Aus der Klinik fur Orthopadie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Rudiger Krauspe

Beurteilung von altersbedingten Knorpelveranderungen an
Huftgelenken durch molekulare MRT-Bildgebung (dGEMRIC) und
histologische Validierung der Methode am Schafsmodell in zwei

Altersgruppen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf

vorgelegt von

Clemens Justus Crumbiegel

2019



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Kl6ckner

Erstgutachter: Prof. Dr. med. Christoph Zilkens

Zweitgutachter: Priv.-Doz. Dr. med. Christoph Schleich



Auflistung der Publikationen

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Zilkens C, Miese F, Crumbiegel C, Kim YJ, Herten M, Antoch G, Krauspe R, Bittersohl B.
Magnetic resonance imaging and histology of ovine hip joint cartilage in two age
populations: a sheep model with assumed healthy cartilage. Skeletal Radiology.
2013;42(5):699-705. Published online: Skeletal Radiology; 2012: DOI 10.1007/s00256-
012-1554-7



Zusammenfassung

Fragestellung: Das MRT-Verfahren dGEMRIC (delayed Gadolinium Enhanced MRI of
Cartilage) ermoglicht eine Beurteilung von Veranderungen der Knorpel-
zusammensetzung, zum Beispiel einer Verminderung und Degradation von
Glykosaminoglykanen (GAG) im Rahmen degenerativer Knorpelerkrankungen. In
Vorstudien konnten auch bei knorpelgesunden Probanden Varianzen in den gemessenen
T1ce-Zeiten erfasst werden. Somit war die zu Grunde liegende Arbeitshypothese der
vorliegenden Studie, dass bei den Versuchsgruppen selbst in morphologisch intaktem
Gelenkknorpel biochemische Unterschiede zu detektieren sind und dass das dGEMRIC-
Verfahren in der Lage ist, diese Varianzen darzustellen. Es wurde aufgrund der
Verfugbarkeit groRerer altersgleicher Versuchsgruppen das Schaf als bereits etabliertes
Arthrosemodell fur die histologische Beurteilung des Gelenkknorpels herangezogen.

Methoden: Es wurden jeweils 10 Knorpelproben von Huftkdpfen gesunder Schafe aus
zwei Altersgruppen (< 6 Monate; 2,5 bis 3 Jahre) enthommen; diese wurden markiert und
mittels des dGEMRIC-Verfahrens sowie orientierender DESS-Sequenzen im MRT
untersucht. Im Anschluss erfolgte eine Schnittbildanfertigung mittels der Trenn-
Dunnschliff-Technik sowie die histologische Untersuchung durch Kollagen-ELISA und
Toluidinblaufarbung. Durch zwei unabhangige Beobachter wurden die Regions of Interest
(ROIs) in den MRT-Sequenzen durch eine 3D-Reformatierung den histologischen
Schnittbildern zugeordnet und die entsprechenden T1cg-Zeiten mit den Resultaten der
Farbung, quantifiziert nach dem Mankin-Score, abgeglichen.

Ergebnisse: Es konnten 303 ROIs untersucht werden, von denen 26 wegen zu
hochgradiger Knorpelschadigung oder schlechter Bildqualitat im MRT-Bild aus-
geschlossen werden mussten. Insgesamt konnten somit 277 ROIs ausgewertet werden.
Die Population der Lammer zeigte weitestgehend intakte GAG, wobei 34 % der
untersuchten ROlIs einen Score von 0 und 66 % eine Score von 1 aufwiesen. Nur bei 2 %
der Untersuchungen fanden sich Defizite in der Anfarbbarkeit. In 16 % der untersuchten
ROlIs bei den alteren Schafen hingegen zeigten sich Scores von 2 oder mehr. In 23 %
der Untersuchungen der Versuchsgruppe Schaf fand sich eine Verminderung der
Anfarbbarkeit durch Toluidinblau. Es zeigte sich, dass die T1cq¢-Zeiten in der Gruppe der
Lammer im Vergleich zu denen in der Gruppe der Schafe signifikant hdher waren (623,6
ms = 72,8 ms gegenuber 540,4 ms + 92,9 ms). Der p-Wert lag bei < 0,001. Die
Kollagenfarbungen wurden aufgrund von Farbefehlern nicht ausgewertet.

Diskussion: Grundlegend konnte mittels der verringerten T1cq¢-Zeiten sowie der Mankin-
Scores eine Verringerung des GAG-Gehaltes in der alteren Versuchsgruppe gegenuber
der Versuchsgruppe der Lammer erkannt werden. Da makroskopisch geschadigte
Knorpelpraparate keinen Eingang in die Auswertung fanden, ist von einer alters- oder
belastungsabhangigen Degradation des Knorpelgewebes auszugehen. Das dGEMRIC-
Verfahren zeigte sich als valides Diagnostikum zur Detektion dieser Veranderungen. Die
T1cg-Zeiten glichen denen aus friheren Studien mit menschlichen Probanden. Das
Schafsmodell konnte somit als sinnvolles Modell fur Forschungen zur GAG-
Quantifizierung herausgestellt werden. Weitere Studien zur Beurteilung von
Friahveranderungen der GAG und Kollagene sind notwendig.



Abstract

Objective: The delayed Gadolinium Enhanced Magnetic Resonance Imaging of
Cartilage (dGEMRIC) technique allows evaluation of early changes of joint cartilage like
degradation of glycosaminoglycans (GAG) in case of degenerative diseases of cartilage.
In previous publications significant variations in T1cd-values within control groups with
morphologically normal appearing cartilage could be noticed. Thus, the purpose of this
study was to compare the cartilage status in two age groups without underlying
prearthritic hip joint deformities by performing high resulotion MRl (dGEMRIC) and to
reveal differences in content of GAG. Therefore, a sheep study was conducted, as sheep
are an established Osteoarthritis (OA) model and different age groups of the same race
are readily available for cartilage assessment, including histological validation.

Materials and methods: Twenty femoral head specimen collected from ten lambs (aged
< 6 months) and ten young adult sheep (aged between 2,5 and 3 years) were marked
with a surgical suture and underwent dGEMRIC and morphological cartilage assessment
by a Double-Echo Steady-State sequence (DESS). Slices were formed by the sawing
and grinding technique. Histological analysis was performed by Collagen-ELISA and
staining with conventional toluidine blue according to the Mankin scoring system. Two
independent viewers matched all regions of interest (ROls) examined by MRI with
histological sections and compared T1cd¢-values with corresponding Mankin-scores.

Results: A total of 303 regions of interest were assessed (101 slices with 3 ROIs each).
Twenty-six ROIs were excluded due to cartilage damage or insufficient MR image quality.
Therefore a total of 277 ROIs were analyzed. Histological analyses revealed nearly intact
GAG in samples of Group | (lambs) with 34% of ROls scored 0 and 66% scored 1. Loss
of staining intensity was found in 2% of examinations only. Distinct degenerative changes
in cartilage samples of group Il (young adult sheep) were found, reflected by total Mankin
scores of 2 in 16% and loss of toluidine staining intensity in 23% of examinations. T1cd-
values in group | (mean T1-Gd: 623,6 ms + 72,8 ms) were significantly (p < 0,001) higher
compared with group Il (mean T1-Gd: 540,4 ms + 92,9 ms). All results of Collagen-ELISA
were not accounted due to a loss of reliable staining results.

Discussion: Although morphologically normal, distinct cartilage degeneration present in
young adult sheep could be identified via decreased T1cd- values. The dGEMRIC
technique revealed these changes and may be a tool for the assessment of early cartilage
degeneration. T1ed- values were similar to results of human cartilage examined in
previous studies. The Sheep model seemed to be useful as a model for cartilage
assessment in OA. Further controlled studies including healthy human cartilage samples
are required to confirm our preliminary results.
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1. Einleitung

1.1 Degenerative Gelenkerkrankungen

Bei degenerativen Gelenkerkrankungen handelt es sich um belastungsabhangige und
progrediente Schadigungen von Gelenkstrukturen, welche haufig mit Funktions-
einbullen oder einer Einschrankung der Lebensqualitat einhergehen. Zum
entsprechenden Formenkreis wird heutzutage hauptsachlich die Gelenkarthrose
gezahlt. Jedoch sind auch Pathologien, die mit Veranderungen von anderen
Weichteilstrukturen vergesellschaftet sind, zum Beispiel belastungsinduzierte
Bandscheibendegenerationen oder chronische Meniskusschaden unter dem Begriff

der degenerativen Gelenkerkrankungen zu subsumieren.

1.1.1 Einfliihrung Arthrose

Der Begriff der Arthrose beschreibt eine chronisch fortschreitende degenerative und
primar nicht entziindliche Erkrankung besonders belasteter Gelenke wie zum Beispiel
des Schulter- oder Hulftgelenkes. Sekundar geht diese mit progredienten Weichteil-
und Knochenschadigungen einher, im Spatstadium folgen Gelenksdestruktionen und
Fehlstellungen. Synonyme sind: Arthrosis deformans, Osteoarthrose oder
degenerative Arthropathie. Im angloamerikanischen Sprachgebrauch finden sich die
Bezeichnungen Osteoarthritis oder degenerative Arthritis.

Die Erkrankung kann auf dem Boden einer bereits bestehenden und diagnostizierten
Pathologie auffallig werden (sekundare Arthrose) oder sporadisch, beziehungsweise
ohne den konkreten Nachweis einer Ursache entstehen (primare Arthrose). Laut
Studien ist die Inzidenz der Erkrankung mit zunehmendem Alter weiterhin steigend [1,
2], insgesamt sind vor allem ab dem 55. Lebensjahr anteilig mehr Frauen betroffen [2].
Pathogenetisch steht zumeist eine belastungsbedingte Degradation der chondralen
Substanz im Mittelpunkt [3]. Der Verlust der im Knorpel enthaltenen Glyko-
proteinverbindungen bewirkt eine qualitative und quantitative Verminderung der
Knorpelsubstanz. Durch konsekutive kndcherne Umbauprozesse und eine
zunehmende  Entzindungsreaktion kommt es zu einer verminderten
Bewegungsfahigkeit im Gelenk. Schlimmstenfalls ist mit einem Funktionsverlust zu

rechnen.



Zu den diagnostischen Mdglichkeiten zahlen neben der klinischen Untersuchung die
Bildgebung mittels Rontgen oder CT, die Sonografie [4], die diagnostische
Arthroskopie sowie in zunehmendem Male auch kernspintomografische Verfahren [5].
Therapeutisch stehen konservative MalRnahmen in Form von Physiotherapie und
Schmerzmedikation im Vordergrund, bei frihzeitiger Diagnosestellung kommen
knorpelregenierende Verfahren wie die autologe Chondrozyten-Transplantation (ACT)
oder operative Verfahren wie Umstellungsosteotomien und die Pridiebohrung bei
Arthroskopien in Frage. In letzter Instanz steht der operative Gelenkersatz mittels

Endoprothetik im Fokus.

1.1.2 Atiologie

Ausgangspunkt der Erkrankung ist eine durch Veranderungen auf molekularer Ebene
bedingte Verminderung der Qualitat des Gelenkknorpels. Hierbei kommt es meist zu
einem Missverhaltnis zwischen Belastungsfahigkeit und einem erhdhten
pathologischen Belastungsanspruch [3]. Zu unterscheiden sind zwei Formen der
Arthrose: Ist die unmittelbare Ursache der chondralen Degression unklar, so wird von
der primaren Arthrose gesprochen. Als sekundare Form wiederum werden Arthrosen
bezeichnet, welche auf der Basis einer bestehenden und bereits langfristig das Gelenk
beanspruchenden Pathologie entstehen. Hauptursachlich hierbei sind Achsen-
abweichungen und Instabilitdten. Am Beispiel der Koxarthrose ist davon auszugehen,
dass der grofte Teil der Erkrankungen (bis zu 90 %) auf derartige Veranderungen
zurtckzufihren ist [6]. Somit zahlen sowohl angeborene Dysplasien als auch
erworbene Gelenkstdorungen wie der Morbus Perthes und die Epiphyseolysis capitis
femoris (ECF) zu den haufigsten Ursachen der sekundaren Koxarthrose [7]. Als
weitere begunstigende Faktoren sind rheumatologische Erkrankungen und Arthritiden,
traumatisch bedingte Fehlstellungen (zum Beispiel bei Kriegsversehrten) sowie
endokrino-metabolische Stérungen (Gicht, Hyperparathyreoidismus, Alkaptonurie) zu
nennen. Eine besondere Form stellt hierbei die Arthrosis haemophilia dar, welche als
Folgeerscheinung permanenter Gelenkeinblutungen bei Hamophilien zu werten ist.
Auch wurde berichtet, dass chemische Faktoren (z.B. Warfarin-Derivate) arthrotische
Vorgange begunstigen konnen [8].

Die moglichst frihzeitige Diagnose der entsprechenden Pathologie, beziehungsweise

deren schadigender Wirkung auf den Knorpel ist daher von immenser Bedeutung:
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Somit ware es moglich, die Progredienz der degenerativen Veranderungen zu
verlangsamen oder zum Stillstand zu bringen, was zum Beispiel durch orthetische

Hilfsmittel oder operative Verfahren gelingen kann [9].

1.1.3 Epidemiologie

Laut WHO hatte die Arthrose im Jahr 2000 weltweit unter den Erkrankungen des
Bewegungsapparates den grofdten Anteil [10]. Zudem ist sie mit einer altersabhangig
gesteigerten Pravalenz behaftet; diese betragt bei 20-Jahrigen etwa 9 %, steigt jedoch
bei Uber 65-Jahrigen bis auf mehr als 90 % an [11]. Da gleichzeitig die demografische
Entwicklung zu einem immer weiter steigenden Anteil alterer Menschen an der
Gesamtbevolkerung tendiert [12], ist somit von einem zukiinftig erheblich wachsenden
Kostenfaktor fur das Gesundheitswesen der westlichen Industrielander auszugehen.
Zu beachten ist hierbei, dass epidemiologische Studien zum Thema Arthrose haufig
sehr unterschiedliche Ergebnisse aufweisen [11]. Dies ist Uberwiegend der nicht
einheitlichen  Standardisierung bei radiologischer Befunderhebung unter
Berucksichtigung der klinischen Beschwerdesymptomatik geschuldet [11]. Haufigster
Manifestationsort fir arthrotische Veranderungen ist hierbei das Kniegelenk
(Gonarthrose), gefolgt von Huftgelenk (Koxarthrose), Daumensattelgelenk
(Rhizarthrose), Wirbelsaulenzwischengelenken (Spondylarthrose) und Schultergelenk
(Omarthrose) [10]. Beachtlich ist zudem, dass die Erkrankung in allen Studien, in
denen nach Geschlecht differenziert wurde, bei Frauen deutlich gréRere

Erkrankungshaufigkeiten aufweist [2, 10].

1.1.4 Pathogenese

Der Beginn der Degeneration verlauft haufig klinisch stumm und zeigt sich nur langsam
progredient. Initial findet eine Veranderung und Erweichung der Knorpelmatrix statt,
unter anderem kommt es belastungsinduziert zur Entwasserung und Demaskierung
der Kollagenfasern, sowie zu einem Verlust der im Knorpel enthaltenen Proteoglykane.
Dieser Substanzverlust bewirkt eine langsame Abnahme der Hohe der Knorpelschicht,
es folgen horizontale und vor allem vertikale Knorpelfissuren sowie eine subchondrale
Sklerosierung durch reaktive Bildung von Bindegewebe [3, 13] (Abb. 1).

Die veranderten Belastungsmuster fir den Rand der Gelenkflache mit einwirkenden

Schub- und Scherkraften setzen autoreaktive Mechanismen in Gang, welche die
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Ausbildung kndcherne Auswtichse und Wilste zur Folge haben [3, 13]. Diese werden
als Osteophyten bezeichnet. Der Knorpel wird durch die mechanische Belastung
immer weiter abgetragen, gleichzeitig verkleinert sich die Kraft aufnehmende Flache
im Gelenk immer mehr; die Belastung der weiterhin beanspruchten Areale maximiert
sich im gleichen Mal3e. In diesen Arealen bildet sich das Knochengewebe zurtlick, es
entstehen die solitaren Gerdllzysten. Die beschriebenen Phanomene kdnnen
jahrelang mit absoluter Symptomfreiheit bei den betroffenen Patienten einhergehen,
sind jedoch mitunter bereits in der rontgenologischen Bildgebung zu erfassen [3].
Letztendlich sind die genauen Ablaufe der histopathologischen Veranderung des
Knorpels noch nicht vollstandig verstanden.

