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1.1. Einleitung

Hyadiner Knorpel gilt als avaskuldres, aneurales und aymphatisches Bindegewebe. Er
bedeckt die artikulierenden Enden der Gelenke und sorgt dort fir eine reibungsarme,
lastabsorbierende und lastverteilende Oberfléache. Wie jedes Bindegewebe besteht Knorpel

aus Zdllen, Fasern und Grundsubstanz.

Die Fahigkeit des Gelenkknorpels, Kompressions,- Zug- und Scherkréften zu widerstehen, ist
an die strukturelle Integritdt oben genannter Bestandteile gebunden. Verlust von
Knorpelmasse sowie Storungen dieser Integritét fuhren zum Krankheitsbild der
Osteocarthrose. Sie ist eine der haufigsten Alterserscheinungen unserer Zeit mit grof3er
sozialmedizinischer Bedeutung. Daher steht der Gelenkknorpel im  Zentrum vieler

wissenschaftlicher Untersuchungen.

Basierend auf Unterschieden in der Morphologie, der Zellanordnung, der
Kollagenfaserarchitektur und der Glykosaminoglykankonzentration wird Gelenkknorpel in
verschiedene Zonen unterteilt. Diese Zonen wurden in verschiedenen Studien auf ihre
morphologischen (Bertam, Lierse et al. 1991, Poole et al. 1984, Freeman et al. 1994, Smith et
al. 1995), biochemischen (Parkinnen et al. 1993, Kim et al. 1994, Bachrach et al. 1995,
Torzilli et al. 1997, Wong et a. 1996) und biomechanischen (Setton et al. 1993, Freeman et
al. 1994, Mak et al. 1986, Mow et al. 1980, Jurvelin et al. 1988) Eigenschaften hin untersucht.

Gelenkfunktion und Gelenkgesundheit werden malgeblich durch die auf das Gelenk und
seinen Knorpel wirkenden Kréfte, d.h. die mechanische Umgebung, beeinfluf3. Mechanische
Signale wirken sich auf den Gleichgewichtszustand des Grundgertistes des Knorpels, der
Matrix, aus. Uber Veranderungen der Matrixbeschaffenheit oder direkt durch die Last als
Signal werden die Knorpelzellen, die Chondrozyten, beeinflu und in ihrer
Stoffwechselaktivitdt und damit in der Produktion der sie umgebenden Matrix gesteuert. Viele
Studien untersuchen daher den Einflufd unterschiedlichster experimenteller Konditionen auf
Stoffwechsel und Ultrastruktur des Knorpels. Dies geschieht etwa unter verschiedenen
Lastbedingungen (Sah et al. 1989, Torzilli et al. 1997, Parkinnen et a. 1993, Kim et al. 1994),
in Kultur (Smith et al. 1995, Freeman et a. 1994, Parkinnen et al. 1993) oder in situ (Guilak
et al. 1995, Wong et al. 1996, Setton et al. 1993), unter vergleichender Betrachtung einzelner



Zonen (Guilak et al. 1995, Wong et al. 1996) oder unter Betrachtung nur einzelner Zonen an
sich (Setton et a. 1993).

Die Integritdt der Knorpeloberflache stellt fUir das biomechanische Verhadten des
Gesamtknorpels eine wichtige Komponente dar (Setton et al. 1993). Fibrillationen der
Oberflache sind eines der frihesten Degenerationszeichen. Daher liegt besonderes

Augenmerk auf der obersten Zone des Knorpels, der sogenannten Tangentialzone (Guilak et

al. 1995, Saxenaet al. 1991).

Man weil3, dal3 bei Schadigung der Tangentialzone Zeichen einer erhthten Matrixdeformation
gefunden werden (Setton et al. 1993, Glaser et a. 2002).

Man weil3 auch, dal3 in vivo be erhohter Zelldeformation eine reduzierte Biosynthese der
Chondrozyten gefunden wird (Guilak et al. 1995, Wong et al. 1997).

Noch nicht untersucht wurde, ob diese beiden Aussagen in Zusammenhang zu bringen sind.
Der Ansatz hierzu heil3t, ob es bei geschédigter Knorpeloberfléache zusétzlich zu der erhéhten
Matrixdeformation auch zu einer vermehrten Zelldeformation kommt. Das fehlende Glied
dieser Plausibilitdtskette, namlich die Frage, ob Schadigung der Tangentialzone zu erhdhter
Zelldeformation fihrt, soll hier untersucht werden.

1.2. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit setzt sich die Vervollstandigung oben genannter Plausibilitdtskette
zum Primérziel. Sie betrachtet die Zellen in verschiedener Hohenlokalisation im Knorpel bei
akuter mechanischer Belastung und ihre Deformation unter der Last. Es wird untersucht, ob
sich das Ausmal} der Deformation in Abhangigkeit von der Oberflachenbeschaffenheit des
Knorpels verandert. Dazu wird die Tangentialzone abgetragen. Auch stellt sie die Frage nach
der Deformation der einzelnen Knorpelzonen und des Gesamtknorpels bel geschédigter
Oberflache unter akuter mechanischer Belastung. Dabei werden die einzelnen Zonen nach
zellmorphol ogischen Kriterien definiert. Da die Einteilung des Knorpels in Zonen auch nach
kollagenfaserarchitektonischen Kriterien erfolgen kann, wollen wir etwaige Unterschiede der
Deformation hier als Nebenaspekt im Auge behalten.



In zweiter Linie wird untersucht, ob es einen EinflulR von Grofe der Last und Dauer der Last

auf die Deformation von Zellen und Zonen gibt.



2 Aktudler Kenntnisstand in der Literatur

2.1. Gelenkknor pel: Aufbau und Funktion

2.1.1. Allgemeines

Knorpelgewebe besteht histologisch aus Zellen (Chondrozyten), Fasern und Grundsubstanz.
Fasern und Grundsubstanz bilden die Matrix. Je nach Art und Mischung dieser Bestandteile
unterscheidet man Faserknorpel, elastischen Knorpel und hyalinen Knorpel. Im hyalinen
Knorpel nehmen die Chondrozyten ca. 1-10% des gesamten Gewebevolumens ein. Die
biomechanischen Eigenschaften werden vor allem durch die von den Zellen gebildeten
Interzellularsubstanz, die Matrix, bestimmt. Diese besteht zu 60-80 % aus Wasser und lonen,
sowie aus Kollagenen wund Proteoglykanen mit einem groen Anteill von
Glykosaminoglykanen. Hyaliner Knorpel bildet die Gleitflachen der Gelenke. Er wird von der
Oberflache absteigend in verschiedene Zonen unterteilt. Der Gelenkknorpel spielt eine
wichtige Rolle bei der Verkndcherung der Skelettanlage, des epiphysaren Langenwachstums
und der Frakturheilung. Zwar sind die knorpelliberzogenen Gelenkflachen makroskopisch
glatt, mikroskopisch zeigen sich jedoch kleine Inkongruenzen, die grofdtenteils durch die
SynovialflUssigkeit ausgeglichen werden (Debrunner, 3Aufl., 1983). Der Friktionskoeffizient
(Friktion: Bei Bewegung entstehende Reibung) des intakten Gelenkknorpels betragt nur etwa
1/5 des Wertes von Eis auf Eis und ist damit wesentlich niedriger as der kunstlicher
Ersatzmaterialien (z.B. Polyethylen auf Metal) (Mankin et al. 1994; Rudert, Wirth et al.
1998).

2.1.2. Zonae Gliederung

Der Gelenkknorpel in seiner Gesamtheit wird in oberflachenparallele Zonen unterteilt. Dabei
wird zunéachst der kalzifizierte Knorpel vom dariberliegenden, nicht kalzifizierten Knorpel
durch eine oberflachenparalele Grenzlinie, die Tide Mark, abgeschieden. Die Einteillung des

unkalzifizierten Knorpels kann dann weiter einerseits nach der kollagenen



Faservorzugrichtung oder aber nach der bevorzugten Anordnung, Form und Orientierung
seiner Zellen erfolgen.

In der Regel wird die Einteilung in drei oberfl&chenparallele Zonen verwendet. Diese heil3en
Superfizialzone, Intermedidrzone und Basalzone oder auch Tangential,- Transitiona- und
Radidrzone. Dabel beschreiben letztere Begriffe die Orientierung der Faservorzugsrichtung
der Kollagenfasern oder der Zelllangsachsen zur Oberflache (z.B. Benninghoff 15.Aufl. 1994,
Stockwell et a. 1975, Rudert et al. 1998).

Die Zédllen, welche den verschiedenen Zonen zugeordnet werden, unterscheiden sich nicht nur
morphologisch in Form, Gréfie und Anordnung, sondern auch in ihrer Stoffwechselaktivitét
(Aydelotte et al. 1988). Betreff einiger Zellparameter (Volumen, Oberflache, Matrixvolumen)
wurde dargestellt, dal3 Zellvolumen und Zelloberflache von superfizial nach radial um den
Faktor zwel steigen (Wong et a. 1996). Die metabolische Aktivitét, gewertet am Gehalt an
Granula, der Zellvakuolen und Transport- oder Speichervesikel, ist gering in der superfizialen
Zone und steigt Uber die Transitionalzone bis zu einem sehr hohen Granulagehat in der
Radidrzone (Wong et a. 1996, Brighton et a. 1984), wo demnach die héochste
Stoffwechsel aktivitét vermutet wird (Meachim et a. 1962).

Allerdings ergeben sich von dieser oben genannten klassischen Zoneneinteilung, abhangig
von Studiendesign und bildgebender Methode (Hedlund et a. 1993), abweichende
Zoneneinteilungen. Da die Gliederung nach der prédominanten Kollagenfaserverlaufsrichtung
oder der Anordnung der Zellen in der praktischen Anwendung oft keine eindeutig
reproduzierbaren Grenzen liefert, erfolgte auch die pragmatisch arithmetische Teilung in eine
durch ihre Zellanordnung eindeutig bestimmbare obere Zone (Tangentiazone mit
oberflachenparalen flachen Zellen) und drel in gleichem Abstand zueinander liegende
weitere Zonen (Eggli et a. 1988). Auch wurden durch weitere Unterteilung der oberen Zone
in eine weitere superfiziale und tiefe Schicht vier Zonen des unkalzifizierten Knorpels
unterschieden (Weiss et a. 1968), drel Zonen inklusive kalzifiziertem Anteil (Pafrey et al.
1975) oder drei Zonen mit zweigeteilter mineralisierter Zone (Brighton et a. 1984).

Aus diesen Uneinheitlichkeiten heraus sind zonenbezogene morphologische Ergebnisse des
Knorpels und seiner Zellen oft schwer vergleichbar.

Wir hdten uns in unserer Arbeit an die oben aufgefiihrte klassische Einteilung. Diese
allgemein anerkannte zonale Gliederung des Gelenkknorpels sieht von der Oberflache zur

Tide Mark absteigend folgende Zonen und Zonencharakteristika vor:



I Tangentialzone

Die Dicke der Tangentiadzone betrdgt je nach Knorpel wenige 100 um. Die Zellen der
obersten und dinnsten Zone sind charakterisiert durch ihre einzelne Lage, flache, diskoide,
spindeldhnliche Form und die Ausrichtung ihrer Langsachse parallel zur Oberflache (Poole et
al. 1997, Brighton et al. 1984). Sie enthaten reichlich RER und Mitochondrien, wenig
Vakuolen und Veskel, etwas Golgiapparat, Zytoplasmavakuolen (,holes’) und Glykogen.
Das Zytosol erscheint in der Elektronenmikroskopie dunkel (Brighton et al. 1984).

Die sie umgebenden Kollagenfasern aus dichten Laminae einheitlichen Kollagens (Poole et
al. 1997) sind paralel zur Oberflache ausgerichtet (Clarke et a. 1971, Fischer et al. 1988).
Der Kollagengehalt ist in dieser Zone am hochsten, die Kollagenfaserbiindel liegen
oberfléchenparallel geordnet vor und sie haben einen hohen Vernetzungsgrad (Muir et al.
1970).

Der Proteoglykangehalt dieser Zone ist niedrig (Poole et a. 1997, Muir et a. 1970).

Aus diesen Eigenschaften ergibt sich eine vergleichsweise hohe Zugfestigkeit (Torzilli et .
1989) und niedrige Permeabilitét (Maroudas et a. 1978, 1979). Die Tangentiazone als
oberste Knorpelzone ist verantwortlich fir die Kontrolle des Flissigkeitsaustausches und fur
das viskoelastische Verhalten des Knorpels (Torzilli et a. 1989, Setton et al. 1993). Man
sieht die Tangentialzone als ,, tension resistent diaphragm” (Meachim, Stockwell et a. 1979).
Sie gilt auch as mechanische Schutzschicht gegen Scherkréfte, Abnutzung und tangentiale
Dehnung (Broom et al. 1986, O Connor et al. 1993, Fischer et al. 1991). Verantwortlich dafUr
wird ihre Faseranordnung gemacht, welche geeignet scheint, einwirkende Kréfte Gber die
Gesamtoberflache zu verteilen (Putz et al. 1993, Broom et al. 1985, Glaser et al. 2002). Unter
degenerativen Prozessen kdnnen die oberflachlichen Kollagenfasern demaskiert werden. Dies
wird sichtbar als Fibrillation auf der Oberfléche, bis hin zur Aufrauhung und Rupturen der
Oberflache (Broom et al. 1986, Roth et al. 1980).

I Transitionalzone

Diese Zone liegt unter der Tangential- und oberhalb der Radidrzone. Die Transitionalzone,
auch als reine Ubergangszone zur Radi&rzone beschrieben (Aspen and Huskins 1989, Clark et
al. 1985), nimmt methodenabhangig (Putz et a. 1993) ca. 20 — 70 % der Gesamtknorpelhthe
ein (Broom et al. 1985, Omelianeko et al. 1991).



Sie wird as Ubergangszone bezeichnet, da die Zelanordnung hier von der
oberflachenparallelen Orientierung zur typisch oberfléchenvertikalen der darunterliegenden

Radiérzone tbergeht und nicht in einer typischen, einheitlichen Form zu erfassen ist.

Die Chondrozyten runden sich ab, sie bekommen eine spheroide Form (Poole et al. 1997),
sind weniger flach und platt und liegen in zufallsverteilten kleinen Zellgruppen (Brighton et
al. 1984). lhre Langsausrichtung ist uneinheitlich mit schrégem bis oberflachenparallelem
Verlauf (Benninghoff 15 Aufl. 1994).

Die Chondrozyten besitzen reichlich RER, Golgi und Mitochondrien. Im Zytoplasma sind
wenig Vakuolen und Veskel dichtbar, es enthdt Fett und Glykogen, enige
Filamentstrukturen und Zytoplasmal6cher. Das Zytosol erscheint im Elektronenmikroskop
dunkel (Brighton et a. 1984).

Auch die Kollagenfasern sind ohne Vorzugsrichtung orientiert. Sie bilden ein schrég
Ubergehendes Netzwerk (Poole et al. 1997, Benninghoff 15. Aufl.1994). Der Kollagengehalt
sinkt im Vergleich zur Tangentialzone (Muir et a. 1970)

Die Proteoglykankonzentration dagegen steigt an (Maroudas et a. 1976, Poole et al. 1997).
Aus ihrer Zusammensetzung ergibt sich fur die Transitionalzone im Vergleich zur
Tangentialzone eine geringere Zugfestigkeit (Broom et al. 1986 / Saxena et a. 1991) bei
wachsender Drucksteife (O"Connor 1989).

" Radi&rzone

Diese Zone grenzt nach oben an die Transitionalzone und wird nach unten durch die Tide
Mark von der mineralisierten oder kalzifizierten Zone abgeschieden.

Die runden bis spheroiden Chondrozyten mit senkrecht zur Oberflache laufender Orientierung
liegen in Sdulen zusammengefald. Sie weisen einen bevorzugt radidren, d.h. senkrechten,
Verlauf zur Oberfléche auf (Poole et al. 1997, Brighton et al. 1984).

Aufféllig ist der hohe Gehdt an RER, Mitochondrien, Golgi, feinen Filamenten und
Glykogen. Es finden sich Zytoplasmal6cher, Vakuolen und Vesikel im dunklen Zytosol
(Elekronenmikroskopie) (Brighton et al. 1984).

Die bevorzugte Orientierung senkrecht zur Oberflache gilt auch fur die
Kollagenfaseranordnung (Omelianeko et a. 1991, Clarke et a. 1971, Clark et a. 1985).
Diese radidre Verlaufsrichtung der Fasern scheint sich erst mit der Skelettreife
herauszubilden, wie Untersuchungen am Schwein gezeigt haben (Putz et Fischer 1993). Der
Kollagengehalt sinkt mit steigendem Abstand von der Oberflache (Hedlund et a. 1993).



Man findet im Vergleich zu den weiter oberflachennahen Zonen einen steigenden
Proteoglykangehalt (Poole et al. 1997). Der Proteoglykangehalt ist bei 50 — 75 % der
Gesamthohe gerechnet von der Oberfléche maximal. Dort ist auch die Drucksteife maximal
ausgepragt (O Connor et a. 1989), wahrend die Zugsteife in Korrelation mit dem geringeren
Kollagengehalt minimal ist (Roberts et al. 1986, Roth et al. 1985).

v Mineralisierte Zone

Die durch die Tide Mark (TM) nach oben abgrenzbare mineraisierte Zone gehort
eingelagerter Kalziumphosphat-Kristalle wegen nicht mehr zum unkalzifizierten Knorpel.
Brighton (1984) unterscheidet innerhalb der mineralisierten Zone einen oberen von einem
unteren Abschnitt. Die mineralisierte Zone ist von grof3er Bedeutung. Nicht nur da von ihr
beim Kind und Jugendlichen Wachstum und enchondrale Verkndcherung ausgehen, sondern
auch, weil sie eine gewisse Regenerationsfahigkeit behdlt und dadurch Ansétze fiur eine
Therapie bel Knorpelschaden bietet (Rudert et Wirth 1998, Wakitani et al. 1994). Der Antell
der mineralisierten Zone an der Knorpelgesamththe betragt durchschnittlich 3 — 9 %. Er ist
intraindividuell konstant, schwankt infolge der ,Verzahnung® mit dem subchondralen
Knochen lokal alerdings um bis zu 50 % (Muller-Gerbl et a. 1987). Man kann die
mineralisierte Zone zum subchondralen Knochen durch eine sogenannte ,cement ling"
abgrenzen (Poole et al. 1997).

Man findet runde Zellen in unkalzifizierten Lakunen (Poole et a. 1997). Diese werden zum
Teil as aufféllig degeneriert aussehend beschrieben. Sie sind einzeln und zuféllig verteilt
(Brighton et a. 1984). Die Chondrozyten liegen in kleinen Gruppen, aber nicht mehr in
Saulen. Das Zytosol ist im Elektronenmikroskop hell und enthalt viele Locher, madig RER,
kein Glykogen, Filamente oder Vesikel (Brighton et al. 1984).

In neuerer Zeit werden die statisch—strukturellen zonalen Gliederungen von funktionellen
zonaen Gliederungen erweitert. Das beruht auf Veranderungen der Kollagenfaserarchitektur
bei Belastung im Rasterelektronenmikroskop, bel denen Tangential- und Transitionalzone
eine funktionelle Einheit zu bilden scheinen (Glaser et a. 2002).



2.1.3. Territoriale Gliederung

Zusétzlich zur horizontalen Unterteilung des Gelenkknorpels in Zonen erfolgt histologisch
und elektronenmikroskopisch eine weitere Eintellung. Diese verlauft konzentrisch um die
Chondrozyten herum in Territorien oder Matrices (Poole et al. 1984). Sie stellen zusammen
die Mikroumgebung des Chondrozyten dar (Poole et a. 1984). Der Chondrozyt und seine
perizelluldre Mikroumgebung bilden die strukturelle Einheit des Chondrons (siehe unten)
(Benninghoff et a. 1925, Szirmai et al. 1969, Poole et a. 1988). Chondrone besitzen bel 3D-
Rekonstruktion nach Elektronenmikroskopie eine Polaritét (Poole et al. 1997): den artikul&ren
Pol (zur Oberflache hin, er scheint dichter) und den basalen Pol (zur Tide Mark hin). Die

folgenden Ausfihrungen beziehen sich ebenfalls auf Betrachtungen im Elektronenmikroskop:

Perizelluldre Matrix (PCM):

Hier findet sich ein feines Netzwerk aus dinnem, filamentartigem Material (Kollagen 1X
(Poole et a. 1997), Kollagen Typ VI (Poole et a. 1992)) mit einem hohen Gehat an
kondensiertem Proteoglykan. Es kommen keine gebiindelten Kollagenbénder vor (Poole et al.
1984). Desweiteren weist die PCM einen hohen Hyaluronatgehalt auf (Mason et al. 1981,
Poole et a. 1997), viele sulfatierte Proteoglykane (Poole et al. 1984), Biglykan (Moisge et .
1994), Fibronectin (Glant et al. 1985), Laminin (Burr et a. 1996) und Matrixgkykoprotein
inklusive des , link proteins® (Ratcliffe et Mow 1996).

Perizelluldre Kapsdl:

Sie ist eine diskrete Umkapselung aus fibrilldren Strukturen, welche nur in der mittleren und
tiefen Knorpelzone die PCM umgibt. Es handelt sich um ein Netz feiner Fibrillen. Sie
umgeben longitudinal, transversal, schrdag und zrkuldr die Chondrozyten. Zur
Gelenkoberflache hin gelegene Kapselanteile scheinen aus konzentrischen Laminae
transversaler und longitudinaler Fibrillen zu bestehen. In der superfizialen Zone ist eine
perizellulare Kapsel nur bei Fixation wahrend Kompression erkennbar (Poole et al. 1984).

Perizellulare Kandle:

Man findet sie nur in der mittleren und tiefen Knorpelzone. Sie sind immer zum artikul&ren
Pol gerichtet. Diese Kandle, die durch lokae Kompaktierung und Umformung von
Kapselfasern entstehen, verbinden die PCM mit der territorialen Matrix (Poole et al. 1984).



Territoriale Matrix (TMa):

Es handelt sich hier um eine direkt an die perizelluldre Kapsel anschlief3ende Region.
Bestehend aus Bindeln von Kollagenfibrillen weist sie elektronendurchl&ssige Rdume auf.
Diese konnen elektronendichte Proteoglykanaggregate enthalten. Am  Ubergang zur
Interterritorialen Matrix wird die Kollagenfaserpackung dichter (Poole 1984). Die TMa ist
reich an Chondroitinsulfat (Meachim, Stockwell et al. 1979).

Interterritoriale Matrix (ITM):

Die interterritoridle Matrix ist die eigentliche Knorpelmatrix. Auffélig ist die dichtere
Packung der Kollagenfasern im Vergleich zur territorialen Matrix (Poole et al. 1984,
Paukkonen et al. 1987). An den Kollagenfasern liegen grof3e Mengen elektronendichten
Materials an. Dessen Menge nimmt von der mittleren Zone zur tiefen hin zu. Dieses Material
ist granuld@ und verschwindet bei Entkalkung nicht (Poole et al. 1984). Die ITM besitzt einen
grofen Gehalt an hochmolekularem Keratansulfat (Stockwell, Meachim et al. 1979, Kincaid
et Van Sickle et al. 1981).

2.1.4. Chondrozyten — die zelluldren Elemente des Knorpels

Chondrozyten differenzieren sich aus mesenchymalen Vorlauferzellen tber Vorknorpelzellen
und Chondroblasten zu gering basophilen Chondrozyten. Sie besitzen einen hohen Gehalt an
rauhem endoplasmatischem Retikulum (RER), Golgi-Apparat und Mitochondrien. Die groflie
Zahl von Glykogengranula weist auf die hohe Produktionsrate von Grundsubstanz,
vornehmlich Glykosaminogkykanen und Protein, hin (Benninghoff 15.Aufl. 1994). Die
Chondroblasten werden bel der Produktion der Grundsubstanz auseinandergedrangt. So
entstehen einzeln liegende Chondrozyten. Sie sind umgeben von territorialer und
interterritotialer Matrix. Bis etwa zur 18. Schwangerschaftswoche liegen die Chondrozyten
einzeln verteilt (Rother et a. 1990). Bei ihrer Teillung ergeben sich isogene Zellgruppen.
Diese werden algemein auch as Chondron bezeichnet. Poole (1997) bezeichnet in
Anlehnung an Benninghoff (1925) als Chondron auch den einzelnen Chondrozyten mit seiner
perizelluldren Matrix oder Kapsel. Die eigentliche Knorpelmatrix, welche die typischen
Kollagenarchitektur des Knorpels bildet (Benninghoff et a. 1925), wird auch als
interterritoriale Matrix bezeichnet. Dazwischen liegt die territoriadle Matrix. Die isogenen

Zéllgruppen bilden dann Doppel-, Dreier- oder Mehrfach-Chondrone. Diese Gruppierung
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wird auch als Clusterung bezeichnet und findet erst postpartal statt (Rother et al. 1990). Die
Chondrozyten nehmen 1-10 % des Gewebevolumens ein (Stockwell 1967). Die Zelldichte ist
im menschlichem Knorpel oberfldchennah am hochsten. Sie sinkt mit zunehmendem Abstand
von der Oberflache (Stockwell et a. 1967, 1971). Zellen in verschiedenen Zonen
unterschieden sich durch ihre Grof3e, Form und metabolische Aktivitét (Aydelotte et al. 1988)

Die metabolische Aktivitét der Chondrozyten wird durch externe Belastung und Parameter,
die Folgen der Belastung sind, komplex beeinflufd. So ist der Zellmetabolismus abhéngig von
der Position der Zelle zwischen Oberflache und Tide Mark (Adeylotte et al. 1988) und von
der auf sie einwirkenden Kraft (Sah, Kim et al. 1989). Zelluléare Deformation beeinfluf3t so
die zellulare Aktivitét (Lipiello et al. 1985, Parkinnen et a. 1992). Auch Wachstumsfaktoren
und proinflammatorische Mediatoren sind Einflu3faktoren (Bayliss et a. 1992).
Physiologisch stehen Produktion und Abbau der Matrixkomponenten unter Zytokinkontrolle.
Die Zytokine stammen z.T. von den Chondrozyten selbst (Autoregulation), z.T. aus der
Synovialflussigkeit (parakrine Regulation) (Buddecke 3. Aufl. 1993). Mechanische Faktoren
agieren synergistisch mit physiochemischen und pharmakologischen (Zytokine,
Prostaglandine, NSAR) bei der Regulation von Zedlaktivitdét und Gewebemorphologie
(Torzilli et a. 1997). Reduktion der chondrozytéaren Syntheseleistung unter inadaquater
mechanischer Belastung fiihrt zum Uberwiegen kataboler Prozesse und zur Degeneration des
Knorpels (Buddecke 3. Aufl. 1993).

Bei der Degeneration des Knorpels liegt besonderes Augenmerk auf den Zellen der
oberflachlichsten Knorpelschicht. Bei Untersuchung der Chondrozytenhdhlen (as
préparationsbedingtem Mal3 fur die Chondrozytengrofe) fand man abnehmende Zahl und
Dichte der Knorpelhohlen von superfizial nach basal mit steigendem Abstand zueinander
(Bertam et Lierse 1991). Da Chondrozyten bei arthrotischer Degeneration schrumpfen
(Annefeld et al. 1983), wurde die Tendenz zu verschmélerten Chondrozytenhohlen der
superfizialen Schicht in praarthrotischem Knorpel als Atrophiezeichen der Zellen gewertet
(Bertam et Lierse 1991). Die Tangentialzone besitzt zwar die beste Nahrstoffversorgung, da
sie zum Gelenkspalt mit der néhrenden SynoviaflUssigkeit die kirzeste Diffusionsstrecke zu
Uberwinden hat (Bertram et Lierse 1991). Andererseits besitzt diese Zone mit der hochsten
Zelldichte die geringste Stoffwechselaktivitét. Dies wird as Nachtell in  der
Anpassungsfahigkeit auf mechanische Belastung gewertet (Bertram et Lierse 1991).
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Insgesamt wird dieser Zone daher ein hohes Arthroserisiko zugeschrieben (Bertram et Lierse
1991).

Die Stoffwechselleistungen der Knorpelzellen werden nicht nur durch die Position oder
zonae Zuordnung im Gesamtknorpel bestimmit.

Die Chondrozytensyntheseaktivitdt kann auch territorial unterschiedlich ausgepragt sein. So
liegen Maxima fur die Sulfatproduktion einerseits in der oberen Radialzone, andererseits in
der perizelluldren Matrix. Fur die Prolinkonzentration finden sich Maxima in der unteren
Radialzone mit gleichmaiger Verteilung Uber die perizellulare, territoride und
interterritoriale Matrix (Wong et al. 1996).

Eine veranderte Syntheseleistung der Chondrozyten kann durch mechanische Belastung
erzielt werden. In diesem Zusammenhang wird von Guilak und Fremann das Paradigma
»function follows form“ vorgestellt (Freeman et al. 1994, Guilak et al. 1995). Zeluldre Form,
Oberflachenumfang und Zellvolumen bestimmen Phanotyp und Genexpression (Urban et al.
1993, Newmann et al. 1988). Beispielsweise produzieren Zellen mit runder Form in
Agarosegel vorwiegend Kollagen 1l (Zanetti et a. 1989) flache Zellen in Kultur dagegen
Kollagen | (Bengaet al. 1982, Zanetti et al. 1989).

Zur Anpassung auf mechanische Belastung ist eine Moglichkeit der Stoffwechselregulation
unter deformierender Last die direkte Weitergabe des mechanischen Signals Uber das
Zytoskelett an den Zellkern (Guilak et a. 1995). Hier fungiert das Zytoskelett selbst als
second messenger bei der Signaltransduktion. Dabel kann diese
Signaltransduktionsmaschinerie auf das aul3ere Signal hin moduliert werden (Bran et Stanford
1994). Die Vorstellung des Zytoskelettes als second messenger wird gestiitzt durch eine
unterbrochene Signalweitergabe bei Zerstérung des Zytoskelettes (Guilak et al. 1995,
Benjamin et al. 1994, Durrant et al. 1996). Weitere potentielle Ubertrager des &uReren
mechanischen Signals sind Flissigkeitss und Elektrolytstrome, Kalziumkonzentrations-
Anstieg (Guilak et al. 1994), osmotische Potentiale und Volumenregulation (Freeman et al.
1994). Die Deformation der Extrazellularmatrix fuhrt Gber Deformation der Zellen (Broom et
Myers 1980, Guilak et al. 1995) zur Kerndeformation (Guilak et al. 1995). Die Deformierung
des Kernes allerdings beeinflufdt die Syntheseleistung (Aggrekane) (Buschmann et al. 1996).



2.1.5. Matrix

Die Matrix besteht aus einem Kollagenfasergertist und fiillender Grundsubstanz.

Bei den Fasern handelt es sich Uberwiegend Typ 11- Fasern (90%). Perizellular kommt Typ-I-
Kollagen vor. Um die zellularen Elemente herum sind die Kollagenfasern konzentrisch
angeordnet, interterritorial herrscht eine zonale Vorzugsrichtung vor. Dabei findet man
Kollagenfasern unterschiedlicher Polaritdt. Etwa je 50 % laufen paralel bzw. antiparallel
ausgerichtet. Ob dieses Phanomen durch die Art ihrer Fibrillogenese bedingt wird, ist unklar.
Nach Hedlund weichen etwa 5 % der Fasern von der Hauptrichtung ab (Hedlund et al. 1993).
Wahrend Palfrey die hdchste Volumendichte an Kollagen in einer mittleren Knorpelhthe
beschreibt (1975), finden Hedlund et a. steigende Volumendichte und Faserdurchmesser
sowohl von perizelluldr nach interterritorial, wie auch von superfizial nach basal (Weiss et al.
1968). Knorpel hoher Belastung weist variablere und breitere Faserstéarken auf (Zambrano et
al. 1982). Basal beschriebene dickere Fasern kdnnen nicht eindeutig als separate Population
eingeordnet werden. Es ist nicht sicher, ob sie nicht nach superfizia astartig in dinnere
Fasern auslaufen. Auch wenn dargelegt wurde, dal3 die Kollagenfasern durch fast die gesamte
Knorpelhthe laufen und daher ein grofRes Langen/Durchmesser- Verhdtnis besitzen (Clark et
al. 1985), konnten einzelne Fasern nicht durchgehend von basal nach superfizia verfolgt

werden.

Die Grundsubstanz besteht zu 70 % aus Wasser und zu 4 % aus Mineralsubstanz. Die
Verteilung der Grundsubstanz um die Chondrozyten herum ist inhomogen. Von perichondral
nach interterritorial nimmt die Konzentration ab. Konsekutiv ergibt sich eine abnehmende
Farbungsintensitét (z.B. Azan). Das Grundgertst wird von Hyaluronat gebildet. An dieses
sind Uber Bindemolekile Proteoglykane geheftet. Von ihnen ragen flaschenbirstenartig die
Glykosaminoglykane (GAG) ab. Im Fall des hyalinen Knorpels ist das Hauptproteoglykan,
neben anderen kleineren (Heinegard et a. 1992), das Aggrekan. Es besteht aus
Chondroitinsulfat und Keratansulfat. Uber Hyaluronektin bindet es als link protein. Die GAG-
Seitenketten besitzen eine hohe Wasserbindungskapazitét und stofRen sich wegen ihrer
gleichartig nach auflen gerichteten negativen Ladung voneinander ab. Sie sind das
wesentliche druckaufnehmende Element im Knorpel. Sie bedingen die prallelastischen
Eigenschaften und die Druckfestigkeit des Knorpels. Bei osteoarthrotischer Degeneration
verandern sich der Proteoglykangehalt (Weiss et al. 1979), der Hyaluronatgehalt, die GAG-
Zusammensetzung (Vasan et a. 1983) und der Wassergehalt (Mankin et al. 1975).
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Die Proteoglykane stehen mit den Kollagenfasern in elektrostatischer Wechselwirkung
(Schmidt et al. 1990). Sie nehmen durch Einbindung in die Kollagenmatrix nur 1/5 des
Volumens ein, welches sie in freler Losung hétten (Muir et al. 1983). Die sie einfassenden
Kollagenfibrillen sorgen fur Zugfestigkeit und Gewebsintegritét. Je nach Position im Gelenk
ist ihre Vorzugsrichtung verschieden (Zambrano et al. 1982, Paukkonen et Helminen 1987).
Aus der Kombination zwischen Proteoglykan- vermittelter Druckfestigkeit und Kollagen
vermittelter Zugfestigkeit ergibt sich die hohe mechanische Belastbarkeit des Knorpels.

