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1 Einleitung

1.1 Anatomische Ubersicht

Der Discus articularis ulnae ist eine faserknorpelige Bindegewebsplatte, die zwischen
der distalen Ulna und den Handwurzelknochen Os lunatum und Os triquetrum liegt.
Durch seine bikonkave Form schafft er eine kongruente Oberflache fur Ulna und
Karpus, die sich sonst inkongruent gegenuberstiinden (Mikic 1989). Der Diskus
entspringt am distalen Endes des Radius an der Incisura ulnaris radii und zieht zur
Ulna, an der er zweigeteilt anheftet: Der Hauptteil inseriert an der Fovea ulnaris, der
Rest am Processus styloideus ulnae (Garcia-Elias 1998, Nakamura & Yabe 2000).
Zwischen den beiden ulnaren Anheftungen liegt eine stark vaskularisierte Zone, die
frGher irrefUhrenderweise als ,Lig. subcruentum® (Henle 1856) bezeichnet wurde,
wobei es sich weder histologisch noch mechanisch um ein wahres Ligament handelt
(Garcia-Elias 1998). Die in ihrer Wand vaskularisierte, synoviale Nische, welche
palmar des Processus styloideus ulnae gelegen ist, wird als praestyloider Recessus
bezeichnet und ist bei der rheumatoiden Arthritis frih mit involviert (Lewis et al. 1970,
Kauer & Landsmeer 1981, Taleisnik 1985, Flury et al. 1999, Borisch & Haulimann
2002). Kauer vermutet, dass die Teilung der ulnaren Diskusanheftung durch loses
Gewebe und den synovialen Recessus die funktionelle Deformation des Diskus bei
Handgelenkbewegungen erleichtert und so die Mobilitat des distalen

Radioulnargelenks vergroRert (Kauer 1992).

Evolutionsbiologisch ist die groRere Handgelenksbeweglichkeit bei Primaten aber vor
allem darauf zurlckzuflhren, dass sich die Ulna von der primitiven primaren
Artikulation zwischen Processus styloideus und den Ossa pisiforme et triquetrum
zuruckzieht (Lewis 1965, Kauer 1992). Es entsteht dadurch ein Spaltraum zwischen
der distalen Ulna und den Karpalknochen. Hier schiebt sich der Discus articularis
ulnae ,als eine Abspaltung der Gelenkkapsel des distalen Radioulnargelenks®
(DRUJ) ein (Schmidt 2004). Lateral davon flllt aul3ierdem der Meniscus ulnocarpalis
den Spaltraum auf (Schmidt 2004). Der Ruckzug der Ulna vom Karpus erweitert den
Bewegungsumfang sowohl bei Pro- und Supination als auch bei Ab- und Adduktion
(Lewis 1965, Kauer 1992).




Zusammen mit den angrenzenden Strukturen des Discus articularis ulnae wurde von
Palmer und Werner der Begriff ,triangular fibrocartilage complex® (= TFCC)
eingefuhrt (Palmer & Werner 1981). Hierunter fassen die Autoren folgende
Strukturen zusammen: den Discus articularis ulnae, das dorsale und palmare
radioulnare Ligament, den Meniscus ulnocarpalis, das ulnare Kollateralband sowie
die Scheide des M. extensor carpi ulnaris. Der TFCC entspringt vom Radius und
inseriert an der Ulna, am Os triquetrum, Os hamatum und an der Basis des Os
metacarpale V. Die dorsalen und palmaren Anteile des TFCC sind verdickt (im
Durchschnitt 4-5 mm) und gehen nahtlos in die radioulnaren Bander Uber
(Mikic 1989). Der zentrale Teil des TFCC ist haufig ausgediunnt (im Durchschnitt
1mm, Mikic 1989). Der Meniscus ulnocarpalis entspringt von den dorsalen und
ulnaren Kanten des Discus articularis ulnae sowie vom Processus styloideus. Er
zieht nach distal und heftet an der Palmarseite des Os triquetrum an (Schmidt 2004).
Die einzelnen Komponenten des TFCC sind jedoch nicht als deutlich voneinander
getrennte Strukturen identifizierbar, sondern gehen ohne klar definierbare Grenzen
ineinander Uber (Schmidt & Lanz 1992). In der Literatur wird daher nicht immer
sauber zwischen dem Discus articularis ulnae und dem Meniscus ulnocarpalis

unterschieden.

Abbildung 1: Ubersichtsbild des TFCC zur anatomischen Orientierung: R= Radius,
U= Ulna, PS= Processus styloideus ulnae, L= Os lunatum, T= Os triquetrum,
D= Discus articularis ulnae, M= Meniscus ulnocarpalis, ECU= M. extensor
carpi ulnaris, UCL= ulnares Kollateralband




In den Fasern des TFCC nahe der Spitze des Processus styloideus konnen in
seltenen Fallen (0,5-1%) akzessorische Kndchelchen eingebettet sein (Lewis et al.
1970; Schmidt 2004). Diesen akzessorischen Ossicula werden zahlreiche Namen
gegeben: Os triangulare, Triquetrum secundarium, Os styloideum, Os intermedium
antebrachii. Die Diversitat bei der Namensgebung reflektiert eine gewisse
Unsicherheit bezuglich der Natur dieser Knochelchen (Lewis et al. 1970). Wahrend
einige Autoren der Meinung sind, es handle sich dabei um das Resultat einer nicht
verheilten Fraktur des Processus styloideus, sehen andere in den Kndchelchen
genuine morphologische Elemente des Karpus. Wieder andere hingegen
interpretieren sie als abgetrennte, Uberzahlige Ossifikationszentren des
Proc. styloideus ulnae. Lewis et al. sind der Auffassung, dass es sich bei den
akzessorischen Kndéchelchen um intrameniskale Ossifikationen handelt (Lewis et al.
1970).

Der morphologische Aufbau des TFCC korreliert eng mit den mobilen und statischen
Dricken, die wahrend Pro- und Supination und bei radioulnarer Deviation auf den
TFCC wirken (Nakamura & Makita 2000). Radial und im Zentrum des Diskus liegen
dicke, kurze Kollagenblundel vor mit eher zufallig erscheinender, wellenférmiger
Orientierung. Diese Kollagenfaserorientierung ist vereinbar mit einer Struktur, die
multidirektionalen Kraften ausgesetzt ist (Chidgey et al. 1991). In den radioulnaren
Bandern und in der Peripherie (d.h. im ulnaren Randbereich) des TFCC liegen
langliche, parallel orientierte Kollagenstrange vor, die von radial nach ulnar gerichtet
sind. Die Peripherie wird hauptsachlich durch Zugkrafte beeinflusst und fungiert als

erweitertes radioulnares Ligament (Chidgey et al. 1991).




1.2 Biomechanische Aspekte

Der Discus articularis ulnae fungiert mit seinen angrenzenden Strukturen (engl.
triangular fibrocartilage complex, TFCC) als Hauptstabilisator des distalen
Radioulnargelenks (DRUJ) (Palmer & Werner 1981; Neviaser & Palmer 1984;
Palmer 1989; Mikic 1989; Nakamura et al. 1996; Gofton et al. 2004). Dartber hinaus
ist der TFCC an der axialen Lastubertragung zwischen Karpus und Ulna beteiligt
(Palmer & Werner 1984; Neviaser & Palmer 1984; Mikic 1989; Schuind et al. 1995;
Nakamura et al. 1996). Der TFCC vermittelt die Kraftibertragung zwischen Ulna und
Karpus, verhindert aber einen direkten ulnokarpalen Kontakt, wobei er sich wie ein
Kissen zwischen die beiden Gelenkkorper legt (Palmer & Werner 1981; Mikic 1989;
Neviaser & Palmer 1984; Palmer 1989; Nakamura 1995).

Biomechanische Untersuchungen der Lastubertragung am distalen Radioulnargelenk
zeigen, dass 82% der axialen Lasten vom distalen Radius getragen werden, 18%
von der distalen Ulna (Palmer & Werner 1984; Werner et al. 1986). Hara et al. legen
ahnliche Zahlen vor: Hiernach werden 85% Uber den Radius uUbertragen (50% uber
die Fossa scaphoidea und 35% uber die Fossa lunata) und 15% uber den TFCC
(Hara et al. 1992). Schuind zufolge werden Uber 90% der Lasten Uber den Radius
und 10% Uber die Ulna Ubertragen (Schuind et al. 1995). Nach Entfernung des TFCC
tragt die distale Ulna nur noch 6%, der distale Radius hingegen 94% der axialen
Lasten (Palmer et al.1984). Bei Verkiurzung der Ulna um nur 2,5 mm nimmt die
Lastentransmission der Ulna von ursprunglich 18% auf 4% ab, bei einer
Verlangerung um 2,5 mm nimmt der Uber die Ulna Ubertragene Kraftanteil von 18%
auf 42% zu (Werner et al.1986; Palmer et al. 1984). Die Ergebnisse dieser Studien
erlauben die Schlussfolgerung, dass schon geringfligige Langenveranderungen der
Ulna zu deutlichen Veranderungen der Lastenlbertragung fihren. Aus diesen
Befunden resultiert, dass damit auch der mechanischen Beschaffenheit des Diskus

eine grol’e Bedeutung zukommt.

Die Bewegung bei Pro- und Supination ist eine Kombination aus Rotation und
Gleitbewegung des DRUJ (Ekenstam 1992). Maximaler Kontakt zwischen den

Gelenkflachen besteht nur in neutraler Position. In maximaler Pro- und Supination
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sind nur noch 2-3 mm Randkontakt moéglich (Ekenstam & Hagert 1985, Olerud et al.
1988). Dafur steigen die Druckkrafte, die in solchen Extremstellungen pro
Flacheneinheit wirken, deutlich an (Schluter 1987). Laut Schiltter (1987) sind die
Druckkrafte in Supination hdher als in Pronation, da in dieser Stellung eine breitere
Kontaktflache vorhanden ist, die als Voraussetzung flir die héhere Druckibertragung
angesehen wird. Wahrend Einigkeit daruber besteht, dass die Stabilitat wahrend der
Rotation nur durch gestraffte radioulnare Ligamente gewahrleistet werden kann, wird
in der Literatur kontrovers diskutiert, wann welches der Ligamente gespannt ist. Laut
Ekenstam (1992) ist das dorsale radioulnare Ligament in Supination gespannt, das
volare radioulnare Ligament hingegen in Pronation. Den meisten anderen Arbeiten
zufolge verhalt es sich aber genau umgekehrt: das palmare radioulnare Ligament ist
in Supination, das dorsale in Pronation gespannt (z.B. Weigl & Spira 1969; Schluter
1987; Schuind et al. 1991). Eine Erklarung fir diesen scheinbaren Widerspruch
liefert eine Arbeit von Nakamura und Makita: Die Langenveranderung der dorsalen
und palmaren radioulnaren Bander hangt demnach davon ab, welcher Bandanteil am
nachsten an der Fovea anheftet, da durch sie die Rotationsachse des Arms verlauft.
Der Anteil, der am nachsten an der Fovea anheftet, zeigt ein fast isometrisches
Langenmuster, wohingegen der am weitesten von der Fovea entfernte Bandanteil die

grofdte Verformung zeigt (Nakamura & Makita 2000).

Nach Meinung zahlreicher Autoren verandert der Diskus seine Form und
Ausdehnung unter physiologischen Bedingungen bei Handgelenksbewegungen
nicht, sondern verhalt sich weitestgehend statisch (Nakamura 1995; Pfirrmann et al.
2001; Makita et al. 2003). Adams und Holley hingegen beschreiben konstant
auftretende Veranderungen der Diskuskonfiguration wahrend Pro- und Supination,
die zu einer ungleichmafigen Verteilung der Belastungen im Diskus fihren (Adams
& Holley 1993). In ihrer biomechanischen Studie zeigen die Autoren, dass die
Belastungen vornehmlich in der radioulnaren Achse des Diskus auftreten.
Belastungen in posterior-anteriorer Achse sind vernachlassigbar gering. Besonders
hohe Belastungen zeigen sich in den radialen Diskusanteilen, die in Pronation sogar
noch weiter zunehmen kdnnen (Adams & Holley 1993). Bei sehr hohen Belastungen
(wobei Drucke zwischen 314 N und 627 N einwirken muassen) koénnen sogar
Deformationen auftreten, die bis zur ZerreiBung des Diskus flUhren (Adams et

al. 1996). Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass das Gewebe zwar
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erhebliche Reservekapazitaten aufweist, aber trotz der funktionellen Anpassung des
Diskus an der radialen Anheftungsstelle ein Locus minoris resistentiae vorliegt, d.h.
ein Ort verminderter Widerstandsfahigkeit.

Die Kombination von Lastkonzentration im radialen Diskusdrittel und Veranderung in
der Kollagenfaserorientierung (radial: kurze, zufallig erscheinende Orientierung,
ulnar: langliche, parallele Kollagenfaserorientierung) fuhren zu einem relativ hohen
Lastgradienten im Gewebe, der ein grof3es Verletzungsrisiko mit sich bringt (Adams
et al.1996).




