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Kapitel 1. Motivation

Die Arthrose (von altgriech. apBpov = ,,Gelenk®, lat. Arthrosis deformans) ist eine
chronische, in der Regel schmerzhafte Gelenkerkrankung, welche die Menschheit seit
Anbeginn stetig begleitet. Diese iiberwiegend Knie- und Hiiftgelenke befallende
Krankheit entsteht als Resultat eines Missverhidltnisses zwischen Belastung und
Tragfahigkeit und fiithrt zur zunehmenden Funktionsbehinderung. Wie eine Studie der
Universitétsklinik Heidelberg ergab, sind vor allem &ltere Menschen betroffen, unter
30-Jdhrige hingegen weniger stark (nur etwa 5%). Im Allgemeinen leiden fast 30% der
Bevolkerung in Deutschland unter krankhaftem Gelenkverschlei. Die gesamten
Behandlungs- und Folgekosten werden hierzulande auf bis zu 5,4 Mrd. Euro/Jahr
geschitzt [Schneider 2005].

Von dem Gelenkverschleill ist zundchst der artikulire (von lat. Articularis = ein
Gelenk betreffend) Knorpel betroffen. Dieses Gewebe mit komplexer Aufbaustruktur
und speziellen biomechanischen Eigenschaften dient als elastischer Stoddmpfer bei
hoher &uBlerer mechanischer Belastung. Im Gelenk ermdglicht artikuldrer Knorpel
zusammen mit Synovialfliissigkeit ein reibungsarmes Gleiten der Gelenkfldchen
aufeinander. Es handelt sich bei Arthrose um einen degenerativen Prozess im Knorpel,
welcher bereits auf biochemischem Niveau auftritt und in fortgeschrittenen Stadien zur
teils vollstandigen Abreibung der Knorpelschicht fiihren kann.

Die mangelnde Féhigkeit des Knorpels zur Regeneration macht die kausale
Behandlung von Arthrose praktisch unmoglich. Es ist lediglich bekannt, dass nur beim
akuten Handeln in sehr frithen Stadien noch eine Moglichkeit zur Regeneration des
Knorpelgewebes besteht, denn selbst eine normale Gelenkbelastung im Laufe der
Krankheit fiihrt zur Beschleunigung von degenerativen Prozessen [Hesse 1990].
Allerdings wird die Pravention auch durch die Tatsache erschwert, dass bis zum
Auftreten schwerer Komplikationen (z.B. Entziindungen oder Schwellungen), die
Krankheit relativ unbemerkt verlduft. Zu dieser Zeit sind die betroffene Gelenke in der
Regel bereits irreversibel erkrankt und lassen sich nur durch Versteifung oder
Gelenkersatz behandeln, was sehr hohe Operations- und Materialkosten verursacht, und
dariiber hinaus nicht in jedem Fall einen komplikationslosen Verlauf garantiert.

Wegen des Ausmalles der Arthroseverbreitung und dem damit verbundenen
Behandlungsaufwand ist es trotz intensiver Beschiftigung vieler Wissenschaftler in
diesem Bereich erforderlich, weiterhin die Krankheitsursache zu erforschen, bereits
vorhandenen Priaventions- und Therapiemafinahmen zu verbessern sowie neue,
wirkungsvolle Methoden zu entwickeln. Obwohl in jlingster Zeit gro3e Fortschritte in
den bildgebenden Techniken gemacht wurden, bleibt frithe nichtinvasive Diagnostik
von arthrotischen Verdnderungen im Knorpel ein ungeldstes Problem. Aus diesem



2 Kapitel 1. Motivation

Grund ist es unerlésslich, Fritherkennungsmethoden zu entwickeln und so einen grof3en
Beitrag zur Bekdmpfung dieser Zivilisationskrankheit zu leisten.
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Kapitel 2. Wissenschaftliche Problemanalyse

Die Entwicklung einer optimalen nichtinvasiven diagnostischen Methode zur
Fritherkennung degenerativer Verdnderungen im Gelenkknorpel stellt eine grof3e
Herausforderung auf einem Grenzgebiet zwischen Physik, Technik und Medizin dar.
Auf Grund der komplizierten Ultrastruktur des Knorpels bei gleichzeitig einem relativ
kleinen Volumen miissen bildgebende Verfahren mit einem sehr hohen
Auflésungsvermogen angewandt werden, welche erste morphologische Abnormalititen
aufspiiren konnen. Die klinische Anwendbarkeit der Methode erfordert jedoch Einsatz
einer nichtinvasiven Modalitét, einer solchen wie die zurzeit gingigsten Verfahren in
der bildgebenden Diagnostik: Computertomografie, Ultraschall oder
Magnetresonanztomografie.

In diesem Abschnitt werden die anatomischen, physiologischen und funktionellen
Grundlagen des gesunden und arthrotischen Knorpels beschrieben, welche einerseits die
Komplexitidt der Ultrastruktur und Funktionalitdt dieses Gewebes zeigen, anderseits
jedoch die Einsatzpunkte fiir die Ausarbeitung der diagnostischen Methode zur
Fritherkennung arthrotischer Anderungen zu finden helfen konnen.

Dariiber hinaus wird der gegenwiértige Stand der Wissenschaft in Bereichen Aufbau,
Biomechanik sowie Untersuchungsmethoden des Knorpels geschildert um die aktuellen
Forschritte aber auch die bestehende Probleme auf diesem Gebiet zu verdeutlichen und
daraus eine Aufgabenstellung fiir die vorliegende Arbeit zu definieren.

2.1. Gelenkknorpel
2.1.1. Das Kniegelenk

Das Kniegelenk eines Menschen ist das Verbindungsgelenk zwischen Ober- und
Unterschenkel. Es besteht, vereinfacht betrachtet, aus dem unteren Ende des
Oberschenkelknochens, dem oberen Ende des Schienbeins und der Kniescheibe
(Abb. 2.1). Das Kniegelenk ermoglicht die Beugung und Streckung um bis zu 150° auf
Grund einer Kombination von Rollen und Gleiten. Dariiber hinaus ist im gebeugten
Zustand eine mediale Rotation um ca. 10° und eine laterale Rotation um 30°—40°
moglich.

Das Kniegelenk unterteilt man in das Kniescheiben- und Kniekehlgelenk.

Das Kniescheibengelenk (Femoropatellargelenk) ist der Gelenkkontakt zwischen
Oberschenkelknochen und Kniescheibe. Die Kniescheibe ist ihrerseits an der
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Oberschenkel- und Kniescheibensehne befestigt. Diese Gelenkform bezeichnet man
auch als Schlittengelenk, da die Patella bei der Gelenkbewegung in ihrem femoralen
Gleitlager 5-7 cm in proximale bzw. distale Richtung von angreifenden Muskeln und
Béander gefiihrt wird [Hehne 1983]. Zu den Aufgaben der Patella gehoren die
Verldngerung des Hebelarms, und somit des Drehmoments der Kniescheibensehne, da
sie den Abstand der Kraftwirkungslinie des Quadriceps vom Bewegungszentrum des
Kniegelenks erhoht, und die Verringerung des Widerstandes beim Gleiten der Sehne
tiber den Knochen.

Oberschenkelsehne
(Quadricepssehne)

Kniescheibe
(Patella)

Oberschenkelknochen

(Femur)

Kniescheibensehne
(Patellasehne) Schienbein
(Tibia)
Woadenbeinknochen
(Fibula)

Abb. 2.1. Schematische Abbildung eines menschlichen Kniegelenkes

Beim Beugen des Knies entsteht Druck zwischen der Gelenkfldche der Kniescheibe
und der Knorpeloberflache des Oberschenkelknochens (Abb. 2.2a). Huberti und Hayes
(1984) geben die Werte zwischen 1,7 und 6,5 MPa an. Andere Autoren [Hille 1985]
berichteten iiber Druckwerte von 5 MPa bei einer simulierten Zugspannung der
Oberschenkelsehne von 1000 N und einer Beugung des Kniegelenkes um 60°. In einem
dhnlichen Versuch mit einer Belastung von 2500 N wurden die Druckwerte bis 3 MPa
und deren relative Unabhéngigkeit vom Beugewinkel ermittelt. Die verwendeten
Zuglasten und die daraus folgenden Druckwerte sind auch unter physiologischen
Bedingungen zu erwarten [Hehne 1990]. Auf der Abbildung 2.2b sind die
Kontaktbereiche zwischen Femur und Patella beim Beugen des Knies dargestellt
[Hinterwimmer 2005].

Das Kniekehlgelenk (Femorotibialgelenk) ist ein Drehscharniergelenk, welches fiir
Beugung, Streckung und Rotation zustdndig ist. Dabei bilden zwei walzenférmige
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Femurkondylen und zwei sattelformige Gelenkfldchen der Tibiakondylen (Tibiaplateau)
die Kontaktfliche des Gelenkes. Die artikulierenden Flichen des menschlichen
Kniegelenkes sind mit einer 1-2 mm dicken Knorpelschicht {iberzogen, und die
zwischen beiden Kontaktflichen bestehende Inkongruenz wird durch gleiche
halbmondférmige Faserknorpelscheiben — Menisken — ausgeglichen.

Beim Stand auf einem gestreckten Bein wird das Femorotibialgelenk praktisch
durch das ganze Korpergewicht (mit Abzug des Gewichts von Unterschenkel und Ful3)
belastet. Die auf einer Kontaktfliche von ca. 11,5 cm?® (inkl. Meniskus) wirkende
tibiofemorale Kompressionskraft von 1000 N erzeugt Druckwerte von bis zu 3 MPa
[Fukubayashi 1980].

Abb. 2.2. a: Darstellung des Druckerzeugnismechanismus’ bei Beugung des
Kniegelenks um 90°. Mit blauen Pfeilen sind die Zugrichtungen der Kniescheibensehne
gekennzeichnet [Bradley 1987]. B: Kontaktstellen des Femoropatellargelenkes ermittelt
bei der Flexion um 0° (rot), 30° (blau) und 90° (griin) auf dem Femurknorpel
[Hinterwimmer 2005].

Folgende bildgebende Untersuchungstechniken werden fiir das Knie in der

orthopéddischen Praxis zurzeit am haufigsten angewandt:
Arthroskopie
Sonographie
Rontgen und Szintigraphie
Magnetresonanztomographie.

Arthroskopie (auch als Kniegelenkspiegelung bezeichnet) ist eine (minimal-)
invasive Untersuchungsmethode, bei der ein Endoskop ins Gelenk eingefiihrt wird.
Dieses Verfahren ermdglicht eine visuelle Darstellung der Knorpeloberfldche sowie ein
Abtasten des Gewebes, um dessen elastische Eigenschaften zum Nachweis krankhafter
Wassereinlagerungen zu priifen. Vorteilhaft ist, dass die arthroskopische Untersuchung
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wegen niedriger Gerdtebeschaffungskosten relativ preiswert ist und sich auch fiir
therapeutische Einsétze eignet. Der grofe Nachteil dieser Methode liegt jedoch in der
Notwendigkeit des invasiven Eingriffes.

Sonographie (Ultraschall), die neben der Arthroskopie zu der héufigsten
Knieuntersuchungsmethode gehort, wird unter anderem zur Diagnostik der
Gelenkkapsel, des Meniskus sowie des Knorpels angewandt. Die Sonographie bietet
sich besonders zur Feststellung von Knorpelschichtverdiinnung und zur Visualisierung
von Erglissen, Verkalkungen sowie Sehnenrissen an. Zu detailliierter
Knorpeluntersuchung wird dieses Verfahren jedoch weniger herangezogen.

Rontgen eignet sich ausgezeichnet zur Visualisierung von Knochen im Gelenk
(Abb. 2.3a). Die Abbildung von weichen Geweben, u.a. Knorpel, ist jedoch auf Grund
der niedrigen Schwichekoeffizienten nicht moglich. Lediglich durch den Abstand
zwischen den Knochen konnen die Knorpelschichtdicken indirekt ermittelt werden.
Eine Rontgenreizbestrahlung kann auch zu therapeutischen Zwecken als
Schmerzlinderungsmittel angewendet werden. Eine weitere dhnliche bildgebende
Methode ist Szintigraphie, bei der eine schwach radioaktiv markierte Substanz injiziert
wird und in einer Gamma-Kamera ein Bild errechnet wird, welches die Verteilung des
Stoffes im Korper darstellt. Da diese Substanz besonders an Stellen mit erhohtem
Stoffwechsel angelagert wird, lassen sich aus dem Szintigramm akute entziindliche
Bereiche lokalisieren, z.B. bei infizierter Endoprothese in einem Knie.

Abb. 2.3.  Darstellung eines Kniegelenks in  bildgebenden  Techniken:
a: Rontgenaufnahme. b: MRT-Aufnahme.

Magnetresonanztomographie ist ein bildgebendes Verfahren in der medizinischen
Diagnostik, das nicht nur Knochen, sondern auch weiches Gewebe mit guter Auflésung
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und hervorragendem Kontrast abbilden kann (Abb. 2.3b). Dariiber hinaus ist diese
Technik strahlungsfrei und grundsétzlich fiir alle Patienten geeignet (Ausnahmen bilden
unter Umstidnden Herzschrittmachertrager und Personen mit metallischen Implantaten
und anderen ferromagnetischen Gegenstinden). Wegen hoher Beschaffungs- und
Erhaltungskosten zéhlt die MRT-Untersuchung allerdings zu einer der teuersten
medizinischen Leistungen.

2.1.2. Der artikuldre Knorpel

Knorpel ist ein festes druck- und biegungselastisches Binde- und Stiitzgewebe. Er
besteht aus Zellen (Chondrozyten) und Extrazellularsubstanz. Knorpelgewebe ist
zellen-, gefdB- und nervenarm, wobei speziell im artikuldren Knorpel eines
Erwachsenen tiberhaupt keine Nerven und Gefdfle vorhanden sind. Deswegen muss das
Gewebe durch Diffusion aus Synovialfliissigkeit erndhrt werden [Hagen 1995]. Dieser
Prozess wird durch mechanische Einwirkung beeinflusst: dynamische Belastung erhoht
den Diffusionsfluss, statische fiihrt in Gegensatz dazu zur Reduzierung des
Stoffsaustauschs [Eckstein 1998].

Knorpelgewebe wird nach der Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix

unterteilt in:
hyalinen Knorpel (Gelenke, Rippen, Atemtrakt, Nase, Epiphysenfugen und
flachen Schadelknochen)
elastischen  Knorpel (Ohrmuschel, duBerer Gehorgang, Kehldeckel,
Stimmbaénder)
Faserknorpel (Bandscheiben, Menisken, Schambeinfuge).

Da der Gelenkknorpel zu dem hyalinen Knorpel gehort, werden im Folgenden
Struktur und Eigenschaften dieser Gewebeart diskutiert.

Der hyaline Knorpel setzt sich zu 10% aus Chondrozyten und zu 90% aus von ihnen
produzierter extrazelluldrer Matrix zusammen. Der Fliissigkeitsgehalt betrdgt 65-75%,
und die organische Partie besteht aus Kollagen (60%), Proteoglykane (35%) sowie
Lipiden und DNA [Buckwalter 1990].

2.1.2.1. AUFBAU

Chondrozyten (Knorpelzellen) sind fiir die Produktion der Hauptbestandteile
(Prokollagen und Proteoglykan) der extrazelluldren Knorpelmatrix verantwortlich. Ein
wichtiges Merkmal des reifen Knorpelgewebes ist seine mangelnde Féhigkeit zur
Regeneration. Das liegt daran, dass nur juvenile Chondrozyten in der Lage sind sich zu
teilen. Adulte Knorpelzellen verlieren ihre Fahigkeit zur Reproduktion.

Kollagene sind charakteristisch bei Mensch und Tier vorkommende Faserproteine,
welche iiber 30% des Gesamtgewichts aller Proteine ausmacht und damit das
verbreiteteste Eiweil im menschlichen Korper ist. Die Kollagenfasern sind fiir die
Zugfestigkeit des Knorpels verantwortlich (s. Kap. 2.1.2.3). Alle Kollagene haben ein
charakteristisches Merkmal: Sie sind aus drei Polypeptidketten (sogenannte a-Ketten,
mit einer Lange von jeweils etwa 600-3000 Aminosduren) aufgebaut und in Form einer
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Tripelhelix umeinander gewunden. Somit ergeben sich seilartige 300 nm lange und
1,5 nm dicken Kollagenmolekiile.
Bis heute sind 28 verschiedene Kollagentypen bekannt, die sich durch die Kollagen-
o-Ketten unterscheiden. Sie werden in mehrere Gruppen unterteilt:
Fibrilldre Kollagene — Typen I, I, III, V und XI
Netzbildende Kollagene —Typen IV, VIII und X
Fibrillenassoziierte Kollagene (FACIT) —Typen IX, XII, XIV, XXII
Perlenschnurartige Kollagene — Typ VI
Verankerungsfibrillen — Typ VII
- Kollagene mit Transmembrandoménen — Typen XIII, XVII, XXIII und XXV.
Die kollagene Struktur des artikuliren Knorpels besteht {iberwiegend aus dem
fibrillaren Kollagentyp II (ca. 95%) und zum kleineren Teil aus Kollagentypen IV, V,
VI, IX, X, XI. Kollagenfibrillen werden hauptsédchlich aus den Typen II, IX und XI
gebildet. Das Molekiil des Kollagentyps II ist aus drei identischen a1-Ketten aufgebaut,
die mit der Nomenklatur [al(I);] bezeichnet werden. Die Primirstruktur dieser o-
Ketten besteht aus den Aminosduren Glycin, Prolin, Hydroxyprolin und Hydroxylysin.

al-Kette Tripelhelix
D oa Ve N - TN,
a ISz o15m

Kollagenmikrofibrille

-

Kollagenfibrille

@ 10-300 nm

Kollagenfaser

d M Q (0,5-3).103nm

Abb. 2.4. Aufbau der Kollagenfasern.

Wie bereits erwéhnt, sind die einzelnen Ketten umeinander gewunden und bilden
sogenannte Tripelhelix, auch als Super-Helix bezeichnet, stabilisiert durch
Wasserstoffbriickenbindungen ~ sowie  van-der-Waals-Krifte'  zwischen  den
Aminosduren der Einzelketten (Abb. 2.4a). Durch Errichtung kovalenter

! Relativ schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen, die zwischen unpolaren (ungeladenen)
Atomen oder Molekiile auftreten und zu einer leichten Anziehung zwischen den Teilchen fiihren. Die
Wechselwirkungsenergie der van-der-Waals-Kréfte fallt mit etwa der sechsten Potenz des Abstandes ab.
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Quervernetzungen (Aldolbriicken) verbinden sich diese Molekiile zu den grofleren
Kollagenmikrofibrillen mit dem Durchmesser von ca. 4 nm (Abb. 2.4b), die wiederum
bei Zusammensetzung eine 10 bis 300 nm starke Kollagenfibrillen bilden (Abb. 2.4c).
Eine weitere Zusammenlegung von mehreren Kollagenfibrillen zu Kollagenfasern ist
durch Vernetzung der einzelnen Fasern mdglich (Abb. 2.4d).

CH,OH COo0~ CH,0S073 CH,0S073
1 H HO 1 H oL
0 H ¢} H ¢}
1 NOH H/ o OH H
H H H H
OH l‘\lH H TH
(‘3=O C=0
|
CH, CH,
- -n - -n = -n
Hyaluronat Chondroitinsulfat Keratansulfat

Abb. 2.5. Strukturformel der Disaccharideinheiten der GAG des Knorpels.

Kernprotein ) Keratan-

Chondroitin-
sulfat

Hyalh(on-
N séure

2O\

A

>z Link-Protein

Abb. 2.6. a, b: Schematische Darstellung cines PG-Aggregats; c¢: Erkldarung des
Wasserbindungsmechanismus.
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Proteoglykane (PG) sind ein weiterer wichtiger Anteil der extrazelluldren
Knorpelmatrix, die aufgrund ihres starken Quellungsvermdgen fiir die viskoelastische
Eigenschaften des Knorpels verantwortlich sind (s. Kap. 2.1.2.3). PG bestehen zu etwa
95% aus Polysacchariden — Glykosaminoglykanen (GAG) — und zu etwa 5% aus
Proteinen. GAG bestehen aus langen alternierenden Disaccharideinheiten, die entweder
D-Glycosamin oder D-Galaktosamin enthalten [Stryer 1990]. Im artikuldren Knorpel
sind die Glykosaminoglykane Hyaluronsdure (HA), Chondroitinsulfat (CS) und
Keratansulfat (KS) vorhanden (Abb. 2.5).

Die GAG werden im Knorpel in stabile Proteoglykan-Aggregate
zusammengebunden (Abb. 2.6). An einem langen Strang Hyaluronsidure werden mittels
einer nichtkovalenten Bindung (ein Link-Protein) langgestreckte Proteinmolekiile
(Kernprotein) befestigt (Abb. 2.6b). Diese binden ihrerseits eine Reihe von ca. 50
Keratansulfatketten um sich, gefolgt von 50 Oligosacchariden und anschlieBend 100
Chondroitinsulfaten [Caplan 1984]. Wegen der spezifischen ,, TausendfiiBlerform® sind
diese riesigen Aggregate mit einer Molarmasse von mehr als 100 Millionen Da bei
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gut erkennbar (Abb. 2.6a).

Aufgrund der bei allen Zuckermolekiilen vorhandenen Carboxylat- (—COO") und
Sulfatgruppen (—OSO5") stellt ein Proteoglykan ein System aus sehr vielen geordneten
Negativladungen dar, was ihm eine hohe Wasserbindungsfahigkeit verleiht (Abb. 2.6¢).

Wasser-
molekile

Hyaluronsaure Protein

Keratan- /
Chondroitinsulfat  Kollagen

Abb. 2.7. Schematische Darstellung der Kollagen- und Proteoglykan-Organisations-
struktur des Gelenkknorpels [Griinder 1998(2)]. Mit den roten Pfeilen ist die Richtung
der Kernverbindungsvektoren der Protonendipole gekennzeichnet.

Ein Teil der Proteoglykan-Aggregate bildet mit Kollagen eine strukturelle Einheit
(Abb. 2.7). Diese Verbindung erfolgt vermutlich durch Kollagentyp IX und Matriline
[Cremer 1998]. In dieser Anordnung verlaufen die Kollagenfasern parallel zu den
Hyaluronsdureketten der PG-Aggregate. Da die Wassermolekiile zwischen den negativ
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geladenen Disacchariden-Reste gebunden sind und als kleine elektrische Dipole
dargestellt werden konnen, liegen die Kernverbindungsvektoren 7 (Abb. 2.6¢) der
einzelnen Molekiile parallel zum Verlauf der Kollagenfasern (Abb. 2.7). Die
Ausrichtung der Wassermolekiile dient damit als Indikator fiir die Orientierung der
kollagenen Fasern (s. Kap. 4).

2.1.2.2. ULTRASTRUKTUR

Die Funktion des hyalinen artikuldren Knorpels als elastischer ,,StoBdampfer erfordert
eine geordnete Organisation der Kollagenfasern. Dabei ergeben sich je nach
biologischem Alter des Organismus groBle Unterschiede in der Struktur des
Gelenkknorpels [Reibetanz 2002(2), Griinder 2006] sowohl regional (Ort innerhalb der
Gelenkfldche [Clark 1990, Clark 1991, Griinder 2000, Goodwin 2004, Niirnberger
20006]) als auch zonal (zwischen Knorpeloberfliche und Knochen).

Oberflache

tangentiale Zone

isotrope Zone

radiale Zone

__— Tidemark

%E, kalzifizierte Zone

———— - ===

= ===

Abb. 2.8. Schematische Darstellung der Kollagenstruktur des artikuldren Knorpels
(Arkadenmodell).

Zonaler Aufbau

Nach dem Arkaden-Modell von Benninghoff [Benninghoff 1925] verlaufen die
Kollagenfasern vom knochennahen Bereich aus senkrecht zur Knorpeloberflache,
neigen sich in der Ubergangsschicht und gehen in der Knorpeloberfliche in eine
tangentiale Anordnung iiber (Abb. 2.8). Demnach werden fiir den adulten
Gelenkknorpel folgende Zonen definiert, die sich nach Orientierung und dicke der
Fasern, Zellenaktivitit, sowie PG-Gehalt unterscheiden [Buckwalter 1983]:

Tangentiale Zone: Die sehr diinne (2-5% der Knorpeldicke) und zellarme

oberfliachliche Knorpelzone ist durch einen parallelen zur Oberfliche

(tangentialen) Kollagenfaserverlauf, welcher durch ein dichtes Netzwerk von
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diinnen Kollagenfasern vertreten ist, und einen sehr geringen Gehalt starker mit
Kollagen gebundener Proteoglykanen charakterisiert. Dieser Aufbau entspricht
den Hauptfunktionen der tangentialen Zone, welche zum Einen im Schutz vor
hohen &uBeren mechanischen Scher- und Abriebkréiften und zum Anderen in der
Verteilung der Belastung auf die Oberfldche besteht.
Isotrope Zone: Die Ubergangszone betrigt 5-20% der Knorpeldicke und ist
durch einen vorwiegend ungeordneten (isotropen) Verlauf der Kollagenfasern
gekennzeichnet. In der isotropen Zone ist eine grofere Zellmenge als in der
tangentialen Schicht vorhanden, was auf eine hohere Faserbildungsaktivitit
hinweist. Es zeigen sich keine groen Unterschiede im PG-Gehalt zu dem in der
tangentialen Zone, allein die Proteoglykane sind weniger an das Kollagen
gebunden.
Radiale Zone: Die sehr breite (bis 90% der ganzen Knorpeldicke) Zone ist durch
senkrecht zur Oberfliche (radial) geordneten dicken Kollagenfasern, einen
hohen Anteil von PG-Aggregaten und sehr hohe Zellaktivitdt charakterisiert.
Tidemark und kalzifizierte Zone: Tidemark bezeichnet eine membranartige
Ubergangsgrenze (2-5um breit) zum Kalkknorpel, die eine Diffusionsbarriere
bildet. Die kalzifizierte Zone zeigt eine mineralisierte Matrix mit fehlender
Chondrozyten-Aktivitit.
Dariiber hinaus wird auch eine hypertrophe Zone nahe Tidemark definiert, die
eine verdnderte Zellenfunktion aufweist und vermutlich zur Kalzifizierung der
tieferen Zone beitriagt [Aigner 1993].

Im Gegenteil zur Proteoglykandichte nimmt der Wassergehalt von der

Oberflaichenzone zu den tieferen Knorpelzonen hin ab [Stockwell 1967].

Topographischer und altersbedingter Aufbau

Topographische Unterschiede der Kollagenstruktur innerhalb der Gelenke wurden in
vielen Arbeiten ausfiihrlich untersucht [Clark 1990, Clark 1991, Gomez 2000, Goodwin
2004]. So weist das kollagene Netzwerk in zentralen Regionen, welche in der Regel
Hauptbelastungsregionen sind, eine ausgepriagte Arkadenstruktur mit vertikal
ausgerichteten Fasern mit einer tiberwiegenden radialen Zone und einer relativ diinnen
Ubergangszone mit scharfer Kriimmung der Faser auf (Abb. 2.9). In Richtung der
Peripherie des Gelenkes bekommen die Fasern immer breitere Kurven, so dass an den
Rénder praktisch keine radiale Struktur mehr zu finden ist.

Das Kollagennetzwerk des Gelenkknorpels entwickelt sich mit dem Wachstum des
Organismus. Wie Untersuchungen an Tieren ergeben haben, gibt es erhebliche
Unterschiede in der Matrixstruktur zwischen Jung- und Erwachsenenalter. So zeigt der
neonatale Knorpel keine geordnete Struktur, wihrend sich im juvenilen Alter ein
fiinfzonaler Matrixauftbau entwickelt [Griinder 2006]. Es wurde auch die
Entwicklungsverzogerung des Femurs in Vergleich zu der Tibia festgestellt (Abb. 2.10).
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P C

Abb. 2.9. Schematische Darstellung der regionalen Abhdngigkeit von Kollagenstruktur
am Beispiel von Tibia. C — Mitte, P — Peripherie, b — subchondraler Knochen, m —
Meniskus [Clark 1991].

Oberflache
= iIiIiinTv—vﬁvvv?W%“vw
<7 v"’:%f:— — —v—"i\.\’t‘u
Knochen
neonatal postnatal/ juvenile/ adult
neonatal postnatal
[ [ femur
T T >
3 Tage 14 Tage 6 Monate 1.5 Jahre
3|Tage 11 Tage 6 Mo|nate
tibia

Abb. 2.10. Schematische Darstellung der Kollagenstruktur in ihrer zeitlichen
Entwicklung am Beispiel von ovinen (von lat. Ovinus = "vom Schaf"') Femur- und
Tibiagelenken [Reibetanz 2002(2), Griinder 2006].

Riumlicher Aufbau

Mit Hilfe der Scanning Elektronen Mikroskopie (SEM) wurden zwei Varianten des
rdaumlichen Aufbaus chondraler (von griech. Chondros = , Knorpel®) Ultrastruktur
beobachtet und wie folgt definiert: eine lamellenartige (engl. leaf-like) [Jeffery 1991,
Kédb 1998(2), Goodwin 2000] und eine sdulenartige (engl. columnar) [Minns 1977,
Clark 1991, Kéib 1998(1), Kédb 1998(2), Niirnberger 2006]. Beim lamellenartigen
rdumlichen Aufbau bilden Kollagenfasern quervernetzte ,,Blitter”, die zwar in
Arkadenform angeordnet sind, innerhalb einzelner Lamellen jedoch eine ungeordnete
Fibrillenstruktur aufweisen (Abb. 2.11a, 2.12). Die sdulenartige Struktur zeigt dagegen
eine Arkadenanordnung einzelner Kollagenfasern (Abb. 2.11c).

Die Aufbauform ist unterschiedlich je nach Spezies und Gelenk. Nach Kiib et al.
[Kéddb 1998(2)] weist der tibiale menschliche Knorpel, sowie der Knorpel von Hunden



14 Kapitel 2. Wissenschaftliche Problemanalyse

und Schweinen eine lamellenartige Struktur auf. Der Kollagenaufbau des Tibia-
Knorpels von Kiihen, Schafen, Kaninchen und Ratten ist dagegen sdulenformig.
Dariiber hinaus kann die rdumliche Ultrastruktur in unterschiedlichen Gelenken einer
Spezies ungleich sein: So liegt beispielsweise beim tibialen Knorpel einer Kuh ein
sdulenformiger Aufbau vor, wihrend Metakarpalknorpel (Mittelhandknorpel)
lamellenartig erscheint [Jeffery 1991]. In einer Reihe von anderen Arbeiten, die sich mit
humanen femoralen Kondylen beschiftigt haben, wird von der Lamellenstruktur dieses
Gelenkknorpels berichtet [Clarke 1971, Hunziker 1997].

Abb. 2.11. Dreidimensionale Anordnung der Kollagenfasern. a: Lamellenartiger
Aufbau des humanen tibialen Knorpels; b: Bei stirkerer Vergroferung scheinen die
Kollagenfibrillen innerhalb der Lamellen isotrop angeordnet; c¢: Séaulenartige
Ultrastruktur des tibialen Knorpels einer Kuh; d: Auch bei detaillierten Beobachtung ist
gut sichtbar, dass Kollagenfasern binnen der Séulen iiberwiegend radial ausgerichtet
sind [K&ab 1998(2)].

Die lamellenartige Anordnung der Kollagenfibrillen verursacht eine gewisse
richtungsabhingige Anisotropie der mechanischen Eigenschaften des Gewebes (s. Kap.
2.1.2.3). Die Léangsachse der ,Blitter“-Anordnung ldsst sich mit Hilfe der
Spaltrichtung-Methode (engl. split-line) bestimmen [Hultkrantz 1898]. Dafiir wird die
Knorpeloberfliche mit einer runden Nadel durchstochen, und die Stichstellen werden
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mit einem Farbstoff markiert. Dabei verformen sich die Kliifte zu einem Ovalumriss mit
der Langsachse parallel zu den Lamellen [Jeffery 1991] (Abb. 2.12).

Auf Spaltrichtungskarten (engl. split-line map) haben Below et al. und Goodwin et
al. [Below 2002, Goodwin 2004] die topografische Spannungsverteilungen und damit
die ortliche Lamellenausrichtung innerhalb der Knorpeloberfliche von humanen
Unterschenkel- (Abb. 2.13a) und Oberschenkelgelenkflichen (Abb. 2.13b) dargestellt.

