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1 Einleitung

1.1 Funktionelle Anpassung

Eine der grundlegenden Fragen auf dem Gebiet der muskuloskelettalen Forschung
ist, inwieweit die Morphologie und die Struktur der Binde- und Stutzgewebe genetisch
determiniert sind oder Ausdruck eines postnatalen Anpassungsprozesses an
mechanische Stimuli darstellen. Das Problem der Beziehung von Form und Funktion
dieser Gewebe wird bereits im 19. Jahrhundert von Lamarck (1809) und Darwin
(1872) erortert. Es etabliert sich die Idee der ,funktionellen Anpassung“ des
Knochens, als wesentlichen Vertreter der Binde- und Stitzgewebe, an den
"physiologischen Gebrauch" (Meyer 1867, Roux 1881, Wolff 1884, Pauwels 1980,
Huiskes 2000). Seitdem sind verschiedene morphologische Parameter zur
Differenzierung der jeweiligen Anpassung herangezogen worden. Als gesichert gilt,
dass sowohl die histomorphologische Gewebestruktur als auch die molekulare
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix, in direkter Beziehung zur Iokalen
mechanischen Beanspruchung stehen (Benjamin et al. 1986, 1990, Milz et al. 2001).
Immunhistochemische Nachweismethoden erlauben heute die Zuordnung von
Geweben und den Nachweis von Veranderungen auf molekularer Ebene innerhalb
der verschiedenen Gewebetypen. Beim Menschen erfolgte bisher die Abgrenzung von
Faserknorpel im Bereich von Sehnenansatzzonen nur am adulten Material.
Dementsprechend bezieht sich hier die Interpretation der Reaktion des Gewebes auf
mechanische Stimuli auch nur auf erwachsenes Gewebe. Demgegenulber ist der
Nachweis der Enthesisregionen an der Patella an Ratten und Kaninchen in samtlichen
Entwicklungsstadien bereits erfolgt (Bland & Ashhurst 1996, Ralphs et al. 1991),
wahrend beim Menschen der Nachweis solcher Ansatzzonen bei frahkindlichem
Gewebe noch aussteht. Somit ist auch die Frage der Balance zwischen rein
genetischer Determinierung und dem Wirken des Prinzips der ,funktionellen
Anpassung“ noch nicht geklart. Die Patella bildet mit ihren beiden verschiedenen
Sehnen-/Bandanheftungen ideale Voraussetzungen zur Untersuchung der

Verankerung von Sehnen / Bandern an unverkalktem Knorpelgewebe (Abb. 1).



Abbildung 1

Schematische Darstellung des menschlichen Kniegelenks
P=Patella, F=Femur, T=Tibia, QS=Quadricepssehne, PS=Patellarsehne.

1.2 Entwicklung und Funktion der Sehnenansatzzonen

Die Sehnenansatzzonen bilden das verbindende Glied zwischen Sehne und Knochen,
bzw. im frihen Kindesalter zwischen Sehne und Knorpel. Sie gewahrleisten die
Kraftibertragung vom Muskel auf das Skelett. Dabei sind verschiedene Formen zu
differenzieren. Bereits Clopton Havers beschreibt 1691 in seiner Osteologia Nova
zwei unterschiedliche Mechanismen der Sehneninsertionen, zum einen am Periost
und zum anderen direkt am Knochen (Havers 1691). In den darauf folgenden
Jahrhunderten beschreibt man Uberwiegend die letztere Form. Laurentius Heister
stellt im 18. Jahrhundert in seinem Compendium anatomicum fest, dass
Sehnenansatzzonen periostfrei sind (Heister 1771). Ebenso weist Joseph Hyrtl
hundert Jahre spater in gleicher Weise darauf hin (Hyrtl 1870). Diese Ansicht teilt
auch Weidenreich (1923). Im Gegensatz dazu meint Petersen in seinem Lehrbuch der
Histologie ,alle Verbindungen durch fibrése Organe, wie Bander und Sehnenansatze,
befestigen sich zunachst am Periost* (Petersen 1924). Dolgo-Saburoff setzt jenen
Widersprichen ein Ende und beschreibt die bis heute gultige Differenzierung
zwischen periostalen und tendinésen Sehnenansatzen. Grofflachige Sehnenansatze
an glatten Flachen oder Einbuchtungen, die eine diffuse Krafteverteilung erfordern,

nennt er fleischig, bzw. periostal. Die eher lokalisierte Anheftung an Erhabenheiten,



die keine Periostbeteiligung zulasst, bezeichnet er als sehnig oder tendinds (Dolgo-
Saburoff 1929). Diese Art der Befestigung bezieht sich in der Regel auf alle Ansatze
von Sehnen an Apo-, Dia- und Metaphysen.

Auch die histomorphologische Zoneneinteilung der Sehnenansatze wird erstmals
durch Dolgo-Saburoff anhand des Ligamentum patellae an der Tuberositas tibiae
beschrieben. Auf die Sehne folgt eine Zone von Faserknorpel und anschliel3end eine
Zone verkalkten Faserknorpels, in beiden sind typische ,Knorpelzellen eingestreut
und in Form von Saulen oder Balkchen angeordnet®. Zuletzt stellt sich eine Zone
,grobfaserigen Knochens, der in lamelldsen Knochen ubergeht® dar (Dolgo-Saburoff
1929). Obwohl hier bereits eindeutig der Begriff Faserknorpel gepragt wird, schlielRen
sich Diskussionen Uber die Zuordnung des Gewebes an. Schaffer bezeichnet es 1930
als hyalines, chondroides Gewebe, 1953 tauft es Zawisch auf den Namen
,Pseudoknorpel®* und 1968 bezeichnen Haines und Mohiuddin es sogar als
metaplastischen Knochen. Cooper und Misol meinen die Struktur sei hyalinen
Knorpelzellen ahnlich (Cooper & Misol 1970).

Heute definiert man Faserknorpel vor allem auch anhand der Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix. Faserknorpel stellt hinsichtlich Struktur und Funktion zudem als
ein avaskulares Ubergangsgewebe zwischen kompaktem, faserreichem Bindegewebe
und hyalinem Knorpel dar. Das Vorkommen beschrankt sich im Wesentlichen auf
Menisci, Anulus fibrosus der Disci intervertebrales, sowie auf sesamoide Faserknorpel
in Sehnen und Sehnenansatzzonen welche einer lokalen Druckbeanspruchung
ausgesetzt sind (Benjamin et al. 1998, Milz 2002). Die Zellen haben ein ahnliches
Erscheinungsbild wie Chondrozyten und sind in den Sehnenansatzzonen longitudinal
in Reihen angeordnet (Benjamin & Evans 1990). Die elektronenmikroskopische
Untersuchung des Achillessehnenansatzes der Ratte ergibt faserreiches
Bindegewebe mit verschiedenen Proteoglykanen. Die Zellen zeigen ovale, elongierte
Nuclei, raues endoplasmatisches Retikulum, einen hohen Anteil an Glykogen und
Lipiden, sowie einen hohen Anteil an Proteoglykanen und Kollagenfibrillen in der
perizellularen Matrix (Rufai et al. 1996).

Als Beispiel fur die Entwicklung apophysarer Sehnenansatzzonen beschreibt
Schneider 1956 die Anheftung des Musculus iliopsoas an den Trochanter minor.
Frihembryonal reicht die Sehne an die knorpelige Anlage heran. Ab dem zweiten
Fetalmonat bis zum Auftreten des Knochenkerns erfolgt die Vergrélierung der
knorpeligen Matrize, Sehnenfasern werden in das Knorpelgewebe eingebaut. Spater

erfolgt die Einmauerung in den Knochen (Schneider 1956). Die Untersuchung der



Kalzifizierung des Sehnenansatzes der Patellarsehne an der Tibia ergibt die
Differenzierung der Faserknorpelzellschicht in zwei Zonen. Eine oberflachliche Schicht
mit kleinen Zellen und wenig Matrix und eine tiefe, knorpelnahe Zellschicht mit
hypertrophierten Zellen in vermehrter Interzellularsubstanz. Die Kalzifizierung erfolgt
zunachst entlang der Kollagenbundel in der ,small-cell“- Schicht, und schlie3lich
erfolgt die Umwandlung des hyalinen Knorpels und der ,large-cell“-Schicht in
Lamellenknochen (Badi 1972). Abgesehen von dieser Untersuchung gelingt es an
Kaninchen, deren Patella am 17. fetalen Tag in Form einer knorpeligen Scheibe
entsteht (Bland & Ashhurst 1996), nachzuweisen, dass Sehnenfasern nach der
Ossifikation zwar direkt am Knochen inserieren, sich aber nicht mit dem
Kollagensystem einzelner Lamellen vermischen (Clark & Stechschulte 1998).

Diese Struktur aus zwei unterschiedlich mineralisierten Faserknorpelzellschichten
ermdglicht eine sehr feste Anheftung. So kommen traumatische Sehnenausrisse nur

extrem selten in solchen Ansatzzonen vor (Clark & Stechschulte 1998).

Die Funktion des Faserknorpels wird in verschiedenen Hypothesen dargelegt. Die
maximale  Kraftibertragung erfordert einen  bestimmten  Sehnen- und
Ansatzzonenquerschnitt im Verhaltnis zur Muskelkraft (Ertelt 1955). Die Zugfestigkeit
von Knochen und Kollagenfasern ist annahernd gleich (Knese et al. 1955, Rollhauser
1950), wohingegen die Dehnungsfahigkeit stark variiert. Somit muss die Enthesis als
Dehnungsbremse fungieren. Die Langsdehnung der Sehne flihrt zur Verringerung des
Sehnenquerschnitts, wahrend die Ansatzzone im Querschnitt konstant bleibt (Knese &
Biermann 1958).

Wahrend Frost dem Knorpelgewebe die Verhinderung von Knochenresorption
zuschreibt (Frost 1983), rechtfertigt Benjamin das Vorkommen eines Enthesis-
Faserknorpels mit dem Auftreten von Scherkraften (Benjamin et al 1986). Je groRer
dabei der Grad der Abknickung ist, desto mehr Faserknorpel ist in der Anheftung
nachweisbar (Evans et al. 1991, Benjamin et al. 1995). Seine Untersuchung der
Quantitdt des Faserknorpels in Abhangigkeit von der Winkeldnderung der
ansetzenden Sehne ergibt eine zusatzliche Abhangigkeit vom absoluten
Sehnendurchmesser. Am Quadricepsansatz an der Patella wird unter einer
Winkelanderung von 35° eine Ansatzzone im Schnitt von 0.83mm gemessen,
gegenuber dem Ursprung der Patellarsehne von 0.30mm bei keiner messbaren
Winkelanderung. Der Ansatz der Patellarsehne an der Tibia, der wiederum einer

Winkelanderung von 35° ausgesetzt ist, zeigt eine prominente Faserknorpelregion mit



0.47mm Durchmesser. Die kleinere Zone im Patellarsehnenansatz erklarte Benjamin
eben mit der unterschiedlichen Kraftverteilung zwischen Quadriceps- und
Patellarsehne im Verhaltnis 8:5.

Auch wenn die Morphologie der Sehnenansatzzonen weitgehend geklart scheint,
lassen die erwahnten Untersuchungen viele Fragen bezuglich Entwicklung und
Funktion offen. Das schnellere Wachstum der Patella in Ratte und Kaninchen lasst
keinen direkten Vergleich bezlglich der Situation beim Menschen zu. Die Funktion der
Sehnenansatze lasst sich wohl nicht allein seitens der Histomorphologie klaren,
vielmehr ist die detaillierte Untersuchung der extrazellularen Matrix auf molekularer

Ebene dazu notwendig.

1.3 Zur molekularen Zusammensetzung der extrazellularen Matrix der

Sehnenansatzzonen

Das Bindegewebe lasst sich hinsichtlich Bindegewebszellen und Interzellularsubstanz
differenzieren. Letztere hat einen ungeformten Anteil, die Grundsubstanz und einen
geformten Anteil, der sich aus Fasern verschiedener Typen zusammensetzt. Die
Interzellularsubstanz bestimmt durch die unterschiedliche Zusammensetzung aus
Mukopolysacchariden und Kollagenfasern die mechanischen Eigenschaften des
jeweiligen Gewebes. Mit Hilfe von spezifischen Antikorpern lassen sich die einzelnen
Bestandteile in immunhistochemischen Verfahren identifizieren.

