter
UV-Licht ist das Bild beim ALA-Filter aufgrund des gr6f3ten durchgelassenen
Spektrums das hellste im Vergleich zu den anderen Filtern. Das kodnnte
ursachlich fur die bessere Befundungsqualitat des Filters sein. Au3erdem wiesen
Knorpelschaden bei dem Filter mit ihrer blau-lila Farbe einen guten Kontrast zum
umliegenden blaulich-grinem Knorpelgewebe auf. Es ist denkbar, dass durch
Weiterentwicklung der Storz-PDD-Systems mit Optimierung des Spektrums der
Lichtquelle und der Filter auch die Bildqualitat und die Befundungsqualitat

verbessert werden kdnnen.
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Die statistische Auswertung der Arbeit wurde trotz schlechter Befundungsqualitat
unter UV-Licht weitergefihrt. Grund dafir ist der explorative Charakter der
Studie. Dennoch wurden Einschrankungen vorgenommen, wie der Ausschluss

der Bilder mit kiinstlichem griinem Filter und der Bilder des Chroma-Programms.

4.3.2 Auswertung der Defekterkennung

Fur die Analyse der Ergebnisse von Outerbridge, Fissuren und Grofl3e wurde die
dritte Auswertungsrunde des zweiten Observers aus der Arthroskopie
herangezogen. Die Bilder wurden von Grad | bis Grad IV nach Outerbridge
eingeteilt. Aus den Analysen geht hervor, dass dritt- und viert-gradige Schaden
haufiger unter UV-Licht und erst- und zweitgradige Lasionen haufiger unter
Weildlicht befundet wurden. Die Vermutung liegt nahe, dass unter
Autofluoreszenz der Kontrast zwischen gesundem Knorpel und Schaden in der
Arthroskopie starker dargestellt wird und dadurch einige Schaden gravierender
wirken kdnnen. Da jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der Bewertung
unter Weil3- und UV-Licht berechnet wurde, handelt es sich nur um eine
deskriptive Beobachtung.

Laut Meinung der Studienarzte in der Arthroskopie konnten unter UV-Licht im
Vergleich zum Standard teils gute Unterschiede beziglich der Grol3e von
Knorpelschaden oder der Darstellung von Fissuren erkannt werden. Unter dem
W-Filter schienen sich unter UV-Licht gut Fissuren und Risse darzustellen,
wahrend sich unter dem ALA-Filter flachige Schaden unter UV-Licht
kontrastreicher darstellen wirden. Die Daten der Studie bestétigten die
Beobachtung jedoch nicht. Es stellte sich vielmehr heraus, dass unter allen UV-
Kanalen entweder keine Fissuren oder nur Hauptfissuren erkennbar waren.
Seitenéste oder Nebendaste waren nur im Weil3licht ersichtlich. Weiterhin ergaben
die Daten zwar, dass unter den meisten Kanalen der Median der Gro3e unter
UV-Licht héher war als unter Weil3licht, aber ohne signifikanten Unterschied ist
dies auch nur eine deskriptive Beobachtung.

Insgesamt traten bei der Auswertung weder bei der Outerbridge-Klassifikation

noch bei der Darstellung von Fissuren oder bei der Defektgrof3e signifikante
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Unterschiede zwischen den Kanédlen auf. Demnach bestand auch kein

Unterschied zwischen der Befundung unter Weifl3- und UV-Licht.

4.3.3 Reliabilitat

Die Aufnahmen der arthroskopischen Schaden wurden von drei Observern in drei
Auswertungsrunden im Standard-Arthroskopie-Kanal (Std/ W/ WL) bezuglich
Defekttiefe nach Outerbridge, Darstellung von Fissuren sowie Grof3e bewertet.
Als Observer fungierten ein Assistenzarzt der Orthopadie im ersten
Weiterbildungsjahr, ein Assistenzarzt im vierten Weiterbildungsjahr, sowie ein
Oberarzt der Orthopadie und Unfallchirurgie. Zwischen der zweiten und dritten
Auswertungsrunde erfolgte ein  Training, um einen einheitlichen
Bewertungsmalistab zu etablieren.