Erfahren die abbauenden Prozesse eine deutliche Beschleunigung, kann die Phase
der aktivierten Arthrose erreicht werden. Hierbei akkumulieren Knorpelabbauprodukte
in Form von Proteasen, Kininen und Peptiden im Gelenkspalt und fihren sekundar zu
einer Entziindung des Synovialgewebes. Durch die Synovialitis verschlechtert sich
wiederum die Ernahrungssituation des Knorpels. Daraus resultiert der totale Abbau der
intraartikularen Knorpelsubstanz und die Freilegung des subchondralen Knochens; die
komplette Biomechanik des Gelenkes gerat im weiteren Verlauf in ein Ungleichgewicht;
es kommt zu Fehlbelastungen und weiteren Entzindungsreizen [3, 13].
Entzindungsbedingt verkirzen sich zudem die Weichteile (sogenannte strukturelle
Kontraktur), sowie die betroffene Muskulatur. Hierdurch schrumpft die Gelenkkapsel in
sich zusammen, die Weite des Gelenkspaltes vermindert sich. In der Folge kommt es
zur fortschreitenden Bewegungseinschrankung des Gelenkes, zu Achsen-
Abweichungen und Fehlstellungen [13, 14]. Bei annahernd vollstandigem Verlust der
Knorpelsubstanz kann es mitunter sogar zu Synostosierungen und somit zur
vollstandigen Einsteifung des Gelenkes (Ankylose) kommen [14]. Zur Klassifizierung
kann der Grad der Schadigung arthroskopisch durch Betrachtung der
Knorpeloberflache des Gelenks festgestellt werden. Dabei kdnnen nach Outerbridge
vier Grade der Knorpelschadigung, wie in folgender Tabelle dargestellt, differenziert

werden [15].



Defekt Arthroskopischer Befund

Grad

0 Normaler Knorpel

1 Vereinzelt oberflachliche Fissurenbildung,
leichte Erweichung

2 Lasionstiefe < 50 % der Knorpeldicke

3 Lasionstiefe > 50 % der Knorpeldicke

4 Freilegung des subchondralen Knochens

Tabelle 1: Einteilung der Knorpelschdadigung nach Outerbridge [15]

1.1.5 Klinik

Die Beschwerdemuster bei der Arthrose werden hochgradig vom Fortschreiten der
pathomorphologischen Veranderungen bestimmt.

Wahrend sich im Initialstadium der Erkrankung lange Zeit keine Symptome zeigen,
kommt es meist erst mit Progredienz der aktivierten Arthrose zu relevanten klinischen
Zeichen [3, 11]. Hierzu gehdren vor allem der belastungsabhangige Schmerz durch
Dehnung der gereizten Synovia und Belastung der vorgeschadigten Gelenkflachen,
durch Reizerguss bedingte Gelenkschwellungen sowie durch Schonhaltung
verursachte muskulare Verspannungen [3, 11]. Die mangelnde Spezifitat der Be-
schwerden erschwert haufig eine korrekte Diagnosestellung zu diesem Zeitpunkt [11].
Im spateren Verlauf zeigen sich vor allem ein nachts auftretender Ruheschmerz sowie
eine zunehmende Druckdolenz der Gelenkkapsel (Kapselmuster); die beteiligten
Muskeln verharten sich und bilden Kontrakturen aus, die Bewegungsmaoglichkeiten
des Gelenkes werden eingeschrankt. Zu diesem Zeitpunkt ist ein Nachlassen des
Schmerzes bei Gebrauch des Gelenkes typisch, die Patienten berichten haufig von
einem ,Anlaufschmerz®, welcher nach kurzzeitiger Belastung nachlasse, zum Beispiel
nach kurzerer Gehstrecke im Falle der Koxarthrose [3, 9, 11]. Die ebenfalls
zunehmende Weichteilentzindung sowie die Deformitaten der Gelenkzone engen den

Bewegungsradius des Gelenkes jedoch immer mehr ein. Da zudem die
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Beanspruchung der beteiligten Muskulatur weitestgehend abnimmt, kommt es hier zu
Atrophien, die Gebrauchsminderung des Gelenkes schreitet weiter voran, es drohen
vermehrt Deformitaten oder Einsteifungen [16]. Langfristig gesehen kame es sogar zu

einer dauerhaften Invaliditat des Patienten, insofern keine Therapie erfolgt [16].

1.1.6 Diagnostik

Da zumeist bei Kklinisch relevanter Beschwerdesymptomatik bereits ein
fortgeschrittenes Stadium der Arthrose erreicht ist, nehmen nicht-invasive bildgebende
Verfahren zur frihzeitigen validen Detektion struktureller Veranderungen in ihrer
Bedeutung stetig zu. Daneben existieren weitere standardisierte Methoden zur

Diagnostik.

1.1.6.1 Aktuelle Méglichkeiten der klinischen Diagnostik

Die Diagnose der Arthrose sollte durch die Kombination von Anamnese,
Untersuchungsbefund des Gelenkes und bildgebender Befundung erfolgen, da die
Resultate im Einzelnen stark divergieren konnen [11]. Eine hochspezifische
Laboruntersuchung ist bisher nicht etabliert [11, 14]. Anamnestisch relevant waren
Fragestellungen dahingehend, ob ein Ruhe- oder Belastungsschmerz vorliegt, ob
Warme eine Linderung der Beschwerden ermoglicht oder ob der bereits erwahnte
Anlaufschmerz mit folgendem Nachlassen der Schmerzintensitat bemerkt wurde. Die
klinische Untersuchung des Gelenkes sollte den Ausschluss von Schwellungen,
Ergussbildung, Gelenkspaltminderung,  Druckschmerzhaftigkeit, = Bewegungs-

einschrankungen und Kontrakturen beinhalten [9].

1.1.6.2 Rontgenradiologische Diagnostik

Das konventionelle Rodntgenbild ist bei manifesten Veranderungen der
makroskopischen Anatomie des entsprechenden Gelenkes hilfreich. Somit sollte bei
klinischem Verdacht auf eine Arthrose eine a.p.-Aufnahme des entsprechenden
Gelenkes angefertigt werden, gegebenenfalls sollten Spezialaufnahmen erfolgen (z.B.
eine Lauenstein-Aufnahme bei Koxarthrose mit Ganzbeinaufnahmen zur Beurteilung
der Beinachsen). Folgende Veranderungen sind durch konventionelle
Roéntgenaufnahmen oder CT detektierbar [14, 16] (Abb. 1 und 2):



- Gelenkspaltminderungen als Ausdruck der degenerativ bedingten
Weichteilverklirzungen

- Ausbildung ossarer Knochenfortsatze (Osteophyten)

- Sklerosierung subchondraler Strukturen

- Gerollzysten  (Eintritt  von  Synovialflissigkeit in  tiefer liegende
Knochenschichten durch Bildung feiner Risse)

- freie Gelenkkdrper

- Deformitaten

Das Rontgenbild erlaubt zudem zusatzlich die Diagnostik etwaiger pradisponierender
Gelenkstorungen oder sonstiger Veranderungen, wie zum Beispiel eines Morbus
Perthes oder einer angeborenen Huftdysplasie. Der Nachteil der Bildgebung liegt in
der fehlenden Darstellung der Weichteilstrukturen; eine Detektion von Veranderungen

der Synovia, der Kapsel oder der Gelenkflache ist somit nicht moglich.

Abb. 1: Osséare Veranderungen im Rontgenbild einer Articulatio coxae (rechts): Subchondrale

Sklerosierung, Gelenkspaltminderung, Geroélizysten



Abb. 2: Ossédre Veranderungen im Rontgenbild einer Articulatio coxae (links): Osteophyten,

Gelenkspaltminderung, subchondrale Sklerosierung, Geréllzysten

1.1.6.3 Arthroskopie

Da die Diagnosestellung bei Arthrose Uberwiegend anhand klinischer Symptome sowie
radiologischer Auffalligkeiten erfolgt [9,11] und durch die MRT-Bildgebung zunehmend
eine valide Gelenkbinnendiagnostik bei unklaren oder therapierefraktaren
Beschwerden zur Verfligung steht [3], stellt die operative Arthroskopie keine relevante
Saule der reinen Diagnostik dar. Allerdings kann dieses Verfahren zur weiteren
Beurteilung des vorhandenen Knorpelschadens genutzt werden, wenn ohnehin ein
therapeutischer Ansatz verfolgt werden soll, zum Beispiel bei einer arthroskopischen
Lavage oder Knorpelglattung [17]. Zur Anwendung kommt dieses Prinzip unter

anderem routinegemaf bei Pathologien im Kniegelenk.

1.1.6.4 MRT-Bildgebung

Die MRT-Bildgebung liefert dem Untersucher die Mdglichkeit nicht-invasiv und sehr
sensitiv Veranderungen in den Gewebeweichteilen der Gelenke zu erfassen. Je nach
Protokoll kdnnen zum Beispiel Sklerosesaume oder Knorpelddeme vor allem durch
fettunterdrickende Sequenzen (SPGR, FLASH) sichtbar gemacht werden [5, 18, 19].



Zudem sind MR-Arthrografien durch Injektion gadoliniumhaltiger Kontrastmittel
mdglich (Abb. 3).

Abb. 3: Direkte MR-Arthrogafie einer Articulatio coxae mit Kontrastmitteldarstellung. Abbildung
nach [20].

Das MRT hat sich dennoch im klinischen Alltag aktuell noch nicht vollstandig als
Standarddiagnostik fur die Arthrose durchgesetzt, da die zugrundeliegenden
detektierbaren Weichteilschaden, wie ausgepragte Knorpellasionen, die reaktive
Synovialitis oder édematdse Veranderungen des subchondralen Knochengewebes
durch das Verfahren erst relativ spat nachweisbar sind. Eine klinisch relevante
Beeintrachtigung der Gelenkwertigkeit liegt zu diesem Zeitpunkt haufig bereits vor [21],
was den Vorteil gegenuber rontgenologischen Techniken relativiert. Bezuglich der
Beurteilung von frihen Veranderungen des Gelenkknorpels zeigten native MRT-
Untersuchungen am Beispiel des Huftgelenkes zudem eine zu geringe Sensitivitat [22].
Ein Hauptgrund hierflir scheint die schlechte Darstellbarkeit der verhaltnismalig
dinnen Knorpelschicht zu sein [3]. Uhl et al. konnten 1998 bei Vergleichs-
untersuchungen zwischen histologischen und nativen MRT-Befunden an
Kniegelenken aufzeigen, dass gerade bei dunnen Knorpelschichten der Schichtaufbau
in den MRT Bildern nicht immer mit der tatsachlichen histologischen Schichtung

Ubereinstimmte [23]. Degenerative Knorpelschaden konnten hier erst bei



weitgehender Schadigung der obersten Knorpelschicht detektiert werden [23]. In einer
weiteren Studie aus dem Jahr 2003 wurden MR-Arthrografien restrospektiv mit
intraoperativen Befunden bei offener Huftoperation verglichen. Die Sensitivitat
schwankte sehr deutlich zwischen den beiden Untersuchern und lag bei einem von
Ihnen bei lediglich 50 % [24].

Auch wegen der weiterhin recht hohen Kosten fur die MR-Untersuchungen konnten
sich diese bisher nicht als Routinediagnostikum fur frihe degenerative Knorpel-
veranderungen durchsetzen.

Neue Studien allerdings belegen, dass es bereits ohne klinisch apparente Zeichen der
beginnenden Arthrose manifeste Veranderungen der beteiligten Gelenkstrukturen gibt,
welche durch MRT-Verfahren nachweisbar sind. So konnte zum Beispiel eine sehr frih
einsetzende lokale Verdickung des Gelenkknorpels nachgewiesen werden [25].
Zudem stehen zunehmend Sequenzen zur Beurteilung der Knorpelstruktur auf
molekularer Ebene zur Verfligung. Das kontrastmittelgestiutzte Verfahren dGEMRIC
(delayed Gadolinium Enhanced Magnetic Resonance Imaging of Cartilage) zum
Beispiel erlaubt die Quantifizierung der im Knorpel enthaltenen Glykosaminoglykane
(GAG) mittels Messung der T1cd-Zeiten bei Verwendung des Kontrastmittels
Gadolinium [26]. Selbst kurzfristige Veranderungen des GAG-Gehaltes, wie zum
Beispiel nach intensiver sportlicher Belastung, lie3en sich in Versuchen sehr dezidiert
erkennen [27]. Es ist zu erwarten, dass solche erweiterten MRT-Verfahren zukiinftig
eine deutlich groRere Rolle in der Diagnostik der Arthrose spielen werden als bisher.

Eine weitergehende Ausflhrung hierzu erfolgt im Kapitel 1.2.

1.1.7 Therapie

Zur Therapie der degenerativen Gelenkerkrankungen stehen neben operativen
Verfahren auch zahlreiche konservative Methoden zur Verfigung. Anhand dieser
Tatsache kommt zum Ausdruck, wie wichtig ein mdglichst friher Zeitpunkt der

korrekten Diagnosestellung ist.

1.1.7.1 Konservative Therapieansatze

Da zahlreiche Risikofaktoren flr die Genese der Arthrose bekannt sind, bieten sich

dementsprechend einige Malnahmen zur Pravention an. In erster Linie sollte starkem

Ubergewicht und latenter Bewegungsarmut vorgebeugt werden. Ansonsten erfolgt die
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Behandlung von Arthrosen vorwiegend symptomorientiert. Bei chronischen
Schmerzzustanden kénnen Warmebehandlungen, nichtsteroidale Antirheumatika
sowie Physiotherapie (vor allem Kraftigung des Musculus quadriceps femoris) [28]
angewendet werden. Eine physikalische Therapie zur Behebung der
Muskelverspannungen ist ebenfalls sinnvoll. Bei Therapieresistenz kann eine
intraartikulare Injektion von Kortikosteroiden bei aktivierter Arthrose erfolgen [9]. Die
Wirksamkeit der Anwendung sogenannter Chondroprotektiva (Glucosamine und
Chondroitin als Nahrungserganzungsmittel) ist auferst umstritten und zeigte in
aktuellen Studien keine signifikante Uberlegenheit gegentiber dem Placebo [29].

Bei Schadigungen im Bereich der unteren Extremitat kdnnen zudem orthetische
Hilfsmittel wie Einlagen, Schuhzurichtungen, Orthesen oder Gehhilfen ein

vermindertes Fortschreiten der Degeneration bewirken [9, 28].

1.1.7.2 operative Therapieansétze

Zunachst bieten sich operative Therapien fur alle Pathologien an, welche eine
Formstorung des betreffenden Gelenkes als Pradisposition fir eine sekundare
Arthrose darstellen. Hierbei waren zum Beispiel die arthroskopische Sanierung einer
septischen Arthritis oder eine Varisationsosteotomie im Sinne des Containments bei M.
Perthes zu nennen [30].

Es stehen zudem eine Reihe invasiver Mallnahmen zur Behandlung einer
diagnostizierten Arthrose zur Verfigung:

Zu den Verfahren fir die arthroskopische Knorpelbehandlung zahlen die
Knorpelglattung mit einer Frase oder mittels Laser, Osteophytenabtragungen, die
Entfernung von freien Gelenkkdrpern und die Resektion geschadigter Synovia im
Rahmen der aktivierten Arthrose [31]. Durch eine anschlieRende Lavage sollen
Gewebebestandteile und Mediatoren entfernt werden, welche eine phlogistische
Wirkung auf die Gelenkkompartimente haben kénnen [32]. Eine weitere Mdglichkeit
der Behandlung unter der Arthroskopie besteht in der Pridie-Bohrung der betroffenen
Gelenkflache, hierbei kann die Bildung von Ersatzgewebe aus Faserknorpel durch
Einwanderung von mesenchymalen Stammzellen induziert werden [33, 34]. Bei der
autologen Chondrozytentransplantation (ACT) werden dem Patienten zuvor
entnommene und kultivierte Knorpelstammzellen in den Knorpeldefekt injiziert und mit

einem Periostlappenimplantat Ubernaht [35]. Bei neueren Techniken ist es moglich, die
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Zellen zuvor auf ein allogenes Kollagenmedium aufzutragen. Diese Verfahren zeigen
gute Friihergebnisse bei Patienten mit intaktem osteochondralen Ubergang und lokal
begrenzten Knorpeldefekten [35].