Als eines der biochemischen Schlusselkriterien fur den Nachweis von
faserknorpeltypischer Grundsubstanz gilt das Auftreten von Kollagen | mit Kollagen Il
(Benjamin et al. 1991). In Bezug auf die Mukopolysaccharide lassen sich sulfatierte
Glykosaminoglykane in Kombination mit Aggrecan nachweisen (Vogel & Koob 1995).
Die bisherigen Untersuchungen der extrazellularen Matrix der Enthesisregionen
beschranken sich auf wenige Beispiele, deren Groliteil an Ratten oder Kaninchen
nachgewiesen wurde. Die Untersuchung der Anheftung der Achillessehne der Ratte
ergab den Nachweis von Kollagen II, Chondroitin-6-sulfat und wenig Keratansulfat
(Rufai et al. 1992). Keratansulfat lasst sich im Gegensatz dazu im Quadricepsansatz
der Ratte nicht nachweisen, wahrend Chondroitinsulfat und Kollagen Il positiv markiert
sind. Es wird dementsprechend vermutet, dass Keratansulfat in der extrazellularen
Matrix der Ratte eher sparlich vorkommt (Benjamin et al. 1991, Ralphs et al. 1991). In

der Supraspinatussehne des Kaninchens findet man neben Kollagen Il in beiden



Faserknorpelregionen, im nicht kalzifizierten Anteil Kollagen Il (Kumagai et al. 1994).
Die Untersuchung der Entwicklung der extrazellularen Matrix bezieht sich eher auf
den Verkndcherungsvorgang, der Kollagen Il aus der Patella verdrangt, wahrend die
Enthesis kollagen-Il-positiv bleibt. Dabei wird ein prazises Arrangement der Kollagene
nachgewiesen, deren endgultige Matrix sich nach der Geburt ausbildet (Ralphs et al.
1991, Bland & Ashhurst 1996). Die detaillierte Aufschlisselung der Matrix eines
Enthesisfaserknorpels erfolgt im Ansatz der Ligamenta transversa acetabuli und
atlantis (Milz et al. 2001). Hier werden die Glykosaminoglykane Chondroitin-4- und 6-
sulfat, sowie Dermatan- und Keratansulfat nachgewiesen. Die Anheftung der Bander

ist positiv fur Kollagen | und II.

Insgesamt fehlt bisher in den Untersuchungen zur Entwicklung der Sehnenansatze
des Menschen eine Untersuchung hinsichtlich der Molekulverteilungen im
fruhkindlichen Entwicklungsstadium. Die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix
der Enthesis einer am kindlichen, knorpelig angelegten Skelettelement ansetzenden
Sehne ist bisher nicht beschrieben worden. Die Kenntnis dieser Matrix im Vergleich
zur adulten Enthesis ist die Voraussetzung flr eine Interpretation bezuglich der

"funktionellen Anpassung" gegenuber der genetischen Determinierung.
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1.4 Fragestellung

Aus den vorangegangenen Abschnitten ergeben sich folgende Fragestellungen im

Detail, welche im Verlauf der vorliegenden deskriptiven Studie geklart werden sollen.

1. Welche molekulare Zusammensetzung weist die extrazellulare Matrix der
proximalen und der distalen Enthesisregionen kindlicher Patellae vor Auftreten des

Knochenkerns auf?
2. Lasst sich die regionale Zusammensetzung der extrazellularen Matrix und das
histomorphologische Bild mit dem typischen Erscheinungsbild eines adulten

Faserknorpels vergleichen?

3. Unterliegt die molekulare Anpassung auf mechanische Beanspruchung beim

Kleinkind ahnlichen Mechanismen wie bei adultem Gewebe?
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2 Material und Methode

2.1

Material

FiUr die Anfertigung von Paraffinschnitten werden exemplarisch drei Patellae aus dem

Altbestand der Anatomischen Anstalt der LMU-Munchen enthommen (ldentifikation:
18, 23/57, F84/61).
Anenzephalus (Scheitel-Stei3-Lange zwischen 20 und 30cm, Gewicht ca. 2000g).

Hierbei

handelt es sich durchweg um Totgeburten mit

Im Institut fir Rechtsmedizin der LMU-MUunchen werden fiir die immunhistochemische

Untersuchung zehn frihkindliche Patellae in unfixiertem Zustand entnommen und

anschlielend in Methanol fixiert. Mit einer Ausnahme erfolgt die Entnahme binnen 55

Stunden post mortem. Das Alter zum Zeitpunkt des Todes liegt zwischen 8 Tagen und

2.5 Jahren.

Identifikation| Geschlecht Alter Entnahmezeitpunkt | GroRe | Gewicht| Todesursache
GS 1155/99| mannlich 8 Tage 10h p.m. 53cm | 2.6 kg SIDS

GS 1184/99| mannlich | 3 Monate 53h p.m. 62cm | 5.6 kg SIDS

GS 1961/99| mannlich | 4 Monate 54h p.m. 65cm | 6.3 kg SIDS

GS 1080/99| weiblich | 6 Monate 10h p.m. 55cm | 4.1 kg WBS

GS 914/99 | mannlich | 6 Monate 79h p.m. 60 cm | 4.7 kg SIDS

GS 1891/99| weiblich | 9 Monate 27h p.m. 71cm | 7.3 kg SIDS

GS 1276/00| mannlich | 13 Monate 27h p.m. 77 cm | 10.8 kg | Viraler Infekt
GS 1969/00| mannlich | 12 Monate 29h p.m. 78cm | 7.4 kg Ersticken
GS 1190/00| mannlich | 15 Monate 23h p.m. 83cm | 11.6kg| Leukamie
GS 2039/99| mannlich | 30 Monate 19h p.m. 95 cm | 13.1 kg | Verkehrsunfall
Tabelle 1

Liste der entnommenen Patellae mit zugehoérigen Spenderdaten

Abkirzungen: SIDS = Sudden Infant Death Syndrome, WBS = Williams-Beuren-Syndrom
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2.2 Methode

2.2.1 Paraffinschnittanfertigung und Farbung

2.2.1.1 Paraffinschnittanfertigung

Drei jeweils rechte Patellae werden durch Entfernen der Retinaculae und von Teilen
des Hoffaschen Fettkorpers prapariert. Die etwas langer belassene Quadricepssehne
und die etwas kirzer zugeschnittene Patellarsehne dienen der Orientierung an den
anschlieBend halbierten Kniescheiben. Die uber Jahrzehnte hinweg in Formalin
fixierten Patellae werden zunachst in funfprozentiger EDTA-LOsung eingelegt, um
eine bessere Schneidbarkeit zu gewahrleisten. Dies geschieht bei 37°C im
Warmeschrank Uber einen Zeitraum von drei Wochen. Anschlielend erfolgt die
Einbringung in die aufsteigende Alkoholreihe (50-70-80-90-100-100 Prozent Athanol
und zweimal Xylol 100 Prozent) und in zwei Fraktionen 60 Grad Celsius heilden
Paraffins, um die darauf folgende Einbettung zu ermdglichen. Bis zum Anfertigen der
Schnitte werden die eingebetteten Praparate im Kuhlschrank aufbewahrt. Das
Schneiden im Mikrotom (Reichert-Jung 2050 Supercut) erfolgt mit einer Schnittdicke
von 8um. Die Schnitte werden in Badern mit destilliertem kalten und warmen (ca.
50°Celsius) Wasser gestreckt, auf Objekttrager aufgebracht und schliefdlich bei 40°C

getrocknet und bis zur Farbung im Warmeschrank bei 37°C aufbewahrt.

2.2.1.2 Farbung der Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte werden vor samtlichen Farbungen zunachst auf der Warmebank
bei 60°Celsius aufgeschmolzen, anschlieBend zweimal fur finf Minuten in Xylol
entparaffiniert. Es folgt die Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe (100%-
90%-80%-70% Athanol) und kurzes Abspiilen in destilliertem Wasser. Zur Darstellung

der Zonen werden vier unterschiedliche Farbungen angewendet.
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Toluidinblau

Die Farbung erfolgt Uber drei Minuten im 1%-igen Toluidinblau O (1g Toluidin Blue O
und 1g Natriumtetraborat in 100ml Aqua dest.). Es folgt die Waschung in
Leitungswasser bis zum Ausbleiben von Schlieren. Schliel3lich werden die Schnitte

durch Aufpressen von Filterpapier getrocknet und ztigig mit DPX eingedeckt.

Trichromfarbung nach Goldner

Zunachst wird Uber 15 Minuten eine Kernfarbung in Mayers Hamalaun durchgefuhrt.
Nach Spulung in destillietem Wasser wird 15 Minuten mit flieRendem warmen
Leitungswasser gewassert. Der erneuten Spulung in Aqua dest. folgt die 15-min(tige
Farbung in Saurefuchsin-Ponceau. Die Schnitte werden zweimal kurz in 1%-iger
Essigsaure gespult und sechs Minuten lang in Phosphorwolframsaure-Orange G
differenziert. Die Spulung mit Essigsaure wird wiederholt, und es erfolgt die Farbung
mit 1%-igen Lichtgrin Uber einen Zeitraum von 15 Minuten. Abermals wird nun in
Essigsaure gespult und in Aqua dest. ausgewaschen. Dem kurzen Schwenken in
90%-igen Athanol folgen zwei Fraktionen (iber jeweils zwei Minuten in 100%-igen
Athanol und schlieRlich, nach zwei mal drei Minuten Xylol, das Eindecken der Schnitte
mit Eukitt.

Pikrofuchsin nach van Gieson

Nach zehn Minuten in Weigert A und B (Rezept sieche Romeis 1989) im Verhaltnis 1:1
wird Uber einen Zeitraum von zehn Minuten flieRend gewassert. Nach der Umsetzung
in Aqua dest. wird drei Minuten lang in Pikrofuchsin gefarbt. Dem Abspdilen in Aqua
dest. folgt dann ein kurzes Schwenken in 90%-igen Athanol und die Spulung in 100%-
igen Athanol Uber zweimal zwei Minuten. Dem Einbringen in Xylol Giber zweimal drei

Minuten schlief3t sich das Eindecken mit DPX an.

Modifizierte Farbung nach Ladewig

Die Kernfarbung erfolgt Uber zehn Minuten in Weigert A und B im Verhaltnis 1:1.

AnschlieRend werden die Schnitte Uber zehn Minuten flieRend gewassert. Nach der

14



Umsetzung in Aqua dest. wird die Farbe in 5%-iger Phosphorwolframsaure
differenziert und wiederum in Aqua dest. abgespdult. Es folgt die Farbung Uber drei
Minuten in der Ladewiglosung, die erneute Spulung in Aqua dest, ein kurzes
Schwenken in 90%-igen Athanol, zweimal zwei Minuten in 100%-igen Athanol,

zweimal drei Minuten in Xylol und sofortiges Eindecken mit DPX.

2.2.1.3 Mikroskopische Auswertung

Die Beurteilung der Zonen und deren Abgrenzung innerhalb der Praparate erfolgt mit
Hilfe eines Durchlichtmikroskops Axiophot der Firma Zeiss. Jeweils am proximalen
und distalen Ende der Patella werden Sehne, Faserknorpel und hyaliner Knorpel,

sowie anteriorer und posteriorer Rand und Zentrum der Patella untersucht (Abb.2).

AR

e

B3
D3

PR

Abbildung 2

Schematische Darstellung der Zoneneinteilung

DS=distale Sehne, PS=proximale Sehne, DA=distale Anheftungszone, PA=proximale Anheftungszone,
AR=anteriorer Rand, PR=posteriorer Rand.
Zoneneinteilung der Praparate: DS=distale Sehne, PS=proximale Sehne, AR=anteriorer Rand der

Patella, PR=posteriorer Rand, DA=distale Ansatzzone, PA=proximale Ansatzzone.