Spaltungslinien

Oberflachenschicht

% Spaltungslinienachse

Kollagen-Lamellen

Kalzifizierter Knorpel

Knochen

Abb. 2.12. Schematische Darstellung der dreidimensionalen lamellenartigen Struktur
des Knorpels [Jeffery 1991].

lateral | is [ medial lateral [

Innere Ansicht

‘:‘L lateral

~_———

a b Hintere Ansicht

Abb. 2.13. Spaltrichtungskarten von menschlichen Kniegelenkflichen. a: Tibia
[Goodwin 2004]; b: Distale Femur [Below 2002].
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Beim genaueren Studieren von Publikationen, die sich mit dem Aufbau kollagener
Struktur des Knorpels mit Hilfe der SEM-Untersuchungen beschiftigen, offenbaren sich
zahlreiche Unstimmigkeiten in der Feststellung der lamellenartigen bzw. sidulenartigen
Struktur des menschlichen Knorpels. So bestdtigen Minns und Steven sowie Niirnberger
et al. Zwar Lamellenaufbau in der tiefen Zone des Knorpels, verweisen jedoch auf eine
vertikal geordnete Orientierung der Kollagenfasern innerhalb der Lamellen [Minns
1997, Niirnberger 2006]. Clark stellt eine sdulenartige Kollagenstruktur in zentralen
Regionen und eine teilweise lamellenartige auf der Peripherie fest [Clark 1990], besteht
jedoch auf radial orientiertes Netzwerk in tieferen Zonen des Knorpels [Clark 1991].
Andere Autoren konstatieren dagegen eine absolut ungeordnete Orientierung einzelner
Kollagenfasern innerhalb der Lamellen sowohl in der radialen als auch in den
tangentialen Zonen des menschlichen [Ké4db 1998(2), Goodwin 2000] und bovinen (von
lat. Bovinus = ,,vom Rind“)[Jeffery 1991] Knorpels. Dabei versuchen Hunziker et al.
Von dieser Kompromisslosigkeit abzuraten und schlagen ein Modell vor, in welchem
die radiale Zone des humanen Gelenkknorpels sowohl anisotrope arkadenféormig
geordnete Fasern als auch isotrope Kollagenfibrillen enthalten [Hunziker 1997].

Offensichtlich besteht bislang keine Klarheit dariiber, welche Art des Aufbaus fiir
die Knorpelstruktur humaner Gelenke gelten soll. Zugunsten der leaf-like Struktur
sprechen die richtungsabhingige Anisotropie der biomechanischen Eigenschaften des
Knorpels und die Bildung von lamellenbedingten Spaltrichtungen. Diese Theorie geht
jedoch vor allem mit der winkel-sensitiven MRT-Darstellung des Knorpelgewebes
auseinander. Aus diesem Grund wird in der vorliegender Arbeit auf dieses Problem
eingegangen und die Konfrontationen experimentell gepriift und diskutiert (s. Kap. 5.3
und Kap. 6.2).

2.1.2.3. BIOMECHANISCHE EIGENSCHAFTEN

Die mechanischen Eigenschaften des artikuldren Knorpels sind von der Wechselwir-
kung seiner Bestandteile — Proteoglykane und Kollagenfasern — als viskoelastisch
determiniert, da die Kompression in einem nichtlinearen und zeitabhéngigen Verhéltnis
zu der Belastung steht. Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass Kollagenfibrillen
fiir die elastischen, Proteoglykane hingegen fiir die viskdsen Eigenschaften des
Knorpelgewebes verantwortlich sind [Bader 1994, Woo 1987].

Der arkadenformige Aufbau der Kollagenstruktur bestimmt das Verhalten von
Kollagenfasern unter Druck. Es wird vermutet, dass die oberfldchliche tangentiale Zone
dabei iiberwiegend den Scherkriaften Widerstand leistet und die tiefe radiale Zone dem
Kompressionsdruck entgegen wirkt. Die Ubergangszone leitet die Krifte von der
Tangentialzone in die radiale. Dariiber hinaus sind transitionale und radiale Zonen
zusammen fiir die Druckverteilung in der Tiefe des Knorpels verantwortlich
[Buckwalter 1983].

Offenbar kann sich der Knorpel den Belastungsverhéltnissen funktionell anpassen.
So ist die Knorpeldicke ungleichmiBig auf der Gelenkoberfliche verteilt, wobei
Regionen, die hoherer mechanischer Belastung ausgesetzt werden, mit einer dickeren
Knorpelschicht iiberzogen sind [Miiller-Gerbl 1987, Eckstein 1992]. Auch die
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Zusammensetzung der Hauptbestandteile im artikuldren Knorpel ist topografisch
unterschiedlich je nach Belastungswerten. Die ofter belasteten Knorpelregionen zeigen
einen groeren Anteil an Proteoglykanen, in seltener belasteten Bereichen wird im
Gegensatz dazu eine Mehrheit an Kollagenfasern beobachtet [ Akizuki 1986].

Auf Grund des komplizierten mechanischen Verhaltens des Knorpels wurde seit
Langem versucht, ein geeignetes mathematisches Modell zur Beschreibung des
Belastung-Deformation-Verhéltnisses durch bestimmte Materialkonstanten herauszu-
finden. Sehr begrenzt kann auch das Hooksche Gesetz bei der Betrachtung der
Spannung ¢ und daraus folgender Verformung € zur Angabe des Elastizitditsmoduls
(auch Young’s modulus) des Knorpelmaterials angewendet werden:

=9 2.1)
£

Zur etwas genaueren Beschreibung der biomechanischen Eigenschaften des
Gelenkknorpels wird, mit Berlicksichtigung der Materialanisotropie, in den letzten
Jahren jedoch ein biphasisches Modell angesetzt [Mow 1980]. In diesem Modell
betrachtet man das Knorpelmaterial bestehend aus zwei Komponenten: Fliissigkeit und
Matrix. Bei Belastung wird zunéchst ein hydrostatischer Druck im Knorpel aufgebaut,
was auch die Matrix bei hohen Lastspitzen vor Zerstorung schiitzen soll. Bei dauernder
Anspannung wird der hydrostatische Druck langsam abgebaut und die Last auf das
Kollagen-Proteoglykan-Geriist {iibertragen. In den ersten 10 Minuten hilt der
interstitielle Druck in der Fliissigkeit iiber 90% der Belastung stand, nur etwa 10% der
Last nimmt die solide Phase auf [Ateshian 1995, Soltz 1998]. Auf molekularem Niveau
betrachtet wird beim Druck das gebundene Wasser von Carboxylat- und Sulfatgruppen
der GAG verdriangt, die negativen Ladungen kommen sich ndher, und entstandene
Abstofungskrifte wirken dem weiteren Zusammendriicken entgegen [Caplan 1984].
Daraus ergibt sich, dass die elastischen Eigenschaften variable Grofen sind, die von der
Dauer der Lasteinwirkung betrdchtlich abhidngen. So geben Hayes et al. fiir den
Elastizitditsmodul Werte von 12 MPa bzw. 7,1 MPa, fiir den Schermodul 41 MPa bzw.
2,6 MPa und fiir die Poissonsche Zahl 0,42 bzw. 0,37 bei der kurzfristigen bzw.
andauernden Belastung an [Hayes 1971].

Wie bereits erwédhnt (s. Kap. 2.1.2.2) weist der Knorpel mit lamellenartiger
Autfbaustruktur mechanische Anisotropie entsprechend der Spalt-Richtungen. So ergab
eine Studie von Kempson et al., dass die Knorpelproben, welche parallel zu den Spalt-
Richtungen belastet worden sind, zwei- bis dreifach hohere Festigkeit aufzeigen als die
senkrecht zu den split-lines belasteten Proben [Kempson 1968].

In zahlreichen Kompressionsexperimenten wurde aber die druckbedingte
Transformation von Kollagenfasern ungeniigend erfasst. Das Verhalten vom Kollagen-
Gertist unter der Druckbelastung wurde mit Hilfe von Fraktur-Technik und SEM
(s. Kap. 2.1.2.5) [Notzli 1997, Kaib 1998] sowie durch die Anwendung von
Polarisations- (PLM) und Differential-Interference-Contrast-Mikroskopie (DICM)
[Griinder 2000, Thambyah 2006] untersucht. Abb. 2.14a zeigt, wie Kiib et al. das
Biegen der gesamten Kollagenfasern im statisch belasteten Knorpel interpretieren.
Dabei entsteht eine regulire sinusformige Wellenform mit einer Periode von 5-10 pm
[No6tzli 1997]. Griinder et al. Haben festgestellt, dass in einer juvenilen Probe die Fasern
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entsprechend derer Ausgangsausrichtung gestrafft (tangentiale Fasern) bzw. gestaucht
(radiale Fasern) werden (Abb. 2.14b). Thambyah und Broom visualisieren bei den
Intendations-Experimenten mit einer starken lokalen Druckbelastung eine deutliche
Beugung gesamter Kollagenfaser (Abb. 2.14c). Notzli und Clark finden beide
Transformationen: grodimensionale Beugung bei gleichzeitiger mikroskopischer
wellenartiger Kriduselung der Fasern bei Druckversuchen vor [No6tzli 1997].
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Abb. 2.14. Schematische Darstellung des FEinflusses von Druckbelastung auf die
kollagene Struktur. a: am Beispiel eines adulten Knorpels (Kaninchen) [K&db 1998];
b: am Beispiel eines juvenilen Knorpels (Schwein) [Griinder 2000]; c¢: am Beispiel
eines adulten Knorpels (Kuh) [Thambyah 2006].

Diese Ergebnisse haben gezeigt, dass es mdglich ist, durch Belastungsexperimente
neben den Beobachtungen von Belastung-Deformation-Verhidltnissen auch solche
feinen Mechanismen wie intrakartilagindren (von lat. Cartilago = ,knorpelig®)
mechanischen Verformungen der Kollagenmatrix darzustellen. Das Streben nach der
Entwicklung hochsensitiver nichtinvasiver Untersuchungsmethoden zum artikuldren
Knorpel wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass ausgerechnet die Magnetresonanz-
Bildgebung intensitdtsempfindliche Verdnderungen der Ultrastruktur unter Einwirkung
der duBeren mechanischen Belastung an intakten Gelenken zu detektieren ermoglicht
(s. Kap. 4).

2.1.2.4. ARTHROSE

Die Arthrose ist ein degenerativer Prozess, welcher zu langsamer Aufrauung der
Gelenkflache, Fissurierung und Abrieb des Knorpels, bis hin zur Zerstorung des
subchondralen Knochens fiihrt. Die Krankheit wird nach Art der ausldsenden Umstidnde
in primdre und sekunddre Arthrose unterteilt. Bei primdrer Arthrose ist ein
Missverhéltnis zwischen Belastung und Belastbarkeit des Gelenkknorpels die initiale
Ursache. Sekunddre Arthrose hingegen entsteht infolge Entziindungen, Unféllen sowie
wegen angeborener Knorpelabnormalititen.

Die arthrotischen Verdnderungen beginnen in den meisten Féllen in der
oberflachlichen Mirkostruktur, und im Laufe der Zeit verbreiten sie sich in die
Knorpeltiefe [Hesse 1990]. Das ist ein komplizierter Prozess, bei dem viele Kriterien,
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wie mechanischer Abrieb, molekulare und funktionelle Reformation und enzymatische
Einwirkungen eine Rolle spielen. Der Verlauf der Arthrose wird in der Regel anhand
der Auswertung von Verdnderungen folgender Charakteristiken des Knorpelgewebes
untersucht: Funktion und Vitalitit der Zellen, Kollagenstruktur, Proteoglykan- und
Wassergehalt, sowie makro- und mikroskopisches Erscheinen des Knorpels.

In der Literatur kann man viele Formen zur Angabe der Arthrosestadien treffen.
Vereinfacht werden drei Phasen betrachtet: normaler Knorpel — frithe (milde)
Arthrose — fortgeschrittene Arthrose [Lorenz 2006]. Bei genauer Darstellung werden 14
(Mankin’s score) oder sogar bis zu 32 (modified Mankin’s score) Stufen angegeben
[Mankin 1971, Sakakibara 1994]. Hesse (1990) beschreibt vier (I-IV) Stadien der
initialen Arthroseverdanderungen:

Stadium I wird durch den Verlust der oberflichlichen Auflagerungen und der
daraus folgenden Freilegung und den ersten Schadigungen des tangentialen
Kollagennetzwerkes  gekennzeichnet.  Dies  filhrt zur  Verdnderung  der
physikochemischen Eigenschaften des Gewebes und zu einer Erhohung des
Wassergehaltes (Aufweichung des Knorpels). Dieser Effekt ist offensichtlich darauf
zuriickzufiihren, dass die Kollagenstrukturfunktion zur Verhinderung der Schwellung
des Gewebes stark nachldsst, obwohl ein verminderter Proteoglykangehalt festgestellt
wird. (Im gesunden Knorpel wird die Wasseraufnahme durch PG von Kollagenmatrix
zuriickgehalten, wodurch ein endosmotischer intristischer Quellungsdruck von 0,1-
0,2 MPa entsteht [Maroudas 1976]). Das beeinflusst die physikochemischen
Eigenschaften, da bei der Belastung die Fliissigkeit schneller abgegeben wird, und nach
der Entlastung langsamer aufgenommen wird. Dariiber hinaus gewaihrleisten die
vergroBerten Poren das FEindringen von groferen Molekiillen, was die
Schadigungsanfalligkeit von Matrix und Zellen erhoht. In den tieferen Knorpelzonen in
diesem Stadium findet man keine betrichtlichen Verédnderungen.

In Stadium II werden erste Zerstorungen des oberflichlichen und tangentialen
Kollagennetzwerkes sowie Nekrose der hier vorhandenen Chondrozyten festgestellt.
Die Korrosion der tangentialen Kollagenfaser fiihrt zur erheblichen Verdnderungen der
biomechanischen Eigenschaften (verringerter Widerstand gegen Scherkrifte) des
ganzen Kollagengeriistes. Da ab dieser Entwicklungsphase der Arthrose die
Matrixsynthese in der oberflachlichen Zone nicht mehr hinreichend funktioniert, ist ein
Knorpelabrieb unter physiologischer Belastung unvermeidbar. In den tieferen Zonen
dagegen findet man durchaus eine produktive Syntheseleistung der Knorpelzellen,
vermutlich als ein Gegenmechanismus zum Matrixverlust an der Oberfléche.

Stadium III zeichnet sich durch fortschreitende Zerstorung der Knorpeloberflache
mit tiefen Fissuren, Umordnungen der Fibrillen und Ablagerungen von Resten der
degradierten Matrix und abgestorbenen Chondrozyten aus. In den tieferen Zonen ist
eine erste krankhafte Umorientierung des Kollagengeriists zu finden, allerdings
kommen auch Zellenverdnderungen, die auf den Ausgleich des Matrixverlustes
gerichtet sind, vor. Es ist jedoch fraglich, ob durch die neue Anordnung und erhoéhte
Aktivitdt der Chondrozyten der Wiederaufbau der Matrix gewéhrleistet werden kann.
Dadurch wird jedoch der arthrotische Prozess etwas aufgehalten.
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Im fortgeschrittenen Stadium IV beobachtet man gravierende Verdnderungen an
der Knorpeloberflache, gekennzeichnet durch starke Aufrauungen, Zerstdrung der
fibrilliren Kollagenstruktur, Ablagerung von Abfallprodukten sowie das Auftreten von
Entziindungszellen, was auf einen enzymatischen Angriff auf Grund der im Laufe der
Arthrose entwickelten Synovialitis hindeutet. In der Knorpeltiefe findet man neben
syntheseaktiven auch nekrotische Chondrozyten. Die Reduzierung und Zerstérung der
intrazelluldren Matrix weisen auf irreversible Schiden im Inneren des Knorpels hin.

Die die Arthrose begleitenden Entziindungsprozesse tragen zur Knorpelschiddigung
weiter bei, denn es werden Enzyme freigesetzt, die nicht nur Kollagensynthese
reduzieren sondern auch Kollagenabbau stimulieren [Hesse 1990].

Im weiteren Verlauf der Arthrose kommt es zur Fragmentierung des Knorpels. Es
bilden sich tiefen Spalten, wodurch die Eingriffsfliche fiir Enzyme erheblich erhoht
wird. Durch duflere tangentiale Scherkriafte wird der Knorpel soweit abgerieben, dass
der Kalkknorpel freigelegt wird. Als Letztes wird der Knorpel vollstindig abgetragen.
Dieses Stadium bezeichnet man als ,,Knochenglatze*.

Aus dem dargestellten Verlauf ist erkennbar, dass es nur in sehr frilhen Stadien
moglich ist, die Degradation des Knorpels aufzuhalten. Darum besteht ein enormer
Bedarf an der Entwicklung diagnostischer Verfahren zur Erfassung der initialen
degenerativen Verdnderungen im Knorpel.

Gegenwiértig sind nur destruktive diagnostische Methoden (Biochemie,
Mikroskopie, Histologie) fihig friihe arthrotische Anderungen festzustellen (Abb. 2.15).
Nichtinvasive Verfahren wie Rontgenaufnahmen zeigen erst Knorpelverlust oder
Veranderungen des Knochens an (s. Kap. 2.1.). Einen interessanten
Untersuchungsbereich stellt die Labordiagnostik dar, bei der sich in Korperfliissigkeiten
(Urin, Serum, Synovialfliissigkeit) die von degenerativen Prozessen verursachten
Abbauprodukte nachweisen lassen [Mollenhauer 1990, Lorenz 2006]. Jedoch wird den
MR-Techniken auf Grund gegebener Moglichkeiten zur nichtinvasiven Erfassung der
im Arthroseverlauf sehr frith auftretenden lokalen strukturellen und funktionellen
Veranderungen eine  besondere  Aufmerksamkeit  geschenkt.  Inhomogene
Intensitétsverteilung und Verdanderungen von Wassergehalt und PG-Konzentration bei
ersten degradierenden Erscheinungen im Knorpel konnen mit Hilfe von speziellen
Sequenzen (z.B. T2-gewichtete MRT-Aufnahmen) detektiert werden [Gliickert 1990,
Vahlensieck 1994, Locuille 1998, Wheaton 2005].

Viele Arbeiten Dberichten 1iiber die signifikanten Verdnderungen von
biomechanischen Eigenschaften des hyalinen Knorpels, die durch Zerstoérung der
oberflachlichen kollagenen Matrix verursacht sind. Vor allem wurde der verringerte
Elastizitéts-, Aggregat- und Schermodul sowie die erhohte Permeabilitdt (und als Folge
des ansteigenden Wassergehalts) im arthrotischen Knorpel festgestellt [Lane 1979,
Altman 1984, Arokoski 1994, Guilak 1994, Setton 1994, Sah 1997, Appleyard 1999,
Rivers 2000, Kerin 2002, Appleyard 2003, Alexopoulos 2005, Knecht 2006]. Allerdings
ist es gegenwirtig unbekannt, inwieweit frithe degenerative Verdnderungen in der
tangentialen Zone das Verhalten von druckbelasteten Kollagenfasern in der Tiefe des
Knorpels beeintrachtigen.
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Da bis heute diagnostische Verfahren zur eindeutigen Erfassung von frither Arthrose
fehlen, begrenzt sich die Therapie auf symptomatische Behandlung der in der Regel
weit fortgeschrittenen Krankheit mit Arzneimitteln gegen Schmerzen und
Entziindungen sowie mechanischen Mitteln zur Wiederherstellung der Gelenkbewegung
(Endoprothesen). Dariiber hinaus wird oft Krankengymnastik verschrieben und es wird
empfohlen, belastende Bewegungen zu reduzieren (z.B. Fahrradfahren statt Joggen).

Knorpel unverkalkt

verkalkt
Frihstadium Spatstadium

Knochen < o0 .oOQioo.O oo @O
I
I
I
I
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|
|

Biochemie ——— _
Elekronenmikroskopie — s —— || destruktiv

Histologie e —— || 72
Arth roskopie 4i<
Rdntgen

==
NMR-Tomographie —————sll | nichtinvasiv
NMR-Mikroskopie —————————

Abb. 2.15. Moglichkeiten zur Fritherkennung der Arthrose verschiedener
diagnostischer Techniken.

2.1.2.5. UNTERSUCHUNGSMETHODEN DER ULTRASTRUKTUR

Der Gelenkknorpel ist ein bradytrophes Gewebe, d.h. seine Erndhrung erfolgt durch
Diffusionsprozesse. Aus diesem Grund behédlt der Knorpel seine biologischen
Eigenschaften eine relativ lange Zeit, auch nach dem Tod des Organismus
[Maroudas 1979]. Werden die Knorpelproben dem Gelenk entnommen, miissen sie in
Fliissigkeit oder bei ausreichender Feuchtigkeit gelagert werden, um Wasserverlust zu
vermeiden. Auch Einfrieren und wieder Auftauen vom Knorpel verdndert seine
Eigenschaften nicht betrachtlich [Samosky 2005].

Die Laboruntersuchungsmethoden des Knorpels werden iiberwiegend zur visuellen
Darstellung des Gewebes und deren Struktur (mikroskopische Verfahren), zur
Ermittlung von Inhalt der Matrixbestandteile und deren Verhéltnis zueinander, zum
Nachweis von bestimmten Komponenten (biochemische Verfahren) sowie zur
Erfassung von biomechanischen Eigenschaften (mechanische Verfahren) angewendet.

Zu den mikroskopischen Verfahren zidhlen unter anderem:

Lichtmikroskopie mit Farbung



22 Kapitel 2. Wissenschaftliche Problemanalyse

Elektronenmikroskopie
Polarisationsmikroskopie
NMR-Mikroskopie.

Bei histologischer Untersuchung werden die Proben mit einem Mikrotom in
mikrometerdiinne Schichten geschnitten und unter Anwendung verschiedener
Féarbungen unter einem Lichtmikroskop visualisiert (Abb. 2.16a). Dieses Verfahren ist
besonders zur Darstellung von ausgewéhlten Matrixkomponenten geeignet. Je nach Art
der Fiarbung lassen sich Kollagene und Proteoglykane getrennt beobachten
[Leonardt 1990].

Elektronenmikroskopie (EM) wird iiberwiegend im Forschungsbereich verwandt.
Mit einer Auflosung von bis zu 10'°m lassen sich feine Komponenten des
Knorpelgewebes wie Zellen und Organellen, Kollagenfibrillen und Fasern darstellen
[Niirnberger 2006] (Abb. 2.16b).

Polarisationsmikroskopische ~Untersuchungen (PLM) eignen sich gut zur
Beobachtung von anisotroper Kollagenstruktur des Knorpels, weil die Kollagenfasern
auf Grund deren Tripelhelixstruktur positiv einachsig doppelbrechend sind [Romeis
1989, Leonardt 1990]. Somit konnen Zonen mit verschiedener Ausrichtung der
Kollagenfasern in Komplementirfarben dargestellt werden. Tangentiale und radiale
Fasern erscheinen blau und gelb, die isotrope Ubergangszone rot (Abb. 2.16¢).

Bei NMR-mikroskopischer Bildgebung (Abb. 2.16d) kann eine Aufldsung von bis
zu 10um erreicht werden. Je mnach Auswahl der Messsequenzen und
Aufnahmeparametern konnen unterschiedliche Kontrastbilder gewonnen werden. So
kontrastieren beispielweise auf den T;- bzw. T,-gewichteten Aufnahmen Regionen mit
unterschiedlichen T;- bzw. T,-Zeiten. Bei Ausnutzung der chemischen Verschiebung
lassen sich die Bilder mit unterdriicktem Wasser- bzw. Fettanteil aufnehmen. Zur
Fertigung mikroskopischer NMR-Aufnahmen des Knorpels bedarf eine Probe weder
des Schneidens in diinne Schichten noch der Farbung oder sonstiger Préparation. Zum
Vergleich wurden die Proben oft nach den uMRT-Aufnahmen mit einem anderen
Verfahren (z.B. PLM [Griinder 2000]) untersucht. Allerdings muss die Probegrof3e auf
die Geometrie eines pMRT-Gerédtes angepasst werden. So entspricht der groBtmdgliche
Probendurchmesser des NMR-Spektrometers Bruker DRX300 ca. 30 mm (bei einer
Probenhohe von etwa 50 mm).

Biochemische und immunhistologische Untersuchungen am Knorpel dienen zur
chemischen Identifikation von Matrixkomponenten sowie anderer Stoffe mit dem Ziel,
das Verhiltnis von Gewebebestandteilen (PG, Kollagen, Wasser usw.) in verschiedenen
Regionen oder im Verlauf einer Krankheit zu beobachten sowie um eventuell
vorhandene pathologisch bedingten Substanzen (Enzymen, Abbauprodukten der Matrix
usw.) nachzuweisen.

Zur Durchfiihrung von biomechanischen Untersuchungen am Knorpel werden dem
Gelenk in der Regel Proben entnommen. Zu den klassischen Experimenten zdhlen Zug,
Kompression und Scherung. Im einfachsten Fall werden dabei die Verformungen des
Gewebes unter eingesetzter Kraft beobachtet und quantitativ bewertet. Als Erweiterung
dieses Verfahrens werden auch Belastungsexperimente zur Charakterisierung der
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Relaxationsverldufe sowie des komplizierten Verhaltens fliissiger und solider Phasen (s.
Kap. 2.1.2.3) durchgefiihrt.

Abb. 2.16. Visuelle Darstellung der Knorpelproben mit verschiedenen mikroskopischen
Verfahren. a: Lichtmikroskopische Darstellung einer Probe mit Hdmatoxylin-Eosin-
Féarbung; b: EM-Aufnahme eines Bereiches in der tiefen Zone mit sdulenférmigen
Chondrozyten; ¢: PLM einer juvenilen Femurprobe; d: pPNMR-Aufnahme von Femur-
und Tibiaprobe.

Zur Untersuchung der Matrixstruktur von artikulirem Knorpel wurde in einigen
Arbeiten eine Bruchtechnik (engl. Fracture sectioning technique) verwendet, mit deren
Hilfe Gewebe zur Elektronenmikroskopie vorbereitet werden [Clark1985, Notzli 1997,
Kéadb 1998, Kddb 1998(2), Goodwin 2000, Goodwin 2004]. Dazu wurden die Knochen-
Knorpel-Prédparate dekalzifiziert, im aufwandigen Verfahren entwéssert, getrocknet und
bei —4°C oder im fliissigen Stickstoff eingefroren. AnschlieBend werden die
vorbereiteten Proben in unterschiedliche Richtungen (sagittal, coronal, transversal oder
anders) per Hand gebrochen. Anhand der SEM-Beobachtung der mit Gold und
Palladium beschichteten Bruchstelle wurden Aussagen iiber den Kollagenfasernverlauf
getroffen (Abb. 2.17).

Abb. 2.17. Verwendung von Fraktur-Technik zur Untersuchung der Kollagenstruktur
von artikuldrem Knorpel [Goodwin 2004].
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2.2. Magnetresonanztomographie

Wie in Kap. 2.1.1 wund 2.1.2.5  bereits erwdhnt wurde, erfiillt die
Magnetresonanztomographie die meisten Voraussetzungen fiir die Anwendung in der
nichtinvasiven Diagnostik des Gelenkknorpels. Zu den methodischen Schwéchen dieser
Technik zihlt jedoch unter Anderem eine relativ geringe Bildauflosung der gingigen
klinischen MR-Tomographen. Auf Grund dessen eignet sich die diese Methode ohne
spezielle Messvorbereitungen und ohne entsprechende retrospektive Bildanalyse nur
eingeschrinkt zur Detektion friiher arthrotischen Verdnderungen im Knorpel.

In diesem Kapitel werden Grundlagen der Kernspinresonanz sowie MR-Bildgebung
dargelegt, mit dem Ziel, die Mdglichkeiten dieses Verfahrens zur Verbesserung der
Knorpeldiagnostik zu erkennen und optimal einzusetzen.

2.2.1. Grundlagen der NMR

Rund zwei Drittel aller Isotope besitzen einen Kernspin 7, der mit dem magnetischen
Moment u verbunden ist:

u=ny. (2.2)

Hierbei ist y eine kernspezifische Proportionalitidtskonstante, das gyromagnetische
Verhiltnis, # ist als Plancksches Wirkungsquantum (A ="7%-27 =6.626-107*Js)
bekannt.

Von den stabilen Isotopen hat der Wasserstoffatomkern 'H das groBte

gyromagnetische Verhéltnis (71H =2,6752-108T's™!). Wasserstoff, Sauerstoff '°O

und Kohlenstoff 'C bilden die am héufigsten vorkommenden Elemente im
menschlichen Korper, wobei Wasserstoff im Gegensatz zu den beiden letztgenannten
Elementen ein magnetisches Moment (/ # 0) aufweist. Deshalb (und wegen seiner sehr
hohen natiirlichen Haufigkeit und hohen Nachweisempfindlichkeit) spielt die '"H-NMR
eine besondere Rolle im biochemisch-medizinischen Bereich.

Unter normalen Bedingungen sind die einzelnen magnetischen Dipole ungeordnet.
In ein duBeres statisches Magnetfeld By (EO = {O, 0, BO}), richten sie sich nach den
Gesetzen der Quantenmechanik entweder parallel oder antiparallel zur
Magnetfeldrichtung aus. Dabei ist die parallele Ausrichtung energetisch giinstiger.
Quantitativ lediglich ergeben sich fiir Protonen (mit Spin ’2) nur zwei mogliche

Energiewerte:
1

1
E ,,=——=hyB, und E_,, =—hyB 23
+1/2 5 "B, -2 75 o (2.3)
Die Energiedifferenz zwischen den beiden Niveaus betrdgt somit:
AE =hyB,. (2.4)

Unter Einwirkung des &dufleren Magnetfeldes B, prizedieren die Spins um die
Richtung des Feldes mit einer Frequenz ,, die von der Art des Kerns (y) sowie der
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Starke der magnetischen Induktion abhédngig ist. Diese Prézession wird als
Larmorfrequenz bezeichnet:

w, =B, (2.5)

Werden die im statischen Magnetfeld befindlichen Protonen der Einwirkung eines
elektromagnetischen Wechselfeldes B,(f) der Frequenz w, ausgesetzt, so beobachtet

man eine starke Wechselwirkung, die dazu fiihrt, dass Uberginge der Spins vom
unteren ins energiereichere, obere Energieniveau induziert werden, wenn die Energie
dieses Hochfrequenzfeldes der Energiedifferenz der Spin-Niveaus gleich ist. Dieser
Effekt wird als Magnetische (oder Kernspin-) Resonanz bezeichnet.

In einer makroskopischen Probe betrachtet man nicht die einzelnen magnetischen

Momente, sondern die Gesamtmagnetisierung M aller Dipole im Einheitsvolumen V:
S I
M:;ZM, (2.6)

wobei diese resultierende makroskopische Magnetisierung nur von sogenannten
,,Uberschussspins“ bestimmt wird. Unter diesem Begriff versteht man eine Differenz
zwischen den Besetzungszahlen in dem energieirmeren N'- (parallel zu By) und dem
energiereicheren N - (antiparallel zu By) Zustinden. Das Verhéltnis der
Besetzungszahlen ist (fiir Spin /2) durch den Boltzmann-Faktor:

- _AE By
j:; =e¢ H =¢ (2.7)
gegeben und ist von der Stirke des Magnetfeldes By und der Temperatur 7 abhingig.
Diese Differenz ist sehr gering. Wegen der duBlerst hohen Anzahl von Spins in einer

wasserhaltigen Probe, liefern die Uberschussprotonen jedoch eine messbare

Gesamtmagnetisierung My (M = {0, 0,M, }) in Richtung des duBleren Feldes B.
Bei einem NMR-Experiment wird auf die Spins, die im dulleren Magnetfeld By mit

der Larmorfrequenz prizedieren und im Gleichgewicht eine Gesamtmagnetisierung M
in Richtung des By-Felds (z-Richtung) ergeben (Abb. 2.18a), ein kurzer Hochfrequenz-

Impuls mit der Larmorfrequenz @, senkrecht zur z-Richtung (in der xy-Ebene)

eingestrahlt. Die Energieabsorption fiihrt zum Ubergang iiberschiissiger Spins des
unteren Energieniveaus in das energiereichere Niveau. Damit verschwindet zunehmend
die makroskopische Magnetisierung in z-Richtung M; und es entsteht (aus der Summe
phasenkohdrent prizedierender Spins) eine Magnetisierungskomponente M,, in der
Ebene senkrecht zu By. Durch Anwachsen der transversalen sowie Abnehmen der

longitudinalen Komponente wird der Gesamtmagnetisierungsvektor M aus der
Gleichgewichtslage in Richtung xy-Ebene gedreht (Abb. 2.18b). Der Auslenkwinkel o
hingt von der Stirke des Hochfrequenzfeldes und der Dauer der Einwirkung des
Impulses ab:
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a, =B, . (2.8)
Schaltet man den HF-Impuls genau zu dem Zeitpunkt f, ab, in dem M um 90°
gedreht ist (yB;t,,= 7/2), spricht man von einem %- oder 90°-Impuls (Abb. 2.18c). Bei

einem doppelt so langen HF-Impuls derselben Stérke ergibt sich eine Drehung der

Gesamtmagnetisierung M um 180°. Nach einem solchen 7z~ oder 180°-Impuls zeigt die
Gesamtmagnetisierung in die negative z-Richtung (Abb. 2.18d).