1.3 Anpassung des Gewebes an seine Funktion

Ein gesundes Gelenk gewahrleistet zum einen die Stabilitdt der artikulierenden
Skelettelemente, ermoglicht aber zugleich ihre Beweglichkeit. Um diesen
Anforderungen gerecht zu werden, reagiert der passive Bewegungsapparat, vor
allem das Skelett, in Abhangigkeit von der auftretenden Belastung mit Umbau und
Formanpassung: ,Form follows function®. Diese Aussage wurde im Laufe der Zeit zu
einer Theorie zusammengefasst, welche unter den Stichworten ,Wolff'sches Gesetz*
(im Wesentlichen basierend auf den Arbeiten von Meyer 1867; Wolff 1870, 1884;
Roux 1885, 1896) und ,kausale Histogenese® (Pauwels 1949, 1963, 1965, 1974,
1976; Kummer 1962, 1968, 1978, 1980) bekannt geworden ist. Es folgten Arbeiten
von Peters (1975) und Milz et al. (1995) zur Anpassung verschiedener Teile von
Skelettelementen (Kortikalis der langen Roéhrenknochen und subchondrale
Knochenplatte verschiedener Gelenke) an deren mechanische Beanspruchung.

Aber auch Sehnen und Bander vollziehen Anpassungsprozesse bei Beanspruchung
(Ploetz 1938; Tillmann 1978; Benjamin et al. 1990,1995; Milz et al. 1998, 1999). Bei
stark beanspruchten Stellen, zum Beispiel im Bereich von Hypomochlia, an denen
lokal Druck ausgeubt wird, kommt es zur Bildung von Faserknorpel. Dies wurde zwar
schon relativ frih beschrieben (Ploetz 1938), aber erst jungere Arbeiten haben den
unmittelbaren Zusammenhang dieses Anpassungsprozesses mit den lokalen,
mechanischen Beanspruchungen aufgezeigt (Benjamin et al. 1990, Milz et al. 2005).
Eine Gewebsanpassung an mechanische Beanspruchung scheint sowohl durch
Anderung der molekularen Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (ECM) als
auch durch Veranderung der morphologischen Struktur zu erfolgen.

Umgekehrt Iasst eine Analyse der Zusammensetzung der ECM eines bestimmten
Gewebes Riuckschllisse auf die hier vorliegende mechanische Beanspruchung zu
(Milz 2002).




1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob die Mechanismen der
funktionellen Anpassungen an mechanische Beanspruchung, wie sie bei Knochen,
Sehnen und Bandern bekannt sind, auch in den verschiedenen Regionen des Discus
articularis ulnae sowie des Meniscus ulnocarpalis nachweisbar sind.

Ziel der Arbeit ist es daher, die regionale Kollagen-, Glykosaminoglykan- und
Proteoglykanzusammensetzung des Diskus und des Meniscus ulnocarpalis (engl.
triangular fibrocartlage complex) zu bestimmen und die vorgefundenen
Verteilungsmuster den bekannten Modellen der mechanischen Beanspruchung im
Handgelenk gegenuberzustellen.

Daruber hinaus interessiert die Frage, ob die molekulare Zusammensetzung dieser
Strukturen zur Erklarung der gehauften Manifestationen der rheumatoiden Arthritis im

Bereich des Handgelenkes dienen kann.

Im Einzelnen werden dazu folgende Befunde erhoben:

¢ Regionale Verteilung der Kollagene vom Typ I, I, 1ll, VI
e Regionale Verteilung der Glykosaminoglykane:
Dermatansulfat, Keratansulfat, Chondroitin-4-Sulfat und Chondroitin-6-Sulfat
e Regionale Verteilung der Proteoglykane, Glykoproteine und sonstigen
Matrixproteine:
Aggrecan, Link Protein, Versican, Tenascin sowie Cartilage Oligomeric Matrix

Protein
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2 Material und Methode

2.1 Material

Insgesamt wurden neun menschliche Handgelenkskomplexe (d.h. TFCC mit Discus
articularis ulnae und Meniscus ulnocarpalis) untersucht. Die Entnahme aus der
unfixierten Leiche erfolgte binnen 48 Stunden post mortem. Bei keiner der Proben
waren makroskopisch degenerative Veranderungen zu erkennen. Vier Donatoren
waren weiblichen Geschlechts, funf mannlich. Das erreichte Lebensalter variierte
zwischen 69 und 96 Jahren. Tabelle 1 gibt einen Uberblick (ber die Daten der

Spender.
Donor | Geschlecht | Alter | Seite |Entnahmezeitpunkt| Med. Vorgeschichte
41/03 weiblich 85 links 48h p.m. unbekannt
42/03 weiblich 96 links 48h p.m. unbekannt
43/03 mannlich 74 rechts 36h p.m. Nierenzell- Carcinom
49/03 weiblich 78 rechts 40h p.m. unbekannt
56/03 mannlich 72 rechts 30h p.m. Herzkreislaufversagen
57/03 mannlich 75 rechts 48h p.m. Herzkreislaufversagen
58/03 weiblich 69 links 24h p.m. Herzkreislaufversagen
82/03 mannlich 77 links 36h p.m. Naturlicher Tod
86/03 mannlich 76 links 30h p.m. Hypopharynx- Ca

Tabelle 1: Herkunft der Praparate des TFCC: Geschlechterverteilung, Alter, untersuchte

Seite, Enthahmezeitpunkt post mortem und medizinische Vorgeschichte.

Zusatzlich wurden Ubersichtspraparate von drei TFCC-Komplexen angefertigt,

welche aus dem anatomischen Praparierkurs stammen.
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2.2 Methode

2.2.1 Paraffinschnittanfertigung und Farbung

2.2.1.1 Paraffinschnittanfertigung

Drei TFCC-Komplexe wurden zur Paraffinschnittanfertigung aus bereits langer in
Formalin fixierten Leichen (Praparierkursmaterial) mit radialem und ulnarem Ansatz,
sowie Os lunatum und Os triquetrum entnommen. Es folgte eine Entkalkung der
Proben in 30%iger Salpetersaure Uber drei Wochen. Nach grindlichem Auswaschen
der Saure folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (50, 70, 80, 90, 100, 100% Athanol)
und zwei Fraktionen 100%iges Xylol. Danach wurden die Proben in 60°C heilRes
Paraffin eingebracht und anschlielend eingebettet. Bis zur weiteren Verarbeitung
lagerten die Proben im Kihlschrank. Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (Reichert-
Jung 2050 Supercut) wurden Schnitte mit einer Dicke von 8°um angefertigt. Diese
wurden in Badern mit destilliertem kalten und warmen Wasser gestreckt, auf
Objekttrager aufgebracht, bei 40°C getrocknet und bis zur Farbung bei 37°C

aufbewahrt.

2.2.1.2 Farbung der Paraffinschnitte

Vor den Farbungen wurden die Paraffinschnitte auf der Warmebank (60°C)
angeschmolzen. Nach zwei Fraktionen Xylol a funf Minuten und anschlielender
Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe (100, 100, 90, 80, 70% Athanol)
wurden die Objekttrager kurz mit destilliertem Wasser abgespult. Als nachster Schritt
folgte die Farbung mit Toluidinblau 0,1% fur finf Minuten mit anschlieRender
grundlicher Differenzierung unter flieRendem Leitungswasser. Danach wurden die
Praparate mit 80%igem, 90%igem und 100%igem Athanol dehydriert. Zuletzt
erfolgten wieder zwei Fraktionen Xylol a drei Minuten und darauf wurden die
Praparate sofort mit DPX eingedeckt.
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2.2.2 Immunhistochemische Untersuchung

2.2.2.1 Praparatentnahme, Fixierung und Anfertigung der Gefrierschnitte

Zunachst wurde ein Block bestehend aus dem TFCC und seinen Ansatzstellen am
Radius, der Ulna und den proximalen Handwurzelknochen Os lunatum und Os
triquetrum abgesetzt. Im Anschluss wurden die verbleibenden Muskelstimpfe und
das restliche Weichteilgewebe entfernt. Die Praparate wurden unmittelbar nach der
Entnahme fur mindestens 24 Stunden bei 4°Celsius in 90% Methanol fixiert und bis
zur weiteren Verarbeitung bei — 20°C in Methanol aufbewahrt.

Nach ausreichender Fixierung der Praparate erfolgte eine mehrwochige Entkalkung
in 5%iger EDTA-L6sung. Dabei waren durchschnittlich 25 Fraktionen zu je drei
Tagen notig, um die erforderliche Demineralisierung der knéchernen Ansatze des
Discus articularis ulnae zu erzielen. Zuvor erfolgt eine Dreiteilung des Praparats mit
Hilfe der Exakt- Makro-Sage in einen palmaren, mittleren und dorsalen Anteil (siehe
Abbildung 2).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der drei verschiedenen Schnittebenen, welche zur
Untersuchung herangezogen wurden (p= palmar, m= mittig, d= dorsal,
R= Radius, TFCC-= triangular fibrocartilage complex, P= palmar, D= dorsal)
Nach Schmidt H.-M. und Lanz U.: Chirurgische Anatomie der Hand.
Hippokrates Verlag, Stuttgart, 1992

Vor Anfertigung der Gefrierschnitte wurden die Proben fur 12 Stunden in 5%iger
Saccharose LoOsung eingelegt, um ein madglichst gleichmalliiges Einfrieren des
Gewebes zu erzielen. Anschlielend wurden die Proben auf einen Praparatehalter

des Kyromikrotoms aufgefroren. Mit Trimschnitten (30-50 ym) wurde die relevante
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Schnittebene erreicht, um dann mit 12-14 ym Schnittdicke die Serienschnitte
anzufertigen. Die Schnitte wurden auf Superfrost Plus Objekttrager (Menzel
Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig) aufgebracht und bis zur
Farbung bei — 20°C gelagert.

2.2.2.2 Immunhistochemische Markierung

Vor Beginn der immunhistochemischen Markierung wurden die Proben mit einer
hydrophoben Barriere (Dako Pen, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) umgeben.
Nach einer Rehydrierung in Phophat gepufferter Kochsalzlésung PBS (phophate
buffered saline) und Tween 20 fir finf Minuten erfolgte die Inkubation in Methanol
(100 ml Methanol und 1 ml 30%iges Wasserstoffperoxid), um die endogene
Peroxidase im Gewebe irreversibel zu blockieren. Danach wurden die Objekttrager
dreimal in PBS gewaschen (fur jeweils funf Minuten). Um die jeweiligen Epitope zu
demaskieren, wurden die Gewebeschnitte mit den entsprechenden Enzymen
(Hyaluronidase, Chondroitinase AC oder ABC) fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Es
erfolgte wieder der dreimalige Waschvorgang mit PBS. Zur Reduzierung moglicher
unspezifischer Proteinbindungen des Sekundarantikérpers wurde anschliel3end
Pferdeserum (1:20 verdinnt) fur 60 Minuten aufgetragen. Durch vorsichtiges
Abklopfen wurde das Uberschussige Serum entfernt und zur immunhistochemischen
Markierung der Primarantikdrper aufgetragen. Nach 30mindtiger Inkubation folgte
erneut das Auswaschen im Pufferbad mit PBS. Als nachstes wurde der
Sekundarantikérper aufgetragen. Wahrend der Inkubation wurde der ABC Komplex
(Vectastain Elite ABC Kit) vorbereitet und fur mindestens eine halbe Stunde bei 4°C
gelagert. Nach dreifachem Waschgang in PBS wurde nun der ABC Komplex fur
30 Minuten aufgetragen und anschlieBend im Pufferbad abgewaschen. Unter
Lichtabschirmung wurde daraufhin die DAB (Diaminobenzidin) Lésung aufgetragen.
Die Inkubation wurde nach vier Minuten mit Leitungswasser beendet. Die
Gegenfarbung erfolgte mit Meyer'schem Hamatoxylin (20 Sekunden). Nach
Differenzierung in Leitungswasser, Dehydrierung in der aufsteigenden Alkoholreihe
und zwei Fraktionen 100%igem Xylol wurden die Objekttrager schlieRlich mit DPX
eingedeckt (siehe Protokoll der Immunmarkierung im Anhang).
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2.2.2.3 Zonale Unterteilung und mikroskopische Auswertung

Die Beurteilung des TFCC - sowohl bei der immunhistochemischen Markierung als
auch bei den Paraffinschnitten - erfolgte mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops
Axiophot der Firma Zeiss. Die Praparate wurden fir die Auswertung in funf
verschiedene topographische Zonen eingeteilt, die einzeln lichtmikroskopisch in
verschiedenen VergroRerungen betrachtet und ausgewertet wurden. Abbildung 3

veranschaulicht die vorgenommene Einteilung.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der untersuchten Regionen des TFCC: 1= Enthesis
Radius, 2= Enthesis Ulna, 3= Enthesis Os triquetrum, 4= Diskus zentral,
5= Meniscus ulnocarpalis (R= Radius, U=Ulna, L=0s lunatum, T=Os
triquetrum, PS= Proc. styloideus ulnae, *= sog. prastyloider Recessus)

Wie bereits zuvor erwahnt, sind die einzelnen Elemente des TFCC nur schwer
voneinander zu trennen, da sie flieRend ineinander Ubergehen. Es existiert kein
allgemein gultiges Begrenzungssystem von Bezeichnungen und Landmarken. Es ist
daher schwer, die von uns als Meniscus ulnocarpalis bezeichnete Region (5) von

dem ulnaren Diskusrand klar abzugrenzen.
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Erkannte