2.2.2 Immunhistochemische Untersuchung

2.2.2.1 Praparatentnahme und Fixierung

Die Praparatentnahme erfolgt durch Schnitte auf halber Lange der Quadriceps- und
der Patellarsehnen, sowie mediale und laterale patellanahe Entfernung der
Retinaculae.  Samtliche  Patellae = werden  zur  Vorbereitung flir die

immunhistochemische Bearbeitung sofort nach der Entnahme in 90%-igem Methanol
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fixiert und mindestens 24 Std. bei einer Temperatur von 4°C aufbewabhrt.

AnschlieRend erfolgt eine langere Lagerung bei —20 °C.

2.2.2.2 Anfertigung der Gefrierschnitte

Vor der Anfertigung der Schnitte werden die Praparate fur zwolf Stunden in 5%-iger
Saccharose-Losung inkubiert, um ein moglichst gleichmaRiges Einfrieren des
Gewebes gewahrleisten zu kénnen. Anschliellend erfolgt die sorgfaltige Praparation
zur Entfernung nicht relevanter Sehnenanteile und zur Reduzierung des Hoffaschen
Fettkorpers am distalen Ende der Patellae. Die Praparate werden auf einem
Objekthalter mittels eines Gefriermediums (Jung, Kat.-No. 0201 08926) bei ca. —22°C
fixiert. Danach erfolgt die Anfertigung der Schnitte im Kryomikrotom (Microm 500
OMV) in sagittaler Ebene zunachst mit einer Schnittdicke von 30-50um (Trimmschnitt)
bis die relevante Schnittebene erreicht ist. Es folgen Serienschnitte mit einer Dicke
von 12um, die Schnitte werden dabei auf Superfrost Plus Objekttrager aufgebracht.
Bis zur weiteren Bearbeitung erfolgt die Aufbewahrung der fertigen Schnitte bei
—20°C im Tiefgefrierschrank.

2.2.2.3 Immunhistochemische Markierung

Zur Vorbereitung fur den immunhistochemischen Nachweis werden die Praparate auf
den Objekttragern mit Dako-Pen umrandet, um eine hydrophobe Barriere zu schaffen
und die Praparate damit gegeneinander abzugrenzen. Es folgt die Rehydrierung in
PBS, sowie die Inkubation in Methanol (100ml+1ml 30% Wasserstoffperoxyd) tber 30
Minuten. Nach dreimaligem Waschen in PBS (mit Tween 20 (0,1%) als Detergens)
werden relevante Epitope durch eine Enzymbehandlung demaskiert. Die Inkubation
erfolgt jeweils bei 37°C Uber 30 Minuten mit den Enzymen Chondroitinase AC (0.25
U/ml) und ABC (0.25 U/ml) sowie Hyaluronidase (1.5 U/ml). Es folgt erneut dreimal die
Waschung mit PBS. Mogliche unspezifische Proteinbindungen werden anhand eines
Pferdeserums mit einer Konzentration von 1:20 innerhalb von 60 Minuten bei
Raumtemperatur abgesattigt. Die immunhistochemische Markierung erfolgt nach dem
Abklopfen des Pferdeserums durch die Aufbringung spezifischer primarer Antikorper
(Tabelle 2). Nach einer Inkubationsdauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur und

wiederholtem Waschvorgang wird der sekundare Antikorper (Anti-Maus) in einer
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Verdinnung von 1:200 aufgebracht und wie der primare Antikdrper inkubiert und
gewaschen. In der Zwischenzeit wird ein Peroxidase-Avidin-Biotin-Komplex
(Vecastain ABC-kit Elite) angesetzt und anschlieBend fur 30 Minuten auf die
Objekttrager aufgetragen. Es folgt erneut ein dreifacher Waschvorgang in PBS.
Daraufhin ist die Inkubation Uber 4 Minuten in absoluter Dunkelheit mit DAB-LOsung
notig. Es erfolgt die rasche Auswaschung in Leitungswasser und die Kernfarbung in
Meyers Hamatoxylin fir 20 Sekunden. Nach Differenzierung in Leitungswasser erfolgt
die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe von 70-100% Athanol Uber jeweils 5
Minuten. Es folgen zwei Fraktionen mit 100% Xylol. Schlielllich werden die

Objekttrager mit DPX mdglichst unter der Vermeidung von Luftblasen eingedeckt.
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Antigen Antikorper | Verdlinnung Enzymvorbehandlung  |Quelle Referenz
Kollagen | Col | 1:2000 H1.5U/ml+ChABC 0.25U/ml [Sigma Mayne 1988
Kollagen I Holmdahl et
clicl 1:6 H1.5U/mI+ChABC 0.25U/ml [DSHB
al. 1986
Kollagen llI Milz et al.
4H12 1:500  |H1.5U/mI+ChABC 0.25U/ml |ICN
2002
Kollagen V Milz et al.
3C9 1:500  |H1.5U/mI+ChABC 0.25U/ml |ICN
2002
Kollagen VI Hessle&Eng-
5C6 1:10  |H1.5U/mI+ChABC 0.25U/ml |DSHB
vall 1984
itin-6- Cat t al.
Chondroitin-6-sulphat 383 1:200 ChABC 0.25U/ml B.Caterson 1:8:rson ea
Chondroitin-6-sulphat ) Caterson et al.
3B3 1:200 keine B.Caterson
natives Epitop 1990
D If Cat tal.
ermatansuifat 2B6 1:1500 ChABC 0.25U/ml B.Caterson 1:8:rson e
itin-4- Cat t al.
Chondroitin-4-sulfat 2B6 1:1500 ChACII 0.25U/ml B.Caterson 1:8:rson ea
Cat t
Keratansulfat 5D4 1:1500 keine B.Caterson | oo oon©
211983
Chondroitin-6-sulphat
. . . Caterson et al.
natives Epitop 7D4 1:350 keine B.Caterson 1990
oversulphated
i Ash t al.
Versican 12C5 15 ChACII 0.25U/ml DSHB shereta
1991
: Verstraet t
Tenascin T2H5 1:100 ChACII 0.25U/ml Serotec erstracten €
al. 1992
Cat t al.
Aggrecan 1C6 1:5 ChACII 0.25U/ml B.Caterson | oo e
1986
ink- i Cat t al.
Link-Protein 8A4 1:5 ChACII 0.25U/ml B.Caterson | - oonet@
1985
Cat t
Kontrolle RT97 1:10 keine B. Caterson | o oon ©
al.1985
Tabelle 2

Primarantikorper — alle monoklonal, aus der Maus

Abkurzungen: H-Hyaluronidase, ChACII-Chondroitinase ACIlI, ChABC-Chondroitinase ABC
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2.2.2.4 Mikroskopische Auswertung

Die Beurteilung der Zonen und deren Abgrenzung innerhalb der immunhistochemisch
markierten Praparate erfolgt, ebenso wie die Auswertung der Paraffinschnitte, mit
Hilfe eines Durchlichtmikroskops Axiophot der Firma Zeiss. Jeweils am proximalen
und distalen Ende der Patella werden Sehne, Faserknorpel und hyaliner Knorpel,
sowie anteriorer und posteriorer Rand und Zentrum der Patella mittels der
immunhistochemischen Markierung der verschiedenen Kollagene,

Glykosaminoglykane und Proteoglykane untersucht (Abb.2).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Untersuchung der Paraffinschnitte

Die Auswertung der Paraffinschnitte erfolgt bei sagittaler Schnittrichtung jeweils am
proximalen und am distalen Patellaende. Dazu werden die verschiedenen Bereiche

der Anheftungsregionen in Sehne, Enthesis und hyalinen Knorpel unterschieden.

In den Sehnen sind Fibrozyten in Reihen, parallel zu den Kollagenfaserbindeln,
angeordnet (Abb.8d). Die Enthesis stellt sich an beiden Enden der Patella als
avaskulares Gewebe mit rundlichen, chondroiden Zellen dar. Verglichen mit dem
benachbarten Gewebe, wirkt diese Region eher zellarm. Die chondrozytaren Zellen
sind in Reihe oder einzeln angeordnet (Abb.16b). Es zeigt sich somit in der Enthesis
des Kleinkindes morphologisch das Erscheinungsbild einer nicht kalzifizierten
Faserknorpelzone, welches einer vergleichbaren Zone beim Erwachsenen ahnlich ist.
Die zonale Gliederung der Enthesis als Ganzes, unterscheidet sich jedoch von der
Anordnung der adulten Enthesis, da beim Kleinkind die Zone aus kalzifiziertem
Faserknorpel und der darauffolgende Knochen fehlen.

Im ansatznahen hyalinen Knorpel liegen die rundlichen Zellen einzeln oder in
Gruppen, eine ausgepragte Chondronanordnung wie im Knorpel des Erwachsenen ist
jedoch nicht zu erkennen. Vereinzelt sind gefal3fuhrende Knorpelkanale im hyalinen
Knorpel der Patella des Kleinkindes anzutreffen (Abb.14d). Diese halten einen
gewissen Mindestabstand von der Enthesis ein, dort finden sich nie Blutgefalle. Das
kollagene Fasernetzwerk ist im Bereich des Patellaknorpels maskiert, wahrend es in
der Sehne gut zu erkennen ist. Histomorphologisch lasst sich kein Unterschied
zwischen proximalem und distalem Ende der kindlichen Patellae nachweisen
(Abb.10b,6b,16b).
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3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung

Zur immunhistochemischen Auswertung werden die Praparate bei sagittaler
Schnittrichtung in sieben Abschnitte unterteilt. Diese werden als topographische
Einheiten bewertet. Die Abschnitte setzen sich aus proximaler und distaler Sehne,
proximaler und distaler Enthesis, hyalinem Knorpel im Zentrum der Patella und dem
anterioren und posterioren Randbereich der Patella zusammen. Der
immunhistochemische Nachweis der verschiedenen Kollagene, Glykosaminoglykane
und Proteoglykane wird mit negativ (-), positiv (+) und stark positiv (++) beschrieben.
Die folgende Tabelle (Tab.3) fasst die Ergebnisse zusammen, die anschliefend

detailliert erlautert werden.
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Tabelle 3

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die erste Ziffer gibt die Anzahl der positiven Nachweise an, die zweite Ziffer die Anzahl der
untersuchten Praparate. Abklrzungen: Kol=Kollagene, DS=Dermatansulfat, C4S=Chondroitin-4-sulfat,
C6S=Chondroitin-6-sulfat, nativ=natives Epitop, die Antikérper 3B3 und 7D4 erkennen verschiedene
Epitope des C6S-Molekils, KS=Keratansulfat, PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone,

PZ=Patellazentrum, DA=distale Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella,

Kollagone | PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
Kol | 5/5 | 5/5 | 0/9 | 9/9 | 9/9 | 6/6 | 6/6
Kol I 1/5 | 5/5 | 9/9 | 9/9 | 3/8 | 4/6 | 6/6
Kol I 5/5 | 5/5 | 6/9 | 8/9 | 9/9 | 6/6 | 6/6
Kol V 2/5 | 3/5 | 119 | 6/9 | 7/9 | 4/6 | 5/6
Kol VI 5/5 | 4/5 | 2/9 | 8/8 | 8/8 | 5/6 | 4/6
;'yylf:::mmo' PS|PA | PZ | DA | DS | AR | PR
DS 5/5 | 5/5 | 8/9 | 9/9 | 9/9 | 777 | 7/7
cas 5/5 | 5/5 | 9/9 | 8/8 | 8/8 | 6/6 | 6/6
C6S 5/5 | 5/5 | 9/9 | 9/9 | 9/9 | 6/6 | 6/6
068 nativ 383 | 3/5 | 3/5 | 4/9 |7/10]| 6/9 | 2/6 | 2/6
C6S nativ 704 | 5/5 | 5/5 | 7/9 | 9/9 | 9/9 | 5/6 | 5/6
KS 5/5 | 5/5 | 9/9 | 9/9 | 9/9 | 6/6 | 4/6
Proteoglykane | PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
Versican 5/5 | 5/5 | 5110 | 9/9 | 9/9 | 7/7 | 7I7
Tenascin 4/5 | 5/5 |5/10| 9/9 | 8/9 | 6/6 | 7/7
Aggrecan | O/4 | 2/4 | 8/9 | 6/9 | 0/9 | 1/4 | 4/
Link Protein | 2/4 | 314 | 6/9 | 8/9 | 7/9 | 2/4 | 2/4
Kontrolle PS|PA | PZ | DA|DS]|AR] PR
RT97 0/5|0/5|0/9 |09 |09 | 0/6 | 0/6

PR=posteriorer Rand der Patella.
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3.2.1 Kollagene

3.2.1.1 Kollagen |

Fir Kollagen | zeigt sich stets eine gleichmafige Markierung in allen Sehnen und im
Bereich der Anheftungszonen (Abb.3). Daruber hinaus weisen die anterioren Rander
der Patellae und in geringerem Male auch die posterioren Randzonen positive
Nachweise auf. Der hyaline Knorpel des Patellazentrums weist stets keine Markierung
auf. In drei Praparaten fallt im Patellazentrum die positive Markierung im Bereich der

gefalkfihrenden Knorpelkanale besonders auf.

a
Abbildung 3

Kollagen |

Darstellung der Zonen am proximalen Ende der Patella.

a. Kollagen-I-Farbung, der hyaline Knorpel (HK) stellt sich links im Bild negativ als helle Zone dar;
proximaler Ansatz (PA) und die etwas hellere proximale Sehne (PS) sind positiv markiert. b.
Ubergangszone aus (a) bei starkerer VergroRerung. Deutlich erkennbar der Wandel der
Zellmorphologie von der Sehne (PS) zum nicht markierten, hyalinen Knorpel (HK).

Abkirzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, HK=hyaliner Knorpel.
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Tabelle 4

Kollagen |

Zonen, die

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 (8d - + + + +
GS 1184/99 [3m - + +
GS 1961/99 [4m + + - + + + +
GS 1080/99 [6m + +
GS 914/99 |6m - + +
GS 1891/99 [10m | + + - + +
GS 1276/00 (13m| + + - + + + +
GS 1969/00 (13m| + + - + + + ¥
GS 1190/99 [15m - + +
GS 2039/99 [30m | + + - + + + +
im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,

—=negativ,+=positiv.

Abkurzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale

Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.

3.2.1.2 Kollagen Il

Eine positive Markierung fur Kollagen Il findet sich in allen Enthesisregionen und im

Patellazentrum (Abb.4a). Die artikulierende Flache der Patella ist ebenfalls stets

positiv markiert. Der anteriore Rand ist in vier von sechs Fallen positiv, wohingegen

die abgrenzbaren Sehnenanteile keinen positiven Nachweis von Kollagen Il zeigen.
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WK DA’ s

Abbildung 4

Kollagen Il
Darstellung der positiven Zonen der Patella (HK) und der distalen Enthesis (DA) links im Bild;
angrenzend an negative, distale Patellarsehne (DS) der CIICI-Farbung.

Abkirzungen: HK=hyaliner Knorpel, DA=distale Anheftungszone, DS=distale Sehne.

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 |8d + + - - +
GS 1184/99 (3m + + -
GS 1961/99 [4m + + + + + + +
GS 1080/99 (6m + -
GS 914/99 |6m + + +
GS 1891/99 [10m | - + + ¥ ¥
GS 1276/00 (13m| - + + + - + +
GS 1969/00 (13m| - + + + - - ¥
GS 1190/99 (15m + + +
GS 2039/99 |30m | - + + + - + ¥
Tabelle 5
Kollagen Il

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,
—=negativ,+=positiv.

Abkurzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.
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3.2.1.3 Kollagen Il

Der Primarantikorper 4H12 ermdglicht in allen Sehnen, Anheftungszonen und
Randbereichen der Patellae den positiven Nachweis von Kollagen Ill (Abb.5). Hierbei
bildet lediglich das 3 Monate alte Praparat eine Ausnahme, dessen distale Enthesis
im Ergebnis negativ ist. Das Patellazentrum zeigt eine unterschiedliche Markierung,
hier weisen drei von neun Schnitten ein negatives Ergebnis auf. Die positiven
Sagittalschnitte sind teils fleckig oder perizellular, jedoch durchgehend positiv

markiert.

DS DA  HK.

5
Abbildung 5

Kollagen Il

a. Darstellung der durch 4H12 positiv markierten Zonen, distale Sehne (DS), distale Enthesis (DA) und
hyaliner Knorpel (HK) der Patella, das gesamte Bild zeigt eine einheitliche Markierung. b. Mit 4H12
positiv markierter anteriorer Rand der Patella mit Knorpel (HK) rechts oben, Anheftung (AA) diagonal im
mittleren Bildbereich und Sehne (AS) links unten. Es zeigt sich eine einheitliche Markierung in allen
Zonen.

Abklrzungen: DS=distale Sehne, DA=distaler Ansatz, HK=hyaliner Knorpel, AS=anteriore Sehne,
AA=anteriore Anheftung der Sehne.
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Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 |8d + + + + +
GS 1184/99 (3m - - +
GS 1961/99 [4m + + - + + + ¥
GS 1080/99 (6m + +
GS 914/99 |6m + + +
GS 1891/99 |10m | + + + ¥ ¥
GS 1276/00 |13m | + + - + + + ¥
GS 1969/00 |13m | + + + + + + +
GS 1190/99 [15m + + +
GS 2039/99 |30m | + + + + + + +

Tabelle 6

Kollagen Il

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, beziehungsweise nicht beurteilbar sind, reprasentieren
leere Zellen der Tabelle, —=negativ,+=positiv.

Abkurzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,
d=Tage, m=Monate.

3.2.1.4 Kollagen V

Die Markierung von Kollagen V weist ein sehr diffuses Muster auf. Proximal zeigen die
Sehne und ihr Ansatz negative und positive Markierungen zu gleichen Teilen,
wohingegen das distale Pendant groRtenteils Kollagen V aufweist, das jedoch haufig
auf die Region um die Zellkerne begrenzt bleibt (Abb.6a). Der hyaline Knorpel der
Patella ist bis auf eine Ausnahme nicht markiert. Die Randregionen zeigen wiederum

keine einheitliche Markierung.
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Abbildung 6

Kollagen V

a. Darstellung der intrazellularen Markierung (siehe Pfeil) durch 3C9 in samtlichen Zonen. Die distale
Sehne (DS) zeigt sich mit abgeflachten Zellkernen, sie geht in die Enthesis (DA) mit rundlichen
Zellkernen, die in Reihe angeordnet sind, Uber. Es schlief3t sich hyaliner Knorpel der Patella (HK) mit
vereinzelten, rundlichen Zellkernen an. b. Darstellung der entsprechenden Zonen in der
Trichromfarbung nach Goldner. Die Zellkerne sind im gesamten Praparat rotviolett markiert. In der
oberen Bildhalfte sind die kollagenen Fasern der Sehne (DS) dunkelgriin angefarbt, die distale
Anheftungszone (DA) ist mit ihren chondroiden Zellen etwas heller angefarbt, die extrazellulare Matrix
der Chondrone des hyalinen Knopels (HK) rechts unten im Bild stellen sich am hellsten dar.

Abkurzungen: DS=distale Sehne, DA=distale Anheftungszone, HK=hyaliner Knorpel.
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Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 |8d - ZK | ZK - -
GS 1184/99 (3m - + +
GS 1961/99 [4m + + + ZK | ZK + +
GS 1080/99 (6m ZK | ZK
GS 914/99 |6m - + +
GS 1891/99 |10m | + + - + +
GS 1276/00 (13m| - - - - - - +
GS 1969/00 (13m| - ZK - ZK | ZK | ZK | zZK
GS 1190/99 [15m - ZK | +
GS 2039/99 (30m | ZK | ZK | ZK | ZK | ZK | + +

Tabelle 7

Kollagen V

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,
—=negativ,+=positiv.

Abklrzungen: ZK=nur die Zellkerne weisen eine positive Markierung auf, PS=proximale Sehne,
PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale Anheftungszone, DS=distale Sehne,

AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella, d=Tage, m=Monate.

3.2.1.5 Kollagen VI

Der Antikorper 5C6 ergibt folgendes Bild. Sehne und Enthesis sind mit einer
Ausnahme stets positiv markiert (Abb.7). Die anteriore Patellaflache ist wiederum bis
auf eine Ausnahme kollagen-VI-positiv. Die gelenkzugewandte Seite ist teils negativ,
teils positiv markiert. Das Patellazentrum ist bis auf ein 13 Monate altes Praparat stets

negativ.
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Abbildung 7

Kollagen VI

Durch 5C6 positiv markierte Zonen: hyaliner Knorpel (HK), proximaler Ansatz (PA) und proximale
Sehne (PS) zeigen eine relativ einheitliche Markierung. In Ansatz und proximaler Sehne ist das
kollagene Fasernetzwerk zu erkennen.

Abkurzungen: HK=hyaliner Knorpel, PA=proximale Anheftungszone, PS=proximale Sehne.

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 |8d - + + + +
GS 1184/99 (3m - + +

GS 1961/99 [4m + - - + + - -
GS 1080/99 (6m

GS 914/99 |6m - + +

GS 1891/99 [10m | + + - + -
GS 1276/00 (13m | + + + + + + +
GS 1969/00 [13m | + + - + + + +
GS 1190/99 (15m - + +

GS 2039/99 |30m | + + + + + + +

Tabelle 8

Kollagen VI

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, beziehungsweise nicht beurteilbar sind, reprasentieren
leere Zellen der Tabelle, —=negativ,+=positiv.

Abkulrzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.
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3.2.2 Glykosaminoglykane

3.2.2.1 Dermatansulfat

In samtlichen Zonen der untersuchten Praparate lasst sich Dermatansulfat
nachweisen (Abb.8a,b,c). Das Praparat des jlingsten Spenders weist eine diffuse
positive Markierung auf. Lediglich das 15 Monate alte Praparat zeigt im

Patellazentrum keine Markierung.
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Abbildung 8

Dermatansulfat

Einheitlich markierte Zonen, distale Sehne (DS) jeweils links im Bild, distale Enthesis (DA) in der
Bildmitte und hyaliner Knorpel (HK) rechts im Bild.

a. b. c. Verschiedene VergrdoRerungen der immunhistochemischen Praparate. d. Darstellung der
entsprechenden Zonen in modifizierter Farbung nach Ladewig.

Abkurzungen: DS=distale Sehne, DA=distaler Ansatz, HK=hyaliner Knorpel.
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Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR

GS 1155/99 (8d T+ |+ | + |
GS 1184/99 [3m PR R
GS1961/99 [4m | + | + | + | + | + | + | +
GS 1080/99 [6m P
GS 914/99 |6m I I
GS 1891/99 [10m| + | + | + I —

GS 1276/00 [13m| + | + | + | + | + | + | +
GS 1969/00 [13m| + | + | + | + | + | + | +
GS 1190/99 [15m o+ |+ |+ | +
GS2039/99 [30m| + | + | + | + | + | + | +

Tabelle 9

Dermatansulfat

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,
—=negativ,+=positiv.
Abklrzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,
d=Tage, m=Monate.

3.2.2.2 Chondroitin-4-sulfat

Das Glykosaminoglykan Chondroitin-4-sulfat ist ausnahmslos in allen untersuchten
Zonen der Praparate nachweisbar (Abb.9). Die Intensitat der Markierungen weist

nahezu keine Unterschiede auf.
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Abbildung 9

Chondroitin-4-sulfat

Darstellung Chondroitin-4-sulfat positiven Zonen, es zeigt sich an beiden Enden eine einheitliche

Markierung.

-

a. Proximale Sehne (PS), Enthesis (PA) und hyaliner Knorpel (HK). b. Distale Zonen.

Abkirzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximaler Ansatz, HK=hyaliner Knorpel, DS=distale Sehne,
DA=distaler Ansatz.

Tabelle 10

Chondroitin-4-sulfat

Zonen, die

—=negativ,+=positiv, ++=stark positiv.