=T

>N
S
1l
N3
> N

G d M

Abb. 2.18. Anderung der Magnetisierung M unter dem Einfluss resonanter
Hochfrequenzimpulse (im mit @, rotierenden Koordinatensystem).

a: Gleichgewichtsmagnetisierung im externen Magnetfeld By; b: Unter dem Einfluss
eines HF-Impulses (o-Impuls) bewegt sich der Magnetisierungsvektor M in Richtung
xy-Ebene (M. und M,,-Komponente sind angezeigt); ¢: Umklappen der Magnetisierung

in die xy-Ebene nach %-Impuls; d: Vorzeichenwechsel der M.-Komponente nach 7~

Impuls.
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Nach Beendigung der Anregung bewirken die thermische Bewegungen in der Probe
Relaxationsprozesse, die zur Wiederherstellung der Gleichgewichtsmagnetisierung
fithren (M.-Komponente = M, M,,-Komponente = 0). Das Verhalten der Magnetisie-

rung M mit ihren Komponenten M,, M,, M. wird durch die Blochschen Gleichungen

7T Me. +Me, M -M
d—M:]/[M(t)XB]— Yoy z 0

e 2.9
T T T (2.9)

beschrieben. Hier sind é:{e e e} der Einheitsvektor, B = B,e, cosm,t+

xo%ysLz
+ Bje, sinwy + Bye, . Durch T; bzw. T> werden die longitudinalen bzw. transversalen
Relaxationszeiten definiert, die neben der Protonendichte zu den wesentlichsten

Kontrast-Parametern der bildgebenden NMR gehoren.
Die Losungen der Blochschen Gleichungen:

dM M
£ —y(M, B, - M _B, sinwgt)-—= (2.10)
dt T,
dM M
Y = y(M_B, coswyt — M By)——= (2.11)
dt T,
dM, , M.-M
i }/(MXB1 sinwyt — M , B, cos a)ot)—To (2.12)
1
ergeben:
_t
M ()= M (0)coswyt-e (2.13)
_t
M (1) =M ,(0)sinayt-e (2.14)
_t
M_(t)=My,—{M,—M_(0)}-¢ " (2.15)

Die Losung der Gleichungen fiir M, (2.15) stellt eine Exponentialfunktion dar, deren
Anstieg von der Zeitkonstante 7; bestimmt wird. Wird zum Beispiel durch einem %-
Impuls die longitudinale Komponente eliminiert (M.(0) = 0), steigt im Relaxations-

t

verlauf die Lingsmagnetisierung mit 1—e 7' auf den Gleichgewichtswert M, an. Somit
beschreibt die Relaxationszeit 7; die Zeit, die M, braucht um 63,21% der
Gleichgewichtsmagnetisierung My zu erreichen (Abb. 2.19a).
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Abb. 2.19. Zeitlicher Verlauf der (a) 7;- und (b) 7>-Relaxation.

Die Relaxation der Lingsmagnetisierung beruht auf dem Streben des Spinsystems
das Boltzmann-Gleichgewicht (2.7) zu erreichen. Die durch den HF-Impuls angeregten
Spins kehren in den Ausgangszustand zuriick, und die von ihnen abgegebene Energie
wird durch die Umgebung (Gitter) absorbiert. Aus diesem Grund bezeichnet man die
longitudinale Relaxationszeit 7; auch als Spin-Gitter-Relaxationszeit.

Die zweite Art der Relaxation ist die transversale Relaxation. Eine messbare M,,-
Komponente ist nur dann vorhanden, wenn die Spins mehr oder weniger mit gleicher

Phase prazedieren. Unmittelbar nach dem %-Impuls besitzt M,, den maximalen Wert,

denn alle Spins rotieren phasensynchron mit gleicher Geschwindigkeit in der xy-Ebene
um Bj. Diese synchrone Bewegung kann unter realen Bedingungen nicht lange
anhalten, denn auf Grund von Magnetfeldinhomogenititen rotieren einige Spins
schneller, andere langsamer und nach einer Zeit fichert sich die Magnetisierung M,, in
der xy-Ebene auf, bis sie liber alle Richtungen gleichverteilt sind und damit die
Gesamtmagnetisierung in xy-Richtung verschwindet. Gemal (2.13), (2.14) fillt die
Magnetisierung M,, nach der Zeit 7, auf 37% der maximalen Magnetisierung M,
(Abb. 2.19b). Die genannten Magnetfeldinhomogenititen resultieren aus der
Uberlagerung des By-Feldes mit mikroskopischen Zusatz-Magnetfeldern, z.B. durch
dipolare Felder benachbarter Spins. Auf Grund dieser Wechselwirkung zwischen den
Spins nennt man die transversale Relaxationszeit 7> auch Spin-Spin-Relaxationszeit.
Somit liefert die transversale Relaxation Informationen {iber die magnetische
Binnenstruktur der Probe. AuBerdem tragen auch Inhomogenititen des externen
Magnetfeldes Bj (welche viel groBer sein konnen als die durch Spin-Spin-
Wechselwirkung verursachten) zu der T7,-Relaxation bei. Dies fiihrt zu einer
Verkiirzung der Dbeobachteten transversalen Relaxation. Diese allgemeine
Relaxationszeit bezeichnet man als effektive Relaxationszeit 75 *.

Da sich nur energetisch angeregte Spins an dem Aufbau der transversalen
Magnetisierungskomponente beteiligen, sind die 7>-Relaxationszeiten bis auf einige
seltene Sonderfdlle immer kiirzer als 7;. Die Relaxationszeiten hdngen von der
chemischen Struktur und der thermischen Beweglichkeit der Atome und Molekiile ab.
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In Fliissigkeiten mit einer hohen thermischen Beweglichkeit erfolgt die longitudinale
Relaxation vergleichbar schnell mit der transversalen (7; = T,). Fiir Festkorper gilt
dagegen T; > T,. Biologische Gewebe konnen als zéhe Fliissigkeiten beschrieben
werden, d.h. sie liegen in ihren Eigenschaften zwischen Fliissigkeiten und Festkorper,
ihr Relaxationsverhéltnis kann durch 7; > 7T, charakterisiert werden.

Die in NMR-Mikroskopie vom artikuldren Knorpel detektierten Protonen sind an
Wassermolekiile gebunden, welche sowohl intrafibrilldr im Kollagen als auch als semi-
freie Hydrathiillenwasser vorhanden sind. Das fest in Kollagenfibrillen gebundene
Wasser weist eine relativ kurze 7>-Relaxationszeit von ca. 250 ps auf und ist fiir die hier
angewandten Methoden nicht erfassbar. Das an PG gebundene Hydrathiillenwasser
besitzt 7,-Relaxationszeiten von ca. 5-60 ms und wird in dargestellten Experimenten
detektiert [Griinder 1998, Xia 1998, Reibetanz 2002, Goodwin 2004].

2.2.2. NMR-Bildgebung

Ziel der NMR-Bildgebung ist es, mit Hilfe des Kernspinresonanzverfahrens ein
Schnittbild (Tomogramm) eines Objekts zu bekommen. Im klinischen Alltag wird diese
diagnostische Methode als Magnetresonanztomographie (MRT, engl. MRI — Magnetic
Resonance Imaging) oder Kernspintomographie bezeichnet.

Um den Signalanteil aus einem bestimmten Volumenelement zum NMR-
Gesamtsignal des Objekts den Koordinaten dieses Orts zuordnen zu konnen, ist eine
Ortskodierung notwendig. Nach Gleichung (2.5) ist die Resonanzfrequenz direkt der
Stirke des Magnetfeldes proportional. Andert man die Feldstirke an einem Ort, dndert
sich entsprechend die Larmorfrequenz der Spins. Schaltet man also zusétzlich zum
statischen By-Feld ein iiber das Messobjekt linear zunehmendes Magnetfeld ein, so
besitzen die Spins entlang der Richtung dieses Magnetfeldes ebenfalls linear
ansteigende  Resonanzfrequenzen, die der Lage auf der entsprechenden
Koordinatenachse eindeutig zugeordnet werden konnen. Damit wird eine direkte
Zuordnung zwischen Ort und Frequenz erreicht (Frequenzkodierung).

Fir die NMR-Bildgebung wurden, abhidngig von der Art der Signalgewinnung,
sowohl Schicht- als auch Volumentechniken entwickelt. Bei den Schichttechniken
geschieht die Kodierung der einzelnen Volumenelemente (Voxel) in 3 Schritten:

1. Mit Hilfe eines Schichtselektionsgradienten (sl/ice-Gradient) wird in dem zu
untersuchenden Objekt eine Schicht ausgewdhlt. Dafiir wird dem statischen

Magnetfeld By ein Gradientfeld B* =zG, (G.=4B/Az) zugeschaltet. Damit

variieren die Larmorfrequenzen linear in Richtung des Gradienten G.. In den
Ebenen senkrecht zu der Gradientenrichtung sind die Magnetfeldstirken bzw.
Larmorfrequenzen gleich (Abb. 2.20a).

Sendet man wihrend des eingeschalteten G.-Gradienten einen HF-Impuls der
Frequenz @; = 27v; = y(By+z:G,), werden nur die Spins in der xy-Ebene mit der
Koordinate z; angeregt. Unter realen Bedingungen wird die Anregung einer
Schicht bestimmter Dicke durch Einstrahlung eines entsprechenden
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Frequenzbereichs (v; = Av) realisiert, wobei durch die Zentralfrequenz v; die
Mitte der Schicht und durch die Frequenzbandbreite 24v deren Dicke bestimmt
sind. Die Schichtorientierung ldsst sich durch wahlweises oder gleichzeitiges
Einschalten einzelner oder mehrerer Gradienten in den drei Richtungen (G, G,
G.) beliebig festlegen.

Nach der Schichtanregung wird (wéhrend der Datenakquisition) senkrecht zu
dem slice-Gradienten ein weiterer Gradient G, eingeschaltet. Damit wird eine
Kodierung in Spalten erreicht. Jede Spalte enthdlt die Kernspins, die mit der
gradientenabhéngigen Frequenz ; = 27v; = y(By+y:G,) prizedieren. Somit
werden die Volumenelemente in den Spalten frequenzkodiert (Abb. 2.20b).

Um schlieBlich eine eindeutige Ortung der einzelnen Volumenelemente der
Schicht zu erhalten, bedarf es einer zusitzlichen Kodierung in der dritten
Raumrichtung, der Zeilenrichtung (Zeilenkodierung). Dafiir wird fiir eine
bestimmte Zeit ¢ ein weiterer Gradient G, senkrecht zu G. und G, angelegt. Ziel
dieses Gradienten ist es, die Phasenwinkel der Spins ortlich zu verdndern
(Phasenkodierung). Nach dem Abschalten des Gradienten prizedieren die Spins
mit einer ortsabhidngigen Phase: ¢ = yx; Gy t.
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Abb. 2.20. Ortskodierung bei der NMR-Bildgebung. a: Selektive Schichtanregung mit
Hilfe eines slice-Gradienten G.; b: Spaltenkodierung durch Frequenzkodiergradient G,;
c¢: Zeilenkodierung durch Phasen-Gradienten G,.
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Zur Messung des Resonanzsignals wird G, als Auslesegradient (read-Gradient)
erneut eingeschaltet. Man erhilt eine eindimensionale frequenzkodierte Projektion.
Wiederholt man die Messung n-mal mit unterschiedlichen Phasengradienten, so ergeben
sich n Datensdtze mit m Messwerten, wobei n die Auflésung des Bildes in
Phasenrichtung und m die Auflosung in read-Richtung darstellt. Dieses System wird mit
Hilfe von 2D-Fourier-Transformation zu einer nxm-Bildmatrix rekonstruiert. Daraus
folgt, dass die Anzahl von Einzelmessungen und damit die Gesamtmesszeit von der
Auflésung (speziell in Phasen-Richtung) des Bildes abhéngt. In der Praxis werden
iiblicherweise isometrische Bildauflosungen von 128x128, 256%x256 und 512x512
angewandt. Um beispielsweise ein Bild mit der Auflosung 256x256 zu erhalten,
bendtigt man 256 Phasengradientenschaltungen. Passt das zu untersuchende Objekt in
ein nicht-quadratisches Fenster, ist es sinnvoll eine anisotrope Auflosung (z.B.
128%256) zu benutzen, wobei man die Phasen-Richtung in Projektionsrichtung mit
kleinerer Auflosung auswihlt.

Um ein tomographisches NMR-Experiment durchzufiihren bedarf es eines genau
zeitlich festgelegten Schema (NMR-Sequenz) aus HF-Impulsen und magnetischen
Gradienten (Abb. 2.22). Man unterscheidet zwischen den Spin-Echo (SE)- und
Gradienten-Echo (GE)-Sequenzen.

Eine Besonderheit aller SE-Sequenzen ist die initiale Anregung der Spins mit einem

%-Impuls und die darauffolgende Invertierung der Magnetisierung mit einem oder

mehreren 7-Impulsen (Abb. 2.21). Die Zeit zwischen dem initialen Impuls und dem
ersten Spin-Echo bezeichnet man als Echozeit Tgund der z~Impuls wird zum Zeitpunkt
T/2 (Abb. 2.22) gesetzt. Sendet man mehrere (k) 7~Impulse mit dem zeitlichen Abstand
von T, erhédlt man eine Reihe von mit T, abfallenden Echo-Signalen. Eine derartige
Messfolge nennt man Multi-Echo-Sequenz. Der Abstand zwischen zwei initialen

Anregungs-Impulsen (%-Impuls) bezeichnet man als Wiederholungs- oder

Repetitionszeit Tg. Diese Zeit bestimmt die gesamte Dauer der Einzel-Messung. Betrigt
die Tr beispielweise 1500 ms und die Auflésung des Bildes 256x256, so dauert die
ganze Messung 256-1,5 s = 6,4 min. Die Echozeit 7y hat im Allgemeinen keinen
Einfluss auf die Messzeit (Tz > k*xTg).



32

Kapitel 2. Wissenschaftliche Problemanalyse

o}
o
SHEE S
-

Abb. 2.21. Schematische Darstellung der Spin-Rephasierung bei einer Spin-Echo-

Sequenz. a: Umklappen der Magnetisierung in die xy-Ebene nach einem Z -Impuls;
2

b: Anwachsende Phasendifferenz der einzelnen Spins (Spin-Spin-Relaxation);
¢: Vollstindige Dephasierung der Spins; d: Invertierung der Magnetisierung einzelner
Spins nach einem 7z-Impuls; e: Anwachsende Rephasierung der Spins; f: Spin-Echo-
Signal nach vollstdndiger Rephasierung. g: Verhalten des NMR-Signals wéhrend des
Experiments.
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Abb. 2.22. Impuls- und Gradientenschema einer Spin-Echo-Sequenz.

Wie bereits erwéhnt, relaxieren die Spins unter normalen Bedingungen auf Grund
von Magnetfeldinhomogenititen mit einer im Vergleich zur wirklichen 7>-Zeit des
Gewebes kiirzeren, effektiven T 2*-Zeit. Verbindet man die Maximalamplituden aller
Spin-Echos, erhdlt man eine Kurve, die mit der T7,-Zerfallskurve identisch ist
(Abb. 2.21g). Die Signalintensitit der Spin-Echo-Sequenz ist (bei Wiederholzeiten
Tr>>T);) somit durch 7,-Relaxationszeit bestimmt. Aus diesem Grund eignet sich diese
Methode sehr gut zur Authahme 7,-gewichteter Bilder, welche fiir die Untersuchungen
des kollagenen Netzwerks des Gelenkknorpels angewandt werden.

Die Echozeit Tz und die Repetitionszeit 7 sind, zusammen mit den Eigenschaften
der Gewebeprotonen (Wasser, Fett), die grundlegenden Kontrast-Parameter in der
NMR-Bildgebung. Die Signalintensitét / eines Volumenelements hingt im Falle eines
Spin-Echo-Experiments von der Anzahl der zu dem Signal beitragenden Spins N(H)
(der Spin- bzw. Protonendichte) sowie von den gewebespezifischen Relaxationszeiten
T; und 7, und den Aufnahmeparameter 7z und 7% ab:
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o N(H)-(e /% )-(1—e T8/, (2.16)

Durch geeignete Wahl von Tk und 7% erreicht man unterschiedliche Einfliisse der
Gewebeparameter auf den Bildkontrast (Bild-Wichtungen). Wéhlt man zum Beispiel 7g
moglichst kurz und Tk moglichst lang (T << T, ;T >> T;), so werden in (2.16) der
zweite und der dritte Term =1 und die Signalintensitdt ist allein durch die
Protonendichte bestimmt. In diesem Fall spricht man von protonengewichteten Bildern.
Durch geeignete Wahl der Verhéltnisse 7x/T, und Tr/T; erhdlt man T;- bzw. T»-
gewichtete Bilder. Allerdings bleibt die Abhédngigkeit der MR-Intensitit von der
Protonendichte immer bestehen. Tabelle 2.1 fasst die Aufnahmeparameterverhiltnisse
fiir die Betonung der Gewebeparameter zusammen.

Tab. 2.1.Bildwichtungen bei einer SE-Sequenz.

Wichtung TR/ T1 - Verhiltnis TE / T2 - Verhéltnis
N(H) TR >>T, Tg <<T,
T1 TR <T; T <<T:
T2 TR >>T, Te>T)

Wie bereits erwéhnt, sind fiir die Untersuchung der Ultrastruktur des artikuldren
Knorpels T>-gewichtete Aufnahmen wichtig. Der Grund fiir die Abhédngigkeit der 7»-
Relaxation von dem Aufbau der kollagenen Matrix wird in Kap. 4 ndher erldutert. Da
die transversalen Relaxationszeiten von Knorpelgewebe im Bereich von 5-60 ms
liegen, wéhlt man zur 7,-Betonung Echozeiten 7z von 20-30 ms und Repetitionszeit T
von 500-1000 ms.

2.2.3. MRT-Technik

GroBe und Form klinischer MRT- bzw. NMR-Systeme werden vom speziellen
Anwendungsgebiet bestimmt. Die Hauptkomponenten jeder MRT-Anlage sind jedoch
immer gleich:

der Hauptfeldmagnet

das Gradientensystem

die Hochfrequenzspulen

der Rechner.

Der Hauptfeldmagnet dient zur Erzeugung eines hohen stationdren Magnetfeldes By,
das im Falle eines klinischen Systems iiber ein groles Volumen mdoglichst homogen
sein soll. Eine hohe Magnetfeldstirke bewirkt ein hohes Signal-Rausch-Verhiltnis
(engl. SNR — Signal-to-Noise-Ratio), was bei gleicher Bildqualitit zu deutlich kiirzeren
Aufnahmezeiten fiihrt (s. Gl. 2.7). Sehr starke Magnetfelder bringen jedoch auch eine
Reihe von Nachteilen mit sich: u.a. eine Verlingerung der 7);-Relaxationszeit, einen
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verstarkten Einfluss des Skin-Effekts und eine hohe Absorbtionsrate der HF-Strahlung
(engl. SAR — Specific Absorption Rate) sowie einen zunehmenden FEinfluss der
chemischen Verschiebung (z.B. zwischen Wasser- und Fettsignal). Zur Begrenzung des
magnetischen Streufeldes ist ein erhohter Aufwand fiir eine effektive Abschirmung
erforderlich. In der klinischen Routine werden gegenwirtig MR-Tomographen mit
Magnetfeldern von 0,1 T bis 3,0 T verwandt. Fiir wissenschaftliche Zwecke sind jedoch
auch Magnetfeldstirken von bis zu 9,4 T im Einsatz. Die Entwicklung dieser
Tomographen zeigt immer mehr, dass die mit ultrastarken Magnetfeldern verbundenen
Probleme mit Hilfe von ausgereifter Technik wesentlich reduziert werden konnen [Yuh
2006, Grimm 2006]. Diese Scanner besitzen ein hohes Potenzial, insbesondere auch fiir
die hochauflésende Bildgebung unterer Extremitdten [Pakin 2006, Regatte 2007].

Die anwendbare Magnettechnologie wird im Wesentlichen durch die geforderten
Feldstiarkeeigenschaften bestimmt. Gegenwértig werden Permanentmagnete, resistive
bzw. Widerstandsmagnete und supraleitende bzw. Cryomagnete verwendet. Die ersten
zweil Magnettypen werden fiir die Erzeugung relativ niedriger Feldstdrken von ca. bis zu
0,2 T fiir resistive und 0,35 T fiir Permanentmagnete gekennzeichnet. Sie werden
iiberwiegend im Bereich der orthopéddischen und interventionellen Bildgebung
angewandt. Fiir die Erzeugung von hoheren Magnetfeldstdrken werden in modernen
MR-Tomographen supraleitende Magnete verwendet. Die Feldspulen solcher Magnete
werden aus (NbTi)-Legierungen hergestellt, die bei extrem tiefen Temperaturen
supraleitende Eigenschaften entwickeln. Dadurch bleibt der durchflieBende Strom auf
Grund des in supraleitenden Zustand fehlenden Widerstands unverdnderlich, was zu
einem extrem konstanten Magnetfeld in der Spule fiihrt. Zur Aufrechterhaltung des
supraleitenden Zustands ist jedoch eine permanente Kiihlung bis unterhalb der
Sprungtemperatur des Spulenmaterials (7¢/NbTi] =—-263°C) notwendig. Diese wird
tiblicherweise durch das Einbringen der Spule in fliissiges Helium (mit der
Siedetemperatur von —-269°C) erreicht. Zur Bildung eines mdglichst homogenen
Magnetfeldes wird am héufigsten eine Solenoid-Spule verwendet, die um einen
Zylinder mit einer horizontalen Achse gewickelt wird und in dessen Mitte sich die freie
Bohrung befindet, in die der liegende Patient eingefiihrt wird. Die Richtung des
statischen Magnetfeldes By verlduft in diesem Fall parallel zur Longitudinalachse des
Korpers.

Das Gradientensystem wird zur Realisierung der Ortskodierung verwandt. Dafiir
werden zusétzlich zum Hauptfeld B, ortlich moglichst exakt linear variierende Zusatz-
Magnetfelder (Gradienten) in drei Richtungen geschaltet (Kap. 2.2.2). Die
dreidimensionale Anordnung der Gradientenfelder erfordert den Einbau von drei
Spulensystemen mit jeweils aufeinander senkrecht stehenden Magnetfeldern. Fiir jede
Gradientenrichtung wird jeweils ein Maxwell-Spulensystem (inverse Helmholz-
anordnung) verwendet (Abb. 2.23a). Innerhalb eines bestimmten Volumens zwischen
zweil ringformigen Leiterschleifen befindet sich ein Bereich mit linear ansteigender
Magnetfeldstirke (gestrichelte Linie, Abb. 2.23b).
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Abb. 2.23. a: Spulenanordnung zur Erzeugung des Gradientenfeldes B”. b: Magnetfeld
einer Maxwell-Spule mit a =20 cm, d =29 cm, [ = 1A.

a b

Abb. 2.24. Spulenanordnung zur Erzeugung der Gradientenfelder (a) B* und (b) B’.

Da die x- und y-Gradientenspulen senkrecht zur Hauptachse des Magneten
angeordnet sind und gleichzeitig in die koaxiale Geometrie des Cryosystems integriert
werden miissen, sind sie als Sattelspulen aufgebaut (Abb. 2.24).

Die Gradientenstirke in konventionellen Ganzkorpertomographen erreicht Werte
von bis zu ca. 40 mT/m. Da die rdumliche Aufldsung von der Gradientenstdrke abhéngt,
ist man bestrebt, diesen Wert zu erhohen, was jedoch durch die Leistungsfahigkeit der
Stromversorgung (bzw. durch die thermische Belastbarkeit des Spulenmaterials)
begrenzt ist. AufBlerdem verursachen sehr schnell verdnderbare magnetische
Gradientenfelder unangenehme Magnetostimulationen bei den Patienten und extrem
laute Gerdusche. Deshalb ist es sinnvoll zur Erzielung hoher rdumlicher Auflosung bei
den Untersuchungen relativ kleiner Korperteile (z.B. Kopf oder Gelenke) sogenannte
Gradienteneinschiibe (engl. gradient inserts) zu verwenden, bei denen der Abstand
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zwischen den Spulen wesentlich kleiner ist, und damit bei gleicher Leistung hohere
Gradientenstirken erreichbar sind.

Hochfrequenzspulen (HF-Spulen, engl. RF-coils — radiofrequency coils) spielen in
der MRT-Technik eine wichtige Rolle, denn mit ihrer Hilfe wird neben der Aussendung
von Anregungsimpulsen das kernspintomographische Signal empfangen. HF-Spulen
stellen Antennen zur Erzeugung und Detektion des hochfrequenten (Larmorfrequenz)
elektromagnetischen Feldes in der xy-Ebene dar. Typischerweise sind HF-Spulen als
elektrischer Schwingkreis mit dem resistiven Impedanz von 50 Q, der mit Hilfe von
Kondensatoren auf die Resonanzfrequenz abgestimmt wird, aufgebaut. Die grofle
Ganzkdrperspule ist in den meisten Cryomagnet-Systemen in das Gehéduse in Form
einer Sattelspule integriert (Abb. 2.25a), auf Grund der mit der Magnetfeldstirke
steigenden Frequenz sind Sattelspulen fiir Systeme mit starken Feldern jedoch nicht
geeignet. In diesem Fall werden Schlitzresonatoren verwendet.

Abb. 2.25. HF-Spulen. a: Sattelspule; b: Ringférmige Oberflichenspule.

Da das empfangene Resonanzsignal sehr schwach ist, werden Sende- und
Empfangsspulen oft getrennt, wobei die letztgenannten moglichst nah zu dem Patienten
angebracht werden, um den zunehmenden Signalverlust mit wachsenden Abstand
zwischen Signalquelle und Empfangsspule zu verringern, bzw. den Fiillfaktor der
Empfangsspule (signalemittierendes Volumen/Gesamtvolumen der Empfangsspule) zu
vergroBern. Diese Spulen werden meistens entweder dhnlich der Ganzkorperspule (z.B.
Kopfspule) oder in Form eines Rings (Oberflichenspule, Abb. 2.25b) gebaut. Fiir die
Untersuchungen relativ kleiner Objekte wie Finger oder Zehen konnen auch Solenoid-
Spulen angewendet werden. In jedem Fall ist auf die richtige Ausrichtung der Spulen im
Magnetfeld zu achten.

Zur Untersuchung von Kniegelenken werden spezielle Kniespulen angewandt, die
meistens als Kaifig-Resonatoren (engl. birdcage coil) oder Phased-Array-Spulen
konstruiert sind. In manchen Fillen liefern dicht ans Kniegelenk angebrachte
Oberflachenspulen eine bessere Bildqualitit innerhalb eines relativ kleinen
Untersuchungsvolumens.
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Die von Benninghoff mittels Lichtmikroskopie durchgefiihrten Untersuchungen des
kollagenen Knorpels lieferten erste Erkenntnisse iiber seine komplizierte
arkadenformige Aufbaustruktur [Benninghoff 1925]. Dieses Ergebnis wurde auch spiter
mit anderen Untersuchungsmethoden (Polarisationsmikroskopie, Transmissionsraster-
ionenmikroskopie,  Elektronenmikroskopie, partikelinduzierte =~ Rontgenemission)
[Clark 1985, Reinert 2001, Reibetanz 2002] bestétigt. So war es nun mdglich, die mit
zunehmendem Alter sowie bei arthrotischen Prozessen auftretenden Netzwerkstruktur-
anderungen zu visualisieren.

Von entscheidender Bedeutung ist jedoch die Entwicklung nichtinvasiver
Untersuchungsmethoden, die ebenso verldssliche Informationen iiber die
Kollagenstruktur des Knorpels liefern konnen. Seit etwa 1972 hat sich durch die
Entwicklung der bildgebenden NMR-Technik (Magnetresonanztomographie) eine
vielversprechende neue Methode fiir die nichtinvasive medizinische Diagnostik
durchgesetzt. Zurzeit gehort die MR-Bildgebung zu den  wesentlichen
Untersuchungsmethoden aller medizinischen Einrichtungen weltweit. Auch in der
orthopéddischen Praxis ist die Kernspintomographie inzwischen unverzichtbar, da sie
doch praktisch die einzige nichtinvasive Methode ist, die die Gelenkstrukturen und
insbesondere den Gelenkknorpel direkt darstellen kann. Allerdings auf Grund eines
relativ geringen Auflosungsvermogens der konventionellen MRT, eignet sich diese
Technik zurzeit nur eingeschrinkt zur Diagnostik von sehr feinen degenerativen
Verianderungen der Knorpelultrastruktur in den frithen Arthrosestadien. Untersuchungen
am artikuldren Knorpel in letzten Jahren haben jedoch gezeigt, dass es mit Hilfe einer
speziellen T,-gewichteten MR-Bildgebungsmethode moglich ist, auch die kollagene
Ultrastruktur zu erfassen [Griinder 1998(2)]. Da bei dieser Technik die Intensitdt des
NMR-Signals stark von der Orientierung gerichteten Strukturen abhingig ist, wurde sie
als Winkel-sensitive MRT (WS-MRT) bezeichnet [Griinder 2000]. Dieses Verfahren
wurde in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten angewandt, um bei der MR-
Bildgebung Informationen {iber die strukturellen Eigenschaften des Knorpels zu
gewinnen. Anhand der ausgewerteten Intensitdtsabhidngigkeit der Kollagenfasern von
der Orientierung im &uferen Magnetfeld wurde die topographische Verteilung der
Kollagenstruktur innerhalb des Gelenkes [Griinder 2000] bzw. die altersabhéngige
Entwicklung der Netzwerkstruktur [Reibetanz 2002(2)] dargestellt. Seidel et al. [Seidel
2005(1)] beschrieben ein Verfahren, bei dem die Information iiber die Kollagenstruktur
aus einer MRT-Einzelaufhahme auf Grund der natiirlichen Wolbung der
Gelenkoberfldche analysiert werden kann.
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Grof3es Potential wohnt den MRT-Untersuchungen von druckbelastetem Knorpel
inne, da seine mechanische Eigenschaften bei frilher Arthrose im Vergleich zur
destruktiven histologischen Analyse einen empfindlicheren Indikator fiir erste
degenerative Verinderungen darstellen konnen [Lane 1979, Knecht 2006]. Uberdies
lasst sich durch Druckversuche der Knorpel unter normalen physiologischen
Bedingungen beobachten. Daten, die bei derartigen Experimenten gewonnen werden,
erlauben es, die wichtigsten elastomechanischen Eigenschaften des Knorpels zu
bestimmen. Eine einfache Betrachtung der Dickenénderung unter Druckbelastung liefert
Informationen tliber den Elastizitdtsmodul (s. Gl. 2.1) des Knorpelmaterials. Bei
Anwendung von neuronalen Netzen und/oder Finite-Elemente-Modellen wurde jedoch
festgestellt, dass die Druckverteilung in der Knorpelschicht einen komplizierten
Charakter aufweist [Seidel 2005(2), Griinder 2005].

Ziel dieser Arbeit ist es ein erweitertes Verfahren zur Detektion von
mikroskopischen anisotropen Ultrastrukturen des hyalinen Knorpels mittels
hochauflosender NMR-Bildgebung — winkel-sensitive MRT — zu definieren und
auszuarbeiten. Auf der Grundlage dieses Verfahrens soll eine Messmethodik entwickelt
werden, welche es erstmalig moglich macht, belastungsabhidngige Verdnderungen der
kollagenen Knorpelstruktur quantitativ zu erfassen. Es soll gezeigt werden, dass es unter
bestimmten Voraussetzungen mdglich ist, die Verdnderungen der mittleren Orientierung
der Netzwerkstruktur auf eine im Prinzip nichtinvasive Weise zu berechnen. Wihrend
im intakten Gelenkknorpel definierte geordnete kollagene Strukturen vorhanden sind,
konnen krankhaft bedingte oder degenerative Verdnderungen damit durch ihre
strukturellen Irregularititen sichtbar gemacht werden.