2.2. Funktionelle Biomechanik des Gelenkknor pels

2.2.1.Matrix

Die biomechanischen Eigenschaften des Knorpels werden durch sein viskoelastisches
Verhalten erklart. Dieses hangt von der Interaktion zwischen Kollagenen, Proteoglykanen und
vom Wassergehalt ab. Einen sehr guten Uberblick tber die Entwicklung des Verstandnisses
zur funktionellen Biomechanik des Gelenkknorpels bietet L.Setton et al.(1993):

In den 70er Jahren stellte man sich das viskoelastische Verhadten des Knorpels as
Interaktionsergebnis solider Matrixmoleltle (d.h. single.phase-behaviour) vor. Zum Beispiel
as ,, spring-dashpot-elements* (Coletti et a. 1972, Hayes, Mockros et al. 1971, Parson, Black
et al. 1977) oder as , short / longtime-moduli“ (Hori, Mockros et a. 1976, Kempson et al.
1971) in einer Flissigkeitsausstrom-unabhangigen (flow-independent) Belastungsantwort.
Erweitert wurde diese Vorstellung sehr bald von Mow et a. (1980 und 1982) als Interaktion
aus inkompressibler elastischer Matrix und nicht viskéser inkompressibler Flissigkeit. Da
diese Interaktion ihrerseits durch den Grad des FlUssigkeitsflusses bzw. der Permeabilitéat der
Matrix bestimmt wird, wird hier ein ,,flow-dependent biphasic behaviour® beschrieben. Diese
biphasische Theorie (BP) wird weiter erganzt durch die Vorstellung eines biphasischen
poroelastischen Verhaltens (BPVE) des Gelenkknorpels. Dieses bezieht zusétzlich die
intrinsische Viskoelastizitét der Matrix ein und berlicksichtigt daher sowohl flow-dependent
als auch flow-independent Mechanismen (Mak et al. 1986).

Zum Vergleich der BP- und BPVE-Theorie beziglich des Verhatens oberflachendefekten
und —beschadigten Knorpels unter mechanischer Last: Die BPVE-Theorie zeigt eine deutlich

14



suffizientere Beschreibung der Reaktion oberflachendefekten Knorpels. Bei intakter
Oberflache stellen beide Theorien die Vorgange im Knorpel valide dar. Dies ist darauf
zurlickzufthren, dal3 bei beschédigter Oberflache Permeabilitdt und konsekutiv , creep”- (=
Flissigkeitsausstrom) Geschwindigkeit stark ansteigen. Hierdurch kommt es zu ener
grofReren und rascheren Abhangigkeit des biomechanischen Verhatens von der Matrix. Die
Matrixbeanspruchung steigt infolgedessen mit steigender Permeabilitét an. Die flow-
independent Mechanismen gewinnen an Bedeutung. Umgekehrt wird das flow-independent
intrinsische viskoelastische Verhaten der Matrix von ener niedrigen Permeabilitédt
.gecovert’. Je kleiner die Permeabilitét, desto weniger Bedeutung hat das intrisische
Matrixverhalten. Schlu3folgernd ist die BP ausreichend bei der Darstellung mechanischen
Verhatens intakten Knorpels unter kurzer Last, die BPVE aber Uberlegen bei der
Beschreibung oberflachendefekten Knorpels unter Last.

In der Vorstellung der BPVE-Theorie wird die initiale elastische Deformation von den
Kollagenfasern bestimmt (solide Phase) (Jurvelin et al. 1988, Bader, Kempson et al. 1994,
Kim et a. 1995). Sie nehmen richtungsabhangig (anisotrop) Zugkréfte auf (Akizuki et al.
1986). Bei anhaltender Belastung presst sich die interstitielle Flussigkeit (fluid phase) durch
die widerstandsleistenden Proteoglyken-Kollagen-Matrixporen (= creep) (Mow et a. 1984).
Der so generierte hydrostatische Druck steigt an, bis er mit der &ufReren Kraft im
Gleichgewicht steht. Dann endet der FlUssigkeitsausstrom. Da ,creep* Proteoglykan-
abhangig ist (Jurvelin et a. 1988, Mow, Ratcliffe et a. 1996), steigt mit wachsendem
Proteoglykangehalt der Aggregatmodulus.

Die metabolischen Auswirkungen des poroelastischen Verhaltens zeigen Bachrach et al.
(1995). Bei der zeitabhangigen Antwort des Knorpels auf mechanische Last dominiert
wéhrend der soliden Phase der Druck auf die prale Zelle. Man findet die vorherrschende
mechanische Spannung an der Membran, dagegen nicht im Intrazellularraum. Mit der
flissigen Phase, dem Flissigkeitsausstrom in den Extrazellularraum, verlagert sich die Last
bzw. der Druck auf die stabilen Zellkomponenten, d.h. das Zytoskelett. Mit dessen
Deformierung ergeben sich  Anderungen der Zdlaktivitdt, hier as veranderte
Glycosaminoglykansynthese.

Externe Deformation beeinflufd daher den Zellmetabolismus genauso wie Immobilisation und
hohe oder ungewdohnliche Gelenkkréfte. Dabel werden metabolische Verénderungen durch

morphologische Veranderungen determiniert (Smith et al. 1995).
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2.2.2 Biomechanik des Chondrons

Die Antwort des Gelenkknorpels auf mechanische Belastung wird nicht von der Matrix
aleine geleistet. Die Chondrozyten bilden eine signifikante viskoeleastische Komponente
(Freeman et a. 1994). Zellen und Matrix stellen als hydroelastische Suspension eine
synergistische Funktionseinheit dar. Sie absorbiert Kompressions- und Scherkréfte, verteilt
sie und leitet sie an den subchondralen Knochen weiter (Poole et al. 1997). Die Compliance
der Zellen soll dabei mindestens so grof3 sein, wie die Compliance der Matrix (Freeman et al.
1994). Andererseits wird die Kompressionssteife der Chondrozyten kleiner vermutet als die
der Matrix, da bel 15% lokalem Gewebestreld Zellhthe und Zellvolumen im Verhdtnis
gesehen stérker ( ~ 23 bzw. 20%) abnehmen (Guilak et a. 1995).

Benninghoff (1925) sient das Chondron als flUssigkeitsgefillte Blase. Sie vermag gegen
Kompression Widerstand zu leisten, Last zu absorbieren und den Chondrozyten zu schiitzen.
Es wurde gezeigt, dal? Chondrone bei Belastung vertikal kompaktieren (Broom und Myers et
al. 1980), nach lateral deformieren und unter Last ausscheren (Guilak et al. 1995). Bei
Entfernung der Last regenerieren sie aber vollstandig (Guilak et a. 1995).
Chondrozytensdulen sollen sich bel Last kompaktieren und nur etwas nach latera
deformieren. Dabei sollen einzelne Chondrozyten verschoben und rotiert werden (Poole et al.
1984). Auch sollen Mehrfachchondrone (Saulen) eine gréiere Kompression erfahren als die
einzeln liegende Zelle (Guilak et al. 1995)

Poole (Poole et al. 1984) beschreibt das Chondron als mikromechanische Einheit, deren
Kapselkollagene als Haltekrdfte den Schwelldruck der perizelluléren Proteoglykane
beschrénken. Dieser Restriktionskréfte wegen sollen vertikale Kompression und laterale
Deformation nicht-elastisch erfolgen. Das Volumen des Chondrons verkleinert sich bei
konstanter Oberfléache, wodurch der intrachondrale Druck steigt (Poole et a. 1984). Als
hydraulischer Schutz wird nun von der Proteoglykanmatrix Flissigkeit abgepresst (,, cartilage
creep*). Dies geschieht von perizellular durch die perizelluléren Kanéle nach territorial (Poole
et a. 1984). Bei Belastungsende erfolgt durch osmotische Schwellung Wiederaufnahme von
Wasser durch die Proteoglykane zu einem neuen Gleichgewichtszustand (Poole et al. 1997;
Mow, Ratcliffe et a. 1996). Dieser Vorgang kann als Mikrozirkulation verstanden werden.

Das durch diese Zirkulation erzeugte Strémungspotential transportiert in Chondrozytenndhe
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Matrixvesikel und Syntheseprodukte in die territoriale und interterritoriale Matrix (Poole et al.
1984, Poole et al. 1988, Poole et al. 1993, Poole et al. 1997).

2.2.3. Zonae Unterschiede in der Biomechanik

Mit der Position der Chondrozyten im Knorpel variieren ihre Form, Dichte und Anordnung.
Diese werden von der zona unterschiedlichen Organisation der Matrix und ihrer
Kollagenfaserarchitektur mitbestimmt (Guilak et a. 1995).

Weil die mechanische Antwort auf Deformation durch den ultrastrukturellen Aufbau der
Matrixbestandteile determiniert wird, ergibt sich eine zonal differierende, inhomogene und
anisotrope Deformationsantwort bei uniaxialem Stress (Guilak et al. 1995). Zusammengefalt
beruht die zona unterschiedliche Deformationsantwort so zum enen auf zonal
unterschiedlicher Zelldichte, Zellform und Zellanordnung, zum anderen auf zonal
unterschiedlicher  Kollagenfaserarchitektur  und zum dritten auf  unterschiedlicher

Zusammensetzung der Matrix.

Bel Betrachtung der zellularen Elemente fiUhrt eine entsprechende Belastung bel
Chondrozyten in alen Zonen zu Deformation im Sinne einer Verformung. Die Zellen der
superfizialen Zone werden dabei diskoider, die der tieferen Schichten spheroider (Broom,
Myers et al. 1980). Be ener Matrix mit Einschllssen, hier den Zellen, werden die
Matrixeigenschaften um so mehr verandert, je mehr Einschlisse sie enthélt (Guilak et al.
1995). Zusétzlich werden die Matrixeigenschaften beeinflu® durch die Grofe, den
Elastizitétsmodulus (Chen et al. 1978) und die Volumenfraktion ihrer Einschltisse (Guilak et
al. 1995). Steigt die Volumenfraktion von Zellen mit niedrigem Elastizitétsmodulus an, so
sinkt der Gesamtel astizitdtsmodulus der Matrix. Diesist der Fall in der superfizialen Zone des
Gelenkknorpels (Guilak et a. 1995). Denn sie weist viele Zellen mit hoher Volumenfraktion
auf (Wong et a. 1996). Es werden in der superfiziadlen Zone die grofiten Zellhthen- und —
volumenabnahmen bei Kompression beschrieben (Guilak et al. 1995).

Die Kompressionssteife der oberen Knorpelschicht soll um 27% kleiner sein as die tieferer
Schichten (Guilak et al. 1995).

Betrachtet man die zona unterschiedliche Kollagenfaserarchitektur, verlaufen die
Kollagenfasern in der Superfizialzone vorwiegend tangential, die der Basalzone radidr. Die

Zugsteife ist dort am ausgepragtesten, wo Strefd senkrecht zu den ,split-lines, das ist die
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Hauptverlaufsrichtung der Kollagenfasern, ausgelibt wird. Die Kompressionssteife ist dort
am ausgepragtesten, wo Stref3 parallel zu ihnen ausgelibt wird (Guilak et al. 1995). Die
Tangentialzone besitzt demnach eine hohe Zugsteife, die Radid&rzone eine hohe
Kompressionssteife bei senkrecht zur Knorpeloberflache wirkender Last. Weiterhin wird die
jeweilige Kompressionssteife einer Zone auch als Funktion der Chondrozytensubpopulation
der jeweiligen Zone (Aydeotte et al. 1988) und ihrer Zellform (Guilak, Mow et a. 1992)
angesehen. Eine starkere Deformation der oberen Knorpelzone bei Belastung liegt nach oben

angefuhrtem aufgrund zellulérer und faserarchitektonischer Eigenheiten nahe.

2.3. Degener ation / Regeneration und therapeutische Ansitze

2.3.1. Degeneration

Die Osteoarthrose wird morphologisch definiert als Verlust von Knorpelsubstanz. Er ist
begleitet von Reparaturvorgangen. Dabei handelt es sich um Sequenzen von Zell- und
Matrixveranderungen. Makroskopisch wird das sichtbar als Remodellierung und Sklerose des
subchondralen Knochens, sowie als Zystenbildung und osteophytére Ausziehungen
(Buckwalter, Mankin et a. 1997). Dabei muf3 deutlich unterschieden werden zwischen
pathologischen osteoarthrotischen Verénderungen und einfachen Alterungserscheinungen
(Martin, Buckwalter et al. 1996, Buckwalter, Mankin et al. 1997).

Buckwalter und Mankin (1997) definieren drei morphologisch- biochemisch unterscheidbare
Stadien der Osteoarthrose:

Stadium 1:

Besonderes Augenmerk liegt auf der Knorpeloberflache. Auch vor sichtbarer Fibrillation der
Gelenkoberflache besteht eine Stérung im Aufbau des Matrixgeristes. Bei konstantem
Kollagen Il -Gehalt steigt der Wassergehalt der Matrix. Die Proteogklykankonzentration,
Aggrekankonzentration und Glykosaminogklykankettenlénge nehmen ab. Jedoch berichten
andere Autoren bel beginnender Knorpeldegeneration Uber steigende Proteoglykan- und
Glykosaminoglykan- Konzentration und —kettenlange (Carney et al. 1985). Dabei soll der
Anstieg der Glykosaminogklykan -Konzentration sogar positiv. mit dem histologischen
Schweregrad der Osteoarthrose korrelieren (Teshima et al. 1983). Buckwalter und Mankin



(1997) berichten weiterhin Uber Stérungen in der Beziehung zwischen Typ-11-Kollagen und
anderen, den sogenannten ,minor‘ Kollagenen. All diese Veranderungen sollen zu
gesteigerter Permeabilitdt, sinkender Steife und konsekutiv erhdhter Vulnerabilitét des
Knorpdls fuhren.

Stadium 2:

Angeregt durch Anderung der Osmolaritét, der Ladungsdichte oder direkt als Reaktion auf
mechanischen Stress (Guilak et al. 1995) greifen nun auch die Chondrozyten in den
osteoarthrotischen Prozel3 ein. Katabole und anabole Faktoren wirken nebeneinander. Zum
einen findet man proliferationsbedingte Zellcluster (Schiinke et al. 1988). Sie sind umgeben
von neu synthetisierter Matrix. Zum anderen sieht man ein destabilisertes Kollagen 1I-
Netzwerk. Dadurch wird weitere Aufschwellung der Matrix ermdglicht. Der enzymatische
Abbau untergegangener Matrixbestandteile mag anabole Zytokine freisetzen. Sie regen die
Neusynthese von Makromolekilen an. Gleichzeitig wird die Produktion von NO diskutiert,
welches seinerseits die IL-1- Ausschittung fordern soll (Amin et al. 1995) In dieser Phase
Uberwiegt die Reparationsantwort die katabolen Effekte. Sie kann Uber Jahre anhalten und
sogar Reversibilitét der Degenerationen zeigen (Buckwalter, Mankin et al. 1997). Dennoch
erfolgt letztendlich keine regelhafte Reparatur. Mankin et a. (1994) nennt hierfir mehrere
Moglichkeiten. Einmal die fehlende Blutversorgung im Gelenkknorpel selbst, sowie die
Abwesenheit von Fibrinogen in der SynovidfllUssigkeit. Zum anderen den hohen
Proteogkykangehalt, der die Aktivierung und Aktionen von IGF-3 hemmt. Aber auch das
Wirken einer , degradative cascade”’ aus Stromelysin, Plasmin und Kollagenase wird erwahnt,
welche sémtliche Reparaturfaktoren Uberwiegt, bevor diese ihre Wirkung entfalten konnen.

Stadium 3:

Die chondrozytére Reaktion schwacht ab. Im Vordergrund stehen Verlust an Knorpel substanz
und Veranderungen des subchondralen Knochens. Meist peripher entstehen kndchern-
kartilaginére- fibrose Ausziehungen. Sie werden al's Osteophyten bezeichnet. In der Mehrzahl
besitzen diese eine kartilagindre Oberflache mit Ahnlichkeit zu normalem Knorpel gewebe.
Oft entstehen sie an der Knorpel-Knochengrenze. Uber die Herkunft dieses kartilaginéren
Gewebes besteht noch keine Einigkeit. Zusdtzlich treten in diesem Stadium sekundére
Veranderungen des Muskel- Kapsel- Band- Apparates auf.
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Zu beachten ist, dal3 die histologische Auspragung der Schadigung nicht unbedingt mit dem
Grad der klinischen Symptomatik korrelieren mul3 (Buckwalter, Mankin et a. 1997).

Poole beschreibt die Mikroanantomie der Osteoarthrose wie folgt: Die Verénderungen
beginnen in der Superfizialzone und schreiten von dort fort. Friihestes Zeichen der katabolen
Stoffwechsellage bei Osteoarthrose sind Veranderungen in der Mikroanatomie des Chondrons
(Poole et a. 1997). Es erfolgt eine Remodellierung des Chondrons. Dabel schwillt seine
Mikroumgebung auf und weicht auseinander (Poole et al. 1997). Um die entstandenen L icken
zu schlief3en, werden klonale Proliferation und Chondronteilung initiiert (Poole et al. 1992).
Dabei kommt es zur Abnahme der Toluidinfarbbarkeit, zum Verlust der fibrilléaren
Architektur und zur Ausbildung einer engen, dichten Glykokalix um den Chondrozyten
herum (Poole et al. 1997). Poole beschreibt eine reaktive Erosionsfront von superfizia
fortschreitend. An der Erosionsoberfléache bilden sich Chondrozytencluster. Perizellulér findet
sich eine nicht-farbaffine Matrix, wahrend die Matrix zwischen den einzelnen Clustern dunkel
erscheint. In der Mitte der Erosionsfront findet eine deutliche Zellteilung statt. Die
Chondrozyten migrieren an den Rand der Schwellzone. Die Konzentration perizelluldren
Kollagens IX sinkt, ebenso wie an der Erosionsoberflache. Im Gegensatz dazu soll Typ VI
Kollagen erst perizelluldr, dann direkt an der Zelloberflache bei Osteoarthrose zunehmend zu
finden sein. Durch das umgebende Kollagen VI sollen die Zellen bei Teilung
beieinandergehalten werden, was das Auftreten von ,, Zellklumpen® erkldren kann (Poole et al.
1997).

Wie und ob degenerative Prozesse aufgehalten oder therapiert werden konnen sind aktuelle

Fragen der Forschung.

2.3.2. Regeneration / Therapeutische Ansétze

Im Gegensatz zu Knochen, der eine hohe Heilungskapazitét aufweist, besitzt hyaliner Knorpel
nur eine begrenzte Selbstheilungstendenz (Rudert, Wirth et a. 1996). Zwar soll
Gelenkknorpel  zeitlebens syntheseaktive und tellungsféhige Zellen (Chondroblasten)
enthalten. Sie sollen durch Proliferation und Synthese von Interzellularsubstanz auch kleinere
Gewebedefekte heilen konnen (Benninghoff 15.Aufl. 1994 ). Oberflachliche Lasionen von
mehreren mm? zeigen jedoch keine Bildung von Reparationsgewebe (Kim et a. 1991).



Andererseits finden sich oberflachliche Fibrillationen besonders im Alter in vielen Gelenken,
ohne dal? eine klinische Symptomatik besteht. Sie wirken eventuell aber pradisponierend fur
weitere Degeneration (Buckwalter, Mankin et al. 1997).

Aus tiefen, d.h. den subchondralen Knochen erreichenden Defekten, kann
Regenerationsgewebe von variabler, fibroser bis hyalinartiger Beschaffenheit entstehen (Kim
et al. 1991; Rudert, Wirth et al. 1997). Seine Haltbarkeit scheint jedoch begrenzt (Shapiro et
al. 1993, Kim et a. 1991). Wie die mineraliserte Zone, welche die Fahigkeit zur
Knochenbildung behdlt (Benninghoff 15.Aufl. 1994), bei der Rekrutierung von Osteoblasten
und Osteoklasten (van de Wijngart et al. 1988) und der Remodellierung der Gelenkoberflache
in Abhangigkeit der Gelenkbeanspruchung (Benninghoff 15.Aufl., 1994) wirkt, wird
diskutiert. Beschrieben wird die Stimulation der Bildung einer neuen Knorpel oberfldche nach
Osteotomie (Buckwalter et a. 1997). Im RoOntgenbild soll sich nach Ostectomie en
erweiterter Gelenkspalt darstellen, welcher durch Formation einer neuen fibrokartilagindsen
Oberflache entstanden sein soll (Buckwalter et al. 1994).

Therapeutische Anwendung finden desweiteren sowohl oberflachliche Behandlungen
(Knorpelgléttung, Lasergléttung, Debridement) als auch tiefe (Erdffnung des kndchernen
Markraumes mittels subchondraler Abrasion, Spongialisierung, Pridie-Bohrung). Daneben
stehen weltere Methoden zur Verfigung bzw. sind in Erprobung (Mikrofrakturierung,
Gentherapie, Transplantation autolog / allogen) (Rudert, Wirth et a. 1998).

Dabel zeigt die oberflachliche Glattung, wie originale oberflachliche Lasionen, allenfalls eine
kurzzeitige metabolische und enzymatische Antwort (Rudert, Wirth et al. 1996; Rudert, Wirth
et a. 1997). Sie besteht in zelluldrer Klonierung und verstarkter Safranin-O- Farbbarkeit (Kim
et a. 1991), hat aber keine echte Heilungstendenz. Scheinbar kann es zu voribergehender
Faserknorpelbildung kommen. Er unterliegt jedoch rascher Abtragung (Mankin et a. 1982).
Ansonsten stehen hier  Degenerationszeichen wie  Zellnekrosen  unterliegender
Knorpelschichten, Oberflachenunregelméaligkeiten und Retraktion der L&sionsrdnder im
Vordergrund (Kim et al. 1991).

Auch tiefe Defekte werden therapeutisch gesetzt. Man erhofft sich von der Freilegung des
Knochenmarkraumes die Einwanderung undifferenzierter Stammzellen und somit Heilung im
Sinne von Wiederherstellung der Gewebsintegritéat (Kim et al. 1991, Wakitani et a. 1994).

Hier soll es nach Abdeckung des Defektes mit Blut und Ausbildung eines fibindsen,
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arkadenformigen  Netzwerkes zur Einwanderung undifferenzierter  mesenchymaler
Stammzellen aus dem Markraum in die Peripherie kommen (Shapiro et a. 1993). In diesem
Granulationsgewebe (Rudert, Wirth et a. 1997) differenzieren sich diese Zellen zuerst in
fibroblastenartige Zellen, spater zu Chondroblasten (Shapiro et a. 1993). In einem
langandauernden [8 Wochen (Shapiro et al. 1993), 12 Wochen (Kim et a. 1992), 12 Monate
(Rudert, Wirth et a. 1997)] Regenerationsprozel3d kann es tUber die Bildung fibrésen Gewebes
zur Ausbildung hyalinen Knorpels kommen. Dessen superfiziale Schicht &hnelt der
urspringlichen Tangentialzone, ist aber fibrokartilaginds (Shapiro et al. 1993). Die
Verbindung des Regenerates zum Nachbargewebe ist mangelhaft (Shapiro et al. 1993). Seine
Haltbarkeit ist deshab und wegen einer sich vom normalen Knorpel unterscheidenden
Komposition [(Kollagen Typ | (Furukawa et a. 1980)], Struktur (Shapiro et a. 1993) und
mechanischer Eigenschaft (Buckwalter et a. 1997) schlecht. Degeneration ist daher haufig
(Shapiro et a. 1993).

Einen neuen, vielversprechenden Ansatz bietet die autologe Chondrozytentransplantation.
Ihre Morphologie und Klinik wird aktuell untersucht. Es liegen aber noch keine systematisch
ausgewerteten Langzeituntersuchungen Uber mehr as 5 Jahre vor (Mankin et a. 1994,
Rudert, Wirth et al. 1997, 1998, Buckwalter et al. 1997, Brittberg et a. 1996).



3 M aterial

3.1. Materialgewinnung

10 Rinderhiftkopfe von Schlachtkihen im Alter zwischen 4 und 10 Jahren
(Durchschnittsalter: 6,5 Jahre, +/- 2,4) mit einem Durchschnittsgewicht von 339,6 kg (+/-
58,9) wurden sofort nach Erhalt vom Schlachthof verarbeitet. Bis dahin waren zwischen 48
und 96 Stunden nach Schlachtung des Tieres vergangen, im Mittel 56,6 Stunden (+/-21,9).
Die Rinderhédlften waren in der Schlachtanlage standig gekihlt. (Innentemperatur hdchstens
+7°C nach FIHV Anlage 2a, 2.4). Es handelte sich bei den 10 Huftkdpfen um intakten
Knorpel, d.h. mit glatter, weil3er und glanzender Oberflache. Zusétzlich verarbeiteten wir 3
prima arthrotische HUftkdpfe mit makroskopisch aufgerauhter, aufgefaserter, gelblich
verfarbter und stumpf erscheinender Oberflache. Die Huftképfe wurden unterhalb des
Trochanter major abgesetzt (Abbildung 1). Nach Entnahme wurden die Hiftkopfe sofort in
0,9% NaCl-L6sung eingebracht und gekihlt bei 4°C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.
Der Trangport erfolgte ebenfalls in 0,9% NaCl-Lésung, um Austrocknungsartefakte zu

verhindern

3.2.  Probengewinnung

Nach Waschen des Huftkopfes in 0,9%-Kochsalzlésung, wurde der Huftkopf in eine
Haltevorrichtung eingespannt. Die Fal3muffen wurden dabel am Trochanteranteil und an der
kaudalen Kopfseite angesetzt. Die Knorpelflche des Entnahmeareals wurde dabei nicht
tangiert. Als Entnahmeareal wurde die zentrae Zone der kranialseitigen Konkavitéd am

Ubergang von Hals zum Femurkopf gewahit (Abbildung 1).
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Abbildung 1

Abbildung 1: Absetzlinien am Femurkopf des Rindes mit Entnahmeareal und Knorpel-

Knochen- Zylinder

Insgesamt wurden 206 Knorpel- Knochen- Zylinder entnommen. Pro Hiftkopf wurden mit
einem  7mm- Innendurchmesser- Hohlbohrer zwischen 14 und 20 Knorpel-Knochen-
Zylinder, durchschnittlich 16, entnommen. Die Abweichungen ergaben sich aus der
unterschiedlichen  HuftkopfgroRe und des davon abhéngigen streng definierten
Entnahmeareals. Der Bohrer wurde dabei senkrecht zur Oberflache aufgesetzt, um Knorpel-
Knochen-Zylinder zu erhalten, deren Langsachse senkrecht zur Oberfléche liegt. Zur
Ableitung der Reibungswarme des Bohrers wurde mit 0,9%-NaCl-Losung standig gespllt.
Die entnommenen Knorpel- Knochen- Zylinder wurden unter Spilung im Knochenanteil auf
5mm paralel zur Knorpeloberfléche gekirzt (Abbildung 1) und zur Reinigung in NaCl-
L 6sung mehrmals gesplilt.

Zur Simulation der Destruktion der oberen Knorpelzone wurde bei 58 der insgesamt 206
Préparate die Knorpeloberflache abgetragen. Diese 58 Proben stammten aus Proben mit
vorher intakten Oberflachen. Es wurden die oberen 100um mit einer Inloch-Sége Leica
SP1600 entfernt. In Abhangigkeit von der Gesamtknorpeldicke entsprach dies der
Tangentialzone respektive Tangentialzone und Transitionalzonenanteil. 28 Zylinder wurden

aus den 3 Huftkopfen mit primér arthrotischem Knorpel entnommen.
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Es ergaben sich so aus den 206 Proben drei Oberfl&cheneigenschaften: Intakte Oberflache (im
Folgenden kurz: intakt/i): n = 120, kinstlich abgetragene Oberflache (defekt/d): n = 58,

priméar arthrotische Oberflache (arthrotisch/a): n = 28.

25



4 M ethoden

4.1. Belastungsdesign und Probenverteilung

4.1.1. Belastung

Zur Belastung wurden die Knorpel- Knochen —Zylinder in spezielle Haltezylinder
(Innendurchmesser 7mm, Hohe 2 cm) eingesetzt, welche in einer FulRplatte fest verankert
wurden. Auf die Proben wurden rechteckige Stempel der Flache 1x4mn? aufgebracht, welche
ebenfals im Haltezylinder sicher gefihrt wurden, um mit ihrer Last senkrecht zur
Knorpel oberflache zu wirken (Abbildung 2).

Abbildung 2: Belastungsdesign

20 mm

7 mm

Haltezylinder

4mm

Stempel /-
flache

i »

Knorpel- Knochen-

Lastaufsatz 160g / 280 g Zylinder mit Impression

Abbildung 2 : Belastungsdesign: Knorpel- Knochenzylinder im Haltezylinder mit Stempel

und Lastaufsatz

Um Austrocknung zu verhindern, wurden die Haltezylinder bis zur Hélfte ihrer Hohe mit
0,9% Kochsalzlosung umspiilt. Sie umgab durch seitliche Aufbohrungen die Proben auch

vollstdndig im Inneren des Zylinders. Der Stempel wurde mit einem Gewicht der Masse 1609
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bzw. 2809 belastet. Dies entspricht einem Druck von 0,39 MPa bzw. 0,68 MPa. Dieser Druck
wurde in Relation zu physiologischen Belastungsverhdtnissen im Gelenk gewahlt (Standbein
beim Schritt des Rindes 0,5MPa) (Fritz W.G. 1975). Die Dauer der Belastung betrug 20 min
bzw. 1 min. Noch unter Last wurde der Stempel am Ende der jeweiligen Belastungsdauer
mittels einer Stellschraube fixiert. Damit sollten Rickstellvorgénge vermieden werden. Dann
erst wurde das Gewicht entfernt. Anschlief3end wurden die Proben fixiert. Dazu wurden sie
im Zylinder mit arretiertem Stempel fur 24h in 4% Formalinldsung eingebracht. Danach
wurden Stempel und Haltezylinder entfernt. Man erhielt so Knorpel-Knochen-Zylinder, die an
ihrer Knorpeloberflache zentral eine quaderférmige Stempelimpressionsflache aufweisen
(Abbildung 2 und 7).

Nach Oberflachenbeschaffenheit, Belastungsparametern (LastgrofRe und Lastdauer) und
Untersuchungsmethode (Rasterelektronenmikroskopie, Lichtmikroskopie) ergab sich

folgende weitere Probenverteilung: (Abbildung 3a):

Abbildung 3a: Probenverteilung

Gesamtproben
n=206
10 intakte Hiftkdpfe
3 primar arthrotische Huftkdpfe

Rasterelektronenmikroskopie Lichtmikroskopie
REM LM
n=36 1] n=170
Kollagenfaserarchitektur Zellarchitektur
[ |
intakte Proben defekte Proben arthrotische Proben
i d a
n=120 n=58 n=28

Abbildung 3a: Probenverteilung in intakte (i), defekte (d) und arthrotische (a) Préparate fur
Lichtmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie.
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Abbildung 3b: Probenverteilung Lichtmikroskopie

Histologie
Zellarchitektur
Lichtmikroskopie LM

n=170

Hauptschnittebene
n=110

2.Schnittebene
n=22

Hauptschnittebene
n=6

Hauptschnittebene
Reversibilitatsprifung

Lastzeit:1/20 min Lastzeit:1/20 min Lastzeit: 5 sec n=32
LastgroRRe:160g /2809 | |LastgrofRe:160g /280g | | Lastgréf3e:160g /2809 siehe 3c
i20280: n=19 i20280: n=4 i5"280: n=2
| | i20160: n=16 | | 120160: n=4 i5"160: n=2
i1280: n=10 i1280: n=2 d5"280: n=1
i1160: n=10 i1160: n=2 d5"160: n=1
d20280: n=11 d20280: n=2
| | d20160: n=9 | | d20160: n=2
d1280: n=5 d1280: n=1
d1160: n=5 d1160: n=1
a20280: n=6 a20280: n=1
| | a20160: n=6 | | a20160: n=1
al280: n=4 al280: n=1
al1160: n=3 all6e0: n=1

Abbildung 3b: Probenverteilung in der Lichtmikroskopie auf verschiedene Laststufen.
Kodierung nach Oberflachenbeschaffenheit (intakt i, defekt d, arthrotisch a; Lastzeit 20min /
1min; Lastgrofe 160g / 280g. n = Anzahl.

