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Fragestellung
Ein detallliertes Wissen Uber die Architektur des Gelenkknorpels ist essentiell zur Entwicklung und Weiterentwicklung von
Therapieverfahren der manifesten Osteoarthrose (OA). Vorangehende Arbeiten konnten histologisch zeigen, dass sich Chondrozyten
abhangig vom Degenerationsgrad zu charakteristischen raumlichen Mustern anordnen. Die Nutzung dieser Muster als bildbasierte
Biomarker fur OA wurde vorgeschlagen. Die bisher veroffentlichten Daten beziehen sich ausschliesslich auf Chondrozyten in der
oberflachlichsten Probenregion und entsprechend wurden die Muster als ,superficial zone chondrocyte spatial organizations®
(SCSOs) benannt.l}2l Das Ziel dieser Arbeit war es, mittels Synchrotron-Radiation-micro-CT (SR-uCT) eine Technik zur
hochauflosenden, dreidimensionalen Darstellung, Untersuchung und Kartographie des humanen Kniegelenk-Knorpels auf zellularem
Niveau uber alle Knorpelschichten zu etablieren und somit sowohl die absolute Position der Zellmuster im Knorpel, als auch die RN

o ] ] o Abb. 1: Manifeste, endgradige Osteoarthrose des
dreidimensionale Ausdehnung der OA visualisieren zu konnen. Kniegelenks

Intraoperativer Befund (A): Axiale Sicht auf das distale Femur.
Der Gelenkknorpel ist unikondylar endgradig abgenutzt

M et h 0 d | k (,Knorpelglatze®). Radiologischer Befund (B): Koronare Sicht auf
das Kniegelenk. Zu sehen sind unilaterale Gelenkspaltzerstdrung,

Humane, arthrotisch veranderte Femurkondylenresektate wurden zu Zylindern ( 20x20x3mm ) prapariert, mit subchondrale Skierosierung, osteophytare Anbauten.
rontgenkontrastverstarkenden Antikorpern gefarbt und mittels SR-uCT digitalisiert, segmentiert und gualitativ analysiert. Histologische
Aufnahmen vor und nach der uCT dienten der quantitativen sowie der vergleichenden gqualitativen Analyse.

Resultate
Die vorbeschriebenen Zellmuster konnten sowohl zweidimensional histologisch, als auch dreidimensional ol o @ rabiies 3D preview
radiologisch re-identifiziert werden. Die uCT-Technik erlaubte die Beurteilung der gesamten Probe und somit
die absolute Lokalisation der Zellmuster im Knorpel. In Zonen mit intakter Knorpeloberflache wurde auch in
tieferen Schichten eine physiologische zellulare Anordnung vorgefunden. In Zonen mit Knorpeldefekten
wurden die (S)CSOs schichtenubergreifend angetroffen, wobel ein raumlicher Zusammenhang der RS
Defektzonen dargestellt werden konnte. Das Ausmass der zellularen Re-Organisation korrelierte mit dem