Die Interobserverreliabilitat zwischen drei Observern in der zweiten
Auswertungsrunde war bezuglich der Outerbridge-Klassifikation mafig bis
substanziell (0,237 <k =0,695) und bezuglich der Fissuren maRig bis
substanziell (0,224 <k =2 0,684). Fir die Interratervariabilitdt kbnnte ursachlich
sein, dass die Observer kein gleich groRes Mal3 an Erfahrung hatten. Es ware
denkbar, dass bei gleicher Berufs- und Arthroskopie-Erfahrung oder auch in der
dritten Auswertungsrunde nach dem Training die Daten besser lbereinstimmen
wuirden. Ebenfalls ware moglicherweise die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
bei einem hdheren Grad an Erfahrung gro3er. Dann misste man jedoch davon
ausgehen, dass stets die Daten der Rater mit der meisten Erfahrung am meisten
Ubereinstimmen. Dem widerspricht jedoch, dass in der zweiten Runde der
Auswertung der Fissuren die Daten von Rater zwei und drei trotz geringerer
Erfahrung im Vergleich zu Rater eins am meisten Ubereinstimmten.

In einer Untersuchung von Spahn et al. zur Interraterreliabilitét der ICRS-
Klassifikation in der Arthroskopie setzte man vier Observer mit hohem
Erfahrungsgrad (mehr als 5000 Kniearthroskopien) ein [86]. Beim Vergleich der
Reliabilitaten zeigte sich jedoch, dass die Werte bei Spahn et al. eine noch
geringere Ubereinstimmung als in dieser Arbeit aufweisen (0,127 <k < 0,222)
[86]. Man kann einerseits folgern, dass ein hohes Mal3 an Erfahrung tatséachlich

nicht zu mehr Ubereinstimmung fiihrt. Anderseits kann man zu dem Schluss
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kommen, dass die Klassifikation nach Outerbridge in der Arthroskopie stets eine
gewisse Interobserver-Variabilitat aufweist, da die Einteilung wie auch in dieser
Arbeit aufgrund subjektiver Beobachtung erfolgt. Laut Spahn et al. sei die hohe
Variablitdt methodenbedingt, da es sich bei der Graduierung von Knorpellasionen
nach Scores um eine rein subjektive Methode handle [86, 87]. Die These lasst
sich dadurch stitzen, dass die Daten der Rater dieser Studie bei der Gré3e der
Knorpeldefekte deutlich mehr Gbereinstimmten als bei Outerbridge und Fissuren
(0,731 = 1CC £0,823). Die GrofRe wurde in Pixeln am Computer ausgemessen
und ist demnach keine subjektive Messmethode. Eine hohere Ubereinstimmung
konnte man bei zukinftigen Studien trotzdem durch Erhéhung der Fallzahl
bewirken. Bei der angefiihrten Studie von Spahn et al. wurde mit 15 Patienten
ebenfalls eine geringe Probandenzahl in die Studie eingeschlossen [86].
Genauere Ergebnisse waren bei groRerer Fallzahl mdglich.

Zur Bestimmung der Intraobserverreliabilitat wurden die Daten jedes Observers
jeweils fur die erste und zweite Auswertungsrunde verglichen. Die
Ubereinstimmung der Daten nach Outerbridge war moderat bis substanziell
(0,55 =k =0,66). Die Daten der Beurteilung von Knorpelfissuren in Runde eins
und zwei glichen sich gering bis fast perfekt (0,1 < k < 0,833), wobei der Rater
mit der meisten Erfahrung die geringste und der mit der wenigsten Erfahrung die
groRte Ubereinstimmung aufwies. Dies stiitzt obige These, dass ein hohes Mal
an Erfahrung nicht unbedingt mit geringerer Variabilitat der Befundung
einhergeht. Aul3erdem zeigen die Beobachtungen, dass die Klassifikation nach
Outerbridge hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit eingeschrénkt ist, da selbst
dieselbe Person zu verschiedenen Zeitpunkten in ihrer Einteilung variiert. Vor
diesem Hintergrund muss die Klassifikation nach Outerbridge und vor allem die
Klassifikation nach ICRS angezweifelt werden, da die ICRS-Klassifikation noch
mehr Kategorien zum Einordnen schafft. Hier ein erneuter Verweis zur obigen
Studie zur Reliabilitat der ICRS-Klassifikation in der Arthroskopie, bei der die
Ubereinstimmung noch geringer als in dieser Arbeit war, in der wiederum
Outerbridge verwendet wurde [86, 87].