Eine akute operative Verbesserung der Belastungssituation kann durch
Umstellungsosteotomien erreicht werden [9]. Dies bietet sich vor allem bei manifesten
Achsenfehlstellungen an, setzt jedoch eine genaue klinische und radiologische
Analyse der Gelenkmechanik voraus. Fiur das Beispiel Koxarthrose bei Dysplasie
seien hier die Triple-Osteotomie mit Einschwenkung des Acetabulums sowie die
Umstellungsosteotomie nach Salter genannt [36]. Im Falle einer Gonarthrose kdmen
eventuell valgi- oder varisierende Osteotomien am Femur in Frage.

Als ultima ratio bei therapierefraktaren Knorpeldestruktionen und hohem Leidensdruck
der betroffenen Patienten kommen letztendlich nur die operative Arthrodese oder die
Implantation einer alloplastischen Gelenksprothese in Betracht. Dies hat sich vor allem
bei fortgeschrittener aktivierter Arthrose des Knie- oder Huftgelenkes bewahrt (Total-
oder Hemiendoprothese) und wird in zunehmender Zahl in Deutschland durchgefuhrt
[37].

1.2 delayed Gadolinium-Enhanced Magnetic Resonance Imaging of Cartilage

(dGEMRIC)

Die Knorpelsubstanz besteht neben der zellularen Fraktion (bis 10 % der Gesamt-

masse), zu welcher Chondroblasten, Chondrozyten und Chondroklasten gezahlt
werden, vor allem aus der interzellularen Matrix. Diese wird von den Chondrozyten
gebildet, deren Anzahl mit zunehmendem Alter stetig abnimmt [38]. Die Chondrozyten
formieren sich im hyalinen Gelenkknorpel zu Gruppen, sogenannten Chondronen. Die
interzellulare Matrix wiederum wird zum Grofteil aus Wasser gebildet, enthalt jedoch
auch Faseranteile welche im hyalinen Gelenkknorpel vor allem aus Kollagen Il (90 -
95 %), Kollagen IX und Kollagen Xl bestehen [39]. Zu dieser Matrix werden zudem
Proteoglykane und deren Hauptbestandteil, die Glykosaminoglykane (saure
Polysaccharide, bestehend aus Disaccharideinheiten mit Aminozuckern und
Uronsaure) gezahlt. Die Kollagene bilden hierbei komplexe Verbindungen mit dem
Proteoglykangerist und schaffen so die Grundstruktur der Knorpelsubstanz. Den
grolten Anteil an den Proteoglykanen stellen die Aggrecane. Diese wiederum

bestehen aus einem Core-Protein, an welches negativ geladene GAG gebunden sind.
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Die GAG sind aufgrund ihrer polyanionischen Eigenschaft fur die Hydrati-
sierungsfahigkeit des Knorpels verantwortlich und bewirken die hohe Elastizitat des
Gewebes [40]. Hier besteht der Ansatzpunkt fir moderne biochemisch sensitive MRT-
Verfahren: Der Gehalt an GAG des Knorpels kann durch das dGEMRIC-Verfahren
ermittelt werden [26], welches auch an Standard-MRT-Geraten problemlos
Verwendung finden kann. Grundlage fur die Messung ist das anionische Kontrastmittel
Gadolinium (Gadopentat-Dimeglumin-Komplex), welches nach intravendser Injektion
zerfallt und das negativ geladene Gadopentat> freisetzt (Gd-DTPA=/Gadolinium
Diethylene Triamine Pentaacetic Acid). Gadolinium stellt bereits heute den
Goldstandard fur kontrastmittelgestlitzte Untersuchungen in der klinischen Praxis dar.
Grundlage des Verfahrens ist, dass die GAG aufgrund uberzahliger Kohlenstoff- und
Schwefel-Gruppen negativ geladen sind und im physiologischen pH-Milieu ionisiert
vorliegen. Gd-DTPA= diffundiert ins Knorpelgewebe und verteilt sich antiproportional
zum Gehalt der ebenfalls negativ geladenen GAG [41]. Demnach ist die Anreicherung
von Gd-DTPA= in gesundem Knorpel niedrig, jedoch in geschadigtem Knorpel mit
einem verminderten Gehalt an GAG entsprechend hoch (siehe Abbildung 4). Bei
Knorpelerkrankungen, wie zum Beispiel der Arthrose, kommt es zu einer
Verminderung der extrazellularen Matrix und besonders des GAG-Gehalts [42]. Somit
ware vor allem in diesem Fall mit einer vermehrten Anflutung von Gd-DTPA= zu
rechnen, welches sich in entsprechend niedrigen T1cg¢-Zeiten auldern wirde, da diese
in Anwesenheit von Gadolinium verklrzt wird [41]. Neben Untersuchungen am
hyalinen Knorpel wird das Verfahren auch zunehmend zur Beurteilung von
Faserknorpel angewendet, zum Beispiel bei Studien zur Beurteilung der
Folgeerscheinungen an den GAG der Disci intervertebralia nach verschiedenen
operativen Stabilisierungsverfahren [44].

In diversen Vorstudien konnte bereits die Korrelation zwischen dGEMRIC-Resultaten
und biochemisch-histologischen Messungen von GAG im Knorpel validiert werden [41,
43, 44]. DarUber hinaus wurden physikalische Nebeneffekte durch das Kontrastmittel
Gadolinium untersucht und unter anderem eine Anwendung bei 3.0 Tesla, welche in
dieser Studie erfolgte, als durchfihrbar erachtet [45]. Die zugrunde liegenden
Vorgehensweisen in Bezug auf den optimalen Zeitpunkt der Messungen nach Gabe
des Kontrastmittels, die Anpassung radiologischer Parameter sowie die Wahl der

Regions of Interest (ROIs) wurden in Protokollen erfolgreich standardisiert und die
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Reproduzierbarkeit der Ergebnisse belegt [46 - 54]. Zudem konnte anhand der Ver-
wendung von speziellen 3D-Sequenzen ein mehrdimensionales Mapping der zu

untersuchenden Regionen ermoglicht werden [55, 56].

Negativ geladene GAG

Gd-DTPA? in der Synovia

Gesunder Knorpel: hoher GAG-Gehalt, somit wenig Diffusion von ebenfalls negativ geladenem Gd-DTPA?

Geschadigter Knorpel: verminderter GAG-Gehalt, somit mehr Diffusion von Gd-DTPAZ

Abb. 4: Schematische Darstellung der Diffusion von Gadolinium-Anionen in gesundem und

geschadigtem Knorpel

14



1.3 Studienziel/Fragestellung

Sowohl in Deutschland als auch in anderen westlichen Industriestaaten werden in den
nachsten Jahrzehnten die Folgen des demografischen Wandels deutlich zu bemerken
sein und ihre Auswirkungen auch im Gesundheitswesen offenbaren [57]. Vor allem die
degenerativen Erkrankungen an Gelenken werden hier im Vordergrund stehen [57].
Untersuchungen in verschiedenen Landern (unter anderem USA, Kanada,
GroRbritannien, Frankreich, Australien) haben ergeben, dass sich die jahrliche
okonomische Belastung durch Erkrankungen des Bewegungsapparates bereits jetzt
auf bis zu 2,5 % des Bruttosozialproduktes belauft [58].

Nach aktuellem Stand wirden die Mdglichkeiten der orthopadischen Diagnostik hierbei
an ihre Grenzen stolen. Denn die mit diesen Krankheiten einhergehenden
Knorpelveranderungen des hyalinen Gelenkknorpels sind in konventionellen Rontgen-
und CT-Bildern erst in spaten Stadien erfassbar. Auch das native MRT-Bild vermag
eine Knorpeldegeneration erst bei morphologisch manifesten Schaden der
Histoarchitektur des Knorpelgewebes aufzuzeigen und erlangt daher seine
diagnostische Wertigkeit erst im Spatstadium der Erkrankung. Die erhodhte und
bezogen auf das Lebensalter auch immer verfriihtere Inzidenz der degenerativen
Veranderungen erfordert daher neue Methoden und Ansatze fir diagnostische
Verfahren. Somit lassen sich folgende Ziele des geplanten Projektes formulieren:

Die Moglichkeiten zur Evaluation der intravitalen Knorpelqualitdt im Verlauf des
Alterungsprozesses sollen verbessert werden. Das moderne Verfahren dGEMRIC
erlaubt anhand von MRT-Bildern die Errechnung des Glykosaminoglykan-Gehaltes
des Knorpels und ermoglicht somit nicht-invasiv eine Beurteilung der Knorpelqualitat
[43]. Zahlreiche Vorstudien konnten bereits die Validitat und klinische Relevanz der
Messergebnisse belegen [59 - 62]. Da die biochemisch sensitiven MRT-Verfahren
jedoch bislang keinen Eingang in die klinische Routine gefunden haben, sind weitere
Studien zur Validierung und Optimierung sinnvoll.

Ein Zielkriterium der Studie ist es, zu bewerten, ob die Resultate der dGEMRIC
Untersuchungen mit den tatsachlichen, beziehungsweise den histologischen
Befunden Ubereinstimmen. Bisher erfolgte Forschungsarbeiten konnten zwar eine
Korrelation mit histologischen Quantifizierungen nachweisen [46], verwendeten jedoch
ausschlieBlich Praparate arthrotisch veranderten Knorpels. Die Veranderungen der

morphologischen, biomechanischen und biochemischen Eigenschaften des
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Gelenkknorpels in Folge degenerativer Erkrankungen sind in vorhergehenden Studien
ausfuhrlich untersucht worden [13, 14, 19]. Jedoch ist bisher nicht ausreichend geklart,
ob praarthrotische Veranderungen des Gelenkknorpels, wie eine Konzentrations-
minderung der GAG, auch in Abwesenheit klinischer Arthrosezeichen auftreten.
Desweiteren ist unklar, mit welchen funktionellen, biochemischen und histopatholo-
gischen Parametern diese etwaigen Veranderungen korrelieren. Die Studienlage
hierzu soll erweitert werden.

Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen werden in Kooperation mit der Zentralen
Einrichtung fir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf Knorpelpraparate aus 20 Huiftgelenken von 20 Schafen
verschiedener Altersgruppen gewonnen (jung/ Lammer: < 6 Monate, mittelalt/ Schafe:
> 2,5 Jahre). Fur das geplante Projekt wird es nicht zur zweckgerichteten Tétung von
Tieren kommen. Die Praparate werden Tieren entnommen, welche aus einem
regularen Schlachtbetrieb entstammen. Nach entsprechender Aufbereitung werden
die Knorpelpraparate mittels der dGEMRIC-Technik durch das |Institut fur
diagnostische Radiologie untersucht. SchlieBlich werden im orthopadischen
Forschungslabor die histologische Evaluation der Praparate sowie eine teilweise auf
Immunfarbungen basierende, quantitative Bestimmung der GAG und des Kollagens II

durchgefuhrt. Die Resultate werden mit denen der MRT-Bildgebung verglichen.

1.4 Das Schaf als Tiermodell in der Orthopadie

Fur die vorliegende Studie ist es von besonderer Relevanz Gelenkknorpelproben in

hoher Anzahl zur histologischen Auswertung zu akquirieren und dabei vor allem
hinsichtlich der Studienziele auf Individuen zuruckgreifen zu kénnen, welche nicht
unter klinisch relevanten Gelenkerkrankungen leiden. Die Verwendung von
Versuchstieren ist somit aus ethischen Griinden nicht zu umgehen. Zwar unterliegen
auch samtliche Wirbeltiere (vor allem Nutztiere) gewissen Formen arthrotischer
Veranderungen [63], jedoch sind diese bei jungen und ausschliel3lich auf der Weide
gehaltenen Tieren nur mit geringer Wahrscheinlichkeit zu erwarten. Bei der Wahl des
entsprechenden Tiermodells sind aktuelle Kenntnisse uber die Biologie, Physiologie
und Pathologie der in Frage kommenden Tierspezies sowie die Ubertragbarkeit auf die
Situation des Menschen zu bericksichtigen. Es ist hierbei jedoch grundsatzlich zu

beachten, dass es sich bei jedem Tiermodell jeweils nur um eine Annaherung an
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humananatomische Verhaltnisse handeln kann und auf Grund der einzigartigen
Fortbewegungsmethode des Menschen ein vollstandig aquivalentes Modell nicht
existiert [64]. In der orthopadischen Forschung hat sich nun das Schafsmodell
besonders bewahrt; seit Ende der 1990er Jahre hat der Anteil an orthopadischen
Studien mit Verwendung dieses Tiermodells stetig zugenommen [64]. Besondere
Erkenntnisse konnten zum Beispiel im Bereich der Knochendefektheilung [65], der
Osteoporose [66] und auch der Arthrose [67, 68, 69] erzielt werden. Die Grinde fur
diese besondere Eignung liegen in der Knochenstruktur, der histologischen Architektur
des Schafsknorpels sowie dem mechanischen Belastungsmuster des fur diese Studie
besonders relevanten Huftgelenks. Im Einzelnen:

Das Schaf weist in der makroskopischen Anatomie des Femurs groRe Ahnlichkeiten
zum Menschen bezuglich der GrofRe und der Proportionen auf; es ist lediglich ein
etwas ovalerer Femurkopf mit gleichzeitig flacherem Acetabulum zu beobachten [70],
welcher eine etwas weiter posterior gelegene Hauptbelastungszone zur Folge hat. Die
Durchblutung stellt sich anatomisch annahernd gleich zum menschlichen
Gefalsystem dar [70]. Gewisse Unterschiede zeigen sich zwar in der Knochenstruktur;
allerdings scheinen sich wiederum die Umbauprozesse des Lamellenknochens bei
den Spezies Schaf und Mensch zu ahneln, da sich in Studien vergleichbare
Regenerationsraten nach Osteosynthese fanden [71]. Ein sehr wichtiges Kriterium flr
die Wahl des Schafsmodells stellt die grundlegende Ahnlichkeit beim histologischen
Aufbau des Knorpels dar. Auch Schafe zeigen den strukturierten zonalen Aufbau des
hyalinen Knorpels, eine ahnliche Chondrozyten-Morphologie und das Vorhandensein
von Kollagenen und Proteoglykanen [72]. Unterschiede finden sich hier allerdings zum
Beispiel in der Verteilung der GAG innerhalb der Schichten sowie in der strukturellen
und raumlichen Zusammensetzung der extrazellularen Matrix [72, 73]. Jedoch bleibt
zu erwahnen, dass das Schaf als Grolitier bezogen auf die Knorpeldicke mit ca. 0,8
mm nur eine bedingte Annaherung an die Spezies Mensch darstellt, dessen
Knorpeldicke bis zu 2,4 mm betragt [72]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in
mehreren tierexperimentellen Versuchen der hyaline Gelenkknorpel von Grolfitieren
bei rein chondraler Verletzung ebenso unginstige Regenerationstendenzen aufweist,
wie der des Menschen [72]. Die mechanischen Krafte, welche auf die
Extremitatengelenke einwirken, fallen bei der Spezies Schaf geringer aus als beim

Menschen, begrundet durch den Gang auf vier Beinen. Zusatzlich entfallt dabei ein
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Groldteil der Belastung auf die vordere Extremitat [74], wodurch das Huftgelenk
entlastet wird. Zu beachten ist jedoch auch, dass durch die veranderten
GroRendimensionen diese Diskrepanzen wieder ausgeglichen werden konnen: Beim
freien, schnellen Laufen des Schafes konnte im Versuch die hochste maximale
Krafteinwirkung auf die Gelenkflachen gemessen werden, wobei die Werte denen der
Einwirkung beim Gang des Menschen entsprachen [75]. Phillips und Gurr beschrieben
nach Versuchen mit kunstlicher Knorpelschadigung die Hufte des Schafes als ein sehr
nutzliches Modell fur die Koxarthrose des Menschen, da durch die fortschreitende
Degeneration annahernd gleiche Schadigungsmuster wie an der menschlichen Hufte
zu finden waren [76].