makroskopischen Grad der Gewebezerstorung. In an die Defektzonen angrenzenden Knorpelregionen mit
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erhaltener Superfizialzone konnten bereits leichtgradig veranderte Zellmuster in der Probentiefe identifiziert i B
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Abb. 3: Dreidimensionale en-Bloc-Segmentationen(34 v
En-bloc-Segmentation der Probe #1 (A) und eine weitere Probe #2 (B) zur y
Visualisierung des raumlichen Zusammenhangs der CSO analog der
zweidimensionalen Segmentation in Abbildung 2: Superfizialzone = blau, Single- D1 D4
Strings-Zone = grun, Double-Strings-Zone = gelb, Small-Clusters-Zone = orange,
Large-Clusters-Zone = rot (A+B), Diffuse-Distribution-Zone = violett (B).
Interessanterweise prasentiert sich der Knorpeldefekt in Probe #2 nicht
flachendeckend mit vertikalem Schweregradienten, sondern fokal konzentriert mit small
radialem Schweregradienten der Defektzonen und Plomben-artigem Aufsatz einer cluster
Zone mit diffuser Zellverteilung in hoher Dichte.
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Abb. 2: Histologische Aufnahmen & 2D/3D-Kartographie der Probe #1[3]
Fluoreszierende, histologische Aufnahmen (DAPI, Nuclei=weiss) aus der Top-Down-Ansicht
(A) sowie der Seitansicht (B+C) und en-bloc-segmentierte uCT-Aufnahme (D). In der
zweiten Seitansicht (C) wurden die Zonen mit dem jeweils pradominanten CSO segmentiert
und farblich codiert hervorgehoben. Aus Darstellungszwecken wurden die
Probenkrimmungen durch vertikale Inzisionen begradigt (B+C, schwarze Dreiecke). In der
Top-Down-Ansicht (A) scharfer Ubergang einer homogenen Zellverteilung, haufig in
Einzelstringformation und ohne fokale Konzentrationen von Fluoreszenzsignalen im linken
Probendrittel zu einer Ansammlung rundlicher Zellgruppierungen mit verstarkter
Fluoreszenz. Auffallend gross und hell leuchtend erscheinen die Gruppierungen im
mittleren Probendrittel. In der Seitansicht (B) scharfer Ubergang der Morphologie von
reichlicher Probensubstanz mit homogenem apikalen Relief im linken Probendrittel zu
einem ausgepragten Substanzverlust mit deutlich aufgerautem apikalen Relief mit
tiefgreifenden Fissuren. In der segmentierten Seitansicht (C) scharfer Ubergang der
raumlichen Zellorientierung und -konzentration. Im linken Drittel bildet die oberste Schicht
ein Areal mit tangential zur Knorpeloberflache verlaufenden, Gberwiegend zu Einzelstrings
formierten Zellen in hoher Konzentration (blau). Basal davon sind die Zellen tberwiegend
als arkadenformige Einzelstrings (grtin) und teilweise Doppelstrings (gelb) formiert. In den
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Abb. 5: Ubersicht eines segmentierten Vertreters je CSOL®!

rechten beiden Dritteln fehlen die Zellen im Bereich des Substanzdefekts vollstandig. - :

Zwischen den tiefen, zellfreien Fissuren sind raumliche, grosse Zellgruppierungen r?ﬂt hoher >Hring e small custer St Spalte 1 demonstriert die Nuclei (violett) (A1-F1), Spalte 2 die Matrices (cyan) (A2-F2) und Spalte 3
Fluoreszenzsignalkonzentration zu erkennen (rot), unmittelbar basal davon prasentieren Abb. 4: Lokalisation der CSO am Beispiel der Probe #1[° eine Kombination aus N_ucle| (v!olett) und Matrices (cyan-transparent) (A:.)’_FS)' SPa'te 4 zeigt o
sich Regionen kleinerer Zellgruppierungen (orange). In der basalen Knorpelzone vor dem SR-uCT-Aufnahme der Probe #1, Seitansicht (A), Seitansicht mit Hervorhebung Standaufnahmen €ines mter.aktlven 3D-Modells (A4—F4). Zyr Segmentation der diffusen Ze.II.-Dlstnbutlon
subchondralen Knochen sind Einzel- und Doppelstrings zu finden. In der segmentierten en- segmentierter CSO (B); Grossansicht der segmentierten CSO mit farblicher wurde eine Teilregion in kubischer Form aus der Probe #2 in der entsprechenden Zone definiert (F1-4).
bloc-Aufnahme (D) ist die Korrelation der Defektzonen im dreidimensionalen Raum Codierung (C1-4, keine einheitliche Skalierung): cyan-transparent. Matrixlakunen,

veranschaulicht. violett: Nuclei.

Schlussfolgerung

Diese Pilotstudie belegt den dreidimensionalen Zusammenhang raumlicher Chondrozytenorganisation mit der Knorpeldegeneration. Frihe Veranderungen der Zellorganisation
In der superfiziellen Zone sind mit Veranderungen In tieferen Schichten assoziiert. Da Veranderungen von strings zu double strings bereits ohne makroskopisches Korrelat
erkennbar sind, konnte diese Methode als Mittel zur Erkennung frGher degenerativer Veranderungen des Knorpels dienen.
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