Abbildung 3c: Probenverteilung Reversibilitatsprifung

Hauptschnittebene
Reversibilitat

n=32
I
[ I I 1
Erholungszeit Erholungzeit Erholungszeit Erholungszeit
5 Sekunden 1 Minute 20 Minuten 3 Stunden
n=4 n=12 n= 10 n=6

i20280: n=1 i20280: n=2 i20280: n=2 i20280: n=2
i20160: n=1 i20160: n=2 i20160: n=2 i20160: n=2
d20280: n=1 d20280: n=2 d20280: n=2 d20280: n=1
d20160: n=1 d20160: n=2 d20160: n=2 d20160: n=1

i1280: n=1 i1280: n=1

i1160: n=1 i20160: n=1

d1280: n=1

d1160: n=1

Abbildung 3c: Probenverteilung der Reversibilitatsprifung in der Lichtmikroskopie. Legende
entsprechend 3b.
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Abbildung 3d: Probenverteilung Rasterelektronenmikroskopie

Rasterelektronenmikroskopie
Kollagenfaserarchitektur

REM
n=36
I
I I ]

i20280: n=8 d20280: n=2 a20280: n=2
i20160: n=8 d20160: n=2 a20160: n=2
i1280: n=4 d1280: n=1 al280: n=1
i1160: n=4 d1160: n=1 all60: n=1

Abbildung 3d: Probenverteilung in der Rasterelektronenmikroskopie auf die einzelnen
L aststufen. Legende entsprechend 3b.

Zur Betrachtung der Zellarchitektur in der histologischen Weliterverarbeitung erhielten wir
insgesamt 171 Proben. (Abbildung 3b)

Von den 171 Proben wurden 133 Proben wie oben beschrieben belastet (20 min/1 min und
0,39 MPa/ 0,68 MPd). Davon wurden 111 Proben spater in einer Hauptschnittebene
geschnitten (siehe 4.2.1, Abbildung 7), 22 in einer dazu senkrechten Kontrollebene. 6 Proben
wurden nur 5 sec belastet und ebenfalls in der Hauptschnittebene geschnitten. 32 Proben
wurden einer Reversibilitatsprifung zugeftihrt (Abbildung 3c).

Zur Betrachtung der Kollagenfaserarchitektur in der Rasterelektronenmikroskopie wurden 36
Proben herangezogen. 24 hatten eine intakte Oberflache, 6 eine defekte und 6 eine primar
arthrotische (Abbildung 3d).

4.1.2 Reversibilitatsprifung

32 Proben aler Oberflacheneigenschaften wurden histologisch einer Reversibilitatsprifung
unterzogen. Sie betrachtet den zeitlichen Verlauf und die Rickbildungstendenz der
lastinduzierten Veranderungen im Rahmen der Knorpeldeformation. Dazu wurden die Proben
je 20 min belastet und nach Relaxationszeiten von 5 sec, 1 min, 20 min und 3 Stunden fixiert
(Abbildung 3c).




4.2. Weiterverarbeitung

4.2.1 Histologie

Zur Entkalkung wurden die formalinfixierten Proben gewaschen und im Vorversuch zunéchst
in 7% EDTA entkakt. Da die Entkalkungszeit auf diese Weise Uber 5 Monate betragen
konnte, wurden alle zur Auswertung herangezogenen 171 Proben in 5%iger Salpetersaure
entkalkt (Romeis 17. Aufl. 1989). Die Entkalkungsdauer betrug im Warmeschrank hier nur
knapp 24h. Anschlief3end wurden die Proben in 5%ige Lithiumsulfatlosung eingebracht, um
ein Aufquellen der Proben wéhrend des nachfolgenden 24- 48 stiindigen Wasserns zu
verhindern. Die Proben wurden dann zur Entwasserung in einem Einbettautomaten durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (je 2h in Alkohol 30,50,50,70,70,80,90,100%, Xylol 100%, Xylol
100%) gefuhrt und dann in Paraffin eingebettet. Die Stempelimpression wurde so
ausgerichtet, dal3 sie spater beim Schneiden mit dem Mikrotom senkrecht getroffen wurde.
118 Proben wurden in unserer sogenannten Hauptschnittebene geschnitten. Dabei ist der
Schnitt  senkrecht zur Langsachse der Stempelimpresson und senkrecht zur
Knorpeloberflache ausgerichtet (Abbildung 4). 22 Proben (10,5 %) wurden in ener
Kontrollebene geschnitten. Diese verlauft senkrecht zur Hauptebene und damit parallel zu der
Langsachse der Impression in selbiger, aber ebenfalls senkrecht zur Knorpeloberflache. Mit
diesen beiden zueinander und zur Knorpeloberflache senkrechten Schnittebenen konnten wir
spater ale drei Hauptzellachsen, d.h. die Ausmalie einer Zelle in alen drei Dimensionen des
Raumes erfassen. Die Schnittdicke betrug  jeweils 7um. Beim Schneiden in der
Hauptschnittebene wurden die ersten 1500um der angeschnittenen Impression verworfen. Aus
dem zentralen Anteill der Impresson wurden in dre Schnittblocken, welche 500um
auseinander lagen, je drei konsekutive Schnitte auf einen Objekttrager aufgebracht
(Abbildung 4). Beim Schneiden der Kontrollebene wurden die ersten 400um verworfen. Dann
wurden ebenfalls im zentralen Anteil der Impression in drei Schnittblocken, welche 100 pum
auseinander lagen, je drei konsekutive Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden im
Warmeschrank bei 60°C getrocknet und anschlief3end azangefarbt.



500 um Abstand, je 3 konsekutive Schnitte

Schnittfiihrung der 2. Ebene,
Abstand 100 pm, verworfener

Rand 400 pm

Hauptebene - Randsténdige 1500um werden
verworfen

Abbildung 4: Schnittfihrung fir die Histologie in der Hauptebene senkrecht zur
Impressionslangsachse im sicher belasteten Bereich. Je 3 konsekutive Schnitte im Abstand
von 500 um. Daneben angedeutet die 2. Ebene.

4.2.2. Rasterelektronenmikroskopie

36 formalinfixierte Knorpel- Knochen- Zylinder wurden durch eine aufsteigende
Alkoholreihe gefihrt (je 30 min in Alkohol 25, 50, 70, 85, 90, 95, 100, 100%, dann Uber
Nacht in Alkohol 100%), im Anschluf3 daran Critical-Point getrocknet (CO», 10 Durchgange,
Batec CPDO30) und sofort in flussigen Stickstoff getaucht. Die Proben wurden von der
Knochenseite mit einem Nj- gekuhiten Skalpell auf gekihlter Unterlage quer zur
Impressionslangsachse gebrochen. Die Proben wurden sodann mit 300 A Gold besputtert.
Kurz vor der Betrachtung im Rasterelektronenmikroskop erfolgte eine erneute Besputterung
mit 100 A. Zur Auswertung wurden nur gebrochene, nicht geschnittene, Praparate mit klar

erkennbarer Kollagenfaserstruktur ohne Verschmierungen herangezogen.
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4.3. Auswertung

4.3.1 Histologie (Lichtmikroskopie, LM)

Im histologischen Préparat wurden innerhalb einer Praparategruppe der unbelastete mit dem
belasteten Bereich verglichen. Dann wurde zwischen den verschiedenen Laststufen und
Oberfl&cheneigenschaften  verglichen.  Zum Vergleich herangezogen wurden die
Gesamtknorpelhthe und anhand der zonenspezifischen Zellanordnung (s.u.) die zonalen
Hohen (Dicke der einzelnen Zone), zonale Zelldichte und zelluldre Abmessungen, d.h.
Hauptachsen und Flache der Zellen in den einzelnen Zonen (Abbildung 5). Pro Knorpel-
Knochen-Zylinder wurden dazu je die ersten beiden Schnitte eines randstandigen und des
mittleren Schnittblockes (Abbildung 4) ausgewertet. Aus den Mittelwerten der 4 Schnitte
wurden fur den jewelligen Zylinder repréasentative Mittelwerte gebildet.

Die histologische Auswertung erfolgte computergestiitzt mittels eines speziell fir unsere
Fragestellung selbst konfigurierten Algorithmus mit dem VIDAS-Bildanalyseprogramm
Kontron 400 & .
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Abbildung 5: Auswertung in einem histologischen Schnitt im je sicher belasteten bzw.
unbelasteten Bereich: Gebildet wurden anhand der zonentypischen Zellanordnung
reprasentative Mittelwerte fir Gesamthohe, Zonale Hohe, Zelldichte und verschiedene
Zellparameter. Vergrofierung 25- fach (Gesamthohe), 50 —fach (zonale Hohe), 100- fach
(Zellparameter/ Z€elldichte).

4.3.1.1. Zellparameter: Zonale Zelldeformation

Ausgewertet wurden in unter 4.3.1.2. genauer beschriebenen Auswertefeldern bei 100- facher
Vergrolerung je finf reprasentative Zellen. Es wurde ein Rahmen um jede Zelle gezogen,
dessen Oberkante parallel zur Knorpeloberflache orientiert ist. Diese Oberkante wurde als x-
Achse bezeichnet, die dazu senkrecht verlaufende Kante als y-Achse, wie in einem
Koordinatensystem. Die Flache des Rahmens als Produkt beider Achsen (yx-Flache) wurde
als Parameter fur die Zellfache in beiden Schnittebenen herangezogen. Dabel gehen wir bei
Betrachtung der 2. Schnittebene von der Erfassung der z-Achse dieses Koordinatensystems
aus, bel definitionsgemald gleicher Orientierung der y- Achse. Somit ergibt sich eine

dreidimensionale Betrachtung mit der Mdéglichkeit, auf das Zellvolumen abzuzielen. Durch

33




Vergleich der Achsen und der Flache vor und nach Deformation sollte die zellulare
Deformation unter Belastung erfaldt werden.

Zellen konnten auch als Ellipsoid aufgefald werden. Ein Ellipsoid hat drei Hauptachsen. Pro
Schnittebene konnten 2 Hauptachsen erfaldt werden, eine kleinere und eine grof3ere. Rein
deskriptiv haben wir as Nebenaspekt diese Achsen betrachtet.

Die Werte aler histomorphometrischen Parameter der Hauptschnittebene wurden mit der

Kontrollebene verglichen.

4.3.1.2. Zelldichte

Als Korrelat fur die zonale Zelldichte wurde die Zellzahl bei 100- facher Vergréf3erung in
einem Auswertefeld der Flache 1800un?, aus 60pm Hoéhe und 300pm Breite bestimmt. Bei
einer Breite der zentralen Impression von etwa 800pm und einer von uns angenommenen
Hohe der Tangentialzone von ca. 100 um, palde dieses Auswertefeld sicher in den uns
interessierenden Bereich. Bei Annahme der Hohe der Tangentialzone stiitzen wir uns auf
Literaturangaben (Hedlund et al. 1993, Mitrovic et al. 1989). Gezahlt wurden ale komplett in
unserem Auswertefeld liegenden Zellen mit deutlich angeschnittenem Zellkern. Damit
wollten wir vermeiden, Artefakte zu erfassen. Fur Zone 1 wurden zwei (in der Abbildung 5 ist
aus Platzgrinden je nur eines der Felder dargestellt) nebeneinander direkt unter der
Oberflache liegende Felder herangezogen. Fir Zone 2 wurden insgesamt 4 Felder
ausgewertet, davon zwel nebeneinander mit ihrer Obergrenze 120um unter der Oberfléche
liegende Felder ausgewertet und zwel direkt unter ihnen darunter liegende Felder. Fur Zone 3
wurden 6 Felder betrachtet, in zwei direkt nebeneinander liegenden Blocken von je drei
Feldern, von denen das unterste direkt an der Tide Mark angrenzte. Fir jede Zone wurde aus
den ausgewerteten Feldern der reprasentative Wert fur die Zellzahl pro Flache berechnet und
als Mal3 fur die zonale Zelldichte verwendet (Abbildung 5).

4.3.1.3. Gesamthohe des Knorpels

Bel 25-facher Vergrofierung wurde die Gesamthdhe von der Oberfléche zur Tide-Mark (TM)
gemessen, sowohl im sicher belasteten zentralen Bereich der Impression as auch im sicher
unbelasteten Bereich an drei verschiedenen Meflachsen. Der sicher belastete Bereich



zeichnete sich durch mittige Lage in der Impression und planparallele Oberfléche zur TM aus.
Der sicher unbelastete Bereich lag mindestens 1500um vom Rand des Préparates entfernt
und wies ebenfalls eine horizontal zur TM liegende Oberflache auf. Die drei Mef3achsen lagen
jewells je 100 pm auseinander. Aus ihnen wurden représentative Werte fur die Hohe des
Gesamtknorpels des Schnittes gebildet (Abbildung 5).

4.3.1.4. Zonale Hohe

Bel 50-facher VergrofRerung wurde anhand der zonentypischen Zellanordnung die Hohe der
einzelnen Zonen gemessen. Die Zonen wurden absteigend von der Oberflache zur Tide- Mark
nummeriert. Als Zone 1 wurde digenige Zone des Knorpels bezeichnet, in der die
Léngsachse der flachen diskoiden bis rundlichen kleinen Zellen paralel zur Oberflache
ausgerichtet ist. Die Zellen lagen einzeln oder as Ubereinander stehende Paare. Die nach
unten anschliefende Zone 2 wurde definiert as Zone uneinheitlich orientierter, runder,
einzeln oder paarig liegender grofkerer Zellen. Die anschlief3ende unterste Zone 3 schliefdlich
wurde durch in Saulen liegende Chondrozyten mit senkrechtem Verlauf zur Oberflache
charakterisiert. Die Zellen hier wiesen runde bis gestreckte Formen auf.

Gemessen wurde pro Schnitt wiederum an je drei Mef3achsen in 100um Abstand im sicher
belasteten und unbelasteten Bereich. Dabei wurden nur sicher zonentypische Bereiche
gemessen. Aus den drei Mef3orten wurden représentative Werte fir die zonalen Héhen des
Schnittes gebildet (Abbildung 5).

Anschlief3end betrachteten wir neben den absoluten Zonenhthen in pm den prozentualen
Anteil einer Zone an der Hohe des Gesamtknorpels. Dabei wurde nur der eindeutig ener
Zone zuteilbare Knorpelantell berticksichtigt, so dal3 die Summe aller Anteile nicht 100%
entspricht. Zur genaueren Vergleichbarkeit wurde zusétzlich die Veranderung der zonalen
Hohe durch die Belastung as Zu- oder Abnahme in % durch die Funktion f= (belastete
Zonenhdhe —unbel astete Zonenhohe) / unbel astete Zonenhdhe beschrieben.

4.3.15. Strukturelle Veranderungen: Zell- Bulging

Als , Bulging” wird das seitliche Ausweichen der Kollagenfasern weg vom Zentrum der

Belastung verstanden (Broom and Poole 1982, Glaser Dissertation 2000). Analog zum



Bulging der Kollagenfasern bei Belastung im REM gibt es auch ein Zellbulging.
Entsprechend dem Bulging im Verlauf der Kollagenfasern im REM handelt es sich dabel um
einen ausweichenden Verlauf der Zellanordnung um die Impression herum, in einer von der
Oberflache zur Tide Mark senkrecht verlaufenden sich seitlich um die Impression herum
ausbeulenden Linie. Dieses Bulging wurde bei 25- facher Vergrof3erung in Stérke und

Auspragung untersucht.

4.3.1.6. Zerstbrung des Knorpels

Bel 25-facher Vergrol3erung wurden die Préparate auf Zerstérung und Schrumpfung
durchmustert. Als zerstort wurde ein Praparat angesehen, wenn die Oberflache abgehoben,

stark zerfasert oder nicht mehr anfarbbar war. Schrumpfung des Préparates zeigte sich an

seiner seitlichen Abrundung im unbelasteten Rand. Diese Préparédte wurden ausgesondert.

4.3.2 Auswertung Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Im gefriergebrochenen Préparat wurden Gesamtknorpelhthe und anhand der zonentypischen

Kollagenfaserarchitektur (s.u.) die Hohe der einzelnen Zonen betrachtet (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Auswertung in einem rasterelektronenmikroskopischen Gefrierbruch im je
sicher belasteten bzw. unbelasteten Bereich: Gebildet wurden anhand der
Kollegenfaserarchitektur reprasentative Mittelwerte fir Gesamthéhe und Zonale Héhe dazu

Betrachtung von ,,Crimp* und ,,Bulging®.

Die Ubereinstimmung von Kollagenfaserarchitektur und Zellanordnung in den jeweiligen
Zonen wurde deskriptiv Uberprift. Die Auswertung erfolgte manuell bei Betrachtung im REM
(Jeol 35CF).

4.3.2.1. Gesamthohe des Knorpels

Bel 60-facher VergrofRerung wird die Gesamthohe von der Oberfléche bis zur Tide Mark
gemessen. Dies geschieht im sicher belasteten zentralen Bereich der Impression und im sicher
unbelasteten Bereich. Man mif¥ an je drel unabhéngigen Orten im Abstand von 100 pm. Aus
den einzelnen Mefl3werten wird der Mittelwert gebildet.

4.3.2.2. Zonae Hohe

Bei 6000-facher VergrofRerung wurde anhand der zonentypischen Kollagenfaserarchitektur

die Hohe der einzelnen Zonen festgelegt. Hierbei charakterisieren vorwiegend parallel zur
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Oberflache verlaufende Kollagenfasern die Tangentialzone, zufallig ungeordnet verlaufende
Kollagenfasern ohne Vorzugsrichtung die Transitionalzone und bevorzugt radiér angeordnete
Kollagenfasern die Radidrzone. Gemessen wird wiederum an je drei Stellen im sicher
belasteten und unbelasteten Bereich. Dabei wurden nur sicher der jeweiligen Zone
zugeordnete Strecken berticksichtigt. Die wahre Zonenhdhe z wird mit der Formel z = [(d+e)-
(at+b)]/2 errechnet, wobel b = Obergrenze der gemessenen Zone, a = gemessene Untergrenze
der néchst hoheren Zone, d = Untergrenze der gemessenen Zone, e = gemessene Obergrenze
der néchst tieferen Zone. Fir die Tangentialzone ist b=0 (entspricht der Oberfléche), fir die
Radidrzone ist e=0 (entspricht der TM). Es wurden aus den je drei erhaltenen Werten pro
Zone die Mittelwerte gebildet (Abbildung 6).

4.3.2.3. Ubereinstimmung von Kollagenfaserarchitektur und Zellanordnung

Bei 2000- bis 4800-facher VergroRerung wurde intraindividuell die Ubereinstimmung von
Kollagenfaserarchitektur und Zellanordnung in den jeweiligen Zonen Uberprift und

bei spielhaft dokumentiert.

4.3.2.4. Strukturelle Verénderungen: Bulging und Crimp

Im Ubersichtspraparat (60x) erfolgte die Prifung auf Auspragung von Bulging der
Kollagenfasern. Als Bulging wurde das seitliche Ausbeulen der von der TM radiér
aufsteigenden Kollagenfasern lastabhéangig um die Impression mit konvergierendem Verlauf
zur Oberflache hin bezeichnet. Bel 6000- bis 10000-facher Vergrofierung wurde der Knorpel
nach Crimp der Kollagenfasern durchmustert. Crimp bezeichnet dabei senkrecht zur
Oberflache ,, aufgekrauselte”, wellenartig angeordnet scheinende Kollagenfasern (Broom et al.
1986, Broom and Poole 1982).

4.3.2.5. Zerstérung des Knorpels

Im Ubersichtspraparat (60x) erfolgte das Durchmustern auf Zerstorung des Knorpels.
Zerstorung manifestierte sich im volligen Abscheren des Knorpels vom Knochen bzw.

Spaltbildung unter der Impressionsfléche. Diese Proben wurden ausgesondert.



4.3.3. Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der histologischen Ergebnisse wurde das allgemeine lineare
Modell (generell linear model, GLM) der 3- Faktoriellen Varianzanalyse herangezogen.
Dieses Uberpruft zundchst in allgemeiner Form, ob die gewé&hlten Einflul¥faktoren die
gefundenen Ergebnisse (outcome) beeinflussen und differenziert daraufhin die Faktoren in
ihrer Bedeutung (Deuffner, Jensen, Schuhmacher et al. 1992). Als Software benutzten wir
SAS for Windows 8.1. Cary NC. Statistisch als signifikant wurden Ergebnisse angesehen
deren p<0,05 lag. Zur statistischen Auswertung wurden sowohl die absoluten Endwerte
herangezogen als auch die Veranderung A, die durch die Belastung erzeugt wurde. Dazu
wurde die Funktion A des jeweiligen histomorphometrischen Parameters P A(P) = (P
unbelastet- P belastet )/ P unbelastet herangezogen. Damit konnte egalisiert werden, dal3 bei
oberfléachenbedingt unterschiedlichen absoluten Ausgangswerten die absoluten betrachteten
Endwerte nicht vergleichbar gewesen wéren. Dies betraf vor allem die Auswertung der
Zelldichte und der Zellparameter, da bei der Auswertung der zonalen Hohe die 0.g. Funktion

schon von vornherein beachtet wurde.

Die rasterel ektronenmikroskopischen Ergebnisse wurden rein deskriptiv dargelegt.



5Ergebnisse

5.1. Histologie

5.1.1 Zellparameter

5.1.1.1. Zellachsen:  Achsen des Zellrahmens: x- Achse (oberflachenparallel)

und y-Achse (senkrecht zur Oberflache)

Die gemittelten absoluten Ausgangswerte in pum fir die oberflachenparallele x-Achse und die
dazu senkrecht stehende y-Achse sind bel Betrachtung der einzelnen Zonen innerhab der
Oberflachengruppen vergleichbar (Tabellen 1, 2 und 3). Zur besseren Ubersichtlichkeit
werden im folgenden die Werte aller Proben einer Oberfl&chenbeschaffenheit ohne Beachtung
der spéteren Belastungsdauer und —grof3e gemeinsam betrachtet.

Bei den Ausgangswerten der x-Achse in Zone 1 zeigen sich die Werte intakt (13,98 bis
14,16pum) minimal grof3er als in Zone 1 arthrotisch (11,85 bis 13,12um). Die gemittelten
Werte der Zone 1 der defekten Proben liegen bei 11,47 bis 13,18um. In diesem Bereich,
zwischen 12,82 uns 13,14um, liegen auch die gemittelten Werte fur die x-Achse der intakten
Proben in Zone 2. Da die Zellen in Zone 1 der defekten Proben per definitionem in ihrem
Ursprung den Zellen der Zone 2 der intakten Proben entsprechen, ist dies erwartungsgemall.
In Zone 2 und 3 sind die x-Achsenausgangswerte sowohl innerhalb der Oberflachengruppen,
als auch unter ihnen vergleichbar (Zone 2 defekt 11,47 bis 12,20um, arthrotisch 11,43 bis
12,45um; Zone 3 intakt 11,40 bis 12,60um, defekt 11,32 bis 11,52um, arthrotisch 11,48 bis
13,35um) (Tabelle 1,2,3).

Die gemittelten y-Achsenausgangswerte sind in der Zone 1 der intakten Proben mit 8,88 bis
16,45um kleiner als fur arthrotische Proben (13,83 bis 18,04um). Die Werte der Zone 1
defekt entsprechen mit 15,42 bis 17,93um bel insgesamt grofRer Standardabweichung (bis
4,42 fir Zone 1 defekt) den Werten in Zone 2 intakt (13,09 bis 16,18um). Dabei sind die
Werte fur die Zone 2 bei den Proben aller Oberflachen vergleichbar (defekt 14,75 bis 16,18
pum, arthrotisch 14,10 bis 16,13um).



In Zone 3 liegen die gemittelten Ausgangswerte fur die y-Achse bei alen Oberflachen mit
18,00 bis 21,27um intakt, 16,06 bis 19,36 defekt und 17,88 bis 22,77um bei den arthrotischen
Proben im gleichen Rahmen (Tabelle 1,2,3).

Nach Belastung finden wir fur die Mittelwerte der x-Achse in alen Zonen und bel dlen
Oberflachen keine signifikanten Veranderungen. In Zone 1 liegen die gemittelten Werte nach
Belastung fur alle belasteten intakten Proben zwischen 12,52 und 13,68um, fir die defekten
zwischen 10,92 und 12,30pum und fr die arthrotischen zwischen 11,50 und 12,45um. Da sich
zwischen den einzelnen Laststufen priméa kein unterschiedliches Verhaten abzeichnet,
werden auch hier die belasteten Werte einer Oberflachengruppe ohne Beachtung von
Lastgrofie und —dauer gemeinsam betrachtet. Die Werte bei den intakten Proben sind wie bel
den Ausgangswerten minimal grofder als bel den arthrotischen. Die Mittelwerte bel den
defekten Proben sind wiederum etwas kleiner und  entsprechen weiterhin den Xx-
Achsenwerten der Zellen der Zone 2 der intakten Proben mit 10,53 bis 11,78um. Auch hier
gilt wie im unbelasteten Zustand, dal3 in Zone 2 und 3 die x-Achsenwerte sowohl innerhalb
der Oberflachengruppen, as auch zwischen ihnen vergleichbar sind (Zone 2 defekt 11,95 bis
13,42um, arthrotisch 11,81 bis 12,09um; Zone 3 intakt 11,47 bis 12,16um, defekt 11,06 bis
12,17um, arthrotisch 11,95 bis 12,61um) (Tabelle 1,2,3).

Nach Belastung finden wir bei Betrachtung der y- Achse deutliche Veranderungen. In Zone 1
liegen die gemittelten Werte nach Belastung fur die intakten Proben nun fast um die Hélfte
niedriger zwischen 6,44 und 7,38um, fur die defekten zwischen 7,28 und 9,09um und fur die
arthrotischen zwischen 6,41 und 7,43um. Die Mittelwerte fur die intakten Proben und die
arthrotischen unterschieden sich nicht wesentlich. Die Werte der Zone 1 defekt sind nun
kleiner als die Werte der ihnen in ihrer Hohenlokalisation urspriinglich entsprechenden Zellen
in Zone 2 intakt (10,53 bis 11,78um).

Auch in Zone 2 finden sich bei allen Oberflachen nun kleinere Mittelwerte fir die y- Achse.
Bei den defekten Proben liegen sie zwischen 11,37 und 12,54um, bei den arthrotischen
zwischen 10,31 und 12,99um. Die Veranderungen sind bel allen Oberflachen in Zone 2
weniger stark ausgeprégt als in Zone 1. In Zone 3 liegen die belasteten Mittelwerte fur die
intakten Proben zwischen 17,99 und 20,10um, fur die defekten zwischen 17,55 und 20,80um
und far die arthrotischen mit 21,78 und 24,06. Sie liegen damit in einem vergleichbaren
Rahmen und sind mit den Ausgangswerten vergleichbar. Es zeigten sich keine Veranderungen
nach Belastung (Tabelle 1,2,3).
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Lichtmikroskopie: Zellparameter Zone 1: x-Achse,y-Achse, xy-Flache, Zellflache
unbelastet belastet
Zone 1 Zone 1
Laststufe Xx-Achse y-Achse yx-Flache |Zellflache |x-Achse y-Achse yx-Flache |Zellflache
i 20 280 m 14,16 8,88 126,87 91,62 12,83 6,44 84,56 67,10
S 2,04 2,74 44,47 22,10 2,33 1,18 30,78 23,72
d 20 280 m 12.22 16.43 197.73 155,10 12.30 849 104.63 84.25
S 196 3.74 42.28 32,43 170 2,53 33,53 27.13
220280 m 1185 18.04 213.30 159.69 12,10 6.61 80.99 63.42
S 1.08 213 27.37 19,52 293 104 26.44 19.76
i 20 160 m 13.00 9.32 12154 96.74 1252 6.75 85.27 67.97
S 123 185 27.83 17,94 172 101 20,01 1584
d 20 160 m 12.35 17,93 22397 169.91 11.86 9.09 11373 91.71
S 166 339 61,50 45,16 252 3.33 59,13 48,12
220160 m 1191 1383 171.42 133,21 11.60 641 75.33 59.01
S 204 557 85.50 62.45 2,04 0.76 21,53 15.30
i1280 m 14,15 16.45 23281 177.66 12.94 7.38 97.13 77.93
S 0.90 415 60.30 44 .69 2.38 134 30,41 23.93
d 1280 m 11,47 15,28 180,30 138,41 12,15 8,30 103,98 84,87
S 2,80 3,88 72,57 54,99 1,50 3,18 51,05 41,54
al 280 m 13,12 15,73 207,46 151,29 12,45 7,43 92,40 74,24
S 0,58 4,57 66,87 44,31 0,41 1,15 13,91 11,81
i1160 m 1398 15,70 224 90 167.93 13.68 7.33 101.04 81.07
S 183 3.80 71.96 51,59 221 127 26.04 20,98
d1160 m 13.18 1542 204.39 155.76 10.92 7.28 82.21 64.93
S 188 442 69.42 45,13 2,04 2,66 42 .80 30,94
alil60 m 12.84 18,51 237.60 179.31 11.50 6.80 79.47 61.23
S 0,93 0.89 20,95 18.84 166 115 25.48 15,85
i= intakt, d=defekt.a= arthrotisch;1/20= Dauer der Last in min, 160/280= GréRe der Last in g; m= Mittelwert, s= Standardabweichung;

Veranderungen.

Tabelle 1. Zelparameter Zone 1 im Vergleich unbelastet und belastet. Die y- Achse wird
oberflachenabhangig und lastabhangig gestaucht, die x- Achse zeigt keine signifikanten

Lichtmikroskopie: Zellparameter Zone 2: x-Achse,y-Achse, xy-Flache, Zellflache
unbelastet belastet
Zone2 Zone2
Praparat Last x-Achse y-Achse yx-Flache [Zellflache |x-Achse y-Achse yx-Flache |Zellflache
i 20 280 m 13,14 13,09 173,93 142,59 12,65 10,80 139,21 112,60
s 2,03 2,02 43,77 34,21 2,62 2,10 48,40 41,99
d 20280 m 1147 15,50 177.47 139.56 11,95 11.52 136.26 110,56
s 121 248 31.69 26.15 164 219 2598 20.31
220280 m 11.43 14,44 164.43 127.45 11,82 10,31 122.48 99.66
s 110 150 17.38 13.04 0.76 218 31.05 25.81
i 20 160 m 12.82 13.36 17017 136.45 12,52 10,53 133.07 108,44
s 154 152 20.87 16,91 160 242 3591 30.29
d 20160 m 11,55 15,12 17473 138.49 12.25 12,54 158.13 129.33
s 148 2,58 35.96 30.06 215 3.27 59.81 48 26
220160 m 12.45 14,10 175,58 141,67 12.09 10,97 132,71 108.09
s 138 141 26.62 22.70 097 138 21.33 17.82
i1280 m 12.65 14,60 184.46 14497 12.89 11.70 151.44 12422
s 0.97 2,09 27.01 21.74 202 178 34.59 26.84
d 1280 m 12,20 14,75 176,96 140,77 13,42 11,37 154,25 123,91
S 2,07 2,34 24,01 18,27 167 2,30 46,18 36,98
al280 m 13,03 16,13 210,40 162,01 11,81 12,35 147,04 117,49
s 0,92 1,20 23,83 16,99 0,76 2,38 36,93 32,99
il1160 m 13.02 13,65 181.60 141,62 12.85 11,78 152.38 126,02
s 214 242 54.37 42.00 154 173 3281 26.16
d1160 m 11,57 16,18 186.65 145,64 12.06 11,50 138.70 113.23
s 0.61 181 15.81 12,75 179 2,02 30.87 2241
alil60 m 12,10 15,83 191.77 148.85 11,92 12,99 156.42 126,81
s 139 0.29 25.44 23.62 195 181 42.79 37.90
i= intakt, d=defekt.a= arthrotisch;1/20= Dauer der Last in min, 160/280= GréRe der Last in g; m= Mittelwert, s= Standardabweichung;

keiner Oberflachenbeschaffenheit eine Deformation.

Tabelle 2. Zellparameter Zone 2 im Vergleich unbelastet und belastet. Die Veranderungen
bei der y-Achse sind weniger deutlich ausgepragt alsin Zone 1. Die x- Achse erféhrt bel
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Lichtmikroskopie: Zellparameter Zone 3: x-Achse,v-Achse, xy-Flache, Zellflache
unbelastet belastet
Zone 3 Zone 3
L aststufe x-Achse y-Achse yx-Flache [Zellflache |x-Achse y-Achse yx-Flache |Zellflache
i 20 280 m 11,81 21,27 134,77 203,07 12,16 18,71 227,38 174,99
s 1,83 247 22,07 49,37 148 3,60 52,23 45,09
d 20280 m 11,32 19.36 220.84 173.99 12.05 17,79 216.89 17117
s 125 3.65 55.92 4411 197 456 74 67 57.09
220280 m 11.49 17.88 206.35 164,23 12.61 22.80 287.90 22345
s 0.73 167 30.07 23.59 0.73 3.60 51.49 40.54
i 20 160 m 11.40 19,94 227.79 180,32 11.47 17,99 206.30 164,02
s 0.86 2,58 39.18 31.80 137 412 54.21 42 47
d 20160 m 11,42 18,13 208.00 164,27 11.06 18,72 212,46 168,54
s 129 214 3891 31,52 2,08 4.69 67.67 53.07
220160 m 12,14 22,26 271,33 212,72 12.09 21,78 263.15 203.20
s 0.99 313 51.47 39.34 0.83 147 24 36 18.64
i1280 m 12,18 18,32 222,49 178.09 11,96 19.75 236.66 189,14
s 180 2,09 35.81 27.55 206 2,68 51.64 42 87
d 1280 m 11,49 16,08 182,74 144,98 11,22 17,55 196,31 158,08
S 1,53 2,02 15,26 8,83 164 152 28,75 23,73
al280 m 13,35 22,77 305,11 239,57 12,45 22,78 286,45 224,60
s 1,18 4,73 77,96 60,24 1,35 4,50 76,78 56,64
il1160 m 12.60 18.00 22801 177.90 11.64 20.10 236.33 186.09
s 207 191 51,59 37.97 154 327 59.73 47.81
d1160 m 11.52 18.93 218.22 172.08 12,17 20.80 25344 200,17
s 111 2,62 37.59 28,25 0.75 391 53.20 42 .46
alil6o m 11.48 20.50 238.69 189.73 11.95 24.06 289.63 227.49
s 209 2,38 68.56 56,21 123 3.08 61.66 46.36
i= intakt. d=defekt.a= arthrotisch;:1/20= Dauer der Last in min. 160/280= GroR3e der Last in g: m= Mittelwert. s= Standardabweichung

Tabelle 3: Zellparameter Zone 3 im Vergleich unbelastet und belastet. Bel alen Oberflachen

zeigen weder y- noch x- Achse signifikante Veranderungen unter Belastung.