Somit basierte diese Studie ebenfalls auf dem Tiermodell Schaf, um eine bestmadgliche
Annaherung an den Menschen zu gewahrleisten. Eine andere Rechtfertigung fur diese
Wahl liegt in der praktischen Durchflihrung: Vergleichbar grof3e und gleichaltrige Tiere
sind in groRen Populationen flr die Forschung gut zuganglich wobei die anfallenden
Kosten vergleichsweise gering sind. Auf Grund ethischer Bedenken ist es zudem
allgemein anerkannter Usus, dass Nutztiere wie Schafe, Schweine oder Ziegen als
Versuchstiere gegenlber anderen Tieren bevorzugt werden, welche dem Umfeld des

Menschen zugerechnet werden, wie zum Beispiel Hunde [63].

2. Material und Methoden

Fur die Studie wurden Knorpelproben von weiblichen Schafen zweier verschiedener
Altersgruppen verwendet. Nach Entnahme der Praparate erfolgten zunachst die
Markierung der ROls auf den Gelenkflachen zur spateren Orientierung, sowie das
Einfrieren der Proben. Zum Protokoll der MRT- Auswertung gehorte neben dem T1Gg-
Mapping auch eine orientierende DESS-Sequenz. Nach chemischer Dehydrierung
und anschlieRender Einbettung in eine Acrylharzverbindung wurden von jeder Probe
mdglichst viele Schnitte von je 50 ym Dicke erstellt. Im Anschluss wurden zunéachst
eine immunhistologische Farbung fur Kollagenfasern sowie deren Auswertung
durchgefuhrt. Die Proben konnten im weiteren Verlauf wieder entfarbt und schliel3lich

definitiv mittels Toluidinblau-Lésungen fur die Auswertung nach dem Mankin-Score
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vorbereitet werden [77]. Nach Erhebung aller Werte wurde jeder einzelne histologische
Schnitt mit einem topographisch kongruenten Schnittbild aus den MRT-Datensatzen
abgeglichen. Die entsprechenden T1ac4-Zeiten konnten den erhobenen Werten aus der
GAG-Auswertung nach Mankin gegenubergestellt werden. Mit Ausnahme der
Probengewinnung fanden samtliche Arbeitsschritte in den R&umlichkeiten des

Klinikums der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf statt.

2.1 Akquisition der Versuchstiere

Samtliche verwendeten Versuchstiere der Studie entstammen der Nutztierhaltung.
Zunachst wurde die Kohorte in zwei Altersgruppen gestaffelt: Zur Gruppe 1 gehorten
Lammer, in diesem Fall Exemplare mit einem Lebensalter unter oder gleich 6 Monaten.
Zur Gruppe 2 wurden erwachsene Tiere gezahlt, welche ein Lebensalter zwischen 2,5
und 3 Jahren aufwiesen. Samtliche Exemplare gehoérten der Gattung Moorschnucke
(Ovis aries) an. Die Praparate wurden nach Absprache direkt am Tag der Schlachtung
aquiriert. Zur Probengewinnung wurden aus Grunden der Vergleichbarkeit
ausschlielich die linksseitigen Huftkdpfe der Tiere flr die weiteren Untersuchungen
verwendet, die rechtsseitigen Huftkdpfe kamen fir Probezuschnitte und
Farbeversuche zur Anwendung. Samtliche Versuchstiere entstammen einem
regularen Schlachtbetrieb zum Vertrieb von Nutztieren fur landwirtschaftliche Gewerbe
sowie von Verzehrfleisch flir den privaten Nutzen. Die vorhergehende veterinar-
medizinische Begutachtung erfolgte nach den ublichen Maligaben. Dieses Vorgehen
steht somit in Einklang mit den Tierschutzgesetzen. Die Proben der Tiere, welche
zuvor fur den Verzehr geschlachtet worden waren, wurden auf dem Schlachthof
kauflich erworben. Somit entfiel flr diese Studie die Notwendigkeit eines Votums durch

die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat.

2.2 Gewinnung der Praparate und Markierung:

Die nach der Vorarbeit durch den Schlachter vorliegenden Skelette wurden zunachst

an den unteren Extremitaten von Muskelresten und Sehnenansatzen befreit; die zu

untersuchende Articulatio coxae wurde aufgesucht und vorsichtig inzidiert. Es erfolgten

die Durchtrennung des Ligamentum acetabuli sowie der Gelenkkapsel und die

vorsichtige Exartikulation unter Schonung der Gelenkflachen. Anschlie3end folgte der

Zuschnitt am Collum chirurgicum mittels Bandsage auf eine praktische Grofle. Zu
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diesem Zeitpunkt wurden samtliche Praparate mit makroskopisch sichtbaren Zeichen
degenerativer oder entnahmebedingter Schaden von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen und durch andere Exemplare ersetzt. Auf diese Weise gelang die
Gewinnung von jeweils 10 linksseitigen Praparaten der Gruppen 1 und 2, sowie

weiteren 10 Exemplaren zu Testzwecken.

Abb. 5: Praparat der Gruppe 1 (Lamm) kurz nach der Extraktion

Abb. 6: Préparat der Gruppe 1 (Lamm) nach weiterem Zuschnitt, kurz vor Markierung
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Nun erfolgte die Festlegung und Markierung der spateren ROIs, welche flur die
weiterfihrenden Untersuchungen relevant sein wirden. Diese wurden in annahernder
Quadratform lateral des Ligamentum acetabuli mit einer GréRe von jeweils ca. 3 cm?
angelegt. Die entsprechenden Eckpunkte wurden mit Feininstrumenten angebohrt und
durch monofiles chirurgisches Nahtmaterial (Orthocord®, dePuy, Kirkel, Deutschland)
gekennzeichnet. Dies geschah moglichst orthogonal zur Knorpeloberflache. Im
Bereich der ventrolateralen und ventromedialen Eckpunkte der ROIs erfolgte zudem
die Entnahme einer Knorpelstanze flir urspringlich geplante weitere biochemische
Untersuchungen. Der Ansatz des Ligamentum acetabuli wurde moglichst vollstandig

entfernt ebenso wie Uberstehende oder scharfkantige Knochenfragmente.

Abb. 7: Praparat nach Markierung und Knorpelstanze
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Abb. 8: Praparat nach Markierung und Knorpelstanze (In der Testphase fiir den Zuschnitt noch

mit geflochtenem Nahtmaterial als Markierung)

Alle Proben wurden nach dieser Prozedur fotografiert, in Ringerlésung gewassert und
in entsprechenden Kunststoff-Gefalien luftdicht verpackt. Festlegung der Beschriftung:
.L“ (lambs, Praparate der Gruppe 1) und ,S* (sheep, Praparate der Gruppe 2) sowie
fortlaufende Nummern und Seitenangabe. Bis zur terminierten MRT-Untersuchung

wurden die Praparate bei -30°C eingefroren.

2.3 MRT-Bildgebung (dGEMRIC-Analyse und Beurteilung der Morphologie)
Die MRT Bildgebung erfolgte in Kooperation mit dem Institut fur klinische Radiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf an einem 3-Tesla-System (Magnetom Trio
A Tim System, Siemens Medical Solutions, Erlangen, Deutschland) mit Hilfe einer 7
cm-Magnetspule.

Zum Protokoll gehdrten folgende Sequenzen:

1. eine 3D Double-Echo-Steady-State-Sequenz (DESS) mit Wasserauszug

(Repetitionszeit [TR]/ Echozeit [TE] = 16,38 ms/ 5 md, Flip-Winkel [FA]= 25°, Anzahl

der Signalmitteilungen [NEX] = 4, Bandbreite [BW] = 199 Hz/ Pixel, Field of View [FOV]
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= 63 mm x 63 mm, Bildauflésung = 0,25 mm?, Schichtdicke = 0,25 mm, Anzahl der
Schichten = 208, Voxel-Grélie 0,25 mm?3, Akquisitionszeit [TA] = 28,48 min). Diese

Sequenz diente zur Aufarbeitung der morphologischen Eigenschaften des Knorpels.

2. ein B1-vorab-Scan mit Variablen Flip-Winkeln (TR/ TE = 1000 ms/ 13 ms, FA 90°/
120°/ 60°/ 135°/ 45°, NEX = 1, BW = 260 Hz/ Pixel, FOV = 250 mm x 250 mm,
Auflésung = 7,8 mm, Schichtdicke = 5 mm, Anzahl der Schichten = 20, TA = 37 sek)

zum Ausgleich von Inhomogenitaten des B1- Feldes.

3. eine 3D Dual-Flip-Winkel Volumetric Interpolated Breathold Examination-Sequenz
(VIBE) (TR/ TE = 11,5 ms/ 4,6 ms, FA = 23°/ 4°, NEX = 3, BW = 130 Hz/ Pixel, FOV =
57 x 57 mm, Auflésung = 0,22 mm?, Schichtdicke 0,22 mm, VoxelgroRe = 0,22 mm?,
Anzahl der Schichten 208, TA = 32,29 min) flr das T1c¢-Mapping.

Somit konnte eine hohere Bildqualitat mit verbesserter Auflésung auf Kosten einer

verlangerten Akquisitionszeit erreicht werden.

Zu den Untersuchungen wurden die Proben der Huftkdpfe standardisiert bei
Raumtemperatur Uber 24 Stunden aufgetaut und in einem Kunststoffbehaltnis mit
Ringerldsung unter der Magnetspule positioniert. Die jeweilige ROI zeigte hierbei
orthograd nach oben. Fur das T1ed-Mapping wurde Gadolinium (30-50 ml einer 2-
molaren Lésung Gd-DTPA, 0,5 mmol/ml, Dotarem®; Guerbet, Roissy, Frankreich)
hinzugefugt; die Messung erfolgte nach 40 Minuten. Die Wirksamkeit dieses
Vorgehens ist in Vorstudien beschrieben worden [78].

Zur weiteren Beurteilung und Auswertung wurden der DESS- sowie der dGEMRIC-
Datensatz auf eine Workstation (Leonardo, Siemens Medical Solutions, Erlangen,
Deutschland) transferiert. Das Multiplanar-Reformatting-Programme (MPR) lieferte
uns die Moglichkeit in der MRT-Darstellung dieselbe Schnittebene wie im
entsprechenden histologischen Praparat aufzusuchen. Somit konnte jedem
histologischen Schnitt ein entsprechendes MRT-Korrelat zugeordnet werden. Die
genaue Orientierung erfolgte hierbei am Anschnitt der eingebrachten Markierungen
oder der Ligamenta acetabuli. Fur die Auswertung der Resultate wurde, analog zu den

histologischen Evaluationen, jedes Schnittbild in drei Subregionen unterteilt, welche
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mit A, B und C gekennzeichnet wurden. Dabei bezeichnet die Region B den Bereich
zwischen den makroskopischen Markierungen im Praparat. Aund C stellen jeweils den

Bereich zwischen Aul3enrand des Praparates und der lateralen (A), beziehungsweise

der medialen Markierung (C) dar.

Abb. 9: Einteilung der Subregionen am Beispiel eines noch unbearbeiteten Hiiftkopfes inklusive

geplanter Schnittfilhrung und eines Toluidin-gefarbten Schnittbildes

Abb. 10: Abgleich der Schnittebenen in den DESS-Sequenzen mit den korrespondierenden
histologischen Schnittbildern (unten rechts), sowie mit den Schnittlinien in der Aufsicht (oben

rechts) mittels MPR-Programm
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Fir das T1ed-Mapping wurden nun ROIs zur Messung der T1cd-Zeit in den
entsprechenden Subregionen unter Ausnutzung der gesamten Knorpeldicke gesetzt.
Vorstudien haben Unterschiede der GAG-Konzentration in den verschiedenen
Knorpelschichten belegen kdnnen [49], daher entschied man sich, eine Gesamt-T1cg-
Zeit zu mitteln um Ungenauigkeiten zu vermeiden. Jeweils einer Subregion wurde eine

ROI zugeordnet. Die DESS-Sequenzen dienten hierbei als Orientierung. Samtliche

ROIs waren von annahernd gleicher Grole.

Abb. 11: Platzierung der ROIs innerhalb der DESS-Sequenz sowie des T1gq4-Mappings am Beispiel

eines menschlichen Hiiftkopfes

Anhand der DESS-Sequenzen wurde zudem in den Koronalebenen eine
morphologische Begutachtung anhand der modifizierten Outerbridge-Klassifikation

nach Uhl vorgenommen [79] (siehe nachfolgende Tabelle).
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Grad 0 normaler Knorpel

Grad 1 abnormales intrachondrales Signal aber normale chondrale
Oberflache

Grad 2 Knorpellasion bis 50 % der Schichtdicke

Grad 3 Knorpellasion tber 50 - 100 % der Schichtdicke

Grad 4 Knorpelerosion bis auf den Knochen

Tabelle 2: Darstellung der nach Uhl modifizierten Outerbridge-Klassifikation [79]

Areale mit schlechter Aufldsung oder makroskopisch sichtbarer Knorpeldegradation

(Grad 2 - 4) wurden von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Abb. 12: Beispiele fiir Befunde mit Knorpellasionen (Outerbridge > 1), welche zum Ausschluss

aus der Bewertung fiihrten

Innerhalb der ROIs wurden nun die T1ed-Zeiten nach Gadoliniumgabe gemessen
(dGEMRIC-Index). Zur Evaluation der Werte verwendeten wir eine Farbkodierung mit

Darstellung in schwarz/ blau fur niedrige T1cd-Zeiten bis gelb/ rot fur hohe T1cd-Zeiten.
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Abb.13: Farbkodierung der T1gq-Zeiten

Alle Untersuchungen wurden von denselben zwei Beobachtern mit Kenntnissen der
dGEMRIC-Darstellung und vollig unabhangig von der histologischen Evaluation
durchgefuhrt (Blind-Ansatz). Die ermittelten T1cd-Zeiten wurden gemeinsam mit der
Grolle der jeweiligen ROIs sowie der zuvor in den DESS-Sequenzen bestimmten

Outerbridge-Klassifizierung in einer entsprechenden Tabelle vermerkt.

Abb. 14: Ubersicht iiber korrespondierende ROIs in der DESS-Sequenz, dem Toluidinblau-
Schnittbild sowie der farbkodierten T1gq4-Kartierung

2.4 Statistische Auswertung

Fir alle statistischen Messungen wurde die SPSS-Software (Version 19.0, SPSS Inc.
Chicago, lllinois, USA) verwendet. Neben den durchschnittlichen T1cq4-Zeiten der drei
Subregionen wurden auch deren Standardabweichungen gemessen. Die

Student’sche T-Verteilung sollte statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
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Werten der beiden Studiengruppen aufdecken. Der Test nach Levene konnte keine
statistisch signifikanten Unterschiede in den Varianzen der T1cg¢-Zeiten feststellen. P-

Werte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant definiert.

2.5 Praparation zur histologischen Bequtachtung

Fur die histologische Aufarbeitung musste ein Verfahren etabliert werde, welches
Schnittflhrungen durch die eingebrachten Markierungen erlaubte ohne deren Position
zu verandern oder diese zu schadigen.

Nach mehreren frustranen Versuchen der Herstellung von histologischen Schnitten am
Kryostaten, welcher die Markierungsfaden nicht ohne ein Herausbrechen derselben
schneiden konnte, wurde die Verwendung der Trenn-Dunnschliff-Technik beschlossen.
Dies beinhaltete die Einbettung der Proben in eine Kunstharzverbindung (Technovit®
9100 System, Heraeus Kulzer, Mitsui Chemicals Group, Wehrheim, Deutschland)
sowie die Anfertigung von 200 um dicken Schnitten an einer Diamant-Bandsage mit
spaterem Abschliff. Hiermit war eine Schnittanfertigung ohne Veranderung der
Markierungspositionen gegeben. Das Verfahren wurde bereits in den 1980er Jahren
etabliert [80].

