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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Die kongenitale Patellaluxation ist eine der haufigsten erblich bedingten Funktionsstérungen
des Bewegungsapparates des Hundes und stellt vor allem bei Klein- und Zwerghunderassen
ein groRes ziichterisches Problem dar (WANGDEE et al., 2014). Die Atiologie der
Erkrankung ist bis heute nicht eindeutig geklart, ein multifaktorieller Defekt im Erbgut wird
angenommen (WANGDEE et al, 2014; FARRELL et al, 2015). Biomechanische
Zusammenhange der kongenitalen Patellaluxation wurden bisher hinsichtlich ihrer Weichteil-
und Knochendeformitaten und der damit zusammenhangenden Winkelveranderungen in den
verschiedenen Gelenken der HintergliedmalRe eingehend untersucht (FITZPATRICK et al.
2012; BARNES et al., 2015). So wurde von KAISER (1999) der sogenannte Q-Winkel als
Parameter zur Bestimmung der Zugrichtungsabweichung des M. quadriceps bei der Luxatio
congenita medialis entwickelt. Mit einem weiteren Beitrag zur Diagnostik der Patellaluxation
durch MEYER (2001), der anhand der indirekten Vermessung der Tiefe der Trochlea ossis
femoris unter der Verwendung der DIMA-RoOntgentechnik das AusmaR der
Trochleahypoplasie bestimmte, wurden folglich die zwei charakteristischen und
markantesten Skelettveranderungen der kongenitalen Patellaluxation erdrtert. Im Hinblick auf
die chirurgischen KorrekturmafBnahmen der Deformitaten Iasst sich damit praoperativ eine
verbesserte Planung und Aussage Uber die Prognose treffen. Unter demselben Aspekt der
praoperativen Visualisierung der pathologischen Veranderungen bei der kongenitalen
Patellaluxation strebten BARNES et al. (2015) ein reproduzierbares Protokoll fir die
computertomografische Rekonstruktion der Hintergliedmafen an. Uber Abweichungen in der
Mikrostruktur der Kniegelenkkapsel bei Hunden mit kongenitaler Patellaluxation liegen bisher
keine Daten vor. Aus atiologischer Sicht kommen jedoch verschiedene Bindegewebsdefekte
fur die erhdhte Laxizitat im Kniegelenk in Frage (PACIELLO et al. 2003; TEMWICHITR et al.,
2007). Angesichts der zahlreichen Kollagendefekte beim Menschen, die meistens mit einer
Uberstreckbarkeit der Gelenke einhergehen, ist das Ziel dieser Arbeit, die kongenitale
Patellaluxation in ihrer histomorphologischen Dimension zu erforschen und relevante
Bindegewebsveranderungen nachzuweisen. Im Rahmen der operativen
Korrekturmallnahmen sollen daher Kniegelenkkapselproben von Hunden mit kongenitaler
Patellaluxation enthommen werden, die anschlielend histologisch und immunhistochemisch
auf die selektierten Kollagen Typen |, lIl, 1V, V, VI und X hin untersucht werden. Eine
qualitative Analyse und der Vergleich mit gesundem Gewebematerial soll einerseits
Aufschluss Uber die bisher mangelhaft histologisch untersuchte Kniegelenkkapsel des
Hundes geben und andererseits einen Beitrag zu den mikrostrukturellen Verhaltnissen der
Kniegelenkkapsel bei der kongenitalen Patellaluxation leisten.
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2 LITERATUR

2.1 FUNKTIONELLE ANATOMIE DES KNIEGELENKS

Das Kniegelenk, Articulatio genus, ist aus anatomischer Sicht ein zusammengesetztes
Gelenk, das aus zwei sehr unterschiedlichen Gelenkarten, der Articulatio femoropatellaris
und der Articulatio femorotibialis, besteht. Funktionell handelt es sich aber um ein
einheitliches Gelenk. Aufgrund seines komplexen biomechanischen Bewegungsablaufs und
der funktionellen Zusammengehorigkeit des Kniescheiben- und des Kniekehlgelenkes wird
das Kniegelenk auch als ,kompliziertes Gelenkes” bezeichnet (VOLLMERHAUS et al., 1994;
NICKEL et al., 2003).

Das Kniescheibengelenk, Articulatio femoropatellaris, ist ein Schlittengelenk, bei dem die
Kniescheibe, Patella, in der Kniescheibenrolle, Trochlea ossis femoris, entlang gleitet.

