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1. Einleitung

1.1 Anatomische Problematik

Das Lig. transversum acetabuli bildet zusammen mit den kndchernen Bestandteilen
des Acetabulums die Gelenkpfanne des Hiiftgelenkes. Der Rand der konkaven Gelenkpfanne
setzt sich in das Labrum acetabulare fort. Zwischen Vorder- und Hinterhorn der Facies lunata
erstreckt sich das Lig. transversum acetabuli (Abb.1 & 2). Es umfasst das Caput femoris
jenseits des Aquators und artikuliert mit dessen iiberknorpelter Gelenkfliche. Dadurch
entsteht ein Kugelgelenk, welches drei Freiheitsgrade aufweist. Das Hiiftgelenk stellt zudem
ein inkongruentes Gelenk dar. Das Acetabulum hat in der Regel bei jiingeren Menschen einen
kleineren Durchmesser als das Caput femoris. Das Acetabulum wird wéhrend der
Beanspruchung elastisch deformiert; die Kongruenz mit dem Hiiftkopf nimmt zu. Dieser
Mechanismus ist erforderlich fiir die Optimierung der Druckverteilung und wahrscheinlich
auch fiir die Erndhrung des Knorpels (Bullough et al.1968; Lohe & Eckstein et al. 1994,
1996).
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines linken Acetabulums
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Abb. 2: Acetabulum rechts (LTA: Lig. transversum acetabuli, LCF: Lig. capitis femoris)

Das Lig. transversum acetabuli und seine Bedeutung fiir die Biomechanik des
Hiiftgelenkes werden in der Literatur nur vereinzelt diskutiert (Goodfellow et al. 1977, Lohe
et al. 1994, Konrath et al. 1998). Klinisch wird das Band héufig als Hindernis bei der
Reposition einer angeborenen Hiiftluxation betrachtet (Tonis et al. 1984), da ein
geschrumpfter Kapselbandapparat, ein verdrehtes Labrum und ein verlagertes und ein
prominentes Lig. transversum acetabuli zum Scheitern der nicht invasiven

Repositionsversuche und zu einer offenen Reposition fithren kann.

Bénder tibertragen Krifte zwischen den verschiedenen Teilen des Skelettsystems. Die
Fasern der Bénder stellen dabei aus biomechanischer Sicht ein passives Fiihrungselement fiir
die Krafteinwirkung dar, wéahrend die kontraktilen Elemente der Muskulatur aktiv Kraft
entwickeln. Die Bandfasern wirken unter Zugbeanspruchung ddmpfend, da sie sich in
begrenztem Unfang dehnen lassen. Auf diese Weise werden Spitzenkréfte gemindert und die
Funktion der Gelenke verbessert (Arnold 1977). Projiziert man diese Aussage auf das Lig.
transversum acetabuli und betrachtet die Ergebnisse der biomechanischen Experimente an
isolierten Hiiftgelenken, so ergibt sich die Vermutung, dass das Lig. transversum acetabuli
unter Belastung des Hiiftgelenkes als Ziigel fiir die dorsale und die ventrale Gelenkfldche der
Facies lunata dienen kann und bei der Lastiibertragung im Acetabulum das

Auseinanderweichen der beiden Horner der Facies lunata begrenzt (Lanzenec et al. 1997,



Vanderbussche et al. 1999). Biomechanische Untersuchungen an humanen isolierten
Hiiftgelenken haben bei Erhohung der Anpresskraft (bis 2800 N) eine zunehmende Dehnung
des Lig. transversum acetabuli gezeigt, die bis maximal 3,2 % der Gesamtldnge (Lohe et al.
1997) des unbelasteten Bandes reicht. Bei durchtrenntem Lig. transversum acetabuli kommt
es bereits bei nur 1000 N Anpresskraft im Hiiftgelenk zu einem weiteren Auseinanderweichen
des vorderen und des hinteren Horns der Facies lunata als beim intakten Band (Lazennec et al.

1997).

Ein Problem aller genannten Untersuchungen liegt jedoch darin, dass diese
Experimente allesamt an isolierten Hiiftgelenken durchgefiihrt wurden. Bei einem solchen
Versuchsaufbau unterscheidet sich die biomechanische Situation grundlegend von derjenigen
beim lebenden Individuum. Die Unterschiede bestehen sowohl hinsichtlich der Situation beim
Gehen und Stehen, wie auch hinsichtlich der Dauer und Dynamik der einwirkenden Kréfte, da
in den Untersuchungen meistens der statische Einbeinstand simuliert wird (vgl. z.B. Konrath
et al.1998). Beim Experiment unterscheidet sich somit die biomechanische Situation von den
natiirlichen Gegebenheiten nicht nur hinsichtlich der Art der Fixierung der Gelenkanteile in
der Materialpriifmaschine, sondern auch durch das vollige Fehlen der muskulidren Zugkrifte
an den einzelnen Skelettelementen. Aufgrund solcher letztlich unausweichlicher Probleme bei
der Simulation der normalen biomechanischen Situation an isolierten Knochen kénnen wir
bisher nicht mit letzter Sicherheit sagen, ob das Lig. transversum acetabuli auch beim
lebenden Individuum einer Dehnung und/oder einer lokalen Druckbeanspruchung ausgesetzt

ist oder nicht.

1.2 Fragestellung

Ziel der Untersuchung ist es, die regionale Kollagen-, Glycosaminoglycan- und
Proteoglycanzusammensetzung des Lig. transversum acetabuli zu untersuchen. Das besondere
Interesse gilt der Verteilung der extrazelluldren Matrix im mittleren Abschnitt des Bandes um
dadurch Schlussfolgerungen beziiglich einer méglichen lokalen Druckbelastung durch den
Hiiftkopf ziehen zu kdnnen. Aber auch die beiden Ansatzzonen (ventral und dorsal) sollen auf
thre Zusammensetzung untersucht werden. Es st das Ziel, mit Hilfe der
immunhistochemischen Befunde Stellung zu nehmen, ob das Lig. transversum acetabuli den

beschriebenen Zug- und Scherkriften auch in vivo ausgesetzt ist.



In einem weiteren Schritt wird das humane Lig. transversum acetabuli mit dem Lig.

transversum acetabuli zweier Primatenarten (Makaken und Paviane) verglichen. Die

Gemeinsamkeiten und Unterschiede bei den Befunden sollen Aufschluss iiber die

mechanische Situation des Bandes bei nahe verwandten Arten geben.

Im Detail werden folgende Punkte analysiert:

Regionale Verteilung der verschiedenen Kollagentypen:

Kollagene vom Typ I, I, II1, V, VI, IX

Regionale Verteilung der Glycosaminoglycane:

Keratansulfat, Dermatansulfat, Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat

Regionale Verteilung der  Proteoglycane und Glycoproteine:

Aggrecan, Link-Protein, Versican, Tenascin, Vimentin, CD44



2 Material und Methodik

2.1 Material

Nach vorsichtiger Exartikulation des Hiiftgelenks wurden insgesamt 17 menschliche
Hiiftgelenkpfannen aus den Becken herausgesidgt und anschlieBend das Lig. transversum
acetabuli (LTA) entnommen. Dazu wurden an allen Acetabula die Weichteile einschlielich
der Gelenkkapsel sorgfiltig entfernt und die Ligg. transversa acetabuli in ihrem Verlauf
dargestellt. Danach erfolgte die Entnahme des Bandes mit jeweils zirka Smm kndchernem

Ansatz.

AulBlerdem wurden die Hiiftgelenke von insgesamt 9 Primaten (7 Makaken, 2 Paviane)

entnommen und in gleicher Weise wie bei den menschlichen Proben pripariert.

Von den menschlichen Acetabula waren 9 mit Formalin fixiert (Altersverteilung: 75—
86 Jahre, Mittelwert: 80,9 Jahre, Tab. 1), wurden im Rahmen des anatomischen
Priparierkurses gewonnen und nach Entnahme mit 90% Methanol nachfixiert. Die {ibrigen 8
Praparate wurden unfixiert, d.h. frisch entnommen (Institut fiir Rechtsmedizin der LMU; An
dieser Stelle soll dem Institut fiir Rechtsmedizin (Vorstand Prof. Dr. Eisenmenger) sehr
herzlich fiir die gewédhrte Unterstiitzung gedankt werden) (Altersverteilung: 17-39 Jahre,
Mittelwert: 25,4 Jahre, Tab. 2) und wurden nach der Entnahme sofort mit 90% Methanol bei
4°C fixiert.

Die Kadaver der Primaten wurden nach Einschliferung (Versuche am Herz-
Kreislaufsystem waren vorangegangen) bei -20°C tiefgefroren, liber 1 bis 2 Tage autbewahrt
und erst wenige Stunden vor der Entnahme der Hiiftgelenke bei Raumtemperatur aufgetaut.
Danach erfolgte die eigentliche anatomische Préparation. Die entnommenen Ligg. transversa

acetabuli wurden ebenfalls in 90% Methanol bei 4°C fixiert (Tab. 3).

Vor der jeweiligen Préparation des Lig. transversum acetabuli wurden alle
Hiiftgelenksflachen im Hinblick auf mogliche pathologische Erscheinungen inspiziert. Keines

der Priparate zeigte makroskopisch sichtbare Verdnderungen.



Liste der Humanprdparate

ID Nr. ALTER (Jahre) GESCHLECHT SEITE GROSSE (cm)
137/96 79 weiblich links 149
74/96 83 weiblich links 156
108/96 84 ménnlich links 170
17/96 81 weiblich rechts 160
87/96 78 weiblich links 155
20/96 86 ménnlich rechts 152
40/96 75 weiblich rechts 157
15/96 81 weiblich rechts 150
Tabelle 1. Formalinfixierte Humanpréparate
ID Nr. | ALTER (Jahre) | GESCHLECHT SEITE VORERKRANKUNGEN
Fr.1 31 weiblich rechts Ohne bekannte Vorerkrankungen
Fr.2 25 ménnlich rechts
Fr.3 33 ménnlich rechts Ohne bekannte Vorerkrankungen
Fr.4 26 ménnlich links Ohne bekannte Vorerkrankungen
Fr.5 18 ménnlich rechts Ohne bekannte Vorerkrankungen
Fr.6 17 weiblich rechts Ohne bekannte Vorerkrankungen
Fr.7 39 weiblich rechts Ohne bekannte Vorerkrankungen
Fr.8 22 méinnlich rechts Ohne bekannte Vorerkrankungen
Tabelle 2. Humane Frischpriparate
Liste der Primatenprdparate
ID Nr. ART GESCHLECHT SEITE
Pr.1 Makake ménnlich rechts
Pr.2 Makake ménnlich links
Pr.3 Makake ménnlich links
Pr.4 Makake ménnlich links
Pr.5 Makake ménnlich rechts
Pr.6 Makake ménnlich links
Pr.7 Pavian ménnlich rechts
Pr.8 Pavian ménnlich links
Pr.9 Makake ménnlich links

Tabelle 3. Primaten Frischpriparate
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2.2 Methode

2.2.1 Entnahme, Priiparation, Lagerung

Die Entnahme der formalinfixierten Biander erfolgte nachdem die Weichteile der Hiifte
und des Oberschenkels abgesetzt, der Femurkopf exartikuliert und der Kapselbandapparat
freipripariert wurde. Das Lig. transversum acetabuli wurde mit den kndchernen Ansétzen

sowie Teilen des Labrum acetabulare enthommen.