Antikdrper

Antigene (Klon) Verdinnung Enzym Bezugsquelle | Referenz
. Hyal (1,5 IU/ml)& ,
Kollagen | Col | 1:2000 ChABC(0,25 IU/ml) Sigma none
. Hyal (1,5 IU/mD& Holmdahl et
Kollagen Il ClICI 1:6 ChABC(0,25 1U/ml) DSHB al 1986
Olsen &
) Hyal (1,5 IU/mI)& . . .
Kollagen llI FH7A 1:4000 ChABC(0,25 IU/ml) Sigma Ninomiya,
1999
Hessle &
. Hyal (1,5 IU/mI)&
Kollagen VI 5C6 1:10 ChABC(0,25 IU/ml) DSHB Engvall
1984
Chondroitin-4- | ,pg 111500 | ChAC (0,25 IU/ml) | B.Caterson | Catersonet
sulfat al. 1985
Chondroitin-4- Cat ¢
& Dermatan- 2B6 1:1500 | ChABC (0,25 IU/ml) | B.Caterson 2 qusé’g‘;
sulfat '
Chondroitin-6- | 553 1150 | ChABC (0,25 IU/ml)| B.Caterson | C3terson et
sulfat al. 1985
Keratansulfat 5D4 1:1500 none B.Caterson Caterson et
al. 1983
Chondroitin-6- Caterson et
sulfat 7D4 1:350 none B.Caterson
al. 1990
oversulfated
ChAC (0,25 1U/ml) Calabro et
Aggrecan 1C6 1:10 nach Reduktion und | B.Caterson
) al. 1992
Alkylierung
ChAC (0,25 1U/ml) Calabro et
Link Protein 8A4 1:10 nach Reduktion und | B.Caterson
) al. 1992
Alkylierung
. ) Asher et al.
Versican 12C5 1:10 ChAC (0,25 1U/ml) DSHB 1991, 1995
Tenascin T2H5 1100 | ChAC (0,25 IUiml) | Serotec | Verstraeten
et al. 1992
Cartilage
Oligomeric COMP 1:20 none none none
Matrix Protein
Neurofilament RT97 1:10 none DSHB none

Tabelle 2:

gewonnen),
Hyal= Hyaluronidase, DSHB= Developmental Studies Hybridoma Bank der

University of lowa (USA)

Primarantikorper fur die Immunhistologie (alle monoklonal aus der Maus
ChAC= Chondroitinase AC, ChABC= Chondroitinase ABC,
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3 Ergebnisse

3.1 Histologische Auswertung der Paraffinschnitte

Auf Paraffinschnitten zeigt sich eine klare Trennung des TFCC in zwei
morphologisch unterschiedliche Bereiche: Im radialen Diskusdrittel findet sich eine
dichte bindegewebige Zone mit faserknorpeligem Charakter. Diese lasst sich klar von
einer lateralen (ulnaren) Zone mit lockerem Bindegewebsaufbau trennen. Im
lockeren Bindegewebe finden sich auch vermehrt Blutgefallie und kleinere
Nervenanschnitte. Die knéchernen Anheftungen des Discus articularis ulnae weisen

einen deutlich faserknorpeligen Phanotyp auf.

Abbildung 4: Ubersichtsaufnahnme  eines  Paraffinschnittes in  Toluidinblaufarbung.
R= Radius, RE= radiale Enthesis, U= Ulna, UE= ulnare Enthesis, SP= Proc.
styloideus ulnae, PSR= prastyloider Recessus, L=Os Ilunatum, T=Os
triquetrum, DA= Discus articularis ulnae, MUC= Meniscus ulnocarpalis,
ECU= M. extensor carpi ulnaris. Referenzstrecke: 5mm
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3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

3.2.1 Kollagen |

In allen untersuchten Diskusabschnitten und im Bereich des Meniscus ulnocarpalis

zeigt sich eine homogene malig bis starke Markierung fur Kollagen | (Tab. 3, Abb. 5

und 6). Auch die knochernen Anheftungen des Diskus an Radius, Ulna und Os

triquetrum weisen eine positive Markierung auf, ebenso wie der Knochen unter

Aussparung des hyalinen Knorpels. Im Bereich der kndchernen Anheftung geht der

hyaline Knorpel in Faserknorpel Uber. Dieser Faserknorpel zeigt keine durchgehende

Markierung mit Kollagen |, so dass sich das Bild einer Aussparung (,Gap-

Phanomen®) der Markierung ergibt. Diese nicht markierte Zone liegt zwischen dem

positiv markierten Knochen und dem positiv markierten Discus articularis.

Antikorper Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
Col | Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|{p m d|{p m d|p m d|p m d
41/03 + o+ o+ + + | + nv.nv. + 4+ + o+
42/03 + n.wv + + + + + + + + + + + + +
43/03 nv. + + |nv. + + |nv.nv. + |nv. + + |nv. + +
49/03 + + + |+ + 4+ nv.nv.nv.| + + + [+ + +
56/03 + + + |+ + 4+ (nv.nv.nv.| + + + [+ + 4+
57/03 nv. + nv.|nv. + nv.|/nv. nv. nv.[nv. + nv.|nv. + nv.
58/03 + n.v. + + + + + + + + + + + + +
82/03 + + + + + + [Nn.v. + + + + + + + +
86/03 + + + + + + + + + + + + + + +

z 77 7/7 8/8|7/7 9/9 8/8|4/4 4/4 5/5|7/7 9/9 8/8|7/7 9/9 8/8

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fur Kollagen |

(Antikorper Col ) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots“, - =kein
Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgeflhrten Markierungen an.
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Abbildung 5: Kraftige Markierung des Discus articularis mit dem Antikérper Col I, der
Kollagen | nachweist. Das korbgeflechtartige Netzwerk der Kollagenfasern ist
deutlich zu erkennen. Referenzstrecke: 100pum

Abbildung 6: Ubersicht der positiv markierten ulnaren Enthesis fiir Kollagen|. Die
Knochenmatrix reagiert unter Aussparung des hyalinen Knorpels ebenfalls
positiv. PS=Proc styloideus der Ulna, Pfeile= Prastyloider Recessus,
D= Discus articularis ulnae. Referenzstrecke: 500um
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3.2.2 Kollagen Il

Der Antikorper CIICI, der Kollagen Il erkennt, zeigt bei allen Praparaten eine positive
Markierung im Gelenkknorpel sowie an den kndchernen Anheftungsstellen des
Diskus (Tab. 4). Die radiale Anheftung sowie der zentrale Teil des Diskus zeigen
eine unterschiedlich intensive Farbstoffablagerung mit variierender Ausdehnung
(Abb. 7, 8). Der ulnare Diskusrand und der Meniscus ulnocarpalis sind in keinem der
Falle positiv (Abb. 8, 9). Im Allgemeinen ist die Farbung in dorsalen Schnitten
schwacher ausgepragt und erstreckt sich tUber eine weniger grolde Flache als in den
palmaren Schnitten. Vereinzelt ist in dorsalen Schnitten eine Gefalieinsprossung im
zentralen Diskus nahe der radialen Enthesis zu erkennen (Abb. 7, 9). In diesem Fall
ist die Kollagen Il Markierung um die Gefalde aufgehoben. Am ulnaren Rand des
Diskus ist regelmaRig eine Gefalleinsprossung zu beobachten. Auch hier findet sich

nie eine Markierung fur Kollagen II.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
CliCl Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|{p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + + |+ + + [+ nv.nv.| + + + |- - -
42/03 + nv. + + + 4+ + + + + + + - - -
43/03 |nv. + + |+ + 4+ nv.nv. + |+ + + [ - - -
49/03 + + + |+ + + nv.nv.nv.| + + + |- - -
56/03 + + + |+ + + |nv.nv.nv.|+ + + |- - -
57/03 (n.wv. + nw.|nv. + nv.(nv. + nv.|nv. + nv.|nv. - nv.
58/03 + nv.nv.| + + + |+ + + |+ + + |- - -
82/03 + + + + + 4+ + + + + + + - - -
86/03 + + + + + + + + + + + + - - -

z 77 7/7 7/7|8/8 9/9 8/8|5/5 5/5 5/5|8/8 9/9 8/8|0/8 0/9 0/8

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fur Kollagen Il
(Antikorper CIICI) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots“, - =kein
Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgeflhrten Markierungen an.
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Abbildung 7: des Discus

Anheftung
articularis ulnae am Radius
bei dorsaler Schnittfihrung.
Deutlich erkennbar ist die

positive  Markierung  der
radialen Enthesis (RE) fur
Kollagen Il. Man beachte die
auftretenden GefalRe (Pfeile)
im zentralen Diskus nahe
der radialen Enthesis.
Referenzstrecke: 200um

=

Abbildung 8: Ubergangsbereich zwischen

dem zentral positiv
markiertem Diskus (1) und
dem nicht markierten
ulnaren  Diskusrand  (2).
Deutlich zu sehen, ist die
Uberwiegend extrazellulare
Markierung fur Kollagen I,
welche in ihrer Anordnung
charakteristisch ist  flr
Faserknorpel.
Referenzstrecke: 200pm

] 200 ym

Abbildung 9: Negativer Meniscus ulnocarpalis und ulnarer Diskusrandbereich bei der
Markierung fir Kollagen Il. Man beachte die Gefale im linken Bildabschnitt.

Referenzstrecke: 200um
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3.2.3 Kollagen Il

Kollagen Il

zeigt

in allen untersuchten Praparaten ein einheitlich positives

Markierungsmuster im gesamten Diskus, an seinen kndchernen Anheftungsstellen

sowie im Bereich des Meniscus ulnocarpalis (Tab. 5, Abb. 10, 11, 12). Nur die

Verteilung der Markierung und die Faserverlaufsrichtung lassen eine Unterscheidung

zwischen dem faserknorpeligen (radialen und zentralen) Diskusbereich und dem rein

faserigen ulnaren Randbereich zu. Die Knochengrundsubstanz farbt sich nicht, wohl

aber die endostaren Zellschichten und vereinzelt oberflachliche Zellen an den

Gelenkflachen des hyalinen Knorpels.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
FH7A Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor m d|lp m d{p m d|p m d|p m d
41/03 + + + + + + + Nn.v. + + + + + +
42/03 + nw + + + + + + + + + + + + +
43/03 + + + | Nn.v + + [(N.v. + + + + + + + +
49/03 + + + + + + |n.v. n.v. nv.| + + + + + +
56/03 + + + + + + |n.v. n.v. nv.| + + + + + +
57/03 |nwv. + nwv./nv. + nv.|/nv. + nv.|nv. + nv.|nv. + nuv.
58/03 + nv.nv.| + nv. + |+ nv. + |+ nv. + |+ nv. +
82/03 + + + + + + [(N.v. + + + + + + + +
86/03 + + + + + + + + Nn.v. + + + + + +

z 8/8 7/7 7/7|7/7 8/8 8/8|4/4 6/6 4/4|8/8 8/8 8/8|8/8 8/8 8/8

Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fur Kollagen Il

(Antikdrper FH7A) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,

d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots®, =

kein

Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgefliihrten Markierungen an.
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Abbildung 10: Kraftige Markierung fir Kollagen lll. Die Position der radialen Enthesis (RE)
des Diskus ist eingezeichnet. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 11: Korbgeflechtartige Markierung fir Kollagen lll in den faserknorpeligen
Zentralbereichen des Diskus. Referenzstrecke: 100um

.

Abbildung 12: Ubersichtsaufnahme der Diskusanheftung an der Ulna. UE= ulnare Enthesis
des Diskus. Referenzstrecke: 500um
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3.2.4 Kollagen VI

Kollagen VI, das vom Antikorper 5C6 nachgewiesen wird, zeigt ein ahnliches

Markierungsmuster

wie

Kollagen llI.