Die Trochlea ossis femoris bildet das distale Ende des Femurs, Os femoris und ist seitlich
von einem medialen und einem lateralen Rollkamm, Condylus medialis und Condylus
lateralis ossis femoris, begrenzt. Nach ROUSH (1993) ist der mediale Rollkamm etwas
breiter als der laterale, beide haben in etwa dieselbe Hohe (SHUTTLEWORTH, 1935). Eine
physiologisch ausgebildete Trochlea ossis femoris sollte nach ROUSH (1993) sowie
SLOCUM und SLOCUM (1993) annahernd die Halfte der Patelladicke betragen.
TOMLINSON und CONSTANTINESCU (1994) hingegen erwahnen, dass eine

physiologische Trochlea mindestens so tief wie die Halfte der Patelladicke sein sollte.

Die Patella ist das grof3te Sesambein des Korpers (SALOMON, 2015). Sie ist tropfenférmig
und in der Endsehne des Musculus quadriceps femoris, dem Ligamentum patellae,
eingebettet (NICKEL et al., 2003). Die Oberflache der Patella ist mit Knorpelanteilen
Uberzogen, die entsprechend als Fibrocartilagines suprapatellaris sowie parapatellaris
medialis und lateralis bezeichnet werden. Diese seitlichen Knorpelfortsatze wirken einer
Luxation entgegen. Die artikulierende Flache der Patella, Facies articularis patellae, ist
konvex und doppelt so lang wie breit (ROUSH, 1993). Die distale Spitze wird als Apex
bezeichnet, am proximalen Ende, der Basis, setzt der Musculus quadriceps femoris an
(NICKEL et al., 2003).

Der Musculus quadriceps femoris ist ein vierkdpfiger Muskel, von dem drei Anteile (M. vastus
medialis, M. vastus intermedius, M. vastus lateralis) proximal am Os femoris und der vierte
Anteil (M. rectus femoris) an der Darmbeinsaule entspringen. Seine Endsehne, das



2 Literatur

Ligamentum patellae, schliel3t die Patella in sich ein bevor sie an der Tuberositas tibiae

inseriert.

Zu den Bandern des Kniescheibengelenkes werden das Ligamentum patellae und die
Retinacula patellae gezahlt (VOLLMERHAUS et al.,, 1994; NICKEL et al., 2003). Die
Retinacula stellen eine Verstarkung der Faszien dar (NICKEL et al., 2003) und verhindern,
dass die Patella seitlich abgleitet. Sie enthalten die von den Faszien kaum zu
unterscheidenden Ligg. femoropatellare mediale und laterale. Diese Ligamenta verlaufen
von der Patella lateral und medial zum Os femoris, wo sie beidseits an den betreffenden
Vesalischen Sesambeinen, Ossa sesamoidea musculi gastrocnemii, inserieren (NICKEL et
al., 2003).

Das Kniekehlgelenk stellt ein inkongruentes, einachsiges Wechselgelenk dar. Es artikuliert
der Oberschenkelknochen, Os femoris, mit den Unterschenkelknochen, Tibia und Fibula. Die
stark gekrimmten Kondylen des Os femoris treffen auf die nahezu ebene proximale
Gelenkflache der Tibia, die aus den Condyli tibiae gebildet wird (VOLLMERHAUS et al.,
1994). Das Kniekehlgelenk erlaubt aulBer der Beugung und Streckung von einem
Bewegungsumfang von bis zu 130° zusatzlich geringgradige Rotationsbewegungen
(BUDRAS et al.,, 1996). Rotationen in der Beugestellung werden durch die in der
Seitenansicht ersichtliche Spiralform der Femurkondylen, durch die Asymmetrie der
Condylus medialis und lateralis von Os femoris und Tibia sowie durch die Verschiebbarkeit
der Menisken erlaubt (WAIBL et al., 1997; NICKEL et al., 2003). Aufgrund dieser vielseitigen
Funktionsmoglichkeiten wird das Kniekehlgelenk auch als Spiralgelenk angesehen
(VOLLMERHAUS et al., 1994). Die Menisken dienen der Dampfung und gleichen die
Inkongruenz der Facies articulares des Os femoris und der Tibia aus. An jeder Seite des
Kniekehlgelenkes befindet sich ein apfelsinenscheibenférmiger Meniscus articularis, die
beide einen scharfen, konkaven Innenrand und einen dicken, konvexen Auflenrand
aufweisen (WUNSCHE und BUDRAS, 2004; KONIG und LIEBICH, 2009). Die Aukenrander
der Menisken stehen mit der Gelenkkapsel in Verbindung, was auch als kapsulogene
Fixierung der Menisken bezeichnet wird. Sie reichen medial und lateral in die Gelenkhohle,
womit sie diese - mit Ausnahme eines zentralen Bereiches - in zwei Synovialsdcke
unterteilen (BUDRAS et al., 1996).