Die frischen Hiiftgelenkpfannen wurden im Institut fiir Rechtsmedizin der LMU
hochstens 24 Stunden post mortem entnommen und in 90% Methanol fixiert. Die Praparate
wurden anschlieBend von Teilen der Muskulatur und des Kapselbandapparates befreit. Jede
Probe wurde in eine Haltevorrichtung eingespannt und mit einer Diamantbandsdge zerteilt.
Dabei wurde parallel zur Pfanneneingangsebene ein Ring entnommen, der das Lig.
transversum acetabuli enthielt. In einem zweiten Arbeitsgang wurde das Band mit den

Ansidtzen aus dem Ring herausgetrennt.

Zur Entnahme der Béander aus den Primaten wurden die Tiere, die nach sachgerechter
Totung eingefroren worden waren, im aufgetautem Zustand seziert. Nach einem dorsalen
Zugang wurden die Weichteile und die Hiiftmuskulatur entfernt, das Caput femoris
exartikuliert, Os ilii, Os ischii und Os pubis durchtrennt und die kndcherne Hiiftpfanne
entnommen. In einem weiteren Schritt wurde das Lig. transversum acetabuli mit beiden

Ansétzen und einem Teil des Labrum acetabulare entnommen.

Die Zwischenlagerung bis zur weiten Verarbeitung erfolgte, fiir alle Gruppen, in 90%

Methanol bei -20°C, wobei die Lagerungsdauer zwei Wochen in der Regel nicht tiberschritt.

2.2.2 Feinprdparation, Entkalkung, Kryostatschnitte

Um die Proben fiir das Schneiden mit dem Kryomikrotom vorzubereiten, wurden die
Bénder von Fettgewebsteilen und lockerem Bindegewebe weitgehend befreit. Die kndchernen
Ansitze wurden bis auf eine zirka 2-3mm dicke Knochenschicht reduziert. Anschlieend

folgte die Entkalkung der Proben, die wegen der knochernen Anteile der Anheftungsstellen
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des Bandes notig war. Die Entkalkung erfolgte in 5%- 6% EDTA Ldsung im Kiihlschrank
(4°C). Es waren 5-6 Fraktionen EDTA (zu je 2 Tagen) erforderlich, um die gewlinschte
Demineralisierung zu erzielen. Das Ziel der Entkalkung war es, ein Schneiden des ganzen
Bandes und beider Ansitze mit moglichst wenig Widerstand des Knochens zu ermoglichen.
Dazu wurden die Proben auf die Haltevorrichtung des Kryomikrotoms mit einem
Einbettmedium bei —24° Celsius so aufgefroren, so dass bei eingespanntem Probenhalter eine
Schnittfiihrung parallel zur Verlaufsrichtung des Bandes moglich war. Die Schnittdicke
betrug 12um und es wurde vorwiegend von kaudal nach kranial geschnitten. Die Lagerung
der fertigen Kryostatschnitte erfolgte bis zur endgiiltigen Verarbeitung bei —20° Celsius. Die

Lagerungsdauer der fertigen Schnitte {iberschritt zwei Monate nicht.

12



2.2.3 Immunhistochemische Markierung

Als Verfahren zum Nachweis der spezifischen Reaktion der Primérantikérper wurde
die Avidin- Biotin- Peroxidase Methode angewandt (Kirnan 1999). Diese Methode basiert auf
der Fahigkeit des Glycoproteins Avidin bis zu 4 Molekiile des Vitamins Biotin chemisch zu
binden. Jedoch binden aufgrund der molekularen Konfiguration in der Regel weniger als 4
Biotinmolekiile. Fiir die Markierung mit der ABC- Technik werden 3 Gruppen von
Reagenzien verwendet. Der Primérantikorper ist spezifisch gegen das zu bestimmende
Antigen gerichtet. Sodann wird ein biotinylierter Zweitantikdrper bendtigt, welcher gegen die
Spezies und den Immunglobulintyp des Erstantikdrpers gerichtet ist. Die Biotinylierung ist
ein Vorgang bei dem Biotin kovalent an den Antikorper gebunden wird. Das dritte Reagenz
ist ein peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex, der sich mit den freien Stellen des
Avidinmolekiils an das Biotin des Zweitantikdrpers anheftet. Durch das Enzym Peroxidase
wird mit einem geeigneten Chromogen (hier DAB-Monomer) das gesuchte Antigen markiert.
Die Chromogenreaktion ldsst keine Unterscheidung zu, ob der nachgewiesene
Farbniederschlag durch das Enzym hervorgerufen wurde, das durch die Immunreaktion das
Antigen lokalisiert werden soll oder ob es sich um endogene enzymatische Aktivitét handelt.
Es ist daher zwingend notwendig diese endogene Aktivitit vor Zugabe des markierenden
Enzyms zu blockieren, da nur dann eine positive Anfarbung eindeutig auf das

nachzuweisende Antigen zuriickzufiihren ist.

Um die endogene Peroxidase im Gewebe irreversibel zu hemmen, werden die
Gewebeschnitte vor Beginn der Anfarbung mit 1% H,O, in Methanol fiir 30 min. inkubiert.
Danach werden die Objekttrager fiir 3x5 Minuten in ein Pufferbad (PBS) eingebracht, um die
Reste von Wasserstoffperoxid und Methanol auszuwaschen. Um die Epitope der Kollagene
und einzelner Proteoglycane und Glycosaminoglycane zu demaskieren, werden die Schnitte
mit Enzymen (Hyaluronidase/Chondroitinase ABC oder mit Chondroitinase AC oder ABC)
behandelt und 30 min. bei 37° Celsius inkubiert. Nach dieser Inkubation kommen die Proben
erneut in ein Pufferbad (PBS, 3x5 min.). Jetzt wird Normalserum (Pferdeserum 1:20)
aufgetragen und fiir 60 min. bei Raumtemperatur blockiert. Dieser Schritt ist zur Reduzierung
der unspezifischen Proteinbindung erforderlich. Ohne die Objekttridger zu spiilen, wird das

iiberschiissige Serum durch Abklopfen entfernt und der Primérantikdrper aufgetragen. Es
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kommen polyklonale Antikorper gegen Kollagen Typ III und eine Reihe von monoklonalen
Antikorpern gegen die Kollagene vom Typ I, II, III, V, VI, IX und Prokollagen I zur
Anwendung. Dariliber hinaus werden monoklonale Antikdrper gegen Glycosaminoglycane
(Keratansulfat, Dermatansulfat, Chondroitin-4-sulfat, Chodroitin-6-sulfat), Proteoglycane
(Aggrecan, Versican, Tenascin) und Glycoproteine (Link-Protein, Vimentin, CD44)
verwendet (Tab.4). Nach einer 30 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur folgt das
Auswaschen im Pufferbad (PBS) fiir 3x5 min. Der néchste Schritt besteht in der Inkubation
mit biotiniliertem Sekundérantikdrper. Dabei wird ein biotinilierter Anti-Mausantikorper fiir
die monoklonalen und ein biotinilierter Anti-Kaninchenantikorper fiir die polyklonalen
Antikorper verwendet. Beide Sekundarantikérper stammen aus dem Pferd. Es folgt eine 30
miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und danach das Auswaschen im Pufferbad (PBS).
Inzwischen wird der ABC-Komplex in geeigneter Weise angesetzt (Vectastain Elite ABC-
Kit), da dieses Reagenz nur eine gewisse Zeit stabil ist. Das Avidingemisch und die biotin-
konjugierte Peroxidase miissen mindestens 30 min. vor der Anwendung gemischt werden, um
einen reaktionsfihigen Komplex zu bilden. Diese Losung wird schlieflich auf die
Objekttrager aufgetragen und fiir 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die
Proben in ein Pufferbad (PBS) eingebracht. Nach vorsichtigem Abklopfen des
Fliissigkeitsiiberstandes wird die Substratlosung (DAB) zugefiigt und fiir 3-4 Minuten unter
Lichtabschluss inkubiert.

Als néchstes erfolgt die Gegenfarbung mit Mayer’schem Hidmatoxylin (fiir ca. 20 Sek.)
mit anschlieBender Differenzierung in Leitungswasser. Danach werden die Objekttrager in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, in Xylol {berfiihrt und mit geeignetem

Eindeckmedium (DPX - Fluka; Eukitt - Kindler) unter Deckglédsern montiert.

14
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3 Ergebnisse

Die Binder werden fiir die Auswertung in vier verschiedene, topographisch
unterschiedliche Zonen eingeteilt. Jede Zone wird einzeln begutachtet und ausgewertet. Das in
Abbildung 3 gezeigte Schema soll die verwendete Unterteilung der Ligg. transversa acetabuli
verdeutlichen. Der Knochen wird als Einheit bewertet, d.h. die Knochenschicht der ventralen

und der dorsalen Anheftung werden gemeinsam bewertet.

Knochen Kreachen

Bandmitte aF

elenknahe Flache

Arsciz Aotz

Abb. 3: Schematische Darstellung des Lig. transversum acetabuli

3.1. Kollagene

In allen Regionen des Bandes finden sich bei Mensch und Tier Markierungen fiir die
Kollagene I, III, VI und IX. Einzig bei einigen Enthesis-Faserknorpeln kann gelegentlich eine
Zone ohne Markierung fiir Kollagen I gefunden werden. Kollagen VI ist in allen Bandteilen
vorhanden, jedoch findet sich eine besonders ausgeprigte, perizellulire Markierung vor allem

in den Enthesis-Faserknorpeln zu beobachten.

Sowohl bei den ventralen, wie auch bei den dorsalen Enthesis-Faserknorpeln findet sich
eine sehr deutlich erkennbare Markierung fiir Kollagen II. Ein Unterschied zwischen beiden
Insertionsstellen hinsichtlich der Ausdehnung der Markierung lasst sich nicht festzustellen. Bei
den humanen sesamoiden Faserknorpeln lésst sich eine Markierung fiir Kollagen II nur in 3 von
8 untersuchten Bindern erkennen. Auflerdem ist die Ausdehnung wesentlich geringer als an
den kndchernen Anheftungsstellen und beschréankt sich auf die gelenkflichennahen Bandareale.
Bei den Primaten findet sich prinzipiell das gleiche Muster, allerdings fanden sich in nahezu

allen untersuchten Béndern deutlich ausgeprégte, kollagen-II-positive sesamoide Faserknorpel.
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3.1.1 Kollagen Typ 1

3.1.1.1 Human-frisch

Bei allen untersuchten Bandabschnitten lieB sich eine von méBig bis stark positiv
variierende Markierung nachweisen. Im entkalkten Knochen wurde Kollagen vom Typ I
hauptsidchlich extrazellulir nachgewiesen. Einzelne Osteozyten waren intrazellulair und
perizelluldr positiv markiert. Im Gegensatz dazu zeigten alle Fibrozyten in allen Bandanteilen
spezifische Farbstoffablagerungen sowohl intrazelluldr als auch perizellulédr. In 2 von 7 Féllen
fand sich eine Region in Bereich der Enthesis, die nicht auf die Kollagen Typ I Markierung
ansprach. Diese kollagen-I-freie Zone erstreckt sich iiber die ganze Breite des Bandansatzes

und wird zum Teil von der kollagen-II-positiven Zone der Enthesis liberlappt.