In unserer Hauptschnittebene ist lediglich eine zweidimensionale Betrachtung der
Veranderungen unter Belastung maoglich. Interessant ist die dreidimensionale Betrachtung
einer Knorpelzelle unter Belastung im Raum. Daher wurde eine Kontrollebene senkrecht zur
Hauptebene unter den gleichen Aspekten der Zellparameter betrachtet. lhre unbelasteten
mittleren Ausgangswerte stimmen sowohl fir die y-Achse as auch die x- Achse mit denen
der Hauptschnittebene Uberein. Nach Belastung finden wir wiederum kleinere mittlere Werte
der y- Achse. Auch hier ist die Abnahme der GrofRe der y-Achse in Zone 1 starker ausgepragt
as in Zone 2. In Zone 3 finden sich fur die y- Achse keine Veranderungen durch die
Belastung. Die x- Achse zeigt in der Kontrollebene wie in der Hauptebene keine

Veranderungen unter Belastung fir keine Zone.

Unter Belastung zeigt sich in Hauptschnittebene und Kontrollebene, dal? die mittleren Werte
der x-Achsen bei alen Proben unabhangig von Oberflache oder Grofe und Dauer der

Belastung in allen Zonen unverandert bleiben.



Die y-Achse zeigt in beiden Ebenen Veranderungen im Sinne einer Stauchung. Diese
Stauchung ist in der Zone 1 starker ausgepragt als in Zone 2. Sie ist oberflachenabhangig und
lastabhéngig fur die Zone 1. Sie ist fir die Zone 2 oberflachenabhéngig verschieden stark
ausgepragt. In der Zone 3 kommt es nicht zu Verénderungen der y-Achse (Abbildung
7a,7b,8).

Abbildung 7a: defekte Oberflache, unbelastet: Die Zellen direkt unter der Oberfl&che (Zone 1)
besitzen im Mittel eine y-Achse (HOhe eines die Zelle umgebenden Rahmens) von 15,42 bis

17,93um. 100-fache Vergroferung.




Abbildung 7 b: defekte Oberflache, belastet mit 280g / 20 min. Zu erkennen ist eine
Kompression der Zellen unter der Oberflache im Sinne einer Stauchung in Richtung der y-
Achse. Die Stauchung zeigt eine vermehrte Auspragung bei defekter Oberflache und hoherer
Last. Die Mittelwerte fur die y- Achse schwanken nun zwischen 7,28 und 9,09um. Es kommt

zu keinen Verdnderungen in x- Richtung. 100-fache Vergréf3erung.




Zellparameter: x-Achse, y-Achse: oberflachenabhangig héchste Laststufe 20 min
2809

30,00

Zone 1l Zone 2 Zone 3
25,00 T

20,00 —>» —» \ -1[']— T

€ 15,00 +—=F T

10,00 A

5,00

0,00 A

x-Achse
ub
x-Achse b
y-Achse
ub
y-Achse b
x-Achse
ub
x-Achse b
y-Achse
ub
y-Achse b
x-Achse
ub
x-Achse b
y-Achse
ub
y-Achse b

Achse

| O intakt @defekt Marthrotisch |

Abbildung 8: Bei Belastung ergibt sich eine signifikante Abnahme (Stauchung) der y-
Achse, vor adlem direkt unter der Knorpeloberfléche (Zone 1 mit p<0,0001 und Zone 2
mit p=0,0315). Die Stauchung ist in ihrer Ausprdgung abhangig von einer intakten
Oberflache. In allen Zonen, bei alen Oberflachen und bei allen Laststufen wird die x-

Achse nicht signifikant verandert. b = belastet, ub = unbel astet.

Bel der statistischen Betrachtung der absoluten gemittelten Endwerte findet sich fur die x-
Achse weder in Zone 1 (p= 0,0264), noch in Zone 2 (p=0,1014), noch in Zone 3 (p=0,0275)
signifikante Unterschiede in der Achsengrof3e. Bei der statistischen Betrachtung der (von
etwaigen  oberflachenbedingten  unterschiedlichen  Ausgangswerten  unabhangigen)
Veranderung durch die Belastung finden sich p-Werte von p= 0,7151 fur die Zone 1, von
p=0,2823 fur die Zone 2 und von p= 0,3006 fur Zone 3. Damit finden beziiglich der x-Achse
bei keiner Oberflaiche und keiner Laststufe in keiner Zone Verénderungen durch die
Belastung statt.

Bel gleichem Vorgehen beziglich der y-Achse unter Betrachtung der absoluten gemittelten
Endwerte finden sich fur die y-Achse nach Belastung in Zone 1 (p<0,0001) signifikant
unterschiedliche Werte. Bel der genaueren Differenzierung sind diese Unterschiede mit
p<0,0001 oberflachenabhangig. Dies wird nicht durch die unterschiedlichen Ausgangswerte
bedingt. Denn bei der statistischen Uberpriifung, ob durch die unterschiedliche Belastung
unterschiedliche Veranderungen erzielt wurden (von etwaigen oberflachenbedingten

unterschiedlichen Ausgangswerten unabhangig durch Bildung der Differenzen vor / nach
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Belastung [Parameter (unbelastet —belastet) /unbelastet ]) finden sich signifikante p-Werte.
Die Ausprédgung der erzielten Veranderungen der y-Achse in Zone 1 ist mit einem p<0,0001
signifikant unterschiedlich. Signifikant bedeutsam ist dabel mit einem p<0,0001 die
Belastungsdauer und mit einem p=0,0003 die Oberflachenbeschaffenheit. Die intakten Proben
zeigen signifikant geringere Verénderungen der y-Achse in Zone 1 durch die Belastung als
die defekten Proben mit einem p=0,0446. Sie zeigen auch geringere Verdnderungen der y-
Achse durch die Belastung in Zone 1 als die arthrotischen Proben mit einem p=0,0446.

Die Ausprégung der erzielten Veranderungen der y-Achse in Zone 2 ist mit einem p=0,0315
ebenfalls signifikant. Signifikant bedeutsam ist dabei mit einem p=0,0172 nur die
Oberfléchenbeschaffenheit. Die intakten Proben zeigen dabel signifikant geringere
Veradnderungen der y-Achse durch die Belastung in Zone 2 als die arthrotischen Proben mit
einem p=0,0504.

Bel der zusdtzlichen rein deskriptiven Betrachtung des Verhdtnisses von y-Achse zur x-

Achse in den einzelnen Zonen vor und nach Belastung finden wir folgende Anhaltswerte.

xy-Achsenverhdtnisx zuy , x:y

unbel astet bel astet
Zonel Zone 2 Zone3 Zonel Zone 2 Zone 3
intakt 3.2 1.1 2:3 2.1 1.1 2:3
defekt 34 34 2:3 4:3 1:1 2:3
arthrotisch 4:5 3.4 2:3 2.1 1.1 2:3

Das Achsenverhdltnis x:y in Zone 3 liegt stets bel 2:3 und wird in unserer Arbeit durch
Oberflachenbeschaffenheit und Belastung nicht beeinfluld. In Zone 2 ist vor Belastung das
Verhdltnis der x- Achse zur y- Achse bel den defekten und arthrotischen Proben mit 3:4
zugunsten der y- Achse leicht betont. Nach Belastung gleicht es sich dem Achsenverhdltnis
der Zone 2 der intakten Proben mit 1:1 an und ist nun oberflachenunabhangig. In Zone 1 ist
ein dhnliches Verhalten angedeutet. Ob hier ein Grenzwert fir die Zellproportion besteht (2:3
fur Zone 3, 1:1 fur Zone 2, 2:1 fur Zone 1) konnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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5.1.1.2. Z€llflache aus yx-Achsen

Die angendherte ,, Zellflache” wird als Zellrahmen aus den Rahmenachsen x und y betrachtet.

Bei der Untersuchung der gemittelten absoluten Zellflache vor Belastung nimmt die
ZdlIflache von der Oberflache abwérts zu. Zur besseren Ubersichtlichkeit werden die Werte
aller Proben einer Oberflachenbeschaffenheit ohne Beachtung der spéteren Belastungsdauer
und —gréle gemeinsam betrachtet. In Zone 1 der intakten Proben finden sich gemittelte
Ausgangswerte von 121,54 bis 232,81um?, in Zone 1 der defekten Proben von 180,30 bis
223,97pum? und in Zone 1 der arthrotischen Proben von 171,42 bis 237,60um?. Fur die Zone 2
finden sich intakt Ausgangswerte von 170,17 bis 184,46um?, defekt von 174,73 bis
186,65um? und arthrotisch von 164,43 bis 210,40um?2. Die Zellflachen liegen in einem
vergleichbaren Bereich. In Zone 3 liegen die Ausgangswerte fUr die intakten Proben zwischen
134,77 und 228,02umz, fur die defekten Proben zwischen 182,74 und 220,84um? und fir die
arthrotischen zwischen 206,35 und 305,11um?. Die arthrotischen Proben zeigen hier eine
etwas grol3ere Zellflache (Tabelle 1,2,3).

Nach Belastung sind die gemittelten Werte (wiederum wurden die einzelnen Laststufen zur
besseren Ubersichtlichkeit zusammengefaldt betrachtet) der jeweiligen Oberflachengruppen in
Zone 1 und 2 kleiner, in Zone 3 unverdndert. Das entspricht dem Verhalten der x- und y-
Achse. In Zone 1 der intakten Proben finden sich deutlich kleinere Mittelwerte von 84,56 bis
101,04um?, genauso in Zone 1 der defekten Proben von 82,21 bis 113,73um? und
entsprechend in Zone 1 der arthrotischen Proben von 75,33 bis 92,40um?. Fir die Zone 2
finden sich intakt belastete Mittelwerte von 133,07 bis 151,44um?, defekt von 136,26 bis
158,13un? und arthrotisch von 122,48 bis 156,42um?. Die Zellflachen liegen auch hier in
einem vergleichbaren Bereich. In Zone 3 liegen die Werte nach Belastung fir die intakten
Proben zwischen 206,30 und 236,66pum?, fir die defekten Proben zwischen 196,31 und
253,44um?2 und far die arthrotischen zwischen 263,15 und 289,63um?2. Diese Werte sind im
Vergleich mit den Ausgangswerten nicht veréndert (Tabelle 1,2,3).

Unter Belastung wird die , Zellflache® in Zone 1 signifikant kleiner. Deskriptiv trifft dies auch
noch fir Zone 2 zu. Die Abnahme der Zéllflache in Zone 1 ist bei intakten Proben und bel
kurzer Last signifikant geringer ausgepragt. In Zone 3 bleibt die Rahmenfldche stets
unverdndert, dabel besitzen sowohl die unbelasteten als auch die belasteten Zellen der
arthrotischen Proben eine signifikant hohere Zellflache als die der beiden anderen
Oberflachen. Die Kontrollebene bestdtigt dies. Da bei Flachenabnahme in 2 Ebenen eine



V olumenabnahme angenommen werden darf, kann fur die Zellvolumina auf ein gleichartiges
Verhalten geschlossen werden (Tabelle 1,2,3; Abbildung 7a,b).

Die statistische Auswertung zeigt bei der Betrachtung der absoluten belasteten Mittelwerte fir
die Zone 3 eine signifikant global unterschiedliche Zellflache (p<0,0001). Die belastete
Zellflache der arthrotischen Proben ist oberflachenabhangig signifikant groRer (<0,0001). Es
findet sich jedoch keine signifikante Verdnderung der Zellfldche durch die LastgrofRe /
Lastdauer.

Die Zéllflache aus der y- und x- Rahmenachse verandert sich unter Belastung [Parameter
(unbelastet-bel astet)/unbelastet]  unterschiedlich gro3 in Zone 1 (p<0,0001). Diese
Unterschiede sind bedingt durch die Lastdauer (p=0,0014) und die Oberflache (p=0,05). In
Zone 2 haben Oberflache, Lastgréf3e und Lastdauer keinen signifikanten Einflu auf die
Grofe der Verénderung der Zellflache (p=0,2134).

5.1.1.3.Zellachsen: Kleine und grof3e Zellhauptachse (kleinster und grofdter Zelldurchmesser)

Die Verdnderungen dieser zusétzlich rein deskriptiv betrachteten Achsen unter Belastung
entsprechen im wesentlichen den Veranderungen der y- Achse und x- Achse. Anhand der
unsicheren Definition der Lage dieser Achsen zur Lastwirkrichtung ist die Schwankungsbreite
der gefundenen Werte sehr grof3 und keine statistisch sicheren Aussagen zu treffen (siehe
Diskusson Material und Methoden). Deskriptiv. kommt es in Zone 1 und 2 zu
Langeneinbulen beider Achsen. Diese Einbuf’en scheinen bei intakter Oberflache am

geringsten zu sein. In Zone 3 veréndern sich sowohl kleine und grof3e Zellhauptachse nie.

5.1.1.4.Z€llflache aus kleiner und grof3er Hauptachse der Zelle unter der Annahme eines
Ellipsoides

Die dlipsoide Zellflache wird aus der kleinen und grofRen Hauptachse errechnet. Auch hier
kénnen daher nur rein deskriptive Ergebnisse dargelegt werden. Unter Belastung ergibt sich
eine Abnahme der als Ellipsoid berechneten Zellflache in Zone 1. Die unbelastete Zellflache
in Zone 1 bel intakten Proben liegt zwischen 91,62 und 177,66um?, nach Belastung liegt sie
bei 67,10 bis 81,07 um2. Fir die defekten Proben findet sich eine Reduktion in Zone 1 von



138,41 bis 169,91unm? auf 64,93 bis 84,25um2. Die arthrotischen Proben zeigen unbelastet
eine dlipsoide Zdlflache von 133,21 bis 179,31um?, belastet aber 59,01 bis 74,24um2. Die
Reduktion der Zellflache ist oberflachenabhangig verschieden stark ausgepragt. Defekte und
arthrotische Proben werden stérker betroffen als intakte. Auch in Zone 2 kommt es bei allen
Oberfléchenbeschaffenheiten zu einer geringen Abnahme der elipsoiden Zellfléache. Eine
Oberflachenabhangigkeit ist hier nicht offensichtlich. Die elipsoide Zellflache der Zone 3
zeigt keinerlei Veradnderungen. lhre Werte liegen um 200 - 250um2. Diese Befunde
entsprechen den Ergebnissen bei Betrachtung der Zellflache aus y- und x-Achse (Tabelle
1,2,3).

5.1.2. Zdlldichte

Die unbelastete Zelldichte nimmt oberflachenunabhangig von der Oberflache abwérts ab. Die
gemittelte Ausgangszelldichte der Zonen 1 (11,26 bis 13,81 Zellen pro Auswertefeld) und 2
(5,26 bis 6,23) liegt bei intakten Proben leicht hdher als bei arthrotischen bzw. defekten (Zone
1. 6,64 bis 14,15). Zone 2 hat bel intakt, defekt und arthrotisch eine gleiche Zelldichte (3,96
bis 6,21), so dal3 die hthere Zelldichte in Zone (1+2) bei den intakten Proben durch héhere
Zellzahlen in Zone 1 bedingt ist. Zone 3 zeigt arthrotisch eine leicht kleinere Zelldichte (1,93
bis 4,02 unbelastet) als intakt (4,60 bis 5,36 unbelastet) und defekt (4,61 bis 5,12 unbelastet)
(Tabelle 4).

Nach Belastung zeigt die Zelldichte in Zone 1 im Mittel intakt Werte von 12,83 bis 14,28
Zéellen pro Auswertefeld, in Zone 2 von 5,24 bis 7,37, in Zone (1+2) 8,26 bis 10,02 und in
Zone 3 4,67 bis 5,34 Zellen /Auswertefeld. Defekt liegt die belastete Zelldichte in Zone 1 bei
8,30 bis 13,60, in Zone 2 bei 4,36 bis 6,75, in Zone (1+2) bei 6,62 bis 10,18 und in Zone 3 bei
gemittelten 4,83 bis 5,18 Zellen /Auswertefeld. Fur die arthrotischen belasteten Proben
ergeben sich unter Belastung Zelldichten in Zone 1 von 7,83 bis 11,75, in Zone 2 von 3,17 bis
4,53, in Zone (1+2) von 5,97 bis 8,14 und in Zone 3 von 2,38 bis 3,72.

Bel keiner Oberflachengruppe und bei keiner Laststufe findet sich unter Belastung eine
signifikante Veranderung der Zellzahl pro Auswertefeld als Maleinheit fur die Zelldichte
(Tabelle 4, Abbildung 9, 10a und b). In der statistischen Auswertung ist die vor und nach
Belastung verglichene Zdldichte nicht signifikant verandert.



Lichtmikroskopie: Zonale Zelldichte

Zelldichte
unbelastet belastet
Laststufe Zone 1 Zone 2 m Zone 1+2 |Zone 3 Zone 1 Zone 2 m Zone 1+2 |Zone 3
i 20 280 m 13,07 5,74 9,40 5,36 13,17 6,32 9,74 5,34
S 4,02 243 3,01 1,95 5,01 4,04 4,37 3,19
d 20 280 m 6.64 4.30 547 484 9.80 538 7.59 495
S 4,40 244 324 148 592 2,78 412 161
a 20280 m 9.54 453 7.04 193 7.83 410 5,97 2.38
S 285 141 2,01 0.88 1,74 0,95 116 0.98
120160 m 1381 6.23 10,02 504 14,28 7.37 9.93 5,58
S 3.00 2.36 253 115 542 3.56 3.38 185
d 20 160 m 8.06 564 6.85 490 9.08 4.36 6.72 4383
S 348 357 334 2,39 6.68 2,26 413 2.29
a 20160 m 8.46 3.96 6.21 243 842 442 6.42 290
S 2,58 139 1,52 1.09 3.56 143 195 167
i1280 m 12,08 541 874 476 12,83 524 9.03 490
S 342 2,76 2,55 1,08 435 275 3.10 162
d 1280 m 7,00 5,15 6,08 4,61 8,30 5,33 6,81 5,14
S 3,04 2,02 2,49 1,41 5,39 1,72 2,78 2,56
al280 m 11,50 4,94 8,22 3,79 11,75 4,53 8,14 3,54
S 0,89 0,88 0,74 1,03 1,02 0,77 0,66 0,50
i1160 m 11,26 5.26 8.26 4.60 1385 6.39 10,12 467
S 344 2,16 2,02 106 3,66 284 2,66 167
d1160 m 14,15 573 9,94 512 13.60 6.75 10,18 518
S 843 183 4,09 182 2,82 2,59 153 2,05
ali6o m 9.58 371 6.65 402 897 317 6.07 372
S 2,88 0,81 184 0.79 2,25 0,94 130 0,60

i= intakt_d=defekt.a= arthrotisch;1/20= Dauer der Last in min, 160/280= GroRe der Last in

Tabelle 4: Zdldichte in Zone 1,2,(1+2) und 3 im Vergleich unbelastet und belastet. Es

finden sich nach Belastung in keiner Zone und bel keiner Oberflache signifikante

Verénderungen

Zellzahl / Fache

Zellzahl pro Flache: oberflachenabhéngig
héchste Laststufe 20 min 280 g

20,00

18,00

16,00 =

14,00 nicht signifikant

12,00 T

10,00 T

8,00 T

6,00 T

4,00 T
2,00 T

0,00
1 unbelastet 1 belastet 2 unbelastet 2 belastet 3 unbelastet
Zone

Ointakt B defekt Marthrotisch

3 belastet

Abbildung 9: Die Zdldichte nimmt von der Oberflache abwaérts ab.

Unabhéangig von der Oberflache oder der Grofde und Dauer der Belastung finden

sich keine signifikanten Veranderungen der zonalen Zelldichte unter Belastung.
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Abbildung 10a : Intaktes Praparat, unbelastet: Die Zelldichte betrégt in Zone 1im
Mittel 11,26 bis 13,83 Zellen /Auswertefeld in Zone 2 5,26 bis 6,23 Zellen
/Auswertefeld, in Zone (1+2) 8,26 bis 10,02 Zellen / Auswertefeld

Abbildung 10b : Intaktes Préparat, belastet mit 280g fir 20 min: Die Zelldichte zeigt
keine signifikanten Verdnderungen unter Belastung. Sie betragt in Zone 1 im Mittel
12,83 bis 14,28 Zellen / Auswertefeld in Zone 2 5,24 bis 7,37 Zellen / Auswertefeld
und in Zone (1+2) 9,03 bis 10,12 Zellen / Auswertefeld.
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5.1.3. Gesamththe und Zonale Hohe

Beim Vergleich der unbelasteten absoluten Gesamththe und der unbelasteten absoluten
Zonenhohen zeigen sich vergleichbare Ausgangswerte fur die Zonen 1, 2 und 1+2 bei den
intakten und arthrotischen Préparaten. Durch die abgetragene Oberflache sind diese Zonen bei
den defekten Préparaten kleiner. Zone 3 defekt entspricht wieder der Zone 3 intakt.

Es zeigen sich im Vergleich mit den intakten Proben grof3ere mittlere absolute Ausgangswerte
fur die Gesamthohe und die Zone 3 bei den arthrotischen Praparaten. Dabei korrelieren
Unterschiede in der Hohe des Gesamtknorpels mit unterschiedlicher Hohe der Zone 3. Die
Hohe der Zone 3 scheint die Gesamthohe zu bestimmen. Es scheint auch bei Betrachtung der
anderen Oberflachengruppen und ihrer einzelnen Préparate, dal? die Hohe des Gesamtknorpels

im wesentlichen von der Hohe der Radidrzone bestimmt wird (Abbildung 11,12).

Bel der Betrachtung der zonalen Hohe als absolute mittlere Werte liegen die unbelasteten
Ausgangswerte fur die Oberflachengruppen in Zone 1 zwischen 68,45um und 77,13um, fir
Zone 1 arthrotisch zwischen 59,50um und 67,50um. Bel den defekten abgetragenen
Oberfléchen blieb eine Restzone 1 von 10,09um bis 35,40um. Zone 2 intakt liegt bei
Betrachtung der Mittelwerte der Gruppen zwischen 243,77 pm und 294,76um, fir Zone 2
arthrotisch zwischen 220,67um und 259,75um. Bei den defekten finden wir eine Zone 2 von
155,00um und 262,70um. Ebenfalls vergleichbar liegen die Werte auch in der
zusammengefaldten Zone (1+2) die intakt zwischen 298,65um und 371,89um liegt, bei
arthrotischen Proben zwischen 282,00um und 327,25um, bei defekten wieder entsprechend
geringer mit 168,05um und 298,10um. Schwankungen der Gesamththe, die sich bel defekten
(1046,40um bis 1415,61um) und arthrotischen (1420,50um bis 1960,33um) Gruppen finden,
bei intakt weniger streuend mit 1235,19um bis 1378,45um, ergeben sich aus korrelierenden
Schwankungen der Hohe der Zone 3. Deren Werte liegen intakt wenig gestreut zwischen
863,74um und 1008,70um, defekt zwischen 818,40pum und 1145,82um und arthrotisch bei
1036,63um bis 1667,33um (Tabelle 5).

Beim Vergleich der unbelasteten prozentualen Zonenhohen zeigt sich der grofdte Anteil der
Zone (1+2) mit 25% bis 29% bei den intakten Proben. Bei den defekten Proben ist ein Anteil
von 13 -21% vorhanden. Die arthrotischen Proben zeigen hier mit 14 -22% einen

entsprechenden Anteil der Zone (1+2) an der Gesamthohe, aber einen kleineren Anteil im



Vergleich zu den intakten Proben. Die Zone 3 macht bei ihnen mit 71-85% den Grofdteil der
Gesamthohe aus. Da der Anteil der Zone 3 an der Gesamthhe bei abgetragener Oberfléche
im Vergleich zu den intakten Proben wéchst, finden sich bei den defekten Proben prozentual
hohere Werte (75-83%) als bel den intakten Proben (64-73%) (Tabelle 6).

Nach Belastung sind die absoluten mittleren Werte fir Zone 1, 2 und (1+2) bel den intakten
und arthrotischen Proben grof3er. Sie sind untereinander weiterhin in ihrer Hohe vergleichbar.
Die Zonen 1 und (1+2) der defekten Proben sind ebenfalls grofer geworden, aber weiterhin
kleiner as bei den intakten Proben. Zone 2 ist vergleichbar hoch be adlen
Oberflachenzustanden.

Zone 3 ist bel alen Oberflachenzustanden kleiner geworden. Auch die Gesamthohe hat
abgenommen (Abbildung 11,12 Tabelle 5).

Im einzelnen liegen die mittleren absoluten Werte nach Belastung fur intakte Proben in Zone
1 zwischen 80,05um und 106,53um. Fur Zone 1 arthrotisch sind sie ebenfalls erhéht und
liegen zwischen 88,88um und 137,92um. Bel den defekten Oberfléchen liegt die Hohe bel
26,68um bis 68,70um. Die mittleren Absolutwerte fir Zone 2 intakt liegen zwischen
281,45um und 364,50pm, fur Zone 2 arthrotisch zwischen 280,83um und 422,58um. Bel den
defekten finden wir eine Zone 2 von 201,60um bis 368,52um. Vergleichbar ist auch die
zusammengefaldte Zone (1+2) die intakt zwischen 361,50um und 471,03um liegt, bel
arthrotischen zwischen 382,83um und 560,50um, bel defekten entsprechend geringer mit
270,30um und 424,66pm. Wir finden eine Abnahme der Gesamthohe, die bei defekten
Gruppen nun zwischen 797,38um bis 1202,17um und arthrotischen zwischen 1293,13um und
1690,00um liegt, bei intakten zwischen 1022,72um bis 1301,40pm. Auch die H6he der Zone
3 nimmt ab, ihre Werte liegen intakt zwischen 603,45um und 855,50pum, defekt zwischen
482,30um und 861,67um und arthrotisch bei 775,08um bis 1234,50um (Tabelle 5).

Die gemittelten prozentuaen Anteile der Zonenhohe an der Gesamthohe liegen nach
Belastung fur die Zone (1+2) zwischen 29% und 47 % bei den intakten Proben. Fur die Zone
3 der intakten Proben finden sich Anteile von 49 bis 66 %. Je hoher dabel die Last (in der
Reihenfolge 1/160, 1/280, 20/160, 20/280) desto grofer der Antell der Zone (1+2) und desto
geringer der Anteil der Zone 3. Die gilt auch fur die Laststufe 20/280 im Vergleich zu den
anderen Laststufen bei den defekten und arthrotischen Proben. Hier ist zwischen der
Laststufe 20/280 und den niedrigeren Laststufen ein deutlicher Sprung im Unterschied der



Zonenanteile zu erkennen. So ist bei den defekten Proben der Zonenanteil der Zone (1+2) bei
20/280 mit 45% deutlich hoher as derjenige der folgenden Laststufen (27,34,36%), bei den
arthrotischen finden wir 43% zu 27, 36, 34%). Das gleiche trifft fir die Zone 3 zu, die bel der
Laststufe 20/280 kleinere Anteile ausmacht als bei den Ubrigen Laststufen. Bel den intakten
Proben finden wir nach Laststufe gestaffelte Hohenanteile von 49% bis 66%. Be den
defekten Proben ist ein Anteil von 52 —71 % vorhanden. Die arthrotischen Proben zeigen hier
mit 53 bis 73% ein entsprechendes Verhalten (Tabelle 6, Abbildung 13).

Lichtmikroskopie: Gesamthéhe und Zonale Hohe
absolute Zonenhdhe in um
unbelastet belastet
Laststufe Zone 1 Zone 2 Zonel+2 Zone3 Gesamt Zone 1 Zone 2 Zonel+2 Zone3 Gesamt
i 20 280 m 77,13 294,76 371,89 863,74 1338,61 106,53 364,50 471,03 603,45 1116,24
s 29,19 88,50 100,27 353,38 423,72 40,01 153,88 168,35 378,63 439,16
d 20 280 m 10,09 157,95 168,05 1145,82 1392,50 56,14 368,52 424,66 600,64 1051,64
s 20,46 105,22 11335 598.00 572,73 41.76 228,01 228.23 547,03 576.34
220280 m 67.50 259.75 327.25 132850 1850.33 137.92 42258 560,50 775,08 140408
s 10,96 11572 120,10 385,08 246,94 32,44 147.44 133,62 396,93 396,31
i 20 160 m 68.34 230,31 298,65 898.47 1235.19 91.00 302,81 393,81 605,00 1022.72
s 26,56 82,84 102,87 37334 395.76 23.83 152,75 147,41 338.80 413,39
d 20160 m 1411 164,83 17894 118528 141561 26,28 27422 300,50 861,67 120217
s 26,19 11248 120,92 526,24 588,65 36,11 163,55 169,89 400.00 554,79
a20 160 m 66.58 256,92 323,50 1440.00 1895.75 96,83 306,83 403,67 104433 1550,83
s 10,92 73.39 74.28 17713 255,90 31,52 14492 148,65 279.08 217.39
11280 m 69.15 24377 312,92 1008.70 1386.29 98.30 322.90 421.20 797.90 1183.80
s 2181 110,43 12831 464,32 483,61 33.38 130,37 14497 41474 468,03
d 1280 m 23,90 155,00 178,90 818,40 1046,40 68,70 201,60 270,30 482,30 797,38
B 46,02 66,77 102,31 248,10 219,35 30,43 75,61 99,65 256,81 217,61
al280 m 59,50 258,63 318,13 1036,63 1420,50 88,88 298,13 387,00 896,88 129313
s 24,00 179,08 201,94 62,81 83,09 32,77 193,39 225,79 171,52 95,89
i1160 m 68,45 280,50 348,95 921,35 1378,45 80,05 281,45 361,50 855,50 1301,40
s 18,17 101,33 103,42 291,55 444,51 11,43 84,55 89,72 276,29 407,46
d1160 m 35,40 262,70 298.10 942 60 1304.90 67.90 331.40 399.30 736.90 115570
s 39.24 206.84 23537 330,13 489.99 30,57 226.68 245,84 328,54 469.74
al160 m 61,33 220,67 282.00 1667.33 1960.33 102,00 280,83 382,83 123450 1690,00
s 14,89 51,89 44,81 31411 369.28 4375 40,50 84,15 169.76 179.76
iz intakt, d=defekt.a= arthrotisch:1/20= Dauer der Lastin min, 160/280= GroRe der Lastin g; m= Mittelwert_s= Standardabweichung,

Tabelle 5: Zonale Hohe vor und nach Belastung als Absolutwerte in um. Im Vergleich mit
den intakten Proben falt bei den arthrotischen unbelastet eine grofiere Gesamthdhe und Hohe
der Zone 3 auf. Belastet zeigen alle Oberflachen und Laststufen fir die Zone 1,2 ene
Hohenzunahme bei Abnahme der Zone 3 und der Gesamthohe. Die Auspragung der
Veranderungen ist last- und oberflachenabhéngig.




Lichtmikroskopie: Prozentuale Zonenhdhe
Zonenhohe in% der Gesamthdhe
unbelastet belastet
Laststufe Zone 1in % |Zone2 in % |Zonel+2in%{Zone3in% |Zone 1in % |Zone2 in % |Zonel+2in%|Zone3in%
i 20 280 m 0,06 0,23 0,29 0,64 0,12 0,35 0,47 0,49
S 0,03 0,06 0,08 0,11 0,07 0,12 0,18 0,18
d 20280 m 0,01 012 013 0.80 0,06 0.38 045 052
S 0,02 0.09 0.10 014 0,05 0,15 0.16 0,18
a 20280 m 0,04 014 018 071 011 0.32 043 053
S 0,01 0.07 0,08 0.15 0,06 011 0,14 017
20160 m 0,06 019 0.25 071 0.30 0.30 041 056
S 0,02 0.05 0,07 0.10 0,09 0,09 011 0,14
d 20160 m 0,01 013 014 0.83 0,04 023 0.27 071
S 0,02 0.08 0,09 0.10 0,05 0,08 011 0,09
a20160 m 0,04 013 017 077 0,06 0.20 0.27 067
S 0,01 0.03 0,03 0,09 0,01 0,12 012 0,12
1280 m 0,06 019 0.25 071 0.30 0.30 040 0.66
S 0,03 0.09 011 011 0,14 0,14 017 021
d 1280 m 0,03 0,16 0,18 0,78 0,09 0,27 0,36 0,58
S 0,05 0,07 0,11 0,13 0,04 0,12 0,14 0,15
al280 m 0,04 0,18 0,22 0,73 0,07 0,23 0,30 0,70
S 0,01 0,11 0,12 0,08 0,02 0,14 0,16 0,14
i1160 m 0,05 0.21 0.26 0.67 0,22 022 0.29 0.66
s 0,02 0,07 0,08 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06
d1160 m 0,03 0.18 021 0.75 0,07 028 0.34 064
s 0,03 0,14 0,16 0,18 0,04 0.15 0,18 0,18
all6eo m 0,03 011 014 0.85 0,06 017 0.23 0.73
s 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03 0,05 0,06

Tabelle 6: Zonae Ho6he vor und nach Belastung in Prozent der Gesamthohe. Auch hier
zeigen alle Oberflachen und Laststufen fir die Zone 1,2 eine Hohenzunahme bei Abnahme
der Zone 3 und der Gesamththe. Die Auspragung der Verdnderungen ist last- und
oberflachenabhangig.

