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EINLEITUNG & FRAGESTELLUNG

1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Hyaliner Knorpel ist eine Sonderform des menschlichen Bindegewebes, die sich aus
einer interstitiellen  Matrix, Chondrozyten, Wasser und Kollagenfasern
zusammensetzt. Er Uberzieht die miteinander artikulierenden Gelenkflachen und
ermdglicht dadurch eine nahezu reibungsfreie, gleitende Bewegung der Gelenke.
Zudem verteilt der Knorpel die auf ihn einwirkende Belastung gleichmaRig auf den
Knochen und absorbiert somit sowohl Druck- als auch Scher- und Zugkrafte.

Diese Fahigkeiten werden durch die strukturelle Zusammensetzung des Knorpels
erreicht und kénnen nur von Knorpel in intaktem, unverletztem und degenerativ nicht
verandertem Zustand bewaltigt werden. Bereits geringe Achsfehlstellungen,
altersbedingte  Degeneration, Fehlbelastungen, kleinere Verletzungen und
Operationen kénnen die Integritat des Gelenkknorpels irreversibel zerstéren und

fuhren mittelfristig zum klinischen Bild der Arthrose.

Degenerative Gelenkerkrankungen haben nicht nur fir den einzelnen Patienten eine
Einschrankung der Mobilitdt und Lebensqualitat zur Folge, sondern stellen
demographisch bedingt auch eine stetig zunehmende finanzielle Belastung fur das
Gesundheitssystem und damit fir die Gesellschaft dar, zumal der starke
Leidensdruck fir den Patienten haufig eine operative Therapieform unumganglich
macht.

Allein in Deutschland werden jahrlich Gber 215.000 Totalendoprothesen-Operationen
an Kniegelenken durchgefiihrt?, Berechnungen des Statistischen Bundesamts
zufolge wurden im Jahr 2008 insgesamt uber 7,6 Milliarden Euro fir die Behandlung

von Arthrosen aufgewendet.>

! Standring S, 2004
2 Kurtz SM et al., 2011
¥ Gesundheitsberichterstattung des Bundes; Arthrose 2013
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EINLEITUNG & FRAGESTELLUNG

Da die Inzidenz der Hiift- und Kniegelenkarthrosen mit zunehmendem Alter ansteigt®,
wird angesichts der steigenden Lebenserwartung die klinische und
soziodkonomische Bedeutung der Arthrose und ihrer Spétfolgen weiter zunehmen.®

Um dieser Entwicklung entgegenwirken zu koénnen, missen Methoden gefunden
werden, um die Arthrose maoglichst effektiv und kostensparend in ihrem
Krankheitsverlauf zu verlangsamen, und sie im Spéatstadium zu therapieren. Hierzu
sind insbesondere Verfahren zur Erkennung friharthrotischer Veranderungen
notwendig, um bereits auf die ersten Anzeichen einer Degeneration reagieren zu
kénnen.

In den letzten Jahrzehnten hat sich zu diesem Zweck vor allem die
Magnetresonanztomografie hervorgetan, da sie gegeniuber anderen Methoden, wie
zum Beispiel der Arthroskopie, fir den Patienten den Vorteil hat, weder invasiv noch
potentiell destruktiv. zu sein® und dennoch Aussagen (ber arthrotische

Veranderungen in Gelenken zuzulassen.

1.2 Fragestellung

In den letzten 20 Jahren nahm in der apparativen Diagnostik von
VerschleiRerscheinungen des Bewegungsapparates und des Gelenkknorpels vor
allem die Magnetresonanztomographie (MRT) eine entscheidende Rolle ein. Die
Vorteile dieser Methode sind eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt, vor allem bei
fortgeschrittener Degeneration des hyalinen Knorpels, ohne den Nachteil der
Strahlenbelastung durch Rontgenstrahlen. Frihzeitige Veranderungen waren bisher
kernspinmorphologisch nur bedingt erkennbar’, wéren aber von enormer Bedeutung,
da in fruhen Stadien der Degeneration konservative MalRRnahmen noch am
wirkungsvollsten sind.® Aus diesem Grund versuchte man neue Messmethoden, wie
etwa die Diffusions-Tensor-Bildgebung, zu entwickeln, um diese frihen

Verbrauchsprozesse detektieren zu kénnen.® Zur Beurteilung der Sensitivitat dieser

4 Oliveira et al., 1995

% Stewart WF et al., 2003
® Bashir A et al., 1999

" Burnstein D et al., 2000
8 Hunter DJ et al., 2012

% Deng X et al., 2007
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neuen Methoden ist ein Abgleich mit den histologisch-anatomischen Veranderungen
in degeneriertem Gelenkknorpel notwendig. Hierbei mussen vor allem die Integritat
des Kollagenfasergertistes sowie Gehalt und Verteilung von Proteoglykanen in der
Knorpelmatrix beurteilt werden.

Diese Arbeit soll darstellen, wie sich anatomisch bewiesene friiharthrotische
Veranderungen auf die  MRT-Bildgebung auswirken. Hierfur  werden
anatomischerseits der Verlust des Proteoglykangehalts, der Wassergehalt des
Knorpels sowie der Erhalt der Kollagenfaserarchitektur im
Rasterelektronenmikroskop begutachtet. Dem gegeniber gestellt werden der
anscheinende Diffusionskoeffizient (ADC) und die Fraktionelle Anisotropie (FA),
welche sich durch die Diffusions-Tensor-Bildgebung (Diffusion-Tensor-Imaging =

DTI) ermitteln lassen.



KENNTNISSTAND IN DER LITERATUR

2. Aktueller Kenntnisstand in der Literatur

2.1. Aufbau und Funktion des gesunden hyalinen Gelenkknorpels

Bevor man sich mit durch Arthrose bedingten Veranderungen der Zusammensetzung
und der Integritat von hyalinem Knorpel beschéftigt, muss man sich bewusstwerden,
wie ein intakter Gelenkknorpel physiologischer Weise zusammengesetzt ist. Denn
nur ein gesunder Knorpel kann die an ihn gestellten Aufgaben zufriedenstellend
bewerkstelligen. Dieses Wissen dient als Basis flir die Interpretation der Ergebnisse
der histologischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen, als auch der
durch Diffusions-Tensor-Bildgebung erworbenen Daten.

2.1.1 Allgemeiner Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels

Bei hyalinem Gelenkknorpel handelt es sich um eine spezielle Unterform des
menschlichen Bindegewebes, welcher die Gelenkflachen von Diarthrosen bedeckt
und somit die Oberflachengeometrie in einem Male verandert, dass ein nahezu
reibungsfreies Artikulieren erméglicht wird.'® Der reife Knorpel selbst besitzt keinerlei
Blut- oder LymphgefaRe, wird aber via Diffusion aus dem perichondrialem
Kapillarnetz und aus der Synovialfliissigkeit mit Nahrstoffen versorgt.'’ Da eine
ausreichende Versorgung auf diese Weise nur Uber eine Strecke von maximal ca. 4
mm gewabhrleistet werden kann, wird die Dicke des Knorpels somit auf ca. 8 mm
limitiert.*? Ein dickerer Knorpel kénnte durch Diffusion nicht mehr ausreichend mit
N&ahrstoffen versorgt werden. Bedingt durch die geringe Dicke des Knorpels, bietet er
nur einen geringen Widerstand gegeniber Druckbelastung und Sté3en. Scher- und

Zugkrafte werden in einem weitaus hoheren MaR abgepuffert.*®

19 Standring S, 2004

! Gray's Anatomy, 39" Edition
12 Benninghoff A, 2008

3 Kummer B, 2008
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Der Diffusionskoeffizient fur kleine Molekile ist in humanem Knorpelgewebe etwa
halbo so hoch als in Wasser. Mit zunehmender Molekilgroe nimmt der
Diffusionskoeffizient stetig ab.™

Schneidet man Gelenkknorpel in dinne Scheiben, erscheinen diese Scheiben
milchglasartig-blaulich, deshalb wird er auch als hyaliner (griechisch: hyalos =

glasern) Knorpel bezeichnet.™

Der Aufbau des hyalinen Knorpels gestaltet sich in etwa wie folgt: Knorpel setzt sich
aus Chondrozyten und ihren unreifen Vorlauferzellen (Chondroblasten) sowie einer
Interzellularsubstanz mit geformter und ungeformter Matrix zusammen. Mehr als die
Halfte (etwa 60 bis 70%) des Gesamtgewichts der Knorpelmatrix fallen auf freies und
gebundenes Wasser zuriick.*® Der Anteil der Kollagenfasern liegt bei knapp 50% des
Trockengewichts (in etwa 16% d. Gesamtgewichts). Der Rest der Knorpelmatrix wird

gebildet von GAG (= Glykosaminoglykanen), Mineralien und Albumin.

100% -

90% E Albumin
80%
70% M Mineralien
60%
50%
20% O GAG
30%
20% M Kollagen
10%
0% W Wasser
1

M Albumin 4%

M Mineralien 4%

O GAG 16%

M Kollagen 16%

W Wasser 60%

Abbildung 1: Zusammensetzung der Knorpelmatrix

! Standring S, 2004; Benninghoff A, 2008
1> Schiebler TH et al., 2007
16 Kummer B, 2005; Benninghoff A, 2008
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Chondrozyten stammen ab von undifferenzierten Mesenchymzellen und liegen
innerhalb des Knorpels immer in Nestern von zwei bis zehn Zellen vor, welche durch
mitotische Teilung aus einer Knorpelzelle entstanden sind und deshalb als isogene
Gruppe bezeichnet werden.” Im erwachsenen Knorpel nehmen sie in der Regel
weniger als 5% des gesamten Gewebevolumens ein.'® Sie sind dafiir verantwortlich,
die Matrixkomponenten zu bilden und deren Abbau zu steuern. Chondrozyten haben
somit sowohl sekretorische als auch resorptive Aufgaben. Diese Vorgange werden

unter anderem durch den Transkriptionsfaktor Sox 9 gesteuert.*

Die Aktivitat der Knorpelzellen wird unter anderem durch Hormone beeinflusst:
Thyroxin und Testosteron wirken hierbei steigernd, Ostradiol und Kortison hingegen
hemmend auf den Zellmetabolismus.?® In gesundem, reifem Gelenkknorpel liegen
die Chondrozyten jedoch fir Jahrzehnte in einem inaktiven Zustand vor, es findet
keinerlei Metabolismus oder Mitotische Teilung statt.?* Erst bei arthrotischem Umbau
kommt es bedingt durch inflammatorische Cytokine zu einer Reaktivierung der

metabolischen Aktivitat der Chondrozyten.?

2.1.2 Zonale Aufteilung und Verteilung der Kollagenfasern

Wie Benninghoff schon 1925 feststellte, gibt es einen arkadenartigen Aufbau der
Kollagenfasern im hyalinen Gelenkknorpel.?®> An der Knorpel-Knochen-Grenze
verlaufen die Kollagenfasern radiar, um dann in einem Bogen eine parallel zur
Knorpeloberflache angeordnete Ausrichtung einzunehmen. In Abhéangigkeit dieses
Faserverlaufs geschieht die Einteilung des hyalinen Gelenkknorpels in insgesamt 4
Zonen. Die prozentuale Dicke dieser Zonen ist von Art und Lokalisation des
Knorpels abhéngig, und kann sich durchaus unterscheiden. Die hier erwahnten

Statistiken betreffen jeweils den retropatellaren Knorpel, der im Rahmen dieser

7 Aumiiller G, 2006; Kummer B, 2005

8 pyllig O et al., 2001

¥ Orfanidou T et al., 2009

20 Schiebler TH et al., 2007

2! Tallheden T et al., 2006; Aigner T et al., 2001
22 Goldring MB et al., 2008

23 Benninghoff A, 1925
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Dissertation untersucht wird, Abweichungen in Knorpel anderer Lokalisation kdnnen

auftreten:

1. Tangentialzone: Die den Knorpel nach auflen abgrenzende Zone wird

Tangentialzone genannt. Sie ist meist nur wenige 100 um dick und bildet die
diinnste Zone im Aufbau des Knorpels mit dem héchsten Kollagengehalt.?* In
ihr verlaufen parallel zur Knorpeloberflache sehr eng gepackte, diinne
Kollagenfasern mit einem Durchmesser von ca. 4 bis 6 nm.”®> Die
Tangentialzone enthalt nur wenige Chondrozyten, welche meist einzeln
vorliegen und von flacher bzw. spindelférmiger Beschaffenheit sind.?® Durch
die Anordnung der Fasern bewirkt sie eine Verteilung der Druckbelastung in
die Breite der darunter folgenden Schichten. Die Begrenzung nach oben bildet
die sogenannte Lamina splendens, eine ca. 3 um dunne, zellfreie Schicht aus
eng gepacktem, waagrecht zur Oberflache verlaufendem Kollagen und

Protein.?’

2. Transitionalzone: Unterhalb der Tangentialzone folgt die Transitionalzone mit

locker gepackter, ungeordnet verlaufender Anordnung der Kollagenfasern.
Dadurch bietet sie einen Widerstand gegen auftretende Scherkréafte. In der
histologischen und elektronenmikroskopischen Aufarbeitung kann man
Aussparungen erkennen, in denen sich Chondrozytennester mit spheroiden
Chondrozyten®® befinden. Die Zone nimmt in etwa 20-70% des gesamten
Knorpeldurchmessers ein.?® Wahrend der Kollagengehalt im Vergleich zur
Tangentialzone sinkt, nimmt der Proteoglykangehalt zu.*° Die sich kreuzenden
Kollagenfasern besitzen einen durchschnittlichen Durchmesser von etwa 70
bis 120 nm.**

* Muir H et al., 1970

% Standring S, 2004

% Brighton CT et al., 1984; Poole CA et al., 1997
27 Buckwalter JA et al., 1998; Standring S, 2004
%8 poole CA et al., 1997

2 Broom ND et al., 1985; Pearle D et al., 2005

% Muir et al., 1970; Poole CA et al., 1997

31 Muir H et al., 1970
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3. Radiarzone: Die dickste Schicht des menschlichen Knorpels bildet die
Radiarzone, die zwischen 30 und 60% des gesamten Knorpelvolumens
einnimmt.® In ihr verlaufen die Kollagenfasern senkrecht zur Knorpel-
Knochen-Grenze und geben somit die Druckbelastung direkt an die
darunterliegende Schicht (Tide Mark) weiter. Die Fasern sind hier besonders
dick (>100 nm) und gehen in der Tiefe direkt in das verkntcherte Tide Mark
iiber. Der Proteoglykangehalt ist in dieser Schicht am héchsten.®?

4. Tide Mark: Der Ubergansbereich des Knorpels in den Knochen. Es besitzt
eine unregelmalige, in der Horizontalen wellige Struktur, welche es
ermdglicht, die auftretenden Scherkrafte in Zug- und Druckbelastung
umzuwandeln, welche anschlieBend vom subchondralen Knochen absorbiert

werden.
| Tangential
.| Transitional

Transitional
Radial

s
< &=
£
EE
LU s
]
=
s
-
<
2
O
E
)
E

RADIAL

Radial
Calcified

_ CALCIFIED

1pym 1 mm

Abbildung 2: Zonale Gliederung des hyalinen Gelenkknorpels. Rasterelektronenmikroskop (lilbernommen aus
Raya et al. MAGMA 2011 24(4):247-258.)

% pearle D et al., 2005; Igbal K et al., 2012
* poole CA et al, 1997
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Kollagen macht etwa 50% des Trockengewichts von hyalinem Knorpel aus.** Bis zu
90% des in hyalinem Knorpel verbauten Kollagens besteht aus 15 bis 45 nm®

dickem Kollagen Typ 1%,

welches sich aus drei identischen ou(ll)-Ketten
zusammensetzt: [o(I1)]s.>" Des Weiteren findet sich Kollagen-Typ VI, IX, X, XI und in
geringem MaRe auch I, lll, V und XIV.*® Typ I-Kollagen liegt hauptséchlich
perizellular vor. Die Kollagenfasern verzweigen sich nicht. Bedingt durch den
arkadenartigen Aufbau des Kollagenfasergeflechts ergibt sich ein flieRender
Ubergang der Zonen ineinander.*

Circa 5% der Kollagenfasern weichen von der zonalen Hauptrichtung der

Kollagenfaserverlaufe ab.*

Zusammenfassend nimmt der Anteil an Kollagen von der Knorpeloberflache zur
Knorpel-Knochen-Grenze hin stetig ab, wohingegen die Proteoglykankonzentration

und damit einhergehend der Wassergehalt in der Tiefe zunehmen.**

% Standring S, 2004

% Standring S, 2004; Welsch U, 2005
% Buckwalter JA, Mankin HJ, 1998
37 Kummer B, 2005

%8 Schiebler TH et al., 2007

% Aumdiller G, 2006

40 Hedlund et al., 1993

“ Grushko G et al., 1989
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oe’ & A FCDexpressed per wet weight of tissue
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Abbildung 3: Verteilung des Proteoglykangehalts (ibernommen von Maroudas A et al. Annals of the Rheumatic
Diseases, 1977, 36, S.399-406)

2.1.3 Zusammensetzung der Matrix und Proteoglykanverteilung

Die Matrix des hyalinen Gelenkknorpels besteht zu einem Grof3teil aus Wasser und
Kollagenfasern, welche als geformter Teil der extrazellularen Matrix bezeichnet
werden. Der ungeformte Anteil der Matrix wird wahrend der Wachstumsphase von
den Chondrozyten gebildet. Diese mauern sich somit selbst in ihrer eigenen Matrix
ein.

Die ungeformte Matrix ist besonders reich an Proteoglykanen. Diese bestehen aus
einem zentralen Core-Protein, an welches Hunderte von Glykosaminoglykan-
Seitenketten gebunden sind.** Diese Proteoglykankomplexe binden wiederum an
das, ebenso in grofRer Menge auftretende, Hyaluronan (=Hyaluronséure), einem

nicht-sulfatierten Glykosaminoglykan (=GAG).

42 Kummer B, 2006
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Proteoglykane und Hyaluronséaure liegen in der Matrix als grol3e Aggregate vor, die
eine Lange von bis zu 2-3 pm besitzen kdnnen. Verbunden werden die beiden
Bestandteile durch Link-Proteine und Hyalonectin.*®

Das meistverbaute Proteoglykan ist hier das Aggrecan (vor allem zusammengesetzt
aus Chondroitin-4-Sulfat-, Chondroitin-6-Sulfat- und Keratansulfat-Seitenketten*?),
welches durch seinen hohen Gehalt an negativ-geladenen Anionen die Basophilie
der Matrix verursacht. Negative Ladungen bewirken eine hohe Bindung von
Natriumionen, sodass im Vergleich zur Synovialflissigkeit die Natriumkonzentration
im  Knorpel etwa dreifach erhoht ist. Dies wiederum hat die hohe
Wasserbindungskapazitat des Gelenkknorpels zur Folge. Die in menschlichem
Knorpel am haufigsten vorkommenden Elektrolyte sind neben Natrium noch Chlorid,

Kalium und Calcium.

3 Aumdiller G, 2006
4 aumiiller G, 2006; Welsch U, 2005
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Keratansulfat

Link Protein

Hyaloronsaure-
Grundgerist

Link Protein

Hyaloronsaure-
Grundgerist

Core-Protein

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zusammensetzung der ungeformten Knorpelmatrix

Durch diese Beschaffenheit ermdglicht es die extrazellulare Matrix, den Knorpel mit
Gasen, Nahrstoffen und Metaboliten zu versorgen, und Abbauprodukte des

Stoffwechsels abzutransportieren.

2.1.4 Funktion des intakten Knorpels und Biomechanische
Grundlagen

An den hyalinen Gelenkknorpel werden in erster Linie folgende zwei Anforderungen

gestellt: Zum einen bewirkt die glatte Oberflache, in Verbindung mit der sie
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benetzenden Synovialflissigkeit, eine Reduktion der Reibung. Dies hat im gesunden
Gelenk einen bestmdglichen Schutz vor Abnutzungserscheinungen zur Folge. Der
Friktionskoeffizient (Friktion = bei Bewegung entstehende Reibung) betragt bei
intaktem Knorpel nur etwa ein Flnftel des Wertes zweier aufeinander rutschender
Eisplatten, was wesentlich geringer ist als der Koeffizient bei kinstlichen
Gelenkersatzmethoden.*

Zum anderen bewirkt der Knorpel durch seine leichte Verformbarkeit eine
verbesserte Verteilung der Druckkrafte auf den Knochen. Diese Verformbarkeit wird
erreicht durch die sakkadenartige Anordnung der Kollagenfasern und die
Eigenschaften der interstitiellen Matrix. Somit wird nicht nur das Koérpergewicht auf
ideale Weise verteilt, sondern es werden auch in geringem Malie Sto3e und
Erschitterungen ab gepolstert.

Durch standige, intermittierende Deformation, wie sie bei leichter Belastung auftritt,
wird der hydrostatische Druck aufrechterhalten.*® Nur unter diesen Voraussetzungen
kann der intakte Gelenkknorpel seinen Aufgaben gerecht werden.

Generell handelt es sich beim hyalinen Gelenkknorpel um ein stark deformierbares

Stiitzgewebe, welches ein niedriges Elastizitatsmodul besitzt.*’

2.2 Erscheinung des gesunden, hyalinen Gelenkknorpels in der
Histologie bei Anfarbung mit Safranin-0

Bereits 1971 stellten Mankin et al. fest, dass die degenerativen Veranderungen bei
Arthrose mit einem Verlust des Gehalts an Glykosaminoglykanen einhergehen.*®
Glykosaminoglykane liegen im hyalinen Gelenkknorpel vor allem gebunden an ein
Core Protein vor. Die somit entstehenden Aggregate werden Proteoglykane genannt
und spielen eine zentrale Rolle im Aufbau der Knorpelmatrix. Ein Farbstoff, der
selektiv. an Proteoglykane bindet und einen moglichen Verlust an
Glykosaminoglykanen bei arthrotischen Umbauprozessen anzeigt, hat somit das

Potential, Hinweise auf degenerative Verdnderungen des Knorpels darzustellen.