Um die Druckeinwirkung auf die Orientierungsdnderung der radialen
Kollagenfasern im adulten Knorpel zu beurteilen, werden von Stanzzylindern aus dem
Kniegelenk von Schafen T,-gewichtete hochauflosende MRT-Aufnahmen unter
unterschiedlicher Orientierung im &ulleren Magnetfeld sowie unterschiedlicher
Druckbelastung ausgewertet. Dazu wird ein Modell vorgeschlagen, das das
transformationsabhéngige Intensitétsverhalten des Kollagennetzwerkes unter Belastung
beschreibt, und dessen Anwendung bei unterschiedlich mdglicher rdumlicher Verteilung
der Kollagenfaser diskutiert. Von grofler Bedeutung ist es auch, das Potential dieser
Untersuchungen unter klinischen Bedingungen zu erkunden. Zu diesem Zweck werden
nur die experimentellen Daten ausgewdhlt, welche unter klinischen Bedingungen
gewinnbar sein konnen und deren Anwendbarkeit im Rahmen des entwickelten
Verfahrens wird analysiert.

Im Laufe der Arbeit wird der aktuell noch offenstehenden Frage des rdumlichen
Aufbaus der kollagenen Matrix nachgegangen. Grund fiir die Untersuchung dieses
Aspekts sind die zurzeit zwei auseinander gehenden Meinungen zum Aufbau der
Faserstruktur des adulten Knorpels, welche auf differente Weise die Diskussion iiber die
druckbedingte Strukturtransformation beeinflussen konnen.

Im Anschluss werden Aussagefdhigkeit und Grenzen der vorgeschlagenen
Belastungsmodelle diskutiert, mdgliche Fehlerquellen und Messungenauigkeiten
behandelt, sowie weiterfiihrende Themen als Grundlage fiir die Fortfithrung dieser
wissenschaftlichen Arbeit vorgeschlagen.
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Das MRT-Erscheinungsbild des Knorpels hat einen komplizierten Charakter und ist
stark von den Messsequenzen und der Ausrichtung im dufleren Magnetfeld By
determiniert. Da der artikuldre Knorpel eine anisotrope Innenstruktur hat, weist auch
sein MRT-Bild eine vielschichtige Darstellung geméfl des morphologischen Autbaus
auf [Xia 1997, Griinder 1998, Xia 2000] (Abb. 4.1).

Abb. 4.1. MRT-Aufnahmen von menschlichen Kniegelenken. a: Entsprechend dem
juvenilen Entwicklungsstadium eines 11-jahrigen Méadchen sind auf dem MRT-Bild
(SE, TE/TR=30/600 ms) mehrere Knorpelzonen sichtbar (s. Kap. 2.1.2.2); b: Das T,-
gewichtetes MRT-Bild (SE, TE/TR=20/720 ms) des Knies eines Erwachsenen (M, 21
Jahre) zeigt eine adulte Struktur entsprechend dem Arkaden-Modell (s. Kap. 2.1.2.2).
Mit Pfeilen sind hyperintensive Regionen innerhalb der Knorpelschicht angezeigt.

Von grofler Bedeutung ist die Abhédngigkeit der Intensitdt von der Orientierung der
Kollagenfasern im statischen Feld By. Wie die Abbildung 4.1b zeigt, sind auf einer
MRT-Aufnahme Regionen mit erhohter Intensitit innerhalb des Knorpels vorhanden.
Diese Regionen weisen keine lokal abweichende Kollagenstruktur auf, sondern sind
Folge des Einflusses der die T,-Relaxationszeit und somit die MR-Intensitét
bestimmenden Dipol-Dipol-Wechselwirkung der an PG gebundenen Wassermolekiile
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[Griinder 1998, Xia 1998, Reibetanz 2002, Goodwin 2004]. Dieser Effekt wird als
,Magischer-Winkel-Effekt* bezeichnet, weil unter diesem Winkel (55° zum B, Feld)
die durch die Kollagenstruktur dominierte dipolare Wechselwirkung minimal ist und
damit maximale Signalintensitét erreicht wird (s. Pfeile in Abb. 4.1b). Auf der Basis der
winkel-sensitiven MR-Bildgebung kann man durch die Orientierungsabhéngigkeit der
Intensitdt Informationen {iiber die Ausrichtung der Kollagenfasern und folglich
Aussagen lber die Integritdt des Kollagennetzwerkes vom Knorpel bekommen.

4.1. Bestimmung der Kollagenfaserorientierung

Die Untersuchung der kollagenen Struktur des artikuldren Knorpels mit Hilfe von WS-
MRT basiert auf dem Zusammenhang zwischen der Intensitdt des MR-Signals und dem
Verlauf der Kollagenfasern im Knorpel. Bei der WS-MRT wird dieser Verlauf auf
Grund der Orientierungsabhingigkeit der MR-Intensitit im Magnetfeld B, detektiert.
Wie bereits in Kap. 2.1.2.1 erldutert wurde, spielen dabei die Protonen der
Wassermolekiile, die an die Proteoglykane gebundenen sind, eine entscheidende Rolle
(vgl. Abb. 2.6¢), da der Protonenverbindungsvektor 7 die Information iiber die
Vorzugsrichtung der Kollagenfasern vermitteln kann. Diese Information kann aus der
Abhidngigkeit der transversalen Relaxationszeit 7> von der Orientierung des
Verbindungsvektors zum dufleren Magnetfeld By, gewonnen werden, da bei geeignet
gewihlten Aufnahmeparametern die Intensitit des NMR-Signals stark von der T,-Zeit
gepragt werden kann (Kap. 2.2.2).

Die MR-Relaxation ist geprdgt von verschiedenen Wechselwirkungsmechanismen
sowie der thermischen Bewegung der Spins. Der bestimmende Relaxations-
mechanismus fiir Protonen ist im Falle des Gelenkknorpels die Dipol-Dipol-
Wechselwirkung. Diese Interaktion entsteht in Folge der Indizierung eines lokalen
fluktuierenden Magnetfeldes eines Protons am Ort des anderen. Dieses lokale
Zusatzfeld

By = yum(l~3cos? ) (4.1
r

ist vom Abstand r zwischen den Kernen sowie vom Winkel & zwischen dem
Kernverbindungsvektor und Richtung des statischen Magnetfeld B, abhéngig, y ist das
gyromagnetische Verhiltnis, p ist das magnetische Moment und m ist die magnetische
Quantenzahl. Bei einem Winkel € von 54,7° wird Bj; = 0 und die Dipol-Dipol-
Wechselwirkung hat keinen Einfluss auf die Relaxation. Dieser Winkel wird als
,Magischer Winkel* bezeichnet (vgl. Abb. 4.1b).

Nach (2.16 und Tab. 2.1) ist die Abhéngigkeit der Intensitdt des NMR-Signals von
der transversalen Relaxationszeit bei der 7>-Wichtung bestimmt durch:

Toce e (4.2)
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Nach Pfeifer [Pfeifer 1972] ist die transversale Relaxationszeit 7, bei einer
intramolekularen Proton-Proton-Wechselwirkung gegeben durch:

2
i:%y2<AH2>[3rc+ e, 2 J 4.3)

T, 1+ (w7,)* 1+Qor,)?

wobei y das gyromagnetische Verhiltnis und t. die Korrelationszeit (ein Mal fiir die
Umorientierung des Molekiils) sind. <H*> ist das zweite Moment des Systems

<H2>:ﬁ 2 22(3005 0, ljz @)

k#i

Fiir das 2-Protonen-System des Wassermolekiils (N = 2) ergibt sich:

2
2\ 9 2.0 3cos’ 6, —1
<H>_Em(—3 , 43)

Vik

wobei 7 das Plancksche Wirkungsquantum, 6&;den Winkel zwischen dem
Kernverbindungsvektor und &dulleren Magnetfeld By, und ry; die Linge des
Kernverbindungsvektor bezeichnen.

Aus (4.3) und (4.5) erhdlt man unter der Bezeichnung aller festen und einstellbaren
GroBen durch einen Koeffizient K(7, 7.):

TL = K(r,7,)(3c0s 0, —1f . (4.6)

2
Hieraus folgt, dass die Relaxationszeit 7> durch den winkelabhingigen Term
(3cos’ Oy-1)° geprigt wird, der bei einem Winkel 8y von 54,7° (,magischer Winkel*)
Null wird. Mit (4.6) ergibt sich aus (4.2) die Abhingigkeit der MR-Intensitit von der
Orientierung des Proton-Proton-Verbindungsvektors zum dufleren Magnetfeld B, fiir ein
T,-gewichteten NMR-Experiment:

I e_(3cc’329’"‘_1)2 . (4.7)
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4.2. Modelle kollagener Struktur

Um die Orientierung der einzelnen Wassermolekiile des kollagenen Knorpels im
Magnetfeld By mit dem Verlauf der Fasern zu verkniipfen und deren Intensitétsbeitrag
zu berechnen, werden zwei theoretischen Faserverteilungsmodellen betrachtet.

4.2.1. Kegel-Modell

Eine MR-Abbildung stellt eine Matrix aus Bildpunkten dar, die einem endlichen
Volumenelement (Abb. 4.2a) der Probe entsprechen. Da bei realen uMRT-
Experimenten ein Volumenelement Abmessungen in der GréBenordnung von
40x40x300 um oder grofBer besitzt, tragen zum NMR-Signal dieses Voxels (aus engl.
volumetric + pixel = ,,Volumenbildelement*) mehrere Kollagenfaserabschnitte bei. In
Abhingigkeit von der Position dieses Volumenelements innerhalb der Knorpelschicht
erwartet man — unter der Annahme einer anisotropen Knorpelstruktur — eine gewisse
Vorzugsrichtung der Kollagenfasern und damit die Richtung des Proton-Proton-
Verbindungsvektors der Wassermolekiile (Abb. 2.8).

z v4

Abb. 4.2. Kegel-Modell der Kollagenfaserverteilung im Knorpel. 7 - Proton-Proton-
Verbindungsvektor; 7 - Knorpelnormale; & — Winkel zwischen der Hauptausrichtung
der Kollagenfaser und dem #uBeren Magnetfeld By; ok — Kegel-Offnungswinkel;
@ - Umlaufwinkel.

Im Allgemeinfall betrachtet man bei Verwendung eines Kegel-Modells (Abb. 4.2)
eine kegelformige Verteilung der Proton-Proton-Verbindungsvektoren 7 (weiter im
Text kurz ,,Verbindungsvektor®) mit dem Anfang im Koordinatenursprung (Abb. 4.2b).
Diese Vektoren sind um die Normale 7 zur Knorpeloberfliche (weiter als
,Knorpelnormale* genannt) gleichmaBig verteilt, wobei diese Auffiacherung durch den
Offnungswinkel ax = /0°, 90°] und den Umlaufwinkel ¢ = 0...27 angegeben wird. Fiir



Kapitel 4. Winkel-sensitive MRT 45

die Betrachtung des Verhaltens der Intensitét in Abhédngigkeit von der Ausrichtung der
Probe im duleren Magnetfeld By wurde der Winkel & eingefiihrt. Mit diesem Winkel
wird auch die Hauptausrichtung der Kollagenfasern beschrieben.

Zur Berechnung der Orientierungsabhingigikeit der MR-Intensitit nach (4.7)
bendtigt man die Darstellung des Kosinus des Winkels zwischen dem
Verbindungsvektor und dem dulleren Magnetfeld:

N
[\

zZ_

e (4.8)

cosd =cos L(F,e,) = .

N
[\

Fir die Aufficherung des Biindels ldsst sich der Vektor 7 geometrisch in
Kugelkoordinaten erfassen:

V4

sina - cos @
r(lLa,p) =| sina -sin@ 4.9)
cosa

Eine Drehung des Kegels um die y-Achse in der xz-Ebene beschreibt die
Rotationsmatrix:

cosd 0 sind
R,@= 0 1 0 (4.10)
—sind 0 cosé@

Damit ergibt sich aus (4.8) — (4.10) fiir den Winkel eines beliebig orientierten
Verbindungsvektors:
cosd 0 sinf ) sina-cose)0
cosd=Rr-e,=| 0 1 0 |sina-sing |0|=

) 4.11)
—sind 0 cosé cosa 1

=cosfcosa —sinfsina cos @
Unter Annahme einer Rotationssymmetrie bedingten gleichmédBigen Winkelverteilung

des Faserbiindels um den Winkel ¢ erhélt man (4.7) und (4.11):

2z

1 . . 2 2
I(ay,0) ~ exp{g I—(3(cos€cosoz,< —sinfsin o, cosgo) —1) d(p} (4.12)

0
Nach Integration iiber ¢ = 0...2 rergibt sich:

I(c,.,0) ~exp{f l(3cos2 0-cos’ a, —1)2 +27cos” §-cos” a, -sin” @-sin’ a, +

(4.13)
—i—%sin4 0-sin® a, —3sin’ §-sin” o, }}
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rel. Intensitat
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Abb. 4.3. Abhingigkeit der NMR-Intensitdt von den Winkeln &€ zwischen der
Hauptrichtung der Kollagenfaser und dem &ufleren Magnetfeld B, und dem
Offnungswinkel ax im Falle des Kegel-Modells. a: Dreidimensionale Darstellung. b:
Grauskala-Bitmap-Darstellung.

Fiir ax konnen zwei Spezialfille betrachtet werden:

ak = 0°. Wie man auf Abb. 4.2¢ erkennt, verlaufen unter dieser Bedingung alle
Fasern parallel zur Knorpelnormalen 7. Ein solcher Verlauf kennzeichnet die
radiale Zone des adulten Knorpels (s. Kap. 2.1.2.2). Aus (4.13) ergibt sich fiir
die Abhéngigkeit der Voxel-Intensitit von der Orientierung 6 der
Knorpelnormalen 7z zum statischen Magnetfeld By:

I, 21(0)|a " e_(3c0529—1)2 “4.14)

Aus Abb. 4.3 ist erkennbar, dass in diesem Fall (ax = 0) die Intensitit bei
einem Winkel von 54,7° (,,magischer Winkel*) ihren Maximalwert erreicht.

ak = 90°. Die Verteilung der Kollagenfaser in einer Ebene senkrecht zu der
Knorpelnormale (Abb. 4.2d) entspricht der mit der isotropen Faserausrichtung in
der Ebene parallel zur Knorpeloberfliche Tangentialfaserschicht des
Gelenkknorpels (s. Kap. 2.1.2.2). Aus (4.13) erhdlt man unter dieser Bedingung:

27 sin* 6—3sin’ 6’+1]

Ly =10)|, . * e_[ ; (4.15)

Fiir diesen Verlauf ist bei einem Winkel von etwa 41° ein um ca. 30%
kleinerer Intensitdtspeak als fiir die radialen Fasern charakteristisch (Abb. 4.3).



Kapitel 4. Winkel-sensitive MRT 47

4.2.2. Biischel-Modell

Das ,,Biischel-Modell*“ geht davon aus, dass im einfachsten Fall eine Gleichverteilung
der Kollagenfasern iiber einen Winkelbereich «; (Biischel-Offnungswinkel) um die
mittlere Orientierung 6 zum statischen Magnetfeld im Knorpel existiert. Der
Unterschied in den Berechnungen zwischen dem Biischel-Modell und dem Kegel-
Modell besteht in der Notwendigkeit der Integration aller zwischen der mittleren
Kollagenrichtung und dem Offnungswinkel liegenden Faservektoren (Abb. 4.4). Dieses
Modell scheint fiir die Beschreibung des realen kollagenen Netzwerks im
Gelenkknorpel realistischer zu sein.

Abb. 4.4. Biischel-Modell der Kollagenfaserverteilung im Knorpel. 7 - Proton-
Proton-Verbindungsvektor; 7 - Knorpelnormale; 8 — Winkel zwischen der mittleren
Kollagenfaserorientierung und dem &dufleren Magnetfeld By; ag - Biischel-
Offnungswinkel; ¢ - Umlaufwinkel.

Die Ermittlung der Winkelabhédngigkeit erfolgt &hnlich wie beim Kegel-Modell mit
der Integration {iiber alle Winkel im Bereich [0, a3/ (unter Annahme einer
Gleichverteilung von a3) und entsprechender Normierung:

1

27z(1—cosozB)><

I(ay,0) ~ exp{
(4.16)

ag2r
X j I—‘3(cos€cosa3 —sinfsina, cosgo)2 —1‘2 sina, dgodag}
00
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Die Berechnung des Integrals fiihrt zu folgendem Ausdruck:
1
I(a,,0)=exps——X
(@5.9) p{ 8(1—cosay)

x[cosa3(12cos 0 —9cos* @—27cos’ Osin’ 0—%sm 0 +18sin’ 6 — 8}

(4.17
+cos(3a3)(4coszc9—§cos 9—%cos @sin’ @ —2sin” ¢9+—sm4 9)

+cos(5a3)(£cos Osin’ 0—2cos 49——sm 0)
10 10

0
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Abb. 4.5. Abhingigkeit der Intensitit von der Orientierung & der Hauptrichtung der
Kollagenfasern zum #uBeren Magnetfeld B, und dem Offnungswinkel o5 bei

Verwendung des Biischel-Modells. a: Dreidimensionale Darstellung; b: Grauskala-
Bitmap-Darstellung.

Wenn man dhnlich wie beim Kegel-Modell die beiden Spezialfille (e = 0° und

= 90°) betrachtet, ergibt sich eine analoge Intensititsabhingigkeit fiir oz = 0° (Abb.

4.2c und 4.4c, 4.3 und 4.5). Fiir oz = 90° erfolgt die Integration {iber alle Winkel im

Bereich (0°, 90°], so dass erwartungsgemdll keine Winkelabhidngigkeit vorliegt (Abb.

4.5). Eine solche ideale Gleichverteilung der Kollagenfasern iiber alle Richtungen ist fiir
die isotrope Zone des Knorpels charakteristisch (s. Kap. 2.1.2.2).
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Die Beziehung (4.17) ist unter Beriicksichtigung entsprechender Normierung auch
fiir die Betrachtung des Intensititsverlaufs in einem C)ffnungswinkelbereich [, op]
anwendbar. Somit ergibt sich das Kegel-Modell als ein Sonderfall des Biischel-Modells
unter der Bedingung o, = a.

Die Spezialfille der oben betrachteten Modelle lassen sich in Bezug auf die
Faserausrichtung in der Tabelle 4.1 und auf der Abbildung 4.6 zusammenfassen:

Tab. 4.1. Spezialfille der Faserausrichtungsmodelle.

Faserausrichtung Beziehung Bedingung

i i _ —3cos?6-1)? og, 8 = 0° Kegel- und

ideal radial Luq =€ ( ) Biischel-Modell

ideal {sntossinton] | o~ 000 Kegel -Modell
tangential I, =ce?® K P NC8

ideal isotrop I, = const o = 90°, Biischel-Modell

T T T T T T T
ideal radiale Fasern
ideal tangentiale Fasern
ideal isotrope Fasern

rel. Intensitat

Winkel 6 / Grad

Abb. 4.6. Intensitdtsverlauf in Abhéngigkeit von dem Winkel & zwischen der
Hauptrichtung der Kollagenfaser und dem &uBeren Magnetfeld B, bei den Spezialfillen
der Kegel- bzw. Biischel-Modelle.

In den dargestellten Modellen wurde von einer gleichméBigen Winkelverteilung
innerhalb eines Bereichs a = [0, a] ausgegangen. In realen biologischen Systemen wird
man mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine komplizierte ungleichmafige
Verteilungsfunktion treffen. Es wurde jedoch gezeigt [Seidel 2004], dass bei relativ
kleinen Offnungswinkeln (0°...30°) die beschriebene Modelle gut anwendbar sind.
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Die Integration der Verhéltnisse (4.16) bzw. (4.16) fiihrt zu analytischen Losungen
(4.13) bzw. (4.17). Das erleichtert die grafische Darstellung (Abb. 4.3, 4.5) und
ermdglicht direkte Intensitidtsberechnungen zur Beobachtung nicht nur der
Allgemeinfille (o = 0°, a= 90°, 6 = 0°, 8 = 90°), wie es in vorhergehenden Arbeiten
gemacht wurde [Reibetanz 2002(1)], sondern auch der Uberginge in den
Kollagenfaserorientierungen. Dies ist sowohl fiir die Betrachtung der druckbedingten
Transformationen als auch fiir die Beurteilung der Integritit des Kollagennetzwerkes
von Bedeutung.
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Kapitel 5. Experimentelle Methoden

5.1. Probenmaterial

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden NMR-mikroskopische sowie
polarisationsmikroskopische Messungen an tierischem und teils menschlichem
Probenmaterial durchgefiihrt. Fiir Belastungsuntersuchungen wurde der Knorpel von
erwachsenen Schafen (Rauhwolliges Pommersche Landschaf, durchschnittlich 3 Jahre
alt) entnommen. Der Vorteil des Schafknorpels liegt in der schnelleren Entwicklung der
adulten Kollagenstruktur (ab einem Alter von etwa 1,5 Jahren) im Vergleich zur
Entwicklungszeit des Schweineknorpels von ca. 3 Jahren [Reibetanz 2002(2), Griinder
2006] (vgl. Abb. 2.10). Die Schafgelenke wurden als Restmaterial unterschiedlicher
wissenschaftlicher Projekte der Veterindrmedizinischen Fakultéit der Universitét Leipzig
bezogen. Damit wurden die dargestellten Untersuchungen zu keinem direkten Ausloser
fiir die Totung der Tiere. Das Alter der Schafe wurde vom Ohretikett abgelesen und der
Gesundheitszustand vom Tierarzt als unauffillig bezeichnet. Zur Validierung der
bestehenden unterschiedlichen Ansichten liber den Aufbau der chondralen Ultrastruktur
(s. Kap. 2.1.2.2) und die Konsequenzen fiir die MRT-Darstellung des Knorpels wurden
Proben von einem Menschenknie (weibl. 92 Jahre, bezogen vom Institut fiir Anatomie,
Medizinische Fakultit der Universitdt Leipzig) sowie von einem adulten Schwein (7
Jahre, bezogen vom Schlachthof Wurzen) analysiert.

Abb. 5.1. Priparation der Schafgelenke. a: Freilegung der Gelenkkapsel; b: Knorpel-
Knochen-Stanzzylinder; Markierung der Kdrperebenen.
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Die Gelenke von Schaf und Schwein wurden unmittelbar nach der Schlachtung
entnommen und anschlieBend fiir die MRT-Experimente préipariert. Dafiir wurde die
Gelenkkapsel freigelegt und aus der Kontaktstelle Femur-Tibia bei einer normalen
Gelenkbeugung die entsprechenden Hauptbelastungszonen ermittelt. Auf den
ausgewdhlten Knorpelregionen wurden coronare (blau) bzw. sagittale (griin)
Schnittebenen gekennzeichnet, danach wurden diese Stellen von den Kondylen
abgetrennt und zu Knorpel-Knochen-Zylindern mit einem Durchmesser von 15 mm und
einer Knochenschicht von etwa 3—5 mm ausgestanzt (Abb. 5.1).

Die Lagerung der Proben, eingewickelt in eine diinne Parafilm ,,M“-Folie
(American National Can, Greenwich, USA), erfolgte bei einer Temperatur von 5° C in
einer antibakteriell wirkenden wéssrigen Losung von Ethylmercurithiosalicylat-
Natriumsalz (Merthiolat), die keinen nachweisbaren Einfluss auf die NMR-
Eigenschaften des Knorpelgewebes hat [Wagner 1995].

Die menschlichen Untersuchungsmaterialien sind nach dem Tod im eingefrorenen
Zustand dem Gelenk mit Hilfe einer Spezialsige entnommen und bei einer Temperatur
von ca. —20°C gelagert worden. Diese Art der Knorpelprobenlagerung verursacht
ebenfalls keine NMR-relevanten Anderungen der Struktur [Wagner 1995].

5.2. Natiirliche Faserausrichtung

Um die natiirliche Ausrichtung von Kollagenfasern innerhalb der Knorpelschicht von
den fiir die Druck-Experimente vorgesehenen Proben beurteilen zu konnen, wurden
vorab uMRT-Messungen bei unterschiedlicher Orientierung der Proben zum
Magnetfeld By durchgefiihrt. Da die Signalintensitit von der Orientierung der
Knorpelprobe im Magnetfeld abhéngig ist und fiir die radial gerichtete Fasern den
Hochstwert bei dem magischen Winkel aufweist, konnte man auf der Basis dieser
orientierungsabhingigen Messungen die mittleren lokalen Fasernausrichtungen
innerhalb einer Schicht ermitteln.

5.2.1. Durchfuhrung der Messung

Die préparierten Proben wurden in einen speziell fiir die Durchfiihrung von
Rotationsexperimenten entwickelten NMR-Probekopf-Aufsatz (Abb. 5.2a) gebracht und
so darin platziert, dass sich die zu messende Ebene parallel zu der Richtung B, befindet
und um die senkrecht zum Hauptmagnetfeld stehende Achse gedreht werden kann
(Abb. 5.2b).
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Messebene

a b

Abb. 5.2. Vorbereitung von Rotationsexperimenten. a: Probekopf-Insert fiir den Einsatz
im NMR-Tomographen. Das Glasrohrchen mit der Probe kann mit Hilfe eines um ein
Drehrad gewickelten Fadens von auBlen gedreht werden; b: Anordnung und Rotation
der Probe relativ zum dufleren Magnetfeld B,.

Die Messungen wurden am NMR-Spektrometer DRX-300 (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten) mit einer Gradienten-Einheit fiir tomographische Anwendungen bei einer
Magnetfeldstarke von 7.1 T durchgefiihrt. Fiir die T,-gewichteten Aufnahmen wurde
eine schnelle modifizierte Spin-Echo-Sequenz RARE (engl. Rapid Acquisition with
Relaxation Enhancement) mit folgenden Parametern:

TE = 10 ms (TEeg' = 20 ms)

TR = 1500 ms

RF* =4

FOV = 18x18 mm

Schichtdicke = 1 mm

Matrix = 256%x256

Auflosung = 70%70 um/Pixel

NEX® =2

Messzeit = 3 Min. 12 Sek.
angewandt. Die Probe wurde schrittweise um insgesamt ca. 90° gedreht. Bei der
Auswertung der Orientierungsabhingigkeit wurden sowohl die Intensitidtswerte als auch
die genaue Rotation der Proben den MRT-Aufnahmen entnommen. Aus diesem Grund
wurde auf priazise Winkeleinstellung bei der Durchfiihrung der Rotationsexperimente

' Da beim RARE-Verfahren jedes Echo das Signal fiir eine Rohdatenzelle liefert, betrigt die
endgiiltige Signalintensitét einen Wert, welcher bei einer normalen SE-Sequenz mit einer TE ¢ =
TE*RF/2 gemessen worden wire.

* RARE-Faktor bestimmt die Anzahl von Echos wihrend einer Anregung.

3 Anzahl von Akkumulationen (engl. Number of Excitations)
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verzichtet. Wegen der Ungenauigkeit der Drehung variierte die Schrittanzahl von 6 bis
12. Es wurde in sagittale und coronare Richtung gemessen.

Bei T>-gewichteten Aufnahmen erscheint der Knorpel normalerweise relativ dunkel,
was die Ermittlung der Knorpelgewebegrenzen erschwert. Aus diesem Grund wurde
eine protonengewichtete Aufnahme pro Bilderreihe gemacht. Dafiir wurde eine
Gradienten-Echo-Sequenz mit folgenden Parametern:

TE =2 ms

TR =100 ms

FOV = 15%9 mm

Schichtdicke = 1 mm

Matrix = 128x128

Auflésung = 117x70 um/Pixel

NEX =4

Messzeit =51 Sek.
verwendet. Abb. 5.3d zeigt, dass die gesamte Knorpelschicht bei sehr kurzen TE hell
erscheint, so dass die Knorpeldicke gut bestimmbar ist.

5.2.2. Auswertung

Nach der Messung standen fiir jede Probe zwei Bilderreihen (sagittal und coronar) mit
unterschiedlichen Drehwinkeln im Bereich von 0° bis 90° zur Verfiigung. Nahezu jedes
Bild enthielt innerhalb der Knorpelschicht eine deutlich differenzierbare hyperintense
Zone (Abb. 5.3a), die auf Regionen mit iiberwiegend im magischen Winkel zu der
Richtung B, verlaufende radiale Kollagenfasern deutete (Abb. 5.3b). In Abb. 5.3 ist das
Schema der Auswertung von Rotationsexperimenten dargestellt.

Wie in Kap. 4 bereits erkldart wurde, beruht die T,-Anisotropie der Knorpelstruktur
auf der dipolaren Wechselwirkung von Protonen der an Proteoglykane gebundenen
Wassermolekiile. Aus diesem Grund ldsst sich die Anordnung der kollagenen Matrix
nur indirekt von der Ausrichtung dieser PG-gebundenen Protonen ableiten, da die PG-
Ketten parallel zu den Kollagenfasern orientiert sind (Kap. 2.1.2.1). Um die kollagene
Struktur unmittelbar zu erfassen, verwendet man u.a. Polarisationsmikroskopie, mit der,
auf Grund der doppelbrechenden Eigenschaften von Kollagen, die Faserorientierung
bestimmbar ist. Deshalb wurden im Anschluss auch die PLM-Untersuchungen
durchgefiihrt, um diese mit den Daten aus den Rotationsexperimenten zu vergleichen
(Kap. 5.4).
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Abb. 5.3. Auswertung von Rotationsexperimenten. a: Beispielsbild einer Aufnahme
beim Drehwinkel von 50° mit deutlich sichtbarem hyperintensen Bereich; b: Setzen
einer Faserrichtung-Marke; ¢: Riickdrehung des Bildes um den jeweiligen Winkel; d:
Ermittlung der (unteren und oberen) Knorpelgrenzen; e: Darstellung der regionalen
Faserorientierung nach analoger Bearbeitung und Zusammenfiihrung aller Bilder der
Messreihe.

5.3. Dreidimensionale Ultrastruktur

Im Kap. 2.1.2.2 wurde der rdumliche Aufbau der kollagenen Faserstruktur diskutiert.
Abhingig von den dort dargestellten kontroversen Meinungen, ergeben sich
unterschiedliche Auswirkungen bei Druckbelastung (s. Kap. 2.1.2.3), und
unterschiedliche Orientierungsabhédngigkeiten der Knorpelvisualisierung durch die
MRT.

Wenn man die lamellenartige Struktur der Kollagenmatrix mit einer
Blatteranordnung eines Buches, und die sdulenartige mit dem Besatz einer Biirste
vergleicht, ist offensichtlich, dass beim Driicken eines Blatterstapels nur die Biegung in
einer Ebene (senkrecht zu den Bléttern) beobachtet werden kann. Bei den Borsten sind
dagegen Kriimmungen in alle rdumlichen Richtungen moglich.

Ubertrigt man diese Uberlegungen auf die Knorpelmatrix, kommt man zur
Feststellung, dass bei der lamellenartigen Struktur, anders als bei der sdulenartigen, die
druckbedingte Netzwerktransformation in unterschiedliche Richtungen ungleich erfolgt.
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Bisher fehlen in der Literatur eindeutige Studien, die die leaf-like Struktur auf
Grund der NMR-Untersuchungen bestitigen oder widerlegen konnten. Ein séulenartiger
Aufbau der kollagenen Matrix entspricht der bisher gemessenen MR-tomographischen
Abbildung des Knorpels. Deswegen wurde hier nur die Auswirkung einer
Lamellenstruktur auf die MRT-Darstellung analysiert. Dafiir wurden adulte
Knorpelproben vom Menschen und vom Schwein verwendet, die nach Kiib et al. eine
leaf-like Struktur aufzeigen [Kdib 1998(2)].

Bei der Vorbereitung des Experiments wurde von folgendem Gedanken
ausgegangen: Hat der zu untersuchende Knorpel eine lamellenartige Struktur, so wird
die MRT-Abbildung in der Messebene, die parallel zu den Lamellen liegt, keine
ausgepragte Richtungsabhédngigkeit der Intensitdt aufweisen, da die Lamellen aus
isotrop orientierten Fasern bestehen. Die Auswahl einer zu den Lamellen parallelen
Ebene erfolgte auf Grund der in der Literatur beschriebenen Anordnung der
Spaltrichtungen, und folglich den Lamellen, innerhalb des Gelenkes (Abb. 2.12, 2.13).
Viele Autoren einigen sich auf iiberwiegend coronar ausgerichtete Spaltrichtungen in
der Hauptbelastungsregion der Gelenken [Speer 1979, Below 2002, Goodwin 2004].