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 (8d + + + + +
GS 1184/99 [3m ++ | ++ | ++
GS 1961/99 [4m + + + + + + +
GS 1080/99 [6m + +
GS 914/99 |6m + + +
GS 1891/99 [10m | + + + + +
GS 1276/00 [13m | + + + + + + +
GS 1969/00 (13m| + + + + + + +
GS 1190/99 [15m + + +
GS 2039/99 [30m | + + + + +
im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der

Tabelle,

Abkurzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale

Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.
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3.2.2.3 Chondroitin-6-sulfat

Die Markierung von Chondroitin-6-sulfat ist sehr einheitlich in samtlichen Zonen
positiv, d.h. es werden auch die Sehnenareale markiert, die nicht unmittelbar der

Anheftungszone angehoéren (Abb.10a).

Abbildung 10

Chondroitin-6-sulfat

a. Chondroitin-6-sulfat positive Zonen proximal; es zeigt sich eine einheitliche Markierung in Sehne
(PS), Enthesis (PA) und hyalinem Knorpel (HK). b. Darstellung der proximalen Zonen in modifizierter
Farbung nach Ladewig. Links im Bild stellt sich die dunkelblau gefarbte Sehne dar (PS). Im proximalen
Ansatz (PA) ist die extrazellulare Matrix dunkler gefarbt als im hyalinen Knorpel (HK) rechts im Bild.

Abkurzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximaler Ansatz, HK=hyaliner Knorpel.
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Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR

GS 1155/99 (8d T+ |+ | + |
GS 1184/99 [3m PR R
GS1961/99 [4m | + | + | + | + | + | + | +
GS 1080/99 [6m P
GS 914/99 |6m I I
GS 1891/99 [10m| + | + | + I —

GS 1276/00 [13m| + | + | + | + | + | + | +
GS 1969/00 [13m| + | + | + | + | + | + | +
GS 1190/99 [15m PR R
GS2039/99 [30m| + | + | + | + | + | + | +

Tabelle 11

Chondroitin-6-sulfat

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, beziehungsweise nicht beurteilbar sind, reprasentieren
leere Zellen der Tabelle, —=negativ,+=positiv.

Abklrzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,
d=Tage, m=Monate.

3.2.2.4 Chondroitin-6-sulfat - native Epitope

In der vorliegenden Untersuchung werden zwei verschiedene native Epitope des
Chondroitin-6-sulfats mit Hilfe der Antikérper 3B3 und 7D4 (jeweils ohne
Enzymvorbehandlung) nachgewiesen. Selbst ohne die Vorbehandlung mit
Chondroitinase ABC stellt sich 3B3- zu einem relativ hohen Anteil in den Sehnen und
Anheftungszonen dar (Abb.11a), das Patellazentrum ist jedoch Uberwiegend negativ
markiert. Die Randbereiche sind zu gleichen Teilen negativ und positiv markiert
(Abb.11b). Ebenfalls ohne Enzymvorbehandlung liefert 7D4 in allen Zonen mit

wenigen Ausnahmen einen positiven Nachweis des entsprechenden Epitops.

35



'- PA \ =
j'.‘- » *‘\ 4
R N
i \\\V% : - ” . - N
éf v A\ : ) ‘ - ~
a . o 254m  p _ . .S0um '
Abbildung 11

Chondroitin-6-sulfat - native Epitope

a. Darstellung der durch 3B3- positiv markierten proximalen Enthesis (PA), das gesamte Bild weist eine
positive Markierung auf. b. Gelenkflachennaher Teil (siehe Pfeil), die oberste ein bis zwei Zelllagen
dicke Schicht des hyalinen Knorpelgewebes ist mit 3B3- positiv markiert. In grofierem Abstand von
dieser gelenkflachennahen Zone ist der hyaline Knorpel (HK) schwéacher markiert.

Abkurzungen: PA=proximaler Ansatz, HK=hyaliner Knorpel.

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR

GS 1155/99 (8d - + + - -
GS 1184/99 (3m - - -
GS 1961/99 [4m + + - + + ZK | ZK
GS 1080/99 [6m + +
GS 914/99 (6m + + +
GS 1891/99 [10m | + + - + + +

GS 1276/00 (13m| - - - - - - -
GS 1969/00 (13m | + + + + + + +
GS 1190/99 [15m + + +
GS 2039/99 (30m | - - ZK - - - -

Tabelle 12

Chondroitin-6-sulfat - natives Epitop 3B3-
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Tabelle 13

Praparate |Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 (8d + + + + +
GS 1184/99 (3m + + +
GS 1961/99 (4m + + - + + + +
GS 1080/99 (6m + +
GS 914/99 (6m + + +
GS 1891/99 [10m | + + - ¥ ¥
GS 1276/00 (13m| + + + + + - +
GS 1969/00 (13m | + + + + + + +
GS 1190/99 [15m + + +
GS 2039/99 (30m | + + + + + + ZK

Chondroitin-6-sulfat - natives Epitop 7D4

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, beziehungsweise nicht beurteilbar sind, reprasentieren
leere Zellen der Tabelle, —=negativ,+=positiv.

Abkurzungen: ZK=nur die Zellkerne weisen eine positive Markierung auf, PS=proximale Sehne,
PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale Anheftungszone, DS=distale Sehne,

AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella, d=Tage, m=Monate.

3.2.2.5 Keratansulfat

Die Untersuchung auf Keratansulfat anhand des Antikérpers 5D4 erbringt einen
positiven Nachweis in samtlichen Zonen und Praparaten (Abb.12), auller in zwei

Fallen, in denen die posterioren Patellarander im sagittalen Schnitt keine Markierung

aufweisen.
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Abbildung 12
Keratansulfat

Nachweis von Keratansulfat.

a. GleichmaRige positive Markierung in samtlichen Zonen, proximale Sehne (PS), Enthesis (PA) und
hyaliner Knorpel (HK). b. Positive Markierung in den distalen Zonen, hyaliner Knorpel (HK) und
Enthesis (DA).

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR

GS 1155/99 |8d T+ | 5 | + | +
GS 1184/99 |3m T+ |+ | 4
GS1961/99 [4m | + | + | + | + | + | + | +
GS 1080/99 |6m P -
GS 914/99 |6m T+ |+
GS 1891/99 |[10m| + | + | + T -

GS 1276/00 (13m| + + + + + + -
GS 1969/00 (13m| + + + + + + +
GS 1190/99 [15m + + +
GS 2039/99 (30m | + + + + + + +

Tabelle 14

Keratansulfat

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,
—=negativ,+=positiv, ++=stark positiv.

Abkirzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.
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3.2.3 Proteoglykane

3.2.3.1 Versican

Versican lasst sich sehr gleichmaRig in allen Sehnen und Ansatzzonen nachweisen
(Abb.13). Das Zentrum der Patella ist bei sagittaler Schnittflhrung in jedem zweiten
Praparat positiv. Drei der nicht markierten Zentren weisen deutlich positive
Knorpelkanale auf. Die Vorder- und Ruckseiten der Patellae sind im Randbereich bis

auf eine Ausnahme immer positiv markiert.

Abbildung 13

Versican

Gleichmalig positiver Nachweis von Versican bei unterschiedlichen Vergrofierungen: hyaliner Knorpel
(HK) jeweils links im Bild, distale Anheftungszone (DA) in der Bildmitte und distale Sehne (DS) rechts
im Bild.

Abkurzungen: HK=hyaliner Knorpel, DA=distale Anheftungszone, DS=distale Sehne.
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Tabelle 15

Versican

Zonen, die

—=negativ,+=positiv.

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 (8d + + + + +
GS 1184/99 [3m + + +

GS 1961/99 [4m + + - + + + +
GS 1080/99 [6m + + +

GS 914/99 |6m + + + + +
GS 1891/99 [10m | + + - + +
GS 1276/00 (13m| + + - + + + +
GS 1969/00 (13m| + + - + + + +
GS 1190/99 [15m + + +

GS 2039/99 [30m | + + - + + + +

im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,

Abklrzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale

Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.

3.2.3.2 Tenascin

Die Enthesis zeigt proximal und distal immer eine positive Markierung, die Sehne

ebenfalls bis auf jeweils eine Ausnahme. Das Zentrum der Praparate, der hyaline

Knorpel, ist in der Halfte der Falle negativ, bei einer durchweg positiven Darstellung

der Knorpelkandle und der diese unmittelbar umgebenden Zellen und deren

extrazellularer Matrix (Abb.14c). Anteriore und posteriore Randbereiche stellen sich
komplett positiv dar (Abb.14a,b).
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Abbildung 14

Tenascin

a. Positiver Nachweis von Tenascin im anterioren Rand der Patella. Der hyaline Knorpel (HK) ist im
Patellazentrum negativ, geht dann in eine schmale, positiv markierte Zone Uber, der sich Enthesis (AA)
und die anterior gelegene Patellarsehne (AS), ebenfalls positiv markiert, anschlieRen. b. Am
posterioren Rand (siehe Pfeil) geht die positiv markierte Gelenkflache in den nicht markierten, hyalinen
Knorpel (HK) Uber. c. Darstellung der zellularen Markierung durch Tenascin am Knorpelkanal (KK). d.
Knorpelkanal (KK), Trichromfarbung nach Goldner.

Abkirzungen: HK=hyaliner Knorpel, AA=anteriore Anheftungszone, AS=anteriore Sehne,

KK=Knorpelkanal.
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Praparate |Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 |8d + + + + +
GS 1184/99 3m + + +
GS 1961/99 [4m + + - + + + +
GS 1080/99 [6m + + +
GS 914/99 [6m + + T + n
GS 1891/99 [10m | + + - + +
GS 1276/00 (13m| - + - + - ¥
GS 1969/00 [13m | + + - + + + +
GS 1190/99 [15m + + +
GS 2039/99 [30m| + | + ; T |+ | + | =+
Tabelle 16
Tenascin

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, beziehungsweise nicht beurteilbar sind, reprasentieren
leere Zellen der Tabelle, —=negativ,+=positiv.

Abkirzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.

3.2.3.3 Aggrecan

Im proximalen Anteil von Sehne und Enthesis Iasst sich groftenteils kein Aggrecan
nachweisen (Abb.15a). Der hyaline Knorpel ist in acht Praparaten grof3tenteils diffus
markiert (Abb.15), in einem Fall Iasst sich keine Markierung nachweisen. Die distale
Enthesis ist in sechs von zehn Praparaten positiv markiert (Abb.15b). Die distale
Sehne weist kein Aggrecan auf, wahrend der posteriore Rand (Abb.15a) haufiger als

der sehnenbehaftete, anteriore Rand positiv markiert ist.

42



Abbildung 15

Aggrecan

Darstellung proximaler und distaler Enthesis. a. Negative proximale Sehne (PS) links oben im Bild und
negative proximale Anheftungszone (PA), hyaliner Knorpel (HK) rechts unten im Bild und posteriorer
Randzone (PR) am oberen Bildrand positiv. b. Negative distale Sehne (DS) links oben im Bild, positiver
Nachweis in distaler Enthesis (DA) und hyalinem Knorpel (HK) rechts unten.

Abkirzungen: HK=hyaliner Knorpel, PA=proximale Anheftungszone, PS=proximale Sehne,
PR=posteriorer Rand, DS=distale Sehne, DA=distale Anheftung.

Praparate |[Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR
GS 1155/99 |8d + + -
GS 1184/99 [3m + + -
GS 1961/99 [4m - - + - - - +
GS 1080/99 [6m + + -
GS 914/99 |6m + + -
GS 1891/99 [10m | - - + - - + ¥
GS 1276/00 (13m
GS 1969/00 (13m| - + - - - - ¥
GS 1190/99 (15m + + -
GS 2039/99 |30m | - + + + - - +
Tabelle 17
Aggrecan

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, reprasentieren leere Zellen der Tabelle,
—=negativ,+=positiv.

Abkurzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.
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3.2.3.4 Link Protein

Das Antigen, das durch den Antikdrper 8A4 nachgewiesen wird, ist in den proximalen
Zonen eher in der Enthesis nachweisbar. Der hyaline Knorpel ist Gberwiegend positiv
markiert, wahrend die distale Ansatzzone mit einer Ausnahme den Nachweis von Link
Protein erbringt (Abb.16a). Die Patellarsehne ist im Gegensatz dazu bis auf ein
Praparat durchweg negativ markiert. Anteriore und posteriore Randbereiche zeigen

keine einheitliche Tendenz.