2.5.1 Aufbereitung

Voraussetzung fur die Praparation mit dem Technovit-System war eine mdglichst
vollstandige chemische Dehydrierung der Huftkopfproben.

Unmittelbar nach der Untersuchung im MRT wurden diese daher zunachst flr eine
Woche in 4 %ige Formalinldsung verbracht. Nach einmaliger Spilung mit destilliertem
Wasser durchliefen die Proben hiernach eine aufsteigende Alkoholreihe nach dem

folgenden Schema:

70 %iges Ethanol - 7 Tage
80 %iges Ethanol - 7 Tage
90 %iges Ethanol - 7 Tage
96 %iges Ethanol - 7 Tage
99 %iges Ethanol - 7 Tage
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Hierbei wurden die Proben jeweils ohne Wasserung sofort in das nachste Alkoholbad

eingebracht.

Zur weiteren Entwasserung erfolgte im Anschluss eine Waschung in 98 %igem Xylol

nach dem folgenden Schema:

— Xylol 1 (bereits 1x zur Entwasserung anderer Proben genutzt) - 7 Tage

— Xylol 2 (neu) - 7 Tage

2.5.2 Einbettung
Die Proben wurden nun den verschiedenen Kunstharzlésungen (im Folgenden
bezeichnet als Technovit 1 - 4) zugeflhrt. Die Zubereitung der einzelnen Lésungen

und das Einlegen der Proben erfolgten nach dem folgenden Schema:

Technovit 1, stabilisiert (200 ml Technovit 9100 + 1 g Harterlsg. 1) - hierin 7 Tage

— Technovit 2, ,entstabilisiert” (200 ml Technovit 9100, dieses durchlief zuvor eine mit

50 g Aluminiumoxid (Al203) gefullte Chromatografiesdule + 1 g Harterlsg. 1) - hierin
7 Tage, Lagerung bei -20°C in braunen Flaschen

— Technovit 3, Infiltrationslésung (60 g PMMA ad 750 ml Technovit 9100 + 3 g
Harterlsg. 1, zuvor Lagerung bei 4°C fur eine Woche) - hierin 7 Tage, Lagerung bei
4°C

— Technovit 4, Polymerisationslésung (9 Teile Lésung A (107 g PMMA ad 667 ml
Technovit 9100 entstabilisiert) + 1 Teil Losung B (8 ml Harter 2 + 4,4 ml

Polymerisationsregler ad 100 ml Technovit 9100 entstabilisiert)

Im letzten Arbeitsschritt wurden die Praparate nun eingebettet. Man brachte diese in
eine entsprechend grolte runde Kunststoffform ein, welche anschlieend luftblasenfrei
mit der Polymerisationslésung aufgeflllt wurde (siehe Abb. 16). Das luftdichte
VerschlieRen mittels Deckel und die Lagerung fir circa 10 Tage fuhrten zum

kompletten Ausharten.

29



Abb. 15: Praparat S6 in Polymerisationslésung, kurz vor dem Eindeckeln

Nach der Aushartung wurden die fertigen Blocke mit Hilfe einer Diamantbandsage
(Exakt 300 & 310 CP, Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) zu koronalen
Schnitten von jeweils 200 um Schichtdicke verarbeitet, hierbei erfolgte ein moglichst
orthogonaler Anschnitt der eingebrachten Markierungen. Alle Praparate wurden mit
Hilfe eines speziellen Klebemittels (Technovit® Acrylkleber 7210 VLC, Mitsui
Chemicals Group, Wehrheim, Deutschland) auf Plexiglastrager geklebt. AnschlieRend
erfolgte der Schliff auf die endgultige Schichtdicke von 50 pm Uber ein Mikro-
Schleifgerat (Exakt 400 CS, Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland). Auf diese

Weise konnten pro Huftkopf 5 bis 8 Schnittpraparate erstellt werden.

2.6 Histologische Analyse

Zur mikroskopischen Evaluation erfolgten zunachst fur alle Praparate die sogenannte
Entplastung, also das Herauslosen samtlicher Kunststoffharzanteile, sowie die
immunhistologische Anfarbung der Kollagenfasern anhand spezifischer Antikorper.
Nach entsprechender Auswertung wurden die Praparate mittels mehrfacher
Waschung in Xylolbadern entfarbt und die endglltige Anfarbung durch

Toluidinblaulésungen durchgefihrt.
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2.6.1 Entplasten der Praparate

Dieser Arbeitsschritt erfolgte nach Herstellerangaben (Merck, Darmstadt,
Deutschland). Hierzu wurden Waschungen der Proben nach dem folgenden Schema
durchgefuhrt:

Xylol (98 %) - 2 x 10 Minuten
2-Hydroxyethyl-Methacrylat (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) - 2 x 10

Minuten

Aceton - 2 x 10 Minuten

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, ,Phosphate-buffered Saline®) - 3 Minuten

2.6.2 Immunhistologie
Fur die Anfarbung der Kollagenfasern der Praparate wurde der ELISA-Kit for Collagen
Type Il Alpha 1 (COL2a1) der Firma USCN Life Science, Wuhan, China verwendet.

Folgende Reagenzien waren hierfur notig:

- PBS Waschpuffer

- PBST (PBS + 0,1 %iges Triton X-100)

- Proteinase K (Dako S3004)

- Losung aus PBS und 0,5 %igem H202 (Peroxidase-Block-Reagenz)

- Proteinblockreagenz in PBS-L6sung

- Primarer Antikorper (Anti-mouse-AK/ IgG; Dako X0909); 1:200 in PBS verdunnt

- Sekundarer biotinylierter Antikdrper (Polyklonal, swine, mouse, rabbit, goat, Dako
E0453); 1:60 in PBS verdiinnt

- Peroxidase-konjugiertes Streptavidin (Dako P 0397); 1:200 verdunnt in 1 %iger
BSA/ PBS-Ldsung

- AEC Substrate-Chromogen-System (3-amino-9-ethylcarbazole)

- Dako Ultramount (Dako S1964)

- Dako Pen (Fettsubstanz zum Abdichten)

Die Arbeitsschritte wurden flir jeden histologischen Schnitt nach dem folgenden

Schema durchgeflhrt:
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— Umranden der Schnitte mit Dako Pen

— Waschung der Praparate in PBS mit Proteinase K im Brutschrank bei 37°C fir 15
Minuten, dies sollte der Antigendemaskierung dienen

— Waschung in PBS fur 3 Minuten

— Waschung in Peroxidase-Block-Reagenz

— Waschung in PBS fur 3 Minuten

— Auftragen der Proteinblock-Losung (10 %ig) fur 15 Minuten, diese wird danach
abgekippt

— Auftragen der primaren Antikorperlosung, tber Nacht bei 4°C inkubieren

— PBS + PBST + erneut PBS fur jeweils 5 Minuten

— Auftragen der sekundaren Antikdrperldsung, Uber Nacht bei 4°C inkubieren

— PBS + PBST + erneut PBS flr jeweils 2 Minuten

— Inkubation mit Peroxidase-konjugiertem Streptavidin fir 8 Minuten bei
Raumtemperatur

— PBS + PBST + erneut PBS flr jeweils eine Minute

— Auftragen der AEC-L6sung fur 5 - 30 Minuten, mikroskopische Kontrolle

— Waschung mit destilliertem Wasser fur 5 Minuten

— Eindeckeln mit Dako-Ultramount

— Ausharten fur mindestens 24 Stunden

2.6.3 Auswertung der Immunbhistologie

Die Auswertung erfolgte nach Fotodokumentation mit der CCD-Kamera (Color View llI,
Olympus, Hamburg, Deutschland) in Verbindung mit dem binokularen Lichtmikroskop
(Olympus BX50, Olympus, Hamburg, Deutschland) und der entsprechenden
Verarbeitungssoftware (AnalySIS FIVE-docus, Soft Imaging System, Mdinster,
Deutschland).

Die Evaluation der Farbung erfolgte nicht anhand einer makroskopischen Einteilung,
sondern durch genaue Analyse der Farbintensitat. Dies geschah durch die Nutzung
einer Programmfunktion, welche die Konzentration von Farbpixeln innerhalb einer
selbst gewahlten RO/ ermdglichte. Durch genaue Einstellung der Farbparameter auf
die Rottone der Kollagenfarbung konnte auf diese Weise der Grad der Anfarbung

quantifiziert werden. Es wurde mit diesem Verfahren jede Subregion (A, B, C) der
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jeweiligen Praparate untersucht. Zudem wurde auf Grund von unterschiedlichen
Verteilungsmustern des Farbstoffes innerhalb der Knorpelschichten eine weitere
Unterteilung der zu untersuchenden Regionen beschlossen: Jede Subregion wurde
korrelierend zur anatomisch-histologischen Schichtarchitektur zusatzlich vertikal in
weitere 3 Schichten unterteilt: Eine oberste Tangentialschicht, die darunterliegende
Ubergangszone und die Radiarzone. Somit sollten insgesamt bis zu 9 ROIs pro

Schnittbild analysiert werden.

2.6.4 Entfarbung

Es erfolgte nach Auswertung der Immunfarbungen zunachst die Entfarbung der
Praparate. Die hierfur notwendigen Schritte wurden nach dem folgenden Schema
durchgefuhrt:

Waschung der kompletten Praparate in 99 %igem Ethanol - 2 x 2 Minuten

Waschung der kompletten Praparate in Xylol - 1 Minute

Waschung in PBS - mindestens 10 Minuten

Trocknen lassen fur mindestens 12 Stunden

2.6.5 Toluidinblaufarbung

Fur die Anfarbung mit Toluidinblau wurden die etablierten Farbelésungen nach Kiel
und Donath in Kombination verwendet. Es waren folgende Reagenzien hierflr notig
(alle Produkte: Merck, Darmstadt, Deutschland):

- Wasserstoffperoxid (H202)

- Ameisensaure (4 %ig)

- DePex (Versiegelungsmedium)
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- Toluidinblau nach Donath (1 I):

Losung A:
800 ml destilliertes Wasser
8 g Natrium-Tetraborat

8 g Toluidinblau

L6sung B:
200 ml destilliertes Wasser

2 g Pyronin G

(Beide Losungen wurden miteinander gemischt und fir 15 Minuten mit dem

Magnetrihrer vermengt. AnschlieRend erfolgte eine Filtration Gber Laborfilterpapier)

- Toluidinblau nach Kiel (100ml):
1 g Toluidinblau

1 g Natrium-Tetraborat

100 ml destilliertes Wasser

Alle Substanzen wurden miteinander vermischt und filtriert.

Fur die nachfolgenden Farbeschritte fand das unten aufgeflihrte Schema Anwendung:

Waschung der Praparate in destilliertem Wasser fur 5 Minuten

— Einlegen in H202 fur 10 Minuten

— Spulen unter Leitungswasser fur 1 Minute

— Inkubation mit 4 %iger Ameisensaure flir 30 Sekunden

— Spulen unter Leitungswasser fur 1 Minute

— Einlegen in 0,1 %iger Toluidinblau-Losung nach Kiel fir 1 Minute

— Spulen unter Leitungswasser fur 1 Minute

— Einlegen in 0,01 %iger Toluidinblau-Losung nach Donath fir 1 Minute

— Spulen unter Leitungswasser fur 1 Minute
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— Trocknen lassen fiir mindestens 12 Stunden
— Eindecken mit DePex

— Aufbringen von Deckglaschen

2.6.6 Auswertung mittels Mankin-Score

Vor der Auswertung wurde auch in diesem Schritt jedes Praparat mit Hilfe der CCD-
Kamera in Verbindung mit dem binokularen Lichtmikroskop und der entsprechenden
Verarbeitungssoftware dokumentiert. Zur genaueren Quantifizierung wurde jede
Subregion (A, B, C) des jeweiligen Praparates histologisch untersucht. Hierzu wurde
das modifizierte Graduierungssystem nach Mankin verwendet [77], welches sich der
Beurteilung von Knorpelstruktur, Beschaffenheit der Chondrozyten und der Intensitat

der Toluidinblaufarbung bedient (siehe folgende Tabelle).
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Kriterium Score Kennzeichen
Knorpelstruktur 0 normale Struktur
1 Oberflachenunregelmaligkeiten
2 Pannus und
OberflachenunregelmaRigkeiten
3 Risse in der Ubergangszone
4 Risse in der tiefen Zone
5 Risse in der kalzifizierten Zone
Chondrozyten 0 normale Konfiguration
1 diffuse Hyperzellularitat
2 Zellklone
3 Hypozellularitat
Toluidinfarbung 0 normale Anfarbung
1 leicht reduzierte Anfarbung
2 malig reduzierte Anfarbung
3 stark reduzierte Anfarbung
4 keine Anfarbung
5 totale Desorganisation
Tidemark 0 intakt
1 von Gefallen durchbrochen

Tabelle 3: Graduierungskriterien nach Mankin [77]
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Die Beurteilung erfolgte durch zwei voneinander unabhangig agierende Untersucher;

die Ergebnisse wurden im Anschluss gemittelt.

Abb. 16: Beispiele histologischer Schnitte mit Mankin-Score 4 (Risse tangential + reduzierte
Anfarbbarkeit)

Abb. 17: Beispiele histologischer Schnitte mit Mankin-Score 1 (reduzierte Anfarbbarkeit)

37



Abb.18: Beispiel eines histologischen Schnittes mit Mankin-Score 0

3. Ergebnisse

3.1 Erklarunqg

Fur die Erhebung der nachfolgenden Ergebnisse wurde ein Kollektiv von 20

Huftkopfpraparaten untersucht, welches von weiblichen Exemplaren der Gattung Ovis
aries stammt. Anteile der Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht (siehe Auflistung der

Publikationen).

3.2 Auswertungen der Histologie mittels Toluidinblaufarbung

Es wurden insgesamt 303 Subregionen histologischer Praparate mittels
Toluidinfarbung und anschlieBender Auswertung anhand des Mankin-Scores
untersucht, von diesen mussten 6 als nicht beurteilbar klassifiziert werden. Dies
geschah wegen einer ungentigenden und unregelmafligen Anfarbung, somit ein
Umstand, welcher deutlich als Farbefehler zu klassifizieren war oder wegen einer zu
hochgradigen Schadigung der histologischen Knorpelstruktur, welche nicht auf
degenerative Erscheinungen zurtckzufuhren war (Schadigung bei der Proben-
gewinnung und Verarbeitung). Alle nicht zu beurteilenden Bereiche stammen aus der
Population der erwachsenen Schafe. Somit wurden in der Gesamtzahl 297
Subregionen histologisch aufgearbeitet. Hiervon entfielen 150 auf die Gruppe der

Lammer und 147 auf die Gruppe der Schafe.
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Zur Auswertung wurde der modifizierte Mankin-Score, wie im Abschnitt 2.6.6
beschrieben, herangezogen.

Hierbei zeigten sich weitestgehend intakte Knorpelstrukturen in der Population der
Lammer, lediglich bei 3 Subregionen fand sich ein Mankin-Score von 2, dies entspricht
3 % der Gesamtuntersuchungen; hohere Scores traten in dieser Gruppe gar nicht auf.
Hauptursachlich fur Abweichungen von der Norm waren in 66 % der Untersuchungen
Veranderungen der Knorpeloberflache. Lediglich bei 2 % der Untersuchungen fanden
sich Defizite in der Anfarbbarkeit.