Das Kniegelenk ist beim stehenden Tier gebeugt. Os femoris und Tibia treffen in keiner
physiologischen Bewegung in einer geraden Linie aufeinander. Bei Hunden ist der kaudale
Winkel maximal 150°. Beuge- und Streckumfang bewegen sich in einem Ausmal} zwischen
90° und 130°. Ab- und Adduktions- sowie Rotationsbewegungen sind um bis zu 20° mdéglich
(VOLLMERHAUS et al., 1994).
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2.2 LUXATIO PATELLAE
2.2.1 Definition der Luxation

Laut PSCHYREMBEL (2015) ist eine Luxation eine Verrenkung, bei der es zu einer
vollstandigen Diskontinuitat der gelenkbildenden Knochenenden kommt. Die Patellaluxation
ist eine Kniegelenksverletzung, bei der die Kniescheibe aus ihrer Flhrung, der Trochlea
ossis femoris, springt.

2.2.2 Formen der Luxatio patellae

Hinsichtlich der Atiologie der Luxatio patellae unterscheidet man zwischen der angeborenen
(Luxatio patellae congenita) und der erworbenen Form (Luxatio patellae traumatica). Dabei
kann die Patella jeweils medial, lateral oder in beide Richtungen luxieren. Je nach Haufigkeit
des individuellen Auftretens spricht man von einer habituellen oder einer stationaren
Patellaluxation (HULSE, 1981; BRINKER et al., 2006). Bei der habituellen Patellaluxation ist
die Patella priméar in situ und springt im Falle einer Luxation im Verlauf der nachsten Schritte
wieder spontan in die Trochlea ossis femoris zurick (Reposition). Die stationare
Patellaluxation ist hingegen dadurch gekennzeichnet, dass die Patella primar verlagert ist.
Sie kann manuell durch Druck oder infolge mehrerer Bewegungsablaufe reponiert werden
(temporar stationare Form) oder eine Reposition ist weder manuell noch durch die
Bewegung der Gliedmale mdglich (permanent stationare Form). Im letzteren Fall kann sich
sekundar eine Pseudotrochlea aufien am jeweiligen Femurkondylus ausbilden (GITTERLE,
1991; GUENGO und BARDET, 1996).

2.2.2.1 Luxatio patellae traumatica

Nach BRUNNBERG et al. (1992) kann die traumatische Patellaluxation Folge einer
Gelenkkapselruptur, Apophysenfraktur der Crista tibiae, Patellafraktur, Ruptur des
Ligamentum patellae oder des Ligamentum cruciatum craniale sein. Sie kommt selten vor
und ist nach HAYES et al. (1994) weitgehend rasse- und altersunabhangig. SLATTER
(2003) beschreibt jedoch ein gehauftes Auftreten beim Flat Coated Retriever in
GrofRbritannien. Art und Starke des einwirkenden Traumas bestimmen die Auspragung der
Luxation. Es wurden verschiedene Luxationen mit und ohne weitere Verletzungen des
Kniegelenks beschrieben (SHUTTLEWORTH, 1935; SINGLETON, 1957; DE ANGELIS und
HOHN, 1970; HORNE, 1971; BRINKER et al., 1990; FERGUSON, 1997). Eine akute, mittel-
bis hochgradige Lahmheit ist kennzeichnend. Bei der Palpation ist das Kniegelenk
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schmerzhaft und vermehrt gefillt, die Weichteile geschwollen und die Trochlea ossis femoris
korrekt ausgebildet (KASA, et al, 2001). Therapeutisch ist die Rekonstruktion der
anatomischen Strukturen mdéglich, aber es kann hier, anders als bei der kongenitalen Form,
auch je nach Art und Schwere der Verletzung mit einer Spontanheilung gerechnet werden
(ROUSH, 1993). Die Prognose richtet sich nach dem Ausmal’ der Verletzungen (LOEFFLER
und LIEGER, 1964).