Beim Vergleich sowohl der absoluten als auch der prozentualen Mittelwerte vor und nach
Belastung zeigen in alen Belastungsstufen und Oberflachengruppen die Zonen 1, 2, (1+2)
eine Hohenzunahme, Zone 3 und Gesamth6he eine Abnahme. Die Auspragung der
Veranderungen ist oberflachenabhangig und abhdngig von der einwirkenden Last (vgl.
Abbildung 11 bis16).

Bei Betrachtung der gemittelten absoluten belasteten Zonenhthen nach Belastung finden wir
mit einem p=0,0359 unterschiedliche Hohen der Zone (1+2) vor. Die Ausgangswerte dieser
Zonenhohe waren durch die Oberfl&chenabtragung verschieden grof3. Wir finden nun aber
nicht nur die erwartete Abhangigkeit von der Oberflachenbeschaffenheit, sondern nun auch
mit einem p=0,0423 von der Grofe der Last.

Auch die absoluten gemittelten Ausgangshthen der Zone 3 unbelastet unterschieden sich
(arthrotisch hoher). Dies trifft auch fur die absoluten gemittelten Werte nach Belastung in

dieser Zone zu. Hier finden wir keine statistisch signifikante Abhangigkeit von Lastdauer



oder LastgroRe. Die mit einem p=0,0006 signifikante Abhangigkeit wvon der
Oberflachenbeschaffenheit konnen wir als Hinweis auf die hohere Zone 3 bei den
arthrotischen Proben verwenden (intakt versus arthrotisch p=0,0262, defekt versus arthrotisch
p=0,05).

Bel der statistischen Auswertung der gemittelten prozentualen belasteten Werte fir die Zonen
(1+2) sowie 3 finden wir Entsprechendes. Es ergeben sich bei oberflachenabhangig unbel astet
unterschiedlichen Ausgangswerten auch unterschiedliche belastete Werte fur die Zone (1+2)
mit  p=0,0002. Diese Werte sind erwartungsgema abhdngig von  der
Oberflachenbeschaffenheit (p=0,0471). Sie sind nach Belastung aber auch abhéngig von der
Grofle der Last mit p=0,0006 und von der Dauer der Last mit p=0,0180.

Gleiches gilt fUr die Zone 3. Hier findet sich eine Abhangigkeit mit p=0,0035 von der Grole
der Last und mit p=0,0113 von der Dauer der Belastung.

Zur besseren Vergleichbarkeit bei unterschiedlichen Ausgangswerten eignet sich bevorzugt

die Betrachtung der relativen Veranderungen der jeweiligen Zonenhthe durch A = (belastete
Zonenhohe —unbelastete Zonenhohe)/ unbel astete Zonenhohe. Hier fallen Schwierigkeiten der
Vergleichbarkeit durch unterschiedliche Ausgangshthen heraus (Tabelle 7). Es fallen bel den
defekten Gruppen der Zone 1,2, 1+2 z.T. Werte heraus. Dies rihrt daher, dal3 sich bei der
mathematischen Berechnung der Bruchfunktion bei Einzelproben mit komplett abgetragener
oberster Zone im Nenner Null ergab und fur die Gesamtfunktion ein ungultiges Ergebnis
entstand. Unbertihrt davon sind jedoch ale Zonen (1+2) intakt und arthrotisch, sowie alle
Zonen 3 und die Gesamthohe intakt, defekt und arthrotisch, so dald wir hier statistisch
vergleichen kdnnen (Tabelle 7).
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Lichtmikroskopie: Zonale H6he im Verhéaltnis vor und nach Belastunaq
Zonenhodhe Verhaltnis vor und nach Belastung in %d.h.
(zone belastet-zone unbelastet)/zone unbelastet
Laststufe Zonel Zone 2 Zone 1+2 Zone 3 Gesamthdéhe
i 20280 m 0.46 0.24 0.28 -0.37 -0.19
S 0.50 0.33 0.31 0.25 0.12
d 20280 m #D1V/O! #DI1V/0! #DIV/0! -0.52 -0.28
S #D1V/0! #DI1V/0! #DIV/0! 0.18 0.12
a20280 m 1.10 0.90 0.92 -0.43 -0.25
s 0.64 0.90 0.80 0.20 0.16
i 20160 m 0.44 0.35 0.39 -0.35 -0.19
S 0,49 0,56 0,48 0,23 0,15
d 20160 m #DI1V/0! #D1V/0! #DIV/0! -0.29 -0.17
S #DI1V/0! #DI1V/0! #DIV/0! 0.16 0.16
a20160 m 0.49 0.15 0.21 -0.28 -0.17
S 0.55 0.22 0.18 0.15 0.12
i 1280 m 0,49 0,42 0,43 -0,22 -0,14
S 0.54 0.51 0.46 0.13 0.17
d1280 m #D1V/0! 0.51 0.90 -0.40 -0.23
S #D1V/O! 0.72 1.08 0.24 0.15
al?280 m 0.53 0.17 0.25 -0.14 -0.09
S 0,30 0,27 0,27 0,12 0,04
i1160 m 0.21 0.03 0.06 -0.07 -0.05
S 0.21 0.14 0.12 0.05 0.03
d1160 m #D1V/0! #DI1V/0! #DI1V/0! -0.25 -0.12
S #D1V/O! #DI1V/0! #DIV/0! 0.15 0.09
alil6o m 0.80 0.29 0.35 -0.24 -0.13
S 1.03 0.12 0.15 0.15 0.12
i= intakt d=defekt.a= arthrotisch:1/20= Dauer der I astin min, 160/280= GroRe der lastin g:
m=_Mittelwert s= Standardabweichung;

Tabelle 7: Zonenhthe im Verhdtnis vor und nach Belastung nach der Funktion f = [(belastete
Zonenhthe —unbelastete Zonenhthe)/ unbelastete Zonenhthe]. Es fallen bei den defekten
Gruppen der Zone 1,2, 1+2 z.T. Werte heraus. Dies rihrt daher, dal3 sich be der
mathematischen Berechnung der Bruchfunktion bei Einzelproben mit komplett abgetragener
oberster Zone im Nenner Null ergab und fir die Gesamtfunktion ein ungultiges Ergebnis
entstand. Wir finden fur die Zone (1+2) eine signifikante Abhangigkeit der Ausprégung der

unterschiedlichen Zunahme der Zonenhohe von der Oberflachenbeschaffenheit.

Die unterschiedlichen Zonenhthen vor Belastung im Vergleich zu nach der Belastung in der
Zone (1+2) sind bei der globalen Betrachtung der GLM (general linear model) - Methode mit
einem p<0.0038 statistisch signifikant. Dabei betrachtet diese Form der statistischen
Auswertung ale 111 Proben der Hauptschnittebene in den unterschiedlichen Laststufen
gemeinsam. Signifikant ist auch die unterschiedliche Zonenhthe in der Zone 3 nach
Belastung im Vergleich zum unbelasteten Zustand mit einem p<0,0037. Dabei findet sich fir
die Zone (1+2) eine Abhangigkeit der Auspréagung der unterschiedlichen Zunahme der
Zonenhohe von der Oberflachenbeschaffenheit mit einem p= 0,0006. Die Oberflache
beeinfluld die stdrkere Hohenzunahme in der Zone (1+2) bei den defekten Proben gegen die
intakten mit einem p= 0,0251. Die arthrotischen Proben werden in der Zone (1+2) mit einem

p= 0,0006 starker in ihrer Hohe verandert al's die intakten Proben.



Die Hohe der einzelnen Zonen im Knorpel wird also durch Belastung abhangig von Gréfe der
Last und Oberflachenbeschaffenheit signifikant beeinfluf®t. Die intakte Oberflache halt die
Deformation im Vergleich mit der defekten Oberfléche geringer (Abbildungen 11 bis 15).

Zonenhohen oberflachenabhéngig : belastet - unbelastet
héchste Laststufe 20 min 280 g
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Abbildung 11: Veradnderungen der absoluten zonalen Hohe in um und der Gesamthohe
vor/nach Belastung mit 280g/20min. Alle Oberfléchen (intakt, defekt, arthrotisch) im
Vergleich. Die Gesamththe wird wesentlich von der Hohe der Zone 3 bestimmt. Unter
Belastung nimmt die Zone 1+2 zu. Dies geschieht auf Kosten der Zone 3 bel gleichzeitiger
Reduktion der Gesamthdhe.
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Abbildung 12: Verénderungen der absoluten zonalen Hohe in um und der Gesamthdhe vor
/nach Belastung mit 160g/Imin. Alle Oberflachen (intakt, defekt, arthrotisch) im Vergleich.
Die Gesamthdhe wird wesentlich von der Hohe der Zone 3 bestimmt. Unter Belastung nimmt
die Zone 1+2 zu. Bel der kleinsten Laststufe sind die genannten Veranderungen deutlich

geringer ausgepragt (vgl. Abbildung 11). Esist wieder die Abhéngigkeit der Gesamthéhe von
der Hohe der Zone 3 zu erkennen.

Zonale Hohenanteile in Prozent: oberflachenabhéangig
héchste Laststufe 20 min 280g
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Abbildung 13: Verdnderungen der prozentualen zonalen Héhe vor /nach Belastung
mit 280g/20min. Alle Oberflachen (intakt, defekt, arthrotisch) im Vergleich. Auch
bei Betrachtung der prozentualen Hohenanteile an der Gesamththe zeigt sich
wieder eine Hohenzunahme der oberen Knorpelzonen (1+2) auf Kosten der unteren

Zone 3 bei insgesamter Kompression der Knorpelhéhe unter Belastung.




Abbildung 14: Intakte Oberflache, Belastung 280g, 20 min: Die Impression ist

flach und lauft beidseitig sanft aus.

Abbildung 15: Defekte Oberfl&che, Belastung 280g, 20 min. Die Impression schneidet in die
Oberflache ein und ist tiefer a's bei intakter Oberfléache.
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Abbildung 16: Arthrotische Oberflache, Belastung 280g, 20min. Man sieht im
Vergleich mit Abbildung 14 und 15 die Abhangigkeit der Hohenverdnderungen von
der Oberflachenbeschaffenheit bel hochster Laststufe. Deutlich wird die
unterschiedlich stark ausgeprégte Tiefe der Impression. Bel gleicher Vergrofierung

wie in Abb. 14 und 15 fallt die grolRere Gesamthdhe bel arthrotischen Praparaten
auf.

5.1.4.Reversibilitat

Schon makroskopisch weisen ale intakten 1 oder 20 Minuten belasteten Proben nach
Relaxation von 5 sec, 1 min, 20 min und 3 Stunden keine Zeichen der Impression mehr auf.
Dies bestétigt sich histologisch. Die oberfléchenbeschéadigten Proben weisen makroskopisch
bei kurzer Belastungszeit und alen Relaxationszeiten noch Impressionsspuren auf. Bel langer

Belastungszeit ist die Impression ebenfalls noch deutlich zu erkennen. Dabei zeigt sich bei



defekter wie arthrotischer Oberflache kein Einfluld der Dauer der Reaxation. Auch

histologisch verhalten sich diese Proben wie die entsprechenden Proben ohne Relaxationszeit.

5.1.5. Belastungszeit 5 Sekunden
Die Proben zeigen sowohl bei intakter als auch bei defekter Oberflache ein Verhaten, das

demjenigen bei einminltiger Belastungszeit entspricht.

5.2. Rasterelektronenmikroskopie

5.2.1. Gesamthohe

Die gemittelten absoluten Ausgangswerte der intakten Proben liegen fur die Gesamththe
zwischen 1529,90 pm und 1743,25um. Wie in der Lichtmikroskopie sind die mittleren
Ausgangswerte der arthrotischen Proben mit 1668,20 bis 1845,50um gréfer. Die defekten
Proben mit der abgetragenen Oberflache haben kleinere gemittelte Ausgangshohen zwischen
992,20 und 1653,75um (Tabelle 8).

Nach Belastung ist die Gesamththe kleiner geworden. Die gemittelten absoluten Endhohen
der intakten Proben liegen nun zwischen 1139,82um und 1412,00um. Die defekten Proben
besitzen nach Belastung noch eine Gesamththe zwischen 800,25 und 1291,00um (Tabelle 8).

5.2.2. Zonade Ho6he

Bel der prozentualen Betrachtung der Anteile der einzelnen Knorpelzonen an der Gesamththe
macht die Zone 1 der intakten Proben unbelastet rund 5% aus, die Zone 2 10 bis 15% und die
Zone 3 etwa 75 bis 85%. Bei den defekten Proben verteilen sich die Zonenanteile unbel astet
auf 8,5 bis 10% Zone 2 und 88 bis 90% Zone 3.

Nach Belastung besitzt die Zone 1 der intakten Proben mit ca. 4 bis 7,5% einen hoheren
Anteil, die Zone 2 mit nun 13 bis 23% ebenfalls und die Zone 3 wurde auf 80 bis 73%



reduziert. Die defekten Proben zeigen unter Belastung einen Zuwachs der Zone 2 auf 11,8 bis
25% Anteil an der Gesamthohe, die Zone 3 eine Reduktion auf 73,9 bis 89,8%.

Die Gesamthdhe nimmt bel Belastung ab. Wie in der Lichtmikroskopie nehmen die
prozentualen Hohenanteile der Zone 1 und 2 zu, derjenige der Zone 3 ab. Dabel ist das
Ausmal} dieser Veranderungen grofRer bei defekter Oberflache. AulRerdem findet sich ein
stérkerer Hohenverlust bel hdherer Last (Tabelle 8, Abbildung 17a,b,18a,b).

Rasterelektronenmikroskopie: Gesamthéhe und Zonale Héhe

Gesamthohe absolut in um (Mittelwerte)

unbelastet belastet

Laststufe Zone 1 Zone 2 Zone 3 |Gesamthdhe| Zone 1 Zone 2 Zone 3 |Gesamthdhe
120280 8555 248 64 1402.73 174191 72,18 27182 874.00 1139.82
i 20 160 54,20 168,90 1329,70 1529,90 55,10 194,50 974,30 1212,10

i 1280 70,25 248,50 1371,88 1743,25 59,63 267,63 1038,25 1412,00

il1160 84.00 219.17 1283.67 1547.50 91.83 165.50 961,33 1214.00
d 20 280 0.00 129.75 1277.50 1430.75 0.00 176.50 600,25 800.25
d 20 160 0,00 141,75 1517,75 1653,75 0,00 152,00 1160,00 1291,00
d 1280 0,00 109,50 1163,50 1257,00 0,00 157,00 779,00 942,50
d1160 0.00 94.00 896.00 992.00 0.00 201.50 595.00 805.00
a 20 280 22,67 302,50 924,83 1845.50 22,50 204.00 699.50 971,67
a 20 260 27,20 214,80 1498,40 1668,20 42,00 279,00 713,40 987,60

Zonale Hohe in % der Gesamthdhe (Mittelwerte
unbelastet belastet

Laststufe Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 1 Zone 2 Zone 3

i 20 280 4,90 14,20 80,50 6,30 23,70 76,70

i 20 160 3,50 11,00 86,90 4,50 16,00 80,30

il1280 4.00 14.20 78.60 4.20 18.90 73.50

i 1160 5,40 14,10 82,90 7,40 13,60 79,20

d 20280 0.00 9.00 89.30 0.00 22,00 75.00

d 20 160 0,00 8,50 91,70 0,00 11,80 89,80

d 1280 0.00 8.60 92.50 0.00 16.60 82.70

d1160 0,00 9,50 90,30 0,00 25,00 73,90

iz intakt, d=defekt.a= arthrotisch;1/20= Dauer der Last in min, 160/280= GroRe der Last in g;

Tabelle 8: Rasterelektronemikroskopie: Gesamththe und Zonale Hohe als Absolutwerte in
pum und as prozentuale Hohe vor und nach Belastung. Nach Belastung ist die absolute
Gesamthohe verkleinert. Wie in der Lichtmikroskopie nehmen die prozentualen Hohenanteile
der Zone 1 und 2 zu, derjenige der Zone 3 ab. Dabei ist das Ausmal} dieser Veranderungen
grolRer bel defekter Oberflache. AuRerdem finden sich stdrkere Hohenveranderungen bel
hoherer Last.




Abblldung 17a Rasterelektronenmikroskopie: Intakte Oberflache, Belastung mit
160g, 1min. Hohenabnahme der Gesamthohe unter der Impression in Abhangigkeit
von der Oberflachenbeschaffenheit und der LastgroRe (Vgl. Abbildung 17b,18a,18b).
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Abbildung 17b: Rasterelektronenmikroskopie: Intakte Oberflache, Belastung mit
280g, 20min. Deutlich stérkere Hohendeformation und Einschneiden das Stempels al's
bei niedriger Last. (Vgl. Abbildung 17a,18a,18b).
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Abbildung 18a Rasterelektronenmikroskopie: Defekte Oberflache, Belastung mit
160g, 1min. Im Vergleich zur Abbildung 17a wird wie in der Lichtmikroskopie
(Abbildung 14,15) das starkere Einschneiden des Stempels deutlich. Auch hier
stérkere Hohenabnahme der Gesamthohe unter der Impression in Abhangigkeit von

der defekten Oberflachenbeschaffenheit bei gleicher Last. (Vgl. v.a. Abbildung 173,
auch 17b,18b).
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Abbildung 18b: Rasterelektronenmikroskopie: Defekte Oberflache, Belastung mit
280g, 20min. Deutlich vermehrte Hohenabnahme der  Gesamththe unter der

Impression und starkes Einschneiden des Stempels mit deutlichem Bulging, abhéngig
von der defekten Oberflache (vgl. Abb.17 b) und der Lastgrofe (vgl. Abbildung 18a).

5.2.3. Ubereinstimmung Kollagenfaseranordnung und Zellanordnung

Die unbelastete prozentuale zonale Hohe ist bei beiden Definitionen (Kollagenfaserarchitektur
| Zellanordnung) vergleichbar. Beim Vergleich der belasteten zonalen Hohe wird erkennbar,
dai die anhand der Kollagenfasern definierte Zone 1 weniger weit in die Tiefe reicht as die
anhand der Zellen definierte. Dies zeigt sich auch direkt im REM. Wahrend die kollagenfaser-
definierte Zone 1 im Mittel 69,66um von der Oberflache in die Tiefe reicht, findet man nach
Definition der Zone 1 zugehorige Zellen noch bis 150um Tiefe (Abbildung 19,20). Fir die
Zone 1 und Zone 2 finden wir hier nach Belastung keine gute Ubereinstimmung der
Zonendefinition nach zellarchitektonischen und kollagenfaserarchitektonischen Kriterien.
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Abbildung 19: Unbelastetes Préparat mit intakter Oberfléche. Die Knorpelzellen sind
umgeben von ihrer  Kollagenfasermatrix. Die  Zoneneinteilung  nach
Kollagenfaserarchitektur und Zellanordnung stimmt tberein.

Abbildung 20: Mit 280g 20 min belastetes Préparat mit intakter Oberflache. Die
Zoneneinteilung nach Kollagenfaserarchitektur und Zellanordnung stimmt nicht tberein. Die
anhand der Kollagenfasern definierte Zone 1 reicht weniger weit in die Tiefe as die anhand
der Zellen definierte.




5.3. Zerstérung des Knorpels/ Bulging

Eine Zerstorung des Knorpels kann bel defekter bzw. stark arthrotischer Oberflache und vor
allem 20 mindtiger Belastung gefunden werden. Die Zerstérung zeigt sich in Spaltung der
Oberflache und Plattenbildung. Diese Platten koénnen sich bel starker Vorschadigung
Uberei nanderschieben. Solche Proben wurden jedoch nicht bei der Auswertung berticksichtigt.
Eine schwéchere Stoérung, jedoch nicht Zerstérung, des Knorpels zeigt sich im Fehlen von
zelluléren Strukturen unter der Impressionsflache (defekte Praparate, hohe Last) bzw. flachen
aufgekrauselten, wellenférmigen Zellstrukturen (intakte Proben, hohe Last).

Entsprechend dem Bulging im Verlauf der Kollagenfasern im REM finden wir en
Zellbulging. Diesist ein ausweichender Verlauf der Zellanordnung um die Impression herum.
Dies geschieht in einer von der Oberflache zur Tide Mark senkrecht verlaufenden, sich
seitlich um die Impression herum ausbeulenden Linie. Die Ausprégung dieses Bulgings
nimmt mit zunehmender Lastdauer und —grof3e zu, genauso bei defekter Oberflache. Auch im
Rasterel ektronenmikroskop sieht man ein Zellbulging. Dabei passen sich vor allem der Zellen
der Zone 3 dem Verlauf des Kollagenfaserbulgings an. Auch dieses Bulging ist in seiner
seitlichen und zur Tide Mark gerichteten Ausdehnung um so ausgepragter, je hoher die Last
ist (Abbildung 21).

Abbildung 21: Lichtmikroskopie links und Rasterelektronenmikroskopie rechts:
Bulging der Zellen (links) und entsprechendes Bulging der Kollagenfasern (rechts) um
die Impression bei hoher Last (280g/ 20 min) und defekter Oberflache.
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6 Diskussion Material und M ethoden

6.1. Materialgewinnung

Wir wéhlten RinderhiftkOpfe als Probenmaterial, da dieses in ausreichender Menge und
Frische gut zu beschaffen ist. Zum anderen ergab sich hieraus die Vergleichsmoglichkeit mit
den Beobachtungen (REM) von Glaser (Glaser et a. 2002) am gleichen Material. Die
Alterspanne wurde auf 4 bis 10 Jahre festgelegt, da hier die zonale Gliederung zum einen
schon ausgereift ist (Fischer et a. 1988), zum anderen bel einem Alter grofder 10 Jahre fast
regelhaft makroskopische Knorpelalterationen wie Rauhigkeiten, Verfarbungen oder
Knorpelverlust auftreten. Das Korpergewicht alein ist zwar kein zuverldssiger Index fur die
Ausreifung (Masoud et al. 1986 ), ist aber wichtig fur die vergleichbare Krafteinwirkung auf
das Huftgelenk, da die Knorpeldicke durch die Dicke der subchondralen Platte mit der auf sie
einwirkenden Last korreliert (Eggli et al. 1988, Milz et a. 1995). Die Kuhlung auf eine
Innentemperatur von hochstens +7°C nach FIHV Anlage 2a, 2.4 reduziert enzymatische
Aktivitdten. Die sténdige Benetzung mit 0,9% NaCl verhindert etwaige trocknungsbedingte
Artefakte (Zimmerman et al. 1988). In der Oberflachenqualitét unterschieden wir intakte von
primér arthrotischen Oberflachen. Die Kriterien ergaben sich aus algemein anerkannten
makroskopischen Arthrosekriterien (Aufrauhung, Auffaserung, gelbliche Verfarbung,
Abstumpfung (siehe auch Kapitel 2).

6.2. Probengewinnung

Das Entnahmeareal wurde anhand von Voruntersuchungen gewéhlt, in denen Stellen
vergleichbarer subchondraler Knochendichte definiert wurden (Glaser et a. 2002). Die
Vertellung der subchondralen Dichte kann as Ausdruck der Anpassung an die
L angzeitbeanspruchung angesehen werden (Muller-Gerbl et a.1989, Oberlander et al. 1973).
Daher konnten wir die Proben als Probenzylinder mit vergleichbarer vorausgehender
Langzeitbeanspruchung ansehen. Desweiteren konnten wir schon bei der Versuchsplanung,
wie spéter in den Ergebnissen bestétigt, vergleichbare Knorpeldicken annnehmen, nachdem
Oberlander et al.(1973) gezeigt hat, dal? eine positive Korrelation zwischen Knorpeldicke und
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subchondraler Dicke fur das Huftgelenk besteht. Durch die Auswahl der Rinder nach einer
vergleichbaren Masse wurde dem Zusammenhang zwischen Knorpeldicke und K érpergewicht
Folge geleistet (Simon 1970).

6.3. Methoden

6.3.1. Belastungsdesign

6.3.1.1. Belastung

Eine Belastung durch Druckstempel der Flache 1x4 mm? mit der Masse 160g bzw. 2809
entspricht einem Druck von 0,39MPa bzw. 0,68MPa. Dieser Druck wurde in Relation zur
physiologischen Belastungsverhdltnissen im Gelenk gewahlt. Nach Fritz (1975) ergibt sich
unter der Vorstellung sich ausgleichender Drehmomente durch gehaltenes Gewicht und
haltende Muskulatur an einem idealisierten halbkugeligen Femurkopf ein Druck auf dem
Standbein beim Schritt des Rindes von 0,5MPa. Hohere Driicke ergeben sich beispielsweise
beim Galopp des Rindes. Solche ,,dynamischen” Driicke kdnnen anhand der Untersuchungen
von Bergmann et a.(1990) an einem menschlichen Huftprothesenmodell abgeschétzt werden.
Wir wahlten dementsprechend einerseits einen niedrigeren, zum anderen einen hoheren
Belastungsdruck (vergleiche auch Putz und Fischer 1989). Andere Studien orientieren sich am
physiologischen Druck, indem eine maximale surface-to-surface Kompressionsrate von 15%
der Knorpelflache aufgebracht wird (Armstrong et al. 1977, Guilak et a 1995). Torzilli et al.
(1997) verwendet am Hunde- Humeruskopf neben cyclisch aufgebrachtem Druck auch
statische Driicke von 0,5MPa bis 24 MPa. Dabel entsprechen die Driicke kleiner 5 MPa denen
der unteren Extremitat im Stand (Kurosawa et al. 1980). Zur Moglichkeit der Einschétzung
einer statischen Kraft von 0,5MPa sei angemerkt, dal3 sich bei statischer Belastung stérkere
Deformationen und in ihren Auswirkungen metabolisch unglinstigere Folgen ergeben als bei
zyklischer Belastung mit entsprechenden Entlastungsphasen (Torzilli et a. 1997 am
Humeruskopf des Hundes). Bel zyklischer Kraftwirkung kleiner 0,5MPa fand man eine
gesteigerte Biosynthese (Parkinnen et a. 1989 in Torzilli et a. 1997). Bei Kraftwirkung ab
5MPa zyklisch werden Nekrosezeichen gefunden (Chen et a. 2001). Ab 6 MPa wurde eine
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gesenkte Stoffwechselaktivitét und ab 35MPa Zerstorung des Knorpels beobachtet (Clemets
et al. 2001).

Bachrach et al. (1995) fuhrt seine Studien an Knorpel-Knochen-Scheiben in einer confining
chamber bei 0,AMPa fur 10 min bzw. 20 Stunden durch, um die bimodale Antwort des
Knorpels sicher zu erfassen, wobel 20 Stunden Belastung unphysiologische Verhdtnisse
darstellen. Wir wahlten die Dauer der Belastung mit 20 min bzw. 1 min anhand der Dynamik
der Antwort des Knorpels auf Belastung. Diese besteht aus einer initialen elastischen
Deformation, die von den Kollagenfasern bestimmt wird (solide Phase) (Jurvelin et al. 1988,
Bader, Kempson et al.1994, Kim et al.1995) und einer ,fluid phase” mit Flissigkeitsausstrom
durch die widerstandsleistenden Proteoglyken-Kollagen-Matrixporen (= creep) (Mow et
al.1984). Das creep-Verhaten verlauft zeitlich as asymptotische Kurve, mit maximaler
Deformierung in den ersten 100 sec. Dabei steigt der generierte hydrostatische Druck an, bis
er mit der @leren Kraft im Gleichgewicht steht. Dann endet der Flissigkeitsausstrom. Die
maximale Hohenabnahme ist erreicht nach 15 bis 20 min (Athanasiou et al. 1991, Setton et al.
1993). An diesem Gleichgewichtszustand orientierten wir uns mit unserem 20 min Wert. Um
die frihe , solid phase* und die Besonderheiten bei beschadigter Oberfléche zu erfassen - da
hier Permeabilitét und konsekutiv , creep”- (= Flussigkeitsausstrom) Geschwindigkeit stark
ansteigen (Setton et a. 1993) - nahmen wir einen 1 min Wert hinzu. Dieser liegt in dem
Bereich der asymptotischen Creep-Kurve, in dem die Steigung in erster Naherung linear
verlauft und maximal ist. Eine unserem 20 min Wert &hnliche Belastungsdauer findet sich
auch bei No6tzli (et al. 1997), wobei er diese Spanne nicht als lang genug zum Erreichen eines
Gleichgewichtes ansieht (Sah et a. 1995), ganz im Gegensatz zu Freeman et al. (1994).

Um die Zelle as dreidimensionalen Korper, und somit etwaige Volumenverdnderungen,
erfassen zu konnen wahlten wir fur die histomorphometrische Auswertung die oben

beschriebenen zwei Ebenen: Hauptschnittebene und Kontrollebene.
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6.4. Waelterverarbetung

6.4.1 Histologie

Zur Darstellung der Knorpelzonen, ihrer Zellen und deren Grof3e und Orientierung gentigt die
Darstellung im Lichtmikroskop. Zur Entkalkung wurde eine schonende und schnelle
Standardmethode herangezogen (Romeis, Mikroskopische Technik, 1989).

Die Stempelimpression wurde bewuf3t rechteckig und begrenzt gewahlt. Damit befanden sich
innerhalb desselben Prdparates sicher belastete und sicher unbelastete Zonen. Diese sicher
belasteten bzw. unbelasteten Zonen wurden durch Verwerfen der Rand- und Ubergangszonen
vor der Auswertung weiter definiert. Mit der Wahl eines begrenzten Lastwirkareals sollten
auch etwaige Ausweichreaktionen erlaubt werden. In der Literatur werden seitlich begrenzte
(Setton et a. 1993) und unbegrenzte (z.B. Guilak et a. 1995) Kompressionsversuche
gleichermal3en beschrieben. Dabei werden begrenzte Kompressionen als der Situation in situ
entsprechender angesehen. Unbegrenzte Kompression fuhrt vermutlich zu groRerer
Deformation als in situ (Torzilli et al. 1997). Neben mechanischer Belastung in situ finden
sich auch Versuche an Knorpelzellen in vitro (z.B. Freeman et a. 1994), sowie Versuche
unter statischer (z.B. Wong et a. 1997), als auch dynamischer ( z.B. Kim et a. 1994)
Belastung. Die dynamische oder zyklische Belastung versucht dabei die natlrlichen
Belastungsvorgange nachzuahmen. Die Fixierung nach oder unter statischer Belastung zeigt
eine Momentaufnahme. Dabei finden sich erhebliche Unterschiede in der Reaktion des
Knorpels auf statische und dynamische Belastung. Es wird beispielsweise unter statischer
Last eine alschichtige und hohere Kollagendeformation und eine stéarkere Hohenabnahme
beschrieben (Kaab et al. 1998). Bezlglich der Aggrekansynthese wurde bel dynamischer
Belastung eine Erhohung, jedoch eine Abnahme bei statischer Belastung beschrieben (Ragan
et a. 2000). Ergebnisse statischer und dynamischer Versuche am Knorpel missen aus diesem

Grund genau differenziert werden.
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Die Azanfarbung als Standardférbung fir Knorpelgewebe bot eine sichere und einfache
Farbemethode. Sie besitzt eine sehr gute Eignung zur Darstellung der Chondrozyten. Auch
Bertram und Lierse wenden diese fir ihre histologischen Schnitte an und beziehen sich wie
wir auf Goldner und Hale (in Romeis. Mikroskopische Technik, 1968). Andere Studien
benutzen daneben je nach zu erzielender Aussage Safranin-O (zur Proteoglykandarstellung)
oder HE-Féarbung (Zimmermann et al. 1988). Aufféllig bel unserer Versuchsreihe war ein
bisweilen fehlendes Ansprechen auf die Farbung bei starker Belastung und beschadigter
Oberfléche (Abbildung 22).

Abbildung 22: Fehlende Azan - Anférbbarkeit direkt unter der Impression. Die zellularen
Strukturen sind klein. Haufig besteht die Zelle nur noch aus Zellkern und ist nur anhand

dieses als Zelle zu identifizieren. Oft finden sich auch nur leer erscheinende Knorpelhéhlen.

In diesen Féllen stellte sich die Knorpel oberflache wannenférmig graulich und aufgewellt dar,
mit leer erscheinenden Knorpelhthlen. Zellkerne waren nicht darstellbar. Direkt unter der
Knorpeloberflache bei hoher Laststufe fand sich manchmal eine bis mehrere 10um breite
Zone, mit azelluldrem Erscheinungsbild oder welligen, leeren Zellhdhlen oder Zellresten.
Sollte es sich hier nicht um Artefakte, sondern um maxima komprimierte Zellen gehandelt
haben, konnten wir sie methodisch bedingt nicht erfassen. Da wir nur exakt angeféarbte
Praparate zur Auswertung heranzogen, die diese Auffalligkeiten nicht aufwiesen, wichen wir

diesem Problem aus. Gegebenenfalls sind die Ergebnisse zur Zelldichte fur hohe Belastungen
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genauer zu erfassen, indem der direkt der Impression anliegende Tangentialzonenantell
gesondert betrachtet wird.

Shapiro (et a. 1993 in Fig. 10-C, Safranin O) présentiert in seiner Studie zur Reparation von
Knorpelschaden dhnliche Bilder. Auch hier finden sich Anderungen des Farbeverhaltens in
der oberflachlichen Zone mit welliger Formation der Oberflache und fehlenden Zellkernen,
im Gegensatz zum angrenzenden Originalknorpel. Safranin O stellt bevorzugt Proteoglykane
dar. Dasselbe Farbeverhaten beschreibt Ohno (et al. 1988) bei der Chondromalazie als
»unevenly staining matrix“. Er bezieht dies auf einen Proteoglykanverlust, welcher direkt um
die Chondrozyten herum am ausgepragtesten ist. Auch eine Abnahme der Toluidin- und
Rutheniumférbbarkeit wurde bel der Untersuchung der Mirkoanatomie der Osteoarthrose
beschrieben. Die verminderte Farbbarkeit hier geht einher mit Schwellung und
Auseinanderweichen der zelluldren Mikroumgebung. Neben einer vermehrten Teilung und
Clusterung der Chondrozyten finden sich dabel auch ein Verlust fibrillérer Architektur und
Entwicklung einer engen Glykokalix um die Zellen herum (Poole et al. 1992).