NR. | Vent. Ans. Mitte Dors. Ans. Knochen
int.zel. extra.

FR.1 + + + + +
FR.2 + + + + +
FR.3 + + + + +
FR.4 + + + + +
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + - -
FR.7 + + + + +
FR.8 + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 4: Kollagen Typ I (Coll), human - frisch
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Abb.4: Enthesis, kollagen-I-freie Zone Abb.5: Kollagen Typ I Markierung im Band

18



3.1.1.2 Human-fixiert

Auch die formalinfixierten Binder wurden mit dem Antikdrper Coll untersucht. Es
zeigt sich eine Farbstoffablagerung in allen Bandanteilen, die durchaus als spezifisch zu
bezeichnen ist. Diese Markierung ist hinsichtlich der Intensitit etwas schwicher als bei den in
Methanol fixierten Frischpriparaten (human und Primaten) und schwankt von schwach bis
mifBig stark. Auch die Knochenanteile zeigen das gleiche Farbungsmuster wie bei den

Frischpréparaten. Allerdings zeigt sich bei keinem Préparat eine kollagen-I-freie Zone.

NR. |Vent. Ans. Mitte Dors. Ans. Knochen
int.zel. extra.
137/96 + + (+) - -
74/96 (+) (+) + + +
108/96 + + + + +
17/96 + + + (+) (+)
87/96 + + + + +
40/96 + + + + +
15/96 + + + + +
20/96 + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 5: Kollagen Typ I (Coll), human - fixiert

/1 ’ 4 //
| Y & / //

Abb.6: Kollagen I im Band

3.1.1.3 Primaten

Bei den Béndern der Primaten zeigt der Antikdrper Coll, der Kollagen vom Typ 1
erkennt, eine vorwiegend kréftige, kontinuierliche Markierung in allen Bandanteilen, wobei
auch viele Fibrozyten eine positive intrazellulire Markierung aufweisen. Auch bei diesen
Praparaten wird die extrazellulire Substanz des Knochens spezifisch markiert, jedoch

erscheinen nur wenige Osteozyten positiv markiert. Die bereits zuvor beschriebene kollagen-I-
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freie Zone zeigt sich in 2 von 9 Primaten an den Bandansétzen. In beiden Féllen handelt es sich
um Béinder von Makaken. Die untersuchten Paviane zeigen keine Hinweise fiir das Vorliegen

einer vergleichbaren kollagen-I-freien Zone.

NR. | Vent. Ans. Mitte Dors. Ans. Knochen
intr.zel. | extra.

Pr.1 + + + + +
Pr.2 + + + + +
Pr.3 + + + + +
Pr.4 + + + + +
Pr.5 + + + + +
Pr.6 + + + - -
Pr.7 + + + + +
Pr.8 + + + + +
Pr.9 + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 6: Kollagen Typ I (Coll), Primaten - frisch

Abb.7: Kollagen-I-Markierung (Band) Abb.8: Kollagen-I-Markierung (Enthesis)

20



3.1.2 Prokollagen Typ I (M38)

3.1.1.1 Human-frisch

Im humanen Gewebe findet sich eine milde, fast ausschlieBlich auf das Band

beschriankte Markierung, welche sowohl intra- wie auch extrazellulidre Anteile aufweist.

NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 0 0 0 + 0
FR.2 + + + + 0
FR.3 (+) (+) (+) 0 0
FR.4 (+) (+) (+) 0 0
FR.5 0 0 0 0 0
FR.6 0 0 + 0 0
FR.7 (+) + + 0 0
FR.8 (+) (+) (+) 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 7: Prokollagen Typ I (M38), human - frisch

e S

Abb.9: Prokollagen I (Enthesis) human Abb.10: Prokollagen I (Band) human
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3.1.1.2 Primaten

Es findet sich eine relativ kréftige Markierung des Bandes mit einer in einzelnen Fillen

schwach bis maBig starken, intra- und perizelluldren osséren Farbung.

NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + + 0
Pr.2 (+) (+) (+) 0 0
Pr.3 + + + 0 (+)
Pr.4 + + + 0 (+)
Pr.5 + + + + +
Pr.6 + + + 0 0
Pr.7 + + + - -
Pr.8 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 8: Prokollagen Typ I (M38), Primaten - frisch
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Abb.11: Pro-Kollagen I (Bandmitte) Makake

3.1.3 Kollagen Typ 11

3.1.3.1 Human-frisch

Der Antikorper CIICI, der Kollagen Typ Il nachweist, zeigt eine positive Markierung an
beiden Ansdtzen aller in Methanol fixierten humanen Béander. Der dorsale Ansatz aller Bander
zeigt eine kréftige Farbstoffablagerung, welche sich iiber eine groflere Fliache erstreckt als beim

ebenfalls positiv reagierenden ventralen Ansatz. In 4 von 7 Fillen finden sich dariiber hinaus in
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der Mitte der Béander positive Markierungen, die zwischen den Individuen in Gréfe und
Intensitét stark variieren. Die Lage dieser positiven ,,Spots® ist in allen Féllen identisch und
befindet sich etwa in Bandmitte. Der Knochen im Bereich der Bandanheftungen zeigt weder
ventral noch dorsal eine positive Markierung fiir Kollagen Typ II. An den positiv markierten
Bandarealen =zeigen sich sporadisch Zellen mit intrazellulirer und perizelluldrer
Farbstoffdeposition. Die Zellen weisen nicht die fiir Fibrozyten typische longitudinale Form

auf, sondern zeigen eine rundliche bis ovale Gestalt, wie sie bei Chondrozyten zu finden ist.

NR. | Vent. Ans. Mitte Dors. Ans. Knochen
int.zel. extra.
FR.1 + 0 + 0 0
FR.2 + + + 0 0
FR.3 + + + 0 0
FR.4 + 0 + 0 0
FR.5 + + + 0 0
FR.6 + 0 + - -
FR:7 + 0 + 0 0
FR.8 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 9: Kollagen Typ II (CIICI), human - frisch

Abb.12: Kollagen-II-Markierung (Enthesis) Abb.13: Kollagen-1I-Markierung (Bandmitte)

3.1.3.2 Human-fixiert

Die Enthesis aller untersuchten formalin-fixierten Bander zeigt eine typische Verteilung
der Markierung fiir Kollagen Typ II, die vom knochernen Ansatz unterschiedlich weit in das
Band hinreicht. In 3 von 8 Fillen finden sich Regionen in der Mitte des Bandes (,,Spots*) die
eine positive Markierung aufweisen und die nicht in Verbindung mit der Enthesis stehen. Im

Knochen zeigt sich bei keinem Priparat eine spezifische Markierung.
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NR. | Vent. Ans. Mitte Dors. Ans. Knochen
int.zel. | extra.
137/9 + + 0 0 0
74/96 + 0 + 0 0
108/9 0 0 + 0 0
17/96 + + + 0 0
87/96 + + + 0 0
40/96 + 0 + 0 0
15/96 + 0 + 0 0
20/96 + 0 + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 10: Kollagen Typ II (CIICI), human —fixiert

Abb.14: Kollagen II (Enthesis) Abb.15: Kollagen II (Bandmitte)

3.1.3.3 Primaten

Hier zeigt der Antikdrper CIICI in allen untersuchten Féllen stark positiv markierte
Bandansitze, sowohl ventral wie auch dorsal. In 7 von 9 Fillen findet sich eine spezifische
Farbstoffablagerung in den mittleren Regionen des Bandes, in Form von ,,Spots®, sowohl an
der Gelenkfldche als auch in den tieferen Bandabschnitten. Bei einem dieser 7 Féllen handelt es
sich um ein vom Pavian stammendes Band. Die Farbstoffablagerung war in diesem Fall sehr
schwach. Bei den iibrigen 6 positiven Proben handelt es sich um Béinder, die von Makaken
stammen. In allen markierten Arealen zeigen sich sporadisch intrazellulaire Markierungen in
Zellen die rundliche bis ovale Zellkerne aufweisen und die damit die typische Gestalt von

Chondrozyten zeigen.
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NR. ] Vent. Ans. Mitte Dors. Ans. Knochen
intr.zel. | extra.

Pr.1 + + + + n
Pr.2 + + + n n
Pr.3 + ++ + n n
Pr.4 + + + n n
Pr.5 + + + + n
Pr.6 + + + n n
Pr.7 + n - n n
Pr.8 + (+) + n n
Pr.9 + n + n n

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 11: Kollagen Typ II (CIICI), Primaten — frisch

Abb.16: Kollagen II (Enthesis) ~ Abb.17: Kollagen II (Bandmitte)

3.1.4 Kollagen Typ II1

Der immunhistochemische Nachweis von Kollagen III erfolgt mit zwei
unterschiedlichen Primérantikorpern. Es kommt ein polyklonaler (P3) sowie ein monoklonaler

(4H12) Antikorper zum Einsatz.
3.1.4.1 Human-frisch

Der polyklonale Antikorper gegen Kollagen Typ III zeigt starke Markierungen in allen
untersuchten Béndern. In fast allen Fillen ist die Zellschicht der Gelenkflidche stirker markiert
als die Bandabschnitte. In den iibrigen Bandanteilen zeigt die Farbstoffablagerung eine
gleichmiBige Verteilung. In einem Fall (FR.1) erscheint eine schwichere Markierung im

Bereich der kollagen-I-freien Zone.
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Der monoklonale Antikdrper 4H12 markiert alle untersuchten Bandabschnitte. Im
Gegensatz zu P3 zeigt 4H12 so gut wie keine Reaktion mit der Knochengrundsubstanz. Einzig

die Kittlinien, d.h. die Grenzen zwischen den einzelnen Lamellen erscheinen als diinne positive

Markierungen.
NR. | Vent. | Mitte | Dors. Knochen
intr.zel| extra.
FR.1 + + + 0 0
FR.2| + + + 0 0
FR3| + + + 0 0
FR4| + + + 0 0
FR.5| + + + - -
FR.6| (+) (+) (+) - -
FR.7| + + + 0 0
FR.8| + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 12: Kollagen Typ III (4H12), human — frisch

NR. | Vent. | Mitte | Dors. Knochen
int.zel. | extra.
FR.A + + + + +
FR.2| + + + + +
FR3| + + + + +
FR.4| + + + + +
FR.5| + + + - -
FR.6 + + + - -
FR.7| + + + + +
FR.8| + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 13: Kollagen Typ III (P3), human — frisch

Abb.18: Kollagen Typ III (P3), Enthesis  Abb.19: Kollagen Typ III (P3), Bandmitte
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Abb.20: Kollagen Typ III (4H12), Enthesis Abb.21: Kollagen Typ III (4H12), Bandmitte
3.1.4.2 Human-fixiert

Alle Bandabschnitte weisen positive Farbstoffablagerungen mit dem polyklonalen
Antikorper P3 auf. In 5 von 8 Fillen erscheinen einzelne Bereiche im Knochen schwach positiv

markiert. Auch vereinzelte Osteozyten scheinen spezifisch durch den Antikorper P3 erfasst zu

werden.
NR. Vent. Mitte Dors. Ans. Knochen
int.zel. extra.