2.2.2.2 Luxatio patellae congenita
2.2.2.2.1 Allgemeines

Die kongenitale Patellaluxation ist eine der haufigsten erblich bedingten Erkrankungen des
Bewegungsapparates beim Hund (KODITUWAKKU, 1962; PRIESTER, 1972; HULSE, 1981;
WEBER, 1992), nach der Aufstellung von HODGMAN (1963) kommt sie am zweit meisten
nach der Huftgelenksdysplasie vor. Unbestritten ist, dass sich die Patellaluxation als
Folgeerscheinung einer Reihe von mehr oder weniger stark ausgepragten Weichteil- und
Skelettverdnderungen manifestiert. Diese bedingen eine biomechanische Fehlbelastung der
Hintergliedmalle, die die Kniescheibe aus ihrem physiologischen Bahnverlauf im femoralen
Gleitbett des Kondylenmassivs drangt. Zwar muss die Verlagerung bei Geburt noch nicht
sichtbar sein, die ursachlichen Fehlbildungen, oftmals an beiden Hintergliedmalien
(KODITUWAKKU, 1962; BRINKER et al., 1990), bestehen jedoch bereits und sind fir die
weitere Entwicklung mafigebend (MATIS, 1999). Je jlinger die Tiere zum Zeitpunkt der
Diagnose sind, desto markanter sind die anatomischen Veranderungen (NUNAMAKER,
1985).

Die Ursache bleibt zwar bisher unklar, es ist jedoch ein familidar gehauftes Auftreten
festzustellen (LOEFFLER und MEYER, 1961; PRIESTER et. al., 1970; LOEFFLER, 1990,
LaFOND et al., 2002). In diesem Zusammenhang verzeichnet die Orthopedic Foundation of
Animals (OFA), dass zu den sechs pradestiniertesten Rassen fir eine kongenitale
Patellaluxation in den USA der Zwergspitz (39.5%), der Yorkshire Terrier (24,4%), der
Australische Terrier (16,4%), der Cocker Spaniel (14,5%), der Boykin Spaniel (13,5%) und
der Tibet Spaniel (12,6%) gehdren. DNA-Analysen von 59 Pommerschen Hunden aus
Thailand konnten einen angenommenen Zusammenhang zwischen polymorphen
Veranderungen der Gene fur die Kollagen Typen VI und IX und dem Auftreten einer
kongenitalen Patellaluxation nicht bestatigen. Eine weitere polymorphe Verdnderung eines

Nukleotids auf dem Chromosom 7 konnte jedoch identifiziert werden, die ebenso als
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genetische Grundlage fur die Erkrankung der kongenitalen medialen Patellaluxation bei
dieser Hunderasse vermutet wird (SOONTORNVIPART et al., 2013).

Der genaue Erbgang bleibt bis heute nicht hinreichend geklart. Vermutet wird ein
multifaktorielles Geschehen (LOEFFLER und MEYER, 1961), wobei ein rezessiver Faktor
als Ursache in Frage kommt (KODITUWAKKU, 1962). Weitgehend einheitlich sind die
bisherigen Ergebnisse bezuglich der Rasseverteilung. Betroffen sind vor allem kleinwichsige
Rassen, wie Pudel, Yorkshire Terrier, West Highland White Terrier, Chihuahuas oder
Rehpinscher (KODITUWAKKU, 1962; LOFFLER und LIEGER, 1964; UBERREITER, 1966;
SINGLETON, 1969; RODENBECK, 1971; PRIESTER, 1972; HULSE, 1981; SCHAFER et
al., 1982; REMEDIOS et al., 1992; ROUSH, 1993; ANDERSON; 1994; HAYES et al., 1994;
ALBRECHT, 1999; MEYER, 2001; KINSCHER, 2007; BEHRENDT, 2008). Mittelgroe und
grofe Rassen, wie Chow Chow, Labrador Retriever, Collie, Deutsche Dogge, Boxer, Bobtail
und Irischer Wolfshund waren bisher ausnahmsweise betroffen (HODGMAN, 1963; DE
ANGELIS und HOHN, 1970; SCHAFER, 1981). Wahrend bis unldngst in erster Linie die
kleinen Rassen von der Erkrankung der kongenitalen Patellaluxation betroffen waren, zeigen
die jlngsten Studien ein zunehmendes Vorkommen bei mittelgroRen und grofien
Hunderassen (KALFF et al., 2014). Das Auftreten der Erkrankung bei grofieren Hunderassen
ab einem Korpergewicht von 15 Kilogramm beschreiben GIBBONS et al. (2006) und
diskutieren eine an die Kdrpergrofie angepasste chirurgische Versorgung.