Gleiches qilt fur die Interraterreliabilitéat. Die hohe Intra- und Interratervariabilitat

bei der Bewertung von Knorpelschaden konnte bereits bei vielen
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Untersuchungen bestétigt werden [30, 86, 87]. Bei der arthroskopischen
Klassifikation nach Outerbridge sowie nach ICRS handelt es sich immer um eine
rein deskriptive, subjektive Methode, die vom Beurteiler abh&ngig ist. Demnach
war in der Arbeit mit untersucherabhéngigen Differenzen der Werte zu rechnen.
Um objektive Daten zu garantieren, mussten reproduzierbare Messungen
erfolgen, welche nicht untersucherabhangig sind, wie zum Beispiel bei der
Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) [87]. Einige Untersuchungen haben signifikante
Korrelationen zwischen Untersuchern von Knorpelsché&den bei der NIRS im

Gegensatz zur subjektiven Klassifikation anhand von Scores festgestellt [30, 86].

4.3.4 Vergleich mit histologischer Kontrolle

Beim Vergleich der klassifizierten Arthroskopie-Aufnahmen mit den
histologischen Referenzwerten zeigten sich interessante Abweichungen.
Histologische Knorpelschaden zweiten Grades waren in der Autofluoreszenz-
Arthroskopie oft hoher eingestuft, wahrend dritt-gradige Schéden oft zu niedrig
eingestuft wurden. Unter UV-Licht wurden 33,3 % der zweit-gradigen und 60 %
der dritt-gradigen Schéaden falsch eingestuft. In der Standard-Arthroskopie
wurden zwar alle zweit-gradigen Schaden korrekt beurteilt, dafir aber 90 % der
Schéden dritten Grades zu niedrig eingestuft (Tabelle 18). Hier wird noch einmal
betont, wie wichtig die prazise Einteilung der Schaden ist, da insgesamt 36,5 %
der Falle, die einen Grad Il oder Ill Schaden hatten, falsch therapiert worden
waren. Ziel der Arbeit war die Verbesserung der visuellen Beurteilung der
Schaden. Auf die taktile Beurteilung mittels Tasthaken wurde verzichtet, daher
erfolgte die Beurteilung der Knorpelschaden rein optisch.

Bei einer Arbeit zur Genauigkeit der diagnostischen Arthroskopie bei Pferden
beobachtete man hingegen, dass unter Standard-Weildlicht gering-gradige
Schaden durch fehlende Visualisierung eher unterschétzt und schwere Schaden
oft Uberschétzt wurden [11]. Dies widerspricht den Beobachtungen der Arbeit.
Jedoch lasst sich vermuten, dass ein hoher Kontrast in der UV-Arthroskopie
zwischen intaktem und defektem Knorpelgewebe dazu fihren kann, dass frihe
Knorpelschaden starker visualisiert werden koénnen und dadurch teils im

Schweregrad uberschatzt werden. Als Beispiel dient Knorpelschaden Nr. funf
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(Abbildung 39, Tabelle 14), der in zwei von drei Fluoreszenzkanélen Gberschatzt
wurde und Grad Il statt Grad | zugeordnet wurde. Andererseits ist denkbar, dass
hohergradige Schaden aufgrund von schlechter Bildqualitat und fehlender
Tiefenscharfe im UV-Bild als weniger gravierend wahrgenommen werden
kénnen, wie bei Schaden Nr. vier, der in zwei von drei UV-Kanélen zu niedrig
klassifiziert wurde (Abbildung 43, Tabelle 16).

Der ALA-Filter wurde beziglich der Befundungsqualitat im Gegensatz zu beiden
anderen Filtern unter UV-Licht am haufigsten als ,adaquat befundbar eingestuft.
Trotzdem gab es unter dem ALA/ UV-Kanal die meisten Differenzen zwischen
dem in der ASK befundeten Outerbridge-Score und dem histologischen
Kontrollergebnis. Trotz schlechter Befundungsqualitat des W-Filters unter UV-
Licht traten unter W/ UV die wenigsten Differenzen der Klassifikation von
Knorpelschaden zwischen ASK und Histologie auf. Folglich hangt die
Befundungsqualitat nicht zwingend mit der Genauigkeit bei der Klassifikation von
Gelenkknorpelschdden zusammen.