Fiir dieses Experiment standen insgesamt acht Proben zur Verfiigung: vier vom
Menschen (weibl., 92 Jahre) und vier von einem 7-jdhrigen Hausschwein, jeweils von
den medialen und lateralen Kondylen des Femurs und der Tibia. Auf Grund des hohen
Alters der humanen Probe wurden teils erhebliche Destruktionen der Knorpelmatrix
festgestellt, der grofite Teil des Versuchsmaterials war jedoch gut verwertbar. Fiir jede
Probe wurden drei Rotationsexperimente durchgefiihrt:

Drehung in der coronalen Messebene (Abb. 5.4a)

Drehung in der sagittalen Messebene (Abb. 5.4b)

Drehung in der vertikalen Ebene bei der Platzierung des Versuchsstiicks mit der
Oberflache parallel zu der Richtung By. Messebene axial (Abb. 5.4c).

Drehachse Drehachse Drehachse
sagittal coronar i

v

Abb. 5.4. Orientierung der Proben im Magnetfeld By und die Drehrichtung bei den
Rotationsexperimenten zur Ermittlung des rdumlichen Aufbaus der Kollagenstruktur.
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Experimentelle und methodische Bedingungen bei diesen Versuchen waren
grundsitzlich identisch mit den Messungen, die in Kap. 5.2 beschriebenen sind. Die
Proben wurden schrittweise um insgesamt 90° gedreht. Fiir jede Messreihe wurde die
Abhingigkeit der MR-Intensitédt von der Orientierung zum By-Feld analysiert.

5.4. NMR-Druckexperimente

In der Literatur sind zahlreiche Ergebnisse von in vitro NMR-Untersuchungen vom
belasteten Knorpel bekannt [Rubenstein 1996, Griinder 2000, Hanke 2001, Seidel
2004]. In den meisten Arbeiten wurde jedoch aus den druckbedingten Anderungen der
Intensitét die Lastverteilung innerhalb des Knorpels berechnet oder lediglich qualitative
Aussagen liber das mogliche Verhalten der Kollagenfasern unter Belastung gemacht.

Mit Hilfe innovativer Untersuchungstechnik mit dem {iber die ganze
Knorpeloberfliche gleichen Druck konnten neue Informationen {ber das
Druckverhalten der Kollagenfasern im artikuldrem Knorpel gewonnen werden [Griinder
2006, Garnov 2006].

5.4.1. Durchfuhrung der Messung

Bei der Durchfiihrung von Belastungsexperimenten wurde eine speziell fiir den Einsatz
im NMR-Spektrometer entwickelte Druckapparatur verwendet [Griinder 1998]. Der
Druck wird in einem mit entgastem Wasser gefiillten Indeflator durch Verschiebung des
Kolbens erzeugt und durch einen flexiblen Hochdruckschlauch auf die Spritze der ins
Spektrometer einfilhrbaren Komponente {ibertragen. Diese Spritze ist mit einer
gleichartigen Spritze, in welcher sich die Probe befindet, fest verbunden und tibertragt
damit den Druck auf die Probe (Abb. 5.5). Die Druckwerte wurden von dem zum
Indeflator angeschlossenen Manometer (Norgren GmbH, Alpen) mit einem
Messbereich von 0 bis 10 bar abgelesen.

Alle verwendeten Materialien sind auf mogliche magnetische Stérungen tiberpriift
worden. Die Verbindung der zwei Spritzen im Probenteil der Apparatur erfolgt durch
Messing-Schrauben.

Der iiber die ganze Oberflache gleiche Druck wurde mit Hilfe von schnellhdrtendem
Kaltpolymerisat (Kallocryl, Laborchemie Apolda, Leipzig) realisiert (Abb. 5.6). Die
wichtigen Vorteile dieses Materials sind:

ausreichend niedrige Viskositét innerhalb den ersten 2-3 Min

schnelle Hértezeiten (ca. 20 Min je nach Mischungsproportionen und
Schichtgrofle)

minimale Wérmebildung wéhrend des Hértens

hohe mechanische Festigkeit des gehirteten Harzes

fehlende Klebehaftung auf dem fetten Knorpelgewebe

Abwesenheit von Stérungserscheinungen im Magnetfeld.
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Abb. 5.5. Apparatur zur Durchfiihrung von Druck-Experimenten.

Abb. 5.6. Realisierung gleichen Drucks auf die gesamte Oberfldche der Knorpelprobe
bei der Durchfiihrung von Druck-Experimenten.

Die Untersuchungen mit belastetem Knorpel wurden ebenfalls im NMR-
Spektrometer DRX-300 durchgefiihrt. Der Druck wurde schrittweise um 0,1 MPa von 0
bis 1,0 MPa erhoht. Nach jeder Druckerhohung wurde ca. 15 Min gewartet um der
Knorpelmatrix das Gleichgewicht erreichen zu lassen. Nach dieser Zeit wurde jeweils
eine T,-gewichtete Spin-Echo-Aufnahme mit Hilfe einer Multi-Echo-Sequenz in
sagittale und coronare Richtung gemacht mit folgenden Parametern:
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TE =10,5; 21,1; 31,7; 42,3; 52,8; 63.,4; 74; 84,5 ms (8 Echos)

TR =500 ms

FOV =11,4x15 mm

Schichtdicke = 1,5 mm

Matrix = 256x192

Auflésung = 44'x78 pm/Pixel

NEX =8

Messzeit = 12 Min. 50 Sek.

Fir die Messung wurde moglichst die gleiche Schicht wie beim
Rotationsexperiment ausgewéhlt. Die MRT-Daten jeder Probe bestanden fiir jede
Messrichtung (sagittal und coronar) aus einer Reihe von 11 Aufnahmen mit jeweils 8
Echo-Bildern.

5.4.2. Auswertung

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Druck-Experimente wurde neben der
druckbedingten Stauchung der Knorpelschicht und einer allgemeinen Intensitits-
zunahme der oberen Knorpelzone in der Mitte der Probe auch eine Verschiebung einer
hyperintensen Region vom Rand zur Mitte der Probe beobachtet (Abb. 5.7).

0,1 MPa 0,3 MPa

;i~??§: o~ j{&‘ ()

Abb. 5.7. Beispiel fiir ein Belastungs-Experiment bei gleichem Druck auf der
Probenoberflache (adultes Schaf., mediale Femurcondyle, Echobild mit TE = 20 ms).
Neben der Schichtdickendnderung wird ein Effekt der Verschiebung einer
Hochintensitéts-Zone (hier: vom linken Rand zu der Mitte) beobachtet.

' Da bei den Druck-Experimenten eine feine Knorpelschicht-Dickeninderung erfolgt, wurde eine
hohere Auflosung in vertikale Richtung ausgewéhlt.

ey

.
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Die Zunahme der NMR-Intensitdt in der Mitte der Probe wurde schon mehrfach bei
Druckversuchen auf den Gelenkknorpel beobachtet. Dieser Effekt wird offensichtlich
durch die Neigung — und somit die Anderung der Faserrichtung beziiglich des duBeren
Magnetfeldes By — verursacht [Rubenstein 1996, Griinder 2000]. Die Verschiebung
eines Areals mit erhohter Intensitét lasst sich damit erkldren, dass die in dieser Region
liegende Kollagenfaser auf Grund unterschiedlicher Ausgangswinkel zu By der
gesamten Knorpelschicht (natiirliche Wolbung) unter dem Druck geneigt werden und
den magischen Winkel 54,7° erreichen. Und da die ndher zu dem Rand liegende
Bereiche urspriinglich stirker zu By geneigt sind, erfiillen sie schon bei niedrigeren
Druckwerten die Magischer-Winkel-Bedingung als die weiter vom Rand entfernten
Regionen. Eine hohere Belastung verursacht eine groBere Neigung der Kollagenfasern
bis zu einem Winkel von 54,7° und somit zur Verschiebung des Intensitdtsmaximums
(vgl. Abb. 4.6). Voraussetzung fiir eine derartige Erkldrung ist die Annahme, dass die
Kollagenfasern tiiberwiegend radial ausgerichtet sind, was fiir den adulten
Gelenkknorpel zutrifft (vgl. Abb. 2.10).

Abb. 5.8. T,-Parameterbilder des in Abb. 5.6 aufgefiihrten Druck-Experimentes. Zur
verbesserten Darstellung wurden die Bereiche auBlerhalb der Knorpelschicht sowie die
mit einem T,-Wert {iber 50 ms (z.B. Knochenmark) entfernt.

Es besteht jedoch eine Moglichkeit, dass der beobachtete Effekt eine andere Ursache
hat. Dies konnten beispielsweise eine lokale Wasseransammlung und die damit
verbundene Protonendichte-Erhohung sein. In diesem Fall hitten die MR-Bilder keinen
deutlichen T,-Effekt aufgewiesen. Um diese Tatsache zu iiberpriifen, wurden ausgehend
von den acht Echobildern jeder Messung T,-Parameterbilder (auch T,-Map genannt)
berechnet. Grundlage fiir die Berechnung sind die gegebenen Intensititswerte bei
unterschiedlichen TE. Die T,-Werte werden fiir jeden Punkt des Bildes nach (4.2)
errechnet und in Grauskaladarstellung abgebildet (Abb. 5.8). Die Algorithmen fiir die
Berechnung der parametrischen Bilder sind als Option in nahezu allen MRT-
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Bildbearbeitungsprogrammen vorhanden. Die in Abb. 5.8 dargestellten Bilder wurden
mit Hilfe des freeware Programms ,,Image]* (National Institutes of Health, USA)
erzeugt. Die Abbildung 5.8. zeigt, die gleiche Verschiebung der hyperintensiven Zone
wie in Abb. 5.7. Dies beweist, dass es sich um einen T,-Effelt handelt.

Die Auswertung der ausgefiihrten Druckversuche kann folgende Informationen iiber
die Auswirkung der Belastung auf den Knorpel liefern:

Dickendnderung der Knorpelschicht

Intensitdtsdnderung im Mittelpunkt der Probe und Verschiebung der hyperintensen

Zone

und daraus

Neigung der Kollagenfasern.

Neigung der Kollagenfasern

Die quantitativen Aussagen iiber die druckbedingte Neigung der Kollagenfasern mit
Hilfe von NMR sind zum ersten Mal dank der oben beschriebenen Technologie mit dem
homogenen Druck auf der gesamten Knorpeloberfliche moglich. Die von dem Druck
verursachte Neigung der Fasern ldsst sich aus der Ausgangsausrichtung auf Grund der
natlirlichen Wd&lbung ohne Last und der bekannten druckbedingten Neigung zum
dulleren Magnetfeld By von 54,7° in den Magischer-Winkel-Bereichen ableiten. Die
natiirliche Ausgangsausrichtung der Fasern entlang der Knorpelprobe wurde auch mit
Hilfe von Rotationsexperimenten iiberpriift und korrigiert (s. Kap. 5.2) sowie von
polarisationsmikroskopischen Untersuchungen bestitigt (s. Kap. 5.4).

Femurkondyle Tibiaplateau

coronar coronar

sagittal

Abb. 5.9. Auswahl einer fiir die Auswertung von Druck-Experimenten geeigneten
Schnittebene.

Zur Auswertung von Druck-Experimenten wurden die Bilder mit einer TE = 20 ms
verwendet. Es wurden die Bildserien von den Messebenen ausgewihlt, die den
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ausgepragtesten Verschiebungseffekt der hyperintensiven Zone zeigten. Dies sind
Schnittebenen, bei denen die Probe die groBte Oberflichenwélbung zeigt - an den
Femurkondylen die coronare, und an den Tibiaplateaus sagittale Richtung (Abb. 5.9).

Knorpelgrenze
ROI

Abb. 5.10. Auswahl der Region of Interest (ROI) fiir die Auswertung von Druck-
Experimenten. Die Knorpelgrenze wurde identisch wie bei den Rotationsexperimenten
mit Hilfe einer protonengewichteten Aufnahme ermittelt.

Als ROI wurde eine diinne Zone in der Mitte der Knorpelschicht festgelegt, da in
diesem Bereich mit groer Wahrscheinlichkeit eine radiale Ausrichtung der
Kollagenfasern zu erwarten ist (Abb. 5.10). Auf Grund unterschiedlicher
Knorpelschichtdicken auf der linken und rechten Seite einer Probe wurde zur
Auswertung immer die Seite mit der groferen Dicke ausgewidhlt. Dabei war der
Verschiebungseffekt zwar an beiden Seiten sichtbar, jedoch an derjenigen Hilfte mit der
dickeren Schicht ausgepragter.

Die ausgewihlten ROIs sind mit Hilfe von ImageJ in die Text-Images, in welchen
jeder Bildpunkt als eine absolute Zahl entsprechend dem Intensitdtswert dargestellt
wird, umgewandelt worden. Diese Daten dienten zur Aufzeichnung des
Intensititsprofils entlang der ROI (/(x), x — horizontale Pixelkoordinate).

Wegen der Richtungsabhéngigkeit der Intensitét ist die Darstellung jedes Punktes
der ROI in Polarkoordinaten (/(8), f — Winkel zwischen der Knorpelnormale und der
Richtung By) notwendig (Abb. 5.12). Die Berechnung der Polarkoordinaten f(x) der
Punkte innerhalb der ROI wurde mit Hilfe von einem selbstentwickelten GUI-
Werkzeug (engl. Graphical User Interface) auf der Basis von MATLAB (The
MathWorks, Inc. Natick, MA) durchgefiihrt (Abb. 5.11). In das Fenster der Benutzer-
oberfliche wurde das BMP-Bild geladen (Load), durch Klicken der Maustaste zehn
Punkte (/0 Points) innerhalb der ROI ausgew#hlt und anschlieBend auf ein Polynom des
4. Grades gefittet (Curve). Die Daten (Angle to B0) wurden in einer Textdatei in Form
einer zweizeiligen Matrix mit den Pixel- und entsprechenden Polarkoordinaten f(x)

X; .. Xi Xn

Axy...  px) . P
gespeichert, welche mit einem anderen Programm (z.B. MS Office Excel oder
OriginLab Origin) bearbeitet werden kann.
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Abb. 5.11. MATLAB GUI-Werkzeug zur Umrechnung der jeweiligen Pixelkoordinaten
x in Winkel £ zwischen der Knorpelnormale und der Richtung B,,.
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Abb. 5.12. Beispiel fiir Intensitdtsprofile /() innerhalb der ausgewéhlten ROIs zur
Bestimmung der Koordinaten der Region mit maximaler Intensitét.
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Dariiber hinaus bietet das GUI die Mdglichkeit einer Anderung von Farbenpalette
(Colormap: default, gray, hsv, bone) sowie einer Optimierung der Helligkeit
(Brightness) des geladenen Bildes.

Aus den Maximalwerten der Intensititsprofile (Abb. 5.12) lassen sich die
Winkelkoordinaten der Region maximaler Intensitdt (mittlere Orientierung des
kollagenen Netzwerks im magischen Winkel zu By) in Abhidngigkeit vom Druck ™ (p)
erfassen. Da die Druckeinwirkung in vertikale Richtung erfolgte, wurden die jeweiligen
lokalen Druckwerte mit dem Koeffizient cos(f) korrigiert. Aus dieser Information
berechnet man die druckbedingte Beugung o(p) der Kollagenfasern (Abb. 5.13) mit
Hilfe des folgenden Ausdrucks:

G =0m — " =547°— "™ (5.1)

Der so erhaltene Neigungswinkel o kann infolge natiirlicher Abweichung der
Fasernorientierung von der Richtung der Knorpelnormale auch den ortsabhidngigen
Winkel o, beinhalten (Abb. 5.13). Die entsprechende Korrektur kann mit Hilfe der in
den Rotationsexperimenten ermittelten Faserrichtungsverteilung entlang der Knorpel-
probe vorgenommen werden (s. Kap. 5.2).

Knorpel

unbelastet
belastet

Knochen Kollagenfasern
Magischer-Winkel-
Zone

Abb. 5.13. Schematische Darstellung zur Berechnung der druckbedingten Neigung o
aus der Position S" der Magischer-Winkel-Zone. 6 — Winkel zwischen der
Vorzugsrichtung der Kollagenfasern und By; " = 54,7° — Magischer Winkel; n —
Knorpelnormale; f— Winkel zwischen der Knorpelnormale und By, oy — natiirliche
Abweichung der Fasernrichtung von der Knorpelnormale.

Intensititsinderung im Mittelpunkt der Probe

Um die aus den NMR-Experimenten mit dem homogen iiber die ganze
Knorpeloberflache verteilten Druck gewonnenen Ergebnisse in der Praxis umsetzen zu
konnen, bendtigt man eine Korrelation mit einem unter natiirlichen Bedingungen
messbaren Parameter. Die frilhere MRT-Belastungsuntersuchungen in vivo zeigten die
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Moglichkeit, Anderungen der MR-Intensitit sowie der Dicke des Knorpels unter dem
Druck primir zu erfassen [Griinder 2000, Hardy 2001, Nag 2004, Seidel 2005,
Nishii 2008].

Deswegen wurde in den Belastungsexperimenten unter anderem die Auswirkung
des angewandten Drucks auf die Intensitdt in dem mittleren Punkt der Probe untersucht.
Die Intensititswerte wurden dem Profil im Punkt f = 0 entnommen und die

Verhiltnisse /(p) fiir jede Probe erstellt.

Dickeninderung

Neben der Faserausrichtung und der Intensitdt wurde auch die Dickenénderung der
Knorpelschicht unter Belastung analysiert. Die Messung der Schichtdicke wurde in dem
Mittelpunkt der Probe sowie an den Stellen mit der Magischer-Winkel-Bedingung
durchgefiihrt und daraus die Homogenitit der mechanischen Eigenschaften vom
Knorpel bewertet.

5.5. Reproduzierbarkeit der experimentellen Ergebnisse

Die innovativen NMR-Druckexperimente mit dem Acryl-Harz brachten neuartige
Ergebnisse, die zur Beobachtung der Knorpelmatrix-Transformation unter der
Belastung angewandt werden konnen. Aus der beobachteten belastungsabhdngigen
Verschiebung der Magischer-Winkel-Region ergeben sich vollig neue potentielle
Moglichkeiten der nichtinvasiven Bestimmung struktureller und biomechanischer
Parameter von Gelenkknorpel. Zur Validierung dieses Effektes sind jedoch zusétzliche
Untersuchungen notwendig um deren Reproduzierbarkeit zu tiberpriifen.

Zu diesem Zweck wurden frische Knorpelproben aus dem Knie eines erwachsenen
Schafes (3 Jahre) entnommen, pripariert und gelagert wie es in Kap. 5.1 beschrieben.
Zur Ermittlung der natiirlichen intrakartilaginaren Faserausrichtung wurden NMR-
Rotationsexperimente durchgefiihrt (Kap. 5.2.1). Danach erfolgte die erste Serie der
UMRT-Druckexperimente analog zu den in Kap. 5.4.1 beschriebenen. Die
Druckbelastung erfolgte in den Schritten: 0 — 0,2 -0,4-0,6 - 0,8 - 1,0 - 1,2 — 1,4 MPa.
Nach der ersten Druckserie wurden die Proben aus der Druckapparatur entnommen und
bei Kiihlschranktemperatur in physiologischer NaCl-Losung mit Merthiolat (s. Kap.
5.1) fir mindestens 30 Std. gelagert, um der Knorpelmatrix den nativen
Ausgangszustand erreichen zu lassen. AnschlieBend folgte die zweite Serie der
Druckexperimente unter identischen experimentellen Bedingungen. Dabei wurden die
jeweiligen ausgehérteten Acryl-Harz-Formen aus der ersten Serie verwandt, die anhand
der, aufgetragene Markierungen auf der Probe platziert wurden.

Die in Folge der Druckversuche aufgenommenen MR-Images wurden ausgewertet
(Kap. 5.4.2), die erhaltenen Druckabhingigkeiten der Kollagenfaserneigung aus den
ersten und zweiten Experimentenreihen wurden miteinander verglichen und in die
anschliefende Betrachtung der Reproduzierbarkeit einbezogen.
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5.6. Polarisationsmikroskopische Untersuchungen

Polarisationsmikroskopie wird im Allgemeinen zur Untersuchung transparenter
doppelbrechender Objekte angewendet (s. Kap. 2.1.2.5) und ist fiir die Darstellung der
anisotropen Kollagenstruktur des Knorpels gut geeignet [Romeis 1989, Xia 2001,
Nieminen 2001, Reibetanz 2002, Buchholz 2004, Alhadlag 2004(1)].

In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Verfahren zur Ermittlung der natiirlichen
Kollagenfasernausrichtung  angewandt, um die Ergebnisse der uMRT-
Rotationsexperimenten (Kap. 5.2) zu iiberpriifen.

Die polarisationsoptischen Untersuchungen erfolgten jeweils nach Abschluss der
NMR-Studien. Es wurden moglichst die gleichen Schnittebenen wie bei der
Auswertung der Druckversuche ausgewidhlt (s. Kap. 5.4). Zur Préparation der
Knorpelproben wurde das Gefriermikrotom Leica CM3050 S (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar) verwendet. Dieses Mikrotom ermoglichte die Anfertigung von
Diinnschnitten mit 40 — 60 um Schnittdicke. Die Lagerung erfolgte im Kiihlschrank bei
einer Temperatur von 5°C. Um eine Austrocknung zu vermeiden, wurden die Proben
regelméBig in Merthiolat-Losung eingetaucht.

Die PLM-Untersuchungen wurden mit Hilfe des Axiolab A Mikroskops (Carl Zeiss
Mikroskopie, Jena) mit einer Durchlicht-Polarisation-Ausriistung (Polarisator,
Analysator, Drehtisch) unter Verwendung eines Mikrofotografie-Zusatzes durchgefiihrt.
Es wurde ein Objektiv mit 5-facher Vergroferung angewandt und die Bilder mit der
digitalen SLR-Fotokamera Nikon D 40 aufgenommen.

Das kollagene Netzwerk weist eine optisch anisotrope doppelbrechende Struktur mit
einer Durchlassrichtung parallel (bzw. senkrecht) zu den Kollagenfasern auf. Trifft das
durch den Polarisator linear polarisierte Licht auf eine solche Struktur und fallt eine der
Durchlassrichtungen mit der Lichtschwingungsrichtung zusammen, so geht der
Lichtstrahl ungehindert durch und wird auf dem senkrecht zum Polarisator eingestellten
Analysator erloschen. Das Bild erscheint dadurch dunkel (Abb. 5.14a). Stimmen die
Schwingungsebene des Polarisators und des Objektes nicht iiberein, so wird der
Lichtstrahl im Préparat in zwei zueinander senkrecht schwingende Komponenten
aufgespaltet und vom Analysator nur teilweise absorbiert, was zu einem hellen
Erscheinungsbild fiihrt (Abb. 5.14b).

Somit deuteten dunkle Regionen auf den PLM-Aufnahmen auf parallele (bzw.
senkrechte) Anordnung der Kollagenfasern zu der Schwingungsebene des Polarisators
hin (Abb. 5.15). Auf diese Weise wurde die Richtung der Kollagenfasern in den
Knorpelproben ermittelt und analog zur Auswertung der Rotationsexperimente (s. Kap.
5.2) dargestellt.
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Abb. 5.14. Anwendung der Polarisationsmikroskopie zur  Untersuchung

doppelbrechender Strukturen. P — Polarisator; O — Objekt; A — Analysator; B — Bild.
Mit blauen Linien sind die jeweiligen Schwingungsrichtungen gekennzeichnet.

Abb. 5.15. Beispiel von PLM-Aufnahmen der Knorpel-Priparate (adultes Schaf,
mediale Femurkondyle, coronar). Die Schwingungsrichtung des Polarisators (P) ist
gekennzeichnet.
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Kapitel 6. Ergebnisse und Bewertung

6.1. Bestimmung der nativen Faserausrichtung

Die natiirliche Ausrichtung der Kollagenfaser im artikuldren Knorpel weist einen
komplizierten Charakter auf, je nach Topographie und Alter [Griinder 2000]. Wie in
fritheren Arbeiten gezeigt wurde [Benninghoff 1925, Buckwalter 1983, Hagen 1995,
Reibetanz 2002(2), Reinert 2001, Niirnberger 2006], ndhert sich die kollagene
Knorpelstruktur des adulten Knorpels einer idealen Arkadenform, mit tiberwiegend
radial zur Oberfliche und parallel zueinander verlaufenden Fasern in tieferen
Knorpelzonen.

Bei den vorangegangenen Untersuchungen der Biegung von Kollagenfasern unter
Druck wurde stets eine gleichmifBige und vollkommen radiale Ausrichtung innerhalb
des zu untersuchenden Bereiches angenommen. Allerdings wurden einige
Unstimmigkeiten gefunden, die eventuell auf eine ungleichmifBige und nicht ideal
radiale Faserausrichtung im adulten Knorpel deuteten [Griinder 2006, Garnov 2006].

Dies war Anlass zur genaueren Untersuchung der natiirlichen Kollagenfaser-
verteilung, mit dem Ziel, diese Ergebnisse bei der Auswertung der darauf folgenden
Druckexperimente zu beriicksichtigen.

Die Auswertung der Dreh-Experimente (s. Kap. 5.2) ergab erwartungsgemal keine
vollkommen radiale Faserorientierung innerhalb der Knorpelschicht der untersuchten
Kondylen (Abb. 6.1). Die erhaltenen Resultate zeigen die Abweichungen der mittleren
Faserausrichtung von einer ideal radialen von 0° bis 22°. Dabei ist die Abweichung
(gemessen als Abweichungswinkel cy, vgl. Abb. 5.13) der Fasern in zentralen Regionen
(Hauptbelastungsregionen) geringer (0° bis 6°) als auf dulleren Regionen (2° bis 22°).
Dies stimmt, wie bereits in Kap. 2.1.2.2 (Abb. 2.9) beschrieben, mit den Ergebnissen
vieler Autoren {iiberein [Clark 1990, Clark 1991, Gomez 2000, Goodwin 2004,
Niirnberger 2006], und ist wahrscheinlich auf die funktionelle Anpassung an die lokale
Belastung  zuriickzufiihren [Broom 1980(2)], denn die Mitte der Probe
(Hauptbelastungsregion) entspricht einer Kontaktstelle der Gelenken und somit einem
hoheren physiologischen mechanischen Stress.

Der Vergleich mit den aus polarisationsmikroskopischen Untersuchungen erhaltenen
Resultate (s. Kap. 5.6) zeigt eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der NMR-
Drehexperimenten (Abb. 6.1) und erlaubt es, die mit Hilfe dieser Untersuchungen
gewonnenen Daten bei der quantitativen Auswertung der Druckversuche zu verwenden.
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Abb. 6.1. Ermittelte natiirliche mittlere regionale Faserausrichtung der Knorpelproben
vom adulten Schaf (3 Jahre alt) auf der Basis der NMR-Rotationsexperimente (links)
sowie polarisationsmikroskopischer
Kondyle: A — links, B — rechts, L — lateral, M — medial, F — Femur, T — Tibia, HBR —
Hauptbelastungsregion. Die natiirliche Abweichung (o) der Hauptausrichtung der

Untersuchungen (rechts).

Kollagenfasern von der Knorpelnormale 7 ist angegeben.

Bezeichnung der
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6.2. Ré&umliche Strukturierung des kollagenen Netzwerks

Seit den ersten Erkenntnissen von Benninghoff [Benninghoff 1925] iiber einen
strukturierten Aufbau der chondralen Kollagenmatrix versuchten viele Forscher sich ein
genaueres Bild liber die Faserformation des Knorpels zu machen. Mit Hilfe der licht-
und elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden viele widerspriichliche
Aussagen iiber den Aufbau des kollagenen Netzwerks gemacht. Einige haben die
Arkaden-Struktur beflirwortet, andere konnten sie nicht bestitigen [de Bont 1986].
Gegenwirtig haben sich die Forscher auf die strukturierte Architektur des kollagenen
Knorpels geeinigt und im Allgemeinen hat sich die von Benninghoff vorgeschlagene
Arkadenstruktur gut behauptet. Jedoch stieBen viele Untersucher auf ein bisher nicht
eindeutig gelostes Problem {iber eine mdogliche lamellen- bzw. séulenartige
Strukturierung des Gelenkknorpels (Kap. 2.1.2.2).

Da der leaf-like Autbau der Kollagenstruktur ausgehend von der winkel-sensitiven
MRT (Kap. 4) eine vollkommen andere Orientierungsabhiangigkeit der MR-Intensitét
aufweisen miisste als die columnare Struktur, ist die lamellenartige Architektur aus der
Sicht der MR-Bildgebung umstritten.

Aus der Literatur und Praxis sind keine Fille bekannt, bei denen die MR-Intensitét
bei einer Tr-gewichteten MRT-Untersuchung des Gelenkknorpels neben der
Orientierung im By-Feld auch von der Korperebene abhéngig ist: Ein gesundes Gewebe
wies normalerweise immer eine hyperintensiven Region im Bereich des magischen
Winkels auf, ungeachtet dessen, ob in coronare oder sagittale Richtung gemessen
wurde. Bis jetzt fehlte jedoch eine Studie, bei welcher dieses Problem speziell
untersucht wurde.

Nachfolgende Uberlegungen (auf der Grundlage der im Kap. 5.3 beschriebenen
NMR-Rotationsexperimente) fiihrten zu dem Ergebnis, dass eine rein lamellenartige
kollagene Struktur des Knorpels nicht realistisch ist: Nach Jeffery [Jeffery 1991]
bestehe die Kollagenstruktur aus Lamellen, die dicht aneinander folgen, sich vom
Knochen aus radial ausstrecken und anschlieBend in die tangentiale oberfldchliche
Schicht iibergehen (Abb. 2.12). Diese Form stimmt zwar mit der Arkaden-Struktur
iiberein, innerhalb der einzelnen Lamellen seien nach Jeffery die Kollagenstrdnge
jedoch vollig ungeordnet, also isotrop. Die Blitterstruktur wiirde somit diinnen
tangentialen Schichten entsprechen, innerhalb welcher die Fasern in einer Ebene (im
Falle der Tangentialschicht in der axialen Korperebene) isotrop ausgerichtet sind (Abb.
4.2d). Gemail des leaf-like Modells sind in der radialen Zone solche Schichten in einer
zu der Knorpeloberfliche senkrechten Richtung angeordnet (Abb. 6.2). Fiigt man
zusitzlich eine Lamellennormale n; (welche in der tangentialen Zone mit der Knorpel-

normale {ibereinstimmt, fiir die radiale Zone gilt jedoch 7, L n) ein (Abb. 6.2), wird
offensichtlich, dass sich die Orientierungsabhéngigkeit der MR-Intensitit in der radialen
Zone bei Messung einer Schicht senkrecht zu der Lamellenebene nach der Funktion
(4.15) bei um 90° gedrehter Knorpelnormale verhalten miisste:

9-"

2} (6.1)

Irad leaf —like (9) = Itan (
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Dreht man beispielweise die Probe, so dass sich in der radialen Zone der Winkel 0
zwischen der Knorpelnormale n und By von 0° bis 90° dndert, so veridndert sich der
Winkel zwischen der Lamellennormale 7, und dem dufleren Magnetfeld dagegen von
90° auf 0°. Da die Funktion (4.15) symmetrisch zur 0°-Achse ist, sieht der

Intensititsverlauf nach (6.1) wie die gespiegelte Kurve fiir ideal tangentiale Fasern aus
(Abb. 6.3, —, vgl. Abb. 4.6).

ni n.

tangentiale Zone
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o

radiale Zone —
—————————————————————— > n.

L/“a( sagittal
—onet| Sagtal

Abb. 6.2. Anordnung der Lamellen bei dem /eaf-like Modell.
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Abb. 6.3. MR-Intensitdit in Abhédngigkeit von dem Winkel & zwischen der
Hauptausrichtung der Kollagenfasern und dem dufleren Magnetfeld B, fiir die radialen
Fasern beim séulenartigen (4.14) bzw. lamellenartigen (in der Ebene senkrecht zu der
Lamellenrichtung) Modell (6.1) der Kollagenstruktur.
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Abb. 6.4. Intensititsverlauf /() in der radialen Zone der humanen Knorpelproben
(weibl., 92 Jahre) bei der Messung in coronarer bzw. sagittaler Richtung.
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Abb. 6.5. Intensitdtsverlauf /(6) in der radialen Zone der Knorpelproben vom Schwein

(7 Jahre) bei der Messung in coronare bzw. sagittale Richtung.