137/96 + + + + +
74/96 + + + - -
108/96 + + + + +
17/96 + + + (+) (+)
87/96 + + + 0 (+)
40/96 + + + + +
15/96 + (+) (+) 0 0
20/96 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 14: Kollagen Typ III (P3), human - fixiert

Abb.22: Kollagen Typ III (P3), human — fixiert, Markierung im Band
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3.1.4.3 Primaten

Kollagen III findet sich in allen untersuchten Féllen und in allen Bandabschnitten
sowohl mit (P3, Tab.15a) als auch mit (4H12, Tab.15b). Die Markierung hat einen
kontinuierlichen Verlauf, und eine Intensitit die von stark bis sehr stark schwankt. Der
Knochen zeigt in den meisten mit dem polyklonalen Antikdrper behandelten Féllen eine
zwischen schwach und stark variierende positive Farbung der extrazelluldren Matrix. In 3 von 8
Fdllen finden sich eindeutig markierte Osteozyten in den positiv gefarbten kndchernen
Regionen. Die monoklonale Markierung ist intrazellulédr stark (Osteozyten) in 6 von 8 Fillen

ausgepragt. Es findet sich meistens auch eine schwache extrazellulare Markierung.

Grundsitzlich fillt auf, dass der monoklonale Antikorper 4H12 Primatenknochen

deutlich positiv markiert, wiahrend menschlicher Knochen (bis auf die Kittlinien) nicht markiert

wird.
NR.‘ Vent. ‘ Mitte ‘ Dors. Knochen
intr.zel | extra.
Pr.1 + + + + (+)
PI'_2 + + + + +
PI'_3 + + + + +
Pr.4 + + + 0 (+)
Pr.5 + + + + +
Pr.6 + + + + (+)
Pr.7 + + + 0 0
Pr8| + . . (+) (+)

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 15a: Kollagen Typ III (4H12), Primaten - frisch

NR.| Vent. Mitte Dors. Knochen
intr.zel | extra.
Pr.1 + + + + +
Pr.2 + + + + +
Pr.3 + + + 0 (+)
Pr.4 + + + 0 (+)
Pr.5 + + + + +
Pr6| + + + - -
Pr.7 + + + 0 0
Pr.8 + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 15b: Kollagen Typ III (P3), Primaten - frisch
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3.1.5 Kollagen Typ V (3C9)

3.1.5.1 Human-frisch & Primaten

Kollagen V (3C9) ist in den gelenknahen Bandanteilen als vorwiegend zelluldre
Markierung prédsent. Im Band finden sich sporadisch einzelne positive Areale. Osteozyten

bleiben ohne Markierung. Dieses Verteilungsmuster ist sowohl in humanem als auch in

Primaten Gewebe zu finden.

Abb.25: Kollagen Typ III (4H12), Enthesis

Abb.26: Kollagen Typ III (4H12), Bandmitte

NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 + + + 0 0
FR.2 + + + 0 0
FR.3 + + + 0 0
FR.4 + + + 0 0
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + - -
FR.7 + + + 0 0
FR.8 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 16: Kollagen Typ V (3C9+HC), human — frisch
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Abb.27: Kollagen V (Enthesis) human Abb.28: Kollagen V (Bandmitte) human

NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen

intr.zel.| extra.
0

Pr.1 (+)
Pr.2
Pr.3
Pr.4
Pr.5
Pr.6
Pr.7
Pr.8 +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden
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Tabelle 17: Kollagen Typ V (3C9+HC), Primaten - frisch

Abb.29: Kollagen V (Enthesis) Primat Abb.30: Kollagen V (Bandmitte) Primat
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3.1.6 Kollagen Typ VI

3.1.6.1 Human-frisch

Kollagen VI ist in allen Féllen nachweisbar. Die Verteilung zeigt keine regionalen
Unterschiede zwischen den einzelnen Bandabschnitten; die Farbintensitdt schwankt zwischen
stark und sehr stark. Lediglich die extrazelluldre Matrix des Knochens der Enthesis zeigt keine
Markierung, allerdings weisen hier einige Osteozyten eine deutliche Markierung fiir Kollagen

Typ VI auf.

NR.|Vent. Ans.| Mitte | Dors. Ans. Knochen
int.zel. | extra.
FR.A + + + + 0
FR.2 + + + + 0
FR.3 + + + + 0
FR.4 + + + + 0
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + - -
FR.7 + + + + 0
FR.8 ++ ++ ++ + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 18: Kollagen Typ VI (5C6), human — frisch
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Abb.30: Kollagen VI, Enthesis ~ Abb.31: Kollagen VI, Bandmitte

3.1.6.2 Human-fixiert

Die positive Markierung aller Bandabschnitte ist auch hier erkennbar. Das

Farbungsmuster und die Farbintensitit war identisch im Vergleich zu den nur in Methanol
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fixierten Schnitten. Auch der Knochen zeigt eine starke intrazellulire Markierung

Osteozyten und in den meisten Féllen (5 von 8) eine eher schwache extrazelluldre Farbung.

NR. |Ven.An.| Mitte | Dor. An.| Knochen
int.zel. | extra.

137/96 + + + + 0
74/96 (+) (+) (+) + +
108/96 + + + + +
17-96 + + + - -
87-96 + + + + 0
40-96 + + + + (+)
15/96 + + + + +
20-96 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

3.1.6.3 Primaten

Tabelle 19: Kollagen Typ VI (5C6), human - fixiert

der

Auch bei den Primaten zeigt der Antikorper gegen Kollagen VI eine eindeutige

Farbstoffablagerung in allen untersuchten Abschnitten. Die kontinuierliche Markierung der

extrazelluliren Matrix des Bandes wird durch die Markierung der Fibrozyten ergidnzt. Auch in

der Zellschicht der gelenkzugewandten Fliche finden sich spezifische Farbstoffdepositionen

sowohl intrazelluldr als auch perizelluldr. Die untersuchten Abschnitte des Knochens zeigen

spezifische Markierungen, die nicht nur auf die Osteozyten begrenzt sind, sondern in 6 von 9

Fillen auch Regionen der extrazelluldren Matrix erfassen.
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NR.|Ven.An.| Mitte | Dor.An.| Knochen
intr.zel.| extra.
Pr1] + + + + 0
Pr2| + + + + 0
Pr.3 + + + + +
Pr4| + + + 0 (+)
Pr.5 + + + + +
Pr6] + + + + 0
Pr.7 + + + + +
Pr.8 + + + + (+)
Pr.9 + + + + (+)

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 20: Kollagen Typ VI (5C6), Primat - frisch
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Abb.33: Kollagen VI, Bandmitte Abb.34: Kollagen VI, Enthesis

3.1.7 Kollagen Typ IX (DI1-9+ChABC)

3.1.7.1 Human-frisch & Primaten

Kollagen IX (D1-9) ist im Band extrazelluldr und auch in einigen Fibrozyten zu finden.
Die hdufigsten Markierungen sind in den gelenknahen Schichten des Bandes nachzuweisen.
Der Knochen ist extrazellulir und mit wenigen markierten Osteozyten schwach positiv
markiert. Dieses Markierungsmuster wiederholt sich in allen Primaten-Béndern. Es fehlt jedoch

in zwei menschlichen Bindern, die keine Reaktion aufweisen.
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NR.|Ven. An.| Mitte |Dor. An.| Knochen
int.zel. |extra.
FR.1 (+) + + + (+)
FR.2 + + + 0 0
FR.3 + + + + (+)
FR.4 + + + + +
FR.5 0 0 0 - -
FR.6 0 0 0 0 0
FR.7 + + + + (+)
FR.8 + + + + (+)

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 21: Kollagen Typ IX (D1-9), human - frisch

NR.|Ven. An.| Mitte |Dor. An.]| Knochen
int.zel. | extra.
Pr.1 + + + + +
Pr.2 + + + + +
Pr.3 + + + + +
Pr.4 + + + + +
Pr.5 + + + + +
Pr.6 + + + + +
Pr.7 + + + + +
Pr.8 + + + + +
Pr.9 + + + + (+)

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 22: Kollagen Typ IX (D1-9), Primaten - frisch
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Abb.35: Kollagen IX (Bandmitte) human Abb.36: Kollagen IX (Bandmitte) Primat
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3.2  Glycosaminoglycane

Keratan-, Dermatan- und Chondroitin-4-sulfat finden sich in praktisch allen
untersuchten Bandregionen. Chondroitin-6-sulfat dagegen findet sich mit stark schwankender
Intensitit der Markierung bevorzugt in den sesamoiden Faserknorpeln und den Faserknorpeln
der knochernen Anheftungsstellen (Abb. 47 und 48).

Bei den Primatenbdndern findet sich prinzipiell die gleiche Verteilung der

verschiedenen Antigene wie bei den humanen Préparaten (Abb. 49 und 50).

3.2.1 Chondproitin-4-sulfat

3.2.1.1 Human-frisch

Eine positive Markierung der mit den Antikorper 2B6 und dem Enzym Chondroitinase
AC (2B6+ChAC) behandelte Binder ist in allen Bandzonen zu finden. Der Knochen zeigt
nahezu keine Markierung (in 1 von 8 Fillen ist eine schwache Farbung zu erkennen) im extra-

und perizelluldren Bereich. Dafiir finden sich in 4 von 7 Fillen Markierungen der Osteozyten.

NR.|Vent. Ans.| Mitte | Dors. Ans. Knochen
int.zel. | extra.

FR.1 + + + 0 0
FR.2 + + + + (+)
FR.3 + + + + 0
FR.4 0 0 0 0 0
FR.5 + + + R i

FR.6 + + + 0 0
FR.7 + + + + 0
FR.8 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 22: Chondroitin-4-sulfat (2B6+ChAC), human — frisch

Abb.37: Chondroitin-4-sulfat, Enthesis
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Abb.38: Chondroitin-4-sulfat, Bandmitte
3.2.1.2 Primaten

Chondroitin-4-sulfat (2B6+ChAC) findet sich in allen untersuchten Primaten-Béndern.
Die Markierung ist in der Regel homogen verteilt. Im Knochen ist in 7 von 9 Fillen sowohl

extra- als auch intrazelluldr eine Markierung vorhanden.