Die Verteilung zeigt

keine

regionalen

Unterschiede zwischen den einzelnen Diskusabschnitten, der sowohl radial, mittig

als auch am ulnaren Rand und an seinen Anheftungen eine gleichmaRig, stark

positive Markierung zeigt (Tab. 6). Der Meniscus ulnocarpalis und der hyaline

Knorpel reagieren ebenfalls positiv (Abb. 13). Die Knochengrundsubstanz farbt sich

nicht.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
5C6 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + + + + + + + n.v. + + + + + +
42/03 + n.wv + + + + + + + + + + + + +
43/03 + + + + + + |Nn.v. + + + + + + + +
49/03 + + + + + nwv.|nv. nv. nv.| + + + + + +
56/03 + + + + + + |n.v. nwv. nv.| + + + + + +
57/03 |(nwv. + nwv.|nv. + nv.inv. + nv.|nv. + nv./nv. + nv.
58/03 + nwv. + + + + |n.wv. nv. + + + + + + +
82/03 + + + + + + + + + + + + + + +
86/03 + + + + + + + + + + + + + + +

z 8/8 7/7 8/8|8/8 9/9 7/7|4/4 6/6 5/5|8/8 9/9 8/8|8/8 9/9 8/8

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fur Kollagen IV

(Antikdrper 5C6) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots, - = kein
Nachweis, n.v.= nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile ) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgefuhrten Markierungen an.
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Abbildung 13: Radiale Enthesis (RE) des Discus articularis. Zu erkennen ist eine kraftige,
korbgeflechtartig angeordnete Markierung fir Kollagen VI im Diskus.
HK= hyaliner Knorpel. Referenzstrecke: 100um
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3.2.5 Chondroitin-4-Sulfat

Chondroitin-4-Sulfat (Antikorper 2B6+ChAC) zeigt in allen untersuchten Praparaten
eine einheitliche, schwach positive Markierung im gesamten Diskus (Tab. 7,
Abb. 14, 15) sowie im Bereich seiner knéchernen Anheftungen. Auch der Meniscus

ulnocarpalis farbt sich positiv, die Knochengrundsubstanz hingegen zeigt keine

Markierung.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
2B6 + AC Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + + + + + + + + + + + +
42/03 |nwv. nv. + [nv. + + (nv. + + |nv. + + [nv. + +
43/03 nv. + + + + + [(nv. + + + + + + + +
49/03 + + + + + + |n.v. n.v. nv.| + + + + + +
56/03 + + + |+ + 4+ |nv.nv.nv.|+ nv. + [+ + +
57/03 + + nv.| + + nv.nv. + nv.|+ + nv.|+ + nv
58/03 n.v. nv. + + + 4+ + + + + + + + o+ +
82/03 + + + + + + + + + + + + + + +
86/03 + + + + + + + + + + + + + + +

2 6/6 7/7 8/8|8/8 9/9 8/8|4/4 7/7 6/6|8/8 8/8 8/8|8/8 9/9 8/8

Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung flir Chondroitin-4-
Sulfat (Antikorper 2B6+AC) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis
ulnae, seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar,
m= mittig, d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots®, -
= kein Nachweis, n.v.= nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile ) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgeflhrten Markierungen an.
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Abbildung 14: Deutliche Markierung der radialen Enthesis (RE) und des Diskus fir
Chondroitin-4-Sulfat. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 15: Fleckig diffuse Markierung fir Chondroitin-4-Sulfat im gesamten Diskus.
Referenzstrecke: 100um
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3.2.6 Chondroitin-4-Sulfat und Dermatansulfat

Der gemeinschaftliche Nachweis fur Chondroitin-4-Sulfat und Dermatansulfat
(Antikdrper 2B6+ChABC), zeigt eine homogene Markierung in allen
Diskusabschnitten inklusive der knochernen Ansatze und des Meniscus ulnocarpalis
(Tab. 8, Abb.16,17). Im Gelenkknorpel sieht man eine zur Oberflache hin
zunehmend kraftigere Markierung mit Betonung der perizellularen Bereiche. Die
Knochengrundsubstanz farbt sich nicht. Grundsatzlich besteht kein markanter

Unterschied zum Markierungsmuster fir Chondroitin-4-Sulfat.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus

2B6+ABC Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis

Donor | p m d|p m d|p m d|p m d|p m d

41/03 S I A N I 1 KV N S S R B N
42/03 + nv. + |+ + + [+ + + |+ + + |+ + +
43/03 + + + |+ 4+ +|nv. + + |+ + + |+ + +
49/03 + + + |nv. + + (nvonv.nvl+ + + |+ + +
56/03 + + + |+ + + (nv.nv.nv.|+ + + |+ + +
57/03 + + nv.|+ + nv.| + + nv.f[ + + nv.| + + nv.

58/03 nv. nv. + (nv. + + |nv.nv. + |nv. + + |nv. + +
82/03 + + + |+ + + |+ + + |+ + 4+ + o+ o+

86/03 | + + + |+ + 4+ nv. + + |+ + + |+ + +

2 8/8 7/7 8/8|7/7 9/9 8/8|4/4 5/5 6/6|8/8 9/9 8/8|8/8 9/9 8/8

Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung flr Chondroitin-4-
Sulfat und Dermatansulfat (Antikérper 2B6+ABC) in den verschiedenen Zonen
des Discus articularis ulnae, seiner Anheftungen und des Meniscus
ulnocarpalis. p=palmar, m= mittig, d=dorsal, +=positiver Nachweis,
+s= vereinzelt positive ,spots”, - = kein Nachweis, n.v.= nicht vorhanden. Die
letzte Zeile (Summenzeile %) der Tabelle gibt die Zahl der positiven
Markierungen sowie die Zahl der durchgefuhrten Markierungen an.
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Abbildung 16: Stark positive radiale Enthesis (RE) des Diskus fir Chondroitin-4-Sulfat und
Dermatansulfat. Wahrend der Diskus eine relativ diffuse Markierung zeigt, ist
im hyalinen Knorpel (HK) eine vorwiegend perizellulare Markierung erkennbar.
Referenzstrecke: 100um

Abbildung 17: Flachige, punktuell betonte Markierung des Diskus mit dem Antikdrper
2B6+ABC, der Chondroitin-4-Sulfat und Dermatansulfat nachweist.
Referenzstrecke: 100um
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3.2.7 Chondroitin-6-Sulfat

Chondroitin-6-Sulfat zeigt eine gleichmalRige Farbung im Gelenkknorpel, im Diskus
und seinen Anheftungsstellen (Tab.9, Abb.18,19). |In den ulnaren
Diskusabschnitten und im Bereich des Meniscus ulnocarpalis ist die Markierung eher
schwach, in zwei Praparaten sind nur vereinzelte ,spots“ zu erkennen und in einem
Praparat ist der Diskus in diesem Bereich Uberhaupt nicht markiert. Die knécherne

Grundsubstanz reagiert immer negativ.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
3B3+ABC Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d{p m d|p m d|{p m d
41/03 + + + + + + + + nwv.| + + + | + + o+
42/03 + nv. + + + + + + + + + o+ | + + +
43/03 + + nv.|+ + + |nv. + + [+ + + |+ - +
49/03 + + +|nv. + + |nv.nv.nv.| + + + [+ + +
56/03 |nwv. + + |nv. + + Inv.nv.nv.nv. + +|nv. + +
57/03 + nv. nv.| + nv.nv.|nv. nv. nv.| + nv. + | + nv. +
58/03 |[nv.nv. + |+ + + |+ + + |45 + + |45 + +
82/03 + + + + + + |nv. + + + + o+ | + + +

86/03 + + + |+ + + |+ + + |+ + +|+ + +s

2 7/7 6/6 7/7|7/7 8/8 8/8|4/4 6/6 5/5|8/8 8/8 9/9|8/8 7/8 9/9

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung flir Chondroitin-6-
Sulfat (Antikérper 3B3+ABC) in den verschiedenen Zonen des Discus
articularis ulnae, seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis.
p= palmar, m= mittig, d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive
.Spots, - =Kkein Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile
(Summenzeile %) der Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie
die Zahl der durchgefuhrten Markierungen an.
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Abbildung 18: Markierung fir Chondroitin-6-Sulfat mit dem Antikérper 3B3+ABC. Die
Position fir Radius (R), hyalinen Knorpel (HK) und den Diskus (D) sind
eingegeben. Referenzstrecke: 200um

Abbildung 19: DetailvergroRerung des positiv markierten Discus articularis. Uberwiegend
extrazellulare Markierung flur Chondroitin-6-Sulfat als Ausdruck einer
dreidimensionalen Verflechtung der Faserbindel. Zu erkennen sind grofe,
ovale Chondrozyten (Pfeil). Referenzstrecke: 50um
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3.2.8 Keratansulfat

Der Nachweis fur Keratansulfat erfolgt mit dem Antikdrper 5D4. Hier zeigt sich eine

positive Markierung im gesamten Diskus, an seinen kndchernen Anheftungen und im

Meniscus ulnocarpalis. Auch der hyalinen Knorpel und die endostaren Schichten des
Knochens sind positiv markiert (Tab. 10, Abb. 20, 21). Nur bei einem Schnitt ist kein

Nachweis zu finden.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
5D4 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d|p m d m d|p m d
41/03 + + + + nwv. + + nwv. + + + + + +
42/03 + nwv + + + + | Nn.v. + + + + + + + +
43/03 + - + + - + [n.v. - + [+ - 4+ + - +
49/03 + + + |nv. + + [nv.nv.nv.|+ + + |+ + +
56/03 + + + |+ 4+ nv.nv.nv. nv|i+ + +|nv. + nv.
57/03 + + nwv.| + + nwv.| + + nv.| + + + + + +
58/03 + n.v. + + + + + Nn.v. + + + + + + +
82/03 + + + + + + |Nn.v. N.V. + + + + + + +
86/03 + + + + + + + + nw.| + + + + + +

z 9/9 6/7 8/8|8/8 7/8 7/7|4/4 3/4 5/5|9/9 8/9 9/9|8/8 8/9 8/8
Tabelle 10:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fir Keratansulfat

(Antikdrper 5D4) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,

d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots®, =

Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgefliihrten Markierungen an.
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Abbildung 21: Positiv markierte ulnare Enthesis (UE) des Diskus. Referenzstrecke: 200um
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3.2.9 Chondroitin-6-Sulfat (,oversulfated epitope®)

Die Markierung mit dem Antikérper 7D4 variiert zwischen schwach positiv und

negativ (Tab. 11). Die radialen und zentralen Diskusanteile zeigen in den meisten

Fallen (17/25) eine schwach positive Reaktion oder zumindest einzelne, positive

,Spots“ (Abb. 22,23). Am ulnaren Diskusrand und im Bereich des Meniscus

ulnocarpalis (Abb. 24) ist Uberwiegend keine Markierung zu erkennen oder es sind

nur sporadisch markierte Areale vorhanden (8/23 positiv). Die knochernen

Anheftungen des Diskus sind in den meisten Fallen positiv.

Antikdper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
7D4 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor m d|p m d|p m d|fp m d|p m d
41/03 + + nv.|+ + 4+ | + nv.nv.|+s + + |+s - n.w.
42/03 + Nn.v. + + + + + + + + + +S - + +S
43/03 - - - - - - Inv. - -l - - - - - -
49/03 + + 4+ |nv. + + |nv.nv.nv.+ +s + |+ - 4+
56/03 -+ - -+ - |nv.nv.nv.| - + - |- + nuv.
57/03 |n.v. n.v. nv.|[nVv. nv. nv.|[NV. NV. NV.[+S nv. +s| - nv. -
58/03 (nv.nv. + |+ nv. + | + nv. + |+s nv. + | - nv. +
82/03 + + + + + + + + + +S + +sS | +S - -
86/03 + nv. - |+ nv. - |+ - - |+s - -] - - -

> 5/7 4/5 3/6 |5/7 5/6 5/8 |5/5 2/4 3/6 |7/9 4/7 6/9|3/9 2/7 3/7
Tabelle 11:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fiir Chondroitin-6-

Sulfat oversulfated (Antikorper 7D4) in den verschiedenen Zonen des Discus
articularis ulnae, seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis.
p= palmar, m= mittig, d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive
.Spots, - =kein Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile
(Summenzeile %) der Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie
die Zahl der durchgefuhrten Markierungen an.
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Abbildung 22: Fir Chondroitin-6-Sulfat oversulfated markiert sich die radiale Enthesis (RE)
des Diskus positiv, ebenso die hyalinen Knorpelzellen (Pfeil).
Referenzstrecke: 100um

EE G SN

Abbildung 23: Positive Markierung im zentralen Teil des Discus articularis flr das native
Ubersulfatierte Epitop von Chondroitin-6-Sulfat. Referenzstrecke: 50um

Abbildung 24: Keine Markierung fir Chondroitin-6-Sulfat oversulfated im Bereich des
Meniscus ulnocarpalis und im ulnaren Randbereich des Diskus.
Referenzstrecke: 50um
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3.2.10

Aggrecan

Aggrecan, das durch den Antikorper 1C6 nachgewiesen wird, zeigt eine positive

Markierung im zentralen Diskusanteil, an den meisten Enthesen sowie im hyalinen

Knorpel (Tab. 12, Abb. 25, 26). Im ulnaren Randbereich des Diskus und im Meniscus

ulnocarpalis ist keine Farbung erkennbar - nur in drei Fallen sind vereinzelt positive

,Spots“ zu sehen (Abb. 27).

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
1C6 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + + + o+ + + nv. + |+s + +s| - - -
42/03 + nv. + + + + + + + + + +s | + - -
43/03 (nv. + + |+ + 4+ |nv.nv. + [+s + + | - -+
49/03 + + + |+ + 4+ nv.nv.nv.| - + +s| - nv. -
56/03 + nv. + |+ + nv.nv.nv.nv.| + + + | - +s +s
57/03 |nwv. + nwv.|nv. + nv.(nv. + nv.|nv. + nv.|nv. + nv.
58/03 - nv + |- + 4+ |+ nv. + |- + + |- - -
82/03 + + + + + + |n.v. nv. + + + + - - -
86/03 + + + +  + + + nv. + + + 4+ - - -

2 6/7 6/6 8/8|7/8 9/9 7/7|4/4 2/2 6/6|6/8 9/9 8/8|1/8 2/8 2/8

Tabelle 12:  Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fur Aggrecan

(Antikdrper 1C6) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s=vereinzelt positive ,spots®, - = kein
Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgeflhrten Markierungen an.
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Abbildung 25: Ubersicht einer positiv markierten radialen Enthesis (RE) und des positiv
markierten Diskus. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 26: Deutliche Markierung fir Aggrecan im zentralen Diskusabschnitt.
Referenzstrecke: 100um

Abbildung 27: Fir ~ Aggrecan  negativer Bereich des  Meniscus  ulnocarpalis.
Referenzstrecke: 100um
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3.2.11

Link Protein

Link Protein wird durch den Antikorper 8A4 nachgewiesen. Es zeigt eine ahnliche

Verteilung wie Aggrecan (Tab. 13). Der zentrale Diskus ist schwach positiv; oft sind

nur vereinzelt positive ,spots“ erkennbar (Abb. 29). Der ulnare Randbereich des

Diskus und der Meniscus ulnocarpalis sind meist negativ. Die kndchernen

Anheftungen des Diskus und der hyaline Knorpel lassen einen positiven Nachweis
erkennen (Abb. 28).