Uber eine Geschlechtspradisposition wird in der Literatur unterschiedlich diskutiert.
PRIESTER (1972) beschrieb, dass Hundinnen 1,5-mal haufiger betroffen sind als Ruden. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen KUWABARA et. al. (1980), HOFFMANN(1983), WILLAUER
und VASSEUR (1987) sowie WEBER (1992). ALBRECHT (1999) konnte ferner eine 1,7-mal
hdhere Inzidenz bei Hlndinnen nachweisen. Im Gegensatz dazu fanden SINGLETON
(1969), DE ANGELIS (1971), SCHAFER (1981), HUTTER et al. (1983), KAISER (1999),
KINSCHER (2007) und BEHRENDT (2008) keine Geschlechtspradisposition.
GUSTAFFSON et al. (1969) beobachteten das Auftreten einer Kniescheibenluxation bei
Hunden, die fiir Versuchszwecke unter Ostradiol-Einwirkung standen und es infolgedessen
zu Fehlbildungen der Rollkkdmme des Femurs und zu Coxa vara fuhrte.

Bei der Einteilung der Luxatio patellae nach Luxationsrichtung ist aus der bisherigen Literatur
eine deutliche Mehrheit der Falle mit medialer Patellaluxation festzustellen (GIBBONS,
2006). Die laterale Luxatio patellae ist hingegen selten. Vereinzelt kommt auch eine
Kombination der lateralen und medialen Luxation ipsilateral vor (KODITUWAKKU, 1962;
BRINKER et al., 1990; BEHRENDT, 2008), meist sind diese Falle aber ohne skelettale
Veranderungen.
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2.2.2.2.2 Pathophysiologie

Bleibt die Atiologie der Luxatio patellae congenita bisher auch ungeklart und in der Literatur
kontrovers diskutiert, so besteht dennoch Einigkeit Uber die muskuloskelettalen
Fehlbildungen, die bei der kongenitalen Patellaluxation in individuellem Schweregrad
auftreten. Diese kdnnen von geringen Weichteilveranderungen bis hin zu ausgepragten
Skelettdeformitaten reichen. Dauer der Luxation und Alter des Tieres zum Zeitpunkt der
Diagnose spielen fur den Schweregrad der Erkrankung und die Auspragung der
Fehlbildungen eine entscheidende Rolle (HULSE, 1981). Es gibt Veranderungen, die die
Patellaluxation bedingen und Veranderungen, die durch die Patellaluxation entstehen. In
diesem Zusammenhang herrscht allerdings wiederum Uneinigkeit dariiber, was Ursache und
was Folgeerscheinung ist. Einerseits wird eine Hypoplasie der Trochlea ossis femoris als
Grundlage fur die weiteren sich entwickelnden Fehlbildungen angenommen
(KODITUWAKKU, 1962; KNIGHT, 1963; PEARSON und RAMSEY, 1963; LOFFLER und
LIEGER, 1964; HENSCHEL et al., 1981). Andererseits geht man von einer
Zugrichtungsabweichung des Musculus quadriceps femoris aus, welche die weiteren
Deformitaten am Os femoris bedingt (SINGLETON, 1957; KODITUWAKKU, 1962; REX,
1963; RUDY, 1965; HERRON, 1969; DE ANGELIS und HOHN, 1970; WHITTICK, 1974;
SCHEBITZ und BRASS, 1999). Fur GAZIEUX et al. (1977) kann eine Festlegung von
Ursache und Folgeerscheinung bei den verschiedenen Fehlbildungen der kongenitalen
Patellaluxation nicht definiert werden. Aufgrund der atiologischen Vielfalt werden daher im
folgenden Abschnitt die einzelnen muskuloskelettalen Deformationen unter dem klinischen
Gesamtbild der medialen und lateralen Patellaluxation erlautert.