5 Mankin HJ, 1994
6 Kummer B, 2005
4 Kummer B, 2005
8 Mankin HJ et al., 1971
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1971 legten Rosenberg et al. die Voraussetzungen fest, welche an einen Farbstoff,
der selektiv die Proteoglykane des hyalinen Gelenkknorpels anfarbt, gestellt werden:
Der Farbstoff darf dabei nicht an Kollagen binden, seine extrazellulare Verteilung soll
der Verteilung der Glykosaminoglykane entsprechen.*®

In Safranin-O fand man einen kationischen Farbstoff, welcher orthochromatisch an
die Polyanionen der Glykosaminoglykane bindet, ohne eine Bindung zum Kollagen
einzugehen. Dies wurde unter anderem durch Jubb und Eggert bestatigt.>® Mit
seinem stéchiometrischen Bindungsverhalten an die Polyanionen der GAG>! bietet
Safranin-O somit die perfekten Voraussetzungen fir eine semiquantitative

Bestimmung des Proteoglykangehalts des hyalinen Gelenkknorpels.*?

Abbildung 5: Safranin-O-Farbung; Patella 22

Gemal der Proteoglykanverteilung farbt sich der hyaline Knorpel mit Safranin-O
folgendermal3en an: Aufgrund der eng gepackten Kollagenfasern und des geringen
Anteils an Proteoglykanen kommt es in der Tangentialzone nur zu einer geringen
Anfarbung. In der Transitionalzone steigt der Gehalt an Proteoglykanen, das
Anfarbeverhalten nimmt leicht zu. Der Grol3teil der Proteoglykane konzentriert sich

* Rosenberg L et al., 1971

%0 Jubb RW et al., 1981

*! Kjviranta | et al., 1985

52 Kiraly K et al., 1996; Trattnig S et al., 2001
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auf die Radiarzone, sodass sich hier die starkste Anfarbbarkeit findet.>®> Das Tide

Mark zeigt keinerlei Annahme des Farbstoffes.

2.3 Erscheinung des gesunden, hyalinen Gelenkknorpels in der

Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie hat sich in den letzten Jahrzehnten als
aussagekraftiges Werkzeug in der klinischen Diagnostik sowie in der Kklinisch-
radiologischen Forschung erwiesen. Ohne Strahlenbelastung liefert die MRT einen
hervorragenden Weichteilkontrast und erlaubt somit hochsensitive und -spezifische
Aussagen auch uber die Integritéat des hyalinen Gelenkknorpels. Dadurch war die
Magnetresonanztomographie von Beginn an pradestiniert fir die Bildgebung des
Bewegungsapparates. Vor allem bei der Untersuchung von Bandscheibenvorfallen,
Meniskusleiden des Kniegelenks und der Friherkennung bei Schlaganféllen ist die
MRT aus der klinischen Routine nicht mehr wegzudenken.

Bereits frih in der Entwicklung der MRT lie3 sich eine lamin&re Strukturierung
innerhalb des hyalinen Gelenkknorpels darstellen.®* Obwohl die Ursache dieser
Struktur nicht sicher geklart war, lag der Verdacht seit jeher nahe, dass hier eine
Verbindung mit der zonalen Aufteilung, welche bereits aus Histologie und
Rasterelektronenmikroskopie bekannt war, bestand. Eine durch die unterschiedliche
Verteilung und Orientierung der Kollagenfasern beeinflusste Ausrichtung der
Wassermolekiile wurde als Grundlage der oben genannten Erscheinung vermutet.>
Im gesunden artikularen Knorpel nehmen die T2-Relaxationszeiten von der
Knorpeloberflache bis ins Tide Mark stetig ab. Als Ursache hierfir sieht man am
ehesten die Zunahme der Makromolekiile in der Tiefe.® Die erhthte Anzahl an
Proteoglykanen und Kollagen behindert in den tieferen Schichten die Mobilitat der
Wassermolekile und fihrt somit zu einem Verlust an Signalintensitat in der T2-
Wichtung.”’

3 Uhl M et al., 1998

5 Lehner KB et al., 1989

% Rubenstein JD et al., 1993; Xia et al., 1997; Fragonas et al., 1998
% Dadzinski BJ et al., 1997

" Watrin A et al., 2001
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Da durch die degenerativen Prozesse bei Arthrose die freie Beweglichkeit der
Wassermolektle im Knorpel zunimmt, erscheint die Diffusions-Tensor-Bildgebung als
gute Methode, die Integritat der Kollagenfaserarchitektur zu untersuchen. Hierfir gab
es etliche Studien, jedoch mit sehr unterschiedlichen Settings und an
unterschiedlichen MR-Scannern mit einer variierenden Feldstarke von 1,5 bis 17,6
Tesla. Der bereits erwédhnte Zusammenhang des bekannten zonalen Aufbaus mit
den Resultaten der MR-Messungen konnte durch DTI bestétigt werden.*®

2.4 Klinik, Diagnostik und Therapie der Arthrose

Arthrose ist eine, in der Gesellschaft weit verbreitete degenerative
Gelenkerkrankung, welche mitunter gravierende sozioGkonomische Auswirkungen
hat. Die Erkrankung geht einher mit einem fortschreitenden Verlust des hyalinen
Gelenkknorpels, Sklerosierung des subchondralen Knochens und einer
Entziindungsreaktion der Gelenkkapsel. Bei der idiopathischen Arthrose handelt es
sich in der Regel um einen langjéhrigen Prozess. Es kommt haufig bereits zu initialen
Veranderungen, Jahre bevor klinische Beschwerden auftreten.®® Im Endstadium
treten bei den betroffenen Patienten Schmerzen, Immobilisation, Kontrakturen,
Einsteifung des Gelenkes und vollstandiger Funktionsverlust auf.

Derzeit wird die Diagnose “Arthrose” in Abhangigkeit von zwei Faktoren erstellt:
Primar muss eine klare Symptomatik vorliegen, wie zum Beispiel
bewegungsabhangige Schmerzen. Infolgedessen wird in der Regel ein
Standardrontgenbild des betroffenen Gelenks angefertigt, meist in mindestens zwei
Ebenen.  Folgende  rontgenmorphologischen  Ergebnisse  erharten  die
Verdachtsdiagnose: Verschmalerung des Gelenkspaltes, subchondrale
Sklerosierung (Verdichtung der Spongiosa), Entstehung von Gerdllzysten, Bildung
von Osteophyten.®® Bereits 1966 konnte gezeigt werden, dass tber 80% der
Bevodlkerung ab dem 55. Lebensjahr in mindestens einem Gelenk diese
réntgenologischen Zeichen einer Arthrose aufweisen.®’ Eine durch konventionelle

%8 Raya JG et al., 2011; de Visser SK et al., 2007
% Byers PD et al., 1970

8 Aumdiller G et al., 2006

8! Lawrence JS et al., 1966
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Rontgen-Technik nachweisbare Kniegelenkarthrose findet sich in 16,3 % der 55- bis
63-jahrigen, in der Gruppe der {ber 75-jahrigen sogar in 32,8%.%2

Der Grof3teil der Erkrankten leidet an einer idiopathischen Arthrose. Zu den
Risikofaktoren hierzu gehoren fortgeschrittenes Alter, das weibliche Geschlecht,
mechanische Uberbeanspruchung und in zunehmendem MaRe das Ubergewicht.®®
Vor allem bei der Entstehung der Cox- und Gonarthrose spielt die kontinuierliche
Belastung durch ein hohes Korpergewicht eine bedeutende Rolle. Bei einem Body
Mass Index Uber 30 kg/m? ist das Risiko, im Laufe eines Lebens an Arthrose zu

erkranken, bereits tiber 60%.5*

Bis heute gibt es keine zufriedenstellende Therapie der Arthrose. Im Frihstadium
beschrankt man sich weitestgehend auf konservative MalRnahmen, wie
Patientenschulungen, Anleitungen zur Gewichtsreduktion, krankengymnastische
Ubungen zur Starkung der Muskulatur, Kéalte- und Warmeanwendungen (zum
Beispiel Fango) oder Schmerzreduktion durch TENS-Geréte. Hinzu kommt zur
Schmerzbekampfung vor allem der Einsatz von Paracetamol und nichtsteroidalen
Antirheumatika, oder, bei starker ausgepragtem Schmerzcharakter, von Opioid-
Analoga. Erst in weit fortgeschrittenen Stadien wird eine operative Behandlung
empfohlen, die in der Regel einen teilweisen oder vollstdandigen Ersatz der
Gelenkflache verlangt.®®

In den letzten Jahren wurden Hyaluronsaurepraparate entwickelt, welche vor allem
im Frahstadium durch intraartikulare Injektion eine Schmerzlinderung bewirken
konnen.®® Trotz Verbesserung der subjektiven Schmerzbelastung®” werden diese
Medikamente nicht in breitem Umfang eingesetzt, was unter anderem auch an einer

fehlenden Kostentibernahme durch die Krankenkassen liegt.

62 Jordan JM et al., 2007

%% Arden N et al., 2006

% Murphy L et al., 2008

% Conaghan PG et al., 2008; Zhang W et al., 2008
% McArthur B et al., 2012

%7 Leeb BF et al., 2007
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2.5 Verdnderungen des hyalinen Gelenkknorpels bei Arthrose

Die degenerativen Verédnderungen bei arthrotischem Umbau beginnen auf
mikroskopischer Ebene bereits Jahre vor dem Auftreten subjektiver Beschwerden
des Patienten®® und vor Auftreten von im konventionellen Réntgenbild sichtbaren
Veranderungen. In diesem Stadium ist der entstandene Schaden bereits weitgehend
irreversibel.

Initial kommt es zu einer Abnahme der Proteoglykankonzentration im oberflachlichen
Knorpel, spater setzt sich dieser Proteoglykanverlust auch in die tieferen Regionen
fort.®® Die Zerstérung des GAG-Netzes hat eine Umverteilung des osmotischen
Druckes zur Folge’ , der Knorpel kann dem Binnendruck nicht mehr standhalten und
beginnt zu quellen. Gleichzeitig kommt es zu einer Vermehrung der Kollagenfasern,
wodurch diese unmaskiert werden, und somit zu einer Auffaserung des Kollagens.
Es bilden sich sogenannte Asbestfasern’®, welche tiber 1 pm dick sein kénnen.’? Die
elektrische Ladung innerhalb der Matrix verandert sich, wodurch die metabolische
Aktivitat der Chondrozyten wieder angeregt wird. In den letzten Jahren zeigte sich,
dass vor allem Cytokine und inflammatorische Mediatoren eine bedeutende Rolle in
der Genese der Arthrose spielen. Die Ausschittung dieser veranlasst die
Chondrozyten Stickstoffmonoxid (NO) und Metalloproteinasen zu bilden.” Dies hat
wiederum zur Folge, dass die Produktion der Proteoglykane abnimmt und es zu einer
Apoptose der Chondrozyten kommt.”* Die Zelldichte von Chondrozyten im
menschlichen Huftgelenk nimmt zum Beispiel vom 16. bis zum 100. Lebensjahr um
ca. 40% ab.”

Anscheinend spielen auch freie Radikale und AGEs (advanced glycation end-

products) eine gewisse Rolle bei der Entstehung arthrotischer Degeneration.’®

% Byers PD et al., 1970

% Buckwalter JA et al., 1994; Schiebler TH et al., 2007
" Maroudas A., 1976

™ Kummer B, 2005

"2 Benninghoff A, 2008; Schiebler TH et al., 2007

® Goldring MB et al., 2008

™ Hancock CM et al., 2008

> Vignon E et al., 1976

"® Loeser RF et al., 2010; Henrotin YE et al., 2003
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Des Weiteren nimmt mit zunehmender Degeneration des Knorpels der Wassergehalt
und damit auch die Druckelastizitat ab.””

Buckwalter und Mankin fassten die oben beschriebenen, degenerativen Vorgange

zusammen und teilten sie in drei Stadien der Arthrose ein:

Stadium I: Eine sichtbare Fibrillation der Gelenkoberflache geht einher mit der
Zunahme des intrakartilaginaren Wassergehaltes. Bereits in diesem frihen Stadium

tritt eine irreversible Schadigung des Knorpels ein.

Stadium 1I: Katabole und anabole Vorgéange finden nebeneinander statt, es kommt zu
multiplen Umbauvorgdangen und einer Anderung in der Zusammensetzung der
Matrix. Die gesteigerte Syntheseleistung der Chondrozyten bezeichnet man auch als

,Repair Effect*.”

Stadium Ill: Es kommt zu einem Verlust an Knorpelsubstanz’® und zu
Veranderungen des subchondralen Knochens (Osteophyten, subchondrale Sklerose,
Knochenzysten), die klassischen Zeichen einer klinisch weit fortgeschrittenen

Arthrose treten auf.®°

Da der hyaline Gelenkknorpel keinerlei nervale Versorgung besitzt, treten klinische
Symptome, wie bewegungsabhéngige Schmerzen, erst auf, wenn bereits andere

Bereiche des Gelenks geschadigt sind.

" Maroudas A et al., 1980; Schiebler TH et al., 2007
"8 Mankin HJ, 1974

® Ding C et al., 2005

8 Buckwalter JA, Mankin HJ, 1998

-23-



KENNTNISSTAND IN DER LITERATUR

2.6 Theorie der Diffusionsgewichteten Magnetresonanztomographie
und des Diffusion-Tensor-Imaging

Als technische Grundlage der Diffusions-Tensor-Bildgebung dient das
diffusionsgewichtete MRT, wie es seit den 80er Jahren in der Kklinischen Forschung
und auch der Routinebildgebung Verwendung findet. Diese Methode basiert auf
einer Spin-Echo-Technik, der bereits 1965 vorgestellten Stejskal-Tanner-Sequenz®:
Der erste Diffusionsgradient bewirkt eine Dephasierung der Spins. Sollten diese ihre
Position nicht &ndern, wirden sie nach dem 2. Diffusionsgradienten wieder in Phase
prazedieren. Durch Diffusion der Wassermolekile kommt es jedoch zu einer
rdumlichen Verschiebung mancher Spins in Richtung des Magnetfelds, was zu
einem Verlust an Phasenkoharenz und somit zu einer Abschwéachung des
akquirierten Signals fuhrt. Diese Abschwachung (S) des Signals nimmt mit

ansteigender Beweglichkeit von freien Wassermolekilen zu.

Die Messung der Diffusion in Gewebe basiert auf der Annahme von Robert Brown
aus dem Jahre 1827 Uiber die Brown'sche Molekularbewegung.®? Die Bewegungen
der freien Wassermoleklle entlang des Diffusionsgradienten ermoglicht es uns
hierbei, Ruckschliisse auf mikroskopische Strukturen von Geweben treffen zu

koénnen.

_
90°-Puls 180°-Puls
HF-Pulse
| T oo -t T3 - |
| 0 | [ 0 |
= -
Gradienten-
Felder
Spin-Echo Mess-
] ﬂ Signal
ﬁvn AL >
U VU Zeit

Abbildung 6: Stejskal-Tanner-Sequenz

8 Stejskal EO, Tanner JE, 1965
8 Brown R, 1828
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Bei der herkdbmmlichen diffusionsgewichteten Bildgebung wird die Diffusion entlang
einer einzigen Richtung gemessen. Diese ist hierbei abhangig von der Richtung des
Diffusionsgradienten. Der Anteil der Diffusionswichtung wird durch den b-Wert
beschrieben. In der klassischen diffusionsgewichteten MRT wird der b-Wert als ein
Skalar dargestellt.

Der Diffusionskoeffizient (D) beschreibt, inwieweit sich  ungebundene

Wassermolekiile frei in Gewebe bewegen kdnnen.

Formel [1] zeigt, wie sich die Abschwachung des akquirierten Signals in Abhangigkeit

des Diffusionskoeffizienten und des b-Werts errechnen lasst.®

S(b) = S(0) xe —bD [1]

Formel 1: Stejskal-Tanner-Gleichung

Der b-Wert lasst sich in Abhangigkeit von der Amplitude und Dauer des
Diffusionsgradienten sowie dem zeitlichen Abstand der beiden Gradienten wie folgt

errechnen®*:

b=(y xg x 8% (A4~ 2

Formel 2: Berechnung des b-Werts

Der Grad der Diffusionswichtung nimmt demnach mit zunehmender Amplitude (g)
und Dauer des Diffusionsgradienten (0) sowie zunehmendem Zeitintervall (A)
zwischen den Gradientenfeldern zu. Ebenso spielt das gyromagnetische Verhaltnis

(Y ) eine wichtige Rolle in der Berechnung des b-Werts (siehe Formel 2).

Zur Quantifizierung der durch Diffusion akquirierten Signale bedienen wir uns des

Diffusionskoeffizienten D, welcher sich durch die gemessene Signalddmpfung S

8 Stejskal EO, Tanner JE, 1965
8 LeBihan D et al., 1991
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errechnen lasst (s. Formel 3). Hierfur ist es notwendig, mindestens zwei separate

Messungen mit unterschiedlichen b-Werten durchzufthren.

Der Diffusionskoeffizient lasst sich nun mit folgender Formel errechnen:

D — log(p;)-log(Sp,)

by—by [3]

Formel 3: Berechnung des Diffusionskoeffizienten

b = b-Wert [s/mmZ]

D = Diffusionskoeffizient

g = Amplitude des Diffusionsgradienten

y = gyromagnetisches Verhaltnis

& = Dauer des Gradientenfeldes

A = Zeitspanne zwischen dem Anschalten des ersten und des zweiten Gradientenfelds
S = Signal

Aufgrund der komplexen Struktur menschlichen Gewebes, ergibt die Diffusion in
Abhangigkeit von der ausgewahlten Diffusionsrichtung unterschiedliche Diffusions-
Werte. Deshalb benotigen wir zur Beschreibung der Diffusion in humanem Knorpel
ein weitaus komplexeres Modell. Hierbei kann man sich des Diffusionstensors
bedienen, welcher es ermdglicht, die Diffusion von Wassermolekilen innerhalb eines
symmetrischen Tensors darzustellen. Die Errechnung der einzelnen Komponenten

des Diffusionstensors erfolgt mit Hilfe von verschiedenen Diffusionsmessungen.

Mathematisch gesehen ist ein Tensor die Bezeichnung fiir ein mathematisches
Produkt. Tensoren der Stufe 1 stellen Spaltenvektoren dar. Bei der Diffusions-
Tensor-Bildgebung finden Tensoren der Stufe 2 Verwendung, welche eine
guadratische Matrix mit 32=9 Koeffizienten besitzen (s. Abbildung 7). Da der
Diffusionstensor jedoch symmetrisch ist, sind in diesem Fall nur sechs der neun

Koeffizienten unabhangig.
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n Spalten —

m Zeilen
i az; dzp Aaszsz

Abbildung 7: Darstellung einer Matrix

Im Rahmen der DTI bedeutet der Begriff Tensor, dass einem Voxel (entspricht einem
3-dimensionalen Bildpunkt) nicht nur ein einzelner Wert, sondern eine komplette
Matrix zugeordnet wird. Diese kann aus den Diffusions-Werten verschiedener
diffusions-gewichteter Sequenzen errechnet werden, in denen die raumliche

Ausrichtung des Gradientenfeldes variiert.

Zusatzlich zu einem bO0-Bild, welches keine Diffusionswichtung beinhaltet, sind
mindestens  sechs  richtungsabhéangige  Diffusionen  notwendig®, deren
Diffusionskoeffizienten mithilfe eines Tensors einem Voxel zugeordnet werden.
Dadurch verlangert sich die Dauer der Messsequenzen deutlich im Vergleich zur
herkdbmmlichen diffusionsgewichteten Bildgebung. Dartiber hinaus ist es
empfehlenswert, aufgrund der Storanfalligkeit der einzelnen Messungen, mehrere
Wiederholungen pro Diffusionsrichtung durchzufuhren und anschlieRend Mittelwerte

fur die jeweilige Richtung zu errechnen.

Um eine qualitativ adaquate Bestimmung des Diffusionstensors durchfiihren zu
kénnen, ist es notwendig, dass die Verteilung der Gradienten gleichmé&Rig ist, und
dass diese dieselbe Starke aufweisen. Zudem mussen alle Wiederholungen
selbstverstandlich dieselbe Auflésung besitzen, die Position der Probe im Raum darf

nicht verandert werden.

8 Basser PJ et al., 1998
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2.7 Apparent Diffusion-Coefficient

Durch Verlangerung der Dauer des Gradientenfeldes lasst sich der b-Wert erhéhen
(s. Formel 2), und somit kommen Unterschiede zweier Gewebearten, was die
Diffusionseigenschaften betrifft, deutlicher zum Vorschein.

In der Natur sind jedoch der freien Diffusion in jedem organischen Gewebe durch
Widerstande auf mikroskopischer als auch auf molekularer Ebene Hindernisse in den
Weg gelegt, was die Errechnung eines Diffusionskoeffizienten in hyalinem Knorpel
als schwierig gestaltet. Die Grof3enverhaltnisse und Abstande dieser Hindernisse

kénnen hierbei variieren.

Dem Diffusionskoeffizienten sind gewisse Grenzen gesetzt. In Abhangigkeit von der
Dauer des einwirkenden Gradientenfeldes ergeben sich theoretisch folgende zwei

Szenarien:

1. Alist zu kurz gewahlt:

= Trotz Widerstanden erhéalt man das Ergebnis einer freien Diffusion, da

bereits vor Erreichen einer Barriere ausgelesen wird.

2. Aist zu lang gewabhlt:

=>» Trotz nahezu freier Diffusion geraten die Wassermolekiile an alle Barrieren

in ihrer Umgebung und die ADC erreicht einen minimalen Wert.

Der Abstand der Gradientenfelder A muss sich demzufolge zwischen diesen beiden

Maxima befinden und optimiert werden, um eine bestmdgliche Signalintensitat und

Diffusionswichtung zu erhalten.

Da die Diffusion in hyalinem Knorpel durch oben genannte Behinderungen nicht frei
ist, sondern gewissen Einschrankungen unterliegt, bedient man sich bei der
Diffusions-Tensor-Bildgebung des sogenannten ADC (= Apparent Diffusion
Coefficient = Anscheinender Diffusions-Koeffizient), welcher unter anderem abhangig
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von der Umgebungstemperatur, der Diffusionszeit und der Dauer des
Diffusionspulses ist.

ADC Dbesitzt die Einheit [mm?/s] und beschreibt somit, in welchem Malde
Wassermolekiile richtungsabhangig in Gewebe diffundieren konnen. Die
Richtungskomponente spielt hierbei — im Gegensatz zur mittleren Diffusion — eine
entscheidende Rolle. Im Folgenden wird der ADC als entscheidender Parameter der
Diffusion angegeben.