NR.[Ven.An.| Mitte | Dor.An.] Knochen
intr.zel.| extra.
Peal () [ () [ 0 | 0o [ 0
Pr.2 + + + + +
Pr.3 + + + + +
Pr.4 + + + + +
Pr.5 + + + + (+)
Pr.6 + + + + +
Pr7| + + + 0 0
Pr.8 + + + + (+)
Prof ) [ ( [ 0 | + [ 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 23: Chondroitin-4-sulfat (2B6+ChAC), Primaten — frisch
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Abb.39: Chondroitin-4-sulfat - Markierung (Enthesis)

3.2.2 Chondproitin-4-sulfat & Dermatansulfat

3.2.2.1 Human-frisch

Chondroitin-4-sulfat
Enzymvorbehandlung mit Chondroitinase ABC) sind in allen Bandabschnitten aber auch im

Knochen sowohl intra- als auch extrazelluldr zu finden. Nur ein Band zeigte keine Reaktion

& Dermatansulfat

nach der Behandlung mit 2B6+ChABC.

(Antikorper

2B6

Abb.40: Chondroitin-4-sulfat - Markierung (Bandmitte)

NR.|Vent. Ans.| Mitte |[Dors. Ans.| Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 + + + + (+)
FR.2 + + + + +
FR.3 ++ ++ ++ + +
FR.4 0 0 0 0 0
FR.5 + + + - -
FR.6 ++ ++ ++ + +
FR.7 ++ ++ ++ + 0
FR.8 + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 24: Chondroitin-4-sulfat + Dermatansulfat (2B6+ChABC), human — frisch
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Abb.41: Chondroitin-4-sulfat & Dermatansulfat (Enthesis)

Abb.42: Chondroitin-4-sulfat & Dermatansulfat (Band)
3.2.2.2 Primaten
In den Primaten-Béndern zeigt sich das gleiche Bild der Markierung wie bei den

Béndern humanen Ursprungs. Lediglich im Knochen ist die Markierung schwécher ausgeprigt,

aber dennoch in 8 von 9 Fillen zu finden.

NR.|Ven.An.| Mitte |Dor.An.| Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + + (+)
Pr.2 + + + + +
Pr.3 + + + + +
Pr.4 + + + + +
Pr.5 + + + + (+)
Prel - [ & [ & & [ @
Pr.7 + + + 0 0
Prgl () [ ) | & | 0o [ (¢
Pr.9 + + + + +

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 25: Chondroitin-4-sulfat + Dermatansulfat (2B6+ChABC), Primaten — frisch

38



Abb.43: Chondroitin-4-sulfat & Dermatansulfat (Enthesis)

Abb.44: Chondroitin-4-sulfat & Dermatansulfat (Band)

3.2.3 Natives Epitop von Chondroitin-6-sulfat (3B3-)

3.2.3.1 Human-frisch

In 5 von 8 Fillen zeigt sich eine schwache bis méBige Farbung, die ausschlieBlich im
Band zu finden ist und teilweise nur die der Gelenkfliche zugewandte Seite markiert. Die

untersuchten knochernen Anteile reagieren negativ.

NR.|Ven.An.| Mitte [ Dor. An.| Knochen
int.zel. | extra.
FR.A1 + 0 + 0 0
FR.2 0 0 0 0 0
FR.3 + + (+) 0 0
FR.4 0 + + 0 0
FR.5 0 + 0 - -
FR.6 0 + + 0 0
FR.7 0 0 0 0 0
FR.8 0 0 0 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 26: (3B3-) natives Epitop von Chondroitin-6-sulfat, human — frisch
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Abb.45: Natives Epitop von Chondroitin-6-sulfat

3.2.3.2 Primaten

Auch in den aus Primaten entnommenen Bénder ist eine schwache positive Markierung

zu finden (4 von 9 Fillen), die allerdings nur sporadisch auftritt.

NR.|Ven.An.| Mitte | Dor.An.] Knochen
intr.zel.|extra.
Pr.1 0 0 0 0 0
Pr.2 0 0 0 0 0
Pr3] (%) (+) (+) 0 0
Prd4| (4) (+) (*) 0 0
Pr.5| (4) (+) (*) 0 0
Pr.6] (+) (*) (+) 0 0
Pr.7 0 0 0 0 0
Pr.8 0 0 0 0 0
Pr.9 0 0 0 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 27: (3B3-) natives Epitop von Chondroitin-6-sulfat, Primaten - frisch

Abb.46: Natives Epitop von Chondroitin-6-sulfat (Bandmitte)
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3.2.4 Chondroitin-6-sulfat (3B3+ChABC)

3.2.4.1 Human-frisch

Nach Enzymvorbehandlung mit Chondroitinase ABC findet sich Chondroitin-6-sulfat
bei allen untersuchten Biander im Bereich der Enthesis aber auch in Bandmitte vorwiegend
nahe der mit dem Femurkopf artikulierenden Zone. In 4 von 8 Fillen sind einzelne,

intrazelluldar markierte Osteozyten zu finden.

NR. | Ven. An.| Mitte | Dor. An. Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 + + + + 0
FR.2 + + + 0 0
FR.3 + + + + 0
FR.4 + + - + (+)
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + + 0
FR.7 + + + 0 0
FR.8 + 0 + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 28: Chondroitin-6- Sulfat (3B3+ChABC), human - frisch

- S & R g o z - ~ - e

Abb.47: Chondroitin-6-sulfat (Enthesis)  Abb:48: Chondroitin-6-sulfat (Band)
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3.2.4.2 Primaten

Hier finden sich in allen Bandanteilen positive Markierungen fiir Chondroitin-6-sulfat.

Der Knochen zeigt keine positive Markierung.

NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + 0 0
Pr.2 + + + 0 0
Pr.3 + + + 0 0
Pr.4 + + + 0 0
Pr.5 + + + 0 0
Pr.6 + + + 0 0
Pr.7 + (+) (+) 0 0
Pr8| (+) (+) (+) 0 0
Pr.9 (+) 1] (+) 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 29: Chondroitin-6- sulfat (3B3+ChABC), Primaten - frisch

Abb.49: Chondroitin-6-sulfat (Enthesis) ~ Abb.50: Chondroitin-6-sulfat (Band)
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3.2.5 Chondroitin-6- sulfat (“oversulphated”) (7D4)

3.2.5.1 Human-frisch

Die Markierung mit den Antikdrper 7D4 zeigt in 6 von 8 Féllen eine Markierung, die
vorwiegend in der Bandmitte zu finden ist. Die Anheftungsstellen des Bandes sind in 5 von 8

Féllen schwach positiv markiert.

NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
FR.1 + + + 0 0
FR.2 + + + 0 0
FR.3 + + + 0 0
FR.4 0 0 - 0 0
FR.5 0 + 0 - -
FR.6 0 + 0 0 0
FR.7 0 0 0 0 0
FR.8 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 30: Chondroitin-6- sulfat (“oversulphated”) (7D4), human - frisch

» \
- -
i v v
£ ’/‘, ‘
Abb.51: Chondroitin-6-sulfat,,oversulphated* Abb.52:  Chondroitin-6-sulfat  ,,oversulphated*
Enthesis Band

3.2.5.2 Primaten

Hier zeigte sich das gleiche Bild mit 8 positiven von insgesamt 9 untersuchten Béndern.
Dariiber hinaus sind auch wenige, positiv markierte Osteozyten zu finden, die extrazelluldre

Matrix des Knochens ist negativ.

43



NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + + 0
Pr.2 (#) (+) (+) + 0
Pr.3 (+) + (+) + 0
Pr.4 (+) (+) (+) 0 0
Pr.5 + + + 0 0
Pr.6 0 0 0 + 0
Pr.7 + + + 0 0
Pr.8 + + + + 0
Pr.9 0 + 0 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 31: Chondroitin-6- sulfat (“oversulphated”) (7D4), Primaten - frisch

v

Abb.53: Chondroitin-6-sulfat ,,oversulphated*

Enthesis

3.2.6 Keratansulfat (5D4)

3.2.6.1 Human-frisch & Primaten

/
""‘&‘;’.‘"&“«5_ 3
=

) \."{”/‘ \

Abb.54: Chondroitin-6-sulfat ,,oversulphated
Band

Keratansulfat (5D4) findet sich in allen untersuchten Proben mit einer homogenen,

starken bis sehr starken Markierung in allen Bandanteilen. Die untersuchten kndchernen

Anteile der Anheftungszonen zeigen eine Markierung der Osteozyten, die nur in 1 von 8

humanen und in 1 von 9 Primaten Biandern nicht zu beobachten ist.
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NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
FR.1 + + + + (+)
FR.2 + + + + (+)
FR.3 + + + + +
FR.4 + + + + +
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + + (+)
FR.7 + + + + 0
FR.8 + + + + (+)

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 32: Keratansulfat (5D4), human - frisch

o war™ ™, >

Abb.55: Keratansulfat (Enthesis) human Abb.56: Keratansulfat (Band) human

NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.

Pr.1 + + + + (+)
Pr.2 + + + + (+)
Pr.3 + + + + (+)
Pr.4 + + + + (+)
Pr.5 + + + + (+)
Pr.6 + + + + (+)
Pr.7 + + + 0 0

Pr.8 + + + + (+)
Pr.9 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 33: Keratansulfat (5D4), Primaten - frisch
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Abb.57: Keratansulfat (Enthesis) Primaten =~ Abb.58: Keratansulfat (Band) Primaten

3.3  Proteoglycane und Glycoproteine

Eine Markierung fiir Versican und Tenascin findet sich bevorzugt in den
zugsehnentypischen, weniger knorpeligen Regionen des Bandes (Abb. 67, 68, 71 und 72). Im
Gegensatz dazu lassen sich Aggrecan und Link Protein nur in den faserknorpeligen Arealen
erkennen (Abb. 59, 60, 63 und 64). Wenn vorhanden, ist die Markierung fiir Aggrecan und
Link Protein meist mehr oder weniger diffus {liber die extrazelluldre Matrix verteilt. In einigen
sehr deutlich ausgeprigten Faserknorpeln zeigt sich aber auch ein perizelluléres
Markierungsmuster, welches dann dem Muster fiir Chondroitin-6-sulfat besonders &dhnlich

erscheint.

Bei den Primatenbidndern findet sich prinzipiell die gleiche Verteilung der

verschiedenen Antigene wie bei den humanen Préparaten.