2.2.2.2.3 Luxatio patellae congenita medialis

Die Luxatio patellae congenita medialis, speziell die habituelle (SCHAFER et al., 1982), tritt
zu 85% - 90% haufiger als die laterale auf (KODITUWAKKU, 1962; DE ANGELIS und
HOHN, 1970; FRITZ, 1989; BRINKER et al, 1990; HAYES et al., 1994; KAISER, 1999;
KASA et al, 2001; MEYER, 2001). WANGDEE (2014) beschreibt speziell beim
Niederlandischen Kooikerhund ein doppelt so haufiges Autreten der Luxatio patellae
congenita medialis im Vergleich zur Luxatio patellae congenita lateralis. Haufig sind dabei
beide Kniegelenke betroffen (UBERREITER, 1966; FRITZ, 1989; KAISER, 1999; KASA et
al., 2001; MEYER, 2001; BEHRENDT, 2008, WANGDEE et al., 2014).
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Coxa vara

,Coxa vara“ kommt aus dem Lateinischen und bedeutet Ubersetzt ,auswarts gebogene
Hufte“. Man versteht darunter einen nicht korrekten Winkel zwischen Femurkopf und -hals,
der unter 120° liegt. Dieser Winkel wird auch Centrum-Collum-Diaphysen-Winkel genannt,
da die beiden gemessenen Geraden des Winkels durch diese anatomischen Strukturen
verlaufen. Die Konsequenz daraus ist ein ventral absinkendes Caput und Collum ossis
femoris (PUTNAM, 1968). Die Fehlstellung gilt in der Veterindrmedizin hauptsachlich als
kongenital und in der Humanmedizin auch als altersbedingt. Bei der Luxatio congenita
medialis geht diese Fehlstellung der Hintergliedmalie mit einer Verkleinerung der Femurhals-
Inklination (Centrum-Collum-Diaphysenwinkel) und einer Femurhals-Antetorsion einher
(PUTNAM; 1968). Die dabei entstehenden Winkelveranderungen bedingen eine
Achsenabweichung der Muskulatur des Oberschenkels wund filhren somit zu
biomechanischen Veranderungen, die letztendlich in einer O-beinigen Stellung resultieren.
Folglich entstehen weitere Schaden im Huft- und Kniegelenk. Eine besonders starke
Verkleinerung des Winkels zwischen dem Oberschenkelschaft und dem Schenkelhals wurde
an Hunden im Alter von drei Monaten festgestellt. PUTNAM (1968) schliet eine
Fehlbelastung als Ursache fir das Abdriften von Caput und Collum ossis femoris nicht aus.
Verschiedene Autoren stimmen PUTNAMs Theorie der primaren Femurhals-Inklination zu,
welche weitere Veranderungen am Femur bei der Luxatio patellae medialis zur Folge hat
(SINGLETON, 1969; CAMPBELL und POND, 1972; HUTTER et al., 1983; HULSE und
SHIRES, 1993).

Laterale Torsion des distalen Femurs

Die Wachstumsfugen sind das Zentrum fur Plastizitat eines Knochens. Erfahren sie einen
Torsionsdruck, wirkt eine nicht parallel in Richtung des physiologischen Wachstums
verformende Kraft auf die Epiphysenfuge (ROBINS, 1990). Nach dem Wolffschen Gesetz
kommt es zur Abweichung der Knorpelsaulen der Proliferationszone in ein spiraliges Muster
und somit zu einem verdrehten Wachstum dieses Knochens (WOLFF, 1892). Diese Form
der Achsenabweichung ist im Falle der medialen Patellaluxation am distalen Femur zu sehen
(KAISER, 1999). Die verformende Kraft wirkt lateral und impliziert eine Torsion des distalen
Bereichs des Os femoris. OXLEY et al. (2013) entwickelten ein standardisiertes Protokoll zur
Messung der Torsion des Femurs und des Inklinationswinkels des Femurkopfhalses. Da
Hunde mit einer Patellaluxation aufgrund ihrer Malformationen des Femurs und der Tibia flr
eine Rontgenaufnahme im orthograden Strahlengang nur limitiert optimal gelagert werden
konnen, untersuchten BARNES et al. (2015) die Torsion des Femurs bei Hunden anhand
von CT-Bildern.
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Laterale Verbiequng des distalen Bereichs des Os femoris