Insgesamt traten bei der Auswertung der Differenzen der Outerbridge-
Klassifikation zum histologischen Referenzwert keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Kanalen auf (p =0,874). Folglich bestand kein Unterschied
zwischen der Befundung unter Weil3- und UV-Licht. Beide Arthroskopie-
Methoden weisen aul3erdem eine recht hohe Fehlerquote von einem Dirittel auf.
Die hohe Fehlerquote kénnte unter UV-Licht anteilig der schlechten Bildqualitat
geschuldet sein. Man kann schlussfolgern, dass selbst der derzeitige
Goldstandard zur Klassifikation von Knorpelschaden, die diagnostische
Arthroskopie, aufgrund der Subjektivitdt der Methodik eine hohe Fehlerquote
aufweist und neue Methoden notwendig sind [87]. Eine Uberlegung ware, ob statt
der ASK die MRT als objektive Messmethode nicht genauer bei der Diagnostik
von Gelenkknorpelschaden ist. Bei Untersuchungen von Koch et al. an der 1,5
Tesla MRT hat sich eine hohe Sensitivitdt aber niedrige Spezifitat ergeben [43].
Vor allem die Genauigkeit beim Nachweis niedrig-gradiger Lasionen scheint
reduziert. VanBeek et al. fanden in einer Studie zu glenohumeralen
Knorpelldsionen heraus, dass Knorpeldefekte ersten und zweiten Grades nach

ICRS in bis zu 85 % der Falle in der nichtkontrastierten MRT nicht gesehen

92



Diskussion

wurden [96]. Laut Vogt et al. ist in der MRT die Differenzierung zwischen Grad 0,
Grad | und Grad Il nicht sicher. Zwar sei die Unterscheidung von zweit- und dritt-
gradigen Schaden in der MRT oft moglich, jedoch wirde die Grof3e des
Schadens oft unterschéatzt werden [98]. Besser scheinen sich T1-gewichtete
fettsupprimierende  3D-fast-low-Angle-Shot (FLASH)-MRT-Sequenzen zur
Erkennung von Knorpelschaden zu eignen. Recht et al. befundeten unter der
Sequenz Lé&sionen des Patellofemoralgelenks. Fir den Nachweis von
Knorpelschaden lag die Sensitivitat bei 81 % und die Spezifitat bei 97 %. Jedoch
wurden im Vergleich mit den ASK-Ergebnissen 23 % der Bilder unterschiedlich
klassifiziert [73]. Da keine histologischen Referenzwerte erhoben wurden, ist
keine Aussage zur Genauigkeit bei der Klassifikation mdglich [73].
Zusammenfassend sind die Methoden sowohl in der radiologischen Diagnostik
als auch in der ASK verbesserungswirdig, um eine hohe Genauigkeit bei der

Klassifikation von Gelenkknorpelschaden zu erreichen.

4.4 Limitationen

In der Studie wurden nur sieben Knie arthroskopiert und davon neun
Knorpelschaden weiter untersucht. Um die Reproduzierbarkeit der Studie zu
erhohen, sollte man die Probenanzahl erh6hen. Hinzu kommt, dass es sich bei
der begrenzten Anzahl an Knien, die zur Verfligung standen, vor allem um altere
Knie handelte. Der Altersdurchschnitt der Kérperspender betrug 76 Jahre. Bei
Gelenkknorpel dieses Alters muss man mit altersbedingten arthrotischen
Abnutzungserscheinungen rechnen. Die Zielgruppe der verbesserten Diagnostik
von Knorpelschaden sind jedoch Menschen mittleren Alters mit isolierten
Knorpelschdaden ohne fortgeschrittene degenerative Veranderungen. Die
Verwendung von Kadaverknien geht jedoch mit alteren Koérperspendern und
altersentsprechenden Merkmalen einher. Bei zukinftigen Untersuchungen
kbnnte beispielsweise erst in der Arthroskopie entschieden werden, ob das
Kadaverknie einen Knorpelschaden aufweist, den es weiter zu untersuchen gilt.
Da Korperspenderknie jedoch ein rares und zu wirdigendes Gut sind, scheint
dies kein praktikabler Ansatz zu sein. Es hat sich gezeigt, dass die verwendeten