Abbildung 16

Link Protein

Distales Patellaende.

a. Nachweis von Link Protein in hyalinem Knorpel (HK) oben im Bild und distaler Enthesis (DA),
angrenzend die negative distale Sehne (DS) im unteren Bildbereich. b. Hyaliner Knorpel (HK) in der
oberen Bildhalfte, distale Enthesis (DA) und distale Sehne (DS) in der unteren Bildhalfte; modifizierte
Farbung nach Ladewig.

Abkirzungen: HK=hyaliner Knorpel, DA=distale Anheftungszone, DS=distale Sehne.
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Praparate |Alter| PS | PA | PZ | DA | DS | AR | PR

GS 1155/99 (8d ++ + -
GS 1184/99 [3m + + - + +
GS 1961/99 (4m - + - + - + +
GS 1080/99 [6m + + -
GS 914/99 |6m + + -

GS 1891/99 10m | - - - - - - -
GS 1276/00 {13m

GS 1969/00 [13m | + + - + + + -
GS 1190/99 |15m + + -
GS 2039/99 |30m | + + + + - - +
Tabelle 18
Link Protein

Zonen, die im Praparat nicht vorhanden sind, beziehungsweise nicht beurteilbar sind, reprasentieren
leere Zellen der Tabelle, —=negativ,+=positiv, ++=stark positiv.

Abkirzungen: PS=proximale Sehne, PA=proximale Anheftungszone, PZ=Patellazentrum, DA=distale
Anheftungszone, DS=distale Sehne, AR=anteriorer Rand der Patella, PR=posteriorer Rand der Patella,

d=Tage, m=Monate.
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4 Diskussion

4.1 Grundlage des Studienaufbaus

Die vorliegende deskriptive Studie will klaren, inwieweit die Morphologie und die
Struktur der kindlichen Enthesis (vor Bildung des Knochenkernes) mit der bekannten
Struktur der Enthesis eines Erwachsenen Ubereinstimmt. Insbesondere interessiert,
ob sich bereits im frihkindlichen Alter Merkmale finden lassen, welche als Ausdruck
eines Anpassungsprozesses an die mechanische Beanspruchung gewertet werden
konnen. Zu diesem Zweck wahlten wir zunachst die klassische histomorphologische
Untersuchung von  paraffineingebettetem  Gewebe, sowie danach die
immunhistochemische Untersuchung anhand von Gefrierschnitten. Die hier
angewandten histologischen Farbungen (Toluidinblau, Trichrom nach Goldner,
Pikrofuchsin nach van Gieson und Ladewig) erlauben eine klare Zoneneinteilung der
zu untersuchenden Enthesis anhand histomophologischer Kriterien.

In diesen Zonen erfolgt sodann die detaillierte Bestimmung der verschiedenen
Bestandteile der extrazellularen Matrix. Diese Vorgehensweise erlaubt einen prazisen
Vergleich mit den Daten, welche fur adultes Enthesisgewebe bereits mit den gleichen

Methoden erarbeitet wurden.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Paraffinschnitte

Die Vorbehandlung der Uber lange Zeit fixierten und damit geharteten Proben in 5%-
iger EDTA-LO6sung bei 37°Celsius Uber einen Zeitraum von drei Wochen ermdglicht
eine Schnittdicke von 8um und gewabhrleistet somit eine optimale histomorphologische
Beurteilbarkeit. Mit Toluidinblau O lassen sich Bereiche, in denen viele
Glykosaminoglykane (diese entsprechen den sauren Valenzen im Gewebe) enthalten
sind, metachromatisch (d.h. rotviolett) anfarben. Somit lasst sich die
Knorpelgrundsubstanz gut darstellen. Die Trichromfarbung nach Goldner farbt
Muskelgewebe rot, Kollagen leuchtend griin und Zellkerne blauschwarz. Sie ist damit

zur Darstellung der Kollagenfaserverlaufe im Bereich der Anheftungszonen gut
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geeignet. Ahnliches gilt auch fiir die beiden anderen Farbungen. Bei der modifizierten
Ladewig-Farbung stellen sich Kerne braun, Bindegewebe blau, Muskulatur rot und
Epithel orange-rot dar, wahrend Pikrofuchsin van Gieson samtliche Gewebe (mit
Ausnahme der elastischen Fasern) rot farbt. Durch den Vergleich der vier
verschiedenen Farbungen wird eine umfassende Beurteilung der Histomorphologie

der relevanten Zonen der kindlichen Patella sicher ermdglicht.

4.2.2 Immunhistochemie

4.2.2.1 Entnahme, Fixierung und Kryomikrotomie

Zur einwandfreien Durchfihrung der hier angewandten immunhistochemischen
Markierungsmethode ist eine Methanolfixierung nétig, welche langstens 2 bis maximal
3 Tage post mortem erfolgen muss. Innerhalb dieser Zeitspanne fuhrt die nach dem
Tod einsetzende Autolyse noch nicht zu einer so weit reichenden Zerstérung der
relevanten Antigene, dass eine Immunmarkierung unmaglich wird.

Methanol als Fixierungsmittel unterbindet nicht nur das Fortschreiten der Autolyse,
sondern  blockiert  gleichzeitig eine  eventuell vorhandene  endogene
Peroxidaseaktivitat, welche ansonsten unspezifische Farbreaktionen bedingen
konnte. Die Beurteilbarkeit der Praparate ist darlber hinaus stark von der Schnittdicke
abhangig. Diese betragt bei der vorgelegten Untersuchung 12um, was einerseits eine
hinreichende mechanische Stabilitit beim Schneidevorgang gewahrleistet,
andererseits aber noch eine gute histologische Beurteilbarkeit zulasst. Um
Schnittartefakte, insbesondere Uberlappungen der Praparate zu vermeiden, miissen
die Kryoschnitte faltenfrei und moglichst ohne Zerreilung angefertigt und auf die
Objektrager aufgebracht werden. Dieser Arbeitsschritt wird mit zunehmender

ProbengroRe immer schwieriger.

4.2.2.2 Immunhistochemische Untersuchung

Immunhistochemische Nachweismethoden beruhen auf der besonderen Affinitat von
Antikorper und Antigen. Unter Affinitat ist dabei die Anziehungskraft zwischen den
beiden Makromolekulen, Antikdrper und Antigen zu verstehen, welche fur die Bindung
und die Aufrechterhaltung derselben verantwortlich ist. lhrer Natur nach sind diese

Bindungen weder kovalent noch rein elektrostatisch (Kiernan 1999), sondern beruhen
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auf einem komplexen, dreidimensionalen Schlussel-Schloss-Prinzip. Insgesamt beruht
die Antigen-Antikorper-Bindung auf einer Mischung aus Anziehungskraften auf
lonenbasis, Wasserstoffbrickenbildung und hydrophoben Wechselwirkungen
(Kiernan 1999). Aufgrund der sehr hohen Spezifitat, mit der das Antigen durch einen
entsprechenden Antikorper erkannt wird (Kiernan 1999, Lehninger et al. 1994), eignen
sich immunhistochemische Nachweismethoden hervorragend zur Markierung von
Makromolekullen, und hier insbesondere von Proteinen sowie zur Untersuchung von
deren Verteilung im Gewebe.

Entsprechend ihrer Herkunft, bzw. der Art ihrer Gewinnung unterscheidet man als die
zwei wesentlichen Gruppen monoklonale und polyklonale Antikoérper. Polyklonale
Antikérper werden aus dem Serum einer immunisierten Tierart gewonnen und sind
typischerweise gegen verschiedene Epitope desselben Makromolekulls gerichtet. Im
Gegensatz dazu binden monoklonale Antikdrper nur an eine bestimmte antigene
Determinante (Epitop), da sie alle von demselben, hybridisierten B-Zellklon
abstammen. Die Spezifitat eines monoklonalen Antikdrpers uUbertrifft daher in der
Regel die eines polyklonalen Antikdrpers. Im vorliegenden Fall wurde ausschlielich
mit monoklonalen Antikdrpern aus der Maus gearbeitet.

Antikorpermoleklle bestehen aus verschiedenen, funktionell sehr unterschiedlichen
Untereinheiten. Man unterscheidet je Immunglobulin-G-Molekul zwei kurze und zwei
lange Molekulketten, die durch Disulfidbriicken verbunden sind. Dadurch entsteht ein
Y-férmiges Molekll, welches an seinen Enden eine variable Region aufweist, die fur
die Antigen-Antikorper-Reaktion verantwortlich ist. Demzufolge handelt es sich um ein
bivalentes Molekll. Der Rest des Moleklls ist weitgehend konstant aufgebaut und
erlaubt in der Praxis eine Unterscheidung von IgG-Molekllen, welche von
verschiedenen Spezies stammen. Durch enzymatische Spaltung lassen sich weitere
Untereinheiten erzeugen. Ist ein Antikorper gegen ein relativ kleines Molekul gerichtet,
so besteht die Moglichkeit, dass die variablen Regionen auch andere ahnliche
Molekule erkennen. Man spricht in diesem Fall von Kreuzreaktivitat. Ein Auftreten
dieses Phanomens beeintrachtigt die Spezifitat erheblich. Die genaue biochemische
Charakterisierung eines Antikorpers ist daher unerlasslich, bevor dieser zur
immunhistochemischen Markierung verwendet wird. Bei den im Rahmen dieser
Untersuchung verwendeten Antikorpern wurde besonderer Wert auf das Vorliegen
von solchen Charakterisierungen gelegt. Dies gilt vor allem fir die Antikérper gegen
die verschiedenen Glykosaminoglykane und Proteoglykane, welche von einer sehr

angesehenen und zuverlassigen, biochemischen Abteilung der School of Biosciences
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der University of Wales (Connective Tissue Lab. Prof. Dr. B. Caterson)
dankenswerterweise zur Verfugung gestellt wurden.

Zur Detektion der gebundenen Primarantikdrper sind verschiedene Verfahren
moglich, deren gemeinsames Ziel die Erzeugung einer lichtmikroskopisch
erkennbaren Markierung ist. Im vorliegenden Fall wurde die ABC-Peroxidase-Methode
gewahlt, da diese bei den Geweben des Bewegungsapparates die besten Ergebnisse
liefert und demzufolge auch weltweit flr diese Fragestellungen sehr haufig eingesetzt
wird. Nach Ansicht verschiedener Autoren (Kiernan 1999) erzielt man mit dieser
Methode die saubersten Praparationen, d.h. es ergeben sich die geringsten
unspezifischen Hintergrundmarkierungen. Durch die Verwendung spezieller,
optimierter Detektionssysteme (Vector Elite ABC-Peroxidase Kit) wird eine
zuverlassige, spezifische und sensitive Detektion des jeweiligen Primarantikérpers
gewabhrleistet.