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
8A4 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + o+ + + | + nv. + + + | - + +
42/03 + nv + | + + + + + + |+ + +s| - - +s
43/03 |nv. + + |nv. + + (nv. + + | - + +4s| - - -
49/03 + nv. +| + + + |nv nv nv|+s +s +s| - - -
56/03 + nv. + |nv. + nv.nv.nv.nv.| - + + |- - -
57/03 + + + |nv. + + |nv. + + [+ + + |+ + 4+
58/03 + nv. + | + nv. + [+ nv. + |+s +s + | - - 4+
82/03 + + + | + + + |nwv. + + |+ + + | - - -
86/03 (nv.nv. + |+ + + [nvonv. + |+s +s +s| - - -

2 7/7 4/4 9/9|6/6 8/8 8/8|3/3 3/3 7/7|7/9 9/9 9/9|1/9 2/9 4/9
Tabelle 13: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fir Link Protein

(Antikdrper 8A4) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots“, - =kein

Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile XZ) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der

durchgefuhrten Markierungen an.

38




Abbildung 28: Positiver Nachweis an der radialen Enthesis des Diskus fir Link Protein.
Hyaliner Knorpel (= HK) und die radiale Enthesis (= RE) sind eingezeichnet.
Referenzstrecke: 100um

Abbildung 29: Positive Markierung des zentralen Diskus fir den Antikérper 8A4, der Link
Protein nachweist. Referenzstrecke: 100um

39



3.2.12 Versican

Es liegt eine gleichmalige Verteilung von Versican im Diskus, seinen knéchernen
Anheftungen und im Meniscus ulnocarpalis vor (Tab. 14, Abb. 31). Die Osteozyten
zeigen ebenfalls eine positive Markierung, die extrazellulare Matrix des Knochens
und der hyaline Knorpel reagieren nicht. Vereinzelt findet sich - ahnlich wie bei
Kollagen | - eine Aussparung der Markierung im Bereich der Enthesis = Gap-
Phanomen (Abb. 30).

Antikoper| Enthesis Enthesis | Enthesis Os Diskus Meniscus
12C5 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor [p m d|p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + 4+ |+ + + |+ nv. + |+ + + |+ nv. +
42/03 + nv. + |+ + + |+ + + |+ + + |+ + +
43/03 |nv. + + |+ + 4+ |nv. + + |+ + + |+ + +
49/03 + nv. + |+ + + (nv.nv.nv.|+ + + |+ + +
56/03 (nv. + + |+ + nv.nv.nv.nv.|+ + + |+ + +
57/03 + nv.nv.|+ + nv.|nv. + nv.|+ + + |+ + +
58/03 + nv.nv.|+ + + | + nv. + |+ + + |+ + +
82/03 + + + |+ + + |+ + + |+ + 4+ |+ + O+
86/03 + + + [+ + + |+ + + |+ + + |+ + +

z 717 |5/5|7/719/9 9/9 7/7|5/5 5/5 6/6|9/9 9/9 9/9(9/9 8/8 9/9

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fir Versican
(Antikdrper 12C5) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots“, - =kein
Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgefuhrten Markierungen an.
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Abbildung 30: Radiale Enthesis (RE) des deutlich positiv markierten Discus articularis, Pfeile
zeigen das ,Gap-Phanomen®. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 31: Positive Markierung fur Versican im Discus articularis. Pfeil= groRer,
rundlicher Chondrozyt. Referenzstrecke: 50um
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3.2.13 Tenascin

Die Markierung von Tenascin, nachgewiesen durch den Antikorper T2HS5, ist zumeist
schwacher als die von Versican. Trotzdem zeigen der gesamte Diskus, seine
knéchernen Anheftungen und der Meniscus ulnocarpalis einen positiven Nachweis
(Tab. 15, Abb. 32, 33). Die radialen und zentralen Diskusbereiche markieren sich
dabei meist weniger stark als die ulnaren Randbereiche des TFCC. Ein Praparat ist
mit Ausnahme von gering positiven ,spots“ im Bereich des zentralen Diskus
vollstandig negativ. Der hyaline Knorpel ist in den oberflachlichen Schichten positiv
ebenso wie die Knochenzellen und das Endost. Die Knochengrundsubstanz selbst

reagiert nicht.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
T2H5 Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + + + + + + nv. + |+ + + |+ + +
42/03 + nv. + |+ + + [+ + nv.|+s + + [+ + +
43/03 |nv. + - [+ + + nv. + + |+ + + [+ + +
49/03 + + + |+ + 4+ |nv.nv.nv.| - + +s|+ + +
56/03 - nv. + | - + 4+ | - nv.nv.|+s +s +s| - + +
57/03 |nwv. + nwv.|nv. + nv.inv. + nv.[+s + +s| + + +

=+

58/03 n.v. n.v. + + +
82/03 + + o+ |+ o+

86/03 | + + + |+ + + |+ + + [+ + + |+ + +

z 5/6 6/7 6/8|6/8 8/9 7/8|4/5 5/5 5/5|8/9 8/9 8/9|8/9 8/9 7/9

nv. + |+ + + |+ +

+ o+
+

nv. + + |+s + + [+s + +

Tabelle 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fir Tenascin
(Antikdrper T2HS5) in den verschiedenen Zonen des Discus articularis ulnae,
seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis. p= palmar, m= mittig,
d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive ,spots“, - =kein
Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile (Summenzeile %) der
Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie die Zahl der
durchgeflihrten Markierungen an.
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Abbildung 32: Markierung fur Tenascin mit dem Antikérper T2H5. Die Position der radialen
Enthesis (RE) des Diskus ist eingegeben. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 33: Positive ulnare Enthesis (UE) des Diskus. Referenzstrecke: 100um
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3.2.14

Cartilage oligomeric matrix protein

Das Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) zeigt eine homogene, mafig bis

starke Markierung im Diskus, an seinen Anheftungsstellen und im Meniscus
ulnocarpalis (Tab. 16, Abb. 34, 35, 36, 37). In einem Fall markiert sich der Diskus

zentral nur mit wenigen, positiven ,spots“ und ist am Rand vollstandig negativ. Der

hyaline Knorpel ist nur in den oberflachlichen Schichten positiv markiert. Die

Knochenmatrix zeigt keine Markierung. In dorsaler Schnittfihrung sind im zentralen

Diskusanteil,

unweit von der radialen Enthesis, vereinzelt BlutgefalRe erkennbar.

Auch diese Gefalle zeigen eine Markierung.

Antikorper| Enthesis Enthesis Enthesis Os Diskus Meniscus
COMP Radius Ulna triquetrum zentral ulnocarpalis
Donor p m d|p m d|p m d|p m d|p m d
41/03 + + o+ + + |+ + + |+ + + |+ + +
42/03 + nv. + |+ + + |+ + nv.|+ + +s|+ + -
43/03 |nv. + 4+ |+ + 4 nv. + o+ [+ + + |+ + 4
49/03 + + +|nv. + + nv.nv.nv.|+ + + |+ + +
56/03 | + + + |+ + nv.nv.nv.nv.+ + + |+ + +
57/03 |nwv. + nv.| + + nv.nv. + nv.|+ + + [+ + +
58/03 |n.v. nv. nv.| + + + |+ + + |+ + + |+ + +
82/03 + + + + + o+ + + + |+ + + |+ + +
86/03 + + + |+ + + |+ + + |+ + + |+ + +

z 6/6 7/7 8/8|8/8 9/9 7/7|5/5 7/7 5/5{9/9 9/9 9/9|6/6 9/9 8/9
Tabelle 16: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunmarkierung fir Cartilage

Oligomeric Protein (Antikbrper COMP) in den verschiedenen Zonen des
Discus articularis ulnae, seiner Anheftungen und des Meniscus ulnocarpalis.
p= palmar, m= mittig, d= dorsal, += positiver Nachweis, +s= vereinzelt positive
.Spots“, - =kein Nachweis, n.v.=nicht vorhanden. Die letzte Zeile
(Summenzeile %) der Tabelle gibt die Zahl der positiven Markierungen sowie
die Zahl der durchgefiihrten Markierungen an.
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Abbildung 34: Ubersichtsaufnahme der positiv markierten radialen Enthesis (RE) des Diskus.
Bereits in der VergrofRerung sind im zentralen Diskusbereich, unweit der
radialen Enthesis, Gefal3e zu erkennen (Pfeil). Referenzstrecke: 200pym

Abbildung 35: Detailaufnahme der Gefale im radialen Diskusdrittel. Referenzstrecke: 50um
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Abbildung 36: Nur die faserknorpelige Schicht (FK) ist eindeutig COMP positiv. Der hyaline
Knorpel (HK) ist in den tieferen Schichten negativ. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 37: Deutlich positive faserknorpelige Enthesis an der Ulna mit groen rundlich-
ovalen Zellen. Referenzstrecke: 20um

46



3.2.15 Kontrollen

Bei den Kontrollmarkierung mit RT97, welches Neurofilament nachweist, oder unter
Weglassen des Primarantikorpers zeigen sich keine positiven Markierungen. Nur mit

RT97 lassen sich vereinzelt in der Peripherie Nervenfasern nachweisen.

Abbildung 38: Keine Markierung bei der Kontrollmarkierung mit RT97. Gegenfarbung mit
Hamatoxylin nach Mayer. Referenzstrecke: 100um

Abbildung 39: Keine Markierung des Gewebes bei Kontrollmarkierung unter Weglassen des
Primarantikdrpers. Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer.
Referenzstrecke: 50um
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4 Diskussion

4.1 Wertigkeit der Methode

4 1.1 Paraffinschnitte

Die Paraffinschnittanfertigung und anschlieRende Toluidinblau-Farbung diente der
Gewinnung von Ubersichtspraparaten, um die Morphologie der verschiedenen
untersuchten Regionen besser darstellen zu konnen. In der Toluidinblau-Farbung
werden Zell- und Gewebsstrukturen in unterschiedlichen Blautdnen gefarbt.
Insgesamt lassen sich so die morphologischen Unterschiede der verschiedenen

Gewebe klar voneinander abgrenzen.

4.1.2 Immunhistochemie

4.1.2.1 Methanolfixierung

Um immunhistochemische Untersuchungen an Gewebeproben vornehmen zu
konnen, mussen besondere Voraussetzungen erflllt sein. Zum einen sollte das
Gewebe mdglichst frisch enthommen werden, damit autolytische Prozesse nicht zu
weit fortschreiten. Zum anderen sollte das Gewebe nicht auf herkdmmliche Art mit
Formalin fixiert werden, da dies die immunhistochemische Markierung - speziell der
hier untersuchten Antigene - beeintrachtigen kann. Methanol bietet als Fixans
verschiedene Vorteile gegenuber Formalin: Die Proteine werden lediglich gefallt und
nicht vollstandig denaturiert, die Glykosaminoglykane werden in ihrer Position fixiert
und schlieB3lich wird auch die endogene Peroxidaseaktivitat reduziert, was eine falsch

positive Markierung unterbindet.

4.1.2.2 Kryomikrotomie von Hartgeweben

Das Anfertigen von Kryoschnitten bei Praparatblocken mit inhomogener

Beschaffenheit des Materials bereitet bei der hier vorliegenden GroéfRe nicht
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unerhebliche Probleme. Es kommt sehr haufig zu Rissen oder Stauchungen der
Schnitte, selbst bei ausreichender vorangegangener Entkalkung. Auch die faltenfreie
Ubertragung des Schnittes auf den Objekttrager ist nicht einfach zu bewerkstelligen.
Es ist daher sehr schwierig, vollstandig einwandfreie Ubersichtspréaparate ohne
Fehlstellen zu erzeugen.

Daruber hinaus zeigen die verschiedenen Gewebeanteile unterschiedlich gute
Hafteigenschaften auf dem Objekttrager, was spater zur Ablosung wahrend der
Immunmarkierung fuhren kann. Dies erklart, warum einzelne Bereiche der Praparate
teilweise bei der Auswertung nicht verfigbar waren.

Weiterhin kann trotz vorausgegangener Behandlung mit 5%iger Saccharoseldsung
nicht vollstandig verhindert werden, dass es beim Einfrieren zur Bildung von
Eiskristallen kommt, welche die Feinstruktur des Gewebes verandern konnen. Die
Beurteilbarkeit der Proben hangt zudem stark von der Schnittdicke ab. Diese betragt
bei der vorgelegten Untersuchung 12-14 um, was einerseits eine hinreichende
mechanische Stabilitdt beim Schneidevorgang gewahrleistet, andererseits aber auch

eine gute histologische Beurteilbarkeit zulasst.