Filter aufgrund ihres durchgelassenen Spektrums nicht zur Autofluoreszenz-
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Arthroskopie geeignet sind. Aul3erdem umfasste das Anregungslicht nicht das
optimal fur Kollagen bendtigte Spektrum. Daher wére, nach Optimierung der
Lichtquelle und der Filter, ein weiterer moglicher Ansatz die Durchfihrung bei
Patienten in vivo, die praoperativ bereits den hochgradigen Verdacht auf die

relevanten Schaden aufweisen.

4.5 Schlussfolgerungen

Sollte man die Autofluoreszenz-Arthroskopie trotz schlechter Ergebnisse
weiterhin untersuchen wollen, waren weitere Tests mit an das bendétigte
Spektrum angepassten Filtern und Lichtquellen nétig. Die in der Arbeit
analysierte Inter- und Intraraterreliabilitdt waren sehr variabel von gering bis fast
perfekt Ubereinstimmend. Die Variabilitat in der Auswertung ist hoch, da die
arthroskopische Beurteilung und Klassifikation von Knorpelschaden nach
Outerbridge ein deskriptives, subjektives Verfahren ist und stets vom
Untersucher abhangt.

Die Befundungsqualitat der ausgewerteten Bilder war unter UV-Licht signifikant
schlechter. Die Bilder waren in grof3en Teilen sehr dunkel und unscharf. Falls
erneut Versuche durchgefuhrt werden, sollten die technischen Bedingungen
insoweit weiterentwickelt sein, dass eine adaquate Befundung auch unter UV-
Licht mdglich ist. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Autofluoreszenz-
Arthroskopie unter Verwendung der hier beschriebenen Filter derzeit keine

genauere Klassifikation von Knorpelsch&den ermoglicht.
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5 Zusammenfassung

Je praziser Gelenkknorpelschaden klassifiziert werden, desto zielgerichteter und
erfolgreicher kann therapiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob die Beurteilung von Knorpelschaden unter Autofluoreszenz in der
Arthroskopie zu einer genaueren Einteilung fiuhrt als in der Standard-
Arthroskopie. Es wurden neun Knorpelschaden aus Kadaverknien in der
Arthroskopie unter Standard-Wei3licht, sowie unter UV-Licht mit drei
verschiedenen Filtern begutachtet und bildlich dokumentiert. Die Aufnahmen
wurden von drei Observern in drei Auswertungsrunden hinsichtlich der
Befundungsqualitat, der Klassifikation nach Outerbridge, der Grof3e des
Schadens und der Darstellung von Fissuren bewertet. Die Inter- und
Intraraterreliabilitat wurden bestimmt. Es stellte sich heraus, dass
Knorpelschaden unter Weildlicht-Kanalen haufiger adaquat zu befunden waren
als unter UV-Licht-Kanalen. Aufgrund von unscharfen und dunklen Aufnahmen
unter UV-Licht war die Befundung und Beurteilung unter UV-Licht erschwert,
dennoch war ein farblicher Kontrast zwischen intaktem und defektem
Knorpelgewebe zu erkennen. Die in der Arbeit analysierte Inter- und
Intraraterreliabilitat waren sehr variabel von gering bis fast perfekt
Ubereinstimmend. Um die Genauigkeit der Befundung beider Lichtquellen zu
kontrollieren, wurden die Knorpelschdden auf histologischer Ebene nach
Outerbridge klassifiziert. Beim Vergleich mit den histologischen Referenzwerten
stellte sich keiner der Arthroskopie-Kanale als signifikant praziser heraus
(p = 0,874). Bessere Techniken zur Beurteilung von Gelenkknorpelschaden im

Knie sind weiterhin erforderlich.
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Tlbingen, den 01.03.2022

Vivien Scheibe
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