Das im Rahmen dieser Untersuchung verwendete Nachweissystem arbeitet nach
folgendem Prinzip. Ein biotinilierter Sekundarantikorper — im vorliegenden Fall aus
dem Pferd gewonnen — bindet an den Primarantikdrper und reagiert in einem zweiten
Schritt mit einem zuvor angesetzten Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex. Nach Zugabe
eines geeigneten  Chromogens (hier DAB) kommt es zu einem
|I6sungsmittelresistenten Farbstoffniederschlag. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Detektions-Kits kommt eine bestimmte Avidinsubpopulation (Avidin-D)
zum Einsatz, welche nach Firmenangaben (Vector Labs. Burlingame, Ca., USA) etwa
10-100-mal sensitiver mit Biotin reagiert, als das gewoOhnlich verwendete
Avidingemisch. Durch die Bildung von Komplexen, welche mehrere
Peroxidasemolekile enthalten, kommt es aullerdem am Bindungsort zu einer
Amplifizierung des Farbsignals. Die Peroxidasenachweisreaktion erlaubt keine
quantitative Abschatzung, da die Menge an gebildetem Chromogenniederschlag nicht

stoéchiometrisch mit der Menge von nachgewiesenem Antigen korreliert.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse

4.3.1 Kollagene

Kollagen | macht 90% des Gesamtkollagens im menschlichen Kérper aus. Es kommt
typischerweise in Sehnen, Faszien und Knochen, jedoch nicht im hyalinen Knorpel
vor. Die Fibrillen gewahrleisten die Widerstandsfahigkeit gegen hohe Zugkrafte (Kielty
& Shuttleworth 1993). Die eigenen Ergebnisse zeigen in Quadriceps- und
Patellarsehne auch beim Kleinkind ein Verteilungsmuster fir Kollagen |, welches dem
beim Erwachsenen beschriebenen Muster entspricht. Im hyalinen Knorpel im Zentrum
der kindlichen Patella findet sich kein Kollagen I. Im Bereich der proximalen und
distalen Sehnen-, beziehungsweise Bandanheftung (Enthesis) findet sich regelmaliig
eine Uberlappungszone mit Bereichen, welche positiv fir Kollagen | und Il reagieren.
Diese Zone weist zudem eine Zellmorphologie auf, welche sich deutlich von den
zentralen Patellaanteilen unterscheidet. Insgesamt entsteht das Bild eines
Enthesisfaserknorpels, welcher in seiner Ausdehnung vor allem durch das
gleichzeitige Vorkommen von Kollagen | und |l charakterisiert ist. Dieser Faserknorpel
trennt die Zugsehnenanteile der Quadriceps- und Patellarsehne vom

hyalinknorpeligen Bereich im Zentrum der fruhkindlichen Patella.

Typisch flr Knorpelgewebe ist das Vorkommen von Kollagen Il in Verbindung mit
Aggrecan und Link Protein. Unter Druckbeanspruchung kann es auch in Sehnen
ausgebildet werden, wo es haufig als so genannter sesamoider oder
Enthesisfaserknorpel (Benjamin et al. 1995, Milz et al. 1998, 1999, 2001) vorkommt.
Dabei kann in Geweben mit besonders knorpeligem Phanotyp die Markierung fir

Kollagen | vollig verschwinden und durch Kollagen Il ersetzt werden (Milz et al. 2002).

Im vorliegenden Fall sind sowohl der hyaline Knorpel der Patella wie auch die
Enthesisregion kollagen-ll-haltig. Die Ubergangszone stimmt morphologisch mit der
Faserknorpelzone Uberein, die als Enthesis-Faserknorpel unter anderem bereits bei
der Patella der Ratte beschrieben wurde (Benjamin et al. 1995, 1997, 1998). Die

Zellen erscheinen morphologisch als groRRe, rundlich bis ovale Zellen, die im
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Gegensatz zu den, beim Kleinkind ungeordnet wirkenden, hyalinen Knorpelzellen des

Patellazentrums einzeln oder in Reihe angeordnet sind.

Kollagen lll, das zusammen mit Kollagen | typisch fir alle faserreichen Bindegewebe
ist (Gelbermann et al. 1988), hat einen geringeren Faserdurchmesser im Vergleich zu
Typ | (Silver 1983) und kommt vermehrt in Geweben mit hoheren
Elastizitatsanforderungen, wie der Aorta oder der Haut vor. In dieser Untersuchung ist
es regelmafig in den Sehnen- und Anheftungszonen anzutreffen. Das Zentrum der
Patellae ist zwar zumeist ebenfalls positiv markiert, die Farbungen sind aber weniger

gleichmaliig.

Kollagen V wird zusammen mit Typ I-lll zur Gruppe der fibrillaren Kollagene gezahlt
und ist ebenfalls in Bindegeweben, unter anderem in Sehnen vertreten (Kreis & Vale
1993). In den untersuchten Praparaten lasst sich eindeutig eine negative Zone im
Zentrum der Patellae nachweisen. Sehnen und Enthesis sind im distalen Bereich
grofldtenteils positiv markiert, die proximalen Zonen sind jedoch ziemlich uneinheitlich
markiert. Auffallend ist, dass in den beschriebenen Zonen ab dem 13. Monat so gut
wie keine positiven Nachweise mehr auftreten, bzw. die Markierungen dann auf die

Region um die Zellkerne beschrankt bleiben.

Kollagen VI scheint flr die Bindung von Zellen an das kollagene Netzwerk der
extrazellularen Matrix verantwortlich zu sein (Burgeson & Nimni 1992). Als
Verankerungsstruktur zwischen Komplexen aus Hyaluronsaure, Chondroitinsulfaten
und Kollagen-I-Fibrillen, bildet es einen stark hydratisieten Saum, der den
Fllssigkeitstransport zwischen den Fibrillen erleichtert (Bray et al. 1993).
Dementsprechend ware eine Verteilung ahnlich des Kollagen | anzunehmen, die sich
auch weitestgehend so nachweisen lasst. Sehne und Ansatz zeigen einen positiven

Nachweis, wahrend sich der hyaline Knorpel weitgehend negativ darstellt.

Insgesamt ermoglichen die klaren Grenzen der Markierungen mit Kollagen | in Sehne
und Enthesis und Kollagen Il in Enthesis und hyalinem Knorpel eine
immunhistochemische Abgrenzung der Faserknorpelzone, die der
histomorphologischen Zuordnung gut entspricht. Die Enthesis weist chondroide,
rundliche Zellen auf, die einzeln oder in Reihe angeordnet sind und entspricht somit

dem Bild eines Faserknorpels. Bei beiden Methoden ist kein Unterschied zwischen
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proximalem und distalem Sehnenansatz festzustellen. Demnach entspricht die
Kollagenverteilung in den kindlichen Zonen (Sehne, Enthesis und hyaliner Knorpel)
prinzipiell dem Bild beim Erwachsenen. Hier ergibt sich durch die Kalzifizierung
lediglich eine andere zonale Gliederung (Sehne, unverkalkter Enthesisfaserknorpel,

verkalkter Faserknorpel und Knochen).

4.3.2 Glykosaminoglykane

Die Polysaccharidketten der Glykosaminoglykane bestehen aus sich wiederholenden
Disaccharideinheiten, die ein Derivat eines Aminozuckers, Glukosamin oder
Galaktosamin, enthalten. Mindestens einer der Zucker der Disaccharide besitzt eine
negativ geladene Carboxylat- oder Sulfatgruppe. Die dadurch erzeugte hohe negative
Ladungsdichte fihrt dazu, dass Kationen wie Kalium, Natrium, Kalzium und grol3e
Mengen Wasser gebunden werden (Stryer et al. 1994). Somit entsteht ein
Zusammenhalt in der Grundsubstanz der gemeinsam mit den Kollagenfibrillen eine
Permeabilitdtsbarriere bildet und fur die Druckresistenz des Gewebes mit
verantwortlich ist. Je nach mechanischer und chemischer Beanspruchung variiert die
jeweilige Zusammensetzung in den verschiedenen Geweben (Gillard et al. 1977b,
Gelbermann et al. 1988, Flint et al. 1994, Watanabe et al. 1994, Vogel & Koob 1995).
Unter lokaler Druckbeanspruchung in Sehnen ergibt sich eine bestimmte
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix. Dermatan- und Keratansulfat bilden
sich bereits unter Zugbeanspruchung aus, wahrend Chondroitin-4-sulfat erst mit
zusatzlicher geringflugiger Druckbeanspruchung folgt. Bei deutlicher Kompression
bildet sich schliel3lich Chondroitin-6-sulfat aus (Milz et al. 2002).

Dermatansulfat, dessen Disaccharideinheit aus Iduronsaure und N-Acetyl-
Galaktosamin-4-sulfat besteht, weist eine sehr einheitliche Markierung in allen
untersuchten Bereichen auf. Gemeinsam mit Keratansulfat ist das Vorkommen typisch
fur faserreiches Gewebe (Gelbermann et al. 1988). Dermatansulfat kommt vermehrt in
Haut, Lungen und Sehnen vor (Leonhard et al. 1990). DarUber hinaus ist es ein
Bestandteil von Decorin, das assoziiert mit Kollagenfibrillen in nahezu allen Geweben
nachweisbar ist (Kreis & Vale 1993) wund fir die Regulation des
Kollagendurchmessers verantwortlich ist (Roughley & White 1994). Hohe

Konzentrationen von Dermatansulfat werden als ein Zeichen fur ausgereiftes Gewebe
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beschrieben (Flint et al. 1984), die Quantifizierung unserer Befunde ist bei der hier

angewandten Methode jedoch nicht mdglich.

Eine sehr gleichmaflige Markierung in allen untersuchten Regionen ist auch flr
Chondroitin-4-sulfat nachweisbar. Es kommt in kleineren und gréReren
Proteoglykanen, wie Aggrecan, Versican, Biglycan und Decorin gehauft vor (Vogel &
Koob 1995).

Chondroitin-6-sulfat kommt vermehrt im Knorpel vor (Leonhardt et al. 1990) und ist in
Verbindung mit Kollagen Il ein charakteristischer Marker fur Faserknorpel (Benjamin
et al. 1995). Ein positiver Nachweis gelingt sowohl in den kollagen-Il-positiven
Regionen, wie auch in allen anderen untersuchten Zonen. Etwas differenzierter
verteilt sich die Markierung des nativen Epitops 3B3-, welches nur in den Sehnen und
Anheftungszonen positiv dargestellt werden kann. Im hyalinen Patellazentrum findet
sich meist keine Markierung. Das zweite native Epitop (Antikdrper 7D4, stellt das so
genannte Chondroitin-6-sulfat ,oversulphated® dar) ist mit wenigen Ausnahmen in
allen untersuchten Bereichen positiv markiert. Beide Epitope gelten im adulten
Gewebe als selten, bzw. als Indiz fur degenerative Veranderungen an Bandscheibe
und Gelenkknorpel (Caterson et al. 1990, Carney et al. 1992, Roberts et al. 1994,
Slater et al. 1995). Ihr gehauftes Vorkommen in juvenilem Gewebe deutet auf eine
Funktion bei der gesteigerten Gewebevermehrung im friihen Kindesalter hin (Archer
et al. 1996).

Keratansulfat ist in der Regel in Kornea, Nucleus pulposus und Knorpel nachweisbar
(Leonhardt et al. 1990). In den untersuchten kindlichen Patellae und Sehnenansatzen
ist es regelmalig in allen Zonen nachweisbar, d.h. auch in den Sehnen. Funktionell
wird diesem Glykosaminoglykan eine Bedeutung bei der Befahigung der Gewebe zum
Widerstand gegen Zugbelastung zugeschrieben (Flint et al. 1994). Ein vermehrtes
Vorkommen wurde im Alter und bei degenerativen Veranderungen in den knorpeligen

Endplatten der Wirbelkdrper beschrieben (Bishop & Pearce 1993).
Die vier nachgewiesenen Glykosaminoglykane sind mit Ausnahme eines nativen

Epitops des Chondroitin-6-sulfats relativ gleichmaRig in samtlichen Zonen

nachgewiesen. Immunhistochemisch lasst sich bezlglich der Glykosaminoglykane
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wiederum kein Unterschied zwischen proximaler und distaler Enthesis feststellen. Das
weit in die Sehnen hineinreichende Vorkommen von Chondroitin-6-sulfat, welches Teil
verschiedener Proteoglykane ist (darunter Aggrecan und Versican), deutet auf eine
faserknorpelige Enthesis hin. Somit ist zu vermuten, dass selbst die geringe
Beanspruchung der Ubergangszone zwischen Sehne und hyalinem Knorpel beim
Kind genugt, um die Expression samtlicher Glykosaminoglykane, wie sie im adulten

Enthesisorgan vorkommen, anzuregen.

4.3.3 Proteoglykane

Proteoglykane bestehen zu 95% aus Polysacchariden und zu 5% aus Proteinen. Es
handelt sich um groRe Polyanionen, die Wasser und Kationen binden und somit die
viskoelastischen Eigenschaften des Gewebes bei mechanischer Deformation
gewahrleisten. Die Verteilung und die Haufigkeit der Proteoglykane sind wiederum
abhangig von der mechanischen Beanspruchung (Milz 2002). Versican und Tenascin
sind charakteristische Marker des kollagenfaserreichen, straffen Bindegewebes. In
Sehnen nehmen sie unter Druckbeanspruchung mit zunehmendem faserknorpeligen
Umbau ab, wahrend die Expression von Aggrecan und Link Protein verstarkt wird
(Milz 2002).