Sie entsteht durch das abnormale Epiphysenwachstum (HULSE, 1981). Nach den
Wollffschen Transformationsgesetzen passen sich duflere Form und innere Struktur des
Knochens sténdig an die mechanische Beanspruchung an (WOLFF, 1892). Im Wachstum
geben die Epiphysenfugen den Druckkraften in Ausmafl® und Richtung am meisten nach.
Parallel zur Wachstumsrichtung wirkende Druckkrafte bewirken im Fugenknorpel eine
Hemmung des Langenwachstums. Durch das Ausbleiben der physiologischen Belastung
gegen die Schwerkraft vermindert sich der Druck auf die Epiphysenfuge und verursacht ein
beschleunigtes Wachstum. Eine Verzogerung des Wachstums ergibt sich im Fall der
medialen Patellaluxation medial an der Epiphysenfuge, wo die von der physiologischen
GliedmalRenachse abweichende Zugkraft des Musculus quadriceps femoris einen erhéhten
Druck auf die mediale Seite des Os femoris ausubt und folglich medial in der
Wachstumszone eine Hemmung der Chondroblastenproliferation impliziert. Der Condylus
medialis bleibt somit hypoplastisch. Der laterale Condylus erfahrt einen nachlassenden
Druck, sodass er gesteigert wachst (HULSE, 1981). Das Ausmald der sich damit
entwickelnden konvexen Verbiegung des distalen Abschnittes des Os femoris auswarts
entspricht dem Grad der Patellaluxation. Fir ENDRES (1977) liegt aufgrund dieser Befunde
eher eine Dislocatio trochleae als Dislocatio patellae vor.

Hypoplasie der Trochlea ossis femoris

Eine flache Trochlea ossis femoris wird in der Literatur einheitlich als grundlegender
Hauptbefund bei der kongenitalen Patellaluxation angesehen. In der Ansicht, ob sie die
Ursache (KODITUWAKKU, 1962; KNIGHT, 1963; PEARSON und RAMSEY, 1963;
LOEFFLER und LIEGER, 1964; HENSCHEL et al. 1981) oder eine Folge
(SHUTTLEWORTH, 1935; PUTNAM, 1968; SINGLETON, 1969; LEIGHTON, 1970; DE
ANGELIS, 1971; HUTTER et al., 1983; DAMMRICH und BRASS, 1993) der Luxation ist,
gehen die Meinungen der Autoren allerdings markant auseinander. Einerseits geht man von
einem fehlenden formativen Reiz aus (SHUTTLEWORTH, 1935; HULSE und SHIRES, 1993;
ROBINS, 1990; SCHEBITZ und BRASS, 1999), denn der Gelenkknorpel der Trochlea
reagiert auf Druckanderungen in gleicher Weise wie die Epiphysenfugen. Ein normaler Druck
der Patella an der dorsalen Oberflache der Trochlea geht mit der Ausbildung einer normal
konkaven Trochlea einher. Fehlt hingegen der physiologische Druck, kommt es zum
uberschiefenden Knorpelwachstum und zu einer abgeflachten bis konvexen Rollfurche.
Wahrend HULSE (1981) an Kniegelenken mit experimentell entfernten Patellae eine
Degeneration des trochlearen Gelenkknorpels findet, konnten HENSCHEL et. al. (1981) in
einer Studie an patellaektomierten Hunden normal ausgebildete Trochleae nachweisen. Im
Gegensatz dazu wurde bei der zu flachen Rollfurche des Os femoris auf eine
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Fehlentwicklung des Gelenks geschlossen (HEUCK, 1979). Nicht ein fehlender
mechanischer Reiz, sondern ein Gendefekt soll dafur verantwortlich sein. Der Meinung ist
auch KODITUWAKKU (1962), der die hypoplastische Trochlea ossis femoris durch einen
rezessiven Gendefekt zu erkldren versucht. LOEFFLER und LIEGER (1964) aufiern in
diesem Zusammenhang die Hypothese der multifaktoriellen Erblichkeit. HULSE (1981) und
OLMSTEAD (1981) sind der Meinung, dass die Patellaluxation primar auch durch eine
Muskelhypoplasie bedingt sein kann. Die antagonistische Wirkung von M. vastus medialis
und M. vastus lateralis kdnnte durch eine Unterentwicklung des einen bewirken, dass die
Patella in die Zugrichtung des anderen abweicht und somit aus ihrem physiologischem
Gelenkgeflge luxiert. Dies wurde in Ansatzen dem Pathomechanismus der angeborenen
Form der Patellaluxation beim Menschen nahekommen, wo der Streckapparat lateral verlauft
und sich die Patella ebenfalls lateral entwickelt (SCHONBAUER et al., 2013).