6.4.2. Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie bietet eine einfache und sichere Methode zur Darstellung
der Kollagenfasern. Aufgrund der reliefartigen Bruchfléche &%t sich die Orientierung der
Fasern so ganz besonders gut erkennen. Bei der TEM (Transelektronenmikroskopie) als
Alternativmethode 18/ sich der Faserverlauf aufgrund der sehr geringen Schnittdicke schwer
verfolgen und es kann zum Informationsverlust kommen (Broom et al. 1986).

Die Proben wurden von der Knochenseite mit einem No- gekihlten Skalpell auf gekihlter
Unterlage quer zur Impressionsléngsachse gebrochen. Ein rascher Ablauf des Brechensist zur
Verhinderung einer Antauung wahrend des Bruchvorganges entscheidend. Die Bruchrichtung
von der Knochenseite her ist vorzuzienen, da bei nicht gekihlter (sonst bis 100%
Klingenverschleily) Skalpellklinge Antauvorgange der Schichten direkt im Auflagebereich

auftreten konnen.
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6.5. Auswertung

Bei alen unseren Betrachtungen stellen wir als erstes intraindividuelle Vergleiche zwischen
belasteten und unbelasteten Arealen innerhalb des jewelligen Préparates und dann innerhalb
der Prdparategruppe an. Der unbelastete Préparatanteil gibt uns dabei Auskunft Uber die
normale Morphologie. Wir gehen dabel von der klassischen zellmorphologischen zonalen
Architektur des Gelenkknorpels aus So konnen wir Veranderungen im direkten Vergleich
exakter erfassen, um Folgerungen fir den theoretischen Ablauf selbiger in einer umfassenden
Sichtweise erzielen zu kénnen. Eventuelle praparationsbedingte Artefakte, die dann sowohl
be- ds auch unbelasteten Bereich gleichermalden betreffen, kdnnen so egalisiert werden.
Aufgrund dieser Basis wollen wir dann fortschreiten zu interindividuellen Vergleichen
zwischen den einzelnen Oberflachen- und Belastungsgruppen. Dabel erfolgt zuerst en
Vergleich der einzelnen vorgefundenen Verdnderungen mit bisher beschriebenen Befunden
aus der Literatur. Danach werden Abweichungen oder Ubereinstimmungen diskutiert.
Schliefdlich folgt eine Eingliederung unserer Ergebnisse in das Gesamtkonzept der
Morphologie, Biomechanik und Pathologie des Knorpels.

Langzeitadapationen des Knorpels wie sie in situ auftreten werden, kénnen wir dabel nicht
erfassen (allenfalls ansatzweise bel Betrachtung der arthrotischen Préparategruppen), denn
eine statische Belastung, wie wir sie verwenden und in unseren belasteten Zonen beschreiben,
stellt eine Momentaufnahme dar, die nur dazu dienen kann, momentane Belastungsfolgen zu

erfassen.

6.5.1 Histologie (Lichtmikroskopie, LM)

Die histologische Auswertung erfolgte computergestiitzt mittels eines selbst konfigurierten
und programmierten Algorithmus mit dem VIDAS-Bildanalyseprogramm Kontron 400 &.
Dieses bietet die Moglichkeit der benutzerdefinierten Auswertung eines histologischen
Praparates. Damit konnte eine genau auf unsere spezifische Fragestellung adaptierte

Auswertung erzielt werden.
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6.5.1.1 Zellparameter: Zonale Zelldeformation und Zellorientierung

Bel der Betrachtung der Zelle als Ellipsoid ergab sich das Problem, aufgrund der naturgemal3
auch unregelmaidig runden Zellform (z.B. spindelformige Zelle) den kleinsten und gréften
Zelldurchmesser exakt festzulegen. Als konstanterer und zuverl&ssigerer Wert erwies sich die
Betrachtung der Zelle und ihrer Ausdehnungen durch Umrahmung in einem yx-
Koordinatensystem. Zwar bestiinde auch die Moglichkelt, Aussagen zur Zellflache und zur
Zelldeformation Uber die grof3er und kleine Zellhauptachse zu erfassen, es hat sich aber in
Vorversuchen gezeigt, dald das xy-System zuverlassiger ist. Daher liegt bel der Diskussion
der Ergebnisse unser Hauptaugenmerk auf den durch das xy- Koordinatensystem bestimmten
Werten. Ein solches Koordinatensystem wendet bei einer in vitro Studie auch Freeman (et al.
1994) an. Ebenfalls anhand der Deformation senkrecht (x) und parald (y) zur
Kompressionsachse beschreibt Lee (et a. 1995) die Zellform in vitro, wobei er zusétzlich
einen Deformationsindex | =y / x verwendet. Wir fanden, dal3 diese Parameter die grofite
Aussagekraft beinhalten und sich aus ihrem Produkt eine gute Annaherung fur die Zellflache,
bzw. unter Hinzunahme der 2. Ebene auf das Zellvolumen, erfassen lies. Zudem sind die yx-
Werte eindeutiger in ihrem Verlauf zur Wirkrichtung der Last zu zuordnen. Diese verlauft
senkrecht zur Knorpeloberflache und damit in y-Richtung. Die Messungen in einem

Koordinatensystem sind desweiteren gut reproduzierbar.

6.5.1.2. Zonale Zdlldichte

Die zonale Z€lldichte als Zellzahl pro definierte Auswerteflache zu betrachten erwies sich als
praktisch und gut anwendbar. Ein @nliches Vorgehen der Bestimmung der Zelldichte durch
Auszdhlen der absoluten Zellzahl pro Flacheneinheit wenden auch Rother et Ranke (et a.
1990) an. Ebenfalls auf die numerische Zelldichte in einem Referenzrahmen bezieht sich
Wong (et a. 1996). Eine andere Mdglichkeit zur Bestimmung der Zelldichte besteht durch
Ermittlung des Abstandes zwischen zwel Chondrozytenhohlen (Bertram, Lierse et al. 1991).
Fur uns erwies sich ersteres Vorgehen a's praktischer. Jedoch trat bei Belastung hier zuweilen
das Problem auf, da3 in der belasteten Zone entweder durch unten beschriebene
Farbealterationen oder durch maximale Kompression nur noch flache, oft wellige, Zellhthlen
zu erkennen waren, die jedoch auch als Artefakte gedeutet werden konnten, so dal3 sie nicht
as Zdlle in der Auszéhlung berticksichtigt werden konnten. Diese Zellhdhlen fanden sich in

einer wenige 10um breiten Zone direkt unterhalb der belasteten Knorpeloberflache. Oft fand



sich hier auch eine praktisch azelluléare Zone. Diese beiden Phdnomene beschreibt auch
Mitrovic (et al. 1983) in seiner Arbeit zur Zelldichte bei verschiedenen Oberflachen. Auch
Eggli (et a. 1988) beschreibt eine reduzierte Anzahl von Zellprofilen in der obersten

Knorpelzone.

6.5.1.3. Zonae Hohe und Gesamththe

Wir bestimmten die Gesamththe des Knorpels durch den Abstand der Oberflache zur Tide
Mark. Diesist ein algemein in der histologischen Auswertung Ubliches Vorgehen (Bertram,
Lierse et a. 1991). Wir konnen zusdtzlich noch zwischen unseren verschiedenen
Oberflachengruppen vergleichen, da diese ale aus dem gleichen definierten Entnahmeareal
stammen. Differenzen in der Gesamthohe ergeben sich aus der Art des Gelenkes, dem Alter,
Geschlecht und der Lasteinwirkung (Hedlund et a. 1993). Andere Verfahren zur
Bestimmung der Knorpelhthe orientieren sich ebenfalls an Oberflache und Tide Mark, sei es
an Photokopien von Gefrierschnitten (Eckstein et a. 1992) oder neuerdings auch in der
MRT, die hochauflésend Knorpelzonen und die subchondrale Platte darzustellen vermag
(Modl et al. 1991, Freeman et al. 1997).

Die meisten Studien zur Chondrozytenmorphologie in situ kdnnen sich darauf beschrénken,
aus den einzelnen Zonen einige typische Zellen zu untersuchen. Fir sie ist es daher nicht
wichtig, die einzelnen Zonen exakt abzugrenzen. Somit kommt es zu willkirlich festgelegten
Zonengrenzen, die sich aufler an der Zellmorphologie an prozentualen Anteilen der
Gesamthohe orientieren (Hedlund et a 1993, Mitrovic et a. 1983). Um die genaue zonale
Hohe vergleichen zu konnen, mufden wir einen Weg finden, diese mdglichst exakt zu
bestimmen. Dazu wurden anhand der typischen Zellmorphologie sogenannte ,sichere’
Zonenanteile festgelegt. Obergrenze der Tangentialzone bzw. Zone 1 und Untergrenze der
Zone 3 oder Radialzone ergaben sich aus Oberflache und Tide Mark. Zwischen Zone 1 und 2
sowie 2 und 3 lag jeweils eine Ubergangszone ohne eindeutige Vorzugsrichtung in der
Zellanordnung. Diese Ubergangsbereiche betrugen wenige 10um. Sie wurden keiner Zone
zugeschlagen. Beim Vergleich der Addition der einzelnen Zonenhdhen mit der Gesamthohe
ergibt sich daher eine gewisse auswertungsbedingte Diskrepanz von mehreren 10um. Diese
beeintréchtigt jedoch angesichts der Knorpelgesamthohe im Bereich von 1000um die

Aussagen der Ergebnisse zur zonalen Deformation nicht.
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Beim weiteren Vergleich der Zonen mufdte stets beachtet werden, dald die Zone 1 im
oberflachenbeschadigten Préparat ihrem Zellursprung nach der natiirlichen Zone 2 entspricht,
dem Lasteinwirkungsgrad nach jedoch der Zone 1, ndmlich der direkt an die Last grenzenden
Zone. Dadurch wurden wir veranlald, schliefdich jeweils die oberen Knorpelzonen 1 und 2
gemeinsam als Zone (1+2) zu betrachten. Dies entspricht auch dem Bild einer funktionell
zusammengehorigen ,oberen Zone“ (Glaser et al. 2002). Viele Studien, die zwischen
normalem und oberflachenbeschadigtem Knorpel vergleichende Studien anstellen, konnten
dies methodisch bedingt nicht berlicksichtigen (z.B. Mitrovic et al. 1983; Bertram, Lierse et
al. 1991).

6.5.2. Statistische Auswertung

Die Methode des GLM (genera linear model) hat vor alem einen hypothesenerzeugenden
und explorativen Charakter (Deuffner, Jensen, Schuhmacher et al. 1992). Fir unsere
Ubergreifenden Untersuchungen vieler Einfluffaktoren in einer Arbeit ist sie jedoch ideal. Die
verwendete statistische Methode zielt darauf ab, als signifikant nachweisbare Einfluf3faktoren
heraus zu arbeiten. Anschlief3end konnen die signifikanten Einflul¥faktoren dann in ihrer Art
und Quantitét weiter differenziert werden.

Voraussetzung fur die Anwendung des GLM war eine Normalverteilung der gefundenen
Ergebnisse, diese war ausnahmslos vorhanden. Es konnten pro Gelenk mehr als ein Knorpel-
Knochen-Zylinder entnommen werden, ohne die statistische Aussagekraft zu beeintréchtigen.
Dies wurde durch die Auswahl der Gelenke nach als vergleichbar anzunehmender Grofie,

Alter und Gewicht des Tieres ermoglicht.

79



7 Diskussion der Ergebnisse

Im Unterschied zu bisherigen Arbeiten wurden in dieser Arbeit die zelluldren Elemente des
Gelenkknorpels unter akuter mechanischer Belastung mit z.T. defekter Oberflache in situ
betrachtet. Dabel wurde besonders die zonale Einteilung des Gesamtknorpels beachtet. Der
Gelenkknorpel, in Form von Knorpel- Knochen- Zylindern aus dem Rinderhiftkopf, wurde
bei verschiedenen Oberflachenzustanden seitlich partiell begrenzt statisch belastet. Hiermit
soll eine Bricke geschaffen werden zwischen vorangehenden Arbeiten. Zum einen
beschéftigten sich frihere Arbeiten mit den Auswirkungen einer Deformation auf die
Chondrozyten in ihrer Form und ihren biomechanischen und signaltransduktorischen
Eigenschaften sowie ihres Zytoskelettes. Zum anderen beschéftigte man sich mit den
Auswirkungen einer Oberflachenverdnderung auf die Deformation des Knorpels. Das
Augenmerk dieser Arbeit als bindendem Glied zwischen beiden Ansdtzen liegt auf den
Auswirkungen einer Oberflachenverdnderung des Knorpels auf die Deformation der

zelluléren Elemente des Knorpels bei Druckbelastung.

7. 1. Morphologie der Zellen und Zonen

7.1.1. Zellparameter

Das klassische Zellbild von flachen Tangentialzellen, runden Transtionalzellen und
gestreckten Radidrzellen finden wir nur in unseren entsprechenden Zonen 1, 2 und 3 bei
intakter Oberflache. Hier liegt die Betonung der Zellachsen x (oberflachenparallel) und y
(senkrecht dazu) in der Tangentialzone auf der x-Achse. In der Transitionalzone sind beide
Achsen etwa gleich grof3. In der Radidrzone schliefdlich ist die y-Achse deutlich betont.

In den oberen Zonen defekten und arthrotischen Knorpels dominieren eher runde Zellen. Die
runden Zellen der Zone 1 defekt unbelastet entsprechen damit erwartungsgemal’ den Zellen
der Zone 2 bel intakter Oberflache, also klassischen Transitionalzellen. Dies bestétigt den
Erfolg unserer Abtragung der Tangentialzone. Die Radidrzonenzellen aller Oberflachen

entsprechen den Erwartungen einer betonten y-Achse.



Die Zelhthe, entsprechend unserer y-Achse, in situ bei Guilak, Ratcliffe and Mow (1995)
liegt in Zone 1 bel 4,8um, in Zone 2 bei 14,9um und in Zone 3 bel 12,2um. lhre Breite,
entsprechend unserer x-Achse, zeigt bei diesen Autoren eine Abnahme von ca. 15um auf
13um im Verlauf Uber die Tiefe des Knorpels. Aufféllig ist, dai3 die hier zitierte Zellbreite in
etwa mit unserer Ubereinstimmt, unsere Hohe jedoch nur in Zone 2 tbereinstimmt. Aul3erdem
finden wir in der Radidrzone die groften Werte. Dies kann am unterschiedlichen
Untersuchungsmaterial (HUftkopf Rind vs. Femurkondylus Hund) liegen. Allerdings zeigen
die zugehdrigen Volumenwerte dieser Untersucher dasselbe tendenzidse Verhalten. Hingegen
geben andere Untersucher (Brighton et al. 1984: Femukondylus, Hase; Wong et al.1996:
Schulter, Rind) ein deutlich von tangential nach radidr zunehmendes Zellvolumen an. Da wir

(s.u.) letzteres bestatigen konnen, gehen wir von material bedingten Schwankungen aus.

Die angendherte ZdlIflache aus der yx-Rahmenflache liegt in Zone 1 intakt (120pm?) geringer
als bei den anderen Oberflachen (200um?). Zone 2 (ca. 200um?) ist bei alen Oberflachen
vergleichbar. Zone 3 bel arthrotischer Oberfléche zeigt groRRere Zellen (280um?) as bel
intakter und defekter Oberflache (220pm?). Wir kénnen damit bestédtigen, dal? die Zellgroie
von tangential nach radidr ansteigt (Brighton et al.1984, Aydelotte et al. 1985). Die obersten
Zellen der abgetragenen Oberflache entsprechen auch hier wieder den Zellen der Zone 2 der

intakten Oberflache, wie wir es erwartet haben.

Zu diskutieren ist die im Vergleich grofRere Zellflache der unbelasteten arthrotischen Proben
in den Zonen 1 und 3. In der Radidgzone fanden wir eine korrespondierende zonale
Dickenerhthung. Es kann zur Erklarung herangezogen werden, dal3 die Radiarzellen bedingt
durch eine vermehrte Matrixproduktion und Stimulation grofer sind. Wir fanden zudem eine
geringere Zelldichte als bel intakten Proben. Schon bei normaem Knorpe ist die
Dickenerhthung einer Zone ein Zeichen vermehrter metabolischer Aktivitdt. Die erhohte
Zéellflache in Zone 1 kann ebenfalls auf erhdhte metabolische Aktivitéat hinweisen. Sie kann
auch im Rahmen von Anpassungs- /Reparaturvorgangen gesehen werden. Das stimmt mit
Befunden in anfanglichen Stadien der Osteoarthrose Udberein. Auch hier ist die
Knorpelgesamtdicke anfanglich erhoht. Die Chondrozyten versuchen durch Umstellung der
Syntheseleistung die Matrix aufrecht zu erhaten. Eine zelluldre Antwort in Form anaboler
aber auch kataboler Effekte bildet sich aus (Buckwalter and Mankin 1997).
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Seitlich unbegrenzte Kompression im physiologischen Rahmen fihrt zu Abnahme der
Zellhohe, des Zellvolumens, sowie von Kernhthe und Kernvolumen bel Zellen aus mittleren
Knorpelzonen (Guilak et a. 1995, 2000). Der Abnahme der Zelhthe entspricht im
Koordinatensystem einer Deformierung in y-Richtung. Dies konnen wir bel beschédigter
Oberfléche, sei sie arthrotisch oder abgetragen, vor alem in der Zone 1, aber auch in Zone 2
bestdtigen. Bei intakter Oberflache ist diese Stauchung geringer ausgepragt. Wie wir findet
Guilak (et a. 1995) in keiner Zone signifikante Veranderungen der seitlichen
Zellausdehnung, also der x- Achse. Buschmann et al. (1996) beschreibt bei statischer
Belastung eine Abnahme von Zell- und Zellkernvolumen in Richtung der einwirkenden Kraft
ohne signifikante Veranderungen senkrecht zur Lastrichtung. Des weiteren finden diese

Autoren, dal3 Zelldeformation und Veranderungen der Gesamthoéhe in Einklang stehen.

Bei Betrachtung des Chondrozyten und seiner Umgebung a's funktionelle Einheit (Chondron)
erwartet Poole (et al. 1997) vertikale Kompression und laterale Deformation unter Bewahrung
des Oberflachenaredls. Wir finden unter mechanischer Belastung vor alem vertikale
Kompression und eine Flachenverminderung. Da diese Flachenverminderung von uns in
beiden untersuchten Schnittebenen vorgefunden wird, kénnen wir auf eine Verminderung des
zelluléren Volumens schliessen. Freeman (et al. 1994) vermutet an isolierten Zellen eine
Volumenverminderung unter Stref3, konnte dieses anhand einer fehlenden zweiten Ebene
alerdings nicht sicherstellen. Wie wir an den verminderten Fléchen aus den Xx-y-Achsen
feststellen konnten und mit einer zweiten Ebene bestétigt fanden, scheint Freemans
Vermutung zuzutreffen. Komprimierte Zellen sind ihr Volumen betreffend kleiner. Direkt
unter der belasteten Knorpeloberflache finden wir kleine Zellen mit reduzierter y-Achse und
Zéllflache. In Einzelféllen scheinen die Chondrone nur noch aus Zellkernen zu bestehen. Da
zumindest bel intakter Oberflache séamtliche Veranderungen reversibel sind, wie es auch
Broom and Myers (et al. 1980) beschreiben, scheint es uns naheliegend, nicht nur fir zonale
Veranderungen (s.u.), sondern auch fur zelluldre Veranderungen Flissigkeitsbewegungen
verantwortlich zu machen. Poole (et a. 1997) schliefdt aus oben angefthrten Annahmen auf
steigenden intrachondronalen Druck und konsekutiv Wasserverschiebungen, Mikrozirkulation
und Strémungspotentialen, die dann Transporteigenschaften fir synthetisierte Matrixvesikel
Ubernehmen. Poole et a. (1983) meint, dal? bel einem unter Kompression geratenen Chondron
die Zelle an sich, ihre perizellulére Matrix, die territoriale und interterritoriale Matrix
synergistisch funktionieren. Die vorwiegende Mechanismus sei dabel der Ausgleich

osmotischer Druckpotentiale durch Flissigkeitsstromungen. Auch Guilak et al. (1995) erklart
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die unter Kompression vorgefundene Volumenabnahme auf diese Weise. Ihm zufolge
verursacht Kompression eines Knorpelareals die Exsudation von interstitieller Fllssigkeit mit
konsekutiver Steigerung der Ladungsdichte. Ausserhalb des Chondrozyten steigt so der
osmotische Druck (Maroudas et a. 1979). Da die zelluldre Membran fir Wasser permeabel
ist, kommt es zum Flussigkeitsaustrom aus der Zelle und zur Verkleinerung des
Zellvolumens. Diese Argumentation wollen wir aufgreifen, sie erklart unsere Ergebnisse sehr
gut. Wir nehmen an, dal? es bei mechanischer Belastung nach der initialen isovolumetrischen
elastischen Deformation als Funktion der Kollagenfasern (Jurvelin et al. 1988) auch in der
unmittelbaren zelluldren Umgebung zum ,,Creep” kommt. Bei Entlastung scheinen diese
Vorgange in umgekehrter Richtung zu erfolgen. Die Reversibilitét der Verénderungen des
Zellvolumens bei den intakten Proben |&3t sich so sehr gut nachvollziehen. Nach der
Diskussion des zugrundeliegenden Mechanismus fur die Abnahme des Zellvolumens miissen
nun noch die Grunde fur die vermehrte Deformation bel defekter Oberflache und auch bel

arthrotischer Oberflache beleuchtet werden.

Bel 15% Kompression (strain) finden Guilak, Ratcliffe and Mow (1995) die grofde y-
Achsen- Deformation in der Tangentialzone. Dies kénnen wir bestétigen, alerdings finden
wir keine Deformation in der Radidrzone. Auch Smith et al. (1995) beschreiben die radidren
Zellen als fast inkompressibel. Deutlich jedoch ist die Abhangigkeit der Deformation der y-

Achse in Lastrichtung von einer intakten Oberflache.

Wir sehen eine deutlich grofdere Deformierung der Absolutwerte der y-Achse in den Zonen 1
und 2 flr defekte und arthrotische Proben als bei intakten Proben. Auch Veranderungen der
ZdlIflachen (bzw. Hinweise auf ein gleichartiges Verhalten des zellularen Volumens bel
Hinzunahme der Kontrollebene) sind bel defekten und arthrotischen Proben deutlicher
ausgepragt. Beziiglich der arthrotischen Oberflache ist bekannt, dal? osteoarthrotische Zellen
andere viskoelastische Eigenschaften als normale Zellen besitzen, dies sei bedingt durch
verénderte Eigenschaften des Zytoskelettes (Trickey et al. 2000). Osteoarthrotische Zellen
besdl3en auch veranderte Volumenregulationsfahigkeiten in Antwort auf mechanische Last.
Unter unserer Annahme der Flissigkeitsbewegungen bzw. des Wasseraustromes aus der Zelle
und Wiedereinstromes bei Entlassung konnten sich diese Verénderungen bel Osteoarthrose in
Richtung auf einen grofReren Volumenverlust auswirken. Manche Autoren beschreiben eine
I6chrige Zellmembran bel arthrotischen Zellen (Chen et al. 2001). Auch dadurch kann ein

erhohter FlUssigkeitsausstrom bei arthrotischem Knorpel bedingt sein.



Bel den defekten Proben mit kiinstlich abgetragener Oberflache kurz vor Belastung kann dies
nicht zur Erklérung herangezogen werden. Da die Zellen der defekten Proben vor Abtragung
der Oberflache unter einer intakten Oberflache lagen, konnen diese langfristigen
Adaptationsvorgange fur sie nicht zutreffen. Hier mul3 ein erhohter Flissigkeitsausstrom und
damit die Volumenabnahme anders bedingt sein. Vorstellbar wéare zum enen, daf3 die
einzelne Zelle bei defekter Oberflache wegen deren fehlender Lastverteilungsfunktion einfach
mechanisch vermehrt komprimiert wird. Eine andere Md&glichkeit wére, dal3 die Zelle bel
defekter Oberflache in die Flissigkeitsbewegungen der Matrix (s.u.) vermehrt eingebunden
wird. Dies kann auch bedeuten, dal3 stéarkere osmotische Druckpotentiale generiert werden,
die durch grofieren Flissigkeitsausstrom aus der Zelle ausgeglichen werden missen. Da die
Zellen der Zone 1 bel defekter Oberflache urspringlichen Zone 2 Zellen bel intakter
Oberflache entsprechen, kann die vermehrte Volumenabnahme bzw. Deformation in y-
Richtung auch auf diese urspringlich andere Herkunft der Zelle bezogen werden. Die
Zelldeformation wird als abhéngig von der zonalen Subpopulation der Zelle beschrieben
(Zanetti et al. 1985, Aydelotte et al. 1988) . So haben Zellen verschiedener Hohenlokalisation
im Knorpel andere intrinsische mechanische Eigenschaften. Man geht weiter davon aus, dal3
der Faktor der Antwort auf mechanische Belastung die Art und Menge der second messenger
und folgend Art und Menge der Produktion einer Zelle mitbestimmen (Guilak et Mow, 1992).
Dies erscheint in  Anbetracht oOrtlich verschiedener typischer und notwendiger
Syntheseleistung sinnvoll. Gegebenenfalls konnte man damit das Ausmald der Deformation
gleichzeitig als einen Hinwels fir die Zele ansehen, in welcher Art und Weise die
Syntheseleistung gelenkt werden mul3, um weiterer Belastung standzuhalten. Dabel wére die
urspringliche Hohenlokalisation bzw. Subpopulation allerdings zweitrangig, in diesem Fall
konnte sich jede Zelle jeder Produktionsnotwendigkeit anpassen und dies wirde gesteuert
durch das Ausmal? der Deformation.

Eine Abstufung der Verénderungen nach Grof3er und Dauer der Last ist unseren Ergebnissen
zufolge mindestens bel intakter Oberflache vorhanden, hier scheint die Deformation bei
hoherer Last starker. Auch fur diesen Fall kann die eben oben genannte Argumentation valide

verwendet werden.



7.1.2. Zelldichte

In menschlichen adulten Knorpel ist die Zelldichte an der Knorpeloberflache am gréfdten. Sie
nimmt mit zunehmender Tiefe im Knorpel ab (Stockwell et al.1971, Bertram et Lierse et
al.1991, Stockwell et al. 1967, Mitrovic et a. 1983). Analoge Befunde zeigt die vorliegende
Arbeit fur den Gelenkknorpel des Rindes.

Unsere Zdlldichtewerte sind im Vergleich mit Werten vom humanen Femurkopf ( 450 /mm?2
superfizial, Alter >40J ) (Mitrovic et a. 1983) um den Faktor 10 (ca. 67,5mm?) deutlich
kleiner. Allerdings gilt nach Stockwell (et al. 1971), dal3 Zelldichte und Knorpeldicke, sowie
Korpergewicht, umgekehrt proportional zueinander stehen, sowie dal3 Knorpel kleiner Arten
eine hohere Zdldichte aufweist. Ein Vergleich zwischen Spezies ist daher schwierig. Wir
zahlten pro Schnitt und Auswertefeld nur komplett dargestellte Zellen mit zentralem Kern,
Mitrovic (et a. 1983) in seiner Studie jedoch alle vorgefundenen Zellkerne. Zellkerndhnliche
Strukturen waren direkt unter der Oberflache durchaus vorhanden. Von uns wurden aber nur
Strukturen erfaldt, die unserer Zelldefinition entsprachen. Bei Betrachtung der Vitaitat der
Zellen prasentiert Mitrovic dann auch Zelldichteunterschiede zwischen Alcian - positiven
Zellen und ungeférbten Zellen die etwa dem Faktor 10 entsprechen. Dies konnte auch auf das
unterschiedliche Ansprechen von Zellen bzw. Zellkernen oder Zellresten auf die Azanféarbung
zurtckzufuhren sein und ebenfalls zu den vorgefundenen Diskrepanzen beitragen. Eggli (et al.
1988) findet eine beinahe totale Abwesenheit von Zellen im obersten Zehntel des
lasttragenden Areals in Hasenfemurkondylen. Bei ihm handelt es sich allerdings um ein durch

L angzeitadaptation hervorgerufenes Phanomen.

Ein weiteres Problem der Vergleichbarkeit entsteht aus unserer zweidimensionalen
Betrachtung. Sowohl Stockwell (et al. 1971), als auch Wong (et al. 1996) pladieren fir eine
korrigierte, dreidimensionale Erfassung der Zellzahl, um dem Problem nur teilweiser
Anschnitte zu entgehen. Zwar haben wir die Zellzahl in 2 verschiedenen Schnittebenen
betrachtet, konnen daraus jedoch keine Zellzahl- pro- Volumen- Berechnung erzielen. Dazu
benttigte man in beiden Ebenen identische Mef3ausschnitte.

Stockwell (et a. 1971) berichtet, dal3 die Zellzahl im unkazifiziertem Knorpel unter einer
Einheitsflache der Knorpeloberflache bel verschiedenen Knorpeldicken und regionalen
Zdlldichten relativ konstant sei. Weiter sai die Zelldichte bel kleiner Gesamthohe grofier, bel

grof3er Gesamththe geringer. Uns beschéftigt daher nun das Phanomen der gleichbleibenden



Zelldichte bel verminderter Gesamtknorpelhthe. Wie bei der Diskussion der zonalen Hohen
zu sehen ist, nimmt die Radidrzone an Hohe ab, die oberen Zonen gewinnen hinzu. In der
Radidrzone ist der Zell-Zell-Abstand am grofdten (Bertram and Lierse et a. 1991), so daf3 in
unserem relativ kleinem Auswertefeld von 300pum x 60um, ein verminderter Zellabstand,
nicht unbedingt als vermehrte Zellzahl /Feld bemerkbar werden wird. Fir die oberen Zonen
haben wir eben einen Flissigkeitseinstrom von radiéar her postuliert. Damit wirde eine
zunéchst erwartete Dichtezunahme durch ,,Creep®* aus der Tangentialzone in den Gelenkspalt
ausgeglichen. Wie wir bei der Diskussion der Anhaltswerte fur das Zellvolumen noch sehen
werden, nimmt dieses ab, so dal’ wir auch noch einen FlUsssigkeitsstrom von der Zelle in die
Matrix postulieren kdnnen, der bei abnehmendem Zellvolumen ebenfalls fir eine Bewahrung
der Zell-Matrix- Relation und damit der Zelldichte sorgen sollte.

Wong (et al. 1997) beschreibt bei statischer Kompression erhdhte Zelldichte unter inhibierter
Synthese. Er findet bei einer Kompression von 17% (etwa den physiologischen Verhaltnissen
entsprechend und damit unserer Situation vergleichbar) Zellzahlen in einem definierten
Volumen von ca. 60.000/ mm? bis 40.000/mm? in radiérer Richtung. Seine Zelldichte nimmt
in zonenspezifischer Art mit zunehmender Kompression zu. Bei 52% Kompression, also weit
grolRer als wir sie anwenden, findet Wong den grofdten Dichteanstieg in oberen Zonen,
wogegen sich die Dichte in der unteren Radidrzone auch bei ihm nicht verandert. Wir kdnnten
daraus die Folgerung ziehen, dald eine Zelldichtezunahme von der aufgebrachten
Kompression abhangig sein mul3. Man kann weiter folgern, dal3 die Zelldichtevermehrung
bei Kompression von der Oberflache beginnend zur Tide Mark fortschreitet. So kénnten wir
entweder unsere Last als zu gering ansehen, um eine Dichtezunahme zu erzielen, oder davon
ausgehen, dal3 unsere Kompression vor allem die ganz zuoberst liegenden Knorpelanteile
betroffen hat. Diese mifiten dann so stark in ihrem sie tangential umschlief3enden
Kollagenfasernetz komprimiert worden sein, dal3 es mit unserer Technik nicht mehr eindeutig
zu beurteilen war, ob die Strukturen, die wir unter der Oberflache angetroffen haben nicht
doch komprimierten Zellen entsprochen haben. Wenn wir annehmen, dal3 die direkt wenige
10 um unter der Oberflache bisweilen aufgefundenen welligen, an leere, flachgedriickte
Zellhohlen erinnernden Strukturen, stark komprimierten Zellen entsprechen, dann kénnen wir
eine starke Kompression und Dichtezunahme der direkt der Last anliegenden Knorpelanteile
postulieren. Gegebenenfalls ist dann die Differenz der Zelldichte vor und nach Belastung

verglichen auch so dicht unter der Oberfl&che lokalisiert oder so geringfiigig, dal3 methodisch



bedingt fir Zone 1 keine abschlieffende Aussage zur Zelldichte mdglich erscheint (siehe
Diskussion Material und Methoden).