2.8 Berechnung und Bedeutung der Eigenvektoren

Der Diffusionstensor kann in einer Basis dargestellt werden, in der alle Nicht-
Diagonalelemente gleich null sind. Die drei Vektoren dieser Basis werden
Eigenvektoren (A1, A2, A3) genannt, die Diffusion der Eigenvektoren wird als Eigenwert
(A\) bezeichnet. Der Eigenvektor mit dem hochsten Eigenwert gibt die errechnete
Richtung im Koordinatensystem an, in welche die Diffusion am grof3ten ist.

Die mittlere Diffusivitdit (MD) lasst sich aus den drei Eigenwerten der drei

Eigenvektoren (je ein Eigenvektor pro Achse im Koordinatensystem) berechnen:

MD = (As+ Ao + A3)/3. (4]

Formel 4: Berechnung der mittleren Diffusivitat

Zudem lasst sich anhand der Eigenvektoren unter anderem die Fraktionelle
Anisotropie (siehe Formel [5]) errechnen und sie liefern die Basis fur die visuelle
Darstellung der Diffusion (Ellipsendarstellung, MR-Traktographie und andere).
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2.9 Berechnung und Bedeutung der Fractional Anisotropy

Ein weiterer bedeutender Parameter in der Diffusions-Tensor-Bildgebung ist die
Fractional Anisotropy (FA). Diese beschreibt die strukturelle Ordnung innerhalb eines
Gewebes. Die Diffusion in biologischem Gewebe wird durch bestimmte Hindernisse
und strukturelle Eigenschaften deutlich behindert und unterscheidet sich somit stark
von freier Diffusion in Wasser.

Hat die Richtung der Diffusion keinerlei Einfluss auf den ADC, so spricht man von
Isotropie. Dies ist nur in absolut homogenem Gewebe, wie zum Beispiel freier

Flissigkeit oder Nekrosearealen mit zerfallenen Zellstrukturen, der Fall.

Anisotropie bedeutet, dass das Gewebe die Diffusion in verschiedene Richtungen
durch bestimmte Hindernisse unterschiedlich stark begrenzt, das Gewebe also eine
strenge Ordnung aufweist.

Je hoher die FA, desto limitierter und gerichteter ist die Diffusion. Die einzelnen
Diffusionen mit unterschiedlicher Richtungskomponente unterscheiden sich in
diesem Fall stark. In Nervenfasern beispielsweise ist die Diffusion entlang der Fasern
nahezu frei mdoglich, quer zum Faserverlauf jedoch deutlich eingeschrankt. Die
Diffusionen entlang unterschiedlicher Richtungen unterscheiden sich demzufolge
deutlich.®® Diese Eigenschaft wiirde sich in einem hohen FA-Wert widerspiegeln.

Ein Wert von 1 spricht fur vollkommene Anisotropie. In Geweben mit dem FA-Wert 0
ist der ADC in alle Richtungen identisch.

Die FA errechnet sich aus den drei Eigenwerten der Diffusionstensoren:

FA = V3X[(Aa=(N*+ (U= (N + (A3 =(1N)’] 5]

\/zx(zimgué)

Formel 5: Berechnung der Fractional Anisotropy

In hyalinem Gelenkknorpel konnten FA-Werte von etwa 0,04 bis 0,28 gemessen

werden, mit Maxima im Bereich der Tangential- und Radiarzone.?’

% pierpaoli C et al., 1996
¥ Filidoro L et al., 2005
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2.10 Signal-Rausch-Verhaltnis

Das Signal-Rausch-Verhaltnis (engl. Signal-to-noise ratio = SNR) ist ein wichtiger
Messparameter, um die Bildqualitdt von MRT-Aufnahmen zu charakterisieren. Es
wird durch das Verhaltnis aus Signalintensitat und dem Bildrauschen bestimmt.

Um die SNR von MRT-Aufnahmen mit Single Channel Spulen zu berechnen, wird
der Quotient aus der Signalintensitat des zu untersuchenden Gewebes, hier also des
Knorpels, und der Standardabweichung des Bildrauschens in einem Bereich wie der
das Praparat umgebenden Luft errechnet. Hinzu kommt aufgrund der Ryleigh-
Verteilung des Rauschens ein Korrekturfaktor von 0,657.%8

Bilder mit einer niedrigen SNR wirken unscharf und grobpixelig. Die Bildqualitat lasst
sich jedoch verbessern, indem man das Messvolumen der Voxel erhéht, die Anzahl
der Messwiederholungen erhodht, das Field-of-View vergroRert, die Schichtdicke
vergroRRert, die Bandbreite reduziert, oder auch ein gréReres Magnetfeld wahlt.

Die SNR hat somit indirekte Auswirkungen auf die Akquisitionszeit, die Gesamtdauer

der Messreihe.

2.11 Diffusions-Tensor-Bildgebung und Anwendung in der klinischen

Routine/Forschung

Vor allem in der Neuroradiologie hat die Diffusions-Tensor-Bildgebung Einzug in die
Klinik gefunden, sie dient unter anderem der praoperativen Planung bei der Therapie
von Gehirntumoren.®® In der neuroradiologischen Forschung findet sie Anwendung in
der Erforschung von Grundlagen der Epilepsie.®

Des Weiteren gibt es Ansatze in der Diagnostik von Prostata-Carcinomen® und des
hyalinen Gelenkknorpels. Was die DTI des Gelenkknorpels betrifft, konnten erste
Korrelationen mit dem Faserverlauf der Kollagenfasern nachgewiesen werden.”

Zudem konnte eine Korrelation der DTl mit dem Proteoglykangehalt gefunden

% Dietrich O et al., 2007

% LoCYetal., 2007

% Wang XQ et al., 2010

°1 Manenti G et al., 2007

% deVisser SK et al., 2007; Raya JG et al., 2011
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werden®®, im Hochfeld-MRT (17.6 Tesla) zeigte sich ein Anstieg des mittleren ADC
bei Osteoarthritis.**

% Meder R et al., 2006
% Raya JG et al., 2008
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Es wurden Leichenpatellae aus dem Institut fir Rechtsmedizin der LMU Minchen
verwendet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Entnahme der Proben mdglichst
zeitnah zum vermuteten Todeszeitpunkt erfolgte.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Patellae in eine mit physiologischer
Kochsalzlésung befeuchtete Frischhaltefolie eingewickelt, in eine
Plastikfrischhaltebox gelegt und bis zur weiteren Verarbeitung bei +8°C im
Kihlschrank aufbewahrt. Diese Lagerung gewahrleistet einen Schutz vor
Austrocknung und schnellen Verwesungsprozessen, ohne dabei die Integritat der
Knorpelstrukturen zu beschadigen, wie es etwa bei Lagerung in der Gefriertruhe

auftreten kann.®®

Abbildung 8: Patella-Nr. 24, méannlich, 25 Jahre. Nach Entnahme der Bohrproben

% Grushko et al, 1989
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Nicht weiter aufgearbeitet wurden Patellae, bei denen makroskopisch klar
erkennbare, bei Entnahme aufgetretene Verletzungen den Knorpel beschadigt
hatten, als auch diejenigen, die bereits sehr ausgepragte traumatisch oder
arthrotisch bedingte Veradnderungen, wie zum Beispiel Osteophytenbildung oder

stark reduziertes Knorpelvolumen, aufzeigten.

Die MRT-Messungen fanden spatestens zwei Tage (< 30 Stunden) nach Entnahme
der Patellae statt, meist aber noch am selben Tag (innerhalb acht bis zehn Stunden
nach Entnahme).

Um die Patellae darauf vorzubereiten, wurde zunachst alles Uberschiissige Binde-,
Fett-, Muskel- und Sehnengewebe entfernt,und die Patella mit der ventralen Seite
nach unten mit Hilfe von Hystoacryl-Gewebekleber (Histoacryl, B.Braun Surgical
GmbH, Melchingen) auf einer 10 x 10 cm grofRen, ca. 3 bis 4 mm dicken
Plexiglasscheibe befestigt. Es wurde darauf geachtet, dass die Ausrichtung der oben
liegenden Knorpelseite méglichst der natirlichen, physiologischen Lage im Gelenk

entsprach.

AbschlieRend wurde die Patella mit einer Digitalkamera (HP Photosmart R817) im

Macro-Modus fotografiert, um die Intaktheit des Knorpels festzuhalten.

Vor Beginn der Messung im Kernspintomographen wurden die Patellae fur ca. 45
Minuten bei Raumtemperatur erwarmt. AnschlieBend wurde die Plexiglasplatte, auf
der man zuvor die Patella fixiert hatte, auf einem MR-tauglichen, nicht magnetischen

Schlitten aus Plexiglas und Plastik befestigt (siehe Abbildung 8).

Nun wurde der Knorpel mit 0,9% Kochsalzlésung befeuchtet, sodass sich ein dinner
Wasserfilm auf der Oberflache bildete. Dies simuliert am ehesten die physiologische
Umgebung des Knorpels mit Synovialflissigkeit im gesunden Gelenk. Abschliel3end
wurde der Schlitten mitsamt der Patella in Frischhaltefolie eingewickelt, um wahrend
der Messung einen Schutz vor Verdunstung und somit einen konstanten Zustand des

Knorpels und seiner Umgebung zu gewahrleisten.
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Die DTI-Messungen wurden an einem 1,5 Tesla Magnetom Sonata Maestro Class
(Siemens Medical Solutions, Erlangen, Deutschland; maximale Gradientenstarke:
40mT/m, maximaler Gradientenanstieg: 200mT/m/ms) MRT-Scanners im Institut fur
Klinische Radiologie, Klinikum Grosshadern bei Raumtemperatur (20%2°C)

durchgefuhrt.

Mit Hilfe eines speziell angefertigten Schlittens (siehe Abbildung 9) wurde die Patella
vor Messbeginn in eine kommerzielle zirkular polarisierte Extremitatenspule (= small

extremity coil) eingebracht.

Abbildung 9: Schlitten zum Einbringen der Patella in die Small Extremity Coil

Im Anschluss an die DTl erfolge die Entnahme von Bohrproben fur die weitere
Aufarbeitung (siehe Abbildung 8). Zur Bestimmung des Wassergehaltes erfolgte die
Trocknung der  Proben  direkt vor  Ort, die  histologische  und
rasterelektronenmikroskopische Aufarbeitung erfolgte im Institut fir Anatomie der
LMU Munchen.
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3.2 Methodik

Es wurden insgesamt 43 Patellae entnommen, woraus 30 DTI-Datensétze
angefertigt werden konnten. Eine histologische Auswertung erfolgte bei insgesamt 28
Patellae, Rasterelektronenmikroskopie bei 33 Patellae, und die Bestimmung des

Wassergehaltes bei 27 verschiedenen Patellae.

Patella- Geschlecht Seite Alter DTI Histologie REM  Wassergehalt

Nr. (Jahre)

Pat. 15 mannlich links 16 X X X

Pat. 16 weiblich links 37 X X X

Pat. 17 weiblich rechts 90 X X

Pat. 18 weiblich links 26 X X X X
Pat. 19 mannlich links 67 X X X X
Pat. 20 mannlich links 62 X X X X
Pat. 21 weiblich links 77 X X X
Pat. 22 mannlich rechts 20 X X X
Pat. 23 mannlich links 33 X X X X
Pat. 24 mannlich links 25 X X X X
Pat. 25 weiblich links 94 X

Pat. 26 mannlich links 30 X X

Pat. 27 mannlich rechts 17 X X

Pat. 28 mannlich links 92 X X X X
Pat. 29 mannlich links 23 X X X
Pat. 30 mannlich links 32 X X X
Pat. 33 mannlich links 36 X X X
Pat. 34 mannlich links 33 X X X X
Pat. 36 weiblich links 24 X X X X
Pat. 37 weiblich links 29 X X X X
Pat. 38 mannlich links 20 X X X X
Pat. 39 mannlich links 37 X X X X
Pat. 40 mannlich rechts 35 X X X X
Pat. 43 mannlich links 16 X X X X
Pat. 45 mannlich rechts 21 X X X
Pat. 46 mannlich rechts 37 X X
Pat. 47 mannlich rechts 34 X X X X
Pat. 48 mannlich links 20 X X

Pat. 49 mannlich rechts 35 X X X

Pat. 51 weiblich rechts 47 X X X X
Pat. 52 mannlich rechts 79 X X X X
Pat. 54 mannlich rechts 10 X X X X
Pat. 55 weiblich rechts 55 X X X X
Pat. 56 weiblich links 60 X X X X
Pat. 57 mannlich links 45 X X X X

Tabelle 1: Ubersicht tiber alle verwendeten Patellae und durchgefiihrten Messungen
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3.2.1 Diffusions-Tensor-Bildgebung

3.2.1.1 Parameter und Einstellungen

Im Rahmen der MR-Messungen wurden insgesamt je elf Sequenzen angefertigt. Zu
Beginn wurden zwei Lokalizer-Sequenzen angefertigt, um ein weitgehend
identisches Field of View (FOV) festlegen zu kdnnen.

Im Anschluss erfolgte eine Fast Low Angle SHot-Sequenz (FLASH), welche die
Eigenschaft besitzt, den hyalinen Knorpel signalreich abzubilden. Eine Auflésung
(Matrix-Grél3e) von 256 x 256 Bildpunkten mit einer Voxelgré3e von 0,54 x 054 mm?2
wurde hierflr gewahlt.

Fur die Diffusions-Tensor-Messung wurden insgesamt sieben Messdurchgange
bendtigt: Initial eine Messung ohne Diffusionswichtung, im Anschluss sechs weitere
Messungen mit identischer Diffusionswichtung und jeweils verschiedenen

Diffusionsrichtungen.

Folgende Parameter wurden verwendet:

FLASH DTI (bO) DTI (b500)
TR (=Repetitionszeit) 21 ms 1450 ms 1450 ms
TE (=Echozeit) 9,06 ms 53 ms 53ms
Base Resolution 256x256 128x128, zero filled to 128x128, zero filled to
(=Auflosung) 256x256 256x256
FoV (Field of View) 140x140 mm? 140x140 mm? 140x140 mm?
In-plane Resolution (mm?) 0.54 x 0.54 0.54 x0.54 0.54 x0.54
Anzahl der Schichten 20 20 20
Schichtdicke (mm) 3 3 3
Bandwidth (=Bandbreite) 130.0 Hz/Pixel 130.0 Hz/Pixel
Flip-Winkel - 90°/180° 90°/180°
Wiederholungen 1 6 6x6
b-Wert (s/mm?) 0 500
Gesamte MeRdauer 1,8 min 18,6 min 6 x 18,6 min

Richtungen der b500: 110; -110; 101; -101; 011; -011

Tabelle 2: Parameter und Einstellungen der MR-Messungen

Zur Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnisses (SNR) entschied man sich fir je

sechs Wiederholungen pro Diffusion. Eine native Matrix-Gré3e von 128 x 128 Voxeln
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wurde gewahlt, im Anschluss erfolgte eine Interpolation auf 256 x 256 Voxel
durch Zero-Filling. Diese Einstellungen erméglichten eine aureichend hohe SNR bei
noch praktikabler Messdauer. Im Vergleich zu einer einzelnen Messung bewirkt die
Erhéhung auf insgesamt 6 Messungen einen Anstieg der SNR um knapp 250% (V6 =
2.49).

Zu Beginn der Messreihe wurden insgesamt 12 Patellae mit einer DTI-Auflésung von
256 x 256 Voxeln (Interpolation auf 512 x 512) untersucht. Da fur die hohere
Auflésung langere Messzeiten in Kauf genommen werden mussten, wurden hier nur
drei Wiederholungen pro Diffusionswinkel durchgeftihrt. Zu diesen Proben liegen
lediglich die MR-Daten vor, es wurden Kkeinerlei Bohrproben entnommen.
Vollstandigkeitshalber seien diese Messungen hier erwéhnt.

Da die Akquisionszeit bei hoherer Auflosung pro Patella bei weit Uber vier Stunden
lag, entschloss man sich die Ortsauflosung zu reduzieren. Um dennoch flr eine
stabile Messung ausreichend gute SNR-Werte zu erhalten, wurde die Anzahl der

Wiederholungen erhoht.

3.2.1.2 Verarbeitung und Auswertung der Rohdaten

Die weitere Auswertung begann mit einer semi-automatischen Segmentierung des
Knorpels mithilfe der Software PaCaSe (Patellar Cartilage Segmentation; Lorenz
Kodnig et al.) statt. Hierbei wurden, nach Durchsicht aller 20 Schichten, die finf
zentralen Schichten festgelegt, welche sich durch die hochste Knorpeldicke

auszeichneten.

Die so angefertigten Segmentierungen wurden nun in MatLab (Mathworks 2011b)
eingelesen, um die ADC- und FA-Werte des Knorpels mithilfe eines
selbstgeschriebenen Programmes errechnen zu kénnen. Hierfir wurde eine
halbautomatische Rechenroutine erstellt, welche den gesamten Knorpel in je zwel
Layers und vier Sektoren unterteilt. Layer 1 beschreibt die oberflachennahe
Knorpelhélfte, Layer 2 die tieferen Knorpelanteile bis hin zur Knorpel-Knochen-

Grenze.
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Zudem erfolgte die sagittale Unterteilung in vier Sektoren, welche eine vereinfachte
Aufteilung des Retropatellarknorpels in die mediale und laterale Facette ermdglichte.
Es entsprechen jeweils zwei Sektoren der medialen Facette und 2 Sektoren der
lateralen Facette. Hierfir wurde darauf geachtet, ob es sich bei dem gemessenen

Praparat um eine linke oder rechte Patella handelte.

Die Matlab-Auswertung lieferte Mittelwerte und Standardabweichungen fur den
gesamten Knorpel, die einzelnen Layer sowie Sektoren und gab diese in Form einer
Excel-Tabelle aus.

Zudem wurden jeweils fur die FA, als auch den ADC eine Map pro Patella und
Schicht erstellt, welche es durch Farbcodierung erlaubten, sich bereits friihzeitig

einen Eindruck Uber die Qualitat der Messungen zu verschaffen.

Die Erstellung der Tabellen und Grafiken wurde mithilfe von MS Excel 2010
durchgefuhrt.

3.2.2 Histologie - Vorbereitung und Entnahme der Bohrproben

Mithilfe einer handelstblichen Bohrmaschine mit Hohlbohrer (diamantbeschichtet;
AuBendurchmesser: 7 mm; Innendurchmesser: 6 mm) wurden mehrere im
Durchmesser 6 mm fassende Knorpel-Knochenzylinder angefertigt. In Abh&ngigkeit
der PatellagréRe und des Knorpelzustandes wurden pro Patella insgesamt zwischen

vier und acht Proben entnommen, dabei immer mindestens zwei pro Facette.

Insgesamt wurden somit aus 32 Patellae 143 Zylinder entnommen. 55 stammten aus
den medialen, 88 aus den lateralen Facetten. Davon wurden 60 fir die histologische
Auswertung und 52 fur die rasterelektronische Auswertung weiterverarbeitet. 31

dienten der Bestimmung des Wassergehalts im Knorpel.

Die Bohrungen fanden nur an Stellen statt, an denen keine makroskopischen
Knorpelschdden erkennbar waren. Es wurde stets darauf geachtet, die

Knorpeloberflache nicht zu beschédigen und in intaktem Zustand zu belassen.
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Gebohrt wurde immer senkrecht zur Knorpeloberflache. Dabei wurde versucht
Zylinder anzufertigen, die einen konstant gleichmé&Rig dicken Knorpel besitzen,
wodurch in der weiteren Verarbeitung gleichférmige Schnitte ermdglicht wurden.

Um den Knorpel vor Denaturierung durch beim Bohren entstehende Hitze zu
schitzen, wurden Bohrer und Patella wahrend des gesamten Bohrvorgangs mit auf
8°C gekunhlter 0,9% NaCl-Losung umspdlt.

Sobald man mit dem Bohrer die Compacta durchbrochen hatte und die Spongiosa
erreicht  hatte, konnten die Knorpelzylinder mithilfe eines  kleinen
Schlitzschraubenziehers unter Aufwendung von geringem Druck herausgebrochen

werden.

3.2.2.1 Safranin-O-Farbung und Photometrie

Vorbereitung:

Die Knorpel-Knochenzylinder, die fir die histologische Weiteruntersuchung
vorgesehen waren, wurden fur mindestens 48 Stunden in PFA (Paraformaldehyd,;

4%; phosphatgepuffert; pH 7,2) eingelegt.

Um den Knochenanteil der Bohrzylinder weich und schneidbar zu machen, wurden
diese Zylinder fir etwa vier bis sechs Wochen in 7% EDTA im Brutschrank bei 37°C
entkalkt. EDTA-Reste wurden entfernt, indem die Proben zwei Stunden lang

kontinuierlich unter flieBendem Wasser gespult wurden.

Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% Ethanol,
jeweils eine Stunde) zur Entwasserung der Proben, und anschlieRend eine Lagerung

der Proben flrr insgesamt zwei Stunden in Xylol, welches als Intermedium diente.

Nun folgte das Einbetten der Knorpel-Knochen-Zylinder in flissiges Paraffin. Im
Kihlschrank kihlten die Proben ab und harteten aus, damit man sie am Mikrotom
(Schlittenmikrotom, Jung AG Heidelberg, Anatomische Anstalt der LMU Minchen) in

ca. 4 — 5 um dicke Scheiben schneiden konnte. Jeweils 3 aufeinanderfolgende
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Schnitte wurden auf Objekttragern (Menzel-Glaser, SuperFrost) aufgezogen und
uber Nacht bei 40°C im Brutschrank gelagert.

Farbuna:
Um die GAG unserer Knorpelproben anzufarben, wurde eine gepufferte Safranin-O-

Farbung (in 0,5M Natriumacetat, pH 4,6)* verwendet. Damit war mittels einer
Graustufenanalyse im spateren Verlauf eine Quantifizierung des
Proteoglykangehaltes moglich. Auf eine Gegenfarbung mit Fast Green wurde in
dieser Arbeit bewusst verzichtet, da diese die quantitative Messung des
Glykosaminoglykangehaltes nur behindern wiirde.?’

Zunachst wurden die Schnitte auf einer Heizplatte fir ca. 10 Minuten eingebrannt,
dadurch verflussigte sich das Paraffin und I6ste sich so spéter besser in Xylol auf.
Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte nun zweimal fir 5 Minuten in Xylol
gestellt. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 90%, 80%, 70%
Ethanol; fir je 5 Minuten).