3.3.1 Aggrecan (1C6+ChAC)

3.3.1.1 Human-frisch & Primaten

Aggrecan (1C6+ChAC) lasst sich in allen untersuchten Bandanteile mit
unterschiedlicher Intensitit der Markierung nachweisen. In einzelnen Fillen (in 3 von 8
Humanpréparaten, bzw. in 3 von 9 Primatenpréparaten) waren auch Osteozyten im Bereich der

Anheftungsstellen positiv markiert.
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NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
FR.1 + + + + 0
FR.2 + + + 0 0
FR.3 0 0 (+) - -
FR.4 + + + + 0
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + 0 0
FR.7 + + + + 0
FR.8 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 34: Aggrecan (1C6+ChAC), human — frisch

-
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Abb.59: Aggrecan (Enthesis) human Abb.60: Aggrecan (Band) human

NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.A + 0 + + 0
Pr.2 + + + 0 0
Pr.3 + + + 0 0
Pr.4 + + + 0 0
Pr.5 + + + 0 0
Pr.6 + + + 0 0
Pr.7 + + + - -
Pr.8 + + + + 0
Pr.9 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 35: Aggrecan (1C6+ChAC), Primaten — frisch
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Abb.61: Aggrecan (Enthesis) Primat Abb.62: Aggrecan (Band) Primat

3.3.2 Link Protein (844+ChAC)

3.3.2.1 Human-frisch & Primaten

Link Protein findet sich in allen untersuchten Bédndern, vor allem im Bereich der
Enthesis sowie in Bandmitte an der dem Femurkopf zugewandten Seite. Im Knochen der
humanen Binder findet sich bei humanen Prédparaten keine Markierung, wahrend bei den

Priaparaten von Primaten in 4 Fillen eine vorwiegend intrazelluldre Markierung der Osteozyten

auftritt.
NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
FR.1 + + + 0 0
FR.2 + + + 0 0
FR.3 + + + 0 0
FR.4 0 0 + 0 0
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + 0 0
FR.7 + + + 0 0
FR.8 + + + 0 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 36: Link Protein (§A4+ChAC), human — frisch
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Abb.63: Link Protein (Enthesis) human ~ Abb.64: Link Protein (Band) human

NR.| Ven. An.| Mitte Dor. An. [ Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + 0 + 0 0
Pr.2 + + + + 0
Pr.3 + + + 0 0
Pr.4 + + + 0 0
Pr.5 + + + 0 0
Pr.6 + + + + 0
Pr.7 + + + - -
Pr.8 + + + + 0
Pr.9 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 37: Link Protein (§A4+ChAC), Primaten — frisch

Abb.65: Link Protein (Enthesis) Primat Abb.66: Link Protein (Band) Primat
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3.3.3 Versican (12C5+ChAC)

3.3.3.1 Human-frisch

Obwohl sich keine Markierung der extrazelluldiren Matrix des Knochens findet, sind
nahezu alle Osteozyten und auch ihre Lakunen stark positiv markiert. Im Band findet sich eine
mifBig starke Markierung in allen Bandabschnitten, wobei die Markierung im Bereich

prominenter Faserknorpel etwas schwicher ausfillt.

NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 + + + + 0
FR.2 + + + + 0
FR.3 + + + + 0
FR.4 0 0 0 0 0
FR.5 + + + + 0
FR.6 + + + + 0
FR.7 + + + + 0
FR.8 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 38: Versican (12C5+ChAC), human — frisch
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Abb.67: Versican (Enthesis) human Abb.68: Versican (Band) human
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3.3.3.2 Primaten

Grundsitzlich findet sich eine dhnliche Markierung des Knochens wie bei humanen
Praparaten. Im Band findet sich eine kontinuierliche méBig starke Markierung in allen
Abschnitten. In einem Band (Pr.7) reagiert die faserknorpelreiche Region fast gar nicht positiv
fiir Versican (12C5).

NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + ++ 0
Pr.2 + + + + 0
Pr.3 + + + + 0
Pr.4 + + + + 0
Pr.5 + + + + 0
Pr.6 + + + ++ 0
Pral () (+) (+) + [0
Pr.8 + + + ++ 0
Pr.9 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 39: Versican (12C5+ChAC), Primaten — frisch
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3.3.3 Tenascin (T2H5+ChAC)

3.3.3.1 Human-frisch

In allen Bandbereichen findet sich eine gleichmiBige Markierung der extrazelluldren
Matrix. Wie auch bei Versican findet sich in den meisten Fallen (7 von 8) keine extrazelluldre

Knochenmarkierung und nur eine mafige Markierung der Osteozyten.

NR. | Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 + + + + 0
FR.2 + + + + (+)
FR.3 + + + + 0
FR.4 0 0 0 0 0
FR.5 (+) + (+) + 0
FR.6 + + + + 0
FR.7 + + + + 0
FR.8 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 40: Tenascin (T2H5+ChAC), human - frisch

Abb.72: Tenascin (Band) human

Abb.71: Tenascin (Enthesis) human

3.3.3.2 Primaten

Ahnlich wie bei den humanen Priparaten zeigt sich eine miBige meist homogene
Markierung in allen untersuchten Bandabschnitten. Es ist praktisch keine extrazelluldre
Markierung des Knochens erkennbar (8 von 9) statt dessen jedoch eine positive Markierung der

Osteozyten.
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NR.| Ven. An. Mitte Dor. An. Knochen
intr.zel.| extra.
0

Pr.
Pr.2
Pr.3
Pr.4
Pr.5
Pr.6
Pr.7
Pr.8 + + + +

||+ ]|+
|||+ ]+ +
+ |+ |||+ +
+ |+ |+ |+ +

+|0|0|0O|O|O|O

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 41: Tenascin (T2H5+ChAC), Primaten - frisch
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Abb.73: Tenascin (Enthesis) Primat Abb.74: Tenascin (Band) Primat
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3.3.4 Vimentin (AMF 17-b)

3.3.4.1 Human-frisch & Primaten

Alle Préparate zeigen eine deutliche zelluldire Markierung in praktisch allen
untersuchten Bandarealen. Es werden auch vereinzelte Osteozyten markiert. Die zelluldre
Markierung scheint in den faserknorpeligen Regionen besonders kriftig ausgeprigt zu sein.

Dies gilt gleichermafen fiir Mensch und Primat.

NR. [Ven. An.| Mitte |Dor. An.[ Knochen
int.zel. | extra.
FR.1 + + + + 0
FR.2 + + + + 0
FR.3 + + + + 0
FR.4 + + + + 0
FR.5 + + + - -
FR.6 + + + - -
FR.7 + + + + 0
FR.8 + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 43: Vimentin (AMF 17-b), human - frisch

NR.| Ven. An.| Mitte | Dor. An.] Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + + 0
Pr.2 + + + + 0
pr3| + + + + 0
Pr.4 + + + + 0
Pr5| + + + + 0
Pré| + + ¥ ¥ 0
pr7|  + + + + 0
Pr8| + + ¥ ¥ 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 44: Vimentin (AMF 17-b), Primaten — frisch
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Abb.77 Vimentin (Band) human

3.3.5 CD44 (human hyaluronate receptor, H4C4)

3.3.5.1 Human-frisch & Primaten

Abb.78: Vimentin (Band) Primat

Der Antikorper H4C4, der den humanen Hyaluronatrezeptor erkennt, markiert viele

Fibrozyten und deren Lakunen. Die Markierung zeigt eine streifige Verteilung im Band und

fehlt in 3 der 8 untersuchten humanen Praparate. Im Knochen zeigt sich nur eine intrazelluldre

Markierung. Die Bander der Primaten zeigen das gleiche Markierungsmustermuster.

NR. [Ven. An.| Mitte [ Dor. An.| Knochen
int.zel. | extra.
FRA| + " + ¥ 0
FR2| =+ ¥ ¥ ¥ 0
FR3| + ¥ ¥ ¥ 0
FR4[ 0 0 0 0o | o
FR5| + n " i i
FR6| + ¥ ¥ i i
FR.7 + + + + 0
FR8| =+ ¥ ¥ ¥ 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 45: CD44 (human hyaluronate receptor, H4C4), human - frisch
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NR.| Ven. An. [ Mitte | Dor. An.| Knochen
intr.zel.| extra.
Pr.1 + + + + 0
Pr2| + + + + 0
Pr3| + + + + 0
Pr4| + + + + 0
Pr5| + + + + 0
Pr6| + + + + 0
Pr.7 + + + + 0
Pr8| + + + + 0

0 = kein Nachweis, (+) = schwacher Nachweis, + = normaler Nachweis, - = nicht vorhanden

Tabelle 46: CD44 (human hyaluronate receptor, H4C4), Primaten -frisch

Abb.80: CD44 (human hyaluronate receptor), (Band) human
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Abb.81: CD44 (human hyaluronate receptor), (Enthesis) Primat

Abb.82: CD44 (human hyaluronate receptor), (Band) Primat
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4 Diskussion

4.1 Wahl der geeigneten Markierungsmethode

Um einen histologischen Uberblick iiber die zu untersuchenden Regionen zu gewinnen,
wurden zu Beginn der Untersuchung zwei in Formalin fixierte Bénder (mit ihren kndchernen
Anheftungsstellen) aus Priparaten des anatomischen Prédparierkurses entnommen. Nach der
Entkalkung wurden 12um dicke Kryoschnitte angefertigt und mit der gleichen
immunhistologischen Féarbemethode behandelt wie spiter alle anderen Préparate. Es zeigte
sich, dass Formalin ein gewebevertragliches Fixativ ist, welches eine gute Penetration in das
Gewebe zeigt. Allerdings zeigte sich auch, dass die vorangegangene langandauernde Fixierung
mit Formalin (ca.1,5- 2 Jahre) die immunhistochemische Markierung der Epitope nahezu aller
Antigene schwer beeintrachtigt, bzw. ginzlich unmoglich macht. Nach bisherigem
Kenntnisstand geschieht dies aufgrund einer Vernetzung der Aminosduren der Proteine durch
Bildung von Methylenbriicken (French et al. 1945, Boskey et al. 1982). Zudem kommt es bei
den formalinfixierten Proben im Verlauf der immunhistochemischen Férbung zu einer
massiven Hintergrundreaktion, was die Beurteilung der Priparate sehr erschwert. Verschiedene
Autoren (Caron & Banks 1979) haben versucht, mit einer speziellen Postfixation diese
unspezifische Hintergrundfarbung bei formalinfixiertem Gewebe zu dampfen. Entsprechend
diesen Empfehlungen haben wir die Schnitte von formalinfixiertem Gewebe vor der
immunhistochemischen Markierung gesondert vorbehandelt. Hierfiir wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur fiir 30 min. in Bouin'scher Losung inkubiert. Danach erfolgte die
Auswaschung in 90% Methanol (2x15min) und in PBS (2x15min). Die Zeiten wurden durch
eigene Vorversuche bestimmt und fiir die ganze Versuchsreihe mit fixierten Préparaten
iibernommen. Nach dieser Behandlung war die Hintergrundfarbung deutlich reduziert, konnte
aber dennoch nicht ganz ausgeschaltet werden. Somit zeigte sich im Rahmen der Vorversuche
sehr friih, dass bei fiir lingere Zeit in Formalin fixierten Préparaten keine sinnvolle Auswertung
der Markierungen der Glycosaminoglycane und Proteoglycane moglich ist. Aus diesem Grund
wurden nur einige Kollagen-Antikorper am formalinfixierten Material verwendet, dabei handelt

es sich vorwiegend um Antikdrper gegen Kollagen Typ I, 11, III und VI.