In der Ebene parallel zu den Lamellen seien nach dem /leaf-like Modell die Fasern
isotrop angeordnet (Abb. 6.2) und miissten daher keine Orientierungsabhidngigkeit
aufweisen. Die dargestellten Grafiken (Abb. 6.4 und 6.5) zeigen dagegen eine gut
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erkennbare Abhéngigkeit der Intensitdt von der Orientierung im dufleren Magnetfeld in
beiden Messrichtungen. Die nichtlineare Kurvenanpassung ergab eine bessere Uberein-
stimmung mit der Funktion (4.14) fiir ideal radiale Fasern der sdulenartigen Struktur
(R?=0,87..0,97) im Vergleich zu der Intensititsabhingigkeit (6.1) fiir die Blitteranord-
nung der Fasern in der radialen Zone im Falle des leaf-like Modells (R* = 0,24..0,7).

Abb. 6.4 und 6.5 zeigen die Anpassungen der aus den Rotationsexperimenten
gemessenen Winkelabhingigkeit der MR-Intensitdt durch eine theoretische Funktion
mit einem Hauptanteil an radialen Fasern (4.14) und einem geringen (< 4%) isotropen
Anteil:

1@)=al,,(0)+bl, (6.2)

Die maximalen Abweichungen der experimentellen Werte von der angepassten
Kurve sind durch Fehlerbalken angegeben.

Dieses Experiment zeigt klar die Gleichheit des dipolaren T,-Relaxationseffektes
unabhingig von der Messebene und der Rotationsrichtung der Knorpelproben. Damit
schlieft sich die mogliche ungeordnete Ausrichtung der Kollagenfasern in einer der
Ebenen praktisch aus.

Wie oben angedeutet, stellen die lamellenartig angeordneten Kollagenfasern nach
dem leaf-like Modell in der radialen Zone die gleiche Struktur dar wie die um 90°
gedrehte tangentiale Schicht (Abb. 6.2). In diesem Fall miisste die oberflichliche Zone
beim Rotieren in der zu der Richtung des dufleren Magnetfeldes B, parallelen Ebene
(Abb. 6.6b) die gleichartige Intensitdtsabhingigkeit aufweisen wie die radiale Zone bei
der Drehung in der coronaren Messebene (Abb. 6.6a), denn die Messebene wiirde in
diesem Fall parallel zu den Lamellen liegen (graue Flache auf Abb. 6.6).

Abb. 6.6. Orientierung der Lamellen beim /eaf-like Aufbau und entsprechende
Messebenen und Rotationsrichtungen beziiglich By bei NMR-Experimenten.

Zur Uberpriifung dieser Behauptung wurden NMR-Experimente mit Drehung in
vertikaler Ebene bei der Platzierung des Versuchsstiicks mit der Oberflache parallel zu
der Richtung By, durchgefiihrt (Abb. 6.6b). Bei der Auswertung gewonnener Daten
wurde weder in der tangentialen noch in der radialen oder transitionalen Zone eine



Kapitel 6. Ergebnisse und Bewertung 75

Orientierungsabhingigkeit festgestellt. Es wurden lediglich lineare Ausgleichs-
funktionen angewandt (Abb. 6.7 und 6.8). Die Fehlerbalken geben die maximalen
Abweichungen der experimentellen Werte von der angepassten Gerade an. Bei den
Messungen in der coronaren Messebene dagegen wurde in der Radidrzone eine
deutliche Orientierungsabhangigkeit der Intensitdt beobachtet (Abb. 6.4, 6.5 -u-).

Auf Grund der Ungleichheit des Intensitdtsverhaltens der Kollagenfasern in der
radialen bzw. tangentialen Zone bei gleichen Messbedingungen lassen sich ebenfalls
Unterschiede im rdumlichen Aufbau ableiten. Somit kann die lamellenartige Struktur in
der radialen Zone wiederum nicht bestitigt werden. Dafiir spricht auch die fehlende
Orientierungsabhéingigkeit in der radialen Zone bei den letzten Experimenten (Abb. 6.7,
6.8 -m-), denn im Falle des /leaf-like Aufbaus wiirde sich die Intensitit gemal der
tangentialen Funktion (4.15) verhalten.

Das Intensititsverhalten des adulten Knorpels bei der WS-MRT basiert auf dem
dominierenden Einfluss der Dipol-Dipol-Wechselwirkung von Protonen der an
Proteoglykane gebundenen Wassermolekiile auf die T,-Relaxation (Kap. 4.1). Auf der
Basis dieser, inzwischen weitgehend anerkannten, Theorie lassen sich die
experimentellen MRT-Daten gut erkldren. Der in diesem Kapitel diskutierte, auf Grund
von SEM-Untersuchungen abgeleitete /eaf-like Aufbau des adulten Knorpels von
Mensch, Schwein und anderen Tierarten ist jedoch mit diesem Modell nicht erklarbar.

Der Vorteil konventionellen mikroskopischer Methoden gegeniiber der MRT besteht
in der direkten Visualisierung der Gewebestruktur, wihrend mit Hilfe der winkel-
sensitiven MRT-Bildgebung nur indirekt modellbezogene Aussagen iiber den Aufbau
des Knorpels abgeleitet werden konnen. Jedoch stimmen, wie es bereits erwdhnt wurde,
die mit Hilfe der bildgebenden NMR gewonnenen Ergebnisse sehr gut mit
lichtmikroskopischen (z.B. PLM) Befunden iiberein. Der entscheidende Nachteil der
Histologie liegt in der Notwendigkeit der Probenpriparation. Die Gewebedestruktion
und die zum Teil komplizierte Probenpriparation koénnen zu erheblichen
Gewebeverdnderungen und Fehlinterpretationen fiihren. Die MRT erméglicht dagegen
nichtdestruktive Untersuchungen am nativen Material und auch in vivo. Sdmtliche
SEM-Untersuchungen der kollagenen Ultrastruktur des Knorpels basieren auf einem
aufwindigen Vorbereitungsprozess, bei welchem nach der enzymatischen Behandlung
und Fixierung der Probe das Wasser mit Hilfe von Ethanol entzogen wird und die
Versuchsstiicke anschlieBend eingefroren oder gefriergetrocknet werden [Clark 1991,
Jeffery 1991, Kaidb 1998(2), Goodwin 2000]. Diese Préparationsverfahren sind
moglicherweise fiir Verdnderungen der Strukturierung des kollagenen Knorpels
verantwortlich und fithren zur Ausbildung der beschriebenen leaf-like Struktur.
Wahrscheinlich fiihrt insbesondere die kryotechnische Prozedur zu der beobachteten
Schichtstruktur (Lamellen). Viele Autoren bestdtigen ein mogliches Auftreten solcher
Artefakte wie Zusammenschrumpfen oder Spaltung der Knorpelstruktur bei gingigen
Priparationsverfahren fiir SEM-Untersuchungen [Boyde 1977, Helminen 1985,
Clark 1997] oder Destruktion der Kollagenfaserordnung bei der kryotechnischen
Vorbereitung (Temperaturen unter -80°C) von Transplantaten [Gelber 2008].
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Abb. 6.7. Abhingigkeit der MR-Intensitit einer humanen Knorpelprobe (weibl., 92
Jahre) von der Orientierung zum dufleren Magnetfeld By (Messung in axialer Ebene).
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Abb. 6.8. Intensititsabhéngigkeit des pMRT-Signals von Knorpelproben des

Hausschweins (7 Jahre) von der Orientierung zum dufleren Magnetfeld B, (Messung in
axialer Ebene).
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6.3. Belastungseinfluss

Die in Kap. 4 beschriebenen Kegel- und Biischelmodell sowie die entsprechenden
Intensitdt/Winkel-Verhiltnisse lassen sich iliber die Auswertung einer orientierungs-
abhingigen Anderung der MR-Intensitit durch die Drehung von Knorpelproben im
Magnetfeld iiberpriifen (s. Kap. 4.2). Es wurde gezeigt, dass es durch die Anpassung
experimenteller Intensitdt/Winkel-Daten auf die theoretischen Verldufe (4.14) und
(4.15) moglich ist, die liberwiegend radialen bzw. tangentialen Zonen innerhalb einer
Knorpelschicht zu differenzieren [Reibetanz 2002], die Anteile der in einem Segment
vorhandenen Faserrichtungen anzugeben [Griinder 2006] sowie die Knorpelmatrix-
integritit zu bewerten [Seidel 2004].

Die Moglichkeit der Drehung eines Untersuchungsobjekts im Magnetfeld besteht
aus geometrischen Griinden praktisch nur fiir kleine Proben. Untersuchungen druck-
belasteter Gelenke sind jedoch relativ gut sowohl in klinischen offenen [Gold 2004] als
auch geschlossenen MR-Tomographen [Nag 2004, Griinder 2006, Nishii 2008]
durchfiihrbar. Mit Hilfe solcher Experimente sind auf nichtinvasive Art Aussagen zu
den biomechanischen Auswirkungen physiologischer Knorpelbelastungen ableitbar. In
der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, welche Auswirkungen
Belastungen auf die MR-Intensitdt des Gelenkknorpels haben und welche Aussagen
iiber druckbedingte Anderungen der Kollagenfaserausrichtung erhalten werden konnen.

unloaded

0.45 MPa

)7 RBTRERA I 1R

Abb. 6.9. Einfluss der Belastung auf die MR-Intensitit (junges Schwein). a: Ohne
Druck weist die femorale Kondyle die fiir den juvenilen Knorpel typische
Vielzonenstruktur auf; ¢, d: Eine Erhohung der Druckwerte verursacht Intensitdts-
verdnderungen: die tangentiale Zone wird dunkler, die radiale heller; b, e: Die PLM-
Darstellung bestitigt die Anderung der Kollagenfaserausrichtung (rot — isotrop, gelb —
radial, blau — tangential) in den markierten Bereichen [Griinder 2006].
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Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass sich die MR-Intensitit des
Gelenkknorpels bei Belastung zonal dndert. Bei den Druckwerten von bis zu 0,5 MPa
steigt die Intensitét in der radialen Zone an, in der tangentialen Zone sinkt sie dagegen
(Abb. 6.9) [Griinder 2000, Griinder 2006].

Die Intensitdtsinderung bei T,-gewichteten Belastungsexperimenten ldsst sich
dadurch erkldren, dass unter dem Druck eine Orientierungsédnderung der Kollagenfasern
auftritt (Abb. 2.13). Der genaue Mechanismus der Transformation von Kollagenfasern
unter Belastung ist unklar. Einige Erkldarungsversuche wurden bereits in Kap. 2.1.2.3
dargestellt. In diesem Teil der Arbeit werden mogliche Forménderungen des
Kollagennetzwerks unter Belastung aus den Daten der MR-Bildgebung analysiert.

6.3.1. Analyse der unbelasteten Kollagenstruktur

Zundchst muss die zonal unterschiedliche Hauptorientierung der Fasern (radial,
tangential, isotrop) im unbelasteten kollagenen Netzwerk des Gelenkknorpels aus den
MRT-Daten bestimmt werden.

Betrachtet man die radiale und tangentiale Knorpelzonen im Zusammenhang mit
dem Arkadenmodell, so sind die Fasern in der Tiefe vertikal ausgerichtet, auf der
Oberfliche gehen sie in die horizontale Anordnung iiber. Wie jedoch die
Ubergangszone mit der isotropen Faserausrichtung organisiert ist, ist bei weitem unklar.
Denn wiirden sich die Fasern in der transitionalen Zone so, wie es vereinfacht auf der
Abb. 2.8 gezeigt ist, geordnet einbiegen, konnte an dieser Stelle keine isotrope
Ausrichtung der Fasern bestehen. Vermutlich sind auf dieser Hohe viele Strédnge
vorhanden, die in alle denkbaren Richtungen durch die Ubergangszone verlaufen (Abb.
6.10a). Eine andere Erklarung dafiir konnte eine Annahme liefern, dass einzelne
Kollagenfasern wellenformig gebildet sind und die Schwingungsweite der Wellen die
lokale Faserausrichtung in den Knorpelzonen bestimmt. Dabei sind die Fasern in der
radialen Zone schwicher gekurvt als in der transitionalen und der tangentialen, wobei
die letzte eine absolute Verstauchung aufweist (Abb. 6.10c). Dies wiirde auch mit der
Tatsache iibereinstimmen, dass die Faserdicke vom knochennahen Bereich zur
Oberfldche geringer wird [Buckwalter 1983], denn wahrscheinlich je dicker die Fasern
sind desto niedriger ist ihre Fihigkeit, sich in solche Wellen zu formen. Uber derartige
wellenformige Struktur der Kollagenfasern unter normalen Bedingungen (vor allem,
beim natiirlichen Wassergehalt des Gewebes) berichten auch Broom und Myers
[Broom 1980].

Beide vorgeschlagene Formen der Kollagenstruktur wiirden bei der WS-MRT das
gleiche Verhalten der Signalintensitit aufweisen (Abb. 6.10b). Inwieweit die eine oder
andere Theorie durch Ergebnisse weiterer mikroskopischen sowie biomechanischen
Untersuchungen unterstiitzt wird, ist nicht Gegenstand dieser Arbeit.
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Abb. 6.10. Erkldrung der Ultrastruktur des Knorpels auf Grundlage modellgestiitzter
Daten aus der WS-MRT. a: Einzelne Kollagenfasern verlaufen arkadenformig; b:
Anpassung der jeweiligen Knorpelzonen auf das Kegel- bzw. Biischelmodell; der
Winkel 6 zeigt die Hauptausrichtung der Kollagenfasern im dufleren Magnetfeld Bo;
c: Einzelne Kollagenfasern verlaufen wellenférmig.

Die auf Abb. 6.10b aufgefiihrte Zusatzzone ,semiradial“ bezeichnet die obere
radiale Zone, in welcher die Fasern nicht mehr iiberwiegend radial verlaufen und damit
eine Erhohung der MR-Intensitit auf Grund des vergrdBerten Biischel-Offnungswinkels
o verursachen, wie die theoretische Kurve auf der Abb. 6.11 deutet. Somit l4sst sich
im einfachen Fall die Auffiacherung des Faserbiischels von der Tiefe in Richtung der
Oberfliche des Knorpels ableiten. Auf der Abb. 6.12 und 6.13 sind normierte
Intensitits-Tiefenprofile einer humanen Probe und einer Probe vom adulten Schwein
dargestellt (m). Da die Intensitdten bei der T,-gewichteter MR-Bildgebung stark von der
angewanden TE-Zeiten abhédngig sind, wurden bei der Betrachtung der
tiefenabhéngigen Intensitétsvariationen T,-Parameterbilder verwendet. Es wurde davon
ausgegangen, dass in der Knochenndhe die Fasern ideal radial sind und in der
Oberflichennéhe isotrope Ausrichtung ist (o =~ 90°). Die Normierung erfolgte so, dass
der minimale bzw. maximale Wert dem minimalen (0,02) bzw. maximalen Wert (0,46)
der nach (4.17) errechneten Abhéngigkeit der Intensitit von dem Biischel-
Offnungswinkel (Abb. 6.11) entspricht. In den an den Knochen grenzenden
Knorpelbereichen fillt eine Streuung der Intensitdtspunkte um einen Minimalwert auf.
Diese kann als Signalrausch interpretiert werden. Aus diesem Grund wird zusitzlich
angenommen, dass die Bereiche 0 — 10 Pixel bei der Humanprobe bzw. 0 — 6 Pixel bei
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dem Schweinsknorpel (griine Fliche auf Abb. 6.12 bzw. 6.13) die radiale Zone
vertreten, d.h. einen Offnungswinkel o = 0° aufweisen.

Anhand der Normierung lassen sich aus den experimentellen Intensititswerten in
Abhidngigkeit von der Knorpeltiefe eine Tiefenabhidngigkeit des Biischel-
Offnungswinkels ap(z) herleiten indem man die experimentelle Signalwerte /(z) den
theoretischen Werten /(ag) gegeniiberstellt (Abb. 6.12, 6.13):

()0 = 1@ e } > 4(2)

Die so ermittelte Tiefeninderung des Biischel-Offnungswinkels op(z) ist in
Abb. 6.14 dargestellt. Dabei wurden, wie oben erwéhnt, die knochennahen Bereiche auf
den Wert ag=0° gesetzt und nur die mit der Knorpeltiefe kontinuierlich steigenden
Intensitdtswerte beriicksichtigt. Die Graphen zeigen, dass auf diese Weise Aussagen

iber die Auffacherung der radialen Kollagenfasern gemacht werden konnen, um z.B.
den Ubergang der radialen Struktur in die isotrope zu verdeutlichen.

normierte Intensitat /

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Biischel-Offnungswinkel o, °

Abb. 6.11. Abhiingigkeit der Intensitit von dem Biischel-Offnungswinkel o bei 8 = 0°
(nach dem Biischel-Modell, s. Kap. 4.2.2).
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Abb. 6.12. Normierter experimenteller Intensitatsverlauf innerhalb der Knorpelschicht
(m) am Beispiel einer humanen Femurprobe (weibl. 92 J.) und die theoretische
Abhingigkeit der Intensitit von dem Biischel-Offnungswinkel a5 (s. Abb. 6.11) bei
Orientierung der radialen Faserrichtung parallel zum By-Feld (6 = 0° (-)).
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Abb. 6.13. Normierter experimenteller Intensitatsverlauf innerhalb der Knorpelschicht
(m) am Beispiel einer Femurprobe vom Schwein (7 J.) und die theoretische
Abhingigkeit der Intensitit von dem Biischel-Offnungswinkel o bei 8 = 0° ().
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Abb. 6.14. Tiefenprofile des Biischel-Offnungswinkels a5 bei @ = 0° einer humanen
(m) bzw. einer Femurprobe vom Schwein (0) aus Abb. 6.12 bzw. 6.13.

Eines der Merkmale der radialen Zone des Gelenkknorpels im Rahmen des Biischel-
Modells ist die charakteristische Orientierungsabhingigkeit der MR-Intensitit von
Kollagenfasern dieser Zone im &dufleren Magnetfeld By. Auch bei einem
Offnungswinkel des Faserbiischels groBer als Null besteht diese Abhingigkeit. Sie ist
mit steigendem o jedoch immer weniger ausgeprigt, und das Maximum (,,magischer
Winkel) verschiebt sich in Richtung ansteigender Werte (Abb. 6.15). Wie man aus den
Graphiken auf der Abb. 6.15 sieht, verschwindet die typische Orientierungsabhidngigkeit
der Intensitit bei Offnungswinkeln von iiber 30°. Damit kdnnte man eine Bedingung fiir
eine Definition der Ubergangsgrenze der radialen Fasern in die isotropen festlegen. Aus
dem Tiefenprofil eines adulten Schweins (Abb. 6.14, o) ldsst sich die Grenze zwischen
der radialen und der transitionalen Zone bei einer relativen Tiefe von ca. 0,7 deuten. Im
Falle der humanen Probe aus Abb. 16.14 (m) zeigt sich diese Grenze entsprechend bei
einer Tiefe von etwa 0,5.

Auf die gleiche Weise ldsst sich theoretisch auch der Ubergang von der isotropen zu
der tangentialen Zone beschreiben (s. semitangentiale Zone, Abb. 6.10b). In diesem Fall
betrachtet man einen Offnungswinkelbereich [a;, o], wobei die isotropen Fasern
gleichverteilt im Intervall [0° 90°] und tangentiale im Intervall [90°, 90°] liegen
(Abb. 6.16). In der Praxis ist jedoch diese Grenze auf Grund sehr geringer Dicke der
tangentialen Zone schwer definierbar.



Kapitel 6. Ergebnisse und Bewertung 83

— 10
— 20°
—— 30°
— 40°
50°
— 60°
70°
—— 80°
— o0

Biischel-Offnungswinkel o

rel. Intensitat

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Hauptausrichtung 6

Abb. 6.15. Intensititsverldufe in Abhédngigkeit von Hauptausrichtungen 6 der
Kollagenfasern bei verschiedenen Biischel-Offnungswinkeln og.
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Abb. 6.16. Abhiingigkeit der Intensitit von dem Offnungswinkelbereich [a;, ] bei
a; = 90°und 6 = 0° (nach dem Biischel-Modell, s. Kap. 4.2.2).
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Abbildung 6.17 stellt zusammenfassend die nach dem Biischel-Modell berechnete
Intensititsvariation beim Ubergang der Faseranordnung iiber die ganze Knorpeltiefe
dar, d.h. von der radialen in die isotrope (Abb. 6.11) und weiter von der isotropen in die
tangentiale Schicht (Abb. 6.16).

radial isotrop tangential

normierte Intensitéat /

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Winkel a, ° 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
: ! Winkel o, ©
o, =0° i |
@ = 90°

Abb. 6.17. Schematische Abbildung der Intensititsabhéngigkeit von dem
Offnungswinkelbereich [¢;, a;] bei 6= 0° (nach dem Biischel-Modell, s. Kap. 4.2.2)
beim zonalen Ubergang der Faser von radialer iiber die isotrope in die tangentiale
Anordnung.

6.3.2. Druckbedingte Transformation der Kollagenstruktur

Wie Dbereits erwidhnt, verursacht mechanische Belastung eine geometrische
Transformation der Kollagenfasern im Gelenkknorpel. Da der Widerstand des
Knorpelgewebes gegeniiber der (physiologischen) mechanischen Belastung zu dessen
primiren biologischen Funktionen gehdrt und die Verdnderung dieser Fahigkeit zu
Knorpelzerstérungen fiithren kann, sind die Bestimmung der elastischen Eigenschaften
und die Aufkldrung der zugrundeliegenden biomechanischen Prozesse von groffem
medizinischen Interesse.

In Kap. 6.3.1 wurden zwei Formen der kollagenen Ultrastruktur dargestellt, auf
deren Basis die mdglichen Transformationen der Fasern unter Druck diskutiert werden.
Die Reaktion des Knorpels auf die Druckbelastung zeigt sich in einer
Intensititsverdnderung in T,-gewichteten MR-Bildern des Gelenkknorpels. Diese
Intensitdtsdnderungen haben ihre Ursache in der gezeigten Richtungsabhingigkeit der
kollagenen Strukturen im statischen Magnetfeld By (s. Kap. 4).

Im Folgenden werden mdgliche druckbedingte Transformationen des Kollagen-
netzwerkes aus einem NMR-Experiment abgeleitet, bei dem ein identischer Druck iiber
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die gesamte Knorpeloberflidche (s. Kap. 5.4) realisiert wurde. Um die Riickschliisse {iber
den mdglichen Tranformationsmechanismus zu machen, wird der Einfluss der
Belastung auf die MR-Signalintensitit aus den modellbezogenen Uberlegungen
determiniert und den experimentellen Daten gegeniibergestellt (Kap. 6.3.5). Dabei wird
eine Faserstruktur entsprechend den Abb. 6.10a und 6.10c zu Grunde gelegt sowie
regional (Mitte der Probe; Rand der Probe) unterschieden.

Transformation arkadenformiger Fasern

Auf Abb. 6.18 ist eine der mdglichen Transformationen der arkadenformigen Fasern
(Abb. 6.10a) in mittlerer Region der Knorpelprobe dargestellt. Auffiéllig ist bei dieser
Hypothese die Beugung in die entgegen gesetzten Richtungen, was zu einer Kluft
(vertikale gestrichelte Linie) in dem Fasernetz fiihrt. Diese Darstellung basiert auf den
Beobachtungen von einigen Autoren, die die Formadnderung der Kollagenstruktur unter
Druckbelastung mit Hilfe von SEM [Glaser 2002] oder DICM [Thambyah 2006]
untersucht haben. Solche Aufteilung ist einmalig im Punkt des hdchsten Drucks und die
weiter vom Zentrum entfernten Fasern sind in eine entsprechende Richtung geneigt.

Die Erhohung der MR-Intensitét radialer Zone in der Mitte der Probe (6 = 0°) ldsst
sich anhand des Kegel-Modells erkldren, da die druckbedingte Neigung eine Zunahme
des Kegel-Offnungswinkels o verursacht (6 = 0°-Linie —, Abb. 6.19).

nativ unter Druck

N\

Abb. 6.18. Druckbedingte Transformation der arkadenférmigen Fasern (Abb. 6.10a) in
mittlerer Region der Knorpelprobe.
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Abb. 6.19. Intensititsverliufe in Abhingigkeit von Kegel-Offnungswinkeln ox bei
verschiedenen Hauptausrichtungen 6 der Kollagenfasern.

Auf Grund der natiirlichen Wolbung der untersuchten Proben vom Schaf liegen die
Fasern in den randnahen Regionen unter einem Winkel 6 ungleich Null zwischen der
Faserhauptrichtung und dem duBleren Magnetfeld By. Aus diesem Grund wird auch die
Transformation der Fasern in diesen Regionen im Zusammenhang mit dem Verhalten
der MR-Intensitit entsprechend dem Kegel- bzw. Biischelmodell (Abb. 6.20, 6.21, 6.23,
6.25) diskutiert.

Es wurde oben erwihnt, dass einige Autoren eine druckbedingte Transformation der
Kollagenstrange beobachteten, welche sich in der Neigung der Fasern in dem Punkt des
hochsten Druckes in die entgegen gesetzten Richtungen ausdriickte. Seitlich von diesem
Punkt seien die Fasern in nur eine entsprechende Richtung gebogen [Glaser 2002,
Thambyah 2006]. Fiir unsere detaillierte Untersuchung werden wir jedoch auch die
(biomechanisch eher unwahrscheinliche) Moglichkeit in Erwédgung ziehen, dass sich die
Fasern innerhalb der ganzen Knorpelschicht gleichzeitig in beide Richtungen neigen, so
wie es auf Abb. 6.20 aufgefiihrt ist. Die druckanhidngige MR-Intensitit in der radialen
Zone wiirde in diesem Fall einen komplizierten Charakter aufweisen: In den mittleren
Regionen (&= 0°...20°) verursacht die VergroBerung des Kegel-Offnungswinkels ok (s.
Abb. 6.19) einen ansteigenden Verlauf mit einem Maximum bei ca. 55° bis 60°. Je
weiter die Regionen vom Zentrum entfernt sind, umso komplexer wird das
Intensitdtsverhalten: Bei Winkeln € zwischen 40° und 70° wendet sich der Verlauf und
die Auffacherung fiihrt zunéchst zu dem Abfall der Intensitét.
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nativ unter Druck

Abb. 6.20. Druckbedingte Transformation der arkadenférmigen Fasern (Abb. 6.10a) in
der Randregion der Knorpelprobe mit beidseitiger Neigung.

nativ unter Druck

Abb. 6.21. Druckbedingte Transformation der arkadenférmigen Fasern (Abb. 6.10a) in
der Randregion der Knorpelprobe mit einseitiger Neigung.
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Werden die Fasern in den Randregionen unter Druck in nur eine Richtung geneigt,
so entfillt die Notwendigkeit einen Offnungswinkel ax zu beriicksichtigen (Abb. 6.21).
Die druckbedingte Neigung wird in diesem Fall {iber einen Winkel o nach (5.1)
beschrieben (s. Abb. 5.13). Die Intensitét in der radialen Zone ist in diesem Fall nur von
dem Winkel (6 + o) bei einem Kegel-Offnungswinkel ax = 0° abhiingig. Das entspricht
dem Intensitédtsverhiltnis (4.14) fiir ideal radiale Fasern (s. Abb. 4.16) bei 8 = 6+ o.

Transformation wellenformiger Fasern

Wird eine wellenformige Kollagenstruktur zusammengedriickt, dann erscheint in der
radialen Zone eine sichtbare Krduselung, welche mit steigendem Druck immer grofere
Wellenamplitude aufweist [Kddb 1998]. Diese Stauchung der Kollagenstringe
verursacht eine Auffacherung des Faserbiischels, welche in zentraler Region der Probe
(@ = 0) auf Grund des zunehmenden Biischel-Offnungswinkels o (Abb. 6.22) zur
Zunahme der MR-Intensitdt fiihrt (Abb. 6.11). In den Randregionen (Abb. 6.23)
dagegen bewirkt die druckbedingte Aufficherung eine indifferente Intensitdts-
verdnderung, welche stark von der jeweiligen natiirlichen Ausrichtung (&) der Fasern zu
der Magnetfeldrichtung B, abhingt (Abb. 6.24). Ahnlich wie bei den arkadenférmigen
Fasern mit beidseitiger Neigung (Abb. 6.20), steigt die Intensitdt im zentralen Bereich
(6= 0°...20°) mit der Zunahme vom Biischel-Offnungswinkel, auf der Peripherie (6 =
40°...70°) sinkt sie dagegen (vgl. Abb. 6.19).

nativ unter Druck

Abb. 6.22. Druckbedingte Stauchung der wellenférmigen Fasern (Abb. 6.10c) in
mittlerer Region der Knorpelprobe.
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unter Druck

Abb. 6.23. Druckbedingte Stauchung der wellenférmigen Fasern (Abb. 6.10c) in der
Randregion der Knorpelprobe.
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Abb. 6.24. Intensitiitsverliufe in Abhiingigkeit von Biischel-Offnungswinkeln a5 bei
verschiedenen Hauptausrichtungen & der Kollagenfasern.
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nativ unter Druck

Abb. 6.25. Druckbedingte Stauchung und Neigung der wellenformigen Fasern
(Abb. 6.10c¢) in der Randregion der Knorpelprobe.

Von vielen Autoren wurde nicht nur eine Kriuselung (engl. crimping) der
Kollagenfasern im druckbelasteten Knorpel sondern auch die Neigung (engl. bending)
der Stringe beobachtet [Notzli 1997, Kédb 1998, Kéib 2000, Kéidb 2000(2),
Thambyah 2006]. In diesem Fall, bezogen auf das Faserbiischel-Modell, dndert sich mit
steigendem Druck sowohl die Aufficherung oz als auch der Winkel & zwischen der
Hauptrichtung der Fasern und dem &uBeren Magnetfeld B, (Abb. 6.25). Die
Signalintensitit wird damit gleichzeitig von zwei Faktoren determiniert: /(ap, €). Solche
Abhingigkeit wurde auf Abb. 4.5 dargestellt.

Die Korrelation der oben dargestellten Transformationsmechanismen des
Kollagennetzwerkes unter Belastung mit den experimentellen NMR-Aufnahmen wird in
Kap. 6.3.5 diskutiert.

6.3.3. Experimentell ermittelte biomechanische Eigenschaften

Wie beschrieben in Kap. 5.4.2, wurde fiir drei untersuchten Proben vom Schaf: AFM,
BFM, BTL (s. Abbildungsunterschrift Abb. 6.1) die Neigung o der Kollagenfasern in
Abhingigkeit vom Druck p nach (5.1) errechnet (Abb. 6.27 — 6.29). Mit Hilfe der bei
den Rotationsexperimenten bzw. der PLM ermittelten natiirlichen Neigung oy, welche
sich teilweise betrdchtlich von der ideal radialen Ausrichtung unterscheidet (s.
Abb. 5.13, Kap. 6.1), ldsst sich die korrigierte Neigung oy, darstellen. Der Vergleich
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der Ausgleichkurven fir o und oy, hat gezeigt, dass die Untersuchung natiirlicher
Neigung fiir die genauere Einschidtzung des Druckeinflusses auf die Kollagenstruktur
durchaus notwendig ist.

Griinder hat in der frilheren Arbeit von einer gleichmidfigen und mit der
Knorpelnormale libereinstimmenden Hauptausrichtung der Kollagenfasern ausgegangen
[Griinder 2006]. Er stellte jedoch bei der Auswertung von Faserneigungs-Daten fest,
dass die Fasern bereits ohne Druckbelastung um ca. 22° geneigt waren (Abb. 6.26). In
der aktuellen Arbeit wurde ohne Beriicksichtigung natiirlicher Faserneigung o derselbe
Effekt beobachtet (m, Abb. 6.27 — 6.29). Die Korrektur der Daten mit den Resultaten der
Rotationsexperimente hat zu einem realistischen Ergebnis gefiihrt, bei welchem ohne
Druck auch keine (mit einem Fehler von max. + 4°) druckbedingte Neigung vorhanden
ist (m, m, Abb. 6.27 — 6.29). Dariiber hinaus weist die korrigierte Druckabhingigkeit auf
Grund groBerer natiirlicher Neigung am Rand als in der Mitte der Probe (Abb. 6.1) eine
bis zu 46% stirkere Steigung gegeniiber der unkorrigierten Gerade auf. Diese Steigung
bestimmt den Einfluss des Druckes auf die Neigung der Kollagenfasern. Griinder hat
diesen Koeffizienten als ,,Winkel-Modul* E_ = Ap/Ac bezeichnet [Griinder 2006]. In

unserer Studie betridgt dieser Parameter je nach Probe 25 bis 37 kPa/® (s. Tab. 6.1).