Die Objekttrager wurden fur die Farbung 7 Minuten in Safranin-O getaucht,
anschlieBend mit Aqua dest. gespilt und kurz in Ethanol geschwenkt. Es folgte ein
weiteres Einlegen in Xylol fir zweimal 5 Minuten.

Die Objekttrager wurden mit Eindeckmittel bedeckt (Merck Neo-Mount),
anschlieend folgte das luftblasenfreie Aufbringen der Deckglaser (Menzel-Glaser).
Die Objekttrager harteten tber Nacht bei Raumtemperatur aus.

Photometrie:

Mithilfe einer Lupe (Wild Makroskop M420) wurden Fotografien der histologischen
Schnitte angefertigt. Hierzu wurden ein Objektiv (VergroRerung 0,5x) und ein
weiterer Aufsatz (VergroRerung 1,25x) verwendet. Alle Proben wurden unter
identischer Beleuchtung und konstanten Umgebungsbedingungen fotografiert, im
digitalen Bildbearbeitungsprogramm KS.400 wurden die Helligkeit auf 0,6 und der
Kontrast auf 0,93 eingestellt. Eine selbst modifizierte Auswertungsroutine lieferte die

% Kiraly K et al., 1996
" Bulstra SK et al., 1993
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Anfarbungsintensitat der Proteoglykane in Grauwerten. Die einzelnen Rechenschritte

sind Appendix 1 zu entnehmen.

Es wurde manuell eine ROI (Region of Interest) auf das Foto gelegt (s. Abbildung 10
und 11). Hierbei wurde darauf geachtet, einen mdglichst reprasentativen Bereich
abzubilden. Diese ROI wurde mit Hilfe der Auswertesoftware von der
Knorpeloberflache bis hin zur Knorpel-Knochen-Grenze in 9 gleich grol3e Sub-ROls
(im Folgenden auch als Felder 1 bis 9 bezeichnet) unterteilt, wobei Feld 1 an der
Gelenkflache liegt, Feld 9 markiert das Tide Mark. Die gemessenen Mittelwerte
wurden fur jede der 9 Sub-ROIs ausgegeben und ermdglichten eine Abschatzung
des Safranin-O-Gehaltes und somit Ruckschlisse auf den Proteoglykangehalt. Je
hoher der Grauwert (Maximum 255), desto heller erscheint das Bild in der Safranin-
O-Farbung, wund desto geringer ist demzufolge der darin enthaltene
Proteoglykangehalt.

Abschliel3end wurde noch ein Screenshot gemacht, um die Fotografie um die 9 ROIs
zu dokumentieren (s. Abbildung 10 und 11).

Abbildung 10: Patella 22, laterale Facette, Safranin-O-Farbung, VergroRerung: 16x6,25

-42 -



MATERIAL & METHODEN

Abbildung 11: Patella 22, laterale Facette, Safranin-O-Farbung, VergroRerung: 16x6,25 + Unterteilung in 9 Felder

Bei Patellae mit mehreren reprasentativen Bohrproben wurden die ROIs miteinander
gemittelt. Ebenso wurden im Rahmen der weiteren Auswertung die Mittelwerte fir je
2 Layer bestimmt. Man erhielt so die Moglichkeit, die Proteoglykandichte in der
knochennahen Knorpelhélfte sowie im oberflachlichen Knorpel abschatzen zu

kdnnen.

3.2.2.2 Bestimmung des Wassergehalts

Im Anschluss an die Bohrungen far  die histologischen und
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden noch weitere Bohrzylinder
entnommen, um den Wassergehalt des jeweiligen Knorpels zu bestimmen. Der
Wassergehalt dient als Indikator fur frihe degenerative Veranderungen. Im
Frihstadium einer degenerativen Verdnderung kommt es zu einer Zunahme des

intrakartilagindren Wassergehaltes, welche durch die Auffaserung des Kollagens
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verursacht wird.®® Im Alter nimmt der Wassergehalt des Gelenkknorpels allerdings
physiologisch ab, wodurch es zu einer Abnahme der Druckelastizitat kommt®, was
ebenfalls eine arthrotische Degeneration begunstigt. Als Normwerte des
Wassergehaltes in intaktem Gelenkknorpel werden in der Literatur Werte zwischen
ca. 60 und 70% angegeben. Die Bohrproben wurden erneut durch Spulen mit 0,9%
NaCl gereinigt und nun mit einem Tuch vorsichtig getrocknet.

Im Anschluss erfolgte das erste Wiegen. Hierfur wurde eine gewohnliche, auf 0,1 mg
exakt kalibrierte Feinwaage verwendet. Nach Trocknen des Knorpelzylinders im
Warmeschrank fur ca. sechs Stunden bei 60° C erfolgte das zweite Wiegen. Um den
Wassergehalt des Knorpels berechnen zu kdnnen, wurde abschlie3end die Differenz
aus Feuchtgewicht und Trockengewicht gebildet und durch das Feuchtgewicht
geteilt. Somit ergab sich ein prozentueller Wasseranteil am Gesamtgewicht der

entnommenen Knorpelprobe (s. Formel 6).

Wassergehalt = (mfeycht — Mtrocken)/Mfeucht [6]

Formel 6: Berechnung des Wassergehalts Knorpels

3.2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Vorbereitung der Proben:

Auch bei der Vorbereitung fur die Elektronenmikroskopie war es wichtig, dass die
Bohrungen moglichst senkrecht zur Knorpeloberflache stattfanden, um die
anschlieBende Auswertung der zonalen Gliederung zu vereinfachen. Nachdem der
Knorpel-Knochen-Zylinder nun durch Spilen mit 0,9% NaCl gereinigt wurde, wurde
der Knochen mit einer kleinen Séage so weit gekurzt, dass noch etwa 4 mm Knochen
am Zylinder erhalten blieben. Am Boden der so erhaltenen Probe wurde
abschlieBend mit der Sage eine kleine Einkerbung durchgefihrt, welche das spatere
Spalten erleichterte.

Die Proben wurden dann fir ca. 24 Stunden in 2-molarer CaCl,-Losung bei

Raumtemperatur (20 + 2°C) inkubiert, wodurch eine Proteoglykanextraktion erreicht

% Burstein D et al., 2000
% SchieblerTH, Korf HW, 2007; Venn M, Maroudas A, 1977
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wurde, welche im spéateren Verlauf eine bessere Darstellung der Kollagenfasern
ermoglichte. Dieser Status wurde im Anschluss durch mindestens 24-stiindiges
Einlegen der Proben in 4% phosphatgepuffertes Formalin (PFA, pH 7,2) fixiert.

Die Zylinder wurden nun in eine aufsteigende Azetonreihe (50%, 70%, 80%, 90%,
96%, 100%, zu je 30 Minuten, anschlie3end zweimal je eine Stunde in 100% Azeton)
eingebracht, was eine vollstandige Entwasserung der Proben bewirkte. Im Anschluss
erfolgt die Trocknung der Proben nach der Critical-Point-Methode (Bal-Tec CPD
030): Durch mehrmaliges Erhitzen und Abkihlen der Knorpel-Knochen-Zylinder unter
Zugabe von Kohlendioxid wurde das Azeton verdrangt. Dadurch wurde einer
eventuellen Gewebezerstorung durch Flissigkeitsverdampfung im Vakuum des
Rasterelektronenmikroskops vorgebeugt. Die nun soweit vorbereiteten Proben

konnten bis zur weiteren Verarbeitung im Exsikkator aufbewahrt werden.

Um die Kollagenfaserarchitektur im Elektronenmikroskop beurteilen zu kénnen,
bedarf es einer gebrochenen Kante. Diese wurde unter Koihlung mit flissigem
Stickstoff und Hammerschlag auf eine aufgesetzte Skalpellklinge hergestellt. Somit
wurden Schnittartefakte, die durch das Zusammendricken der Kantenoberflache ein
spateres Beurteilen der Faserverlaufe nahezu unmdglich machen, bestmdglich
minimiert.

Die so erhaltenen Zylinderhélften wurden nun mittels leitfahigen Haftaufklebern
(Plano GmbH) auf spezielle Objekttrager aufgebracht und anschliel3end durch kalte
Kathodenentladung (2,4 kV, 20mA) in einem Polaron SEM Coating System mit einer
300 Angstrom (= 30 nm) dicken Goldschicht besputtert. Proben mit sehr geringer
Auflageflache wurden dann noch durch Auftragen von Leitsilber auf dem

Objekttrager fixiert.

Analyse der Proben:

Die Proben wurden mithilfe eines Rasterelektronenmikroskops der Marke Jeol (JSM-
35CF Scanning Microscope) hinsichtlich der zonalen Gliederung ihrer
Kollagenfaserarchitektur ausgewertet. Hierbei wurden lediglich Proben begutachtet,
welche sicher im Gefrierbruch gebrochen worden waren, akzidentiell geschnittene

Praparate wurden verworfen. Anhand des typischen Faserverlaufs wurden bei einer
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6000-fachen VergréfRerung die Grenzen der einzelnen Schichten (Tangentialzone,
Transitionalzone, Radiarzone, Tide Mark; siehe Abbildung 2) dargestellt und so die
Schichtdicken erfasst. Da eine klare Grenze zwischen den Schichten nicht existent
ist, und die Ubergangsbereiche zum Teil durchaus dicker sind, wurden folgende 5

Punkte durch Mittelung aus je funf reprasentativen Durchgangen bestimmt:

: sicher noch Tangentialzone
: sicher nicht mehr Tangentialzone
: sicher noch Transitionalzone

: sicher nicht mehr Transitionalzone

O o O T QD

: sicher noch Radiarzone/Grenze zum Tidemark

Die Abstande der funf Messpunkte zur Oberflache des Knorpels wurden bei 20- bis
1000-facher VergréfRerung bestimmt. Die Grenze zwischen Tangential- und
Transitionalzone wurde als Mittelpunkt zwischen den Messpunkten a und b
errechnet, zwischen c und d liegt demzufolge die Grenze zwischen Transitional- und
Radiarzone. Es wurden somit relative zonale Dicken in Abhangigkeit der

Gesamtdicke des Knorpels angegeben, diese lassen sich wie folgt berechnen:

Dicke der Tangentialzone: [a + 1/2*(b — a)]/e [7]
Dicke der Tangentialzone: [c + 1/2*(d — ¢) - a - 1/2*(b — a)]/e [8]
Dicke der Radiarzone: [e - ¢ - 1/2*(d — ¢)]/e [9]

Formel 7, 8, 9: Berechnung der zonalen Dicken

In einigen Fallen wurden pro Patella mehrere Proben fir die Histologie und die REM
aufgearbeitet und hieraus im Anschluss die Mittelwerte errechnet, welche dann in die
weitere Auswertung einflossen.

Zur Dokumentation der Knorpelbeschaffenheit wurden am Ende der Analyse
mehrere reprasentative Bilder mit einer im Elektronenmikroskop eingebauten

Kamera (Mamiya 6x7) auf einem handelsublichen Schwarzwei3film (liford FP4, Iso
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125/22°) angefertigt. Zudem wurde in einer 20- bis 26-fachen Vergrol3erung eine
Ubersichtsaufnahme pro Probe erstellt, um ggf. die einzelnen Proben untereinander
vergleichen zu kdnnen (s. Abbildung 12).

Abbildung 12: Patella 17, Bohrzylinder aus der medialen Facette, Ubersichtsaufnahme bei 20x VergroRerung
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3.3 Aufteilung der Patellae in 2 Gruppen

Insgesamt wurden 43 Patellae fir die DTI-Messungen entnommen. Bestimmte
Proben und Messungen mussten aus verschiedenen Griinden verworfen werden,
zum Beispiel aufgrund Abbruchs der Messungen bei Uberhitzung des MR-Scanners
oder Verwendung der Patellae fur diverse Testlaufe.

Eine histologische  Auswertung erfolgte bei insgesamt 28 Patellae,
Rasterelektronenmikroskopie bei 33 Patellae und die Bestimmung des
Wassergehaltes bei 27 verschiedenen Patellae.

Unter den 30 fur die DTI verwendeten Patellae stammten 22 Stick von mannlichen,
8 Stick von weiblichen Leichen, welche im Alter von 10 bis 94 Jahren verstorben
waren. Dies entspricht einem durchschnittlichen Sterbealter von 39,1 Jahren mit
einer Standardabweichung von 21,9 Jahren. Der mittlere Body Mass Index lag bei
25,1 £ 5,2 kg/mz2,

Fir die weitere Auswertung wurden die Patellae nach dem jeweiligen Sterbealter in
zwei Gruppen eingeteilt.

Patellae von Menschen, welche vor dem 45. Lebensjahr verstarben (n=21), wurden
Gruppe A zugeordnet. Alle anderen Patellae, welche zum Sterbezeitpunkt das 45.
Lebensjahr bereits Uberschritten hatten (n=9), wurden in Gruppe B verteilt. Dieser
Cut Off wurde gewdahlt, da ab diesem Alter bereits von praarthrotischen

Veranderungen auszugehen ist.

Gruppe A setzt sich aus 17 Proben von mannlichen Leichen und vier weiblichen
zusammen, das durchschnittliche Sterbealter lag bei 27,2 Jahren bei einer
Standardabweichung von 8,4 Jahren. Das niedrigste Sterbealter war 10 Jahre, das
hochste 37 Jahre.

Gruppe B beinhaltete funf mannliche Proben und vier weibliche mit einem
durchschnittlichen Sterbealter von 66,8 Jahren. Das niedrigste Alter lag bei 45
Jahren, das hdchste bei 94 Jahren, somit errechnete sich eine Standardabweichung

von 10,0 Jahren.
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Die Body Mass Indices lagen nahe beieinander. Der mittlere BMI der Gruppe A
betrug 25,0 £ 5,2 kg/m?, Gruppe B erreichte 25,2 £ 5,6 kg/m>.

Gruppe A - Pat-Nr. Alter (Jahre)  Geschlecht GroBe (m)  Gewicht (kg) BMI (kg/m?)

16 37 weiblich 1,63 53 20

23 33 mannlich 1,75 77 25

26 30 mannlich 1,81 72 22

33 36 mannlich 1,67 72 26

36 24 weiblich 1,75 67 22

38 20 mannlich 1,85 80 23

40 35 mannlich 1,85 105 31

45 21 mannlich 1,76 84 27

47 34 mannlich 1,78 85 27

D
o
w
(6]

mannlich 1,81 95 29

Tabelle 3: Ubersicht tiber alle Patellae der Gruppe A
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Gruppe B - Pat-Nr. Alter (Jahre)  Geschlecht GroBe (m) Gewicht (kg) BMI (kg/m?)

20 62 mannlich 1,63 70 26

28 92 mannlich 1,69 80 29

52 79 mannlich 1,68 50 18

56 60 weiblich 1,78 86 27

Tabelle 4: Ubersicht tiber alle Patellae der Gruppe B
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4. Statistik

Die statistische Auswertung der Rohdaten erfolgte komplett mit dem
Kalkulationsprogramm Microsoft Excel 2010.

Zunachst wurde anhand der akquirierten Einzeldaten durch Berechnung des
arithmetischen  Mittelwerts, der Standardabweichungen und des 95%-
Konfidenzintervalls eine deskriptive Statistik erstellt.

Fur die Grauwertanalyse, den ADC, die FA, die prozentuale Dicke der Radiarzone
und den Wassergehalt wurden vergleichende Tests durchgefiuhrt. Es wurde
untersucht, ob sich die eben genannten Parameter in Abhangigkeit des Alters oder
des Geschlechts unterscheiden. Ebenso wurde auf Unterschiede zwischen Layer 1

und Layer 2 als auch der medialen und lateralen Facette geachtet.

Um Unterschiede zwischen zwei verschiedenen Gruppen (zum Beispiel méannliche
im Vergleich mit weiblichen Proben) festzustellen, wurde ein Welch-Test fur
unabhangige Stichproben angewandt, wahrend in anderen Fallen (zum Beispiel beim
Vergleich zwischen Layer 1 und Layer 2) ein Welch-Test fur abh&ngige Stichproben
verwendet wurde.

Von einer Signifikanz zum Niveau o wird gesprochen, wenn die errechnete
Fehlerwahrscheinlichkeit kleinere Werte als o = 0,05 annimmt. In diesen Fallen lasst
sich die Nullhypothese (Ho = die Mittelwerte beziglich eines bestimmten Merkmals

unterscheiden sich zwischen zwei unterschiedlichen Gruppen) ablehnen.

Fur die Korrelation des ADC mit der Grauwertanalyse wurden einerseits
Streudiagramme (= Scatterplots) erstellt, zum anderen der Korrelationskoeffizient r
sowie der Determinationskoeffizient R? errechnet.

Der Korrelationskoeffizient r gilt als Mal3 fur die Starke eines linearen
Zusammenhanges, ist dimensionslos und nimmt hierbei Werte zwischen -1 und +1
an. Nimmt |r] den Wert 1 an, spricht dies fur einen perfekten linearen
Zusammenhang, |r|] = 0 bedeutet, dass kein linearer Zusammenhang zwischen den

beiden Messgrol3en besteht.
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Korrelationskoeffizient |r|

0 kein linearer Zusammenhang

0 bis 0,5 schwacher linearer Zusammenhang
0,5 bis 0,8 mittlerer linearer Zusammenhang
0,8 bis 1,0 starker linearer Zusammenhang

1 perfekter linearer Zusammenhang

Tabelle 5: Bedeutung des Korrelationskoeffizienten r

Zudem wurde das Quadrat des Korrelationskoeffizienten errechnet, welches auch als
BestimmtheitsmaR (R®> = Determinationskoeffizient) bezeichnet wird. Dieses
beschreibt den Anteil der Wertestreuung, die sich in beiden zu untersuchenden
Variablen wieder finden lasst. Er errechnet sich wie folgt:

SZ
R> = X [10]
Sx Sy

R2 = Bestimmtheitsmalfl}
Sxy = Kovarianz
sy = Einzelvarianz zu Merkmal x

sy = Einzelvarianz zu Merkmal y

Formel 10: Errechnung des Bestimmtheitsmalles

Wenn der Betrag des Korrelationskoeffizienten und damit auch das
BestimmtheitsmalR Werte nahe 1 erreichen, spricht dies fur eine hohe Qualitat der
linearen Approximation, von einem linearen Zusammenhang ist auszugehen. Dies
lasst sich jedoch nur bei gleichzeitiger Begutachtung des Scatterplots
nachvollziehen.

Die Wahrscheinlichkeit eines linearen Zusammenhanges kann mit einem t-Test
verifiziert werden. Hierbei gilt Formel 11, welche es erlaubt, die Signifikanz des

Korrelationskoeffizienten zu errechnen.
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_ r Xyn—2

[11]
1-r?

mit n-2 Freiheitsgraden

Formel 11: t-Wert eines linearen Zusammenhangs

Die Berechnung der Signifikanz des Korrelationskoeffizienten wurde nur fir die
Korrelation der nach Layern aufgesplitteten Gegenuberstellung von GWA und ADC
durchgefiihrt. Da fur diese Korrelation nur 23 Patellae zur Verfligung standen, wére
die Power des Tests fur die gesamte Patelladicke mit n=23 und und 2 Variablen
(jeweils die einander entsprechenden Mittelwerte der GWA und des ADC) bei 21
Freiheitsgraden recht gering.

Durch Aufteilung der Patellae in je 2 Layer konnte wenigstens ein n=46 mit 44
Freiheitsgraden gewabhrleistet werden. Die Anzahl der betrachteten Wertepaare
verdoppelt sich in diesem Fall, indem aus einer Patellaprobe jeweils ein Wertepaar
fur die oberflachennahe Knorpelhélfte und fur die knochennahe Knorpelhalfte

generiert wird.
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5. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Diffusions-Tensor-MRT und der
anatomischen Aufarbeitung dargestellt.

Es folgen eine Gegenuberstellung aller Messungen, ein Vergleich zwischen
mannlichen und weiblichen Patellae sowie der Unterschiede in Abhangigkeit des

Alters.

5.1 Ergebnisse der ADC-Bestimmung im hyalinen Gelenkknorpel

Abbildung 13: ADC-Map, Patella 15, slice 12

Wie man der Regressionsgeraden aus Abbildung 14 entnehmen kann, zeigt sich mit

zunehmendem Alter eine fallende Tendenz beziglich der mittleren ADC-Werte.
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ADC - Staffelung nach Alter

=@- Mittelwerte ADC liber gesamte Patella === Mittelwerte ADC - Layer 1

=== Mittelwerte ADC - Layer 2 —— Linear (Mittelwerte ADC Uber gesamte Patella)

y =-0,0044x + 1,0847

1,40 . l \ ]\
o 120 XA .‘A\!/A'A A A
BRESIVA/R A/ ARSI AT A
V3 /NSA T YN TN
< 0,60 / \/\/ u \\/\ /\/\
a4 VAR S NG S w—

101616 17 20 20 21 24 25 26 293033 333435353637 37 37 45475560 62 67 79 92 94

Alter der Patellae in Jahren

Abbildung 14: Staffelung der ADC nach dem Alter; R2=0,054; r=0,24; p=0,21

Die hochsten ADC-Werte in Layerl und Layer 2 erreichte Patella 36 (weiblich, 24
Jahre) mit 1,83x10° mm?/s in Layer 1. Den niedrigsten Mittelwert zeigte die lteste
Patella, Nr. 25 (weiblich, 94 Jahre) mit 0,75x10° mm2/s. Anhand der Linear Fit-
Geraden kann ein durchschnittliches Abfallen der ADC um 0,0044x10° mm2/s pro
Jahr abgeleitet werden. Es zeigt sich bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,24

(R2=0,054) eine schwache lineare Korrelation (p=0,21).
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ADC - nach Alter sortiert
| Aler  ADC (X100 STABWX 10" |
(Jahre) mm?2/s) mm?2/s

54 10 0,94 0,46
15 16 0,88 0,40
43 16 1,15 0,48
27 17 1,28 0,28
38 20 0,83 0,38
48 20 1,00 0,41
45 21 0,91 0,43
36 24 1,39 0,82
24 25 1,08 0,31
18 26 1,37 0,62
37 29 0,92 0,35
26 30 0,90 0,41
23 33 1,34 0,44
34 33 1,03 0,41
47 34 0,99 0,37
40 35 0,96 0,51
49 35 1,02 0,30
33 36 0,88 0,43
16 37 0,99 0,35
39 37 1,01 0,40
46 37 0,88 0,46
57 45 1,08 0,42
51 47 0,98 0,41
55 55 0,96 0,42
56 60 0,95 0,50
20 62 0,78 0,36
19 67 1,17 0,32
52 79 1,05 0,46
28 92 1,05 0,55
25 94 0,75 0,47

Tabelle 6: Ubersicht tiber die ADC-Ergebnisse aller Patellae, nach Alter aufsteigend sortiert

Allen Messungen gleich ist die Tatsache, dass ein hoher ADC-Wert in Layer 1 immer
einen noch héheren Layer 2-Wert mit sich bringt.