Hingegen fielen bei der Population der Schafe deutlich héhergradige Schadigungen
der Knorpelstruktur auf. In insgesamt 24 untersuchten Subregionen fand sich ein
Mankin-Score von 2 oder mehr, dies entspricht 16 % der Gesamtuntersuchungen.
Hiervon erschienen 10 Subregionen mit einem Score von 4 und 6 Subregionen mit
einem Score von 5. Dies entspricht jeweils 7 %, beziehungsweise 4 % der
Gesamtuntersuchungen. Hauptursachlich fur Veranderungen waren in 20 % der
Untersuchungen strukturelle Schaden der Knorpeloberflache. In 23 % aller
Untersuchungen der Versuchsgruppe Schaf fand sich eine Verminderung der
Anfarbbarkeit durch Toluidinblau. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle

zusammengefasst:
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Gruppe | (Lamm)

Gruppe Il (Schaf)

Mankin Struktur 51 (34 %) 108 (80 %)
99 (66 %) 10 (7 %)
- 11 (8 %)
- 8 (5 %)

Mankin Toluidin

147 (98 %)

112 (77 %)

3 (2 %) 34 (23 %)
Mankin Gesamt 51 (34 %) 101 (69 %)
96 (64 %) 22 (15 %)

3 (2 %) 5 (3 %)

- 3 (2 %)

- 10 (7 %)

- 6 (4 %)

Tabelle 4: Resultate der Scores fiir Struktur, Toluidin-Farbung und Mankin-Gesamtwert in den

beiden Altersgruppen
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Folgende grafische Darstellungen verdeutlichen die Resultate:
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Abb. 19: Verteilung der Mankin-Scores fiir Farbung und Struktur in den beiden Versuchsgruppen
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Abb. 20: Verteilung der Mankin-Scores ,,Gesamt” in den beiden Versuchsgruppen



3.3 Auswertungen der T1cq-Zeiten

Analog zu der histologischen Untersuchung standen 303 Subregionen und somit 303
daraus zu generierende ROIs fur die Auswertung zur Verfugung (101 MRT-Reformate
der histologischen Schnitte mit jeweils 3 Subregionen). Die durchschnittliche GroRe
der ROlIs betrug 0,036 + 0,12 cmz2 (Spannbreite: 0,01 cmz2 - 0,2 cmz). Hierbei mussten
26 ROIs von der Analyse ausgeschlossen werden. Grund hierflir waren eine zu
schlechte qualitative Darstellung des MRT-Bildes sowie zu hochgradige Knorpel-
schadigungen im zu untersuchenden Bereich (Outerbridge nach Uhl > 1). Somit
wurden insgesamt 277 ROls weiterfiUhrend untersucht. Hiervon entfielen 144 auf die
Gruppe der Lammer und 133 auf die Gruppe der Schafe.

Es zeigte sich, dass die T1cq- Zeiten in der Gruppe der Lammer signifikant hoher
waren als die T1ag- Zeiten in der Gruppe der Schafe. Der Mean-Wert der T1cq4- Zeiten
von 623,6 ms stand hier dem Mean-Wert von 540,4 ms in der Schafsgruppe gegentiber.
Der p - Wert lag bei < 0.001.

Die folgende Tabelle verdeutlicht die Werte:

T1ca Gruppe | T1ca Gruppe I
(Lamm) (Schaf)
(ms) (ms)
Durchschnitt 623.6 540.4
Minimum 454 .6 360.2
Maximum 798.6 884.8
Standardabweichung 72.8 92.9

Tabelle 5: Mean-Werte, Spannbreite und Standardabweichungen der T1gq-Zeiten in beiden

Vergleichsgruppen
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Das folgende Boxplot-Diagramm verdeutlicht den statistisch signifikanten Unterschied

zwischen den Vergleichsgruppen:

1000
156
*
164
* 161
158,
’(;; o0 T 153%‘5;255
162
£ i
® 600
—
|_
400 282
=
200 , .
Lamm Schaf

Gruppe

Abb. 21: Boxplot-Diagramm mit Darstellung des statistisch signifikanten Unterschiedes
zwischen beiden Gruppen mit T1gq-Min-Wert, unterem Quartil, T1g4-Median, oberem Quartil,

T1c4-Max-Wert und Ausreiflern

3.4 Auswertungen der Histologie mittels immunhistologischer Farbung

Insgesamt wurden kongruent zur Anzahl der mittels Farbung mit Toluidinblau
untersuchten Schnitte insgesamt 303 Subregionen mittels der Immunhistochemie
gefarbt und beurteilt. Hierbei zeigten sich gravierende Unterschiede in der Intensitat
der Anfarbung auch innerhalb des gleichen Praparates, teilweise auch im Vergleich
zwischen benachbarten histologischen Schnitten. Mikroskopisch fanden sich daruber
hinaus keine Unterschiede in Form von strukturellen Defiziten oder bei der Verteilung
der Chondrozyten. Da sich zudem die Abweichungen in der Immunhistologischen
Anfarbbarkeit nicht in den deckungsgleichen Subregionen der Toluidinblau-Praparate

wiederfanden war somit von einem biochemischen Farbefehler auszugehen.
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Es wurden daraufhin zwei weitere Versuche nach demselben Procedere unter strikter
Vermeidung von gegebenenfalls stérenden Temperatureinflissen vorgenommen;

auch hier kam es zum selben Phanomen unterschiedlicher Anfarbbarkeit.

Folgende Beispielbilder zeigen die Unterschiede:

Abb. 23: Aufeinander folgende Schnitte am Praparat Schaf 7, immunhistologisch gefarbt
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Da die Ergebnisse der immunhistologischen Farbung somit nicht als valide bezlglich
einer Beurteilbarkeit der tatsachlichen histologischen Beschaffenheit des zu
untersuchenden Knorpels bezeichnet werden konnten, fanden sie keinen Eingang in

die weitere Auswertung. Es fand kein Abgleich mit den anderen Untersuchungen statt.

4. Diskussion

4.1 Allgemeines

Wie im Kapitel 1.1.3 dargelegt, hat die Pravalenz degenerativer Knorpelerkrankungen,
bezogen auf die westlichen Industrienationen, in den letzten Jahrzehnten stetig
zugenommen. Die Kosten fur Diagnostik, Therapie und Rehabilitation sind dartber
hinaus im bedeutenden Male gestiegen und stellen fur das Gesundheitssystem eine
zunehmende Belastung dar [10, 58]. Den Schwerpunkt der arztlichen Behandlung auf
eine moglichst frihzeitige Diagnostik und entsprechend gezielte Intervention und
Pravention zu legen, erscheint daher sinnvoll und zielflihrend.

Somit kdnnten moderne MRT-Techniken, welche als besonders sensitiv fur strukturelle
und histologische Veranderungen vor allem des Gelenkknorpels anzusehen sind, neue
diagnostische Perspektiven eroffnen.

Seit Beginn der 2000er Jahre konnte bereits in zahlreichen Studien, vor allem in vivo,
der Nutzen des dGEMRIC-Verfahrens zur Graduierung von bestehenden
degenerativen oder traumatischen Knorpelveranderungen im Vergleich zu etablierten
Methoden wie zum Beispiel rontgenologischen Scores oder nicht-quantitativen MRT-
Verfahren belegt werden [60 - 62]. Bittersohl et al. konnten zudem aufzeigen, dass die
dGEMRIC-Technik in ihrer Sensitivitat gegentber anderen modernen und biochemisch
sensitiven MRT-Verfahren bei bestimmten Knorpelerkrankungen wie dem femoro-
azetabularen Impingement (FAI) Uberlegen erscheint [81]. Ein dhnliches Resultat zur
FAI fand sich bei Jessel, Zilkens et al., welche die T1cq4-Werte bei 37 symptomatischen
Patienten mit klinischen Parametern und dem Grad der Deformitat korrelieren konnten
[82]. Auch bei angeborenen Ursachen der sekundaren Arthrose konnte das Verfahren
erfolgreiche Anwendung finden, so gezeigt zum Beispiel in einer Studie, welche fruhe

Veranderungen im medialen Gelenkknorpel-Kompartiment des Hiuftkopfes bei
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Patienten mit Morbus Perthes detektieren konnte [83]. Kim, Jaramillo et al. wiederum
konnten nachweisen, dass der dGEMRIC-Index mit der Schmerzskala und dem
radiologischen Schweregrad bei verschiedenen Probandengruppen mit Huftdysplasie
korrelierte; die Gelenkspaltweite als gangiger radiologischer Parameter jedoch keine
Ubereinstimmung mit der Schwere der Dysplasie zeigte [84]. Ein intensiv beforschtes
Gebiet stellen die verschiedenen operativen Knorpel regenerierenden Verfahren dar,
welche in ihrem postoperativen Verlauf mittels dGEMRIC sehr valide und differenziert
beurteilt werden kdnnen [85-87]. So konnte zum Beispiel 2008 an einem Kollektiv von
20 Patienten mittels der dGEMRIC-Technik gezeigt werden, dass ein relevanter Vorteil
in der Knorpelqualitdt des Regenerates bei Matrix-assoziierter Chondrozyten-
Transplantation gegenuber der Mikrofrakturierung besteht; zudem wurde aufgezeigt,
dass gangige klinische Scores nicht in der Lage waren, diesen Unterschied zu
detektieren [86]. Weitere vergleichende Studien bzgl. dieser oder verwandter
Verfahren kamen zu ahnlichen Ergebnissen [88, 89].

Es konnte demnach moglich sein, zuklnftig bereits bei frGhen biochemischen
Substanzdefiziten im hyalinen Gelenkknorpel ohne Vorliegen einer relevanten
klinischen Symptomatik den madglichen Progress einer fur den Knorpel schadlichen
Pathologie abzuschatzen. Somit kénnten die Verfahren als Indikator flr eine frihe
therapeutische Intervention genutzt werden. Da der Erfolg von praventiven operativen
Therapien malfdgeblich von der gegebenen Knorpelqualitat limitiert wird, lage hier ein
deutlicher prognostischer Vorteil auf der Hand. So konnten zum Beispiel bereits 2006
Cunningham et al. anhand praoperativer dGEMRIC-Bildgebung das Outcome von
Patienten mit Huftdysplasie prognostizieren, welche sich einer periazetabularen
Osteotomie unterzogen. Hierbei konnte in einer Kohorte von 47 Patienten aufgezeigt
werden, dass die préaoperativen T1cs-Werte die hdchste Ubereinstimmung mit der Rate
an Misserfolgen der Therapie aufwiesen und den prognostischen réntgenologischen
Kriterien Uberlegen waren [90]. Owman, Tiderius et al. konnten 2008 anhand des
rontgenologischen Follow-Up von verschiedenen Patienten, welche 6 Jahre zuvor
arthroskopisch und mittels dGEMRIC evaluiert wurden, nachweisen, dass die
niedrigsten T1cs-Werte mit den hochstgradigen Arthrosezeichen im Rontgenbild
einhergingen [91].

Auch konservative Mallnahmen wurden untersucht, so konnten zum Beispiel Roos et

Dahlberg 2005 in ihrer Studie zeigen, dass ein moderates Trainingsprogramm einige
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Jahre nach einer partiellen Meniskektomie zu einer deutlichen Verbesserung der durch
dGEMRIC am Kniegelenk ermittelten T1cd-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe
fuhrte [92].

Zusammengefasst waren durch die neuen Technologien vermehrt kurative
Therapieansatze maoglich. Daridber hinaus durften sie zuklnftig bei bereits
diagnostizierten degenerativen Erkrankungen als Parameter der Verlaufs- und
Therapiekontrolle sowie zum Abschatzen von Indikationen eines Therapiewechsels
von entscheidender Bedeutung sein [93, 94].

Allerdings liegen bislang wenig Erkenntnisse zu Methoden der qualitativen Messung
der Knorpelsubstanz bei klinisch und bildmorphologisch gesundem Gelenkknorpel in
verschiedenen Alters- oder Belastungsgruppen vor. Bisherige Studien fokussierten
sich hierbei eher auf alternative Methoden wie das T2-Mapping von Kollagenen und
konnten messbare Unterschiede in Proben verschiedener Altersgruppen von
gesunden Probanden nachweisen. So konnten Goebel, Watrin-Pinzano et al. im
Patellarknorpel alterer knorpelgesunder Probanden (bis 65 Jahren) erhdhte T2-
Relaxationszeiten als Zeichen einer Kollagendegeneration gegenuber den jlingeren
Studienteilnehmern (ab 18 Jahren) erkennen. Zeitgleich zeigte sich in den Gruppen
kein relevanter Unterschied im Knorpelvolumen [95]. Somit ist davon auszugehen,
dass auch in Abwesenheit einer klinisch manifesten Arthrose histologisch-strukturelle
Veranderungen im Gelenkknorpel vorliegen konnen. Mehrere aktuelle Arbeiten
konnten herausstellen, dass auch das dGEMRIC-Verfahren Hinweise auf
morphologisch nicht sichtbare Veranderungen des Gelenkknorpels bei Gesunden zu
liefern vermag: Kurkijarvi et al. wiesen in gesunden Kniegelenken topografische
Unterschiede anhand der T1cg¢-Zeiten nach, welche sich in anderen Parametern der
Knorpelqualitat, wie zum Beispiel der Knorpelsteifigkeit, nicht wiederspiegelten [96]. In
einer weiteren Studie, veroffentlicht von Anandacoomarasamy et al. wurden
dGEMRIC-Untersuchungen bei Kniegelenken von Probanden aus Adipositas-
programmen durchgefihrt. Hier war eine Korrelation sinkender T1cq-Zeiten mit dem
Alter zu eruieren. Allerdings ist zu erwahnen, dass hier nicht alle Patienten frei von
Arthrose waren (lediglich ca. 70 %). Eine Korrelation mit dem BMI fand sich nicht [97].
Tiderius, Svensson et al. beforschten die GAG-Veranderungen nach sportlicher
Belastung, stellten hierbei aber keine Staffelung nach Altersgruppen auf [27].

Insgesamt ist festzustellen, dass eine Korrelation der MRT-Resultate mit
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Veranderungen auf biochemischer Ebene durch histologische Aufarbeitung bislang
nicht in umfangreichem Mal3e erfolgt ist. Auch Trattnig et al. erkannten 2008, welchen
Stellenwert die biochemisch sensitiven MRT-Verfahren in der diagnostischen und post-
interventionellen klinischen Anwendung finden konnten, sobald eine bessere
Studienlage zur Kongruenz mit der Histopathologie vorliegen wirde [98]. Zuletzt
zeigten Juras et al. 2008 in einer Studie an menschlichen Knorpelproben die Validitat
der dGEMRIC-Technik durch Korrelation mit der histologischen Aufarbeitung.
Allerdings kamen hier Proben aus Resektaten nach totalem Gelenkersatz zur
Anwendung [46], so dass der Aspekt der Detektion von Veranderungen beim
Knorpelgesunden nicht im Vordergrund stand.

Somit war das vornehmliche Ziel der vorliegenden Studie, einen Vergleich von
Huftknorpelproben aus zwei verschiedenen Altersgruppen ohne zugrundeliegende
makroskopische praarthrotische Veranderungen mit den Ergebnissen der
hochauflosendem MRT-Verfahren (dGEMRIC-Verfahren) und der Histologie
herbeizufuhren. Es liel3 sich folgende Arbeitshypothese dieser Studie formulieren:
Degenerativ bedingte Fruhveranderungen des Gelenkknorpels lassen sich anhand
des dGEMRIC-Verfahrens auch in Abwesenheit gravierender Knorpelschaden

darstellen.

4.2 Die Wahl des Tiermodels

Wie bereits im Kapitel 1.4 dargelegt, finden Tiermodelle haufig Anwendung in der

orthopadischen Forschung. Neben Schweinen und Ratten [99, 100, 101] sind
insbesonderns Schafe gebrauchliche Tiermodelle fur die Untersuchung von
Diagnostika zur Knorpelregeneration und -degeneration sowie zur Verlaufsbeurteilung
verschiedener interventioneller Therapieformen von Knorpelschaden, unter anderem
auch der Arthrose [67, 68, 69, 76, 102].

In der vorliegenden Studie wurde zudem das Schaf als Tiermodell genutzt, da eine
ausreichend hohe Anzahl an Knorpelproben verschiedener Altersgruppen in
ausreichender Anzahl und ohne viel Aufwand verfugbar war. Zudem war aufgrund des
Kaufs von Schafen aus einem einzigen Bestand von einer standardisierten und
vergleichbaren Aufzuchtsituation auszugehen.