4.1.2.3 Aussagekraft der immunhistochemischen Untersuchung

Immunhistologische Nachweismethoden beruhen auf der besonderen Affinitat
zwischen Antikorper und Antigen. Deren Bindung liegt ein komplexes,
dreidimensionales Schlussel-Schloss-Prinzip zugrunde. Durch die sehr hohe
Spezifitat, mit welcher ein Antikdrper ein bestimmtes Antigen (eigentlich ein Epitop
auf dem Antigen) erkennt (Kierman 1999), eignen sich immunhistochemische
Nachweismethoden hervorragend zur Markierung von Makromolekilen und zur
Untersuchung von deren Verteilung im Gewebe. Allerdings erlaubt diese Technik nur
einen rein qualitativen Nachweis: Entweder ein Antigen ist vorhanden oder nicht. Mit
den in dieser Arbeit verwendeten Nachweismethoden kann deshalb von der
variierenden Farbintensitat nicht auf die jeweilige Menge an vorhandenem Antigen

geschlossen werden.
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4.2 Interpretation der Untersuchungsergebnisse

4.2.1 Kollagene

In allen untersuchten Abschnitten des Diskus, an seinen knéchernen Anheftungen
und im Bereich des Meniscus ulnocarpalis zeigt sich fur die Kollagene |, lll und VI ein

weitgehend ahnliches und relativ homogenes Verteilungsmuster.

Kollagen | und Il sind typisch fur faserreiches Bindegewebe (Gelberman et al. 1988).
Kollagen |, mit 90% des Gesamtkollagens der haufigste Kollagentyp des
menschlichen  Korpers, verleint den faserreichen Bindegeweben ihre
charakteristischen Eigenschaften, welche es erlauben, hohen Zugbeanspruchungen
zu widerstehen. Kollagen-I-Fasern weisen je nach Gewebetyp einen relativ grolden
Durchmesser auf (Grazl & Wurzinger 2005). Sie kommen typischerweise in Sehnen,
Faszien, Organkapseln und im Knochen vor sowie im Stroma aller Organe (Grazl &
Wurzinger 2005)

Kollagen-lll-Fasern sind wesentlich dunner als Kollagen-I-Fasern und sind besonders
charakteristisch fur retikulares Bindegewebe, kommen aber ebenfalls in faserreichen
Bindegeweben vor. Sie bilden feine Netzwerke, in welche die spezifischen,
parenchymatdsen Zellen des jeweiligen Organs eingelagert sind (Grazl & Wurzinger
2005). Kollagen-lll-Fasern finden sich typischerweise im Knochenmark, in
lymphatischen Organen, Leber, Niere, glatter Muskulatur sowie in endokrinen Drusen
(Grazl & Wurzinger 2005).

Kollagen VI scheint fur die Bindung von Zellen an das kollagene Netzwerk der
extrazellularen Matrix eine wichtige Rolle zu spielen (Burgeson & Nimni 1992). Das
Vorkommen und die Verteilung von Kollagen VI ist flr alle Bindegewebe,
insbesondere fur Gelenkknorpel und Bandscheiben (Roberts et al. 1994; Poole et al.
1992), aber auch fur den Faserknorpel der Enthesis (Milz et al. 1999) beschrieben

worden.

50



Das auffalligste Markierungsmuster zeigt sich beim Nachweis von Kollagen II. Der
radiale und zentrale Teil des Diskus sowie seine knochernen Anheftungsstellen
zeigen eine positive Markierung. Der ulnare Diskusrand hingegen und der Meniscus
ulnocarpalis sind negativ.

Kollagen Il ist der wichtigste Bestandteil des hyalinen Knorpels, der u.a. in Gelenken,
auf Knochenoberflachen, beim Langenwachstum in Epiphysenfugen sowie in
Bronchien, Larynx und Trachea vorkommt (Grazl & Zanner 2005). Daruber hinaus
sind Kollagen-ll-Fasern charakteristisch fur Enthesisfaserknorpel (Benjamin & Evans
1990; Benjamin und Ralphs 1995). Es konnte von verschiedenen Autoren gezeigt
werden, dass das Auftreten von Kollagen Il in einem Enthesisfaserknorpel mit dem
Grad der mechanischen Druckbeanspruchung (Kompression) des Gewebes
korreliert (Benjamin et al. 1995; Milz et al. 1998, 1999, 2001, 2005).

In den untersuchten Praparaten lasst sich das regelmalige Auftreten von Kollagen Il
im radialen und zentralen Diskusanteil somit als Zeichen der Anpassung an die
lokale mechanische Druckbeanspruchung in diesem Bereich interpretieren.
Insgesamt ermoglicht die deutliche Abgrenzung der Kollagen-ll-Markierung im
radialen Diskusdrittel eine immunhistochemische Abgrenzung der Faserknorpelzone.
Dies entspricht auch der histomorphologischen Zuordnung. An der Enthesis finden

sich chondroide, rundliche Zellen, die einzeln oder in Reihen angeordnet sind.
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4.2.2 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykanketten bestehen hauptsachlich aus repetetiven
Disaccharideinheiten, einer Uronsaure und einem Aminozucker. Da die
Disaccharideinheiten durch Carboxyl- oder Sulfatgruppen negativ geladen sind,
werden Kationen wie Natrium, Kalium und Calcium und groRe Wassermengen
gebunden (Grazl & Wurzinger 2005). Die netzartigen Kollagenfibrillen halten die
hydrophile Matrix der Proteoglykane (zumindest temporar) gefangen, was zur
Druckresistenz des Gewebes fuhrt (Broom 1982). Die Glykosaminoglykane haben
sehr starken EinfluR auf die Struktur, die molekularen Interaktionen und die
biomechanischen Eigenschaften der Proteine, an welche sie angeheftet sind
(Lander 1999).

Die verschiedenen Glykosaminoglykane zeigen Unterschiede hinsichtlich ihres
hauptsachlichen Vorkommens. Die bevorzugte Lokalisation ist abhangig vom
jeweiligen Gewebetyp und von der dort vorherrschenden mechanischen Belastung
(Milz 2002, Milz et al. 2005). Chondroitinsulfate sind unter anderem typisch fur
Knorpel, Knochen, Haut und BlutgefaBe (Junqueira & Carneiro 1996).
Dermatansulfat findet sich in der Haut, in Sehnen und der Adventitia der Aorta
(Junqueria & Carneiro 1996). Keratansulfat kommt bevorzugt in der Kornea, im

Nucleus pulposus und Anulus fibrosus vor (Junqueira & Carneiro 1996).

Dermatan- und Keratansulfat treten haufig schon bei geringer, lokaler
Druckbeanspruchung auf (Milz et al. 2005). Diese mechanische Situation wird im
Discus articularis ulnae schon allein durch die Gewebsverformung bei normalen
Handgelenksbewegungen erreicht. Dementsprechend Uberrascht die homogene
Markierung in allen untersuchten Diskusabschnitten und im Meniscus ulnocarpalis

nicht.

Chondroitin-4-Sulfat  und  besonders  Chondrotitin-6-Sulfat  kommen  in
faserknorpeligen Geweben vor, welche einer etwas ausgepragteren mechanischen

Kompression ausgesetzt sind (Milz et al. 2005). Im TFCC zeigt sich flir Chondroitin-
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4-Sulfat eine gleichmafRige Markierung in allen Bereichen. Chondroitin-6-Sulfat, das
erst bei starker lokaler Kompression auftritt (Milz et al. 2005), markiert im radialen
Diskusdrittel etwas deutlicher als in den ulnaren Diskusrandbereichen und Meniscus
ulnocarpalis. Hier ist es teilweise nur in Form von einzelnen positiven ,spots® zu
finden. Hieraus kann auf eine radial hoéhere Druckbeanspruchung als ulnar

geschlossen werden.

Das sogenannte ,Ubersulfatierte (oversulphated) Epitop von Chondroitin-6-Sulfat
wird in der Literatur im adulten Gewebe als Indiz fir degenerative Veranderungen
gewertet (Caterson et al. 1990; Roberts et al. 1994). Auffallig ist, dass in erster Linie
die faserknorpeligen Zonen an der radialen Diskusanheftung positiv sind, wahrend
die ulnaren Diskusabschnitte und der Meniscus ulnocarpalis meist ohne Markierung
bleiben. Dies konnte bedeuten, dass sich degenerative Veranderungen zuerst im

Faserknorpel manifestieren und erst spater in den tbrigen Abschnitten auftreten.
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4.2.3 Proteoglykane und Glykoproteine

Proteoglykane sind Hauptbestandteil des interstitiellen Bindegewebes. Ihr
Proteinanteil besteht aus einem zentralen Kernprotein, welches mit unterschiedlichen

glykosaminoglykanhaltigen Seitenketten besetzt ist.

Versican ist ein groRes Chondroitinsulfat-Proteoglykan, das von Fibroblasten gebildet
wird und fur die Interaktion zwischen extrazellularer Matrix und den Zelloberflachen-
Glykoproteinen verantwortlich ist (Zimmermann 1999). In vitro konnte gezeigt
werden, dass Versican mit der Zelladhasion von verschiedenen extrazellularen
Matrixkomponenten wie z.B. Kollagen | interferiert (Zimmermann 1999). Darlber
hinaus wurde eine haufige Expression von Versican in Geweben beobachtet, die als
Migrationsbarrieren in der embryologischen Entwicklung fungieren. Es wird weiter
vermutet, dass Versican auch bei der Proliferationskontrolle von Keratinozyten und

dermalen Fibroblasten eine Rolle spielt (Zimmermann 1999).

Tenascin ist ein groles multimeres extrazellulares Matrixprotein. Es wirkt wie
Versican hemmend auf die Adhasion von vielen Zellen. Als Wirkungen von Tenascin
sind daruber hinaus beschrieben worden: Wachstumsférderung, Haemagglutination,
Immunsuppression von T-Zellen und Forderung der Angiogenese und

Chondrogenese (Chiquet-Ehrismann 1999).

Sowohl Versican als auch in geringerem MalRe Tenascin sind typische Marker des
kollagenfaserreichen, straffen Bindegewebes (Heinegard & Oldberg 1993). Mit
steigender mechanischer Beanspruchung und zunehmendem faserknorpeligen
Umbau verringert sich das Vorkommen dieser Matrixmolekile, bis sie schlieflich
lokal ganz verschwinden (Milz et al. 2005). Versican und Tenascin markieren in den
untersuchten Abschnitten des TFCC schwach bis maRig stark. Vor allen bei
Tenascin ist zu beobachten, dass sich die radialen Diskusabschnitte schwacher
markieren als die ulnaren Randbereiche und der Meniscus ulnocarpalis. Vereinzelt
bleibt bei Versican und Tenascin die Markierung im radialen Enthesisbereich aus.

Genau umgekehrt verhalt es sich hinsichtlich der Expression von Aggrecan und Link

Protein: beide Molekule sind mit steigender Druckbelastung vermehrt nachweisbar
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(Milz et al. 2005). Aggrecan setzt dabei einer Verformung des Gewebes durch
Kompression Widerstand entgegen (Milz et al. 2005). Dies beruht auf seiner
Fahigkeit, groRe Wassermengen zu binden. Das so entstandene Gel kann nicht
mehr komprimiert werden und wird durch die Interaktion mit den Kollagenen am Ort
fixiert. Die Fahigkeit eines Gewebes, aullerer Kompression zu widerstehen, beruht

hier im Wesentlichen auf seiner Wasserbindungskapazitat.

Link Protein ist ein hauptsachlich extrazellular anzutreffendes Glykoprotein, welches
vor allem im Knorpel vorkommt und dort die Interaktion zwischen Aggrecan und
Hyaluronsaure stabilisiert (Goetinck 1999). Die vom Link Protein stabilisierten
Proteoglykanaggregate tragen zum Wachstum embryonaler Knorpelanlagen bei und
spielen eine entscheidende Rolle fur die Widerstandsfahigkeit des adulten Knorpels
gegen Druck (Goetinck 1999). Auch in nicht knorpeligen Geweben erflllt Link Protein

die gleiche Funktion, aber mit anderen Hyaluronsaure-bindenden Proteinen.

Bei Aggrecan und Link Protein zeigt sich in der vorliegenden Untersuchung eine
deutliche Markierung im radialen Diskusanteil. Der ulnare Diskusrand und der
Meniscus ulnocarpalis hingegen sind weitgehend negativ.

Sowohl die zuvor erwahnte schwache Tenascin Markierung im radialen Diskusdrittel
wie auch die deutlich positive Markierung von Aggrecan und Link Protein in diesem
Bereich lassen sich als Anpassung an die radial hohere mechanische

Druckbeanspruchung des Gewebes interpretieren.

Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) ist ein Glykoprotein, das Kollagen | und Il
bindet und die Anheftung von Chondrozyten an die extrazellulare Matrix Uber
Rezeptorproteine, sogenannte Integrine, fordert (Chen et al. 2005). COMP spielt
durch seinen direkten Effekt auf die Chondrozyten eine wichtige Rolle bei der
enchondralen Ossifikation (Di Cesare et al. 2000). Die Bedeutung dieses Proteins fur
das skelettale Wachstum wurde kurzlich durch die Identifizierung von Mutationen im
COMP-Gen unterstrichen, die zu spezifischen skelettalen Dysplasien flhren
(Kennedy et al. 2005).