Im Mittel Gber alle eingeschlossenen Patellae liegt der ADC in Layer 1 bei 1,25x10°
mm?2/s bei einer Standardabweichung (STABW) von lediglich 0,20x10° mm2s. In
Layer 2 nimmt der ADC den Wert von 0,71x10° mm2/s ein (STABW: 0,18x103
mm?/s) an. Somit lasst sich bei einem p-Wert von unter 0,00001 ableiten, dass der
ADC an der Knorpeloberfliche hoch signifikant gréf3er ist, als in den tiefen

Knorpelregionen. (s. Tabelle 7).
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Mittelwert (X 10

ADC - alle Patellae 95%-KI
mm?/s)
ADC - gesamt 1,02 0,16 0,96 | 1,08
ADC - Layer 1 1,25 0,20 1,18 1,32
<0,00001
ADC - Layer 2 0,71 0,18 0,64 10,78

Tabelle 7: Ubersicht tiber die ADC im gesamten Knorpel, Layer 1 und Layer 2. Mittelwert, Standardabweichung,

95%-Konfidenzintervall und p-Wert werden angegeben.

Die niedrigeren Werte in Layer 2 werden nochmal im Diagramm (s. Abbildung 15) fur

beide Gruppen einzeln verdeutlicht.

ADC: Gruppe A vs. Gruppe B (nach Layer
unterteilt)

1,40 1,26 122

1,20
0 1,04 0,97
.E 1,00

0,74

«l’E 0,80 0,65
o
E 0,60 —
8 0,40 —
<

0,20 T

0,00

Gruppe A- | GruppeA- | GruppeA- | GruppeB- | GruppeB- | GruppeB-
global Layer 1 Layer 2 global Layer 1 Layer 2
ADC - Mittelwert 1,04 1,26 0,74 0,97 1,22 0,65
ADC jeweils global und aufgeteilt in Layer 1 und Layer 2

Abbildung 15: Mittelwerte der ADC im gesamten Knorpel, Layer 1 und Layer 2. Jeweils fiir Gruppe A und Gruppe B
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5.1.1 Verhalten der ADC in jungem (Gruppe A) und gealtertem
(Gruppe B) Gelenkknorpel

Wie man Tabelle 8 entnehmen kann, ist der mittlere ADC in Gruppe B tendenziell
niedriger als in der jungeren Gruppe, jedoch lasst sich bei einem p-Wert von 0,31
keine Signifikanz nachweisen. Hier stehen 1,04+0,17x10° mm2's (Gruppe A) einem
Wert von 0,97+0,14x10°° mm?/s (Gruppe B) gegeniiber. Die in Gruppe B niedrigeren
Mittelwerte zeigen sich in Layer 1 (1,26x10° mm?/s auf 1,22x10° mm2/s) weniger

ausgepragt als in Layer 2 (0,74x10° mm2/s auf 0,60x10° mm2's) (s. Tabelle 15).

Mittelwert (in X 107

STABW 95%-K | p-Wert
Gruppe A 1,04 0,17 0,96 | 1,12 a3
Gruppe B 0,97 0,14 0,86 | 1,08 ’

Tabelle 8: ADC in Gruppe A und Gruppe B. Mittelwerte, Standardabweichungen, 95%-Konfidenzintervall und p-
Wert

Auch zeigt sich im Vergleich von Gruppe A und Gruppe B ein vor allem
lateralbetontes Abfallen der mittleren ADC-Werte. Wéhrend die absolute Reduktion
des ADC im Bereich der medialen Facette nur 0,003x10° mm2's (entspricht 0,3%)
betragt, findet sich im Bereich der lateralen Facette ein Defizit von 0,12x10° mm?/s
(entspricht 11,2%) (siehe Abbildung 16).
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ADC - Gruppe A vs. Gruppe B
medial vs. lateral

1,40
> 1,20
€ 1,00 -
E 0,80 - R
S 0,60 - I
o 0,40 - ——— W Gruppe A - medial
=t 4 I
< 0,20 1,03 0,92 [ Gruppe A - lateral
0,00 -
W Gruppe A - medial 1,03 M Gruppe B - medial
[0 Gruppe A - lateral 1,03 [ Gruppe B - lateral
M Gruppe B - medial 1,03
[ Gruppe B - lateral 0,92

Mittelwerte der ADC Gruppe A und Gruppe B,
jeweils mediale und laterale Facette

Abbildung 16: ADC in Gruppe A und Gruppe B, nach Facetten unterteilt

Bei p-Werten von 0,95 (mediale Facette) und 0,16 (laterale Facette) ist hier lediglich
eine Tendenz fur facettenbetonte abfallende ADC-Werte zu sehen, eine Signifikanz
lasst sich nicht nachweisen. Ebenso verhalt sich das altersbedingte Abfallen der
ADC-Werte in Abhangigkeit der Layer: bei p-Werten von 0,61 fur Layer 1 und 0,21

fur Layer 2 kann hier nicht von Signifikanz gesprochen werden

5.1.2 Verhalten des Apparent Diffusion Coefficient in Abhdngigkeit des
Geschlechts

Zwischen den mannlichen und weiblichen Proben zeigt sich deutlich ein nicht
signifikanter Unterschied (p=0,75) bezlglich der mittleren ADC-Werte. Die weiblichen
Proben erreichen einen Mittelwert von 1,04x10° mm#'s und liegen damit nur minimal

unter dem Mittelwert der mannlichen Proben (1,01x10° mm2/s)(siehe Tabelle 9).
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Mittelwert (in x 10

ADC mannlich - weiblich STABW 95%-KI
mm?/s)
mannlich 1,01 0,14 0,95 | 1,07 0
,75
weiblich 1,04 0,22 0,85 1,23

Tabelle 9: ADC in ménnlichen und weiblichen Patellae; Mittelwert, Standardabweichung, 95%-Konfidenzintervall
und p-Wert

Die folgende Tabelle schlisselt das Verhalten der ADC-Werte zwischen méannlichen
und weiblichen Patellae weiter auf. Man sieht, dass nur geringe Unterschiede
hinsichtlich der ADC in der medialen oder lateralen Facette sowie in Layer 1 und
Layer 2 zwischen den Geschlechtern existieren.

Hierbei weisen die weiblichen Patellae nicht signifikant erhdohte Werte in der

medialen und lateralen Facette als auch in Layer 1 auf. Lediglich in Layer 2 sind die

ADC-Werte der mannlichen Patellae mit 0,72x10™ mm#'s nicht signifikant iber den
ADC- Werten der weiblichen Patellae (0,69x10° mm2/s).

ADC (in x 10° mm?/s) - Sektorenanalyse mannlich-weiblich

mannlich weiblich
medial 1,02 1,06 0,50
lateral 0,95 1,02 0,87
Layer 1 1,23 1,31 0,51
Layer 2 0,72 0,69 0,59
Anzahl 22 8

Tabelle 10: ADC - Sektorenanalyse der méannlichen und weiblichen Patellae

Die Tatsache, dass in Anbetracht des ADC, kaum Unterschiede zwischen der
weiblichen und der méannlichen Gruppe bestehen, wird durch die hohen p-Werte
(zwischen 0,50x10° mm2/s fur die mediale Facette und 0,87x10° mm?2/s fur die

laterale Facette) unterstrichen (s. Tabelle 10).
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5.2 Ergebnisse der Fractional Anisotropy

Neben dem in Kapitel 5.1 besprochenen Apparent Diffusion Coefficient wurde aus
den DTI-Datensatzen zusatzlich die Fraktionelle Anisotropie (FA) errechnet. Im
Folgenden werden die Veranderungen der FA mit zunehmendem Alter dargestellt
und die FA-Werte der weiblichen und méannlichen Proben gegenibergestellt.

Staffelt man die FA der eingeschlossenen Patellae nach ihrem Sterbealter, fallt auf,
dass mit zunehmendem Alter eine gewisse Reduktion der FA eintritt. Abbildung 18
zufolge nimmt die Uber den gesamten Knorpel gemittelte FA pro Jahr um etwa
0,0004 Punkte ab.

Abbildung 17: FA-Map Patella 15, slice 12
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Patella-
Nummer

54
15
43
27
38
48
45
36
24
18
37
26
23
34
47
40
49
33
16
39
46
57
51
55
56
20
19
52
28
25

Geschlecht ?(Ia\tr?rre(rI\r)]
mannlich 10
mannlich 16
mannlich 16
mannlich 17
mannlich 20
mannlich 20
mannlich 21
weiblich 24
mannlich 25
weiblich 26
weiblich 29
mannlich 30
mannlich 33
mannlich 33
mannlich 34
mannlich 35
mannlich 35
mannlich 36
weiblich 37
mannlich 37
mannlich 37
mannlich 45
weiblich 47
weiblich 55
weiblich 60
mannlich 62
mannlich 67
mannlich 79
mannlich 92
weiblich 94

FA — nach Alter sortiert

gesamt

0,434
0,340
0,338
0,251
0,549
0,309
0,343
0,494
0,400
0,540
0,368
0,422
0,663
0,355
0,296
0,344
0,282
0,437
0,266
0,336
0,482
0,306
0,403
0,308
0,344
0,499
0,229
0,369
0,382
0,564

Layer 1

0,321
0,309
0,253
0,212
0,566
0,232
0,244
0,437
0,391
0,536
0,435
0,387
0,708
0,309
0,268
0,259
0,229
0,446
0,246
0,271
0,433
0,228
0,314
0,285
0,289
0,554
0,221
0,300
0,294
0,603

Layer 2

0,577
0,379
0,446
0,302
0,526
0,407
0,475
0,567
0,413
0,545
0,276
0,469
0,595
0,417
0,331
0,459
0,349
0,425
0,292
0,421
0,551
0,403
0,519
0,338
0,410
0,412
0,242
0,458
0,491
0,503

Standardabweichung

0,230
0,250
0,197
0,159
0,222
0,257
0,255
0,227
0,204
0,252
0,246
0,234
0,250
0,233
0,178
0,184
0,266
0,258
0,310
0,232
0,165
0,216
0,259
0,201
0,243
0,251
0,149
0,260
0,220
0,247

Tabelle 11: Ubersicht tiber die FA-Werte aller Patellae, nach Alter aufsteigend sortiert
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Den hochsten Mittelwert erreicht hierbei Patella 23 (mannlich, 33 Jahre) mit 0,663
Uber beide Layer. Der niedrigste Mittelwert lasst sich bei Patella 19 (mé&nnlich, 67
Jahre) errechnen, die FA betragt hier nur 0,229 (siehe Tabelle 11). Eine weiterer
AusreilRer nach oben ist Patella 38 (méannlich, 20 Jahre), welche mit einem Mittelwert

von 0,549 ebenso den Durchschnitt in der Gruppe der unter 45-jahrigen erhoht.

FA - sortiert nach dem Alter der Patellae

(aufsteigend)
—— Mittelwert global —— Layer 1 Layer2 —— Linear (Mittelwert global)
0,800
0,700
A
0,600
g 0,500 A A // \ /
50,400 \ / N \\.j A A A /
A AY/EREE VN AV/AAYAVSE
§0,200 W \// \/ W \/ \W
0,100 y =-0,0004x + 0,3944
o000 —Wb—m—?—vV—F"—7" 'r——F7—7r—7r——"TTTT7T 77T T T T T T T T T

1016 16 17 20 20 21 24 25 26 29 30 33 33 34 353536 37 37 37 4547 55 60 62 67 79 92 94
Patellae nach Alter sortiert (in Jahren; aufsteigend)

Abbildung 18: FA aller Patellae, nach dem Alter aufsteigend sortiert; R2=0,001; r=0,033; p=0,86

In den meisten Fallen liegen die Werte aus Layer 1 deutlich unterhalb der Mittelwerte
von Layer 2. Ausnahmen bilden hierbei die Messungen der Patellae 20, 25, 33, 34,
37, 38. Es handelt sich hierbei um insgesamt vier mannliche Proben, zwei weibliche,

das Sterbealter reicht von 20 bis 94 Jahren.

-63-



ERGEBNISSE

Mittelwert STABW 95%-KI p-Wert (Layer)
0,388 0,103 0,350 | 0,426
0,353 0,131 0,304 | 0,402 0,008
0,433 0,093 0,398 | 0,468

Tabelle 12: FA - gesamte Patellae, Layer 1 und Layer 2; jeweils Mittelwer, Standardabweichung, 95%-
Konfidenzintervall und p-Wert

Wie man Tabelle 12 entnehmen kann, liegt die mittlere FA in Layer 1 mit
0,353+0,131 unterhalb des Mittelwerts in Layer 2 (0,433+0,093), was die
Beobachtungen aus Abbildung 18 bestéatigt. Der Unterschied der Fraktionellen
Anisotropie zwischen den beiden Layern ist mit einem p-Wert von 0,008 sehr
signifikant.

Uber alle Patellae lasst sich eine mittlere FA von 0,388 mit einer
Standardabweichung von 0,103 errechnen.

5.2.1 Veranderung der Fractional Anisotropy mit zunehmendem Alter

Wie Abbildung 18 schon vermuten lasst, zeigt sich bei einem
Korrelationskoeffizienten von 0,033 (R2=0,001) eine schwache, nicht signifikante
(p=0,86) Verringerung der FA mit zunehmendem Alter. Fur Gruppe A lasst sich ein
Mittelwert von 0,393+0,106 errechnen, Gruppe B liegt bei lediglich 0,378+0,102.
Hierbei lasst sich bei einem p von 0,72 kein signifikanter Unterschied feststellen. Die
abfallende Tendenz zeigt sich in beiden Layern, ist jedoch in Layer 1 (p=0,80) als
auch in Layer 2 (p=0,60) deutlich nicht signifikant (siehe Abbildung 19).
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FA: Gruppe A vs. Gruppe B - nach Layer unterteilt

Wglobal Wlayer1 Mlayer?2

0,500

0,450
0,400
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -
0,050 -
0,000 -

Fractional Anisotropy

Gruppe A Gruppe B
Gruppe A vs. Gruppe B, jeweils global, Layer 1 und Layer 2

Abbildung 19: FA in Gruppe A und B; gesamt, Layer 1 und Layer 2

Wahrend sich im Bereich der medialen Facette eine Verringerung um 7,8%
errechnen lasst, zeigt sich lateral sogar ein Anstieg in Gruppe B um 0,5% (siehe
Abbildung 20). Bei einem p von 0,51 fur die mediale und 0,96 fur die laterale Facette
sind sowohl die mediale Verringerung als auch der laterale Anstieg der FA allenfalls

als nicht signifikante Tendenzen zu sehen.

FA: Gruppe A vs. Gruppe B - Facette

Bglobal @O medial

- 0,500
Q
© 0,400 - I
3
E:. 0,300 - — — —
E 0,200 - medial [ lateral medial [ lateral ———
£ 0100 - Gruppe A| |Gruppe A Gruppe B[ |Gruppe B
o 0,372 0,419 0,343 0,421
= 0,000 - T

Gruppe A Gruppe B

Gruppe A vs. Gruppe B, jeweils global, medial, lateral

Abbildung 20: FA in Gruppe A und B; gesamt, Layer 1 und Layer 2
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5.2.2 Unterschiede in der FA in Abhdngigkeit des Geschlechts

Die durchschnittliche FA in mannlichen Proben ist mit 0,380+0,102 leicht unterhalb
derer, die bei weiblichen Proben erreicht werden (0,411+0,110). Tabelle 13 kann
man entnehmen, dass der FA-Wert bei Frauen nahe der Oberflache hoher ist
(méannlich: 0,338 zu weiblich: 0,393), wahrend in Layer 2 der Wert der mannlichen
Proben mit 0,434 zu 0,431 sogar leicht Gber dem Wert der weiblichen Proben liegt.
Weder in Bezug zur Facette noch zu den Layers zeigt sich hier ein signifikanter

Unterschied zwischen méannlichen und weiblichen Proben.

FA - Sektorenanalyse mannlich-weiblich

mannlich weiblich
medial 0,363 0,366 0,943
lateral 0,404 0,463 0,247
Layer 1 0,338 0,393 0,325
Layer 2 0,434 0,431 0,954
global 0,380 0,411 0,507
Anzahl 22 8

Tabelle 13: FA - Sektorenanalyse der mannlichen und weiblichen Patellae
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5.3 Auswertung der Grauwertanalyse

Wie bereits in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben, wurden im Rahmen der Grauwert-Analyse
neun Sub-ROIs von der Gelenkoberflache bis hin zur Knorpel-Knochen-Grenze
bestimmt und hieraus 2 Layer errechnet. In Analogie zur DTI liegt auch hier Layer 1
an der Knorpeloberflache und ergibt sich aus dem Mittelwert der Grauwerte in Feld 1
bis 4. Layer 2 wird durch Errechnung der Mittelwerte aus Feld 5 bis 9 errechnet und
beschreibt die tiefen Knorpelregionen bis hin zum Tide Mark. Um spéater mit den
Ergebnissen der Magnetresonanztomographie vergleichen zu kdnnen, flieBen nur
diejenigen Patellae in die weitere Auswertung ein, von denen auch ein MRT-

Datensatz vorliegt.

Insgesamt wurden aus 28 verschiedenen Patellae 60 Knorpel-Knochenzylinder fir
die histologische Aufarbeitung gewonnen. Um eine bessere Korrelation mit der DTI
gewahrleisten zu kbnnen, werden in der weiteren Auswertung nur diejenigen Patellae
mit eingebracht, von denen auch DTI-Daten akquiriert werden konnten. Somit
wurden insgesamt 110 histologische Schnitte betrachtet, wovon 50 Stick aus
medialen Facetten, 60 Stick aus lateralen Facetten gewonnen wurden. 85 Schnitte
werden Gruppe A zugeordnet, wohingegen Gruppe B auf 25 Schnitte zuriickgreift.

Zudem waren 85 Schnitte aus mannlichen Patellae, 25 Stiick aus weiblichen.

Die 23 untersuchten Patellae weisen in der Gesamtheit ein Durchschnittsalter von
39,9 Jahren (STABW 20,9 Jahre) auf. Sie setzen sich zusammen aus 16 mannlichen
(Durchschnittsalter 39,9 Jahre; STABW 23,6 Jahre) und sieben weiblichen Patellae
(Durchschnittsalter 39,7 Jahre; STABW 14,5 Jahre). 15 Patellae wurden aufgrund
des Sterbealters vor dem 45.Lebensjahr, Gruppe A zugeordnet, die restlichen acht

Patellae bilden Gruppe B.
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Abbildung 21: Patella 44, laterale Facette, Safranin-O-Farbung, VergréRerung: 16x6,25; Gruppe A

Abbildung 22: Patella 51, mediale Facette, Safranin-O-Farbung, VergréRerung: 16x6,25, Gruppe B. Es zeigen sich
bereits an der Knorpeloberflache geringere Anfarbungen mit Safranin-O, als in Gruppe A.
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5.3.1 GWA in Layer 1 und Layer 2

Der mittlere Grauwert Uber alle Patellae liegt bei 163,0 mit einer
Standardabweichung von 29,2 (entspricht 17,9%). Hierbei ist bei einem p<0,01 der
Mittelwert der oberflachlichen Knorpelregionen mit 180,6 (STABW 17,6%) deutlich
signifikant hoher, als in Layer 2 (149,0; STABW 19,4%) (Abbildung 23). Hbhere

Grauwerte bedeuten einen niedrigeren Safranin-O-Gehalt.