Ein weiteres Problem besteht bei der Erzeugung der Kryoschnitte selbst. Hier kommt es
oft zu ZerreiBung, Stauchung und mangelhafter Adhésion der formalinfixierten Schnitte auf

den Objekttragern, aufgrund des Schrumpfungsprozesses wihrend der Fixierung mit Formalin.
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Diese Probleme traten bei den frisch entnommenen und nur mit Methanol fixierten

Béndern in wesentlich geringerem Umfang auf.

4.2 Humane formalinfixierte Ligg. transversa acetabuli

In dieser Versuchsgruppe ist nur eine begrenzte Zahl von Primédrantikdrpern gegen
Kollagene wuntersucht worden (Kollagen Typ I, 1I, III, IV, VI). Die extreme
Maskierung/Zerstorung der Epitope durch die Fixierung mit Formalin aber auch die
mangelhafte Adhésion der Kryoschnitte auf den Objekttragern schriankten die Verwendbarkeit
dieser Priparate deutlich ein. Trotzdem lassen sich die Ergebnisse mit denen der Versuchsreihe
mit frischen Priparaten vergleichen. Im Bereich der Enthesis des Bandes fanden sich
faserknorpelige Formationen die sich bis zur Mitte des jeweiligen Banddrittels erstreckten.
Auch in mittleren drittel des Bandes konnte Faserknorpel isoliert werden, dieser trat jedoch
begrenzt und in den gelenknahen Bandanteilen auf. Die Existenz des Faserknorpels konnte

durch den Nachweis von Kollagen II bestétigt werden.

Die Interpretation dieser Befunde fiihrt zu der Annahme der Druckbelastung der
Bandmitte durch das Caput femoris und der Zugbeanspruchung der Ansétze. Diese Verformung
des Lig. transversum acetabuli entsteht bei Belastung des Hiiftgelenkes wie biomechanische

Untersuchungen beschreiben (Lohe et al. 1994,1996), (Lazennec et al. 1997).

4.3  Frische humane Ligg. transversa acetabuli

Die hier erhobenen Befunde zeigen, dass im mittleren, gelenkflachennahen Teil des Lig.
transversum acetabuli ein kleiner sesamoider Faserknorpel vorliegt. Bei allen untersuchten
Béndern findet sich an der Innenseite in Bandmitte im Bereich der Kontaktzone mit dem
Hiiftkopf ein durch Zellmorphologie und Zusammensetzung der extrazelluldren Matrix
charakterisierter, sesamoiden Faserknorpel. Zusitzlich finden sich an beiden kndchernen
Anheftungsstellen kréftig ausgeprigte Enthesis Faserknorpel. Alle iibrigen Bandregionen
zeigen straffes, faserreiches Gewebe, wie es fiir Sehnen und Béander typisch ist. Die Anordnung
der verschiedenen Gewebe ist in Abbildung 4 dargestellt. Obwohl die GroBe des sesamoiden
Faserknorpels zwischen den einzelnen Donatoren sehr stark schwankt, ist seine Existenz doch

immer nachweisbar.
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Die immunhistochemischen Befunde unterstiitzen damit die Schlussfolgerungen, die
sich aus den biomechanischen Daten vom Lohe et al. (1994, 1996), Lazennec et al. (1997) und
Vandenbussche et al. (1999) ergeben. Entsprechend dieser Vorstellungen ist das Lig.
transversum acetabuli bei Belastung des Hiiftgelenkes einer lokalen Druckbeanspruchung
ausgesetzt, welche entweder durch das Auseinanderweichen der Horner der Facies lunata
zustande kommt, und/oder als Folge der leichten Inkongruenz der artikulierenden Fldchen des
Hiiftgelenkes betrachtet wird. In beiden Fillen wiirde dabei das Lig. transversum acetabuli

gegen die Gelenkfldche des Caput femoris gepresst (Abb. 83)

Knochan Knochen
) T Bandmitte Ly
R b
= F_'K FE-
Gelenknahe Fliche
Ansatz Ansatz

Abb.83: Faserknorpel in Lig. transversum acetabuli (FK: Faserknorpel)

Die hier erhobenen Befunde erlauben allerdings keinerlei Aussage iiber das Ausmal} der
lokalen Druckbeanspruchung des Bandes. Im Vergleich mit anderen Sehnen und Bindern ist
das Lig. transversum acetabuli deutlich faseriger als beispielsweise das Lig. transversum
atlantis (Milz et al. 1999), jedoch noch knorpeliger als z.B. die Sehne des M. extensor pollicis
longus im Bereich ihrer Umlenkung am Tuberculum dorsale des Radius (Benjamin et al. 1995).
Das Lig. transversum acetabuli weist eine kleinere Anzahl strategisch angeordneter
Faserknorpelzellen an seiner gelenkflichenbildenden Innenseite auf, genau dort wo es in
direktem Kontakt mit dem Femurkopf steht. Diese Beobachtung widerlegt gegenteilige
Aussagen fritherer Autoren (Williams et al., 1995). Dariiber hinaus fand sich zumindest in
einigen Proben eine schwache Markierung fiir Aggrecan und Kollagen Typ II, d.h. fiir
Molekiile die typischerweise im Gelenkknorpel vorkommen und die fiir die
Widerstandsfahigkeit des Gewebes gegen Druckbeanspruchung verantwortlich sein sollen. Wie
Rougley & Lee (1994) feststellen, fiihrt die hohe Ladungsdichte der sulfatierten

Glycosaminoglycane, Chondroitinsulfat und Keratansulfat, die den Hauptanteil des Aggrecans
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ausmachen, zu einer starken Wasserbindung im Gelenkknorpel. Das Aggrecan-Wassergemisch
wird dann durch das faserige Netzwerk der Kollagen II Molekiile (zumindest temporér) an
seinem Ort fixiert. Das in allen Faserknorpelzellen nachweisbare Hyaluronsdure bindende
Protein CD44 (Hyaluronatrezeptor) unterstiitzt diese Wasserbindungsfahigkeit noch zusétzlich
und kann ebenfalls mit Aggrecan reagieren (Fujimoto et al. 2001). Dariiber hinaus weist das
Vorkommen von CD44 (Dowthwaite et al. 1999) in Verbindung mit dem ebenfalls
nachweisbaren Vorkommen von Vimentin auf eine mechanische Beanspruchung der Zellen hin

(Carvalho & Felisbino 1999).

Zusétzlich zum sesamoiden Faserknorpel in Bandmitte fanden sich deutlich ausgeprigte
Enthesisfaserknorpel an beiden kndchernen Anheftungsstellen des Lig. transversum acetabuli.
Dies ist interessant, weil dieses Band nicht, wie viele andere Bénder, iiber ein Gelenk hinweg
zieht und verschiedene Knochen verbindet, sondern weil es statt dessen zwei Teile ein und
desselben Knochens (Os coxae) miteinander verbindet. Dementsprechend konnen
Gelenkbewegungen, die normalerweise zur Richtungsinderung der Kollagenfasern im
Enthesisbereich fiihren, hier nicht auftreten. Damit fehlt zunéchst scheinbar ein Mechanismus
der, durch verstirkte Scherbeanspruchung (,,stress concentration®) an der Anheftungsstelle des
Bandes (Benjamin & Ralphs 1995), normalerweise mit der Bildung und Existenz eines
Enthesisfaserknorpels in Zusammenhang gebracht wird. Allenfalls kann eine geringfligige
Richtungsdnderung des Lig. transversum acetabuli erfolgen, wenn es bei Belastung des
Hiiftgelenkes (durch direkten Druck des Caput femoris auf den Mittelteil des Bandes) unter
starke Zugspannung gesetzt wird. An anderen Stellen des Korpers konnen bei
Gelenkbewegungen sehr starke Richtungsdnderungen (Abknickung, Scherbeanspruchung) von
Sehnen und Bandfasern erfolgen, die zusammen mit der normalen Zugbeanspruchung schon
ausreichen, um die Existenz eines prominenten Enthesis Faserknorpels zu rechtfertigen
(Benjamin et al. 1986; Lewis et al. 1998). Grundsitzlich gilt, je gréBer der Grad der
Abknickung, desto mehr Faserknorpel findet sich (Evans et al. 1990, Benjamin & Ralphs
1995). Ein in diesem Zusammenhang wichtiger Faktor fiir die Existenz eines so kréftigen
Enthesisfaserknorpels im Lig. transversum acetabuli ist vermutlich im ungewohnlich starken
Anstieg der Scherbeanspruchung zu sehen, welcher durch die schnell steigende Zugspannung
im Band hervorgerufen wird. Obwohl der Grad der maximalen Zugspannung im Lig.
transversum acetabuli bisher unbekannt ist, so ist der Wert doch, im Hinblick auf die
gemessenen Langendnderungen bei Belastung des Hiiftgelenkes (Lohe et al. 1994, 1996;

Lazennec et al. 1997; Vandenbussche et al. 1999), vermutlich relativ hoch. Es wire daher in
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diesem Fall denkbar, dass biologisch relevante Scherbeanspruchungen (trotz einer nur
geringfiigigen Auslenkung) als Resultat eines starken Anstieges der Zugbeanspruchung
auftreten und dass dies der eigentliche mechanische Stimulus ist, der fiir die Ausbildung der
Enthesis Faserknorpel verantwortlich ist. Dariiber hinaus tragen zyklische Langenidnderungen
des Bandes bei statischer und dynamischer Beanspruchung (Gehen, Laufen, Springen) sicher
ebenfalls zur Bildung der Faserknorpel bei (Lohe et al. 1994, 1996; Lazennec et al. 1997;
Vandenbussche et al. 1999). Bei jeder Lingendnderung eines Bandes muss dieses
unvermeidlich seinen Durchmesser verringern, eine solche Formverdnderung im Bereich einer
Anheftungsstelle am Knochen muss aber unbedingt vermieden werden, da sonst hier eine
auBBerordentliche Stresskonzentration (besonders von Scherbeanspruchung) die Folge wire.
Diese urspriinglich von Knese und Biermann (1958) vorgetragene ‘“Dehnungsbremsen-
Theorie* des Enthesisfaserknorpels hat bisher wenig Anerkennung gefunden. Unsere
Ergebnisse passen jedoch gut zu diesen Vorstellungen, da das verstirkte Vorkommen von
Aggrecan und Link Protein im Enthesisfaserknorpel des Lig. transversum acetabuli erkldren
konnte (Waggett et al. 1998), wieso an dieser Stelle selbst bei starker Zugbeanspruchung keine
Verringerung des Banddurchmessers erfolgt. Aggrecan mit seinen osmotischen Eigenschaften
setzt einer Verformung durch Druck Widerstand entgegen, indem es grofe Wassermengen
einlagert und wenn ein Band an einer bestimmten Stelle nicht komprimiert werden kann, so
kann es dort auch nicht verformt werden. Somit besteht dann auch kein Grund zur Anderung
des Banddurchmessers.