Bei der Untersuchung zeigten sich T1cd-Zeiten im Mean von 623,6 £ 72,8 ms in der

Gruppe der Lammer im Vergleich zu Werten im Mean von 540,4 £ 92,9 ms in der
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Gruppe der Schafe. Angesichts der Tatsache, dass diese Zahlen vergleichbar sind mit
erhobenen Werten von gesundem Huftgelenkknorpel beim Menschen aus anderen
dGEMRIC-assoziierten Studien [84, 87, 103], wird die Validitat des Schafsmodells und
dessen Wert fur die orthopadische Forschung hier erneut bestatigt.

Als Einschrankung muss jedoch klar herausgestellt werden, dass trotz der gangigen
Nutzung des Modells Schaf in der Forschung folgende Unterschiede nur eine bedingte

Korrelation mit den Verhaltnissen im menschlichen Knorpel erlauben:

1. Der Mensch als einzige Saugetierspezies mit dauerhaftem aufrechtem Gangbild
kann kein Tiermodell mit adaquat vergleichbaren Belastungs- und Degenerations-
eigenschaften finden [64, 104].

2. Voruntersuchungen konnten trotz der strukturellen Ubereinstimmungen mit dem
Schafsmodell auch gravierende histologisch-biochemische Unterschiede zum Beispiel
bei der Expression der GAG und Kollagene sowie bei der Morphologie der

Chondrozyten und deren Differenzierungsfahigkeit herausstellen [105].

Es muss daher bei der Bewertung der hier vorliegenden Daten eine zumindest

eingeschrankte Ubertragbarkeit auf humananatomische Verhaltnisse beachtet werden.

4.3 Ergebnisse der T1cd-Zeiten

Zusammengefasst konnten in einigen Huftkbpfen aus der Gruppe der erwachsenen
Schafe (Gruppe Il) entweder makroskopisch sichtbare oder in der Strukturanalyse
nach Mankin auffallige arthrotische Veranderungen dargestellt werden. Insgesamt

98 % der ROIs in Gruppe | zeigten ein normales Toluidin-Farbemuster als Indikator fur
eine physiologische GAG-Verteilung innerhalb des Gelenkknorpels. Im Vergleich dazu
zeigten in Gruppe Il nur 73 % der ROIs ein entsprechend regelrechtes GAG-
Farbemuster auf. Somit kann in den verbliebenen 27 % der ROIs ein verminderter
GAG-Gehalt postuliert werden. Es lief3 sich also zunachst auf histologischer Ebene der
vermutete altersabhangige Unterschied in der Knorpelqualitat auch in Abwesenheit
sichtbarer Substanzdefizite nachweisen.

Bezlglich der Auswertung der dGEMRIC-Resultate bestand zudem ein statistisch

signifikanter Unterschied (p < 0,001) hinsichtlich der T1cd-Zeiten der beiden
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Studiengruppen (T1cd = 623,6 ms in Gruppe | und 540,4 ms in Gruppe Il). Dies
entspricht einer Reduktion in Gruppe Il im Vergleich zur Gruppe | von 83,2 ms und
somit von 13,3 %.

Folglich erkennt man eine direkte negative Korrelation zwischen den ermittelten
Mankin-Scores und den T1cd-Zeiten in beiden Versuchsgruppen. Es ist somit
festzuhalten, dass das dGEMRIC-Verfahren als sensitive Methode zur Beurteilung des
klinisch und bildmorphologisch gesunden Gelenkknorpels geeignet erscheint. Zudem
konnte der vermutete quantitative und somit auch qualitative Unterschied im

Knorpelaufbau von Individuen verschiedener Altersgruppen nachgewiesen werden.

4.4 Einflussfaktoren

Die vorliegende Studie hat bestimmte Limitierungen. Zum einen sind hier als
systembedingte Verzerrung die bereits in 4.2 beschriebenen Eigenheiten des
Schafsknorpels in der Modellfunktion flir humanes Knorpelgewebe zu nennen. Zudem
wurden die bendtigten Huftkopfe von Tieren entnommen, welche unter nicht-
kontrollierten Bedingungen auf der Weide gelebt haben und zum Verzehr geschlachtet
wurden. Kenntnisse Uber auldere Belastungsfaktoren oder den Bewegungsumfang der
Tiere liegen somit nicht vor. Auch die Schwankungsbreite in der Altersstruktur
innerhalb der Versuchsgruppen von bis zu 6 Monaten sollte als Einflussfaktor
berucksichtigt werden.

Zur Markierung der gemessenen ROIs diente bioresorbierbares Nahtmaterial;
zusatzlich wurden anatomische Besonderheiten (,/andmarks®) als Markierung fur die
anschliellende 3D-multiplanar-Reformatierung verwendet. Es ist somit moglich, dass
die histologischen Schnittbilder und die korrespondierenden MRT-Bilder aus den

folgenden Griinden nicht vollstandig Ubereinstimmen:

1. Wegen einer moglichen Ungenauigkeit bei der Korrelation zwischen histologischer
und MRT-Schnittflhrung beziehungsweise wegen leichter Abweichungen der
Schnittwinkel.

2. Wegen Unterschieden in der Bildauflésung zwischen den beiden Modalitaten.

Insgesamt ist jedoch durch die durchgefuhrten Untersuchungen nach dem Zwei-
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Augen-Prinzip von einer eher zu vernachlassigenden Abweichung auszugehen.

Mehrere Studien konnten bereits die Verlasslichkeit der Ergebnisse durch die
dGEMRIC-Bildgebung  unter Anwendung  verschiedener  Verfahren  der
Gewebefixierung belegen, zum Beispiel der allgemein Uublichen Formaldehyd-
Fixierung [106], welche auch in dieser Studie zur Anwendung kam. Zusatzlich wurde
aus technischen Grinden eine aufwandige Kunstharzeinbettung der Praparate
(Technovit-System) verwendet. Es existiert jedoch bislang keine Studienlage zu
biochemischen Veranderungen der Proteoglykane durch diese Art von Fixierung oder

mdgliche Einflisse des Signalverhaltens auf die T1cq-Zeiten.

5. Zusammenfassung:

Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Arbeitshypothese wurde bestatigt, eine
altersbedingte Veranderung des hyalinen Gelenkknorpels konnte unabhangig von
degenerativer Knorpelschadigung nachgewiesen werden. Es ist somit auch bei
klinisch gesunden Saugetieren von einer belastungs- oder lebensstilabhangigen
Degradation der GAG-Zusammensetzung des Gelenkknorpels auszugehen. Das
dGEMRIC-Verfahren hat sich zudem als reliabel zur Detektion dieser Veranderungen
erwiesen, da es die Unterschiede in den verschiedenen Altersgruppen aufzeigen und
in ihren Resultaten durch die histologische Auswertung der analogen Schnittbilder
validiert werden konnte. Das dGEMRIC-Verfahren ware somit vermutlich auch im
klinischen Bereich als ein guter Parameter bei der Beurteilung von Frihveranderungen
des Knorpels im Rahmen der Knorpeldegeneration anzusehen.

Es ist jedoch trotz der gewonnenen Erkenntnisse notwendig, weitere kontrollierte
Studien durchzufihren, um die hier beschriebenen vorlaufigen Ergebnisse zu
bestatigen. Zunachst konnte ein Abgleich von histologischen Schnittbildern aus
identischen Proben humanen oder tierischen Ursprungs erfolgen, welche nach
herkdbmmlichen Methoden und mittels Kunstharzeinbettung fixiert wurden, sowie die
Korrelation der Resultate mit korrespondierenden dGEMRIC-Schnittaufnahmen und
T1ce-Zeiten, um etwaige Unterschiede zu detektieren.

Darliber hinaus ist die Ubertragung unseres Versuchsaufbaus auf menschliche
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Knorpelpraparate unerlasslich. Entsprechende Studien mit Praparaten freiwilliger
Spender, generiert aus Patienten, welche sich der operativen Versorgung mit
endoprothetischem Gelenkersatz unterzogen, wurden parallel zu dieser Studie
durchgefuhrt [78]. Auch hier konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen
den T1ad-Zeiten und den erhobenen Mankin-Scores herausgestellt werden. Um eine
Fortsetzung der Untersuchung klinisch gesunden Knorpelgewebes und weitere
Erkenntnisse Uber praarthrotische Veranderungen der Knorpelanatomie zu
ermoglichen, ware zudem eine Untersuchung an Korperspendern denkbar.

Langfristig erscheint es notwendig die erkannten Unterschiede in der Knorpelstruktur
fur die verschiedenen Altersgruppen aufzuarbeiten und alterstypische Normwert-
bereiche zu etablieren. Nur so kann gewahrleistet werden, dass in folgenden
Kohortenstudien mit gesunden Kontrollgruppen der Faktor ,Alter” die notwendige
Berucksichtigung bei der Auswertung der Resultate erfahrt und systembedingte

Verfalschungen vermieden werden.
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7.2 Tabellen

Num- Huft- Schnitt | Region | H_Schnitt | Dess | T1 ROl | Mankin | Mankin Mankin
mer kopf Gesamt | Struktur Toluidin
1 L_01 |1 A 1 0 588,56 | 0,03 | 0 0 0
2 L 01 |1 B 1 0 482,4 | 0,01 | O 0 0
3 L_01 |1 Cc 1 0 5976 | 0,02 | O 0 0
4 L 01 |2 A 3 0 600,9 | 0,03 | 1 1 0
5 L 01 |2 B 3 0 505,5 | 0,03 | 1 1 0
6 L _01 |2 Cc 3 0 649,0 | 0,04 | 1 1 0
7 L 01 |3 A 5 0 550,2 | 0,04 | 1 1 0
8 L _01 |3 B 5 0 488,1 | 0,04 | 1 1 0
9 L 01 |3 C 5 0 602,7 | 0,02 | 1 1 0
10 L_01 |4 A 7 0 561,8 | 0,02 | 1 1 0
1 L_01 |4 B 7 0 527,1 | 0,02 | 1 1 0
12 L 01 |4 C 7 0 676 0,03 | 1 1 0
13 L _01 |5 A 9 0 584,5 | 0,04 | 1 1 0
14 L 01 |5 B 9 0 4949 | 0,04 | 1 1 0
15 L 01 |5 Cc 9 0 566,2 | 0,03 | 1 1 0
16 L 02 |1 A 1 0 698,6 | 0,03 | 1 1 0
17 L 02 |1 B 1 0 553 0,02 | 1 1 0
18 L_02 |1 C 1 0 629,1 | 0,03 | 1 1 0
19 L 02 |2 A 3 0 615,1 | 0,05 | 1 1 0
20 L_02 |2 B 3 0 620,2 | 0,02 | 1 1 0
21 L 02 |2 C 3 0 648,8 | 0,01 | 1 1 0
22 L_02 |3 A 5 0 671,6 | 0,03 | 1 1 0
23 L 02 |3 B 5 0 601,4 | 0,03 | 1 1 0
24 L 02 |3 C 5 0 753,8 | 0,03 | 1 1 0
25 L_02 |4 A 7 0 701,4 | 0,02 | 1 1 0
26 L 02 |4 B 7 0 607,2 | 0,04 | 1 1 0
27 L_02 |4 C 7 0 792,2 | 0,02 | 1 1 0
28 L 02 |5 A 10 0 629,8 | 0,04 | 1 1 0
29 L 02 |5 B 10 0 745 0,03 | 1 1 0
30 L 02 |5 Cc 10 0 700,8 | 0,03 | 1 1 0
31 L 03 |1 A 1 0 722,8 | 0,03 | 1 1 0
32 L_03 |1 B 1 0 582,2 | 0,02 | 1 1 0
33 L 03 |1 C 1 0 655,1 | 0,03 | 1 1 0
34 L_03 |2 A 2 0 590,6 | 0,04 | 1 1 0
35 L 03 |2 B 2 0 580,8 | 0,02 | 1 1 0
36 L 03 |2 C 2 0 756,6 | 0,02 | 1 1 0
37 L 03 |3 A 5 0 7259 |1 0,02 | 0 0 0
38 L 03 |3 B 5 0 594 0,02 | 0 0 0
39 L 03 |3 C 5 0 72191 0,02 | 0 0 0
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40 L_03 |4 A 6 0 706,1 | 0,02 | 1 1 0
41 L _03 |4 B 6 0 604 0,02 | 1 1 0
42 L_03 |4 C 6 0 798,6 | 0,02 | 1 1 0
43 L _03 |5 A 7 0 665,2 | 0,02 | O 0 0
44 L_03 |5 B 7 0 644,5 | 0,02 | O 0 0
45 L_03 |5 C 7 0 773,31 0,02 | 0 0 0
46 L _04 |1 A 1 0 676,8 | 0,02 | 1 1 0
47 L_04 |1 B 1 0 667,2 | 0,01 | 1 1 0
48 L _04 |1 C 1 0 703,7 | 0,02 | 1 1 0
49 L_04 |2 A 2 0 672 0,02 | 1 1 0
50 L _04 |2 B 2 0 587,5 | 0,02 | 1 1 0
51 L _04 |2 C 2 0 672 0,02 | 1 1 0
52 L_04 |3 A 5 0 627,9 | 0,03 | 1 1 0
53 L_04 |3 B 5 0 681,3 | 0,03 | 1 1 0
54 L_04 |3 C 5 0 658,5 | 0,02 | 1 1 0
55 L_04 |4 A 7 0 656,1 | 0,02 | 2 1 1
56 L_04 | 4 B 7 0 643,6 | 0,02 | 2 1 1
57 L_04 | 4 C 7 0 7152 | 0,02 | 2 1 1
58 L_04 |5 A 8 0 636,1 | 0,02 | 1 1 0
59 L_04 |5 B 8 0 658,8 | 0,01 | 1 1 0
60 L_04 |5 Cc 8 0 692 0,01 | 1 1 0
61 L_05 |1 A 1 0 513,8 | 0,02 | 0 0 0
62 L_05 |1 B 1 0 507,4 | 0,02 | 0 0 0
63 L_05 |1 Cc 1 0 529,11 0,02 | 0 0 0
64 L_05 |2 A 2 0 483,6 | 0,03 | 1 1 0
65 L_05 |2 B 2 0 496,8 | 0,01 | 1 1 0
66 L 05 |2 C 2 0 568,8 | 0,01 | 1 1 0
67 L_05 |3 A 4 0 566 0,02 |0 0 0
68 L_05 |3 B 4 0 629,5 | 0,02 | O 0 0
69 L 05 |3 C 4 0 692,1 | 0,01 | O 0 0
70 L_05 |4 A 6 0 610,4 | 0,03 | 1 1 0
71 L_05 |4 B 6 0 630,6 | 0,02 | 1 1 0
72 L_05 |4 C 6 0 651,9 | 0,02 | 1 1 0
73 L_05 |5 A 8 0 573,31 0,03 | 1 1 0
74 L_05 |5 B 8 0 631,56 | 0,02 | 1 1 0
75 L_05 |5 c 8 0 587,5 | 0,02 | 1 1 0
76 L_06 |1 A 1 0 566,2 | 0,02 | O 0 0
77 L_06 |1 B 1 0 654,21 0,01 | O 0 0
78 L_06 |1 Cc 1 0 639,5 | 0,02 | O 0 0
79 L_06 |2 A 2 0 5569,8 | 0,01 | 0 0 0
80 L_06 |2 B 2 0 698,44 | 0,01 | O 0 0
81 L_06 |2 Cc 2 0 622,6 | 0,01 | O 0 0
82 L_06 |3 A 5 0 5151 | 0,01 | O 0 0

(o)
o)