Grauwertanalyse -
Mittelung liber alle Patellae (und STABW)
250,00
@ 200,00 T
=
£ 150,00 -
g 100,00 + W gesamt
g 50,00 M Layer 1
[ Layer 2
0,00 -
gesamte Patella - Layer 1 - Layer 2
M gesamt 163,02
B Layer 1 180,61
@ Layer 2 148,95

Abbildung 23: GWA - gesamte Knorpeldicke, Layer 1, Layer 2

Dies wird verdeutlicht in Abbildung 24, hier liegen bei jeder einzelnen Probe die
Layer 1-Werte Uber den Layer 2-Werten. Hieraus lasst sich ein hoherer

Proteoglykangehalt in den tieferen Knorpelregionen ableiten.
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Grauwertanalyse - nach Alter sortiert

=f—Gesamte Knorpeltiefe  =s#—Layer1 ==¢=layer2 ——Linear (Gesamte Knorpeltiefe)
250,00

y=0,1115x + 161,68
=0,0007

230,00

210,00

190,00

VAN i

170,00

150,00

Grauwertanalysw

W AW
WA

130,00

110,00

90,00
10(16|16|20|24|25|26|29(33|33|34|35|35(37|37(45|47(55|60|62|67|79|92

=== Gesamte Knorpeltiefe 132,200,130/149/148,151208/166,192,198/141,171103215/172132159,140,158206,149,151/170,
=== Layer 1 157|207|141(161|156(156/227(178/209|220/151|184(114/232(192|147|178/163|185(235|183(171/208
i L ayer 2 112|196|122(140/143(147|193(157|179|180|134/161| 96 |203(156/121|144/122|138(183|123(135/140

Patellae nach Alter sortiert (aufsteigend in Jahren)

Abbildung 24: GWA - alle Patellae nach Alter aufsteigend sortiert; R2=0,0007; r=0,026; p=0,90

Abbildung 25 und 26 schlisseln diese Tendenz noch weiter auf. Wir sehen in nahezu
allen Patellae einen abfallenden Grauwert von Feld 1 (Gelenkflache) bis zu Feld 8,
gefolgt von einem erneuten, dezenten Anstieg in Feld 9, was ebenso fir einen
Anstieg des Proteoglykangehalts von der Gelenkflache bis hin zum Tidemark spricht.
Betrachtet man Abbildung 25, bemerkt man den nahezu parallelen Verlauf der
einzelnen Kurven. Hier geht ein hoher Grauwert in Feld 1 weitestgehend immer mit

einem hohen Grauwert in Feld 9 einher.
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Grauwertanalyse - alle Einzelwerte

P15 eflim P16 = P18 e P19 i P2() @ P23 i P24 e P28
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260 s PAQ wmlye P5 ] el P52 P54 eyt P55 i P56 P57
240
220
200
180
3
2 160
e
£ 140
[J]
2 120
o
© 100
80 Feld 1= Feld 9 =
coas | Feld2 | Feld3 | Feld4 | FeldS | Feld6 | Feld7 | Felds o
——P15| 210 212 206 200 197 195 193 197 201
—m—P16| 235 239 230 223 222 219 203 187 186
—a—P18| 229 235 226 218 209 200 191 180 185
=== P19 223 205 170 133 112 108 111 119 163
== P20 223 249 240 229 210 194 181 164 169
=== P23 215 218 206 197 190 185 177 170 175
——p24| 168 161 150 146 144 144 145 145 157
——p28| 213 217 208 192 166 145 130 122 139
e P 34 233 228 217 204 195 186 177 171 173
== P36 167 161 149 145 143 140 138 138 158
e=fil= P37 181 185 178 169 163 158 152 150 164
ey P38 167 167 158 151 145 140 136 133 146
——p39| 201 19 188 182 176 166 152 140 148
——P40| 192 189 182 175 166 164 158 158 160
=== P43 156 147 130 129 123 120 119 120 126
e P47 157 153 148 147 146 140 136 124 126
——Pa9| 123 115 111 106 103 98 93 88 98
= P51 191 185 172 165 154 143 142 139 142
el P52 176 177 172 160 148 140 131 122 133
Ps4| 162 180 152 134 124 117 107 104 111
e P55 176 170 161 148 133 128 118 113 119
=fe= P56 202 194 182 162 118 135 136 140 160
P57 174 148 136 133 123 117 111 113 141

Knorpeltiefe
Feld 1 = Knorpeloberflidche, Feld 9= Knorpel-Knochen-Grenze

Abbildung 25: GWA - alle Patellae; Ubersicht tiber die einzelnen Felder
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Grauwertanalyse - Mittelwerte aller Patellae
(und Standardabweichungen)

250

N
o
o

150

—

100

Ergebnisse der Grauwertanalyse

w1
o

Unterteilung der Knorpeldicke in 9 Felder

B Feld1=Surface WFeld2 MWFeld3 MFeld4 ®mFeld5 Feld6 mFeld?7 Feld8 mFeld9=KKG

Abbildung 26: GWA - Mittelwerte der einzelnen Felder tber alle Proben

5.3.2 GWA in Gruppe A und Gruppe B

Die mittleren Grauwerte sind in Gruppe A mit 165,5+32,7 nur in geringem Mal3e und
nicht signifikant (p=0,55) héher als die Mittelwerte in Gruppe B (158,5+22,6). Gruppe
B zeigt hierbei eine grol3ere Divergenz zwischen Layer 1 und Layer 2, wohingegen
Gruppe A ein homogeneres Bild darstellt (siehe Tabelle 14). Layer 1 liegt in Gruppe
A mit 178,9 leicht unter dem Wert in Gruppe B (183,8), daflr ist der mittlere Grauwert
in Layer 2 deutlich Gber dem der Patellae in Gruppe B (154,7 zu 138,2). Weder in
den Mittelwerten Uber die gesamte Knorpeldicke noch im Vergleich der einzelnen

Layers, zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen Gruppe A und Gruppe B.
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GWA -Avs.B Mittelwert STABW 95%-KI P-Wert (A-B)
Gruppe A 165,46 32,70 147,35 | 183,57 0,55
Layer 1 178,90 34,91 159,57 | 198,23 0,71
Layer 2 154,71 31,65 137,18 | 172,24 0,14
Gruppe B 158,46 22,58 139,59 | 177,33

Layer 1 183,82 27,12 161,14 | 206,50

Layer 2 138,17 20,31 121,19 | 155,15

Tabelle 14: GWA - Gruppe A und Gruppe B; nach Layers aufgeteilt

Weiter verdeutlicht wird dies in Abbildung 27: Durch den flacheren Verlauf der GWA-
Kurve in Gruppe A, liegt diese in den oberflachlichen Regionen unterhalb der Kurve
von Gruppe B. Ab Feld 4 dreht sich die Situation und die Grauwerte von Gruppe B
sind in den Feldern 5 bis 9 stets niedriger als die von Gruppe A. Hiervon kann die
Tendenz eines niedrigeren PG-Gehalts in alteren Patellae an der Knorpeloberflache
abgeleitet werden.

Sortiert man die Grauwerte nach dem Sterbealter der Patellae, zeigt der Linear Fit
einen schwachen (R2 = 0,0007), nicht signifikanten (p=0,90) jahrlichen Anstieg der
Grauwerte um 0,1115 Punkte (siehe Abbildung 24).

Grauwertanalyse:
Vergleich Gruppe A - Gruppe B
205,00
3 185,00 —M
]
e
a 145,00 W - Mittelwert
2 125,00 Gruppe A
©
G 105,00 === Mittelwert
85,00 T T T T T T T T 1 GruppeB
N T BN
Q AN AN AN AN AN O\ O\
S & & & & & & & S
6’\// <<Q>b
&

Knorpeltiefe

Abbildung 27: GWA - Gruppe A und Gruppe B; Verlauf der GWA in den einzelnen Feldern
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5.3.3 GWA in mannlichen und weiblichen Proben

Die weiblichen Patellae zeichnen sich durch h6here GWA-Werte als die mannlichen
aus (siehe Tabelle 15). Im Durchschnitt liegen die mannlichen Proben bei 160+29,5,
wohingegen die weiblichen Proben einen Mittelwert von 171+29,2 einnehmen.
Tabelle 15 unterstreicht diese Feststellung, hier zeigt sich, dass die Grauwerte der

weiblichen Patellae in allen 9 Feldern tGber denen der mannlichen Patellae liegen.

Grauwertanalyse: mannliche vs. weibliche Pat.

Mittelwert mannlich Mittelwert weiblich p-Wert
Feld 1 = Surface 187 197 0,44
Feld 2 185 196 0,48
Feld 3 173 185 0,43
Feld 4 163 176 0,43
Feld 5 154 163 0,61
Feld 6 147 160 0,42
Feld 7 141 154 0,36
Feld 8 137 149 0,31
Feld 9 = KKG 148 159 0,32
Layer 1 177 188 0,44
Layer 2 145 157 0,40
gesamter Knorpel 160 171 0,40

Tabelle 15: GWA - mannlich und weiblich; einzelne Felder, Layers und p-Werte

Tendenziell liegen die Grauwerte der weiblichen Patellae in allen Einzelfeldern als
auch in den Mittelwertberechnungen fur Layer 1 und Layer 2 Uber den Grauwerten
der mannlichen Patellae. Bei p-Werten von 0,31 (Feld 8) bis maximal 0,61 (Feld 5)
kann hierbei nicht von einem signifikanten Unterschied ausgegangen werden.
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5.4 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopischen Auswertung

Wie bei der Auswertung der histologischen Ergebnisse, wurden nur die REM-Proben
der Patellae verwendet, bei denen auch ein vollstandiger MRT-Datensatz vorliegt.
Hierfur wurden insgesamt 43 Knochen-Knorpel-Zylinder aus 27 Patellae gewonnen,
16 aus der medialen Facette, 27 aus der lateralen Facette.

Es wurden 19 Patellae mit einem Durchschnittsalter von 27,6 Jahren der Gruppe A
zugeordnet, Gruppe B setzt sich aus acht Patellae zusammen (durchschnittliches
Sterbealter 63,4 Jahre). 20 Proben waren von mannlichen Patellae, sieben Stiick von

weiblichen.

Mittelt man Uber alle Patellae, erreicht die Radiarzone mit einem durchschnittlichen
Anteil von 60,0£12,0 % an der Gesamtknorpeldicke den hochsten Wert die
zweitdickste Schicht bildet die Transitionalzone mit 35,6+10,6 %. Die oberflachliche
Tangentialzone ist mit nur durchschnittlich 4,4+2,4 % die dinnste Zone (siehe
Tabelle 16).

In nahezu jeder einzelnen Messung ist die Radidrzone die dickste Schicht.
Ausnahmen bilden hier lediglich Patella 15, 16, 18, 19 und 38 mit einer dickeren

Transitionalzone.

Mit iber 80% Anteil ist die Radidarzone in Patella 54 (mannlich, 10 Jahre) am dicksten
von allen gemessenen Proben (siehe Abbildung 28). Da bei dieser Probe aufgrund
des jungen Sterbealters noch nicht von einer vollstdndig ausgebildeten
Kollagenfaserarchitektur auszugehen ist, wird Patella 54 aus der weiteren

Auswertung der Elektronenmikroskopie ausgeschlossen.
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REM - Zonaler Aufbau - alle Pat.

100%
90%
80%
70%
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Zonaler Aufbau

W Radiarzone

4363738394043454748495152555657
Patella - Nr.

w

1516181920232426272833

Abbildung 28: Schematische Ubersicht tiber zonalen Aufbau der einzelnen Patellae

Tangentialzone 4,40 2,38 55,21 3,52 | 5,28
Transitionalzone 35,63 10,58 30,37 31,71 | 39,55
Radidrzone 59,96 11,99 19,72 55,52 | 64,40

Tabelle 16: Prozentuale Dicken der einzelnen Zonen; Mittelungen aus allen Patellae

5.4.1 Vergleich der REM-Auswertung zwischen mannlichen und

weiblichen Patellae
Unter den insgesamt 27 Patellae waren 20 mannliche und sieben weibliche. Tabelle

17 kann entnhommen werden, dass es keinen signifikanten (p=0,91)

zwischengeschlechtlichen Unterschied beztiglich des zonalen Aufbaus gibt.
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REM - zonaler Aufbau - gender
100% -
90% +——— S
80% +—— _
70% +— —
2
2 60% |+ _
=]
g 50% S
Q2 = Tangentialzone
P 40% — —
S Transitionalzone
30% +—— ———
Radidrzone
20% +——— I
10% +—— I
0%
MW m MW f
= Tangentialzone 4,22 4,63
Transitionalzone 34,77 35,09
Radidrzone 61,01 60,28

Abbildung 29: REM - Prozentuale Dicken der einzelnen Zonen . ménnliche und weibliche Patellae aufgetrennt

maénnlich 61,01 11,45 55,80 | 66,22

0,91

weiblich 60,28 14,50 46,87 | 73,69

Tabelle 17: REM - Prozentuale Dicke der Radidrzone - méannliche und weibliche Patellae

5.4.2 Vergleich der REM-Auswertung zw. Gruppe A und Gruppe B

Bezuglich der Dicke der Tangentialzone findet sich kaum ein Unterschied zwischen
Gruppe A und B. Die Radiarzone jedoch ist mit 67,0+12,8% in Gruppe B deutlich,
jedoch knapp nicht signifikant (p=0,07) dicker als in Gruppe A (57,0+9,5%), dafir ist
die Transitionalzone in Gruppe A mit 38,6+7,9 % zu 28,7+11,2 % signifikant dicker
als in Gruppe B (p<0,05) (siehe Abbildung 30).
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REM - Zonaler Aufbau - Gruppe A vs Gruppe B
100% _
90%
a 80% —
L2 70% ’ ;
S 60% —
f 50% EE—
o 40% ————  —Tangentialzone
p 30% — o
3 20% = Transitionalzone
13:? 11 Radidrzone
’ MW A MW B
— Tangentialzone 4,45 4,30
x Transitionalzone 38,57 28,67
11 Radidrzone 56,98 67,03

Abbildung 30: REM - Prozentuale Dicken der einzelnen Zonen . Gruppe A und Gruppe B einzeln aufgetrennt

Zudem nimmt die gemessene prozentuale Dicke der Radiarzone mit zunehmendem
Alter um ca. 0,53 % pro Jahr zu (siehe Abbildung 31). Bei einem Bestimmtheitsmalf3
(R?) von 0,14 und einem Korrelationskoeffizienten von 0,37 kann man bei einem p-

Wert von 0,06 nur von einem schwachen, nicht signifikanten Zusammenhang

sprechen.
Prozentuale Dicke der Radidarzone
B Prozentuale Dicke der Radidrzone ——Linear (Prozentuale Dicke der Radidrzone)

Linear (Prozentuale Dicke der Radidrzone)

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

y=0,5329x + 52,5

(in %)

Anteil der Radidrzone an der gesamten
Knorpeldicke

Patellae nach Alter sortiert (aufsteigend)

Abbildung 31: REM - Prozentuale Dicke der Radiérzone nach Alter sortiert. inklusive Linear Fit; R?=0,14; r=0,37;
p=0,056
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Abbildung 33: Patella 21, Bohrzylinder aus der lateralen Facette, ca. 6000x vergrof3ert. Transitionalzone
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Abbildung 35: Patella 21, Bohrzylinder aus der lateralen Facette, ca. 2400x vergrof3ert. Tide Mark
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5.5 Auswertung des Wassergehalts

Insgesamt wurden aus 32 verschiedenen Patellae Bohrproben zur Bestimmung des
Wassergehaltes entnommen. In die weitere Auswertung gelangten 23 Patellae, von
welchen auch verwertbare MRT-Datensétze vorhanden waren.

Somit wurden 18 Proben aus 17 mannlichen Patellae und sieben Proben aus sechs
weiblichen Patellae untersucht. Sechs Knorpel-Bohrzylinder stammten aus der

medialen Facette, 19 aus der lateralen Facette.

Gruppe A setzt sich aus insgesamt 15 Proben zusammen, Gruppe B besteht aus 8

Proben.

Den niedrigsten Wassergehalt weist Patella 19 (67 Jahre) auf, mit lediglich 59,2%; in

Patella 55 (55 Jahre) findet sich mit 78,8% die hochste Konzentration an Wasser.

Wassergehalt nach Alter

& Wassergehalt ——Linear (Wassergehalt) y = 0,0005x + 72,341

85,0

80,0 * ¢

75,0 P ¢
70,0 ¢ * l 7 :’} ¢

65,0
60,0 L 4
55,0
50,0
45,0

40,0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Alle Patellae (sortiert nach dem Alter, aufsteigend)

<

Wassergehalt in %

Abbildung 36: Wassergehalt aller Patellae, nach Alter aufsteigend sortiert. Inklusive Regressionsgerade; R2<0,0001;
r=0,0026; p=0,99

Wie man Abbildung 36 entnehmen kann, zeigt die Regressionsgerade eine zu
vernachlassigende Anderung des Wassergehaltes mit zunehmendem Alter mit

folgenden Korrelationsparametern: R2<0,0001; r=0,0026; p=0,99
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Wassergehalt Mittelwert STABW STABW (%) 95% KI P-Wert
Gruppe A 72,3 2,07 2,87 71,25]73,35
Gruppe B 72,5 6,50 8,96 68007700 292

Tabelle 18: Prozentualer Wassergehalt in Gruppe A und Gruppe B
Dies wird erneut verdeutlicht durch Tabelle 18. Der durchschnittliche Wasseranteil in

Gruppe A unterscheidet sich mit 72,3+2,9 % auf einem Signifikanzniveau von p =
0,92 nur unwesentlich von dem der Gruppe B: 72,5+9,0 %.
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5.6 Korrelation von ADC und GWA

Um die mithilfe der Diffusions-Tensor-Bildgebung erworbenen Daten mit den
Grauwerten aus der histologischen Auswertung korrelieren zu kdnnen, wurde ein
Scatterplot angefertigt. Auf der horizontalen Achse wurden die Werte der
Grauwertanalyse eingezeichnet, die y-Achse entspricht den ADC-Werten. Insgesamt

wurden hier die Werte von 23 Patellae verglichen.

Im Scatterplot verwendete Patellae ‘

Patella Alter (Jahre) Geschlecht
15 16 mannlich
16 37 weiblich
18 26 weiblich
19 67 mannlich
20 62 mannlich
23 33 mannlich
24 25 mannlich
28 92 mannlich
34 33 mannlich
36 24 weiblich
37 29 weiblich
38 20 mannlich
39 37 mannlich
40 35 mannlich
43 16 mannlich
47 34 mannlich
49 35 mannlich
51 47 weiblich
52 79 mannlich
54 10 mannlich
55 55 weiblich
56 60 weiblich
57 45 mannlich
Anzahl Mittelwert: 16x mdnnlich
23 39,9 7x weiblich

Tabelle 19: Ubersicht tiber alle im Scatterplot verwendeten Patellae
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Der erste Scatterplot (Abbildung 37) vergleicht den mittleren ADC pro Patella mit
dem Mittelwert der GWA Uber alle Felder. Abbildung 38 dient einer etwas feineren
Auflésung: Hier werden die je in Layer 1 und Layer 2 errechneten Werte separat

miteinander verglichen.

Vergleich: Grauwertanalyse - ADC (gesamter

Knorpel)
1,5
1,4 &
Y L 4
1,3
Dat
=12 . ¢ Datenpaare
N
E . *
o L 4 Y
S 6 : L 3 Linear
2 1 & 'S - & (Datenpaare)
g ¢ L 2 ‘ "
< 0,9
'S ¢ y =0,00004x + 1,03260

0,8 @ R2 = 0,00005

0,7

0,6 T T T T T T T 1

80 100 120 140 160 180 200 220 240

Grauwertanalyse

Abbildung 37: Korrelation GWA-ADC der Mittelwerte tGber den gesamten Knorpel. Mit Regressiongeraden und
Bestimmtheitsmall R2. r=0,007; p=0,97.
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Vergleich: Grauwertanalyse - ADC (nach Layer
getrennt)
2
1,8
1,6 Datenpaare
J14
g 12 & _ ——Linear (Datenpaare)
5 1 —
%08
é 00 ) p 0,004x + 0,3436
y= ’ X ’
0,4 R?=0,163
0,2
0 T T T 1
80 130 180 230 280
Grauwertanalyse

Abbildung 38: Korrelation GWA-ADC nach Layers aufgeteilt. Mit Regressiongeraden und Bestimmtheitsma Rz2.
r=0,404; p=0,006.

Die in Abbildung 37 eingefugte Trendlinie zeigt, dass es mit zunehmenden GWA-
Werten nur zu einem geringen tendenziellen Anstieg des ADC kommt. Patella 36
(weiblich, 24 Jahre) stellt hierbei mit dem héchsten ADC-Mittelwert von 1,39 x 107

mm?2/s bei einem GWA-Wert von lediglich 148,74 einen Ausreil3er nach oben dar.

In Abbildung 38 zeigt sich nach Unterteilung in Layer 1 und Layer 2 bei der doppelten
Anzahl an Wertepaaren nun eine deutlich ansteigende Trendlinie. Ausgehend von
diesem Plot kdnnte man annehmen, dass mit zunehmendem GWA-Wert auch der
ADC ansteigt.

Der sich aus Abbildung 38 ergebende Korrelationskoeffizient spricht mit einem Wert
von r = 0,404 (R2=0,163) fur eine schwache lineare Korrelation. Gemafld Formel 11
l&sst sich somit ein t-Wert von 2,93 errechnen.

Nach Unterteilung in die einzelnen Layers zeigt die Korrelation zwischen der GWA
und DTI eine deutliche Signifikanz (p=0,006).
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6. Diskussion

Die MRT hat sich in der klinischen Routine mittlerweile als Methode etabliert,
degenerative Gelenkveranderungen beurteilen zu konnen. Um jedoch bereits
praarthrotische Lasionen frihzeitig diagnostizieren zu kdnnen, werden im Rahmen
von Studien neue, sensitivere Messsequenzen gesucht. Die Diffusions-Tensor-
Bildgebung besitzt die Mdéglichkeit, Rickschlisse auf mikroskopische Gegebenheiten
und strukturellen Aufbau von Geweben zu liefern, weshalb sie in experimentellen

Studien zunehmend zur Untersuchung der Knorpelintegritat verwendet wird.

Diese Arbeit erlaubt es, eine Korrelation der DTI-Parameter mit den anatomischen
Gegebenheiten des humanen, makroskopisch nicht degenerierten Gelenkknorpel zu

erstellen. Hierfur wird als reprasentative Probe der Retropatellarknorpel untersucht.

6.1 Diskussion des Studiendesigns

Ein Vorteil dieser Arbeit ist, dass wir MRT-Untersuchungen des menschlichen
Retropatellarknorpels in vitro am klinischen MR-Scanner anfertigen und zudem
Informationen Uber die tatsachliche Knorpelbeschaffenheit durch die GWA-

Bestimmung und die REM erwerben konnten.

Eine Besonderheit dieser Arbeit gegeniber anderen Studien ist, dass hier humane
Knorpelproben verwendet werden konnten. In anderen Studien bedient man sich
haufig tierischer Knorpelproben als Ersatzmodell, wie Rinderpatellae'®,

! oder Rattenpatellae.’®® Bedingt durch den aufrechten Gang des

Hasenpatellae™®
Menschen und ein komplett unterschiedliches Bewegungsmuster, unterscheiden sich
die Anforderungen an das menschliche Kniegelenk mafR3geblich von denen, die an

den tierischen Bewegungsapparat gestellt werden.

10 pevisser SK et al., 2007
101 Calve E et al., 2001
192 \Watrin A et al., 2001; Loeuille D et al., 1998
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Dieses unterschiedliche  Anforderungsprofil hat Auswirkungen auf den
makroskopischen und mikroskopischen Aufbau des Retropatellarknorpels.*®®

Andere Studien verwenden menschliche Knorpelproben zur Anfertigung der
histologischen Korrelate, welche im Rahmen von Totalendoprothesen-Operationen*®*
entfernt werden. Hierbei ist jedoch von ausgepragten degenerativen Veranderungen
auszugehen, wohingegen in dieser Arbeit makroskopisch weitestgehend intakter

Knorpel untersucht werden konnte.

MRT-Messungen, die in vivo an jungen Patienten durchgefuhrt werden, waren die
optimale Moglichkeit, DTI-Eigenschaften des gesunden menschlichen Knorpels zu
untersuchen. Jedoch ware es bei einem solchen Studiendesign unmdoglich, eine
Korrelation mit dem tatsachlichen PG-Gehalt oder der Beschaffenheit des
Kollagenfasergerusts zu erstellen. Des Weiteren sind in-vivo-Messungen aufgrund

der recht langen Akquisitionszeiten keinem Probanden zuzumuten.