Eine verminderte Zellzahl ist ein charakteristisches Zeichen der Osteoarthrose (Chen et al.
2001). Bel stark erhohter, lang andauernder Beanspruchung, z.B. in lasttragenden Arealen,
findet sich (bei erhdhter Gesamtdicke) eine reduzierte Zellzahl. Dabei findet sich beinahe eine
Abwesenheit von Zellen, vor allem in der superfizialen Zone. Kurz tber der Tide Mark finden
sich diesbezliglich keine Unterschiede (Eggli et a. 1988). Eine verminderte Zelldichte kénnen
wir mit unseren Zahlen fur arthrotische Proben bestétigen. Dabei mussen wir alerdings eine
stérker variierende Schwankungsbreite beachten. Eventuell wird dieses Phanomen durch
unterschiedliche Arthrosegrade der verwendeten Huftkopfe trotz makroskopischer
einheitlicher Definition hervorgerufen. Eine Rolle dirfte auch die mit drei Exemplaren
geringe Anzahl der arthrotischen Huftkopfe spielen. Die Verminderung der Ausgangszellzahl
betrifft bel unseren arthrotischen Proben ale Zonen. Diesbeziiglich mussen wir im Hinterkopf
behalten, dal3 Gesamththe und vor allem Radidrzone der arthrotischen Préparate dicker
waren, as die der normalen. Das legt nahe, dal3 die Matrix bei arthrotischer Degeneration,
bzw. erhohtem auf sie wirkendem Stref3 regulativ vermehrt wird (siehe Kapitel 2). Der
erhohte Stref3 konnte dabel durch die fehlende oder verminderte Lastverteilungsfunktion der
defekten Oberflache zustande kommen. Bei gleichbleibender Zellzahl verminderte sich so die
Zelldichte. Gegebenenfalls ist dieses Phdnomen auch durch Schwellung im Sinne einer
Wassereinlagerung bei osteoarthrotischem Knorpel bedingt.

Zur Clusterbildung (siehe Kapitel 2) und damit Erhdhung der lokalen Zelldichte kommt es
erst bei einem Matrixverlust. Wir wirden eine erhthte Zelldichte in osteoarthrotischen
Préparaten damit erst bei fortgeschrittenen Stadien erwarten.

Das Phanomen einer einfachen methodisch bedingten Quellung kénnen wir hier, wie auch bei
Betrachtung der zonalen Hohen, ausschlief3en. Handelte es sich bei der erniedrigten Zelldichte
arthrotischer Proben um kurzfristigen methodisch bedingten Wassereinstrom mit konsekutiver
Volumenvermehrung, sollten wir bei den artifiziell oberflachenbeschadigten defekten Proben
gleiches finden. Auch wuirden wir bei Kompresson ebenso einen Kkurzfristigen
Wasserausstrom und damit eine Zunahme der Zelldichte erwarten, die wir jedoch nicht

finden.

Mit unseren Ergebnissen konnen wir nicht die Befunde von Bertram und Lierse (et al. 1991)

bestétigen. Danach finden sich im préarthrotischen und normalen Knorpel keine eindeutigen
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Unterschiede bezlglich der Zelldichte. Diese Ergebnisse wurden alerdings indirekt berechnet
aus dem Quotienten der Summe von Zellflachen und Referenzareal, letzteres wird bel 320-
facher Vergrélerung im Photoabzug mit 25 x 10,2 cm? angegeben (vgl. unsere Arbeit 100-
fache VergrofRerung / 60 x 300 pmg).

7.1.3. Zonale Hohe

Im unbelasteten Praparat fanden wir eine starke Abhéngigkeit der Gesamththe des Knorpels
von der nach ihrer Zellmorphologie definierten Radidrzone. Die Hohe des Gesamtknorpels
wird anscheinend im wesentlichen von der Hohe der Radiarzone bestimmt. Die Knorpeldicke
ist physiologischerweise sowohl ein Ausdruck der Langzeitbeanspruchung (Eckstein et al.
1992, Milz et a. 1995), als auch eine Funktion der dynamischen Belastung (Adam et al.
1998). Sie ist ebenfalls Ausdruck des hydrostatischen Druckes, der auf seine Oberfléche
einwirkt (Carter et al. 1987). Der hydrostatische Druck verhindert das Fortschreiten der
Kalzifizierungsfront in Richtung Oberflache. So wird garantiert, dal3 eine dem Anspruch
angemessene nicht kalzifizierte Knorpelzone vorhanden ist. Das bestétigt in Bezug auf unsere
Beobachtung bei normalem Knorpel, dal? das Fortschreiten der Kalzifizierungsfront zuerst die

Radiarzone betreffen mul3. Deren Hohe weist in Folge dessen die stérkste Variabilitét auf.

Die im Vergleich htheren Werte fir Radidrzone und Gesamththe bel den arthrotischen
Préparaten kénnen oberflachenbedingt gewertet werden. Fibrillationen und Schédigung der
Knorpeloberflache sind initille Faktoren der Osteoarthrose. Die Schutzfunktion der
Tangentialzone (siehe auch 7.2.) ware hier gestort. Die Belastung wirkte sich so weiter in die
Tiefe aus as bel intakter Oberfléache. Es bezeichnen Bank (et a. 2000) ,, Schwellung” as das
charakteristische Zeichen (und vorwiegenden Mechanismus nach eingetretener Schéadigung
der Tangentialzone) der Osteoarthrose aufgrund eines geschwéachten Kollagennetzwerkes. Die
Degeneration der Tangentialzone fuhrt hier zu einer herabgesetzten Begrenzungsfunktion
gegen den herrschenden Quelldruck (Aspden and Hukins 1989). Panula et al. (1998) finden
bei Osteocarthrose wie wir ebenfals eine erhdohte Gesamtknorpeldicke, jedoch mit
verschmélerter Superfizialzone.

Die erhthte Gesamtknorpeldicke der arthrotischen Préparate kann nicht durch eine durch die
beschédigte Oberflache bedingte vermehrte Quellung beispielsweise im Rahmen des

Waésserns nach Entkalkung erklart werden. In diesem Fall mufdten auch die defekten Proben



eine solche Gesamtdickenzunahme zeigen. Aul3erdem wirde hier vor allem eine Schwellung
der oberen Zonen erwartet werden.

Fur unsere spateren Schluf¥folgerungen auch von Bedeutung ist die Beobachtung von Sheperd
und Seedhom (et al. 1999), dal3 bei erhohter Knorpeldicke der Elastizitdtsmodulus abnimmt,
also grofere Deformationen pro Krafteinheit moglich sind.

Gelegentlich fiel auf, dal3 im Vergleich eine geringere Hohe nicht nur der Zone 1, sondern
auch der Zone 2 bei abgetragener Oberfléache gemessen wurde. Hier fand sich bei teilweiser,
aber noch vorhandener, abgetragener Zone 1 oft auch eine im Vergleich zur entsprechenden
intakten Zone 2 kleinere zonale Hohe der ,defekten Zone 2. Da dies womdglich an
Differenzierungsschwierigkeiten gelegen haben mag, war dies ein weiterer Grund dafir, diese
beiden oberen Zonen als eine Einheit zu betrachten. Da die Zone 1 und 2, respektive die
Tangential- und Transitionalzone des Gelenkknorpels funktionell eine Einheit darstellen
(Glaser et a. 2002) bot sich diese Vorgehen an.

Bel Belastung zeigen in allen Oberflachengruppen die Zonen 1, 2, (1+2) eine Hohenzunahme,
Zone 3 und Gesamthohe eine Abnahme. Prozentua finden wir eine Hohenabnahme des
Gesamtknorpels auf Kosten der Radidrzone. Die Belastung mit 280g bel 20 min zeigt die
grofdten Verdnderungen und hat bel veranderter Oberflache stérkere Auswirkungen auf die
Deformation als bei intakter.

In der Literatur beschrieben wird zundchst eine stérkste Deformierung bei mechanischer
Belastung in der Tangentialzone (Eckstein et al. 1996, Gore et a. 1983, Putz und Fischer
1993, Guilak et a. 1995). Guilak et al. (1995) bezieht sich in seinen Aussagen auf die
zelluléren Elemente. Man wirde also nun in unserem Versuchsaufbau eine Héhenabnahme
der Tangentialzone, bzw. aller Zonen, von oben nach unten abnehmend, erwarten. Schon
Kaab et a. (2000) und Glaser et a. (2002) aber beschreiben einen Gesamthdhenverlust bei
steigender Dicke der Schicht der paralel zur Oberflache orientierten Kollagenfasern. Dies ist
in unserer Definition die obere Zone (Zone 1+2). Wir finden ein ebenso differenziertes

Knorpelverhalten:

Poole et a. (1984) beschreiben im Rahmen des , cartilage-creep” bei Belastung, dal3 nach
einer Phase der initialen isovolumetrischen elastischen Deformation, in der néchsten Phase
Volumen von Proteoglykandomainen im komprimierten Knorpel in unkomprimierte Areale

verschoben wird. Desweiteren erfolge bei  seitlich begrenzter Kompression die



Volumenverschiebung der ,fluid flow phase® der Kompressionsantwort radial (Setton et al.
1993).

Der grofdte Flissigkeitssaustausch, ,, fluid exchange®, wird in der superfizialen Zone gefunden,
deren Wassergehalt sich mit der Synovialfllssigkeit austauscht (Smith et al. 1995). Da die
Kompression von der Oberflache her erfolgt, liegt hier der gréfite Kompressionsdruck, der
ausgeglichen werden muf3. Andererseits finden wir in der Literatur, dal3 die Tangentialzone
die geringste Permeabilitét aufweist und ein Flissigkeitsausstrom Richtung Oberflache zur
Wahrung des Innendruckes maglichst klein gehalten wird (Setton et al. 1993).

Unsere Hypothese baut darauf auf, dald zum einen ein Abstrom von Flussigkeit aus den
oberen Knorpelzonen in den Gelenkspalt stattfindet. Dieser Abstrom ist bel defekter
Oberflache grol3er als bei intakter, da die Permeabilitdt einer defekten Oberfléache hoher ist.
Man wirde nun eine Abnahme der Knorpelgesamththe und eine Abnahme der oberen,
oberfl&chennahen Knorpelzonen erwarten. Die H6hen der oberen Zonen werden jedoch nicht
vermindert, sondern wachsen an. Eine Abnahme der zonaden HoOhe findet sich
Uberrraschenderweise fir die Radiérzone. In @nlicher Weise wurden diese Befunde fur die
Uber die Kollagenfaserarchitektur definierten Zonen des Knorpels beschrieben (Glaser et al.
2002). Hier wird die Radidrzone als Reservezone angesehen. Bei unveranderter
Faserpackungsdichte wird nicht eine Kompression der zuvor radidr verlaufenden Fasern,
sondern eine dynamische Umlagerung und FlUssigkeitsverschiebungen zum Aufbau einer

moglichst hohen Drucksteife verantwortlich gemacht.

Wie kann es nun auch in einer zellmorphologisch definierten zonalen Architektur zu ener

Abnahme der radidaren Zonenhthe kommen?

Dazu wollen wir nun die zona unterschiedliche Zell-Matrix-Relation, Relation der soliden
Elemente zur flussigen Phase des Knorpels sowie den unterschiedlichen Proteoglykangehalt

betrachten.

- Als ersten Aspekt wollen wir eéin Modell knorpelinterner Flissigkeitsstrome vorstellen.
Auf eine aufgebrachte Last reagiert der Knorpel mit einer Gleichgewichtseinstellung im
Sinne einer Gegenkraft (Mow et al. 1994, Setton et a. 1993). Nach der initialen soliden
Phase kommt es zu Flissigkeitsverschiebungen, Wasser wird aus dem Knorpel gepref3t,
der von den an negative Ladungen der Proteoglykane gebundenen Kationen (Nat)
erzeugte Quellungsdruck nimmt zu (Mow et al. 1994, Setton et al. 1993). Dieser Druck



steigt an, bis er mit der auReren Kraft im Gleichgewicht steht. Dann endet der
FlUssigkeitsausstrom oder ,Creep* (Mow et al. 1994, Setton et a 1993). Da dieser
,Creep” Proteoglykan- abhangig ist (Jurvelin et al.,1988,Mow and Ratcliffe et al.1996)
kann sich in der Radiérzone erhohter ,, Creep” finden (Poole et al.1997). Zudem steigt mit
wachsendem  Proteoglykangehalt  der  Aggregatmodulus und  sinkt  die
Membranpermeabilitdt (Mow, Ratcliffe et al. 1996), wodurch in der Radiérzone leichter
Flussigkeitsverschiebungen toleriert und erzeugt werden konnen. Durch den hohen PG-
Gehalt besitzt diese Zone auch ein grofReres osmotisches Potential und eine grofere
Viskoelastizitét (Poole et al.1997, Mow, Ratcliffe et a. 1996). Auch dadurch koénnen
Hohenverdnderungen leichter erreicht und toleriert werden. Dagegen ist die Fahigkeit der
Volumenverschiebung der Tangentialzone durch den starken Grad der
Kollagenvernetzung eingeschrankt (Setton et al. 1993). Dies liegt an dem hohen
Vernetzungsgrad des Kollagens, der die Extension des Proteoglykan-Wasser-Gels in der
Tangentialzone limitiert (Poole et al. 1994, Muir et al. 1983).

Die Abnahme der Hohe der Radidrzone kann durch Wasserausstrom bedingt sein. Da ein
Flul? Richtung kalzifizierten Knorpel unwahrscheinlich ist, kommt nur ein Flul3 in die
oberen Zonen in Frage. Wie oben angefuhrt besitzt die Radidrzone eine ausreichende
Flexibilitdt, Wassergehalt und eine geeignet geringe Kollagenvernetzung. Allerdings ist
der Proteoglykangehalt im unkomprimierten Knorpel in der Radidrzone hoher als in der
Tangentialzone, wodurch Wasser gebunden wird. Wenn bei Kompression der oberen
Zonen durch Wasseraustrom aus dem Knorpel kurzfristig hier eine hhere Proteoglykan-
und Ladunsgdichte entstiinde als in der Radidrzone, kdnnte so ein osmotisches Potential
entstehen. Dieses wére dann in der Lage per ,fluid flow* einen Wassereinstrom aus der

Radi&rzone zu generieren, bis wieder ein Gleichgewichtszustand erreicht ist.

Der zweite Aspekt beschreibt die Interaktion zwischen Zellen und ihrer Umgebung. Die
Kompressionssteife des Knorpels wird beeinflul von der Kompressionssteife ihrer
einzelnen Teile. Da die Kompressionsteife der Matrix grof3er ist as die der Zellen (Guilak
et a. 1995), sinkt die Kompressionssteife mit steigender Zelldichte. Das Zell-Matrix-
Verhdltnis der Tangentialzone liegt bei den zelluldren Elementen. Die zelluldren Elemente
der Tangentialzone besitzen zwar auch ein viskoelastisches Verhalten mit dem sie auf
Kompression reagieren kénnen (Freemann et a. 1994), die Flexibilitét der Tangentialzone

ist aber nach dem oben gesagten deutlich geringer als die der Radiérzone.
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Guilak, Ratcliffe, Mow (et a.1995) beschreiben dal3 die Verformung (, strain*) auf der
Tangentialzone (19%) Uberproportional grof3er der eigentlich aufgebrachten Belastung ist,
wéhrend sie in den beiden unteren Zonen der von ihnen aufgebrachten von 15%
entspricht. Wong (et al. 1997) bestdtigen dies mit eilner zonenabhéngigen Deformation bei
statischer Belastung mit hoherer Kompression der oberen und niedrigerer Kompression
der unteren Knorpelzonen a's der aufgebrachten verformenden Last entsprechend. In der
oberen Zone ist der Kompressionsmodulus ca. 27% kleiner als in den unteren Zonen, die
Kompressionsteife ist hier am niedrigsten (Guilak, Ratcliffe, Mow et al. 1995). Der oben
formulierte ,fluid flow" von der Radiarzone konnte dies ausgleichen, um in der oberen
Zone das Zell-Matrix-Verhdtnis nicht weiter zu erniedrigen. Die oberen Knorpelzonen
kénnen wahrscheinlich ihre Zell-Matrix-Relation nicht weiter vergrél3ern. Der Zell-Zell-
Abstand ist hier von vornherein gering, so dal3 zur Wahrung der perizelluléren Matrix
wohl Matrixwasser bewahrt werden muf3.

Dies konnte auch erkléaren, weshalb die Zelldichte bei Belastung so relativ konstant bleibt,
wie wir es vorgefunden haben (dazu siehe unten). Zum anderen besitzt die Radidrzone as
Gewebe mit hohem PG-Gehalt (Poole et a. 1997) und niederem Kollagengehalt (Hedlund
et a.1993) eine hohe Drucksteife (O"Connor et a. 1989), was fur die tangentiale Zone
nicht zutrifft. Es ware moglich, dal3 die Radiérzone dieses Defizit ausgleicht und somit die
Tangentialzone vor einem hohen Wasserverlust durch Kompression schiitzt, wahrend die
Tangentialzone durch ihre Lastverteilungsfunktion die darunterliegenden Zonen vor
UberméalRiger Kompression schitzt (Meachim, Stockwell et al. 1979). Wasserverlust ist
ungunstig, da ausreichender Flissigkeitsgehalt eine Voraussetzung zum Aufbau einer

angemessenen Drucksteife als Gegenkraft zur aufgebrachten Last ist.

Ein dritter Aspekt ist die Sichtweise der Knorpelreaktion auf Belastung als dynamische
Antwort, die eine zonae Unterteilung anhand morphometrischer Gesichtspunkte in Form
eines dynamischen — lastabhéngigen Modells bendtigt. Zu beachten ist hier, dal3 Zellen
und Matrix eine funktionelle Einheit bilden. Bei dynamischer Umlagerung des die Zelle
umgebenden Kollagenfasergeriistes ist auch eine Formanderung der in dieses Gerlst
eingebetteten Zelle vorstellbar. So wére es denkbar, dal3 ein in bevorzugt radiar
verlaufende Kollagenfaserblndel eingebetteter, in seiner Langsachse radiar betonter,
langlicher Chondrozyt sich mit seiner Umgebung in seiner Form veréndert. Bel
Umlagerung der Kollagenfaserbiindel zu einer mehr tangentialen oder ungeordneten,

gegebenenfalls auch wabenférmigen Struktur, kénnte sich die Zelle ebenfalls der neuen



Vorzugsrichtung anpassen und eine mehr runde Form annehmen. Damit wére in unserer
Definition eine Zuordnung dieser Zelle zur oberen Zone gegeben. Eine Abnahme der

Hohe der Radidrzone wére so erkléarbar.

Bel oben vorgestellten Ansdtzen zur Erklarung der zonalen Hohenveranderungen, sowohl
dem des ,fluid flow", as auch dem der Abhangigkeit der Zellform von der
Kollagenfaserarchitektur konnen wir grof3ere Deformationen bei grofRerer Last oder defekter
Oberflache erklaren. Bei hoher und langer Belastung mul3 zum einen en stérkerer
Gegendruck aufgebracht werden, weswegen es dann zum enen zu stérkeren
Volumenverschiebungen von radidr nach tangential kommen mifdte, zum anderen zu einer
vermehrten dynamischen Umlagerung der Kollagenfasern in der Reservezone Radiarzone und
ihrer Zellen.

Bei ndherer Betrachtung des Einflusses der Lasthohe scheint das Gewicht be intakter
Oberflache an Bedeutung zu gewinnen, wenn die Lastzeit kurz ist. Hingegen scheint die Hohe
der Last bei langer Belastungsdauer keine wesentliche Rolle zu spielen. Die vorgefundenen
Deformationen sind bei 1min /280g hoher as bei 1min /160g. Dies spricht fur die Dynamik
der Deformation und der Deformationsantwort. Da die Hohe der aufgebrachten Last bei
defekter Oberflache auch bei kleiner Zeit mehr Deformationen ausl0st, spricht dies dafur, dafi3
eine intakte Oberflache einen Schutz darstellt gegen das einwirkende Gewicht. Hier ist die
Zeit entscheidend fur den Grad der Deformation, bel defekter Oberflache dagegen Gewicht
und Zeit zusammen.

Bei beschadigter Oberflache ist der FlUssigkeitsausstrom zum Gelenkspalt hin vergrofert
(Setton et al.1993), konsekutiv ist ggf. der ausgleichende Einstrom aus der Radidrzone
vergrof3ert und daher finden wir hier grofiere relative Hohenveranderungen. Vielleicht liegt es
auch an diesen FlUssigkeitsstromen, dal? Kaab et al.(2000) die grofte Deformation der
Kollagenfasern bei Belastung nicht an der Oberflache, sondern in der Transitional- und
oberen Radiarzone finden, also dem Bereich, der bei unserem Modell quas ,durchstromt®

wirde.

Das zweite Phanomen, das wir erklaren wollen, betrifft das Zellbulging. Wir finden eine
starke seitliche Ausdehnung der Zellanordnung im Bereich der oberen Knorpelzone
(Bulging). Diese Ausbeulung verlauft bis in den Bereich, den wir als Ubergangsbereich
zwischen sicher belastetem und unbelastetem Areal nicht ausgewertet haben. Die
vorgefundene Ausbeulung lauft sektglasférmig nach radiar aus. Diese seitliche Ausbiegung



(Bulging) erfaldt sowohl Kollagenfasern (Glaser et al. 2002) a's auch Zellen. Wie oben schon
betont, stehen die zellularen Elemente in ihrer Umgebung in enger Verbindung mit der
Kollagenfasermatrix. Daher ist es verstdndlich, dal3 radiale und axiale Verschiebungen beide
Elemente des Knorpels gemeinsam betreffen. Wir haben also nicht nur eine relative
Hohenzunahme der oberen Knorpelanteile nach vertikal unten, sondern auch eine seitliche
Expansion.

Mit unserer Hypothese des , fluid flow" kdnnen wir auch hier diskutieren. Im Rahmen der
initiadlen Kompression der Tangentialzone mit konsekutiv erhdhter Proteoglykan- und
Ladungsdichte im Vergleich zur unbelasteten kénnte auch reaktiv Volumen von seitwérts aus
unbelasteten Bereichen in die oberen Knorpelzonen ,, geshiftet® werden. Dabel fuhren wir die
stérkere Auspragung des Bulgings im oberen Knorpelbereich auch auf Beobachtungen von
Zarek und Edwards (1963) zurtck, welche unter einer Lastauflageflache
Druckbeanspruchungen finden, die im oberen Knorpelbereich maximal sind und mit
zunehmender Tiefe asymptotisch abnehmen.

7.2. Abgetragene Oberflache / Bedeutung der Tangentialzone

Das Ziel unserer Versuchsanordnung war die Untersuchung der Auswirkung der
Beschaffenheit der Knorpeloberflache auf die Deformation der Chondrozyten. Die
vorgefundenen Ergebnisse zeigen, dal3 bei defekter Oberflache mit gleicher Belastung eine
grofere Deformation der Zellen und der Zonen des Knorpels erfolgt as be intakter
Oberflache. Die Zellen werden dabei in den oberen Zonen stérker in Lastrichtung deformiert.
Dies ist zwel Schnittebenen nachweisbar. Es scheint zu einer Volumenverminderung der
Chondrozyten bel Belastung zu kommen, welche bel defekter Oberfléche stérker ausgepréagt
ist als bel intakter. Einen Einfluld einer defekten Oberfléche bei Belastung auf die zonale
Zelldichte konnten wir nicht nachweisen. Auch die zonale Deformation geschieht
oberflachenabhdngig. Bel defekter Oberfliche kommt es zu ener stérkeren
Gesamtdeformation im Sinne einer Abnahme der Gesamtknorpelhthe. Dabei sind der
Hohengewinn der Zone (1+2) und der Hohenverlust der Radidrzone bei defekter Oberflache
stérker ausgepragt als be intakter. Alle vorgefunden Befunde fur die defekte, artifiziell

beschéadigte Oberflache, sind auch bei den arthrotischen Proben nachweisbar.



Die Rolle der Tangentialzone muf3 ausfuhrlich diskutiert werden. Bel der Betrachtung der
Tangentialzone muf3 unterschieden werden, zwischen den Eigenschaften dieser Zone, die bei
ihrer Integritét zu spezifischen Veranderungen ihrer Bestandteile unter Belastung fihren und
den Folgen, die sich aus einer gestérten Integritét ergeben.

Die Bedeutung der intakten Tangentialzone als Schutzzone des darunterliegenden Knorpels
ist unumstritten. Sie beschrankt die Exsudation und hélt den internen FlUssigkeitsdruck
aufrecht (Setton et a. 1993).

Matrix und Zellen reagieren as Einheit (Poole et a. 1997). Dabei findet ein kompliziertes
Zusammenspiel zwischen extrazellulérer und perizelluléarer Matrix sowie den Zellen statt
(Guilak et al. 2002). Partiell ist der Chondrozyt féhig, sein Volumen aufrecht zu erhalten.
Eine Erkldrung ist die Behinderung von Plasmaausstrom durch die Zellmembran und die
umgebende perizelluld&re Matrix, den Kollagenfaserverlauf und den Proteoglykangehalt
(Guilak, Ratcliffe, Mow 1995). Die verminderte Deformierung der Zellen der Zone 2
entsprechenden Transitional- und fehlende Deformierung der Zellen der der Zone 3
aquivalenten Radidrzone in intaktem Knorpel kann durch die zellulare Umgebung beeinfluf3t
sein. Diese besteht in den zuletzt genannten Zonen aus perizellulérer (PCM), territorialer und
interterritorialer Matrix, in der Tangentialzone nur aus der PCM (Poole et al. 1984, Poole et
al. 1997). Diese Befunde kdnnen dafir sprechen, dal3 in der oberen Zone perizellulér begrenzt
ein anderes, erleichtertes Stromungsverhalten vorliegt, welches zu vermehrten
FlUssigkeitsverschiebungen aus der Zelle heraus fuhrt. Damit wére eine Volumenabnahme der
Zelle erklarbar. Auch kann bel hochstem initialem ,Creep in der Gesamtmatrix der
Tangentialzone mit einem hier initia unter Belastung erhthtem osmotischen Potential
argumentiert werden, welches nicht nur durch Fllssigkeitseinstrom aus unbelasteten
Matrixanteilen, sondern auch durch Flissigkeitseinstrom aus den Zellen neutralisiert wird.
Allerdings reicht diese Argumentation nicht dazu aus, zu erklaren, warum die
Volumenverminderung vorherrschend durch Deformation in Lastrichtung erzeugt wird.
Andere Einfluf¥faktoren sollten beachtet werden.

Beachtet werden mufd neben der Interaktion zwischen Zellen und der flissigen Phase der
Matrix auch die Interaktion zwischen Zelle und umgebendem Kollagenfasergertist. In der
Tangentialzone verlaufen die Kollagenfasern senkrecht zur Lastrichtung, radidr dagegen
parallel. Hauptdeformationsrichtung der Zelle ist in Lastrichtung. Bei Deformation geschieht
eine dynamische Umlagerung der Kollagenfasern, die die engebetteten Zellen mit

einbeziehen kann (s.0.). In der Tangentialzone kommt es zu vermehrtem ,crimp*. Es ist
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vorstellbar, dal3 die zwischen den Kollagenfasern in der Tangentialzone relativ eng gepackten
Zdllen in Verdnderungen mit einbezogen werden. Bei enger parale zur Oberflache und
zueinander gelagerten Fasern ist dann eine kleinere Zellhdhe zwischen diesen parallelen
Fasern denkbar. Durch die sich nicht wesentlich verandernde Quervernetzung der
Kollagenfasern senkrecht zur Oberfl&che kann die x-Achse der Zellen konstant bleiben.

Die Kollagenfasern der Tangentialzone besitzen eine hohe Zugsteife. Sie sind als
lastverteilendes Netz, vielleicht am ehesten einem Trampolin vergleichbar, zu verstehen.
Diese Funktion beinhaltet eine gewisse Flexibilitéat, ein flachiges Nachgeben gegeniiber der
aufgebrachten Last. Bildlich passen unsere lichtmikroskopischen Darstellungen der
muldenformigen, an den Randern sanft eingedriickten belasteten Oberflache bel intakten
Préparate dazu. Eine Kompression der Zellen zwischen diesen eingedrickten Netzteilen ist
vorstellbar.

Lee (et a. 1995) findet an isolierten Chondrozyten eine vom Kompressionstref3 abhangige
Deformation, dabei vermindert eine umgebende Matrix die Deformation im Vergleich zu
isolierten Zellen. Den schiitzenden Einfluf3 einer ausreichend vorhanden Matrix sehen wir an
den bel allen Parametern stets fehlenden Verdnderungen der Zellen der Radidrzone. Der
gleiche Autor beschreibt, dald sich frisch isolierte Radidrzonenzellen mehr deformierten als
isolierte Tangentialzonenzellen, dieser Effekt aber nach 6 Tagen in Kultur nicht mehr
nachweisbar sei. Die Radidrzonenzellen scheinen also besonders von ihrer Matrix abhangig.
Ebenfalls Lee (et a. 2000) beschreibt eine Anderung im Verhaltnis der Achsendurchmesser
bei Kompressionstref3 von 25% von 1,0 auf 0,6. Die begleitende Deformierung des Zellkernes
erfolgt in Richtung des aufgebrachten Stresses. Dies hief3e in unserem Fall wieder in Richtung
der y- Koordinate. Die Veranderung des Achsenverhdtnisses kdnnen wir auf unsere
Tangentialzonenzellen beziehen, da hier der schitzende Matrixeinflu am kleinsten sein
durfte und den isolierten Zellen Lee’s am dhnlichsten wére. Wir finden eine Verénderung des
Xy -Achsenverhdltnis zugunsten der y-Achse von 3:2 vor auf 2:1 nach Belastung. Auch wenn
die nicht vergleichbare GrolRe des ausgelibten Stresses und die Zellsituation im Knorpelsitus

bel uns zu beachten sind, kdnnen wir aber dennoch von gleicher Tendenz sprechen.

Bel Betrachtung der Achsenverhdtnisse fir yx-Achsen und Hauptachsen fallt uns fir intakte
Oberflachen ein bis auf Zone 1 stabiles Achsenverhdltnis auf. Die Zellen in der Zone 3 sind
bei allen Oberflachen stabil. Das Achsenverhéltnis bei Belastung fir arthrotische und defekte

Oberflachen gleicht sich an die Werte der intakten Zellen an. Hier kénnte eventuell ein



Grenzwert  vorhanden sein. Beachten wir wieder unsere Hypothese  der
Flissigkeitsverschiebungen aus den Zellen, so kann gegebenenfalls eine bestimmte
Konzentration der intrazelluléren Matrix nicht Uberschritten werden. Es ware moglich, dal3
intra- und extrazellulédre Konzentrationen in einem bestimmten optimalen Gleichgewicht zu
stehen anzustreben, da die Grenzwerte zonenabhangig sind. Sie konnten so von der zonal
unterschiedlichen Konzentration an Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen u.s.w. abhangig
sein. Ob wirklich ein solcher Grenzwert fur die Zellproportion besteht kénnte allerdings

Gegenstand weiterer speuifischer Untersuchungen sein.

Bel beschédigter Tangentialzone stellt sich der oben genannte reaktive Gleichgewichtszustand
bei Belastung wesentlich verspétet ein. Aufgrund der erhthten Permeabilitdt kommt es zu
einem verstarktem , Creep”- Phanomen (Setton et al. 1993). Das BPVE zeigt eine stérkere
Abhangigkeit von den soliden Matrixkomponenten (Setton et al. 1993). Bel gleicher ulerer
Last intensiviert sich nach dem Abtragen der Tangentialzone aufgrund vermehrten
Flissigkeitsabstromes die Deformation des Kollagenfasernetzes (Glaser et al. 2002). Dabel
wurden die Zonen nach ihrer Kollagenfaserarchitektur definiert (Glaser et al. 2002). Auch bei
der hier verwendeten zonalen Definition nach der Zellmorphologie fihrt eine fehlende oder
defekte Tangentialzone zu erhdhter zonaler und zelluléarer Deformation. Bei geschédigter
Oberflache mit vermehrtem ,Creep“, erhohtem osmotischem Druck und dadurch
(entsprechend oben angefuhrter Hypothese) vermehrtem Wasserausstrom aus der Zelle, kann
so eine vergrofRerte Volumenabnahme als bel intakter Oberflache mit geringerem ,, Creep®

durch die Begrenzungsfunktion der Tangentialzone plausibel erscheinen.

Fur die defekten Proben konnen wir auch wieder unser Modell des Zusammenwirkens
zwischen Zellen und Kollagenfaserarchitektur hinzuziehen. Die starke Deformation der
obersten Schicht, die in ihrem Aufbau einer normalen Transitionalzone mit ungeordnetem
Kollagenfaserverlauf entspricht, konnen wir auf deren kleine Kompressionssteife
zurtickfuhren. Zum anderen kann dafiir die fehlende Zugsteife der Tangentialzone und damit
verminderte Druckverteilung verantwortlich sein. Bel beschadigter Oberflache finden Notzli
and Clark (et a. 1997) ein ,Umknicken der zuoberst exponierten Fasern mit Ausbildung
einer neuen, vom Faserverlauf tangentialzonendhnlichen  Struktur. Von dieser
Umstrukturierung konnen dann auch die zelluldren Elemente betroffen sein, die wieder
zwischen den pardle zur Lastwirkung laufenden Fasern liegen und groferer

Deformationsfortleitung ausgesetzt sind.
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Es wurde gezeigt, da3 eine verstérkte Deformation der Zellen und Volumenverlust
Auswirkungen auf die Syntheseleistung der Zellen haben. Sie ist abhéngig von Grol3e der
einwirkenden Last, der Dauer ihrer Einwirkung (Sah et al. 1991) und der Deformation (Lee et
al. 1995). Die Antwort auf mechanische Belastung bestimmt die Art und Menge der ,, second
messenger” und nachfolgend Art und Menge der Produktion einer Zelle mit (Guilak, Mow et
al. 1992). Gegebenenfalls palt die Zelle ihre Produktionsleistung damit der
Belastungssituation an, um weiterer Belastung standzuhalten.