40F

¥ Aa/Ap = 17.5 degree/MPa
36 -
aaf
a2l
a0}
28|
26 F
24 - o=[22.3 + 17.5 p(MPa)] degree .

22F 1
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Abb. 6.26. Anderung der Hauptausrichtung der Kollagenfasern unter Belastung aus
[Griinder 2006]. Der Neigungswinkel wurde in dieser Arbeit durch o gekennzeichnet.

Offensichtlich korreliert der ,,Winkel-Modul* mit den elastischen Eigenschaften des
Gewebes (Abb. 6.30 — 6.32): Der errechnete Elastizititsmodul £ (2.1), dhnlich wie E,,
ist groer bei der Tibiaprobe und kleiner bei dem femoralen Knorpel. Elastische
Deformation des Gewebes unter Druck wurde quantitativ ermittelt in der mittleren
Region (Probenmitte) sowie in den Magischer-Winkel-Bereichen (Probenrand). Dabei
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ergab sich eine geringfiigig hohere Steifigkeit des Materials in den randnahen Regionen
(Tab. 6.1), welche moglicherweise auch auf die experimentelle Bedingungen
zuriickzufiihren ist.

Tab. 6.1. Biomechanische Eigenschaften der Knorpelproben.

,Winkel-Modul“ E;, MPa/° x10° Elastizititsmodul E, MPa
Probe
korrigiert unkorrigiert Mag. Winkel Mitte
AFM 28,25 46,7 2,22 1,85
BFM 25 35,7 2,4 2
BTL 36,76 68,3 5,26 3,85
40 T T T T T T T T
R
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Abb. 6.27. Experimentell bestimmte druckbedingte Neigung ¢ der Kollagenfasern der
Knorpelprobe AFM (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.28. Experimentell bestimmte druckbedingte Neigung ¢ der Kollagenfasern der
Knorpelprobe BFM (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.29. Experimentell bestimmte druckbedingte Neigung ¢ der Kollagenfasern der
Knorpelprobe BTL (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.30. Elastische Deformation der Knorpelprobe AFM (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.31. Elastische Deformation der Knorpelprobe BFM (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.32. Elastische Deformation der Knorpelprobe BTL (Schaf, 3 Jahre).

6.3.4. Druckbedingte Krduselung der Fasern

Aus der Beobachtung der Deformation der Kollagenstruktur unter Belastung, die sich in
einer Abnahme der Knorpeldicke und einer (dadurch bedingten) Neigung der Fasern
zeigt, lassen sich Aussagen zur Forménderung der Kollagenstringe ableiten. Ein
eventuell moglicher Deformationsmechanismus ist in Abb. 6.33 schematisch dargestellt.
Danach ergibt sich bei gegebenen Neigungswinkeln o und oy sowie Dicke d bzw.
Dickenédnderung Ad eine scheinbare ,,Verkiirzung® der Faserlange:

d d—Ad

Al = - . (6.3)
coso, cos(c+ay)

Offensichtlich konnen unterschiedliche Mechanismen zu dieser ,,Verkiirzung*
beitragen. Es konnte zum Beispiel eine groflere Neigung der Fasern in der Nihe der
Knorpeloberfliche, eine Verformung der Fasern durch einen ,,Knick® zu einer
,»Chevron-Form* (engl. chevron-type shear discontinuity) [Thambyah 2006, Thambyah
2007] oder auch die bereits erwédhnte Krauselung der Fasern in der radialen Zone
auftreten.

Wenn man die einfache Neigung (Abb. 6.33) beriicksichtigt und davon ausgeht, dass
die auftretende Verkiirzung eine zunehmende Krauselung der Fasern bewirkt, 1dsst sich
diese durch eine relative Verkiirzung Al/l der Fasern (Abb. 6.34) unter Belastung
beschreiben. Erwartungsgemif erhoht sich der Verkiirzungsgrad und somit auch die
Krauselung mit steigendem Druck, was auch Kéaib et al. in ihrer Arbeit [Kddb 1998(1)]
beobachtet haben.
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Abb. 6.33. Schematische Darstellung des Deformationsmechanismus der Kollagen-
fasern zur Berechnung der relativen Verkiirzung.
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Abb. 6.34. Verkiirzung der Kollagenfasern unter der Belastung bei einfachen Neigung
in den Randregionen der Proben (Schaf, 3 Jahre).

Zum Erklarungsversuch fiir eine derartige Formédnderung der Kollagenfasern unter
Belastung kann ein vereinfachtes geometrisches Modell dienen, in welchem die
Kriuselung der Stringe als Umwandlung einer Gerade in eine Sinuskurve dargestellt
werden kann. Bei der Transformation dieser Weise verringert sich die Lange der Faser
zugunsten der Zunahme deren Breite. Dieser Effekt trifft fiir den Knorpel als ein
praktisch absolut inkompressibles Gewebe zu.
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Abb. 6.35. Schematische Darstellung der Verformung der Kollagenfasern unter
Belastung aus einer geradlinigen in eine Sinusform (Erlduterungen im Text).

Der Mechanismus einer solchen Verformung lédsst sich aus Abb. 6.35 erkldren. Die
griine gerade Linie stellt eine unbelastete Faser der Linge / = / dar. Wie man aus
Abb. 6.34 ableiten kann, wurde bei den femoralen Knieproben eine Verkiirzung von ca.
0,3 bzw. ca. 0,03 bei dem Tibiaknorpel unter der maximalen Druckbelastung von 1 MPa
beobachtet. Dementsprechend verringert sich die Liange /” der Femur- bzw. Tibiafasern
auf 0,7 bzw. 0,97 (rote bzw. blaue Kurve auf Abb. 6.35) der Ausgangsldnge /. Die
tatsdchliche Lange L der Fasern muss jedoch theoretisch unveréndert bleiben. Unter der
Annahme, dass die Fasern bei Kriuselung die Form der Sinuskurve annehmen, welche
bei der Stauchung in erster Linie die Amplitude sowie geringfiigig auch die
Wellenldnge &dndert und unter der Bedingung, dass die tatsdchliche Kurvenlinge
konstant bleibt, ldsst sich die Amplitude einer solchen harmonischen Funktion f(x) =
a-sin(ax) berechnen: Thre Lange im Intervall /#;, ¢,/ ergibt sich zu

1 2
L:j 1+[$) dx (6.4)

In unserem Fall ist die Funktion f{x) = a-sin(ax) auf einem Intervall /0, /] gegeben
und die Beziehung fiir Berechnung tatsidchlicher Kurvenldnge wird als

!
L =N1+a2a)2 cos® (ax) d x (6.5)
0

beschrieben. Da diese Funktion ein Elliptisches Integral darstellt, kann die Lange L nur
numerisch berechnet werden. Auf Abb. 6.36 sind die berechneten Kurvenlidngen relativ
zu der Linge der geraden Linie (griin) in Intervallen [0, 0,7/] fiir Femur (rot) und
[0, 0,97[] fiir Tibia (blau) bei unterschiedlichen Amplituden a angezeichnet. Die
Frequenz der Sinuskurve wird in Abhdngigkeit von der druckbedingten Stauchung als

W= A angenommen. Das ergibt fiir den Femurknorpel einen Wert von ca. 1,43 und

fir die Tibia ca. 1,03.
Daraus ergibt sich fiir die Faser der Femurproben aus unserem Experiment bei
einem Druckwert von 1,0 MPa eine Form, die mit der Funktion f(x) = 1,05-sin(1,43x)
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beschrieben wird. Fiir die Tibia gilt f;(x) = 0,35-sin(1,03x). Auf Abb. 6.35 sind diese
Kurven gezeigt worden.

1.8 T T T T T T

— Intervall [0 .. 0,7]
1.6 —— Intervall [0 .. 0,97]

rel. Kurvenlange

0,8 i

0,6 i

T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0

a, a*sin(ox)

Abb. 6.36. Numerisch errechnete Abhingigkeit der Lange der Sinuskurven a-sin(ax)
von der Amplitude a in den Intervallen [0, 0,7] und [0, 0,97] bei den Frequenzen 1,43
bzw. 1,03.

Die Anpassung der Faserform an die theoretische Sinuskurve ermoglicht die
Ermittlung des Biischel-Offnungswinkels op bei der druckbedingten Kriuselung, da
sich durch Differenzierung der bekannten Funktion der Steigungswinkel im beliebigen
Punkt x, berechnen l&sst:

a,(x,) =arctan(f'(x,)). (6.6)

B, m—

f(x) 0 1%s NS ____Jf_ ]

0,35sin(1,03x)

1= 1,05sin(1,43x)
| | | |
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Abb. 6.37. Zur Berechnung des Biischel-Offnungswinkels o von gegebenen
Sinuskurven a-sin(@x).
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Dabei wird als xy der Punkt mit der hochsten Steigung ausgewaihlt, welcher bei einer
Sinusfunktion der Schneidepunkt mit der Nullachse ist (Abb. 6.37). Nach der
Berechnung ergibt sich fiir den Offnungswinkel op ein Wert von ca. 56° fiir die
Femurproben und ca. 20° fiir die Tibia bei dem Hochstdruck von 1 MPa. Auf diese
Weise ldsst sich die allgemeine Abhingigkeit des Biischel-Offnungswinkels o vom
Druck darstellen (Abb. 6.38).
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Abb. 6.38. Druckabhingigkeit des Biischel-Offnungswinkels o bei der Kriuselung der
Kollagenfasern unter der Belastung p.

Die Bewertung erhaltener Offnungswinkel offenbart eine Unstimmigkeit mit den
experimentellen Daten, denn bereits ab einem Biischel-Offnungswinkel von ca. 30°
(s. Abb. 6.15) wiirde die spezifische Winkelabhingigkeit der Intensitit verschwinden,
was bei dem Femurknorpel ab der Druckstufe 0,3 MPa (Abb. 6.38) der Fall wére. Der
Magischer-Winkel-Effekt wurde jedoch auch nach dem hochsten Druckwert von
1,0 MPa beobachtet. Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass der in Abb. 6.33
vorgeschlagene einfache Mechanismus der Faserneigung unter Belastung nicht den
realen biomechanischen Ablauf widerspiegelt.

Die mikroskopischen Untersuchungen der Faserdeformierung unter der
Druckbelastung von Thambyah et al. zeigen eine Verformung der Kollagenfasern zu
einer so genannten ,,Chevron- (Zickzack-)Kurve® (s. Abb. 2.14c) [Thambyah 2006,
Thambyah 2007]. Diese Form entsteht offensichtlich auf Grund der festen
Bezugspunkte der Fasern in der intakten oberfldchlichen Tangentialschicht. Von den
Autoren wurde jedoch keine Druckabhingigkeit der ,,Chevron-Form* untersucht. Es
wurde nur eine einzige Druckstufe angewandt. Die Verformung von Kollagenfasern bei
unterschiedlich starker Belastung kann man jedoch von den Randregionen der
Druckflache (Abb. 2.14c) ableiten: sie beginnt mit der leichten Kriimmung und
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bekommt einen immer schirferen Knick. Dieses Verhalten ist auf Abb. 6.39
schematisch dargestellt. Ahnliche Verformung stellten auch Alhadlaq und Xia bei der
Auswertung von hochaufgelosten MRT-Aufnahmen von belastetem Knorpel fest
[Alhadlaq 2004(2)].

Abb. 6.39. ,,Chevron-type* Verformung der Kollagenfasern unter Belastung.

Bei derartiger Deformierung werden die Kollagenfasern wesentlich geringer
verkiirzt als bei der oben aufgefiihrten einfacher Neigung. Zur genaueren Berechnung
der relativen Verkiirzung der Kollagenfasern kann die Lénge / der Strdnge aus der
Ermittlung des Umfangs des gebildeten Dreiecks abgeleitet werden (Abb. 6.40).
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Kollagenfasern

Abb. 6.40. Schematische Darstellung des ,,Chevron-type“-Deformationsmechanismus
der Kollagenfasern zur Berechnung der relativen Verkiirzung.
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Der Umfang ldsst sich aus bekannter Knorpeldicke und dazugehdrigen Winkel mit
Hilfe des Verhiltnisses:

(d-Ad) _ 4(d - Ad) ),COS(H—_UJ 052 - cosZ (6.7)

=[+ = -
coso, CO0SO- sm(;r -0—-0

bestimmen. Das Problem bei dieser Berechnung besteht in fehlenden Kenntnissen iiber
die Knickschirfe des Chevrons nahe der Oberfliche und damit in unbekannter Grof3e
des Winkels 0. Aus der Literatur sind jedoch einzelne Aussagen bekannt, aus denen
man die Position des Knicks herleiten kann. Thambyah und Broom beobachten dieses
Phinomen in einer Tiefe von 150-300 um von der Oberflidche, Kééb et al. geben dafiir
eine relative Hohe von 0,5 bis 0,8 an, welche mit steigender Druckbelastung tendenziell
sinkt [Kddb 1998(1), Thambyah 2006, Thambyah 2007]. Bei den vorliegenden
Berechnungen wird angenommen, dass sich die Position des Chevrons auf der relativen
Hoéhe von 0,8 befindet. Die Vorgabe der relativen Hohe von 0,5 wiirde zu den gleichen
Ergebnissen wie bei der bereits beschriebenen einfachen Neigung fiihren.

Die Festlegung der relativen Knicksposition von 0,8 vereinfacht die Ermittlung der
Faserverkiirzung bei der ,,chevron-type* Deformation, da der bisher fehlende Winkel 6
jetzt eine feste Abhdngigkeit vom gegebenen Winkel o aufweist, welche durch
folgenden Ausdruck beschrieben werden kann:

s="1 o, — arctan 0.2 (6.8)
2 0,8-tan(c + 0,)—tano,

Daraus ergibt sich fiir die gesuchte Verkiirzung A4/// aus (6.7) und (6.8) unter
Normierung d = 1 und nach wenigen trigonometrischen Umwandlungen:

cos| o, —arctan 0.2 +sino
Al 0,8-tan(oc +0,)—tano,

= =1-(1-Ad)-
[ 0,2
cos| o + 0, —arctan
0,8-tan(o +0,)—tano,

Auf Abb. 6.41 ist die relative Verkiirzung bei der Chevron-artigen Deformation der
Kollagenfasern unter Belastung fiir die untersuchten Knorpelproben dargestellt.
Demnach ldsst sich eine Verkiirzung von etwa 6-10% fiir den Femurknorpel bei der
Druckbelastung von 1 MPa feststellen. Fiir die Tibia wird keine messbare Verkiirzung
beobachtet.

Nach analogen Berechnungen wie fiir den Fall einfacher Neigung ergibt sich bei der
»chevron-type“-Neigung unter maximaler Druckbelastung von 1 MPa der Biischel-
Offnungswinkel von ca. 28° bzw. 34° fiir die AFM- bzw. BFM-Probe. Entsprechende
Druckabhingigkeit des Offnungswinkels o ist auf Abb. 6.42 dargestellt. In diesem Fall
befindet sich der Offnungswinkel bei der maximalen Druckbelastung nicht deutlich {iber
den Werten von 30° und somit entspricht vermutlich die Chevron-artige Deformation
der Fasern anndhernd dem Verhalten der Kollagenmatrix unter dem Druck.

(6.9)
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Abb. 6.41. Verkiirzung der Kollagenfasern unter der Belastung bei ,,chevron-type®-
Deformation in den Randregionen der Proben (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.42. Druckabhéngigkeit des Biischel-Offnungswinkels o bei der Kriuselung der

Kollagenfasern auf Grund der ,.chevron-type“-Deformation der Matrix unter der
Druckbelastung p.
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6.3.5. Korrelation der Transformationsmodelle mit der
Intensitatsdnderung

Aus den Ergebnissen der pMRT-Versuche mit identischem Druck iiber die ganze
Knorpeloberfliche (s. Kap. 5.4) sind auf der Basis der beobachteten Intensitéts-
dnderungen genauere Informationen iber druckbedingten Transformation der
Kollagenmatrix ableitbar. Dazu werden die theoretischen Intensititsverldufe fiir die in
Kap. 6.3.2 dargestellten Neigungsmodelle mit den experimentell gemessenen MRT-
Daten verglichen.

In Kap. 5.4.2 wurde die druckabhédngige Verschiebung einer kleinen hyperintensen
(unter dem magischen Winkel zu By orientierten) Knorpelregion beschrieben (Abb. 5.7).
Probenabhingig befand sich diese Region im Bereich g™ = 25°...45° (s.u. Abb. 5.13 zur
Winkeldefinitionen). Aus diesem Grund wurde zur Beobachtung der Intensitéts-
dnderung eine Koordinate von = 30° ausgewihlt. Da an dieser Stelle die ermittelte
natiirliche Neigung oy nahe Null liegt (Abb. 6.1), befinden sich die Kollagenfasern in
dieser Region unter einem Winkel zum dufleren Magnetfeld By von = = 30°. Wie die
Ermittlung der druckbedingten Neigung ¢ gezeigt hat (Kap. 6.3.3), dndert sich die
Faserausrichtung bei der Druckbelastung um 27° bis 40° (Abb. 6.27 — 6.29).
Demzufolge wird fiir die theoretische Darstellung ein Mittelwert von 35° angenommen.

Knorpel

unbelastet
belastet

Knochen Kollagenfasern
Magischer-Winkel-
Zone

Abb. 5.13. (von S. 64) Schematische Darstellung zur Berechnung der
druckbedingten Neigung o aus der Position ™ der Magischer-Winkel-Zone. 6 —
Winkel zwischen der Vorzugsrichtung der Kollagenfasern und By; 8" = 54,7° —
Magischer Winkel;, 7 - Knorpelnormale; pB— Winkel zwischen der

Knorpelnormale und By, oy — natiirliche Abweichung der Fasernrichtung von der
Knorpelnormale.
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In Kap. 6.3.2 wurden mogliche Varianten der Kollagenmatrixtransformation unter
der Druckbelastung dargestellt. Abb. 6.43a-c zeigen theoretische Intensititsverldufe der
in Abb. 6.20, 6.21 und 6.23 dargestellten Deformationen der Kollagenfasern in den
Knorpelrandregionen bei definierten Werten von 6 und ax bzw. ag. Auf der Grafik in
Abb. 6.43d sind die gemessenen druckabhidngigen MR-Intensititen fiir die untersuchten
Knorpelproben fiir Regionen mit einer Ausgangs-Faserorientierung von 30°
aufgezeichnet. Auffallend ist fiir alle drei Proben ein glockenformiger regionaler
Intensititsverlauf mit einem deutlichen Anstieg, einem Maximum (Magischer-Winkel-
Region) und einem flacheren Abfall. Der Vergleich von experimentellen Daten mit
theoretischen Kurven zeigt ein dhnliches Intensititsverhalten von realen Knorpelproben
(Abb. 6.43d) und dem auf Grundlage des Neigungsmodells fiir arkadenformige, in eine
Richtung geneigte Fasern berechneten (Abb. 6.21, 6.43b).
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Abb. 6.43. Zur Bestimmung der Neigung der Kollagenfasern anhand der
Intensitdtsdnderung. a—c: Theoretische Intensititsverlaufe entsprechend den in
Abb. 6.20, 6.21 und 6.23 gezeigten Neigungsmodellen. d: Experimentell ermittelte
Intensitétsénderung der untersuchten Proben (Schaf, 3 Jahre).
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Bei der Bestimmung der druckbedingter Kriduselung der Kollagenfasern (Kap. 6.3.4)
der untersuchten Proben wurde eine Aufficherung des Biischel-Offnungswinkels oz um
etwa 30° festgestellt. Abb. 6.25 beschreibt eine weitere Deformationsform der Fasern
unter dem Druck, bei welcher diese sowohl geneigt als auch gestaucht werden. Bei
bekannter Neigung ¢ von 0° bis 35° sowie bekannter Krauselung, welche, verursacht
durch die Erhohung des Drucks von 0 auf 1,0 MPa, zur Zunahme des Biischel-
Offnungswinkels ag von 0° bis 30° fiihrt, l4sst sich fiir B = 30° ein regionaler, in Abb.
6.44 dargestellter Intensitdtsverlauf errechnen (rote Kurve). Die grauen Kurven in dieser
Grafik entsprechen der Intensititsverldufen fiir Zonen im Bereich von 6 = 30° bis 65°
(fir die Anfangshauptausrichtung an der Beobachtungsstelle 6 = von 30° und
druckbedingte Neigung ¢ von 0° bis 35°) bei Biischel-Offnungswinkeln o von 0° bis
30°. Da bei dieser Berechnung die Intensitit nicht nur in Abhéngigkeit von der
Hauptausrichtung 6 sondern auch von der mit dem Druck steigenden Krauselung
beobachtet wird, wurden die dem jeweiligen Druckwert entsprechenden Punkte in die
Kurven eingezeichnet.
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Abb. 6.44. Theoretische Abhéngigkeit der MR-Intensitdt bei Beriicksichtigung druck-
bedingter Neigung (6 = 0°...35°) und Krauselung (ag =0 ... 30°) der Kollagenfasern.
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Die Form der auf diese Weise erhaltenen Intensititsabhidngigkeit findet eine gute
Ubereinstimmung mit der experimentell gemessenen Variation der Intensitit bei den
untersuchten Knorpelproben (Abb. 6.43 d). Diese Ahnlichkeit driickt sich insbesondere
in einem relativ flachen Maximum und einem schwachen Abfall der Intensitdtskurve
aus. Aus der Auswertung der theoretischen und experimentellen Daten ldsst sich ein
Deformationsmodell ableiten, bei dem unter der Druckbelastung die Kollagenfasern in
der tiefen radialen Zone in eine gemeinsame Richtung geneigt werden mit gleichzeitiger
Entstehung einer leichten Kriuselung (Abb. 6.25).

6.3.6. Intensitatsanderung in der mittleren Region der Proben

Bislang wurden biomechanischen Parametern des Knorpels anhand der Auswertung der
NMR-Experimente mit dem iiber die ganze Oberflache identischem Druck ermittelt.
Unter klinischen Bedingungen sind solche Versuche nicht realisierbar. Aus diesem
Grund sollte iberpriift werden, auf welche Weise bei den ex vivo Experimenten
gewonnene Resultate in der Praxis umgesetzt werden konnen.

Es wurde bereits erwéhnt, dass es moglich ist, unter in vivo Bedingungen eine
Druckabhingigkeit der MR-Intensitét bei Belastungsexperimenten in klinischen MRT-
Scanner aufzunehmen (Kap. 5.4.2). Dies ist jedoch bei der parallel zu der Korperachse
gerichteten Druckkraft nur an den Kontaktstellen zwischen Femur- und Tibiagelenk-
oberfliche moglich. Ubertragen auf die in vorliegender Arbeit durchgefiihrten
Experimente, wére dies Intensitdtsinderungen im mittleren Bereich der Knorpelprobe
(mit der Koordinate # = 0°). Charakteristisch fiir diesen Punkt ist auch die minimale
Abweichung der Ausrichtung von Kollagenfasern von der Knorpelnormale (natiirliche
Neigung oy = 0°). Fiir die theoretischen Berechnungen bedeutet das, dass die Intensitit
in der tiefen radialen Zone ohne Belastung (und somit ohne druckbedingter Neigung)
auf Grund der Ausgangsbedingung 0 = 0° einen Nullwert aufweist. Diese Bedingung,
zusammen mit der Beriicksichtigung des Maximalwertes aus dem Magischer-Winkel-
Bereich, bilden die Grundlage fiir die verwendete einheitliche Normierung der
Intensitdt. Die Druckabhingigkeit der Intensitdt in mittlerer Region der untersuchten
Knorpelproben ist in Abb. 6.45 (I(p).x,.) dargestellt.

Der Vergleich experimenteller Intensitdtswerte /(p) mit den nach (4.14) berechneten
Daten ergab, unter der Annahme, dass die in den randnahen Regionen ermittelte
Neigung der Kollagenfasern o(p) auch fiir die mittlere Region gilt, zum Teil erhebliche
Differenzen (Abb. 6.45, I(p)yechn). Einer der Griinde dafiir konnte in dem gewéhlten
Normierungsverfahren liegen: die Intensitit wurde auf die Maximumwerte (Relativwert
von 1,0) geeicht. Wie oben festgestellt, fiihrt die Druckeinwirkung jedoch nicht nur zu
einer Faserneigung, sondern auch zu einer Faserkrduselung, die zur Aufficherung des
Biischel-Offnungswinkels o fiihrt (Kap. 6.3.4). Dies fiihrt zu einer Verminderung der
Maximalwerte der Intensitdtsverldufe fiir oy von 0° bis 30° (Abb. 6.44). Anhand der in
Kap. 6.3.4 ermittelten Aufficherung lassen sich die Intensitdtswerte im Mittelpunkt der
Knorpelproben korrigieren, unter der Annahme, dass die Krduselung am Rand identisch
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ist mit der in der Mitte der Proben. Ebenso werden auch die theoretischen Daten
korrigiert (Abb. 6.46).
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Abb. 6.45. Experimentelle und berechnete Druckabhingigkeiten der MR-Intensitét in
der tiefen radialen Zone in der Zentralregion der Knorpelproben (Schaf, 3 Jahre).
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Abb. 6.46. Experimentell ermittelte und berechnete Druckabhidngigkeiten der MR-
Intensitdt in der tiefen radialen Zone in der Zentralregion der Knorpelproben unter
Beriicksichtigung einer Faserkrduselung (Schaf, 3 Jahre).
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Da es nach der Ermittlung der druckbedingten Krauselung der Kollagenfasern bei
dem Tibiaknorpel (BTL) keine Aufficherung von ap festgestellt wurde, bleiben die
Daten bei dieser Probe zunéchst unveridndert. Bei den beiden Femurproben &ndern sich
die Verhiltnisse nach der ag-Korrektur. Im Fall von BFM entsteht eine — bis auf eine
geringe Toleranz — Ubereinstimmung der experimentellen mit den berechneten
Intensitidtsdaten. Dies bedeutet, dass diese Probe das gleiche Deformationsverhalten der
Kollagenfasern unter dem Druck in den randnahen und zentralen Regionen zeigt.

Im Falle der AFM-Probe besteht auch nach der durchgefiihrten Korrektur eine grof3e
Unstimmigkeit zwischen den experimentellen Daten und der errechneten Intensitét.
Vermutlich kann man bei diesem Experiment nicht davon ausgehen, dass die Neigung
der Fasern unter dem Druck homogen iiber die ganze Probe erfolgte. Einen Anlass zu
diesen Uberlegungen liefert der bei den Elastizititsmessungen festgestellte Unterschied
zwischen den mechanischen Gewebeeigenschaften in den randnahen und zentralen
Regionen (Abb. 6.30). Demnach wurde die Knorpelschicht in der Mitte wesentlich
stairker zusammengedruckt als an der Peripherie. Dies konnte der Grund dafiir sein, dass
die Fasern in der Mitte der Probe etwas stirker geneigt worden sind als es bei der
Neigungsmessung in den Randregionen festgestellt wurde. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen wurde der Neigungswinkel bei der bekannten experimentellen Intensitét und
gegebenem Biischel-Offnungswinkel unter maximalem Druckwert ermittelt. Fiir die
AFM-Probe ergab sich beim Maximaldruck von 1,0 MPa der Winkel 0 von ca. 45°.
Anhand dieses Wertes errechnete Druckabhingigkeit zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit dem experimentellen Intensitétsverlauf (Abb. 6.47).
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Abb. 6.47. Experimentell ermittelte Druckabhingigkeit der MR-Intensitét in der tiefen
radialen Zone in der Zentralregion der Knorpelprobe AFM (Schaf, 3 Jahre) mit der
Berticksichtigung von Faserkrduselung (m) sowie theoretisch berechnete Intensitét bei
gegebenen Winkeln 0 = 0°...45° und a = 0°...27° (O).



Kapitel 6. Ergebnisse und Bewertung 109

T T T T T T
044 | BTL: -
A 1(p)y, A |
A 1(8=0°...35°) A
0,3 -
-~ A
::"g A
§7)
S 02 -
£ A N
€ A
S 0,14 A o .
A A
A A
A A % A
0,0 A A a
T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Druck p, MPa

Abb. 6.48. Experimentell ermittelte Druckabhingigkeit der MR-Intensitét in der tiefen
radialen Zone in der Zentralregion der Knorpelprobe BTL (Schaf, 3 Jahre) (A) sowie
berechnete Intensitét bei gegebenen Winkeln 6 = 0°...35° (A).

Analog wurde mit den Messergebnissen von der Tibiaprobe vorgegangen. Der
berechnete Intensititsverlauf bei 6 = 0° bis 35° zeigt jedoch wenig Ubereinstimmung
mit den experimentellen Daten (Abb. 6.48).

Bei der Tibiaprobe wurde von den Messungen des Biischel-Offnungswinkels
ausgegangen, bei denen zwar keine messbare Kriauselung der Fasern unter dem Druck
festgestellt wurde (Kap. 6.3.4). Diese Berechnungen wurden jedoch an der Peripherie
durchgefiihrt, welche — wie auch im Fall der AFM-Probe — von der Mitte abweichenden
mechanischen Eigenschaften aufgewiesen haben und das Gewebe im Zentralpunkt
starker als an der Seite gestaucht wurde (Abb. 6.32). Bei gegebener Dickendnderung in
der mittleren Region wurde fiir diese Probe nach den Berechnungen der druckbedingten
Kriuselung eine Aufficherung des Biischel-Offnungswinkels o um ca. 30° bei der
Druckerhdhung auf 1,0 MPa ermittelt. Eine entsprechende Korrektur der
experimentellen Daten sowie der berechneten Intensitit ergibt eine annehmbare
Ubereinstimmung der Ergebnisse (Abb. 6.49).



110 Kapitel 6. Ergebnisse und Bewertung

) ' ) ' ) ' I T I T I
BTL:
A o
03 F(p),,, |
A (e =0°..275 oy = 0°...30°)
g A
:c:_gl 0,2 4 § , 201 A -
g 2_5 ° 101 A
) 2 A
£ 2 o .
R @ 0.0 05 1.0
g Druck p, MPa A
o A
c 01 2 -
A
AN 4
A
A AN
0,0+ A a -
I T I T I T I T I T I
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Abb. 6.49. Experimentell ermittelte Druckabhingigkeit der MR-Intensitét in der tiefen
radialen Zone in der Zentralregion der Knorpelprobe BTL (Schaf, 3 Jahre) (A) mit der
Beriicksichtigung von Faserkrauselung (®) sowie theoretisch berechnete Intensitét bei
gegebenen Winkeln 0 = 0°...27° und a = 0°... 30° (A).

Zusammenfassend hat die Auswertung der MR-Intensitdt in der mittleren Region
der Knorpelproben bei den Druckexperimenten mit dem durch Acryl-Harz erreichten
identischen Druck iiber die gesamte Probenoberfliche zu dem folgenden Ergebnis
gefilhrt:  Die Intensitidtsdnderung ist bedingt auf die Transformation des
Kollagennetzwerkes zuriickzufithren. Dabei spielt bei der Auswertung der
Intensitdtswerten die Kenntnis {iber die druckbedingte Krauselung der Fasern eine grof3e
Rolle. Diese ist in der vorliegenden Arbeit jedoch nur aus der Information iiber die
Dickendnderung zusammen mit der Neigung gewinnbar gewesen. Aus der Betrachtung
der Intensitdtsvariation in der mittleren Region der Probe alleine ist das zundchst nicht
moglich. Hypothetisch konnten die passenden Werte fiir den Neigungs- bzw.
Offnungswinkel jedoch anhand der theoretischen Berechnung der Intensitit durch die
Iterationen mit den zwei Variablen 6 und ap und den Abgleich mit den experimentellen
Daten herausgefunden werden.



Kapitel 6. Ergebnisse und Bewertung 111

6.4. Genauigkeit und Reproduzierbarkeit

Ziel der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit lag in erster Linie in der néheren
Untersuchung des Druckeinflusses auf den Gelenkknorpel mit Hilfe der winkel-
sensitiven MRT und weniger in der genaueren Bemessung der biomechanischen
Eigenschaften des Gewebes. Damit sind die in Tab. 6.1 angegebenen Werte sowie die
weiteren in dieser Arbeit ermittelten Grofen nicht repréisentativ, da in diesem Fall keine
statistisch relevante Anzahl an quantitativen Bestimmungen durchgefiihrt wurde.
Vielmehr dienten die vorgefiihrten Messungen und Berechnungen zur Diskussion iiber
die Moglichkeiten, welche die Auswertung von MRT-Aufnahmen des belasteten
Gelenkknorpels anbietet.