COMP zeigt in der vorliegenden Arbeit eine gleichmallige Markierung uber den
gesamten Diskus und Meniscus ulnocarpalis. Der hyaline Knorpel zeigt

interessanterweise nur in den oberflachlichen Schichten eine positive Reaktion.
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4.3 Funktionell anatomische Relevanz

Obwohl vom TFCC als einheitlicher, faserknorpeliger Struktur gesprochen wird,
handelt es sich tatsachlich um ein relativ inhomogenes Gewebe. Radial im Bereich
der Anheftung hat es einen stark faserknorpeligen Charakter. In Richtung ulnarer
Rand und Meniscus ulnocarpalis nimmt es aber deutlich weniger knorpelige und
stattdessen starker bindegewebige Zige an und geht flieBend in die benachbarten
Bander Uber. An der ulnaren Enthesis sowie an der kndchernen Anheftung am
Os triquetrum zeigt sich lokal wiederum ein deutlich faserknorpeliger Aufbau. Diese
Beobachtung deckt sich im Wesentlichen mit den Befunden von Benjamin et al.

(1986), die rein morphologisch ahnliche Unterschiede beschreiben konnten.

Die regional unterschiedlich stark ausgepragten faserknorpeligen Regionen des
Diskus spiegeln sich auch in der Verteilung der Vaskularisierung wieder. Radial und
zentral, also dort, wo der Diskus am starksten faserknorpelig ist, finden sich in der
Regel keine GefalRe. Die peripheren, eher bindegewebigen 15-20% des Diskus
werden dagegen arteriell (iber die A. ulnaris sowie die palmaren und dorsalen Aste
der A. interossea anterior versorgt (Thiru-Pathi et al. 1968; Bednar et al. 1991;
Mikic 1992). Die enge Korrelation zwischen nicht bzw. hypovaskularisierten Zonen
und dem Vorhandensein von Faserknorpel stellten auch Benjamin und Vogel in
anderen Geweben fest (Benjamin & Evans 1990; Vogel 1995). Neuere Arbeiten
konnten Endostatin, einen  anti-angiogenen Faktor, perizellular  um
Faserknorpelzellen herum nachweisen (Pufe et al. 2004). Die Avaskularitat konnte
eine funktionelle Notwendigkeit darstellen, welche die mechanische Kompression
(d.h. spezifische lokale Beanspruchung) des Gewebes in diesem Bereich reflektiert.
Dies wiederum erklart, warum in den schlecht oder gar nicht durchbluteten Regionen
degenerative Prozesse und Rupturen besonders haufig vorkommen. Nach Meinung
der meisten Autoren besitzen diese Rupturen daher nur ein schlechtes bzw. gar kein
Heilungspotential (Thiru-Pathi et al.1986; Bednar et al.1991; Chidgey et al. 1991). In
unserer Untersuchung finden sich GefalRe auch vorwiegend in den ulnaren
Randbereichen des TFCC (Abb. 9). Bei einem der untersuchten Praparate sind aber
im zentralen Diskusbereich, wenige Millimeter von der radialen Enthesis entfernt,
zahlreiche Gefalie erkennbar (siehe Abb. 7, 34, 35). Wie in Abbildung 7 deutlich zu
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sehen ist, ist der Bereich unmittelbar um die Gefalle herum nicht faserknorpelig
markiert. Diese Ergebnisse widerlegen somit (zumindest im vorliegenden Einzelfall)
die weit verbreitete Ansicht, die inneren 80% des Discus articularis ulnae inklusive
der radialen Anheftung seien grundsatzlich avaskular und besal’en daraus
resultierend keinerlei Heilungspotential. Cooneys Meinung, dass auch radiale
Abrisse des Diskus heilbar sind (Cooney et al. 1994) sowie die Aussagen neuerer
Arbeiten, die der Wiederanheftung von radialen TFCC-Rissen gute Ergebnisse
bescheinigen (Sagerman & Short 1996; Fellinger et al. 1997; Martineau et al. 2005),

werden dadurch unterstitzt.

Neben der (weitgehenden) Avaskularitat der radialen und zentralen
Diskusabschnitte, die die mechanische Kompression reflektiert, spiegelt auch der
faserknorpelige Phanotyp als solcher die mechanische Beanspruchung in dieser
Region wieder. Zahlreiche Arbeiten haben gezeigt, dass ein direkter Zusammenhang
zwischen lokaler Druckbeanspruchung und funktioneller Gewebeanpassung besteht,
die sich in Veranderungen der molekularen Zusammensetzung der extrazelluaren
Matrix aufdert (Gillard et al. 1979; Benjamin & Evans 1990; Ralphs et al. 1991; Lewis
et al. 1998, Milz et al. 2005). Faserknorpelige Zonen werden in diesem
Zusammenhang als Zeichen der funktionellen Anpassung an mechanische
Beanspruchung betrachtet. Gerade im Enthesisbereich, wo zwei Strukturen mit
unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften aufeinander treffen (Benjamin et al.
2002), kommt es haufig zu lokalen Spitzenbeanspruchungen und damit unter
anderem auch zu Uberbelastung und zu Verletzungen. Beispiele dafiir sind der
Tennisellbogen oder die Insertionstendopathie der Achillessehne. Die
faserknorpelige Enthesis muss die unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften
kontinuierlich ausgleichen, um lokale Spitzenbelastungen, die an der Grenzschicht
zwischen Hart- und Weichgewebe herrschen, reduzieren zu kdonnen (Benjamin &
Ralphs 1998; Benjamin et al. 2002; Milz et al. 2005). Der Faserknorpel ermoglicht es
also einem Gewebe, Druck- und Zugbelastungen dauerhaft zu widerstehen, ohne zu
ermuden (Milz et al. 2005). Typisch fur Faserknorpel ist unter anderem das
Vorkommen von Kollagenl!l und Aggrecan in der ECM (Benjamin &
McGonagle 2001). Beide Molekule finden sich in allen untersuchten Praparaten vor
allem im radialen und zentralen Diskusanteil und lokal an seinen kndchernen

Anheftungsstellen. Das vermehrte Auftreten von Kollagen Il und Aggrecan kann also
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als Anpassung an lokal vorherrschende Druckbeanspruchungen gewertet werden.
Unsere Ergebnisse stimmen damit mit Publikationen Uberein, welche deutlich hohere
Beanspruchungen in radialen Diskusabschnitten im Vergleich zu ulnaren TFCC-
Bereichen nachweisen (Adams & Holley 1993; Adams et al. 1996).

Zahlreiche biomechanische Untersuchungen des TFCC haben ergeben, dass sich
die Form und Ausdehnung des Diskus wahrend Pro- und Supination kaum verandert
und dass sich der Diskus weitestgehend statisch verhalt (Nakamura 1995;
Nakamura & Makita, 2000; Pfirrmann et al. 2001; Makita et al. 2003). Die sogenannte
,Dehnungsbremsen®- Theorie des Enthesisfaserknorpels, die 1958 von Knese und
Bierman formuliert wurde, konnte eine Erklarung dafur bieten. Diese besagt, dass die
in Relation verhartete faserknorpelige Enthesis eine Formveranderung des Bandes
(in unserem Fall des Discus articularis ulnae) an der Anheftung verhindern soll, um
lokale Spitzenbeanspruchungen im Enthesisbereich zu verringern und damit
Verletzungen an dieser Stelle entgegenzuwirken (Knese & Bierman 1958). In diesem
Zusammenhang konnte das verstarkte Vorkommen von Aggrecan und Link Protein
im Enthesisfaserknorpel erklaren, warum selbst bei starker physiologischer
Belastung kaum eine Formveranderung des Diskus im Bereich der radialen Enthesis
erfolgt. Wie bereits zuvor festgestellt, setzt Aggrecan einer Deformation des
Gewebes Widerstand entgegen und ermoglicht so erst die Druckresistenz der
Enthesis. Aufgrund der Fahigkeit, grole Wassermengen zu binden und durch die
Interaktion mit Kollagenen gewahrleistet Aggrecan, dass es am Grenzflachenbereich
der Enthesis zu keiner Verformung des Diskus kommen kann. Link Protein leistet
hier ebenfalls einen Beitrag zur Formstabilisierung, indem es die Interaktion von

Aggrecan und Hyaluronsaure stabilisiert.

Trotz dieser funktionellen faserknorpeligen Anpassung des Diskus lassen sich
Verletzungen und Rupturen nicht verhindern. Lasionen des TFCC sind in der
Literatur haufig beschrieben. Bereits sehr frih beschreibt Petit pathologische
Veranderungen des Discus articularis ulnae (Petit 1725). Die Angaben in der
Literatur bezuglich der Inzidenz von TFCC-Perforationen schwanken allerdings
erheblich: 7% (Kessler & Silberman 1961); 24% (Jeffries et al. 1994); 26,7% (Tan et
al. 1995), 36% (Viegas et al.1993), 42% (Weigl & Spira 1969), 46% (Fortems et al.
1994), 53% (Palmer & Werner 1981; Mikic 1989), 60% (Lee et al. 2004; Lewis et al.
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1970), 62% (Uchiyama & Nakatsuchi 1994) und 81% (Maraval-Bonnet 1969, zitiert
nach Mikic 1978). Mikic betont aber in diesem Zusammenhang, dass zahlreiche
Perforationsstudien ohne Altersreferenz aussagelos seien, da eine Diskusperforation
seiner Meinung nach als spontan auftretender letzter Schritt in einer progressiven,

altersabhangigen, degenerativen Veranderung aufgefasst werden muss (Mikic 1978).

Neben degenerativen Veranderungen spielt aber auch das Langenverhaltnis
zwischen distaler Ulna und Radius eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit TFCC
Perforationen. In 61% der Falle stehen die karpalen Gelenkflachen von Radius und
Ulna auf gleicher Hohe (Hultén 1928). In 23% besteht eine relative Verkirzung des
Ulnakopfes, die sog. Ulna-Minus-Variante (Hultén 1928). In 16% reicht die Ulna Uber
das Niveau der distalen Radiusflache hinaus; dies bezeichnet man als Ulna-Plus-
Variante (Hultén 1928). Zwischen dieser positiven Ulnavariante und der Dicke des
TFCC besteht eine inverse Korrelation: D.h. je starker positiv die Ulnavariante ist,
desto dunner sind der Diskus und der TFCC (Palmer et al. 1984). Infolge der
positiven Ulnavariante erhdhen sich die Kompressionslasten im Zentrum des Diskus
erheblich, so dass die positive Ulnavariante deutlich haufiger mit TFCC Perforationen
assoziiert ist (u.a. Palmer et al. 1984; Mikic 1989).

Neben der Inzidenz der TFCC-Perforationen werden auch die Muster der
Diskusrupturen nicht einheitlich beschrieben: Wahrend einige Autoren radiale
Abrisse des Diskus als haufigsten Defekt nennen (Coleman 1960; Martinek 1977;
Chidgey et al. 1991; Dell 1992; Uchiyama & Nakatsuchi 1994 mit einer Inzidenz
zwischen 61% und 82%), beschreiben andere Autoren zentrale Diskusverletzungen
als den haufigsten Verletzungstyp (Mikic 1978; Lee et al. 2004, Jeffries et al. 1994
mit einer Inzidenz zwischen 51% und 59%).

Dabei ist zu beachten, dass - ahnlich wie bei den einzelnen Strukturen des TFCC -
auch hier kein allgemein gultiges Begrenzungssystem vorliegt: Es wird in keiner der
Arbeiten deutlich, bis zu welcher Lokalisation eine Lasion als radial, bzw. wann sie
als zentrale Perforation bezeichnet wird. Dies erschwert die Vergleichbarkeit der
Arbeiten erheblich. Einzig die Arbeit von Uchiyama und Nakatsuchi (1994) geht auf
dieses Problem ein: Die Autoren beschreiben in ihrer Arbeit eine Fissur in
dorsopalmarer Richtung nahe der radialen Enthesis mit einer Inzidenz von 62% als

die haufigste Lasion des TFCC. Diese radiale Fissur, so die Autoren, entspricht in
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der Klassifikation von Palmer (1989) der ,central perforation“. Es wird also deutlich,
dass es trotz der unterschiedlichen Nomenklatur (radiale oder zentrale Perforation)

gut moglich ist, dass die Autoren von ein und derselben Lokalisation sprechen.

In der vorliegenden Arbeit finden sich bei 4/9 Praparaten Perforationen des Discus
articularis ulnae. Wir haben dabei nur die kompletten Perforationen im mittleren
Diskusbereich mit einer vollstandigen Kontinuitatsunterbrechung gewertet. Es zeigt
sich, dass die Perforationen besonders im Ubergangsbereich zwischen
faserknorpeliger radialer Enthesisregion und dem dbrigen eher knorpelig-

bindegewebigen Diskus lokalisiert sind.

Palmer verodffentlichte 1989 eine Klassifikation der TFCC-Verletzungen (Palmer
1989). Hier wird unterschieden zwischen Klasse-1-Lasionen, die traumatisch bedingt
sind, und Klasse-2-Verletzungen mit degenerativer Atiologie. Die Klasse 1 wird je
nach Lokalisation der Verletzung weiter unterteilt in A bis D. A: ein Riss 2-3 mm
medial der radialen Anheftung, B: Abriss des TFCC von der ulnaren Anheftung,
haufig mit Instabilitit des DRUJ assoziiert C: Abriss von der Lunatum- oder
Triquetrum- Anheftung, assoziiert mit Ulnokarpalinstabilitdt und D: TFCC-Lasion an
der radialen Anheftung. Bei den degenerativen Verletzungen erfolgt eine weitere
Unterteilung in A-E abhangig von der Ausdehnung und Lokalisation der

Veranderungen (Palmer 1989).