Eine optimale Matrixsynthese wird durch intermittierende Kompression des Knorpels von
15% erzeugt (Guilak et al. 1995). Eine auf Dauer vermehrte und inadaguate Kompression
bzw. Deformation sollte zu reduzierter Synthese fuhren. Damit konnte die Fahigkeit zur
Reparatur von Schaden bzw. zur Anpassung durch Umbauvorgange eingeschrankt werden.
Unsere Kompression, gemessen an der Differenz der Gesamththe unbelastet zu belastet
(Tabelle 6) zeigt eine statische Kompression von 19% bei intakten Proben und 28% bei
defekten Proben, jeweils bel hochster Belastung. Damit liegt die Kompression des Knorpels
bei den intakten Proben in Bezug auf die Grof3e im optimalen Bereich. Bei den defekten
Proben findet sich eine wesentlich hohere statische Kompression, welche einen negativen
Einflud auf die Syntheseleistung haben koénnte. Allerdings betrachten wir ja statische
Belastung, das bedeutet wir sehen den Zustand nach einer Belastung ohne Relaxation von der
intermittierenden Belastung, die Guilak et al. 1995 beschrieben haben.

Fur die arthrotischen Proben finden wir sowohl in der obersten als auch in der mittleren Zone
stérkere Deformationen beztglich Zellhdhe und —fléche as intakt. Der Matrixaufbau um die
Zellen herum sollte normalem Knorpel entsprechen, ebenfalls der Kollagenfaserverlauf. Zu
beachten ist in beiden Féllen jedoch, dal’3 wir unter Belastung bel Betrachtung der zonaen
Hohen eine Hohenzunahme dieser oberen Zonen gefunden hatten. Dies hatten wir mit einem
fluid —Einstrom zu erkl&ren versucht. Nun ist dieser auch in den intakten Proben vorhanden,
alerdings in geringerem Mal3e (geringere Hohenverschiebungen). Die vermehrte Deformation
bei beschédigter Oberflache, aber auch in den oberen Zonen algemein, machen wir daher
auch vom fluid-flow abhédngig. In der Radidrzone geht Flissigkeit verloren, in die oberen
Zonen stromt sie ein. Damit verschieben sich auch osmotische Vaenzen, der negative
Ladungsdruck der Proteoglykane wirde erhdht. Da diese Faktoren (osmotische
Eigenschaften) fur die Steifheit und Kompressionsmoduli und Compliance verantwortlich
sind (Poole et al.1997, Mow, Raicliffe et a. 1996), wére denkbar, da3 sich durch



FlUssigkeitsstrome die lokae Compliance, die Steifheit und das Deformationausmald

veranderten.

7.3. Reversibilitat

Eine vollstandige Ruckbildung der beobachteten Veranderungen finden wir nur bei einer
intakten Oberflache. Chondrozyten, die von einer Matrix umgeben sind, haben eine langere
Erholungszeit nach Deformation als isolierte Chondrozyten (Lee et a. 1995). Dies bestétigt
unsere Annahme von einer komplexen synergistischen Matrix- Zell- Interaktion und beide
betreffenden fluid- flow bel Kompression. Dabei scheint die Erholungszeit der Chondrozyten
langer zu sein als die des Kollagenfasergeriistes. Die Riickbildung der Deformationen scheint
abhangig von der Oberflachenbeschaffenheit zu sein, z.T. auch von Grofe und Dauer der
Belastung. Bel dynamischer Last ist die Reversibilitdt der zonalen Deformation der
Kollagenstruktur rascher as bei statischer Last. Sie erfolgt aber in jedem Fall innerhalb 30
min bel Belastung in situ mit dem dreifachen Korpergewicht (Kaab et a.1998). Totae
Erholung der Veranderungen bezuglich Zellhthe und Zellvolumen finden Guilak et a. (1995)
nach Kompression bei 15% surface-to-surface- Stref3 fir 1200 Sekunden mit ebenso langer
Erholungszeit. Wir finden bei intakter Oberflache schon makroskopisch keine Zeichen der
Impression mehr, was sich histologisch bestdtigt. Darin stimmen wir mit oben genannten
Untersuchern Uberein. Dabei ist unsere Erholungszeit mit 1 min zum Teil erheblich kirzer.
Bel beschadigter Oberflache finden wir bis zu 20 Minuten keine Reversibilitét der zonalen
oder zelluléren Deformation. Poole (et al. 1984) sagt, dal’ der Erholung nach Deformation der
osmotische Schwellungsdruck des Proteoglykanwassergels zugrunde liegt. Dessen
osmotisches Potential ziehe Wasser zurick in die Matrix und spanne das
Kollagenfasernetzwerk. Dazu aber ist an der Knorpeloberflache die Tangentialzone
erforderlich, die as Permeabilitdtshindernis den osmotischen Spannungszustand aufrecht
erhdlt (Setton et al. 1993).



7.4. Bedeutung der Radiarzone

Im normalen Knorpel wird die Hohe des Gesamtknorpels im wesentlichen von der Hohe der
Radiégrzone bestimmt. Dabel wird enerseits durch Reize auf die Kalzifizierungsfront
entwicklungsphysiologisch (Carter et a. 1987) bei hoher Druckbelastung von vornherein eine
starke Knorpeldicke angelegt (z.B. Patella), andererseits reaktiv durch vermehrte
Matrixproduktion as Antwort auf den mechanischen Reiz in der synthetisch aktiven
Radiarzone die Knorpeldicke erhéht (Buckwalter, Mankin et al.1997, Schiinke et al. 1988).

Waéhrend der Belastung ist die Radidrzone eine Reservezone fur die Kollagenumlagerung
unter Belastung und verankert gleichzeitig den unkalzifizierten Knorpel durch die TM im
kalzifizierten Knorpel (Glaser et a. 2002). Die Radiarzone kann eine Reservezone fiur die
flissigen Matrixanteile darstellen und sie kénnte fir einen ausgleichenden ,fluid flow* zu den
oberen Knorpelanteilen sorgen. Dies bedeutete, dal’ versucht wird, die Dicken der Tangential-
und Transitionalzone aufrecht zu erhaten. Dies geschdhe zum einen mittels dynamischer
Umlagerung der soliden Matrix in Form einer Kollagenumlagerung, zum anderen durch
dynamische Verschiebung der fllissigen Matrixbestandteile. Auch unter diesem Aspekt ist es
verstandlich, dal3 starker auf Druck beanspruchter Knorpel eine grofiere Radiérzone benétigt,
um bei dieser Dynamik ausreichend Substanz zur Verfligung stellen zu kénnen. Auch wéare im
Rahmen dieser Anpassungsvorgange eine Zellumlagerung (Zellbulging) und Anderungen der
Zellmorphologie denkbar, as Hinweis, dal3 nicht nur flissige und solide Matrix unter Last
interagieren und ein System darstellen, sondern dal3 in diesem System auch die Chondrozyten

eingeschlossen sind.

7.5. Ubereinstimmung K ollagenfaser anordnung und Zellanordnung und Bedeutung

In unbelastetem Zustand stimmen Kollagenfaserarchitektur und Zellarchitektur weitgehend
Uberein. Bei Belastung finden wir grofere Veranderungen bel der zelluldr bestimmten
Zonenhohe. Wahrend Glaser (et a. 2002) mit der gleichen Methodik im
Rasterel ektronenmikroskop gleichbleibende absolute Werte fiir die Hohen der beiden oberen
Zonen auf Kosten eines Verlustes der Radidrzone findet, finden wir sogar eine
Hohenzunahme der oberen Zonen auf Kosten der Radidrzone. Auch in den direkten
Vergleichen, die wir im REM anstellen konnten (Abbildung 19, 20), ergab es sich, dal3 sich
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nach Belastung diese beiden zonalen Definitionen divergierend verhaten. Es waren der
Tangentialzone per definitionem zugehdrige Zellen auch noch in einem Bereich aufzufinden,
der kollagenfaserarchitektonisch schon as Transitionalzone bezeichnet werden multe.
Bedingt werden kann dieser Befund durch die unterschiedlichen viskoelastischen
Eigenschaften von Zellen und ihrer umgebenden Matrix. In diesem Sinne weisen die hier
erhaltenen Reversibilitétsbefunde im Vergleich mit Glaser (et a. 2002) auf ein differentes
zeitliches Deformationsverhalten zwischen Zellen und Fasern hin. Dieses wére auch schon
alein deshalb als sinnvoll anzusehen, weil kurzfristige, reversible strukturelle Veranderungen
der Matrix nicht unbedingt eine Anderung der metabolischen Aktivitét erfordern. Daher ist es
verstandlich, wenn die Chondrozyten auf Belastung und Entlastung langsamer antworten als
ihr umgebendes GerUst.

Unberthrt davon ist die enge Interaktion zwischen Zellen und Matrix, wie wir es schon bel
der Betrachtung der Zelldichte und Zellparameter angefihrt haben.

7.6. Folgerungen / Bedeutung fur das Verstandnis der Osteoarthrose

Bel beschédigter Oberflache kommt es nach oben angefiihrtem sowohl zu erhéhter Matrix- ,
als auch Zelldeformation. Wenn gilt: ,, function follows form* (Freeman et al. 1994, Guilak et
al. 1995) beeinflussen sich zelluldre Form, Oberflachenumfang und Zellvolumen Phéanotyp
und Genexpression gegenseitig (Urban et a. 1993, Newmann et al. 1988). So kann die
Deformation der Zelle direkte Auswirkungen auf ihre synthetische Aktivitét haben (Wong et
a. 1997). Die Antwort der Zelle auf mechanische Belastung wird beispielsweise in einer
Veranderung der intrazellul&ren Zusammensetzung vermutet (Freeman et al. 1994). Dabei
schaffen Zytoskelett und perizelluldre Matrix die Verbindung in der Signaltransduktion
zwischen Kompression der extrazellularen Matrix und der Deformation des Zellkernes
(Guilak et a. 1995, Guilak and Mow et al. 2000).

Osteoarthrotische Chondrozyten und normale Chondrozyten unterscheiden sich durch ihre
viskoelastischen Eigenschaften, bedingt wahrscheinlich durch eine veranderte Struktur und
Komposition ihres Zytoskelettes (Trickey et al. 2000). Damit wére dann auch eine veranderte
Signaltransduktion verbunden, welche Anpasssungsvorgénge auf Belastung bzw. das

Potential dazu negativ beeinflussen mag.
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Bei defekter Oberflache wie bel unserem Modell oder aber auch bel primér arthrotischen
Knorpelproben, finden wir eine erhthte zonale Deformation und eine erhohte zelluldre
Deformation in Lastrichtung. Die Vorgange bel abgetragener Oberflache sind mit denen bel
primér arthrotischem Knorpel vergleichbar. Das benutzte Modell scheint zumindest in erster
N&herung anwendbar zu sein auf die Situation bel osteoarthrotischem Knorpel. Allerdings
kénnen wir unsere Lastapplikation nicht als Modell fir normale Belastungsvorgange im
gesunden Knorpel ansehen und auch nicht fir frihe Stadien der Osteoarthrose. Denn hier

erfolgt zum einen die Lastwirkung zyklisch, zum anderen ist die Oberfléche noch intakt.

Die Hissigkeitsstrome (,Creep”) as Reaktion auf eine Belastung gewinnen bei defekter
Oberflache eine grofere Bedeutung im Vergleich zur elastischen Komponente der
Lastreaktion. Sie scheinen zur Rickbildung eine langere Zeit zu beanspruchen Wir haben
gesehen, dal3 die Reversihiltéat der Deformation bei beschéadigter Oberflache eine langere Zeit
bendtigt. Es wére vorstellbar, dal3 bei zyklischer Belastung die Entlastungsphase ab einem
gewissen Stadium der Oberflachenschédigung kleiner wird, als die zur Ruckbildung der
Veranderungen nétige Zeit. Die Entlastungsphase bei zyklischer Belastung miifde immer
langer werden, um die Zellen und die Matrix vollsténdig erholen zu lassen. Da jedoch die
Phasenlange beim normalen Gang immer gleich sein wird, kdme es ab einer bestimmten
Schédigungsgrad nicht mehr zur vollstdndigen Erholung. Ein Teil der eingetretenen
Deformation wére bel erneuter Belastung noch nicht zurlckgebildet. Ein  gewisses
Deformationsmal’ bliebe erhalten. Es wére denkbar, dal3 dann die Zellen deformiert bleiben
und sich sogar ein Zustand einstellte, der einer statischen, standig einwirkenden Last
gleichzusetzen sai. Eine anhatende Deformation der Zellen ergdbe Auswirkungen auf die
Syntheseleistung. Nach allem, was man bisher weil3, wére plausibel, dal3 die Syntheseleistung
sich dann derart auswirkte, dal3 Reparaturvorgange nicht oder nur unzureichend eingesetzt
werden konnten. Vorstellbar wére bei anhatender Belastung ein Fortschreiten des
Oberflachendefektes. Die Schadigung der Oberflache kédme dann der Eintrittspforte in einen

»circulus vitiosus* gleich.

Torzilli et a. (1997) beschreiben sowohl bei statischer als auch dynamischer Belastung
herabgesetzte Proteoglykan (PG) -Syntheseraten proportional zum aufgebrachten Stref3. Dabel
spielt die Frequenz der Belastung eine Rolle (Parkinnen et a. 1992). Ebenfals fihrt

intermittierende Belastung zu erhohter Fibronectin Synthese und dessen erhohter Freisetzung
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(Steinmeyer et a. 1997). Vorgefunden wurde auch eine verstérkte Prostaglandin E Synthese
auf Scherkréfte (Smith et al. 1995).

In situ zeigen superfiziale Zellen zum Tell eine reduzierte Vitaité. Buschmann et al. (1996)
beschreiben, dal? die Aggrekan Synthese bel statischer Last in gleichem Mal%e reduziert wird
wie der Grad der Deformation steigt, bel zyklischer Last finden Buschmann et al. (1999) eine
erhdhte Aggrekan Synthese in Regionen mit erhéhtem ,fluid flow*. Den gleichen Unterschied
zwischen statischer und dynamischer Belastung finden auch andere Untersucher (Ragan et al.
2000, Quinn et al. 1998). Eine sinusoidale Scherbelastung stimuliere die Proteinsynthese um
ungefdhr 50% und die PG-Synthese um 25% auch ohne relevanten ,fluid flow* (Jin et al.
2001). Wahrend zyklische Last im algemeinen die PG Synthese ankurbelt und die
mechanischen Eigenschaften der Matrix verbessert (Steife), fuhrt kontinuierliche
Kompression zu verminderter PG-Synthese und Schadigung durch Nekrose (Arokos et al.
2000).

All diese Befunde kénnen sich bei verdnderter Syntheseleistung durch anhatende
Deformation negativ - auf des Reparaturpotential auswirken und oben formulierten
Teufelskreis unterhalten.

Wir wollen im folgenden vereinfacht nun davon ausgehen, dal3 unter dynamischer Belastung
in den unteren Zonen die Syntheseraten steigen, unter statischer sinken und dal3 superfiziale
Zdllen unter Belastung ihre metabolische Aktivitét reduzieren und Vitalitét einbiif3en.
Desweiteren wollen wir unsere Beobachtungen as Verénderungen im Moment ener
einwirkenden Last betrachten, wie sie auch in der Belastungsphase einer zyklisch
einwirkenden Last aussehen konnte, solange die Oberflache intakt ist, und als Dauerzustand
aufgrund fehlender Reversibilitdt bel defekter Oberfléache.

Unseren Befunden nach erfahren dann die Zellen der Tangential- und Transitionalzone eine
Veranderung ihrer metabolischen Aktivitét aufgrund ,fluid flow* und direkter Deformation,
die der Radidarzone nur aufgrund eines ,fluid flow". Die Stéarke der Veranderungen ist
abhangig von der Integritdt der Oberfléche.

Der FlUssigkeitsstrom, wie er auch bei Applikation reiner Scherkréfte auftritt, erhéht die
Glykosaminoglykan(GAG)- Syntheserate mit Ausbildung langerer Ketten. Smith et al. (1995)
fanden dies bei der Untersuchung beginnender Knorpeldegeneration, wo Scherkréfte auftreten
und der Syntheseanstieg der Glykosaminoglykane mit dem Schweregrad der OA korreliert.
Bel dynamischer Belastung finden Lee et a. (1998) ene Stimulation der
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Glykosaminoglykansynthese urspringlicher Radiérzellen. Isolierte Superfizialzellen sollen
auf die gleiche Belastung mit einer Synthesereduktion reagieren. Daflr zeigten diese Zellen
eine Stimulation der Proliferation. Da wir eben as Reaktion auf Belastung einen vermehrten
Flissigkeitssaustrom von der Radiérzone zu den oberen Zonen als Hypothese aufstellten,
konnte man weliter folgern, dal3 sich fur die Radidrzone aus den Ergebnissen von Lee und
Smith eine erhéhte Glykosaminoglykan- Synthese ergibt.

In diessm Anpassungsmechanismus wére einen Versuch zu erkennen, die Produktion der
Matrixbestandteile zu verstérken. Als Folge einer verstarkte Matrixproduktion kénnten wir
dann auch die erhohte Dicke der Radiérzone und der Gesamthohe bel arthrotischem Knorpel
deuten. Da Glykosaminoglykane Wasser binden und die Drucksteife erhthen, verbesserte sich
die Fahigkeit der Radiarzone, sowohl fir die solide als auch die flissige Phase der

Lastantwort, als Reservezone zur Verfligung zu stehen.

Die von uns vorgefundene konstante Zelldichte auch unter Belastung &3t dem komprimierten
Knorpel die Mdoglichkeit, genug Syntheseorte zur Verfigung zu haben. Als eine
Voraussetzung dazu ist alerdings anzusehen, dal die Vitalitét der Zellen erhalten bleibt. Bei
inadaguater Deformation, welche ab einem Zeitpunkt erfolgen kann, bei dem die Integritét der
Knorpeloberflache gestort ist, und die Ralaxationszeit zur Rickbildung der Belastungsfolgen
nicht ausreicht (s.0.), ergdbe sich eine Einschrankung der Vitalitat der Zellen. Steinmeyer et
a. (1997) beschreibt das fur die Zellen der Tangentiazone unter Belastung, indem er eine
reduzierte Vitalitdt und Apoptose der Zellen vorfindet.

In Kultur sollen die Deformationsgrade bel 15% Kompression fur Zellen der Herkunft
jeglicher Hohenlokalisation im Knorpel gleich sein (Lee et a. 1998). Hier zeigt sich wieder
der Einflu der umgebenden Matrix und |83 auch auf die Folgen schlief3en, die entstehen,
wenn diese Matrix beschadigt wird (Verénderung der Oberflache) oder die Matrix nicht
aufrechterhalten wird durch verminderte Matrixproduktion (Veranderung der metabolischen
Aktivitét der Zellen durch vermehrte / zu starke Zelldeformation). Wir haben es hier also mit

komplexen Zusammenhangen enes circulus vitiosus zu tun.

Dabel spielt eine intakte Oberflache die entscheidende Rolle, da sie den Grad der
Deformation und die Erholungszeit der Chondrozyten unter der Oberflache so beeinflufit, dafid
bei ihrer Integritdt der Lastreiz eine GrofRe innehat, mit dem anpassende metabolische
Vorgange erzeugt werden. Bei Storung dieser Integritdt erhdlt der Deformationsreiz eine

GrofRRe, der zur Apoptose fuhrt. Eine intakte Oberflache hélt die Erholungszeit der
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Deformation kurz und schafft die Vorraussetzung fir intermittierende Lastwirkung, welche
ebenfadls positive Reize auf die Aktivité ausibt, wahrend eine defekte Oberflache zu
andauernder Deformation und in ihrer Auswirkung quas ,statischer” Lastwirkung fuhrt,
welche die Signaltransduktion Uber das Zytoskelett negativ beeinfludt. Der Knorpel ist also
imstande auf eine adaquate Last zu reagieren und sich dieser anzupassen, jedoch nur solange
die Integritdt der Oberflache gewahrt bleibt. Als einen einschneidenden Prozef3 in der
Pathogenese der OA, fir ihr Fortschreiten und Reversibilitdt ist also der Ubergang vom
Uberwiegen der Anpassungsvorgange zum Uberwiegen der Deformation mit fehlender

Reparatur der Beschadigung der Oberflache anzusehen.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Arthrose ist eine der haufigsten Alterserscheinungen mit grof3er sozialmedizinischer
Bedeutung. Dadurch rickt der Gelenkknorpel in das Interesse zahlreicher wissenschaftlicher
Untersuchungen. Ein Teilgebiet dieser Untersuchungen befasst sich mit den Auswirkungen
von Belastung und Oberflachenschadigung auf die Bestandteile der Knorpelmatrix,
insbesondere deren Deformation. Andere Studien beschéftigen sich mit den Auswirkungen
einer Zelldeformation auf die zelluldre Syntheseleistung.

Unklar ist bisher in diesem Zusammenhang, inwiefern eine beschadigte Knorpel oberfléache,
wie ge intial bel Osteoarthrose auftritt, das zelluldre Deformationsverhalten im Knorpel
beeinfluft.

Die vorliegende Studie mochte - nach Darlegung einer die morphologischen und
funktionellen Aspekte des Gelenkknorpels betreffenden Literaturiibersicht - mit Hilfe der
Lichtmikroskopie am Rinderhiftknorpel die Auswirkung einer Oberflachenschadigung auf
die zonde zdluld&re Deformation, die zonale Zeldichte und die zonde und
Gesamtdeformation des Knorpels beschreiben. Auf diese Weise sollen oben genannte

Forschungsansétze einander angenahert werden.

Dazu werden aus 10 Hiftkopfen adulter Rinder 178 Knorpel- Knochen- Zylinder entnommen
und an 58 Proben die obere Knorpelzone abgetragen. Mittels eines quaderférmigen Stempels
werden diese Proben anschliessend mit 0,39 bzw. 0,68 MPa fur 20 Minuten bzw. 1 Minute
belastet. Sie werden danach unter Belastung fixiert, um Rickstellvorgange zu vermeiden. 32
Proben werden einer Reversibilitétsprifung unterzogen. 91 oberfléchenintakte Proben und 50
Proben mit abgetragener Oberflache werden nach Entkalkung, Entwésserung und
Paraffineinbettung der lichtmikroskopischen Untersuchung anhand zellmorphologischer
Zonenkriterien zugefuhrt. Dies geschieht in zwel aufeinander senkrechten Schnittebenen.
Zusdtzlich werden Proben aus drei primér arthrotisch verdnderten Huftkopfen in gleicher
Weise untersucht. 24 intakte und 6 defekte Proben werden nach entsprechender Vorbereitung
rasterelektronenmikroskopisch anhand einer  kollagenfaserarchitektonisch  definierten
Zoneneinteilung betrachtet.

Zur Untersuchung der zelluldren Deformation als erstem Aspekt wurden verschiedene
histomorphometrische Parameter herangezogen. Dazu wurde ein Zellrahmen in Form eines

yx-Koordinatensystemes um die Zelle gelegt. Die x- Achse lauft oberflachenparalel, die y-
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Achse parallel der Lastwirkrichtung. Das Produkt der beiden Achsen erlaubte eine Aussage
Uber die Zellflache, unter Hinzunahme der zweiten Schnittebene konnten Ruckschltisse auf
das Zellvolumen gezogen werden. Die zonale Zdldichte as zweiter Aspekt wurde
zonenspezifisch anhand der Zellzahl in einem definierten Mef3feld ausgewertet. Als dritter
Aspekt wurde die belastungsbedingte oberflachenabhangige Veranderung der zonalen Hohen
und der Gesamthoéhe durch Messung an drel verschiedenen Mef3orten im sicher unbelasteten
bzw. sicher belasteten Bereich erfalit.

Die vorgefundenen Ergebnisse zeigen, dal? bei defekter Oberflache mit gleicher Belastung
eine grofere Deformation der Zellen und der Zonen des Knorpels auftritt. Die Zellen werden
dabel in den oberen Zonen 1 und 2 in Richtung der einwirkenden Last (y-Richtung)
deformiert. Die Werte der Zellausdehnung in Lastwirkrichtung nach Belastung sind bel den
intakten Proben in Zone 1 mit einem p< 0,0001 fast um die Halfte kleiner und liegen
zwischen 6,44 und 7,38um, die der defekten Proben zwischen 7,28 und 9,09um. Signifikant
bedeutsam ist dabei fur die Auspragung der Deformation mit einem p<0,0001 die
Belastungsdauer, mit einem p<0,0003 die Oberflachenbeschaffenheit. Die Zellen der Zone 1
erfahren eine stérkere Deformation als die der Zone 2. Senkrecht dazu (x-Richtung) findet
keine Deformation statt. Diese Befunde sind in zwel senkrecht zueinander stehenden
Schnittebenen nachweisbar. In der unteren Knorpelzone 3 fanden sich keine Verdnderungen
der histomorphometrischen Parameter.

Eine Anderung der zonalen Zeldichte unter Belastung trat bei  keiner
Oberflachenbeschaffenheit und keiner Belastungsstufe auf. Die Zedldichte in Zone 1 fir
intakte Proben liegt vor und nach Belastung zwischen 10- 15 Zellen / 1800um?2. Richtung
untere Knorpelzonen nimmt die Zelldichte ab, sie liegt in Zone 3 intakter Proben bei 4-6
Zellen/1800pm?,

Die zonde Deformation ist dagegen v.a. oberflachenabhangig ausgeprégt. Bei defekter
Oberflache kommt es zu einer stdrkeren Abnahme der Gesamtknorpelhthe. Dabel kommt es
zu Hohengewinn der Zone (1+2) (p= 0,0002) auf Kosten eines Hohenverlustes der
Radidrzone mit stérkerer Auspragung bei defekter Oberflache (Zone 1+2: p= 0,047) und
hoherer Last (Zone 1+2: p= 0,0006). Vor Belastung machen die oberen Knorpelzonen (1+2)
bei intakten Proben 25-29%, bei defekten 13-21% aus. Nach Belastung finden wir fir Zone
1+2 Anteile von 29-47% bei intakten und von 27 bis 45% bei defekten Proben. Die Anteile

der Zone 3 verhdten sich gegensétzlich dazu. Die absoluten Werte fUr die Zonenhohe
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bestétigen diese Befunde. Alle vorgefunden Befunde fir die artifiziell beschadigte Oberflache
sind auch bel arthrotischen Proben nachwel sbar.

Bem  Verglech mit den  rasterelektronenmikroskopischen  Befunden  zur
kollagenfaserarchitektonisch und zellmorphologisch definierten zonalen Unterteilung des
Gelenkknorpels fanden wir unter Belastung divergierende Zonendefinitionen. Der
Tangentialzone definitionsgenmald zugehdrige Zellen fanden sich nach Belastung auch noch

in einem kollagenfaserarchitektonisch schon als Transitional zone zu wertendem Bereich.

Die oberflachenabhéngigen Verénderungen der zonalen Hohen bei Belastung fuhren wir auf
drei mogliche Aspekte zuriick. Dabei erfolgt zwischen Chondrozyten, Kollagenfasern und
Proteoglykanen als funktioneller Einheit ein komplexes Zusammenspiel. Erstens konnten
knorpelinterne Stromungen (,Creep®) aufgrund initial veranderter osmotischer Potentiale
unter Kompression Flussigkeit derart verschieben, dal? es zu einem Abstrom von Flissigkeit
aus der Radiarzone in die oberen Knorpelzonen kommt. Diese Strome sollten einen priméren
Ausstrom von Flissigkeit aus den oberen Zonen Richtung Gelenkspalt kompensieren. Bel
beschadigter Oberflache wéare der initiale Ausstrom aus dem Gelenkknorpel
gelenkflachenwaérts verstarkt, wodurch ausgeprégtere Ausgleichsmechanismen nétig waéren,
welche fur uns als vermehrte Veranderung der zonalen Hohen sichtbar wurde. Die Radidrzone
scheint dabei eine Reservezone darzustellen und fir einen ausgleichenden ,fluid flow" zu
sorgen. Eine intakte Tangentialzone wirkte dabei as Permaebilitdtsschranke. Die
Tangentialzone wirde so vor Wasserverlust und Verlust von Drucksteife geschiitzt, wahrend
sie durch ihre Lastverteilungsfunktion den unter ihr liegenden Knorpelanteil schiitzte.
Zweitens konnen wir uns eine enge Interaktion zwischen den Knorpelzellen und der
umgebenden Matrix vorstellen. Dabel wirden Flissigkeitsstrome von radidr benutzt werden,
um die Zell-Matrix Relation moglichst konstant zu halten, damit eine gentigende Matrixsteife,
die durch ein steigendes Zell/Matrix-V erhdtnis herabgesetzt wirde, vorhanden bliebe.
Drittens stellen wir uns eine durch Einbettung in das sich unter Belastung deformierende
Kollagenfasergerist eine rein mechanisch bedingte Zellverformung vor, welche bel
Anwendung zonaer Einteilung anhand der Zellmorphologie eine dynamisch- lastabhangige
zonale Unterteilung erforderte. Bei beschadigter Tangentialzone kdme es dann simultan mit

vermehrter Kollagenfaserumlagerung auch zu verstarkter zellulérer Deformation.

Die zelluldre Deformation mochten wir aber auch auf Flissigkeitsbewegungen aus der Zelle

heraus zurlckfihren. Kompressionsbedingt entstehende osmotische Potentiale kdnnten nicht
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nur durch Ausstrom von Fissigkeit aus lastfernen Matrixarealen ausbalanciert werden,
sondern auch durch Flissigkeitsausstrom aus den Zellen in die zelluldre Umgebung mit
konsekutiver Deformation / Volumenabnahme der Zelle. Dabel besassen Zonen der
Tangentialzone aufgrund der Komposition ihrer perizelluldren Matrix ein erleichtertes
Stromungsverhalten, was die verstérkte zelluldre Deformation in dieser Zone erkléarte
(Hypothetisch  konnten mit den Flussigkeitsstromen aus der Zelle heraus auch
Matrixsynthesevesikel transportiert werden. Dies wére ein bedenkenswerter Aspekt fur die
Adaptationsvorgange unter Belastung.). Zum anderen koénnen wir uns auch ene rein
mechanisch bedingte, passive Forméanderung der in das Kollagenfasergertst eingebetteten
Zelle durch dynamische Umlagerung dieses Gerlstes unter Belastung vorstellen. Bei
beschédigter Oberflache wére die verstérkte zellulére Deformation durch vermehrte rein
mechanische Kompression bei fehlender Lastverteilung mdglich, durch die andere
Zdlherkunft aus primér tiefer gelegenen Knorpelschichten mit gegebenenfalls anderen

mechanischen oder synthetischen Eigenschaften oder durch verstérkte Stomungspotentiale.

Die gleichbleilbende Zelldichte unter Belastung kann auf eine gleichbleibende Zell- Matrix
Relation bel Flusssigkeitsausstrom aus dem Chondrozyten in die Matrix mit konsekutiv

kleineren Zellen zuriickzufUhren sain.

Wir fuhren die Divergenzen bel einer kollagenfaser- und zellmorphologisch- definierten
Zoneneinteilung unter Belastung auf unterschiedliche viskoelastische Eigenschaften von
Zellen und Matrix zurtick. Wir stellen uns dabei ein zeitlich differentes Deformations- und
Relaxationsverhalten vor, mit langsamerer zelluléarer Antwort. Da Zelldeformation auch eine
Anderung der metabolischen Aktivitdt nach sich ziehen kann, scheint dies bei Beachtung

kurzfristiger, reversibler Belastung sinnvoll.

Auch fir die Rickschliisse zur Pathogenese der Osteoarthrose mochten wir auf unser Modell
der FlUssigkeitsstrome zurlckgreifen. ,,Creep” gewinnt bei defekter Oberfléache eine grol3ere
Bedeutung im Vergleich zur elastischen Komponente der Lastreaktion. Seine Reversibiltét
scheint bei beschédigter Oberfléche eine langere Zeit einzunehmen. Es wére vorstellbar, dai3
bei zyklischer Belastung die Entlastungsphase ab einem gewissen Stadium der
Oberflachenschadigung kleiner wird, a's die zur Rickbildung der Verdnderungen nétige Zeit.
Eine anhaltende Deformation der Zellen hat gewild Auswirkungen auf die Syntheseleistung.

Reparaturvorgange konnten unzureichend werden und ein Oberflachenschaden fortschreiten.
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Die Schadigung der Oberflache kdme dann der Eintrittspforte in einen , Teufelskreis der
Osteoarthrose” gleich.

Da ,Creep” abhangig von der lokaen Proteoglykankonzentration und ihren zonaen
Unterschieden ist, wére eine Untersuchung der Verteilung des Proteoglykangehaltes unter
Belastung und bei hier bel verschiedenen Oberflachenzustdnden hoch interessant. Auf diese
Weise konnte eine besseres Verstdndnis der Zusammenhange zwischen Morphologie und
Funktion geschaffen werden und wertvolle Hinweise zur Biomechanik intakten und
pathologisch veranderten Knorpels gefunden werden.

Eine Untersuchung mit der hier verwendeten Methodik unter zyklischer Belastung kénnte
weiteren Aufschlufd Gber die zellulére Deformation und ihrer Rickbildung in Abhangigkeit
verschieden langer Be- und Entlastungsphasen bei intakter und geschédigter Oberflache
geben. Dies konnte weiter zur genaueren Deutung der durch die Deformation beeinflussten
Biosynthese verwendet werden und der Folgen einer Ubermdlligen Belastung auf
Reparaturvorgange. Schlieffdlich konnten sich in Fortsetzung unserer Studie hieraus noch
genauere Vorstellungen Uber die Pathogenese der Osteoarthrose abl eiten lassen.
Untersuchungen zur dynamisch — funktionellen zonalen Unterteilung des Gelenkknorpels im
Hinblick auf die vorgefundenen zellmorphologisch und kollagenfaserarchitektonischen
Differenzen konnten ein welteres differenziertes Versténdnis zur Deformationsantwort des
Gelenkknorpels geben.
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