Klinisch interessant ist die Tatsache, dass zwar in der Literatur hiufig iiber die
Manifestation der juvenilen Form der rheumatoiden Arthritis am Hiiftgelenk berichtet wird
(Witt & McCullough 1994; Spencer & Bernstein 2002), allerdings ein Befall des Lig.
transversum acetabuli nie erwdhnt wird. Dies erstaunt, da das Vorkommen von Kollagen II,
Aggrecan und Link Protein in den Faserknorpeln anderer Bénder mit einer Manifestation der
rheumatoiden Arthritis in Verbindung gebracht werden kann (Milz et al. 2001; Boszczyk et al.
2003). Ursédchlich ist hierfiir vor allem das Vorkommen von Aggrecan und Link Protein in den
Enthesisfaserknorpeln. Diese Molekiile stellen antigene Ziele der Autoimmunreaktion bei
rheumatoider Arthritis dar und konnen eine nicht nur auf die Gelenkknorpel begrenzte

Manifestation erkléren helfen (Guerassimov et al. 1997, 1998; Zhang et al. 1998).
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Vermutlich geht eine mogliche rheumatoide Manifestation im Bereich der Faserknorpel
des Lig. transversum acetabuli im Gesamtgeschehen des rheumatoiden Hiiftgelenkes unter,

bzw. ist von diesem Geschehen diagnostisch nicht abgrenzbar.

4.4  Frische Primaten Ligg. transversa acetabuli

Im Lig. transversum acetabuli aller untersuchten Primaten findet sich ein ,,sesamoider
Faserknorpel im gelenkflichennahen Abschnitt, etwa in der Mitte des Bandes, wie er in
dhnlichen Weise bereits bei den humanen Ligg. transversa acetabuli beobachtet wurde.
Zusitzlich zeigen die immunhistochemischen Befunde ausgeprigte Faserknorpel an beiden
Anheftungsstellen (ventral und dorsal) des Lig. transversum acetabuli, welche in dhnlicher
Anordnung auch bei den menschlichen Bindern gefunden wurden. Obwohl die Verteilung der
sesamoiden Faserknorpel dem gleichen Schema wie beim Menschen folgt, gibt es doch fiir die
untersuchten Primaten spezifische Besonderheiten bei den Befunden. Im Unterschied zu den
Ergebnissen bei humanen Ligg. transversa acetabuli, besitzt der in Bandmitte gelegene,
sesamoide Faserknorpel bei den Primaten meist eine groere flichenhafte Ausdehnung. Aber
auch die Enthesisfaserknorpel aller untersuchten Primaten erscheinen ausgeprégter und reichen
weiter in das Band hinein. In manchen Féllen fusionieren sogar die Markierungen der

Faserknorpel von Bandmitte und Anheftungsstellen.

Kollagen II findet sich in allen Proben im Bereich der Anheftungsstellen aber auch in
Bandmitte im Vergleich zum menschlichen Faserknorpel ist die Markierung kréftiger

ausgeprigt und erstreckt sich liber weitere Areale.

Ein vergleichbares Bild wie bei den menschlichen Prédparaten findet sich fiir

Chondroitin-4-sulfat, Keratansulfat und Dermatansulfat.

So beobachten Flint et al. (1974) am Gelenkknorpel eine hohere Proteoglycan-
konzentration unter Kompression wiahrend Parkkinen et al. (1992) eine verstirkte
Proteoglycansynthese unter dynamischer Kompression zeigten. Gillard et al (1977a,b) fanden
sowohl in druckbelasteten Hautarealen wie auch in druckbelasteten Abschnitten der
Flexorsehnen des Kaninchens deutlich mehr GAG, als in nicht druckbelasteten
Gewebeabschnitten. Erginzend zu diesen Befunden ldsst sich die in allen untersuchten
Bandabschnitten zu findende Markierung fiir Dermatansulfat analog zu Befunden an
Flexorsehnen des Kaninchens (Gillard et al. 1977b) erkliren, wo das Auftreten von

Dermatansulfat mit der Fahigkeit des Gewebes, Zug zu widerstehen, in Zusammenhang
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gebracht wurde. Nach Watanabe et al. (1994) kann damit die im ganzen untersuchten Abschnitt
zu findende Markierung fiir Dermatansulfat als ein Hinweis auf eine im Bandverlauf
gleichmédfig wirksame Zugbeanspruchung gewertet werden, die zur Bildung von grdéBeren,

zugfesten Komplexen aus Hyaluronsdure und Dermatansulfat fiihrt.

Ein Gewebe, welches Druck und Zug zugleich widerstehen muss, ist der menschliche
Meniskus, der ebenfalls hohe Dermatansulfatkonzentrationen aufweist (Roughley and White
1992). In Ubereinstimmung mit den Befunden von Gillard et al. (1977b) zeigten Parry et al.
(1982) beim Kaninchen, dass Dermatansulfat in Flexorsehnen vor allem im zugbeanspruchten
Teil der Sehne vorkommt, wihrend Chondroitinsulfat hauptsichlich in den direkt unter
Kompression stehenden Teilen der Sehne zu finden ist. Hiufig ist hier zusétzlich noch eine
gegeniiber den ausschlielich zugbelasteten Sehnenabschnitten erhdhte Dermatansulfat-
konzentration zu finden (Gillard et al. 1977b). Flint et al. (1982) werten eine hohere
Konzentration an Chondroitinsulfat in den Flexorsehnen der Hand als Zeichen fiir eine lokale
Druckbeanspruchung zusitzlich zu der normalen Zugbeanspruchung. Glycosaminoglycane
werden in Verbindung mit der Entstehung des Faserknorpels gebracht. Die Verteilung der
Markierung des Chodroitin-6-sulfats, das ein wesentlich empfindlicher Marker fiir
Faserknorpelbildung ist, fiihrt uns zu der gleichen Aussage. Jungeira et al. (1981) zeigen, dass
in Strukturen die Kollagen Typ II beinhalten (z.B. hyaliner oder/und Faserknorpel) vorwiegend
Chondroitinsulfate gefunden werden. Man kann diese Interpretation, direkt auf unsere Befunde
an den Ligg. transversa acetabuli ibertragen, da es hier vor allem Kollagen Typ II,
Chondroitin-6-sulfat, Keratansulfat und Dermatansulfat sind, die sich im Bereich der druck-
aber auch zugbelasteten Teile der Bédnder finden. Die Existenz des Chondroitin-6-sulfates
bestdtigt damit die Faserknorpelbildung im Bereich der Enthesis aber auch im Band selbst.
Morphologisch lassen sich diese Teile als sesamoider Faserknorpel vom iibrigen Bandgewebe

gut abgrenzen.

Wir interpretieren das Auftreten des groBeren sesamoiden Faserknorpels bei den
Priparaten von Makaken und Pavianen als Anpassung an die lokale mechanische
Druckbeanspruchung des Bandes durch das Caput femoris. Da der Radius des Acetabulums der
Primaten im Vergleich zum humanen Acetabulum deutlich kleiner ist, ist die Auslenkung des
Lig. transversum acetabuli beim Primaten grofer als beim Menschen. Das Band wird somit an
der Kontaktstelle mit dem Caput femoris einer groferen Druckbeanspruchung ausgesetzt.
Grundsétzlich gilt, je grofer der Grad der Abweichung des Bandverlaufes von der geraden

Verbindung beider Ansatzstellen, desto deutlicher ist der sesamoide Faserknorpel ausgepragt.
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Die ebenfalls stirkere Ausprigung der Enthesisfaserknorpel erkldrt sich analog durch die
groflere Zugbeanspruchung des Bandes, wodurch die Beanspruchung an den Insertionsstellen
ebenfalls steigt. Damit findet sich auch dort mehr Faserknorpel (Evans et al. 1990, Benjamin
und Ralphs 1995).
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4.5 Schlussfolgerung

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, dass das Lig. transversum acetabuli durch das
Caput femoris einer lokalen Druckbeanspruchung ausgesetzt ist, welche in der Folge auch eine
Anspannung des Bandes bewirkt. Die Abschnitte des Lig. transversum acetabuli welche einer
lokalen Druckbeanspruchung unterliegen, zeigen bei Mensch und Tier einen faserknorpeligen
Phanotyp. Die wesentlichen Charakteristika dieses Gewebstyps sind das Vorkommen von
Kollagen Typ II, Chondroitin-6-sulfat, Aggrecan und Link Protein. Diese molekularen
Bestandteile der extrazelluliren Matrix kommen auch in anderen Regionen des menschlichen
Korpers in Faserknorpeln vor und bedingen dort die Drucktoleranz des Gewebes. Eine
vergleichbare Aufgabe kommt diesen Matrixbestandteilen auch in den Faserknorpeln des Lig.

transversum acetabuli beim Mensch und beim Tier zu.
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5 Zusammenfassung

Sowohl beim Menschen wie auch bei verschiedenen Primaten kann im Lig. transversum
acetabuli im Bereich der Kontaktzone mit dem Hiiftkopf ein unterschiedlich stark ausgeprigter
sesamoider Faserknorpel gefunden werden. Dieser weist neben der typischen Morphologie der
Zellen auch eine charakteristische Veranderung der Zusammensetzung der extrazelluldren
Matrix auf molekularer Ebene auf. Diese mehr oder weniger deutlich ausgeprigten
faserknorpeligen Areale lassen sich kausal auf in diesem Bereich auftretende lokale

Druckbeanspruchungen zurtickfiihren.

Innerhalb des Bandes fillt die faserknorpelige Anpassung in Abhingigkeit von der
topographischen Anordnung unterschiedlich aus. Die dem Hiiftkopf zugewandten Anteile des
Bandes sowie die knochernen Anheftungsstellen zeigen ein faserknorpeliges Erscheinungsbild,

wihrend in den anderen Bandabschnitten der faserige Phanotyp vorherrscht.

Das hidufigere Vorkommen von Kollagen II in den Béindern der Primatengelenke
interpretieren wir als das Resultat einer etwas hoheren lokalen Druckbeanspruchung des Lig.
transversum acetabuli aufgrund des geringern Radius der Primatenhiiftgelenke. Das geringere
Korpergewicht der Tiere beeinflusst dabei offensichtlich das Anpassungsverhalten des Bandes

in geringerem Male, als die gegenldufig wirksame Abnahme der Hiiftgelenkradius.

In Bezug auf die klinische Relevanz beim Menschen lassen die
Untersuchungsergebnisse unter Beriicksichtigung der Daten in der Literatur, einen moglichen
Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen knorpeltypischen Bestandteilen der
extrazelluldren Matrix und lokalen Manifestationen der rheumatoiden Arthritis im Bereich der

Faserknorpel des Lig. transversum vermuten.
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