Versican und Tenascin sind regelmalig in Sehnen und deren Ansatzzonen
nachweisbar. Im hyalinen Knorpel ist nur die Halfte der Praparate nahe der Enthesis
positiv. Es lasst sich jedoch keine typische Altersverteilung nachweisen. Versican, ein
groles Chondroitin-sulfat-Proteoglykan, das von Fibroblasten gebildet wird, ist fur die
Interaktion zwischen extrazellularer Matrix und den Zelloberflachen-Glykoproteinen
verantwortlich (Zimmermann 1993). Es stellt das typische, grol’e Proteoglykan der

Sehnen und des faserreichen Bindegewebes dar (Heinegard & Oldberg 1993).

Aggrecan ist wiederum, in Verbindung mit Link Protein, ein typischer Bestandteil von
hyalinem Knorpel (Heinegard & Oldberg 1993). Es ist ein Strukturmolekul, das durch
hohe Konzentrationen von fixierten Ladungen hyperosmotische Bedingungen im
extrazellularen Raum schafft und somit ein festes, reversibel verformbares Gel bildet,
welches Druckkraften widerstehen kann (Doege et al. 1993). Jackson beschreibt die
Widerstandsfahigkeit gegen Druckbeanspruchung in Verbindung mit Kollagen I

(Jackson et al. 1991). Im sesamoiden Faserknorpel wird unter Druckbeanspruchung
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die Zunahme von Aggrecan und von Kollagen |l beobachtet (Benjamin et al. 1991,
Robbins et al. 1997, Evanko & Vogel 1993). Im sesamoiden Faserknorpel der
Achillessehne (Wagget et al. 1998) und der Rotatorenmanschette (Berenson et al.

1996) wird Aggrecan assoziiert mit Chonroitin-6-sulfat beschrieben.

Link Protein ist ein extrazellulares Glykoprotein das zur Stabilisierung der Interaktion
zwischen Aggrecan und Hyaluronsaure bendtigt wird. Die beiden Epitope, die von 8A4
erkannt werden, liegen im Bereich der zweimal wiederholten, funktionell aktiven
Domane (,tandem-repeat-domain®) des Link Proteins und gehéren zu dem Teil, der an
der Interaktion mit Hyaluronsaure beteiligt ist (Doege et al 1986, Goetnik 1993). Link
Protein ist notwendig zum Wachstum embryonaler Knorpelanlagen (Goetnik 1993)
und zur Bildung und Erhaltung der juvenilen und adulten Knorpelmatrix (Watanabe et
al. 1999). Es ist eines der bedeutendsten Autoantigene bei Erkrankungen des
rheumatoiden Formenkreises (Guerassimov et al. 1997,1998, Zhang et al. 1998). Es
ist in diesem Zusammenhang bereits in Faserknorpeln nachgewiesen, welche

besonders haufig im Rahmen der rheumatoiden Arthritis zerstért werden (Milz 2002).

Der adulte Sehnenansatz zeigt eine typische Uberlappungszone zwischen Kollagen |
und Versican der Sehne mit Kollagen II, Aggrecan und Link Protein im Faserknorpel
der Enthesisregion. Die vorliegenden Ergebnisse lassen eine ahnliche Verteilung im
kindlichen Knorpel vor Auftreten des Knochenkerns erkennen. Teilweise reichen die

knorpeltypischen Markierungen bis weit in die Sehnen hinein.

4.3.4 Zusammenfassende Beurteilung

Die kindliche Enthesis zeigt eine Faserknorpelzone, welche alle charakteristischen
Molekule in einer Anordnung aufweist, die im Prinzip der Verteilung beim
Erwachsenen entspricht (Benjamin et al. 1986). In der adulten Enthesis |asst sich die
zonale Gliederung und die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (Kollagen II,
Aggrecan, Link Protein, Chondroitin-6-sulfat) mit den spezifischen lokalen
mechanischen Anforderungen erklaren, welche offensichtlich auch an den
Sehnenanheftungen der frihkindlichen Patella bereits vorliegen. Die Scherkraft am
Ubergang zwischen Knorpel und Sehne erzeugt auch bei der weicheren, hyalinen
kindlichen Kniescheibe eine lokale Druckbeanspruchung im Bereich der

Anheftungsstelle, die bereits den Schwellenwert, welcher zur Ausbildung von
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Faserknorpel notwendig ist, Ubersteigt (Milz 2002). Selbst diese relativ geringe
Beanspruchung der Ubergangszone geniigt offensichtlich, um ein faserknorpeliges
Enthesisorgan, ahnlich des Erwachsenen, hervorzurufen. Grundsatzlich scheinen die
Zugkrafte die der M. quadriceps femoris bei Streckung des gebeugten Kniegelenkes
beim Kleinkind ausubt, bereits hinreichend grof3 zu sein, um die Notwendigkeit fur die
Existenz dieser Enthesis an der Patella (an beiden Polen!) zu schaffen.
Einschrankend muss allerdings auch festgestellt werden, dass ein madglicher
zusatzlicher Einfluss einer genetischen Disposition anhand unserer Ergebnisse nicht
ausgeschlossen werden kann (Schneider 1956). Dennoch deuten unsere Ergebnisse
eher darauf hin, dass beim Kleinkind aufgrund der dem adulten Gelenk vergleichbaren
anatomischen und mechanischen Situation auch ein vergleichbarer Reiz zur

Ausbildung der faserknorpeligen Enthesis fuhrt.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht mit histologischen und immunhistochemischen
Methoden den Aufbau und die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix im
proximalen und im distalen Sehnenanheftungsbereich frihkindlicher Patellae. Ziel ist
es die regional unterschiedliche molekulare Zusammensetzung zu beschreiben und
mit den Befunden an der adulten Enthesis zu vergleichen. Ausgehend vom
Wissensstand zur molekularen Anpassung der adulten Enthesis an mechanische
Beanspruchung sollte geklart werden, ob &ahnliche Mechanismen auch mit den
Befunden bei fruhkindlichen Patellae vereinbar sind. Die zu Beginn der Untersuchung

gestellten Fragen lassen sich dabei im Detail wie folgt beantworten.

Die extrazellulare Matrix der kindlichen Sehnenansatzzonen weist folgende
Bestandteile auf: Es besteht eine Zone, in der eine Uberlappung von Kollagen | und I
positiven Regionen besteht, wahrend Kollagen Il praktisch Uberall vorkommt.
Kollagen V lasst sich bis zum 13. Monat nachweisen. Kollagen VI ist in den
Ansatzregionen ebenfalls nachweisbar, die Anordnung der Markierungen variiert aber
je nach Region.

Alle untersuchten Glykosaminoglykane (Dermatansulfat, Keratansulfat, Chondroitin-4-
sulfat, Chondroitin-6-sulfat) kommen regelmafig in den Anheftungszonen vor. Auch
Versican und Tenascin sind stets in den Ansatzen zu finden. Link Protein lasst sich
haufig in den Anheftungszonen nachweisen, wahrend Aggrecan in rund zwei drittel
der Falle in der kindlichen Enthesis auftritt. Insgesamt lassen sich zwischen
proximaler und distaler Enthesis keine grolien Unterschiede hinsichtlich der

Materialzusammensetzung feststellen.

Histomorphologisch stellt sich die Enthesis an beiden Enden der Patella als
Faserknorpel mit chondroiden (im Habitus den adulten Knorpelzellen &hnlich),
rundlichen Zellen dar, die in Reihe oder einzeln angeordnet sind. Lediglich die zonale
Gliederung aus hyalinem Knorpel, nicht kalzifiziertem Faserknorpel und Sehne
unterscheidet sich von der Anordnung beim Erwachsenen (hier gilt: Knochen,

kalzifizierter und nicht kalzifizierter Faserknorpel und Sehne). Die Zusammensetzung
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der extrazellularen Matrix entspricht prinzipiell dem adulten Faserknorpel mit Kollagen
II, Aggrecan, Link Protein und Chondroitin-6-sulfat.

Obwohl noch kein Knochenkern und somit kein subchondraler Knochen vorliegt,
ergibt sich, trotz der zuvor erwahnten, morphologischen Unterschiede, prinzipiell ein
ahnliches Gliederungsprinzip der Enthesis wie beim Erwachsenen. D.h. schon zu
diesem frihen Zeitpunkt der Entwicklung sind zwei getrennte Bereiche (Faserknorpel
der Enthesis und frihkindlicher hyaliner Knorpel) klar voneinander abgrenzbar. Die
Verteilung der geformten Anteile der extrazellularen Matrix beim Kleinkind entspricht
im nicht mineralisierten Bereich prinzipiell der beim Erwachsenen. Es ergibt sich
lediglich eine unterschiedliche zonale Gliederung durch die noch nicht erfolgte
Mineralsalzdeposition. Obwohl der Einfluss der genetischen Determinierung anhand
unserer Studie nicht ausgeschlossen werden kann, kommen wir zu dem Ergebnis,
dass bereits kurz nach der Geburt die gleichen biomechanischen Mechanismen
bestehen, die auch beim Erwachsenen zur Auspragung des Sehnenansatzorgans
fuhren. Wir ziehen daraus den Schluss, dass die, im Vergleich zum Erwachsenen,
geringe Beanspruchung der Ubergangszone zwischen Sehne und kindlichem
hyalinem Knorpel bereits ausreicht, um ein, dem adulten Ansatz entsprechendes,

Enthesisorgan auszubilden.
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7 Anhang

Protokoll: Immunofarbeverfahren mit Vectastain DAB-Kit

Praparatschnitte mit Dako-Pen umranden

5 Minuten Rehydrierung in PBS und Tween

Waschen (3x5 Minuten PBS und Tween)

1.
2
3. 30 Minuten Methanol (100ml+1ml 30% Wasserstoffperoxyd)
4
5

Enzym-Behandlung (30 Minuten bei 37°Celsius)

3B3 ohne Enzym (+PBS)
3B3 mit Chondroitinase ABC
2B6 mit Chondroitinase ABC
2B6 mit Chondroitinase AC
5D4 ohne Enzym (+PBS)
7D4 ohne Enzym (+PBS)
CIICI mit HC

Col I mit HC

4H12 mit HC

3C9 mit HC

5C6 mit HC

T2H5 mit ACII

12C5 mit AC

1C6 mit AC

8A4 mit AC

(Verdunnung 1:150 bis 1:300)
(0.25 U/ml)
(Verdunnung 1 :1500)
(Verdlnnung 1 :350)
(Verdlnnung 1:1500)
(Verdlinnung 1:350)
(Verdunnung 1:6)
(Verdiinnung 1:2000)
(Verdiinnung 1:500)
(Verdiinnung 1:500)
(Verdiinnung 1:10)
(Verdiinnung 1:100)
(Verdiinnung 1:5)
(Verdiinnung 1:5)
(Verdiinnung 1:5)

Waschen (3x5 Minuten PBS und Tween)

Blockierung mit 1:20 Pferdeserum (60 Minuten bei Raumtemperatur mit PBS)

Vorbereitung des ABC-Komplexes der bei 4°C fur 30 Minuten aufbewahrt wird:

1ml PBS ohne Tween
20ul ABC-A
20ul ABC-B

9. Auftragen des Primarantikérpers (30 Minuten bei Raumtemperatur)

10. Waschen (3x5 Minuten PBS und Tween)

11. Aufbringen der Sekundarantikérper Antimaus (30 Minuten bei Raumtemperatur)

Vecastain ABC-kit Elite (Verdinnung: 1:200)
12. Waschen (3x5 Minuten mit PBS und Tween)
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Zugabe des vorbereiteten ABC-Komplexes (30 Minuten bei Raumtemperatur)
Waschen (3x5 Minuten mit PBS und Tween)

DAB Inkubation 4 Minuten im Dunkeln
Waschen in Leitungswasser

Meyers Hamatoxylin 30 Sekunden
Waschen in Leitungswasser
Alkoholreihe

Eindecken der Praparate mit DPX
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