Lediglich die Verwendung von Leichenpatellae erlaubt es, intakten Knorpel von

> sowie eine

gesunden Probanden mit degeneriertem Knorpel zu vergleichen®™
Korrelation von MRT-Datensatzen und anatomisch-histologischen Grundlagen durch
deren weitere Aufarbeitung zu eruieren.

MRT-Studien des menschlichen Knorpels werden seit tGber 20 Jahren auch post
mortem durchgefuhrt und liefern bei richtiger Vorbereitung des Knorpels &hnliche

Ergebnisse, wie in-vivo-Studien.'®®

Uns lag fur diese Arbeit nur eine begrenzte Anzahl an Leichenpatellae vor, was zu
einer uneinheitlichen Zusammensetzung der zu betrachtenden Gruppen fihrte.

Die Gruppeneinteilung wurde erschwert durch die Tatsache, dass der Anteil junger
Menschen, die an den Folgen einer Intoxikation, nach Gewalttaten oder suizidalem
Handeln versterben und in Folge dessen einer gerichtsmedizinischen Obduktion
unterzogen werden, deutlich hoher ist als der alterer Menschen. Oben genannte

Todesursachen treten zudem vermehrt bei Personen mannlichen Geschlechts auf.

193 Kummer B, 2005

104 Trattnig S et al., 1999

195 oeuille D et al., 1998

106 Gylys-Morin VM et al, 1987
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Infolgedessen standen mehr Patellae zur Verfigung, die Gruppe A zuzuordnen
waren (Sterbealter < 45 Jahren) und auch wesentlich mehr mannliche als weibliche

Patellae.

Die Gruppentrennung bei dem 45. Lebensjahr war ebenso ein willkirlich gewahlter
Cut Off. Mit arthrotischen Veranderungen kann zwar gerechnet werden, jedoch liegt
laut Studienlage die Pravalenz von Arthrose in einer Bevolkerung tber 45 Jahren bei
lediglich 15%.% Die Einteilung in Untergruppen erfolgte nur in Abhangigkeit von dem
jeweiligen Sterbealter. Eine Einteilung in Grade der Degeneration fand nicht statt,
man ging von einem Modell der stetigen Degeneration aus. Lediglich Patellae mit
makroskopisch ausgepragter Degeneration wurden im Vorfeld ausgeschlossen.

In Anbetracht der geringen Zahl alterer Patellae ware eine weitere Unterteilung nicht
sinnvoll gewesen, dennoch wurde in den einzelnen Auswertungen zur besseren
Beurteilung eventueller alters-assoziierter Trends eine Darstellung der jeweiligen
Werte nach dem Alter aufsteigend erstellt.

Auf die Todesursachen wird nicht eingegangen, aul3erhalb der gerichtsmedizinischen

Obduktionen waren diese nicht bekannt.

Durch den hohen logistischen Aufwand der verschiedenen Untersuchungen konnten
zu manchen Patellae keine histologischen oder rasterelektronischen Daten
gewonnen werden, zudem kam es durch Fehler in der Akquisition der DTI-
Messergebnisse zu einigen fehlerhaften und somit unbrauchbaren Datensatzen
(meist bedingt durch Wirbelstrom-Effekte). Infolgedessen gelangten von anfanglich
47 Patellae, die bei 256 x 256 Voxel gemessen wurden, nur 30 Stick in die

endgultige Auswertung und nur 23 Patellae in die Korrelationsanalyse.

Kritisch anzumerken, in Bezug auf die Wahl des Materials und die Verteilung der
Gruppen in dieser Arbeit ist, dass im Rahmen der Auswertung lediglich Ricksicht auf
Geschlecht und Alter der Patellae genommen wurde. Wichtige, den Zustand des
Kniegelenkknorpels maf3geblich beeinflussende Faktoren, wie belastende berufliche

197 Murphy L et al., 2008
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und sportliche Tatigkeiten®®, oder Vorerkrankungen, wie Diabetes mellitus, konnten
post mortem nicht eruiert werden.

Hinsichtlich des Erndhrungszustandes wurde jeweils der BMI errechnet, eine weitere
Unterteilung ist nicht erfolgt. Patellae von Uber- oder untergewichtigen Personen

wurden aus der weiteren Auswertung nicht ausgeschlossen.

Dennoch erlaubt dieses Studiendesign erstmals an einer vergleichsweise grof3en
Stichprobe (n=23) mit makroskopisch intaktem Knorpel DTI-Parameter zu ermitteln

und diese mit den anatomischen Gegebenheiten zu korrelieren.

108 Rajabi R et al., 2012
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6.2 Diskussion der Methoden

Um die Auswirkungen der Kollagen- und Proteoglykanverteilung im Gelenkknorpel
auf die durch MRT akquirierten Signale exakter untersuchen zu kénnen, haben sich
die histologische Anfarbung von Proteoglykanen und die REM zur Beurteilung der

Kollagenfaserarchitektur bewahrt.**®

6.2.1 Diskussion der Diffusions-Tensor-MRT

Aus der Bildgebung des Bewegungsapparates ist die Magnetresonanztomographie
heutzutage nicht mehr weg zu denken. Sie erlaubt es bereits wesentlich friher, als
die konventionelle Réntgendiagnostik, beginnende degenerative Veranderungen zu
diagnostizieren. Dies kann durch den Nachweis einer vermehrten
Wassereinlagerung in den Knorpel**® oder ein Abnehmen der Knorpeldicke im
Alter'™! erfolgen. Mit zunehmender Feldstarke der Magnetresonanztomographen
nehmen auch die Moglichkeiten der Knorpeldiagnostik zu. So kénnen bei hoheren
Auflésungen bereits kleine, fokale Lasionen detektiert werden.**? Dardzinski BJ et al.

fertigten bereits 1997 in vivo T2-Maps gesunder Probanden an.'*

Die in dieser Arbeit angewandte Diffusions-Tensor-Magnetresonanztomographie ist
eine MRT-Technik, die es moglich macht, das Ausmafd der Diffusion von
Wassermolekilen in einer bestimmten Richtung zu messen und es somit erlaubt,
eine Aussage zur Mikrostruktur eines Gewebes treffen zu kdnnen. Bereits 1996
konnte gezeigt werden, dass diffusionsgewichtete MRT-Sequenzen das Potential
besitzen, Riickschliisse auf die Anisotropie von Gewebe treffen zu lassen.*'* Hierbei
wurden Diffusionen an cerebralem Gewebe gemessen, welches aufgrund der

Anordnung der Nervenfasen eine hohe Anisotropie besitzt. Da auch Knorpel einen

109 Raya JG et al., 2011

110 calvo E et al., 2001

1 \watrin A et al., 2001

112 | oeuille D et al., 1997
13 Dadzinski BJ et al., 1997
114 pierpaoli C et al., 1996
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von Faserverlaufen dominierten Aufbau besitzt, kann ein diffusionsgewichtetes MRT
auch Informationen tber den mikroskopischen Aufbau des hyalinen Knorpels liefern.

Vor ca. 20 Jahren wurde mit der Diffusions-Tensor-Bildgebung eine Methode
entwickelt, die es der diffusionsgewichteten MRT erlaubt, Aussagen uber die
Richtung der Diffusion zu treffen.**®

Die neuesten Studien zur DTl des Gelenkknorpels wurden weitestgehend an
Hochfeld-MR-Tomographen durchgefiihrt. Diese erlauben es, Zusammenhange der
DTI-Bildgebung besser zu verstehen, um diese spater auf die medizinische
Diagnostik am Patienten zu adaptieren.**®

So konnten bei 9,4 T bzw. 17,6 T Feldstarke Korrelationen zwischen der
Zusammensetzung des Kollagengerists und der FA sowie den Eigenvektoren
gefunden werden, zudem zeigte sich eine Signifikanz bezlglich des ADC-Anstiegs

bei abfallender Proteoglykankonzentration.'*’

Nach Dehydration des Knorpels
konnten Gruber et al. bei 9,4 T eine Veranderung der mittleren Diffusion sowie der
FA zeigen.'8

Die Eigenvektor-Bestimmungen konnten bei 17,6 Tesla gut mit den
rasterelektronenmikroskopisch evaluierten Schichtdicken korreliert werden.** Auf die
Auswertung der Eigenvektoren wird in dieser Arbeit dennoch, aufgrund der

niedrigeren lokalen Aufldsung bei 1,5 Tesla, verzichtet.

Obwohl die DTI das Potential besitzt, Veranderungen in der Zusammensetzung der
Knorpelmatrix nachzuweisen, existieren bis jetzt keinerlei Daten, die das Verhalten
von hyalinem Knorpel in der Diffusions-Tensor-Bildgebung durch einen in der Klinik

angewandten 1,5 T MR-Scanner beschreiben.

Die DTI teilt jedem Voxel eine Vielzahl an Informationen zu. Dieses Potential birgt
allerdings auch eine gewisse Anfalligkeit flr bestimmte Stoérfaktoren. So kann es an
den Grenzflachen, auch bedingt durch die reduzierte Auflésung, zu

Partialvolumeneffekten kommen. An der Knorpeloberflache besteht die Mdglichkeit,

15 Basser PJ et al., 1994

118 Behr VC et al., 2004

17 De Visser SK et al., 2008; Raya JG et al., 2011
18 Gruber CE et al., 2010

19 Raya JG et al, 2011
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dass die Benetzung der Lamina splendens mit 0,9% NaCl das Signal der obersten
Voxelreihe verandert und somit zu einer Verfalschung der Werte an der
Knorpeloberflache fuhrt.

Ein weiterer Nachteil der in dieser Arbeit angewandten Sequenzen stellt die Lange
der Messdauer dar. Zur Verbesserung des SNR wurden pro Diffusionsrichtung 6
Wiederholungen durchgefiihrt, wodurch sich die gesamte Akquisitionszeit auf tber 3
Stunden verlangerte. MR-Scanner mit hoheren Feldstarken erlauben allerdings
bereits die Akquisition eines DTI-Signals in wenigen Minuten. Diese Hochfeld-Gerate

sind jedoch in der klinischen Routine noch kaum verbreitet.

6.2.2 Diskussion der Grauwertanalyse

Die Bestimmung des Proteoglykangehaltes erfolgte durch eine Farbung des
Knorpels mit Safranin-O, gefolgt von einer quantitativen Proteoglykanbestimmung
mithilfe einer Grauwertanalyse.

In Abhéangigkeit von Grol3e und Beschaffenheit wurden pro Patella zwischen einem
und vier repréasentative Bohrzylinder entnommen. Manche Ergebnisse aus der
Grauwertanalyse stellen somit nur den Grauwert eines einzigen histologischen
Praparates dar, andere spiegeln den Mittelwert aus bis zu vier Anfarbungen wieder
und sind damit repréasentativer fur den gesamten Knorpel.

Safranin-O hat sich als Standardfarbung des hyalinen Gelenkknorpels etabliert.**
Der Farbstoff bindet orthochromatisch an Polyanionen der Knorpelmatrix*?* und
bietet somit eine Mdglichkeit der Quantifizierung des Glykosaminoglykangehaltes.

122

Die Farbung ist direkt proportional zum GAG-Gehalt des Knorpels™“, nur bei sehr

niedrigen GAG-Konzentrationen wird die Safranin-O-Farbung unzuverlassig, und

man sollte auf immunhistochemische Farbstoffe (Antikbrper gegen Chondroitinsulfat

123

oder Keratansulfat)™° zuriickgreifen.

120 Rieppo J et al., 2003; Martin | et al., 1999
121 Rosenberg L et al., 1971

122 \ankin HJ et al., 1979

123 Camplejohn KL et al., 1988
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Nach Kiraly K et al. l&sst sich die Bindung des Farbstoffs an die Polyanionen durch
Optimierung des pH-Wertes deutlich verbessern.'** Bei einem pH-Wert von 4,5 bis
4,6 liegen mehr ionisierte Caboxyl- und Glykosaminoglykanketten frei, sodass hier
von einer optimalen Knorpelfarbung auszugehen ist. Wie bereits erwahnt, wurde

auch fur diese Arbeit eine auf pH 4,6 gepufferte Safranin-O-Farbung angewandt.

Auf eine Gegenfarbung mit Fast Green wurde bewusst verzichtet, da diese unter
Umstanden eine guantitative Glykosaminoglykanbestimmung mittels

Grauwertanalyse stéren kann.'?

Die in dieser Arbeit verwendete Farbung ist dennoch, unter Einhaltung eines
bestimmten pH-Wertes, eine der am haufigsten angewandten Methoden zur
semiquantitativen Bestimmung des Proteoglykangehaltes und wird bis heute

regelhaft als solche verwendet.'?

Meist wird zur Bestimmung des Glykosaminoglykan- bzw. Proteoglykangehaltes

” verwendet. Oft wird

nach Safranin-O-Farbung ein semiquantitatives Verfahren®?
dafir auf den Mankin-Score zuriickgegriffen'?®, ein 14-Punkte Arthrose-Test, bei dem
unter anderem das Ausmal} der Knorpeldegeneration subjektiv durch einen oder
mehrere Untersucher beurteilt wird.**® Obwohl in diesen Score auch noch weitere
Grolien mit einflie3en, wie zum Beispiel das Erscheinungsbild der Chondrozyten und
die allgemeine Struktur des Knorpels, bleibt dieses Verfahren ein subjektiver Score

mit eingeschrankter Reproduzierbarkeit.**

Mit dem Ziel, den Proteoglykangehalt des Knorpels reproduzierbar zu bestimmen,
wurden verschiedene Methoden entwickelt, welche z.T. spezielle Mikroskope mit

24 Kiraly K et al., 1996

125 gylstra SK et al., 1993

126 Cha MH et al., 2012; Ando W et al., 2012
12 Shimizu C et al., 1997

128 McGibbon CAet al., 2003

129 v7an der Sluijs et al., 1992

130 Ostergaard K et al., 1997
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standig konstanten Umgebungsbedingungen voraussetzen. Allen zugleich ist eine
computerbasierte, meist halbautomatische Bestimmung des Grads der Anfarbung.*®

Auch in dieser Arbeit wurde eine halbautomatische Rechenroutine eingesetzt. Fur
konstante Umgebungsbedingungen wurde gesorgt, indem alle Fotos von
angefarbten Praparaten in einer Sitzung durchgefiihrt wurden. Als Ergebnis wurden
objektivierbare, dimensionslose Grauwerte erhalten, wobei ein niedriger Grauwert fir

einen hohen Grad an Anfarbung mit Safranin-O spricht.

6.2.3 Diskussion der Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie hat sich als Verfahren etabliert, die Beschaffenheit
der Kollagenfaserarchitektur ausgiebig beurteilen zu koénnen.'** Anhand der
Vorzugsrichtung der Kollagenfasern gelingt es, Tangentialzone, Transitionalzone und
Radiarzone voneinander zu unterscheiden und deren jeweilige Schichtdicke

festzulegen.

Die Integritat des Kollagengebildes Ilasst sich, mangels eines etablierten
Bewertungssystems, nicht objektiv festhalten. Somit wurde hier auf eine subjektive
Einordnung der Faserarchitektur verzichtet. Da alle Proben eine Intaktheit der
Kollagenfaserarchitektur in der REM aufwiesen, konnten die zonalen Dicken jedoch
weitestgehend problemlos bestimmt werden.

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass der Eindruck entstand, dass die
Matrixraume zwischen den Kollagenfasern mit zunehmendem Alter der Patellae
meist weiter wurden und eine Identifikation der zonalen Zuordnung bei diesen

Knorpelproben leichter fiel.

Zu Problemen bei der Festlegung der zonalen Grenzen kam es nur, wenn beim
Gefrierbruch keine sauberen Bruchkanten entstanden. In diesen Féllen traten
Schnittflachen auf, die die Identifikation der Kollagenfasern nahezu unmdglich

181 ahm A et al., 2012; Moussavi-Harami SF et al., 2009
132 Mccall JG, 1969
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machten. In solchen Fallen wurden die zonalen Dicken am Rand neben den

Schnittflachen bestimmt oder auf eventuell angefertigte Zweitproben zurtickgegriffen.

DTI bei héheren Feldstarken und somit deutlich héheren lokalen Auflésungen konnte
Korrelationen zwischen FA, den Eigenvektoren und der im Elektronenmikroskop
erfassten Kollagenfaserorientierung feststellen.*** Im Rahmen dieser Arbeit wird in
Anbetracht der reduzierten Auflésung auf einen direkten Vergleich von MRT und
REM verzichtet, die REM diente hier der Darstellung einer intakten Knorpelintegritat
durch Messung der zonalen Schichtdicken. Zudem wird auf Anderungen der zonalen

Zusammensetzung mit zunehmendem Alter eingegangen.

6.2.4 Diskussion der Wassergehaltsbestimmung

Der Grad der Hydratation des Knorpels kann Ruckschlisse auf die Integritat des
Kollagenfasernetzwerkes und den Proteoglykangehalt zulassen. Bereits in einem
relativ frihen Stadium der Arthrose kommt es, bedingt durch die Auffaserung des

Kollagens, zu einer intrakartilagindren Zunahme des Wassergehalts.***

Da hyaliner Knorpel au3erhalb seiner natlrlichen Umgebung mit Synovialflissigkeit
schnell austrocknet, wurde wahrend allen Arbeitsschritten darauf geachtet, eine
regelméiige Hydrierung der Knorpeloberflache zu erhalten. Wahrend und nach der
MRT-Messung waren die Patellae jederzeit mit NaCl angefeuchtet und mit
Klarsichtfolie eingewickelt, um ein Austrocknen zu verhindern. Um Gefrierschaden zu
vermeiden, wurde vor Entnahme der Bohrproben auf das Einfrieren der Patellae
verzichtet und diese sofort weiterverarbeitet. Durch standige Spullung des
Bohrzylinders mit gekuhlter Kochsalzlosung wurde das Risiko einer Austrocknung

durch die entstehende Reibungswarme minimiert.

133 Raya JG et al, 2011
134 Burstein D et al., 2000

-905-



DISKUSSION

6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 Diskussion der Ergebnisse der Grauwertanalyse

Die Grauwertanalyse der Safranin-O-Farbung dient als semiquantitative Bestimmung
des Glykosaminoglykangehalts. Eine Abnahme des Grauwerts von der
Knorpeloberflache zum Tide Mark hin ist hierbei einer Zunahme des GAG-Gehalts
gleichzusetzen.

Venn und Maroudas konnten bereits 1977 zeigen, dass der GAG-Gehalt zunimmt, je
tiefer man in den Knorpel eindringt. Dies konnte unter anderem von Bayliss et al.
bestéatigt werden.™®® Auch in dieser Arbeit zeigt sich eine abfallende GWA-Kurve von
der Knorpeloberflache bis hin zur Knorpel-Knochen-Grenze, was einem Anstieg der
GAG-Konzentration von der Gelenkflache aus bis in die Tiefe entspricht. Dieser
typische Verlauf ist auch als Ursache zu sehen fur die signifikant héheren Grauwerte

in Layer 1 gegenuber Layer 2.

Auch das hier in nahezu allen Proben beobachtete kurzstreckige Abfallen der
Proteoglykankonzentration unmittelbar vor Erreichen des Tide Marks wurde bereits
mehrfach in histologischen Arbeiten vorbeschrieben.*

Das Auftreten degenerativer Veranderung fihrt durch eine Verkirzung der
Hyaluronsduremolekiile zu einer Abnahme des Proteoglykangehalts.®*” Dieser
Verlust des Proteoglykans verhélt sich hierbei indirekt proportional zu dem Ausmal}
der Degeneration.*® In der &lteren Gruppe B war demzufolge eine Zunahme der
Grauwerte zu erwarten. Dies trat jedoch nur in den oberflachlichen Feldern 1 bis 3
auf. Hier zeigte sich in Gruppe B im Mittel ein nicht signifikant niedrigerer
Proteoglykangehalt der oberflachlichen Knorpelregionen als in der jungen
Vergleichsgruppe A, was durchaus vereinbar ist mit einer an der Knorpeloberflache
beginnenden Degeneration.

Im Bereich der Radiarzone jedoch zeigte Gruppe B sogar eine starkere
Anfarbbarkeit mit Safranin-O als Gruppe A. Dieses Pha&nomen ist so nicht in der

35 \enn M et al.; Bayliss MT et al., 1983
136 Kirivanta | et al., 1985; Venn MF, 1978
137 Moskowitz RW et al, 1979

138 Mankin HJ et al., 1979
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Literatur vorbeschrieben, ein mdgliche Ursache hierfur kdnnte gegebenenfalls in der
beobachteten Auflockerung der Kollagenfaserarchitektur vor allem in der Radiarzone
alterer Patellae begrindet sein, welche in der Rasterelektronenmikroskopie
beobachtet werden konnte. Je weiter der Raum zwischen den Kollagenfibrillen ist,
umso besser kann sich das verbliebene Proteoglykan entfalten. Somit werden mehr

139

freie negative Ladungen zur Verfigung gestellt™, wodurch gegebenenfalls die

Bindung von Safranin-O zunehmen kann.

Dennoch kann von einem tendenziell abnehmenden Glykosaminoglykangehalt mit
zunehmendem Alter ausgegangen werden. Der Linear Fit der nach Alter sortierten
Grauwertanalyse (siehe Abbildung 24) zeigt einen Anstieg um 0,1115 Punkten pro
Jahr.

6.3.2 Diskussion der Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie

Die von 2 Untersuchern gemessenen zonalen Schichtdicken entsprechen denen, die
auch in der Literatur vorbeschrieben wurden. Gemittelt Gber alle Patellae nahm die
Tangentialzone 4,4+2,4% des Gesamtknorpels in Anspruch, was den
vorbeschriebenen 2,4% durchaus entspricht.'*° Die Transitionalzone wurde in dieser
Arbeit mit 35,6£10,6% gemessen, die Radiarzone mit 60,0+12,0%. Raya JG et al.
hatten eine Dicke der Transitionalzone von 43,3+15,3% gesehen, die Radiarzone
erreichte 54,7+14,8%.

Wie zu erwarten war, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
zonalen H6hen mannlicher und weiblicher Praparaten dargestellt werden. Hierfir gibt
es auch keinen Anhalt in vorbestehenden Veroffentlichungen.