Uneinigkeit herrscht in der Literatur Uber die Frage, ab welchem Alter degenerative
Veranderungen des TFCC auftreten. Wahrend Mikic in den ersten zwei
Lebensdekaden keinerlei Perforationen vorfand (Mikic 1978), vertreten andere
Autoren die Meinung, dass es bereits kongenital zu TFCC-Verletzungen kommen
kann (Weigl & Spira 1969; Tan et al. 1995). Bei beiden Studien waren die

kongenitalen Risse immer nahe der radialen Diskusanheftung lokalisiert.

Wenn Diskusverletzungen Schmerzen  verursachen, stehen  zahlreiche
Therapieoptionen zur Verfugung, wobei in den meisten Fallen durch eine
mehrwdchige Immobilisierung des Handgelenks die Beschwerden deutlich gelindert
werden kénnen (Palmer 1990). Wenn konservative Malinahmen unzureichend sind,

konnen verschiedene operative MalRnahmen ergriffen werden. Wahrend friher
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haufig komplette TFCC- und Ulnakopfresektionen durchgeflihrt wurden (Darrow et al.
1985), versucht man heute, soviel wie moglich von dieser wichtigen Struktur zu
erhalten (Beyermann et al. 1999). Therapeutisch kommen sowohl eine
Diskusrefixation (Diskusrepair) als auch eine Diskusteilresektion in Frage. Die
Diskusrefixation zeigt vor allem dann gunstige Ergebnisse, wenn die Diskusruptur
nicht langer als zwei Wochen zuruckliegt (Cooney et al. 1994; Sagerman & Short
1996; Fellinger et al. 1997; Hempfling 2004; Martineau et al. 2005). Arthroskopisches
Débridement mit einer Diskusteilresektion wird besonders bei zentralen
Diskuslasionen erfolgreich angewandt (Osterman 1990; Minami et al. 1996,

Beyermann et al. 1999).

Man darf aber nicht auller Acht lassen, dass viele Lasionen ohne klinische
Beschwerden einhergehen. Laut Martinek verlaufen 2/3 der Diskusverletzungen mit
nachgewiesenen anatomischen Schaden ohne Symptome (Martinek 1977). Viegas
betont in seiner Arbeit, dass bei Patienten mit einseitigen Handgelenksbeschwerden
haufig kontralateral dieselben anatomischen Gegebenheiten vorgefunden werden,
ohne dass sie hier zu Schmerzen fluhren (Viegas et al. 1993). Es ist daher wichtig,
dass nicht die anatomischen Verhaltnisse, sondern die Symptome des Patienten

behandelt werden.
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4.4 Klinische Relevanz

Es gibt Hinweise darauf, dass bei einem Teil der Patienten mit rheumatoider Arthritis
(RA) eine Autoimmunantwort gegen Antigene vorliegt, die typischerweise auch im
hyalinen Knorpel vorkommen. Diese Erkenntnis stellt einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis der Pathogenese solcher Erkrankungen dar. Als mutmalliche Antigene
werden Aggrecan, Link Protein und Kollagen Il (Lohmander et al. 1993; Guerassimov
et al. 1997, 1998, 1999; Zhang et al.1998; Kim et al. 1999, Li et al. 2000; Zhang
2003; Boszczyk et al. 2003) schon seit langerem in der Literatur diskutiert. Neueren
Arbeiten zufolge spielt aber auch COMP in diesem Zusammenhang eine wichtige
Rolle (Souto-Carneiro et al. 2001).

COMP ist ein pentameres Glykoprotein, welches vor allem im Gelenkknorpel, aber
auch in Sehnen, Bandern, Menisci und synovialen Membranen vorkommt (Soderlein,
et al. 2004). COMP-Serum-Spiegel sind zudem Biomarker fur den Knorpelturnover
(Oldberg et al. 1992) und werden als Indikator flir das Ausmald der
Knorpeldestruktion bei Patienten mit rheumatoider Arthritis betrachtet (Di Cesare et
al. 1999; Dodge et al. 1998; Skoumal et al. 2004; Wislowska & Jablonska 2005). Da
die COMP-Serum-Konzentration aber auch bei anderen Erkrankungen, die den
Knorpel schadigen, erhdht sein kann - wie beispielsweise der reaktiven Arthritis oder
der Osteoarthritis (Soderlein et al. 2004; Wisklowska & Jablonska 2005) - ist eine
Differenzierung zwischen den &tiologisch verschiedenen Arthritiden mithilfe der
COMP-Konzentration alleine nicht moglich (Soderlein et al. 2004).

Nach Arbeiten von Wislowska & Jablonska betragt die normale COMP-Serum-
Konzentration 5 ug/ml. In den Anfangsstadien der rheumatoiden Arthritis sind diese
Werte erhoht, wahrend sie in weiter fortgeschrittenen Stadien wieder abnehmen
(Wislowska & Jablonska 2005). Den Autoren zufolge besteht bei Patienten mit RA
eine Korrelation zwischen der Serum-COMP-Konzentration und dem Aktivitatslevel
der Krankheit, der Krankheitsdauer sowie dem Alter des Patienten. Sie sehen in der
Serum-COMP-Konzentration einen prognostischen Marker far die
Krankheitsprogression. Dem schlieBen sich auch Lindquist et al. an, die

herausfanden, dass erhohte COMP-Konzentrationen zu Beginn der Krankheit mit
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signifikant starkeren Gelenkschaden im weiteren Krankheitsverlauf assoziiert sind
(Lindquist et al. 2005).

Wahrend Soderlein et al. eine Korrelation zwischen der COMP-Serum-Konzentration
und dem C-reaktiven Protein (CRP) beschreiben, sind die meisten anderen Autoren
der Meinung, dass COMP nicht mit Entzindungsparametern wie dem CRP assoziiert
ist und somit auch nicht als Ausdruck einer unspezifischen inflammatorischen
Reaktion aufzufassen ist (Skoumal et al. 2004; Haberhauer et al. 2001).

Da sich erhdhte COMP-Konzentrationen sowohl unter Steroidtherapie als auch unter
Gabe von Tumornekrosefaktor (TNF)-a-Antikdrper wieder normalisieren (Haberhauer
et al. 2003; Crnkic et al. 2003), stellen COMP-Serumlevel einen wichtigen Parameter

zur Beurteilung des Therapieansprechens dar (Crnkic et al. 2003).

Die oben genannten potentiell antigen wirkenden Molekule Aggrecan, Link Protein,
Kollagen Il und COMP kommen aber nicht nur im hyalinen Gelenkknorpel vor,
sondern finden sich beispielsweise auch an den Anheftungsstellen (Enthesen) von
Sehnen und Bandern.

Aufgrund der molekularen Zusammensetzung der ECM des Discus articularis muss
dieser damit ebenfalls als potentielles Angriffsziel bei autoantigener Destruktion im
Rahmen von rheumatischen Erkrankungen betrachtet werden. Insbesondere die
starke Markierung von COMP, Aggrecan, Link Protein und Kollagen Il vor allem im
radialen Diskusdrittel sowie an den knéchernen Anheftungen lasst vermuten, dass
sich hier Pradilektionsstellen fur die Manifestation der rheumatoiden Arthritis
vorhersagen lassen.

Tatsachlich ist das Handgelenk bei rheumatoider Arthritis schon in frihen Stadien
der Krankheit betroffen und zeigt fur dieses Gelenk eine rasche Progredienz.
Innerhalb der ersten zwei Jahre der Erkrankung haben 68% der Patienten ein
symptomatisches Handgelenk mit Synovitis (Hamalainen et al. 1992). Die
rheumatischen Veranderungen beginnen oft am ulnaren Anteil des Handgelenks
(Weston 1968; Kauer & Landsmeer 1981; Flury et al. 1999; Borisch & Haulimann
2002). Schmerzen und Weichteilschwellungen an der ulnaren Seite sind typische
Frahzeichen der Erkrankung (Lewis et al. 1970). Der praestyloide Recessus enthalt
stark vaskularisiertes, synoviales Gewebe. Diese synoviale Membran ist
verantwortlich fur eine frihe Weichteilschwellung bei der rheumatoiden Arthritis

(Weston 1968) und fuhrt zu den typischen klinischen und radiologischen Zeichen in
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der Region um den Proc. styloideus ulnae (Lewis et al. 1970; Kauer & Landsmeer
1981). Eine Expansion des erkrankten Synoviums kann dann zur Zerstorung der
interossaren Bander, des Gelenkknorpels, der Kapalknochen und des TFCC flhren
(Straub & Ranawat 1969; Sparmann 1999; llan & Rettig, 2003). Da der TFCC und
die Bander fur die Stabilitdt des Gelenks eine entscheidende Bedeutung spielen,
kann hieraus eine Instabilitat des distalen Radioulnargelenks resultieren (Terrano et
al. 1995; Sparmann 1999; llan & Rettig, 2003).

Ahnliche Veranderungen wie bei der rheumatoiden Arthritis, kdnnen auch bei
seronegativen Spondylarthritiden (SpA) auftreten. SpA betreffen vorwiegend die
Wirbelsaule und das lleosakralgelenk und treten vor allem im Rahmen der
ankylosierenden Spondylitis, Morbus Bechterew auf (Mc Gonagle et al. 1999, 2002).
Entzindliche Beteiligungen einer Enthesis kdonnen aber auch an der unteren
Extremitat (Benjamin& McGonagle 2001) und an der oberen Extremitat vorkommen
und dort das Handgelenk befallen (Albert et al. 1983, Goupille et al. 1994).
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist es, die molekulare Zusammensetzung der extrazellularen Matrix
im Discus articularis ulnae und im Meniscus ulnocarpalis zu bestimmen und daraus
Ruckschlisse auf die vorherrschende mechanische Beanspruchung der einzelnen
Teile des Gewebes zu ziehen.

Es zeigt sich, dass der TFCC ein inhomogenes Gewebe ist, welches radial einen
stark faserknorpeligen Charakter hat, in Richtung ulnarer Rand und Meniscus
ulnocarpalis aber deutlich weniger knorpelige und statt dessen verstarkt
bindegewebige Zuge annimmt.

Charakteristisch fur die faserknorpeligen Bereiche ist das Vorherrschen von
Kollagen Il, Chondroitin-6-Sulfat, Aggrecan und Link Protein - alles Molekule, die
auch an anderen faserknorpeligen Stellen des menschlichen Kérpers nachgewiesen
werden konnten.

Da die Ausbildung von Faserknorpel als Ausdruck einer funktionellen Anpassung des
Gewebes an mechanische Beanspruchung zu sehen ist, muss man davon
ausgehen, dass der Diskus vor allen in seinen radialen und zentralen Anteilen nicht
unerheblicher Kompression ausgesetzt ist. Im begrenzten Umfang trifft das auch auf
die Anheftungen des TFCC an Ulna und Os triquetrum zu.

Es ist daher von klinischer Bedeutung, dass es vor allem im Ubergangsbereich
zwischen radialem und mittlerem Diskusdrittel haufig zu Rissen kommt, wobei nicht
alle Perforationen des Diskus symptomatisch und damit behandlungsbediirftig sind.
Weitere klinische Bedeutung gewinnt die Arbeit durch den Nachweis potentieller
Autoantigene im Bereich des TFCC. Es handelt sich dabei um Molektle, von denen
bekannt ist, dass sie Uber unterschiedliche Mechanismen an intra- und
extraartikularen Destruktionsprozessen im Rahmen der rheumatoiden Arthritis und

seronegativen Spondylarthritiden beteiligt sein konnen.
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7 Anhang

Protokoll: Immunmarkierung mit Vectastain DAB- Kit

Umrandung der Praparate mit Dako-Pen
Rehydrierung in PBS + Tween (5 Minuten)
Methanol (100 ml + 1 ml H202, 30 Minuten)
Waschen (3x5 Minuten PBS + Tween)
Enzymbehandlung (30 Minuten bei 37°Celsius)
Waschen (3x5 Minuten PBS + Tween)

Blockierung mit Pferdeserum (1:20 verdunnt mit PBS, 60 Minuten bei

N o o bk~ D=

Raumtemperatur) danach abklopfen, nicht waschen

8. Vorbereitung in der Zwischenzeit: ABC- Komplex (1ml PBS ohne Tween,
jeweils 20 ul ABC-A und 20 pl ABC-B, 30 Minuten bei 4°Celsius aufbewahren)

9. Primarantikorper (30 Minuten, Raumtemperatur)

10.Waschen (3x5 Minuten PBS + Tween)

11.Sekundarantikérper (30 Minuten, Raumtemperatur) Vectastain ABC-kit Elite

12.Waschen (3x5 Minuten PBS + Tween)

13.Zugabe des zuvor vorbereiteten ABC- Komplex (30 Minuten,
Raumtemperatur)

14.Waschen (3x5 Minuten PBS + Tween)

15.DAB (4 Minuten, Inkubation im Dunkeln)

16. Sofort mit Leitungswasser abspulen

17.Meyer's Hamatoxylin (30 Sekunden)

18.Leitungswasser (2x Differenzieren mit Leitungswasser 5-10 Minuten)

19. Aufsteigende Alkoholreihe (70, 80, 90, 100, 100%, Xylol I, Xylol Il jeweils 5
Minuten)

20.Eindecken der Praparate mit DPX
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