83 L_06 |3 B 5 0 604,6 | 0,02 | O 0 0
84 L _06 |3 C 5 0 616,7 | 0,01 | O 0 0
85 L_06 |4 A 10 0 5339 | 0,01 | 0 0 0
86 L_06 |4 B 10 0 519,8 | 0,01 | O 0 0
87 L_06 |4 C 10 0 584,41 0,01 | O 0 0
88 L_06 |5 A 12 0 0 0 0
89 L _06 |5 B 12 0 499,3 | 0,02 | O 0 0
90 L _06 |5 C 12 0 52391002 | 0 0 0
91 L_07 |1 A 2 0 1 1 0
92 L_07 |1 B 2 0 645,6 | 0,02 | 1 1 0
93 L_07 |1 C 2 0 651,9 | 0,04 | 1 1 0
94 L_07 |2 A 4 0 584,9 | 0,04 | O 0 0
95 L_07 |2 B 4 0 693,3 | 0,02 | O 0 0
96 L_07 |2 C 4 0 660,2 | 0,02 | O 0 0
97 L_07 |3 A 7 0 631,8 | 0,03 | 1 1 0
98 L_07 |3 B 7 0 676,1 | 0,03 | 1 1 0
99 L_07 |3 C 7 0 550,2 | 0,03 | 1 1 0
100 L_07 |4 A 8 0 521,8 | 0,03 | O 0 0
101 L_07 |4 B 8 0 55634 | 0,03 |0 0 0
102 L_07 |4 C 8 0 610,6 | 0,02 | O 0 0
103 L_07 |5 A 9 0 517,8 | 0,01 | 1 1 0
104 L_07 |5 B 9 0 618 0,02 | 1 1 0
105 L_07 |5 Cc 9 0 454,6 | 0,03 | 1 1 0
106 L_08 |1 A 2 0 0 0 0
107 L_08 |1 B 2 0 513,31 0,02 | O 0 0
108 L_08 |1 C 2 0 554,41 0,04 | 0 0 0
109 L_08 |2 A 3 0 0 0 0
110 L_08 |2 B 3 0 522,41 0,02 | 0 0 0
M L_08 |2 C 3 0 537,8 | 0,02 | O 0 0
112 L_08 |3 A 5 0 588,1 | 0,01 | O 0 0
113 L_08 |3 B 5 0 587,3 | 0,02 | 0 0 0
114 L_08 |3 C 5 0 639,3 | 0,02 | O 0 0
115 L_08 |4 A 9 0 1 1 0
116 L_08 |4 B 9 0 596,1 | 0,04 | 1 1 0
17 L_08 |4 C 9 0 603,2 | 0,03 | 1 1 0
118 L_08 |5 A 13 0 1 1 0
119 L_08 |5 B 13 0 573,3 | 0,02 | 1 1 0
120 L_08 |5 c 13 0 637,6 | 0,02 | 1 1 0
121 L_09 |1 A 2 0 700,1 | 0.02 | 1 1 0
122 L_09 |1 B 2 0 712,8 | 0,02 | 1 1 0
123 L_09 |1 Cc 2 0 687,4 | 0,02 | 1 1 0
124 L_09 |2 A 4 0 712,9 | 0,02 | 1 1 0
125 L_09 |2 B 4 0 678,3 | 0,02 | 1 1 0

(o))
|




126 L 09 |2 C 4 0 672,5 | 0,02 | 1 1 0
127 L 09 |3 A 6 0 6854 | 0,02 | 1 1 0
128 L_09 |3 B 6 0 730,2 | 0,02 | 1 1 0
129 L 09 |3 C 6 0 639,5 | 0,03 | 1 1 0
130 L_09 |4 A 9 0 6102 | 0,02 | 1 1 0
131 L 09 |4 B 9 0 6862 | 0,02 | 1 1 0
132 L_09 |4 C 9 0 593,6 | 0,03 | 1 1 0
133 L_09 |5 A 10 0 7632 | 0,02 | 1 1 0
134 L 09 |5 B 10 0 770,5 | 0,01 | 1 1 0
135 L_09 |5 C 10 0 6076 | 0,03 | 1 1 0
136 L_10 |1 A 1 0 596,4 | 0,03 | 0 0 0
137 L_10 |1 B 1 0 6438 | 0,01 | 0 0 0
138 L_10 |1 C 1 0 6382 | 0,01 | 0 0 0
139 L_10 |2 A 3 0 712 | 0,02 | 1 1 0
140 L 10 |2 B 3 0 6983 | 0,02 | 1 1 0
141 L_10 |2 C 3 0 602,9 | 0,01 | 1 1 0
142 L 10 |3 A 7 0 698 | 0,02 | 1 1 0
143 L 10 |3 B 7 0 680,8 | 0,02 | 1 1 0
144 L_10 |3 C 7 0 559,2 | 0,02 | 1 1 0
145 L_10 |4 A 8 0 682 | 0,02 | 1 1 0
146 L_10 |4 B 8 0 678,1 | 0,02 | 1 1 0
147 L_10 |4 C 8 0 587.6 | 0,01 | 1 1 0
148 L 10 |5 A 9 0 629,5 | 0,02 | 0 0 0
149 L 10 |5 B 9 0 607,7 | 0,02 | 0 0 0
150 L_10 |5 C 9 0 492 | 0,010 0 0
151 S o1 |1 A 2

152 S o1 |1 B 2 0 7924 [ 0,02 [ 0 0 0
153 S o1 |1 C 2 0 7753 | 0,06 | 0 0 0
154 S o1 |2 A 3 0 0 0
155 S_01 ]2 B 3 0 7334 | 0,04 | 0 0 0
156 S o1 |2 C 3 0 884 | 0,050 0 0
157 S_ 013 A 6 0 0 0
158 S o013 B 6 0 7949 | 0,03 | 0 0 0
159 S_ 013 C 6 1 4484 0,05 | 0 0 0
160 S o1 |4 A 8 0 0 0
161 S o1 |4 B 8 0 808 | 0,03 | 0 0 0
162 S o1 |4 C 8 1 7139 | 0,05 | 0 0 0
163 S 015 A 10 0 0 0
164 S_01]5 B 10 0 8436 | 0,04 | 0 0 0
165 S 015 C 10 1 692,8 | 0,04 | 0 0 0
166 S 02 |1 A 1

167 S 02 |1 B 1 0 532,7 | 0,02 | 0 0 0
168 S 02 |1 C 1 2 3845 | 0,05 | 4 3 1
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169 S 02 ]2 A 3
170 S_02 |2 B 3 0 7246 | 0,03 | 0 0 0
171 S_02 |2 C 3 1 4989 | 0,04 | 4 3 1
172 S 02 |3 A 5

173 S_02 |3 B 5 0 530,2 | 0,04 | 0 0 0
174 S_02 |3 c 5 1 4439 [ 0,05 | 5 4 1
175 S 02 |4 A 7

176 S _02 |4 B 7 0 579,8 | 0,02 | 0 0 0
177 S 02 |4 C 7 0 4753 | 0,04 | 1 1 0
178 S_02 |5 A 8

179 S_02 |5 B 8 0 639,9 | 0,04 | 0 0 0
180 S 02 |5 C 8 0 4788 | 0,04 | 1 1 0
181 S_03 |1 A 2 0 590,4 | 0,02 | 1 0 1
182 S_03 | 1 B 2 0 6047 | 0,02 | 1 0 1
183 S_03 |1 c 2 1 4495 | 0,04 | 5 4 1
184 S_03 |2 A 3 1 579,3 | 0,02 | 1 0 1
185 S_03 |2 B 3 0 4261 | 0,03 | 1 0 1
186 S_03 |2 c 3 2 393,1 | 0,05 | 5 4 1
187 S_03 |3 A 5 0 5849 | 0,03 | 1 0 1
188 S_03 |3 B 5 0 529,4 | 0,03 | 1 0 1
189 S_03 |3 c 5 1 470 | 0,04 | 4 3 1
190 S_03 |4 A 8 0 532,3 | 0,02 | 0 0 0
191 S_03 | 4 B 8 0 5782 | 0,03 | 0 0 0
192 S_03 |4 c 8 0 5484 | 0,03 | 1 1 0
193 S_03 |5 A 11 0 1 1 0
194 S_03 |5 B 11 0 556,7 | 0,02 | 0 0 0
195 S_03 |5 c 11 0 582,7 | 0,04 | 0 0 0
196 S_04 | 1 A 1 0 539,2 | 0,02 | 0 0 0
197 S_04 | 1 B 1 0 562,2 | 0,02 | 0 0 0
198 S_04 |1 c 1 0 509,2 | 0,05 | 1 0 1
199 S_04 |2 A 3 0 450 | 0,03 |0 0 0
200 S_04 |2 B 3 0 559,9 | 0,03 | 0 0 0
201 S_04 |2 C 3 0 486,3 | 0,03 | 1 0 1
202 S_04 |3 A 6 0 581,1 | 0,03 | 0 0 0
203 S 04 |3 B 6 0 4796 | 0,04 | 0 0 0
204 S 04 |3 C 6 0 521,9 | 0,05 | 0 0 0
205 S_04 | 4 A 11 0 617,3 | 0,01 | 0 0 0
206 S _04 |4 B 11 0 5556 | 0,03 | 0 0 0
207 S_04 | 4 c 11 0 521,8 | 0,05 | 0 0 0
208 S _04 |5 A 13 0 660 | 0,01 | 0 0 0
209 S_04 |5 B 13 0 631 | 0,020 0 0
210 S_04 |5 C 13 0 527,9 | 0,05 | 0 0 0
211 S_05 | 1 A 1 0 536,8 | 0,01 | 0 0 0

(o)
O




212 S_05 1 B 1 0 537,1 | 0,01 | 0 0 0
213 S_05 |1 c 1 1 4476 | 0,01 | 4 3 1
214 S_05 |2 A 3 0 520,7 | 0,02 | 0 0 0
215 S_05 |2 B 3 1 505,3 | 0,03 | 0 0 0
216 S_05 |2 c 3 1 4648 | 0,03 | 5 4 1
217 S_05 |3 A 5 0 5431 | 0,01 | 0 0 0
218 S_05 |3 B 5 0 552,7 | 0,02 | 0 0 0
219 S_05 |3 c 5 1 4572 [ 0,03 | 4 4 0
220 S_05 |4 A 6 0 515,9 | 0,03 | 0 0 0
221 S_05 | 4 B 6 0 518 | 0,02 | 0 0 0
222 S_ 054 c 6 1 4393 | 0,02 | 3 3 0
223 S_05 |5 A 8 0 0 0
224 S_05 |5 B 8 1 590,3 | 0,02 | 0 0 0
225 S_05 |5 c 8 1 428 | 0,06 | 0 0 0
226 S_06 | 1 A 1 0 0 0
227 S_06 |1 B 1 514,4 | 0,02 | 0 0 0
228 S_06 |1 c 1 552,5 | 0,03 | 0 0 0
229 S_06 |2 A 3 0 0 0
230 S_06 |2 B 3 576,9 | 0,02 | 0 0 0
231 S_06 |2 c 3 522,3 | 0,02 | 0 0 0
232 S_06 |3 A 5 0 0 0
233 S_06 |3 B 5 4955 | 0,02 | 0 0 0
234 S_06 |3 c 5 514,7 | 0,02 | 0 0 0
235 S_06 |4 A 7 0 0 0
236 S_06 |4 B 7 558,7 | 0,02 | 0 0 0
237 S_06 |4 c 7 519,7 | 0,02 | 0 0 0
238 S_06 |5 A 10 0 0 0
239 S_06 |5 B 10 5452 | 0,02 | 0 0 0
240 S_06 |5 c 10 4988 | 0,02 | 0 0 0
241 S_07 | 1 A 1 0 588,2 | 0,02 | 0 0 0
242 S_o7 |1 B 1 0 578,1 | 0,02 | 0 0 0
243 S_07 | 1 c 1 0 531,8 | 0,07 | 0 0 0
244 S_07 |2 A 2 0 594,1 | 0,02 | 0 0 0
245 S_07 |2 B 2 0 550,5 | 0,03 | 0 0 0
246 S_07 |2 c 2 1 480,2 | 0,04 | 0 0 0
247 S_o07 |3 A 4 0 597 | 0,01 |0 0 0
248 S _07 |3 B 4 0 524,3 | 0,03 | 0 0 0
249 S_o07 |3 c 4 1 506,3 | 0,06 | 1 1 0
250 S_ o7 |4 A 6 0 596,8 | 0,03 | 0 0 0
251 S 07 |4 B 6 0 522,6 | 0,03 | 0 0 0
252 S 07 |4 c 6 1 376,6 | 0,05 | 2 1 1
253 S_07 |5 A 9 0 588,9 | 0,01 | 0 0 0
254 S 07 |5 B 9 0 583,2 | 0,02 | 1 0 1
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255 S_07 |5 Cc 9 1 387,21 0,05 | 1 0 1
256 S_08 |1 A 1 0 587,6 | 0,01 | O 0 0
257 S_08 |1 B 1 0 564,2 | 0,01 | O 0 0
258 S_08 |1 C 1 0 547,21 0,05 | O 0 0
259 S_08 |2 A 2 0 577 0,02 |0 0 0
260 S_08 |2 B 2 0 589,8 | 0,03 | 0 0 0
261 S_08 |2 C 2 0 526 0,04 | O 0 0
262 S_08 |3 A 4 0 546,7 | 0,02 | O 0 0
263 S_08 |3 B 4 0 561,2 | 0,04 | O 0 0
264 S_08 |3 C 4 1 478,5 | 0,07 | 1 0 0
265 S_08 | 4 A 6 0 546,1 | 0,03 | O 0 0
266 S_08 | 4 B 6 0 518,2 |1 0,03 | 1 0 1
267 S_08 | 4 Cc 6 1 460,6 | 0,05 | 4 3 1
268 S_08 |5 A 9 0 539,4 | 0,05 | O 0 0
269 S_08 |5 B 9 0 556,4 | 0,04 | 1 0 1
270 S_08 |5 Cc 9 1 485 0,09 | 2 1 1
271 S_09 |1 A 2 0 0 0
272 S_09 |1 B 2 0 5426 | 0,02 | O 0 0
273 S_09 |1 Cc 2 1 441,3 | 0,06 | 3 3 0
274 S_09 |2 A 3 0 0 0
275 S_09 |2 B 3 5109 | 0,03 | O 0 0
276 S_09 |2 C 3 2 382,7 | 0,09 | 4 4 0
277 S_09 |3 A 4 0 568,9 | 0,03 | O 0 0
278 S_09 |3 B 4 0 582,2 | 0,06 | O 0 0
279 S_09 |3 C 4 2 382,4 | 0,1 3 3 0
280 S_09 | 4 A 6 0 564,7 | 0,05 | O 0 0
281 S_09 |4 B 6 0 521 0,05 | 1 0 1
282 S_09 | 4 C 6 2 360,2 | 0,1 4 3 1
283 S_09 |5 A 8 0 588,6 | 0,06 | O 0 0
284 S_09 |5 B 8 0 532 0,05 | 1 0 1
285 S_09 |5 C 8 2 370,9 | 0,1 4 3 1
286 S_09 |6 A 1" 0 556,6 | 0,02 | O 0 0
287 S_09 |6 B 1 0 554 0,04 | O 0 0
288 S_09 |6 C 1" 2 3994 | 0,08 | 5 4 1
289 S_10 |1 A 1 0 543,11 0,02 | O 0 0
290 S_10 |1 B 1 0 574,41 0,02 | O 0 0
291 S_10 |1 Cc 1 2 443 10,02 | 2 1 1
292 S_10 | 2 A 3 0 523,11 0,03 | 0 0 0
293 S_10 | 2 B 3 0 584,4 | 0,04 | 1 0 1
294 S_10 | 2 c 3 1 440,6 | 0,06 | 5 4 1
295 S_10 | 3 A 5 0 584,3 |1 0,03 | 0 0 0
296 S_10 | 3 B 5 0 588,7 | 0,02 | O 0 0
297 S_10 | 3 C 5 1 426,6 | 0,06 | 4 3 1
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298 S_10 | 4 A 7 0 503 0,03 | 0 0 0
299 S_10 | 4 B 7 0 566,2 | 0,04 | 1 0 1
300 S_10 | 4 C 7 1 4256 | 0,05 | 2 1 1
301 S_10 |5 A 9 0 5355 | 0,03 | 0 0 0
302 S_10 | 5 B 9 0 502,4 | 0,03 | O 0 0
303 S_10 | 5 C 9 1 371,8 | 0,05 | 2 1 1
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