Deswegen wurde bei der Ausfliihrung der Experimente und Auswertung der
Ergebnisse auf erhohte (zeit- und arbeitsaufwindige) Prazision verzichtet. Es ist jedoch
wichtig zu erwdhnen, welche Fehlerquellen die Resultate moglich bewirken konnten.
Das ist an erster Stelle die uniiberschaubare Ungenauigkeit der morphologischen
Struktur und mechanischer Eigenschaften des reellen tierischen (und menschlichen)
Versuchsmaterials. Um diese Disturbanzen — beispielweise die natiirliche Faserneigung
— zumindest teilweise zu beriicksichtigen, wurden im Vorfeld zusitzliche NMR-
Drehexperimente durchgefiihrt, welche dann anschlieBend mit Ergebnissen der PLM-
Untersuchungen iiberpriift wurden. Damit konnten betrachtliche — bis zu 46% grofle —
Fehler in der Bestimmung druckbedingter Neigung vermieden werden (Abb. 6.27 —
6.29).

Fehler

Bei der Durchfiihrung der Rotationsexperimente (s. Kap. 5.2.1) bestand eine praktisch
uniiberwindbare Schwierigkeit daran, die Probe in dem rotierenden Aufsatz des
Probekopfes so zu platzieren, dass die Drehebene exakt mit der Messebene
iibereinstimmte (Abb. 6.50). Diese Differenz lag im Bereich 2°—4° und fiihrte dazu, dass
die nach jeder Drehbewegung entstandene MRT-Abbildung eine gering abweichende
Knorpelschicht darstellte.

Bei der Auswertung der Rotationsexperimente (s. Kap. 5.2.2, Abb. 5.3) wurden die
MRT-Bilder nach dem Setzen der Magischer-Winkel-Marke auf den jeweiligen Winkel
zuriickgedreht. Ungenauigkeit dieses Vorganges kann auf +1° geschétzt werden. Hierzu
kommt eine mdgliche Abweichung der natiirlichen Faserneigung in den jeweiligen
Messebenen aufgrund der oben erwdhnten Unstimmigkeit der Ebenen bei der Drehung
der Proben. Diese betrdgt schdatzungsweise £2°. SchlieSlich wurde der Differenzwinkel
zwischen der Knorpelnormale und der natiirlichen Neigung berechnet. Die Richtung der
Normale im jeweiligen Punkt der Knorpelschicht wurde dabei anhand des
selbstentwickelten MATLAB-Tools (s. Abb. 5.11) ermittelt. Da das ROI-Profil manuell
gelegt wird, kann eine Ungenauigkeit der Richtungsbestimmung von +2° entstehen. Da
diese Fehlerquellen voneinander unabhingig sind, ergibt sich fiir die natiirliche
Fasernausrichtung die gesamte Messunsicherheit von +3°.
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Messebene

Drehebene

Abb. 6.50. Fehlerursachen: Ungenauigkeit der Ubereinstimmung der Mess- und
Drehebenen bei den NMR-Rotationsexperimenten.

Die Untersuchung des rdumlichen Aufbaus der Kollagenstruktur (Kap. 6.2) wurde
anhand des Vergleichs der experimentell bei den NMR-Rotationsversuchen gemessenen
Intensitdtsdaten mit den modellbasierten theoretischen Intensititsverldufen durch-
gefiihrt. Da diese Studie das Ziel die Existenz des leaf-like-Aufbaumodells des Knorpels
zu bestdtigen oder gegenzuargumentieren verfolgte, wurde unter anderem bei dem
Ergebnis das BestimmtheitsmaB R bei der Anpassung der experimentellen Daten auf
das theoretische Verhiltnis beriicksichtigt. Das Bestimmtheitsma3 R* wird héufig als
Mal fiir die Giite der Regression verwendet. Dieser Parameter zeigt in welchem Mal3
die Streuung einer Variablen durch eine Abhédngigkeit erkldrt werden kann. Im Zuge der
Analyse des Matrixaufbaus lag R* im Bereich 0,87 — 0,97 bei der Verwendung einer
Intensitétsabhéngigkeit fiir die sdulenartige Struktur gegeniiber 0,24 — 0,7 bei einer
Annahme der Lamellenanordnung. Zudem wurden weitere Untersuchungen vorgenom-
men, deren Resultate im hohen Grade fiir die sédulenartige Struktur des Knorpels
sprachen (s. Kap. 6.2).

Die Analyse der Druckeinwirkung auf die Kollagenmatrix des Knorpels wurde mit
Hilfe der Belastungsexperimente durchgefiihrt. Dafiir wurde eine spezielle Druck-
apparatur verwendet (Abb. 5.5), welche jedoch eine exakte Kriftelibertragung von der
AulBlen- auf die Innenspritze nicht gewihrleisten konnte. Aus diesem Grund sind
Druckverluste in verschiedenen Komponenten (flexibler PE-Schlauch, Gummikolben
etc.) moglich. Die Ungenauigkeit des angelegten Druckes kann auf +0,03 MPa
geschitzt werden, welche auch einen Ablesefehler von +0,01 MPa beriicksichtigt.

Bei der Ermittlung der Koordinaten des Magischer-Winkel-Bereiches B™ (s.
Abb. 5.13) aus den Intensititsprofilen der Knorpelproben konnen diese auf Grund der
relativ breiten hyperintensiven Region nur mit einem Fehler von +2° festgestellt
werden. Zu der Berechnung der druckbedingten Neigung der Kollagenfasern wird
zudem die natiirliche Fasernausrichtung mit der Messunsicherheit von =+3°
beriicksichtigt. Dariiber hinaus konnte bei den Druckexperimenten nicht die exakte
Position der bei den Rotationsexperimenten beobachteten Messebene wiedergefunden
werden, was einen zusitzlichen Winkelmessfehler von £1° verursachte. Im Endeffekt
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summieren sich alle Fehler und ergeben fiir die Messunsicherheit des Neigungswinkels
c eine Grofle von etwa +4°.

Reproduzierbarkeit

Um auf die Ergebnisse der NMR-Druckexperimente verlassen zu konnen, wurden
Wiederholungstest vorgenommen, welche zu der Uberpriifung der Reproduzierbarkeit
der Resultate bei mehrfachen Versuchen an einem Versuchstiick erforderlich waren. Zu
diesem Zweck wurden zwei Knorpelproben aus der Femur- sowie Tibiagelenk-
oberfliche eines adulten Schafes entnommen und zweimalig mit einer Pause von
mindestens 30 Stunden unter der Druckbelastung untersucht (Kap. 5.5). Dabei wurde
der Effekt der Verschiebung der Magischer-Winkel-Region auch bei den wiederholten
Messungen beobachtet und bei der Auswertung ergab sich ebenfalls eine vergleichbare
Druckabhingigkeit der Neigung vom Druck (Abb. 6.51, 6.52). Allerdings wurde bei
dem Femur eine Abweichung in der Steigung der Geraden zwischen jeweiligen
Wiederholungsmessungen von ca. 16% beobachtet, bei der Tibia etwa 12%. Diese
Diskrepanz kann infolge der nicht exakt {ibereinstimmenden experimentellen Bedingun-
gen (z.B. Messebene, Druckwerte), aufgrund der Ablese- und Messunsicherheiten, aber
auch durch geringe Verdnderung der Gewebeeigenschaften auftreten. Betrachtet man
jedoch absolute Werte, befinden sich diese im Rahmen der oben ermittelten
Messunsicherheit des Neigungswinkels von +4°.
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Abb. 6.51. Ergebnisse der Wiederholungstest fiir die NMR-Druckexperimenten (Schaf,
3 Jahre, AFM).
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Abb. 6.52. Ergebnisse der Wiederholungstest fiir die NMR-Druckexperimenten (Schaf,
3 Jahre, ATL).

Insofern kann man auf Grund dieser Uberlegungen zu einer Schlussfolgerung
kommen, dass die vorgefiihrte NMR-Belastungsexperimente am adulten Schafsknorpel
mit dem iiber die Probenoberfliche gleichverteilten Druck eine bedingt zuverldssige
Methode zur Beobachtung des Druckverhaltens der kollagenen Knorpelmatrix
darstellen.

6.5. Weiterfiihrende Themen

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente und anschlieBende Analyse
der Ergebnisse offenbart eine Reihe von moglichen weiterfiilhrenden Untersuchungen
auf gegebenem Themengebiet. Diese Themen konnen unter Anderem der Bestétigung
oder Uberpriifung der gewonnenen Resultate dienen, oder sich mit der Anwendung der
methodischen Erkenntnisse in der klinischen Praxis beschéftigen.

Die in Kap. 6.2 ausgefiihrte Analyse des rdumlichen Aufbaus der kollagenen
Ultrastruktur resultierte in der Behauptung, dass eine anhand der SEM-Beobachtungen
festgestellte lamellenartige Struktur mit den Untersuchungsergebnissen mit Hilfe der
winkel-sensitiven MRT nicht bestétigt werden konnte. Als eine der Ursachen dafiir
wurden die Gewebeverdanderungen auf Grund der Probenprédparation fiir die SEM
angenommen. Zur Bestitigung dieses Fazits konnte eine Studie durchgefiihrt werden,
welche die Einwirkung von solcher Prédparation oder deren einzelnen Schritten
(insbesondere tiefes Einfrieren) auf die Anisotropie der Knorpelstruktur untersucht.

Die Anwendung des Biischel-Modells bei der Betrachtung des zonalen Ubergangs
,Radial-Isotrop* wurde in Kap. 6.3.1 dargestellt (Abb. 6.14). Es wurde erwdhnt, dass es
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theoretisch moglich ist, den Ubergang der isotropen in die tangentiale Zone analog
darzulegen. Fiir den adulten Knorpel ist es schwierig zu realisieren, da diese
Ubergangsstelle duBerst diinn ist. Allerdings ist die Situation mit dem juvenilen Knorpel
etwas anders, da dieser eine zusdtzliche tangentiale Schicht mit relativ breiten
Ubergangsstellen enthilt (Abb. 2.10).

Die Ergebnisse der Druckexperimente lieferten neuartige Informationen zur Analyse
der Druckeinwirkung auf die kollagene Ultrastruktur des Knorpels. Insbesondere die
ermittelte Abhdngigkeit der Neigung der Fasern vom Druck ist von grof3er Bedeutung.
Andererseits wurden diese Ergebnisse nur auf Grund der Beobachtung mit Hilfe der
WS-MRT gewonnen. Und obwohl diese Methode inzwischen anerkannt ist und eine
gute Ubereinstimmung mit anderen mikroskopischen Verfahren zeigt, wiirde eine
zusitzliche Vergleichanalyse mit den anderen Techniken (z.B. PLM, SEM, DICM),
welche die druckbedingte Transformation der Knorpelstruktur auch optisch darstellen,
zur Bestétigung der mittels MRT gewonnenen Ergebnisse sehr hilfreich sein. Allerdings
sind solche Experimente nur eingeschréankt als Vergleichsmethode einsetzbar, da fiir die
Bilddarstellung meist eine Probenpraparation erforderlich ist, welche die mechanischen
Eigenschaften in hohem Malle beeintrachtigen konnen.

Ein wichtiger Aspekt bei der Betrachtung der gewonnenen Erkenntnisse ist deren
Einsetzbarkeit bei in vivo Untersuchungen. Eines der Themen konnte nichtinvasive
Betrachtung des zonalen Aufbaus des Knorpels sein, so wie es in dieser Arbeit in
Kap. 6.3.1 behandelt wurde. Allerdings ist fiir die Darstellung mit ausreichender
rdumlichen Auflosung Einsatz von Hochfeld-MRT-Scanner (> 3T) notwendig.

Die MRT-Gelenkuntersuchungen unter Belastung besitzen ein gro3es Potenzial fiir
die Diagnostik von frithen arthrotischen Knorpelverdanderungen. Da die Ausiibung von
funktioneller Belastung auf das Kniegelenk im MRT-Umfeld schwer realisierbar ist,
sind solche in vivo Studien selten. Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer
Druckvorrichtungen notwendig, welche einerseits einen mdglichst genau definierten
Druck im Kniegelenk erzeugen und anderseits sicher und mit zumutbarem fiir den
Patienten und den Untersucher Aufwand unter MRT-Bedingungen (auch bei
Magnetfeldstirken von 3T und mehr) funktionieren.






Zusammenfassung 117

Zusammenfassung

Degenerative Verdnderungen des artikuldren Knorpels sind die Ursache fiir die
Entwicklung von Arthrose. Vor allem Hiift- und Kniegelenke sind von dieser Krankheit
betroffen. Die Regenerationsfahigkeit des Knorpelgewebes ist nur sehr gering und die
ersten Entwicklungsstadien der Arthrose verlaufen meist unbemerkt, so dass, bei
Auftreten von stirkeren Gelenkbeschwerden diese Krankheit fast immer irreversibel ist.
Deshalb konnen nur gezielte therapeutische MaBBnahmen auf der Basis einer Diagnostik
frither arthrotischen Verdnderungen diese progressive pathologische Entwicklung
behindern [Hesse 1990].

Gegenwirtig existieren jedoch keine etablierten nichtinvasiven Methoden zur
Diagnostik fritharthrotischer Verdnderungen im Gelenkknorpel. Auf Grund der
Moglichkeit der Magnetresonanztomographie (MRT), weiches Gewebe mit gutem
Kontrast und hoher Auflosung nichtinvasiv darzustellen, besitzt diese Methode ein
grof3es Potential fiir Fritherkennung arthrotischer Knorpelverdnderungen.

Bei der Untersuchung vom hyalinen Knorpel mit seiner organisierten, im
Wesentlichen aus Proteoglykanen (PG), Kollagenfasern und Wasser bestehenden
extrazelluldren Matrix, bietet die winkel-sensitive MRT zusitzlich dadurch erweiterte
Moglichkeiten, dass sich die relative Orientierung der an die PG gebundenen semi-
freien Wassermolekiile in Bezug auf das duBlere Magnetfeld By des Kernspin-
tomographen deren Relaxationseigenschaften beeinflusst. Auf der Grundlage dieser, auf
der Dipol-Dipol-Wechselwirkung der Wasserstoffatome basierenden, Orientierungs-
abhingigkeit der T,-Relaxation kann die Auswertung der Signalintensitit T,-
gewichteter MR-Aufnahmen Information iiber die Anisotropie der chondralen
Faserstruktur liefern [Griinder 1998(2)].

Fiir eine Zone mit vorwiegend senkrecht zur Knorpeloberfliche ausgerichteten
Kollagenfasern, wie wir sie zum Beispiel als breite untere Zone im adulten Knorpel
finden, kann die Abhéngigkeit der Signalintensitit / des Gelenkknorpels von der
Orientierung 6@ der Knorpelnormale zum statischen Magnetfeld B, theoretisch
beschrieben werden durch

] —(30052 0—1)2

rad =% €

Entsprechend dieser Beziehung dndert sich die MR-Signalintensitdt der Radialzone
von einem minimalen Wert (bei Ausrichtung der Knorpelnormale parallel zur Richtung
des duBeren Magnetfeldes By) auf ein Maximum, bei 0 von ca. 55° (Magischer Winkel).
Umfangreiche, detaillierte Untersuchungen der Orientierungsabhéngigkeit der MR-
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Intensitit von nativen Knorpelproben ergaben eine gute Ubereinstimmung mit dem
theoretischen Modell [Griinder 1998(2)].

Auf Grund der Moglichkeit der WS-MRT die Orientierungsidnderungen der
Kollagenfasern zu erfassen, wurde diese Methode fiir die Untersuchung der
druckbedingter Transformation der Knorpelmatrix zugrunde gelegt. Diese
Untersuchungen zur Deformationen der Knorpelmatrix unter der Druckbelastung
bildeten den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit.

Neben dieser Thematik wurde auch das Problem der aktuell diskutierten Ansichten
iiber die raumlichen Anordnung innerhalb der kollagenen Knorpelstruktur behandelt, da
dies Einfluss auf die Schlussfolgerungen bei der Untersuchung von Deformationen der
Knorpelmatrix unter der Druckbelastung haben konnte: Beziiglich des rdumlichen
Autbaus der Faserstruktur des adulten Knorpels herrschen zurzeit zwei unterschiedliche
Meinungen: Wéhrend die eine sdulenartige Anordnung der kollagenen Fasern postuliert,
geht die andere von einer lamellenartigen Struktur aus. Die sédulenartige (engl.
columnar) Struktur wird aus einer arkadenférmig gebiindelten Anordnung der
Kollagenfasern gebildet [Kéddb 1998(2)]. Die lamellenartige (engl. leaf-like) Struktur
wird aus einzelnen, dicht beieinander liegenden Blétter aufgebaut, wobei innerhalb der
einzelnen Lamellen die Kollagenfasern (auch in der tiefen radialen Zone) vollkommen
ungeordnet sein sollen [Minns 1977, Jeffery 1991, Kiidb 1998(2), Goodwin 2000].
Diese zwei Strukturierungstypen wurden auf der Grundlage elektronenmikroskopischer
(SEM) Untersuchungen, abhidngig von der jeweiligen Spezies, unterschiedlich
bestimmt. So soll die Ultrastruktur des adulten Kniegelenkknorpels von Menschen,
Schweine und Hunde die lamellenartige, die von Kiihen, Schafen, Kaninchen und
Ratten die sdulenartige Struktur aufweisen. Eine eindeutige Erkldrung fiir den Grund
der unterschiedlichen Strukturierung des kollagenen Netzwerks des Gelenkknorpels
wurde jedoch bisher nicht gefunden [Kd4b 1998(2)].

Wiirde der Lammellenaufbau bestétigt werden, héitte dies eine Anisotropie des
Transformationsverhaltens der Kollagenstruktur unter Druckeinwirkung zur Folge:
Ahnlich einem Blitterstapel in einem Buch wiirden beim leaf-like-Aufbau die
blétterartigen Strukturen in die Richtung senkrecht zur Lamellenebene bevorzugt
einbiegen als parallel zu den Lamellen. Dies miisste bei der Beobachtung der
druckbedingten Deformation zu Unterschieden zwischen den beobachteten Messebenen
fiihren.

Die Behauptung, bei der leaf-like Struktur seien Kollagenfasern isotrop ausgerichtet,
konnte mit der winkel-sensitiven MR-Bildgebung fiir den adulten Knorpel nicht
verifiziert werden. Denn eine ungeordnete Orientierung der Fasern in der tiefen Zone
wiirde eine fehlende Richtungsabhingigkeit der Signalintensitdt bei der Messung in der
parallelen zu den Lamellen Ebene verursachen. Die in dieser Arbeit vorgefiihrte
Untersuchung von adultem Menschen- sowie Schweinsknorpel hat ergeben, dass diese
Orientierungsabhingigkeit in gleicher Form fiir die senkrechte und parallele zu den
Lamellen Messebenen besteht, womit eine durch das Lamellenmodell geforderte
isotrope Fasernausrichtung in der Radialzone ausgeschlossen werden kann. Der Grund
fiir die Diskrepanz zwischen den MR-Resultaten und den elektonenmikroskopischen
Ergebnissen konnte in der aufwéndigen Probenprdparation fiir die SEM-
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Untersuchungen liegen, die mdglicherweise zu strukturellen Verdnderungen des
Gewebes fiihren [Boyde 1977, Helminen 1985, Clark 1997, Gelber 2008].

Da bei den Untersuchungen zur Richtungsabhingigkeit der MR-Intensitét des
Gelenkknorpels eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen experimentellen Daten und
theoretischer Erwartung gefunden wurde, kann dies umgekehrt dazu genutzt werden,
um aus der Orientierungsabhingigkeit der Signalintensitit des Gelenkknorpels
Informationen iiber die kollagene Faserausrichtung abzuleiten. Weist somit eine
Knorpelregion bei einem Rotationsexperiment die maximalen Intensititswerte auf, so
sind hier die Kollagenfasern iiberwiegend unter magischem Winkel (~55°) zum B,
gerichtet. Auf Grund der natiirlichen Wolbung der Knorpelproben befinden sich die
Fasern innerhalb der gesamten Knorpelschicht unter unterschiedlichen Orientierungen
zum duBleren Magnetfeld By. Hinzu kommt eine unbekannte Abweichung der
Hauptrichtung der Fasern von der Knorpelnormale. Durch eine schrittweise
Veranderung der Orientierung des Gelenkknorpels Probe zum By—Feld lassen sich somit
die zonalen und regionalen mittleren Orientierungen der Kollagenfasern bestimmen und
daraus ein Faserneigungsprofil der ganzen Probe erstellen. Diese Messungen haben
ergeben, dass die Fasernrichtungen in den Hauptbelastungsregionen meist mit der
Knorpelnormale iibereinstimmen. Und je weiter eine Region von diesen Stellen entfernt
ist, umso hoher weicht die mittlere Fasernausrichtung von der Normale ab. Diese
Erkenntnis stimmt mit den -elektronenmikroskopischen Beobachtungen einzelnen
Autoren liberein [Clark 1990, Clark 1991, Gomez 2000, Goodwin 2004] und wurde in
der aktuellen Arbeit durch die polarisationsmikroskopische Messungen bestitigt. Die
gewonnenen Resultate wurden bei der quantitativen Bewertung der druckbedingter
Neigung der Kollagenfasern beriicksichtigt.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Deformationen der
Knorpelmatrix unter der Druckbelastung. Bis jetzt gab es zwar viele Studien, welche
sich mit diesem Thema beschiftigt haben. Doch zum groBiten Teil wurde die
druckbedingte Transformation der Kollagenstruktur auf der Basis von reinen in vitro
Experimenten betrachtet — die Knorpelproben wurden nach der Druckausiibung
entweder chemisch fixiert oder tief gefroren [Notzli 1997, Kadb 1998(1), Kaab 2000(1),
Thambyah 2006, Thambyah 2007]. Die aktuellen Untersuchungen haben es erstmalig
erlaubt, solche Transformation auf einem praktisch unbehandelten (ex vivo)
Versuchsmaterial (indirekt) mit Hilfe von winkel-sensitiver MRT zu beobachten. Dafiir
wurden Knorpel-Knochen-Zylinder aus den Hauptbelastungsregionen des Kniegelenks
eines adulten Schafs entnommen und im hochauflésenden NMR-Tomographen bei einer
Magnetfeldstidrke von 7 Tesla unter der Druckbelastung abgebildet. Derartige MRT-
Belastungsexperimente sind grundséitzlich nicht ganz neuartig [Griinder 2000, Seidel
2005(2)]. Bis jetzt konnte jedoch ausschlieBlich Dicken- sowie Intensititsinderung
betrachtet werden. In den neusten Versuchen wurde eine bedeutende
Verfahrensmodifizierung vorgenommen, welche sich durch die Verteilung des Druckes
auf die gesamte Probenoberfliche unter Anwendung vom schnell hdrtenden Acryl-Harz
kennzeichnete [Griinder 2006, Garnov 2006,]. Dadurch konnten nicht nur
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Informationen iiber elastomechanischen Eigenschaften des Gewebes gewonnen sowie
Intensitdtsvariation aufgenommen werden, sondern auch die druckbedingte Neigung
von Kollagenfasern quantitativ erfasst werden.

Die ermittelte Faserneigung, zusammen mit der bekannten Dickenidnderung und der
allgemeinen Kenntnis {iber die Matrixdeformation unter dem Druck, wurden zur Basis
einer Berechnung gelegt, die Erkenntnisse iiber die druckbedingte Kriuselung der
Kollagenstrange lieferte. Somit wurde auch das Phdnomen der Wellenbildung in der
Faserform, welches von vielen Histologen beobachtet wurde, mit Hilfe der NMR-
Druckexperimente bestétigt.

Dariiber hinaus wurde iiber verschiedene mogliche Transformationsvorginge der
Knorpelmatrix diskutiert, welche unter Betrachtung der aktuellen Vorstellungen {iber
die chondrale Ultrastruktur erarbeitet wurden. Auf Grundlage dieser Vorginge wurde
das theoretische Verhalten der Intensitit simuliert und mit den experimentellen
Ergebnissen der aktuellen Studie verglichen. Diese Vergleichsanalyse hat gezeigt, dass
eine Art der Deformation, welche durch die Neigung ¢ der Kollagenfasern in eine
gemeinsame Richtung mit gleichzeitiger geringfiigiger (bis 30°) Auffacherung des
Biischel-Offnungswinkels o gekennzeichnet ist, am meisten mit den experimentellen
Ergebnissen korreliert. Diese Beschreibung gilt jedoch lediglich fiir die in der tiefen
radialen Zone befindlichen Kollagenfasern. Im Ubrigen wurde die von Thambyah et al.
[Thambyah 2007] festgestellte Chevron-artige Deformierung des Kollagennetzwerkes
unter dem Druck zustimmend angenommen (Abb. Z.1).

Druck

Knorpel

Knochen

Abb. Z.1. Schematische Darstellung der Transformation adulter kollagener Knorpel-
matrix unter der Druckbelastung.

Die vorgenommenen Experimente mit identischem Druck {ber die
Knorpeloberfliche liefern zwar ein breites Spektrum an Informationen zur Betrachtung
der druckbedingter Kollagennetzwerkdeformation. Fiir die klinische Praxis ist dieses
Verfahren jedoch nicht realisierbar auf Grund der Notwendigkeit die Gelenkkapsel zu
zerstoren. Unter Annahme der in vivo Bedingungen lassen sich lediglich Schichtdicken-
sowie Intensitidtsdanderung an der Kontaktstelle Femur-Tibia beobachten [Nag 2004,
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Seidel 2004]. Aus diesem Grund wurde die Intensitdtsvariation in dem Zentralpunkt der
Knorpelproben separat interpretiert. Die Analyse der gegebenen Abhingigkeit der
Intensitit vom Druck ergab eine gute Ubereinstimmung der nach dem Biischel-Modell
errechneten Intensitéten bei gegebener Neigung der Fasern und der Auffacherung des
Offnungswinkels ap mit den experimentell abgelesenen Daten. Dieses Resultat bietet
die Zukunftsaussicht ein inverses Problem zu I16sen: Die druckbedingte
Matrixdeformation konnte allein aus der Betrachtung der Signalintensitét bei einem
MRT-Belastungstest aufgeklért werden.

Dafiir sind jedoch unbedingt weitere Untersuchungen notwendig. Insbesondere eine
Vergleichsanalyse der anhand der MRT-Druckexperimente erhaltenen Resultate mit
direkten optisch- bzw. elektronenmikroskopischen Abbildungen hétte zur Evaluierung
der Wirksamkeit von MRT-Datenanalyse beitragen konnen.
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zur Dissertationsschrift

» Winkel-sensitive MRT zur nichtinvasiven Analyse belasteter Knorpelstruktur

1. Degenerative Verdnderungen des Gelenkknorpels sind die Hauptursache der Arthrose.
Diese Prozesse verlaufen zunédchst meist unbemerkt, sind in spéteren Stadien irreversibel
und fithren zu progressiven Bewegungseinschrinkungen mit der Konsequenz eines
Gelenkersatzes.

2. Friihe arthrotische Verdnderungen zu erkennen konnte die therapeutischen Moglichkeiten
entscheidend verbessern.

3. Zurzeit existieren keine etablierten nichtinvasiven Methoden zur Diagnostik
fritharthrotischer Verdnderungen im Gelenkknorpel.

4. Die Magnetresonanztomographie (MRT) besitzt auf Grund ihres hohen
Weichteilkontrastes und ihrer hohen rdumlichen Auflosung ein groBes Potential fiir die
Fritherkennung der Arthrose. Bedingt durch technische Grenzen ist die konventionelle,
klinische MRT gegenwirtig jedoch kaum zum Nachweis friitharthrotischer Verédnderungen
geeignet.

5. Eine Winkel-sensitive MRT (WS-MRT) eroffnet die Moglichkeit, Informationen iiber die
Struktur des kollagenen Netzwerks des Gelenkknorpels zu erhalten. Diese Methode
basiert auf der Orientierungsabhidngigkeit der T,-Relaxation. Diese wird im
Gelenkknorpel wesentlich von der dipolaren Wechselwirkung der durch die kollagene
Knorpelstruktur beeinflussten Wasserstoffatome bestimmt.

6. Degenerative Prozesse dndern die biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels.
Diese Anderung ist ein empfindlicher Indikator fiir frithe degenerative Verinderungen.

7. Ziel der vorliegenden Arbeit: Mit Hilfe der WS-MRT die Orientierungsidnderungen der
Kollagenfasern unter Belastung zu erfassen und die Eignung dieser Methode zur Analyse
der druckbedingten Transformation der Knorpelmatrix zu evaluieren.

8. Fiir die Berechnung der Signalintensitit bei der WS-MRT wurde die analytische Losung
als Funktion von der Hauptfaserausrichtung 6 und dem Biischeloffnungswinkel op
ausgearbeitet, auf deren Basis alle Simulationen durchgefiihrt worden sind.
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Es wurden ausgestanzte Knorpelproben mit dem Durchmesser von ca. 15 mm aus den
Hauptbelastungsregionen der Kniegelenkflichen des adulten Schafes untersucht. Die
hochaufgelosten T,-gewichteten MR-Bilder wurden an einem Hochfeld-NMR-
Spektrometer bei einer Magnetfeldstirke von 7 Tesla (Raumtemperaturbohrung 89 mm)
aufgenommen.

Die natiirliche Ausrichtung der Kollagenfasern in der radialen Zone des adulten Knorpels
weicht um bis zu 22° von der Richtung der Oberflichennormale ab und muss bei der
quantitativen Auswertung der druckbedingten Deformation der Kollagenmatrix
berticksichtigt werden.

Der in der mittleren Region der Proben experimentell bestimmte Elastizitdtsmodul betrug
bei dem femoralen Knorpel 1,9-2,0 MPa, bei der Tibia 3,9 MPa und war um 17% (Femur)
bis 28% (Tibia) niedriger als in den Randregionen.

Die quantitative Auswertung der druckbedingten Anderungen der (mittleren) Orientierung

des Kollagenfasernetzwerks ergab eine Neigung ¢ von 35-40 °/MPa fiir den Femur bzw.
27 °/MPa fiir die Tibia.

Aus den erhaltenen Daten {iber die Faserneigung und Dickenénderung in den mittleren
Probenregionen wurde die druckbedingte Krauselung der Kollagenfaser ermittelt, welche
eine Erhoéhung des Biischeloffnungswinkels ag von 27°/MPa bis 33°/MPa in dem
Femurknorpel verursacht. Bei der Tibia wurde keine Krauselung festgestellt.

Es wurden verschiedene mogliche Ansitze flir Transformationsvorginge der
Knorpelmatrix unter Druckbelastung durch entsprechende theoretische
Intensitdtsverhalten simuliert und mit den experimentellen Signalverhalten verglichen. Im
Ergebnis wurde die beste Ubereinstimmung fiir ein Modell gefunden, bei dem die
Deformation durch eine Neigung sowie eine gleichzeitige geringfligige Kriauselung (o =
30°/MPa) der Kollagenfasern beschrieben wird.

Das ermittelte Deformationsverhalten der Kollagenmatrix wurde fiir die Berechnung der
theoretischen Signalintensitidt in dem Zentralpunkt der Knorpelproben verwendet. Die
Vergleichsanalyse ergab eine gute Ubereinstimmung mit den in diesem Punkt
experimentell abgelesenen Intensitdtswerten.

Wesentliches Ergebnis der Arbeit: Mit Hilfe der hochauflosenden WS-MRT kdnnen aus
der Auswertung der Signalintensitidtsdnderungen potenziell auf nichtinvasive Weise
druckbedingte Matrixdeformationen des Gelenkknorpels abgeleitet werden. Dies konnte
eine sehr empfindliche Methode zum Nachweis frither arthrotischen Verdnderungen
werden.

Als ein bedeutender Nebenaspekt wurde in der Arbeit die dreidimensionale Architektur
des kollagenen Netzwerks im Gelenkknorpel des Knies untersucht. Die beiden derzeit
herrschenden Meinungen iiber den Strukturaufbau — lamellen- und séulenartige — wurden
erortert und aus der Sicht der WS-MRT analysiert. Nicht bestitigt werden konnte der
lamellenartige Aufbau fiir den experimentell untersuchten adulten Menschen- und
Schweineknorpel.