Die Radiarzone kam in Gruppe B mit 67% knapp nicht signifikant (p=0,07) dicker zur
Darstellung als in Gruppe A (57,0%). Es gibt keinerlei Daten bezlglich einer
Zunahme der Dicke der Radiarzone mit zunehmendem Alter oder Degeneration.

Eine mogliche Ursache fir diese Beobachtung kodnnte gegebenenfalls in der

139 Rosenberg L et al, 1974
10 Raya JG et al., 2011
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subjektiv beobachteten Auflockerung der Kollagenfaserstruktur in der Tiefe
darstellen. Die breiteren Raume zwischen den Kollagenfasern vereinfachten es uns,
die zonalen Grenzen zu bestimmen. Mdglicherweise sind diese grof3eren Raume ein
Indiz fur die vermehrte Aufnahme von Wasser in den Knorpel bei zunehmender

Degeneration.

6.3.3 Diskussion der Ergebnisse der Wassergehaltsbestimmung

Durch Degeneration der Proteoglykane und der Kollagenfaserarchitektur entstehen
nach gangiger Theorie mehr freie negative Ladungen im hyalinen Gelenkknorpel,
wodurch es zum Anstieg des osmotischen Drucks kommt und der Knorpel zu

schwellen beginnt.***

In dieser Arbeit konnte nur ein geringer Anstieg des Wassergehalts mit
zunehmendem Alter und anzunehmender Degeneration nachgewiesen werden. Das
Gesamtgewicht der Gruppe A verringerte sich um 72,3% wahrend der Trocknung,
wohingegen Gruppe B einen nicht signifikant hoheren Wassergehalt von 72,5%
aufwies. Beide Werte liegen im oberen Bereich des in der Literatur angegebenen

Wassergehalts von 60 bis 75%.%2

5.3.4 Diskussion der Ergebnisse der Diffusions-Tensor-Bildgebung

Es gibt bis dato keine Studie, welche Diffusion-Tensor-Imaging von humanem
Knorpel an weit verbreiteten 1,5 Tesla-MR-Scannern beschreibt. Demnach existieren
keinerlei Vergleichswerte beziglich ADC oder FA, sodass wir als Anhaltspunkt auf

DTI-Studien an Hochfeld-MR-Scannern zurickgreifen mussen:

141 Calvo E et al., 2001
142 Maroudas A et al., 1983; Standring S, 2004
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Diese Arbeit wies einen mittleren ADC von 1,02 x 10°mmz2/s auf. In der
oberflachennahen Knorpelhalfte lag der ADC zwischen 0,88 x 102 und 1,82 x 107
mm?/s (MW: 1,25 x 10 mm2/s).

Meder et al erzielten bei 4,7 Tesla Feldstarke an der Knorpeloberflache einen ADC
von 1,80 bis 1,96 x 10° mm?s. Eine andere Studie bei 17,6 Tesla lieferte einen

mittleren ADC von 1,30 x 10 mm2/s.143

In dieser Arbeit lieferte die tiefe Knorpelhalfte Werte zwischen 0,49 und 1,13 x 1073
mmz/s (MW: 0,71 x 10> mm2/s).

Bei 4,7 Tesla konnte mit 0,97 bis 1,08 x 10 mm2/s knochennah ein etwas hoherer
Wert gemessen werden, Raya JG et al. erhielten jedoch bei 17,6 Tesla Feldstarke
0,72 x 10° mm%'s in der Nahe des Tide Mark***, was sich nur in geringem Mafe von

unseren Werten unterscheidet.

Raya et al konnten diese Werte in vivo an einem 7,0 Tesla Gerat an gesunden
Probanden verifizieren: An der Oberflache konnte ein ADC von durchschnittlich 1,21

x 10 mmz/s gemessen werden, in der Tiefe 0,75 x 10 mm2/s.**®

Somit liegt der ADC bei 1,5 Tesla in etwa in der Grol3enordnung wie der ADC bei
hoheren Feldstarken.

Wie auch in anderen Studien konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der ADC
an der Knorpeloberflache signifikant (p<0,001) hoher ist als in den tiefen Zonen.'*°
Hierbei unterschieden sich die mannlichen Proben nur unwesentlich und nicht

signifikant von den weiblichen.

Bei zunehmendem Alter ist von einer beginnenden Degeneration und infolgedessen
von einem Verlust an Proteoglykan auszugehen.!*” Ein  geringerer
Proteoglykangehalt bedingt eine schwachere Behinderung der freien Diffusion von

Wassermolekilen, sodass der zu erwartende ADC hoher sein misste, als bei

3 Meder R et al., 2006; Raya JG et al., 2011
144 Meder R et al., 2006; Raya JG et al., 2011
1% Raya JG et al., 2011

148 de Visser SK, 2006; Deng C et al., 2007
147 Mankin HJ et al., 1979
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intaktem Knorpel. Dies konnte bereits in vitro im Rahmen von Studien belegt
werden.

Diese Arbeit zeigt jedoch ein widerspruchliches Ergebnis: In Gruppe B, welche sich
aus alteren Patellae zusammensetzt, wurden niedrigere ADC-Werte als in jungem
Knorpel (Gruppe A) gemessen.

Moglicherweise ist dies der geringen Anzahl an Proben in Gruppe B geschuldet. So
ist zu vermuten, dass es sich bei den acht Stiick nicht um eine reprasentative
Stichprobe handelte. Diese Vermutung lasst sich unterstreichen mit der Tatsache,
dass Gruppe B auch bei der Grauwertanalyse in den Feldern 5 bis 9 keine hdheren
Werte als Gruppe A annimmt. Es besteht also die Mdglichkeit, dass in dieser
Stichprobe tatsachlich ein hoherer Proteoglykangehalt vorlag, als im Durchschnitt zu

erwarten ist.

Ein niedriger FA-Wert spricht fir ein isotropes Gewebe, die Diffusion wird in alle
Richtungen auf gleiche Weise beeintrachtigt. Im hyalinen Knorpel wird sie vor allem
von der Organisation der Kollagenfasern beeinflusst.**° Eine mittlere FA von 0,39
Uber den gesamten Knorpel konnte gemessen werden, in der oberflachlichen
Knorpelhélfte errechnet sich ein Wert von 0,35. Der Mittelwert in Layer 2 liegt mit
0,43 signifikant (p < 0,01) hoéher. Ahnliche Werte erhielen Raya JG et al. bei 7,0
Tesla in gesunden Probanden (0,22 an der Oberflache, 0,41 in der Nahe des Tide
Marks).*° Die zunehmende Tendenz der FA von der Oberflache bis hin zur Knorpel-
Knochen-Grenze konnte bei 17,6 Tesla bestatigt werden.™*

Der hoheren FA in Layer 2 liegt vermutlich die Tatsache zugrunde, dass Layer 2
vollstandig innerhalb der Radiéarzone liegt, welche durch die regelmafige Anordnung

der Kollagenfasern eine héhere Anisotropie besitzt.

Die FA in Gruppe B liegt im Mittel nur unwesentlich und nicht signifikant unter der FA,
welche in Gruppe A ermittelt werden konnte. Bei héheren Feldstarken ergaben sich

diesbezuglich unterschiedliche Ergebnisse. Raya JG et al. konnten bei zunehmender

148 Raya JG et al., 2013
9 Filidoro L, 2011; de Visser SK et al., 2007; Raya JG et al., 2011
130 Raya JG et al., 2012
13! Raya JG et al., 2013
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Degeneration ein Abfallen der FA beobachten, wohingegen Meder keine Anderung
der FA im Arthrose-Modell bemerkte.**?

Dies liegt vermutlich weitestgehend an der Tatsache, dass die FA kaum durch den
Proteoglykangehalt beeinflusst wird*>®, sondern eher von der Kollagenverteilung
abhangt, welche sich im Rahmen der arthrotischen Degeneration allenfalls
geringgradig verandert.

Anzumerken ist, dass in weiblichen Proben eine nicht signifikant hohere FA
festgestellt werden konnte als in mannlichen. Moglicherweise ist auch hier das

Ergebnis durch die geringe Anzahl weiblicher Patellae verzerrt.

Zudem muss erwahnt werden, dass bei einer Matrix-Grof3e von 128 x 128 Voxel und
einem FOV von 140 x 140 mmz2 die Kantenlange eines Voxels 1,1 mm betragt. Bei
Knorpeldicken von nur wenigen Millimetern wird die gesamte Knorpeldicke teilweise
nur durch drei bis vier Voxel dargestellt. Zur exakteren Darstellung wére hier eine
hohere Auflosung wiinschenswert. Somit kénnten auch die lokalen Unterschiede des
ADC und der FA in den jeweiligen Knorpeltiefen exakter betrachtet werden.

Des Weiteren ist belegt, dass der ADC vor allem im Bereich der Knorpeloberflache
stark artefaktanfallig ist.™®* Aufgrund der reduzierten Auflésung dirften vor allem
Partialvolumeneffekte eine nicht zu vernachlassigende Rolle innerhalb dieser Arbeit

spielen.

6.3.5 Diskussion der Korrelation von Grauwertanalyse und DTI

Anhand des Streudiagramms kann eine signifikante Korrelation (p < 0,01) zwischen
der Grauwert-Analyse und dem mittleren ADC nachgewiesen werden. Die
Regressionsgeraden zeigen, dass mit zunehmendem Grauwert, was einem fallenden
Proteoglykangehalt entspricht, der ADC ansteigt. Diese Korrelation wird in Abbildung
38, welche durch die Unterteilung in einzelne Layer genauer auflost, deutlich. Ein

Anstieg des ADC bei fallendem Proteoglykangehalt konnte schon in mehreren

152 Raya JG et al., 2013; Meder R et al., 2006
153 Raya JG et al., 2011
1 Raya JG et al., 2011
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Studien so beobachtet werden.'*®

Burstein D et al. jedoch zeigten 1993, dass die
mittlere Diffusion nach enzymatischer Andauung des hyalinen Knorpels mit Trypsin

abnahm.°°

Als Kritikpunkt dieses Ergebnisses sei erwahnt, dass die histologische Auswertung
aus nur 6 mm durchmessenden Knorpel-Knochen-Zylindern angefertigt wurde.
Verglichen wurde allerdings mit den Diffusions-Tensor-Daten, welche Mittelwerte
nahezu des gesamten Retropatellarknorpels darstellen. Jedoch dirfte dies die
einzige Madglichkeit sein, den PG-Gehalt in unterschiedlichen Knorpeltiefen
bestimmen zu kdnnen.

In dieser Arbeit wurde der Knorpel in die oberflachliche Halfte (Layer 1) und die
knochennahe Halfte (Layer 2) unterteilt, was der relativ niedrigen lokalen Auflésung
geschuldet war. Diese Unterteilung spiegelt jedoch nicht den natlrlichen zonalen
Aufbau des Knorpels dar. Wie die Elektronenmikroskopie zeigt, erstreckt sich die
Radiarzone haufig tber mehr als 50 % des gesamten Knorpels. Das akquirierte
Signal aus Layer 1 wird somit von Tangential-/Transitional- und Radiarzone
beeinflusst. Andere Studien konnten eine exaktere Aufteilung des Knorpels in der
Tiefe durch Erhohung der Auflosung erreichen, indem man sich der Hochfeld-MR-
Technik bei mindestens 3 Tesla, meist sogar 7 Tesla Feldstarke bediente.*’

% Deng X et al., 2007; Raya JG et al., 2011
1% Byrstein D et al., 1993
7 Raya JG et al., 2012
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7. Ausblick und alternative Messtechniken

Die Magnetresonanztomographie unterliegt einer sehr schnellen Entwicklung, die
technischen Maoglichkeiten nehmen bestéandig zu. Eine Vielzahl neuer Techniken
wurde in den letzten Jahren entwickelt, darunter unter anderem Ganzkoérperscanner
mit 3 bis 7 Tesla Feldstarke, welche es erlauben, Bilder in héheren Auflosungen bei

reduzierter Akquisitionsdauer zu erstellen.

Neue Messmethoden werden ausgearbeitet, um Knorpelschaden noch friher und
detaillierter darstellen zu koénnen. T1rho-Mapping, welches die langsamen
Bewegungsinteraktionen zwischen  Wassermolekilen bestimmt, scheint
Ruckschlisse auf den Gehalt an groRen Makromolekilen, wie Proteoglykan und
Kollagen, schlieBen zu lassen. Hierfir werden T1-Relaxationszeiten in einem
rotierenden Koordinatensystem bendtigt, welche mithilfe der Spinlock-Technik
akquiriert werden.™®® Von Nachteil ist bei dieser Methode ein hoher SAR-Wert
(Specific Absorption Rate) und eine mogliche Erhitzung des Gewebes durch starke

RF-Pulse (Radiofrequenz).*®

Eine weitere Methode, die dGEMRIC, gibt anhand eines Index auf Basis von T1-
Maps indirekt Hinweise auf ein erhdhtes Arthroserisiko, zum Teil bereits bevor
réntgenologisch Anzeichen einer manifesten Arthrose nachweisbar sind.*® Jedoch
ist fur dieses Verfahren die Applikation eines gadoliniumhaltigen Kontrastmittels
notig, was mogliche Risiken wie anaphylaktische Reaktionen oder die nephrogene

systemische Fibrose mit sich bringt.

Auch scheinen #Na-Imaging und gagCEST (GlycosAminoGlycan concentration by
Chemical Exchange-dependent Saturation Transfer) Hinweise auf den GAG-Gehalt

des hyalinen Knorpels zu liefern, doch auch diese Methoden sind teilweise stark

158 Duvvuri U et al., 1997
159 pedersen DR et al., 2011
180 Borthakur A et al., 2006, Owman H et al., 2008
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anfallig fur Partialvolumeneffekte und zudem bis jetzt nur an Hochfeld-MRT (7 Tesla)

erprobt.*®

In den letzten Jahren wurde auch die Diffusions-Tensor-Bildgebung weiter verfeinert,
Raya et al. konnten in vivo an 7-Tesla-MR-Scannern signifikant erhdohte ADC-Werte
und erniedrigte FA-Werte bei Patienten mit klinisch nachgewiesener Arthrose
feststellen. Die Akquisitionszeit konnte hierbei auf etwa 3 Minuten reduziert werden,
was es einfacher macht, die DTI im klinischen Alltag an Patienten anzuwenden.

In Zukunft sind somit frihe Degenerationsprozesse womaglich klarer darstellbar, als
etwa mit der Messung der T2-Relaxationszeiten.'®* Momentan ist man noch auf der
Suche nach Grenzwerten, um gesunden von beginnend degeneriertem Knorpel

abgrenzen zu kénnen.

Die Diffusions-Tensor-Bildgebung besitzt sicherlich das Potenzial, in Zukunft bei der
Frihdiagnose der Gelenkarthrose eine entscheidende Rolle zu spielen.

181 ing W et al., 2008; Schmitt B et al., 2011
162 Raya JG et al., 2011
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8. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Diffusions-Tensor-MRT, einer Technik, die es
ermdglicht Aussagen uber die Richtung der Diffusion von Wassermolekilen in
Gewebe zu treffen. Sie erlaubt uns damit, feinste anatomische Strukturen des
hyalinen Gelenkknorpels darzustellen und besitzt mdglicherweise das Potenzial,
bereits friihe, auf molekularer Ebene stattfindende, degenerative Veranderungen des
hyalinen Gelenkknorpels zu erkennen. Erste Studien konnten bereits zeigen, dass
bei héheren Feldstarken Zusammenhange zwischen den durch MRT gemessenen
Diffusionskoeffizienten und dem Proteoglykangehalt des Knorpels, welcher als

Marker fir die Intaktheit gilt, bestehen.*®®

Aktuell liegen jedoch keinerlei Daten vor, wie sich hyaliner Gelenkknorpel in der DTI
bei 1,5 Tesla Feldstarke mit Routinespulen, wie sie in Deutschland wohl am

weitesten verbreitet sind, verhalt.

Zudem gelang es, durch die Verwendung frisch entnommener, humaner
Leichenpatellae, erstmalig DTI-Daten des gesamten Retropatellarknorpels mit den
histologisch-anatomischen Gegebenheiten zu korrelieren und somit Aussagen uber
die Auswirkung des tatsachlichen Proteoglykangehaltes und der

Kollagenfaserarchitektur auf das daraus resultierende Kernspinsignal treffen.

Im Anschluss an die MRT-Untersuchung wurden, durch ein semiquantitatives
Verfahren, der Gehalt und die Verteilung der Glykosaminoglykane bestimmt, welche

eine bedeutende Rolle in der Zusammensetzung der Knorpelmatrix spielen.

Die Integritat der Kollagenfaserarchitektur wurde im Rasterelektronenmikroskop

sichergestellt, zudem wurde der Wassergehalt des Knorpels bestimmt.

Das Ergebnis der Mittelwertberechnung des ADC (Apparent Diffusion Coefficient)

Uber alle Patellae lieferte einen Wert von 1,02 x 10 mm2/s. Der ADC-Wert nahm in

163 Raya JG et al., 2013
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unserer Stichprobe durchschnittlich um 0,0044 x 10 mm2/s pro Jahr (entspricht dem
Sterbealter) ab. Im Bereich der oberflachlichen Knorpelhélfte (Layer 1) zeigten sich
signifikant hohere Werte als in den tiefen Schichten (Layer 2).

Oberflachennah ergaben sich signifikant niedrigere FA-Werte als in den tieferen
Knorpelregionen, im Mittel konnte eine Fraktionelle Anisotropie von 0,388 errechnet

werden.

Die Grauwertanalyse zeigte, dass auch der Proteoglykangehalt von der
Knorpeloberflache bis in die knochennahen Schichten stetig zunimmt, was den
Daten friherer Arbeiten entspricht. Jedoch konnte kein signifikantes Abfallen der

Proteoglykankonzentration mit zunehmendem Alter gesehen werden.

Weder die DTI-Parameter noch die Grauwertanalyse oder die Bestimmung der Dicke
der zonalen Schichten mithilfe des Rasterelektronenmikroskops konnten Hinweise
auf Unterschiede in der Zusammensetzung von mannlichem und weiblichem Knorpel

liefern.

Eine signifikante Korrelation zwischen dem Proteoglykangehalt des Knorpels und
dem ADC konnte in verschiedenen Knorpeltiefen nachgewiesen werden. Dies
bestétigte sich bei einem Bestimmtheitsgrad (R2) von 0,163 und einem p-Wert von
0,006.

Somit zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Diffusionssignal der

Magnetresonanztomographie und dem Proteoglykangehalt.

Es konnte gezeigt werden, dass mit der Diffusibilitdt und der Fraktionellen
Anisotropie (FA) zwei Parameter der Diffusions-Tensor-Bildgebung auch bei einer
Feldstarke von 1,5 Tesla Werte liefern , die in einer ahnlichen Gréf3enordnung liegen,
wie sie in der Literatur im Hochfeld-MRT vorbeschrieben wurden.*®* Auch das
Verhalten des ADC und der FA in oberflachlichem Knorpel und in tieferen Regionen

zeigt einen ahnlichen Verlauf.

164 Raya JG et al., 2013; Meder R et al., 2006
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Somit ist DTI auch abseits von experimentellen Studien an Hochfeld-
Magnetresonanztomographen mit bis zu 17,6 Tesla Feldstarke, anwendbar. Sie
ermoglicht es in vitro eine valide Aussage zur mikrostrukturellen Zusammensetzung

des Gelenkknorpels zu treffen.

Die Diffusions-Tensor-MRT bietet zudem im Vergleich zur herkdmmlichen
Schnittbilddiagnostik den Vorteil einer Quantifizierbarkeit, sodass wir, ausgehend von
einer messbaren Gréf3e, wie zum Beispiel dem ADC, Aussagen Uber die Integritat
des Knorpels und seiner Proteoglykanverteilung treffen kbnnen.

Dadurch stellen diese Daten zugleich eine wichtige Grundlage fur die Anwendung
neuerer, technisch weiterentwickelter und hochauflosender Methoden dar.

Hierflr bedient sich die aktuelle Forschung optimierter DTI-Sequenzen mit héheren
Feldstarken zwischen 3 Tesla und 7 Tesla. Diese ermdglichen es, in-vivo DTI mit
hoherer lokaler Auflésung, geringerem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis und kirzeren
Akquisitionszeiten durchzufihren.

Die Diffusions-Tensor-Bildgebung besitzt somit das Potential, in Zukunft eine Rolle in

der strahlungsfreien Frihdiagnostik der Kniegelenkarthrose einnehmen zu kdnnen.
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12. Appendix

Auswertungsroutine der gefarbten Schnitte mit dem Programm KS.400:

1. Einlesen eines Safranin-O-gefarbten Schnitts:
»imgload*
2. Umwandlung in Graustufen:
-mgRGB2grey 1,2°
3. Segmentierung und Ausschneiden der Chondrozyten:
,scalint 2,3,0,255,0,255”
,delin 3,4,1,9”
,disdyn 4,5,50,0,1”
,Gclear 0”
,binnot 5,6”
,binand 2,6,7¢

4. Einzeichnen einer rechteckigen ROI, die die gesamten Knorpeldicke
umfasst:

“Grectg a,b,c,d,10,0”

5. Unterteilung in 9 Sub-ROIs und Berechnung der Mittelwerte der
Graustufen. Dabei werden schwarze, nicht gefarbte Bereiche nicht in die
Berechnung mit einbezogen:

Jor i=0,i<=8,i=i+1
u=b+i*d/9

summe=0

zaehler=0
durchschnitt=0

k=0
I=0
Grectg a,u,c,d/9,10,0
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for k=u,k<=u+d/9,k=k+1
for I=a,I<=a+c,|=1+1

readpixel 7,1,k,1,1,pixel

if (pixel != 0)
summe=summe-+pixel
zaehler=zaehler+1

endif
endfor

endfor

durchschnitt=summe/zaehler

if 1==0)
dsO=durchschnitt
write dsO
endif
if i==1)
ds1=durchschnitt
write ds1
endif
if 1==2)
ds2=durchschnitt
write ds2
endif
if 1==3)
ds3=durchschnitt
write ds3
endif
if 1==4)
ds4=durchschnitt
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write ds4

endif

if (i==5)
ds5=durchschnitt
write ds5

endif

if (i==6)
ds6=durchschnitt
write ds6

endif

if(i==7)
ds7=durchschnitt
write ds7

endif

if (i==8)
ds8=durchschnitt
write ds8

endif

endfor*®
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