Medialisierung des Musculus quadriceps femoris

Sie kann als Folge des Achsenfehlers des eingespannten Skelettabschnittes betrachtet
werden. Nach LOER (1999) sind drei Skelettdeformationen an der Beckengliedmale fiir den
Achsenfehler verantwortlich: Die AuRenrotation des distalen Femurabschnittes, die
Varusdeformitdt des Os femoris und die Innenrotation der Tibia. Nach INSALL et al. (1972)
ist das Ausmald der seitlichen Zugrichtungsabweichung des M. quadriceps femoris
entscheidend daflr, ob es zu einer Subluxation oder Luxation der Patella kommt. Die
Medialverlagerung des vierkdpfigen M. quadriceps femoris bewirkt eine Innenrotation des
Unterschenkels und damit die Deviation aus der femoralen Gleitbahn. In die Endsehne des
M. quadriceps eingelagert, folgt die Patella seiner Zugkraft und luxiert aus ihrem Gleitbett,
der Trochlea ossis femoris. Zunehmende Dauer der Luxation kdnnen nach FRITZ (1989) zu
Veranderungen des M. quadriceps fuhren: Er wird mehr und mehr zur Extension unfahig,
fixiert das Kniegelenk in gebeugter Stellung und kann schlieBlich mit zunehmender
Kontraktur atrophieren und fibrosieren. Den Grad der Zugrichtungsabweichung bestimmt
KAISER (1999) mit dem sogenannten Q-Winkel. Aus der Humanmedizin Gbernommen, dient
er als messbarer Parameter fur die Kraftkomponente, die einen seitlichen Zug auf die Patella
ausubt (KAISER, 1999; MALGHEM und MALDAGUE, 1989; FROT et al., 1996). Er wird von
zwei aufeinander treffenden Geraden definiert: Eine Gerade verlauft vom kranialen Rand des
Acetabulums bis zum tiefsten Punkt der Trochlea ossis femoris. Die zweite Gerade bildet
sich von diesem Punkt aus Uber die Spitze der Tuberositas tibiae. KAISER (1999) fand, dass
der physiologische mediale Q-Winkel 10° betragt und beschrieb ihn als neutralen Q-Winkel.
Er konnte auf’erdem nachweisen, dass der Q-Winkel proportional mit zunehmendem
Schweregrad der medialen Patellaluxation zunimmt. MEYER (2001) konnte dies in einer
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nachfolgenden Studie mit einer anderen Messmethode, der DIMA-Rdntgentechnik,
bestatigen.

Deviation der Tuberositas tibiae

Die torsionsbedingte Medialverlagerung der Quadrizepsgruppe setzt sich mit der Patella im
Ligamentum patellae Uber das Kniegelenk fort, wo sie an der Tuberositas tibiae eine nach
innen ziehende Drehkraft ausibt. Dies fuhrt mit der Zeit zu einer Deviation des Margo
cranialis der Tuberositas tibiae medial. Die Innenrotation des proximalen Abschnittes der
Tibia kann auch als kompensierende Reaktion auf die AulRenrotation und Anteversion der
Beckengliedmalle verstanden werden. Favorisiert wird dies zusatzlich durch das
eigenstandige Ossifikationszentrum der Tuberositas tibiae (SINGLETON, 1969). Die
Deviation der Tuberositas tibiae verhalt sich proportional zum Schweregrad der
Patellaluxation (HULSE, 1981; LOER, 1999) und ist um bis zu 90° maglich (SINGLETON,
1969; KODITUWAKKU, 1962; PUTNAM, 1968).

Medial konvexe Krimmung der Tibia

Die unphysiologischen Druckverhaltnisse in der BeckengliedmalRe bedingen des Weiteren
ein unterschiedliches Wachstum zwischen dem medioproximalen und dem lateroproximalen
Tibiaschaft, was mit einer medial konvexen Krimmung der Tibia einhergeht. Dies basiert auf
den unterschiedlich einwirkenden Kraften auf die Wachstumsfuge proximal an der Tibia
medial und lateral (HULSE, 1981). Der hyperplastische laterale Condylus ossis femoris
driickt vermehrt auf die laterale Seite der Tibia und retardiert dort das Wachstum. Auf der
medialen Seite zeigt sich das entgegengesetzte Bild, indem der Druck auf den Tibiaschaft
medial durch den hypoplastischen medialen Condylus ossis femoris nachlasst. Dies ebnet
den Weg fur eine ungehinderte Proliferation, das Wachstum ist folglich gesteigert.

Torsion der distalen Tibia nach aulRen

In der Anfangsphase der Erkrankung sind die Hunde typisch O-beinig. Beim Laufen ist der
Tarsus nach aufen und die Pfote nach innen gerichtet. Um ein mdéglichst ungehindertes
Laufen zu ermoglichen, geschieht im Laufe der Zeit eine Anpassung und die Tiere drehen
die Gliedmale vermehrt nach lateral. Ein permanenter Torsionsdruck kann dann eine
Verdrehung der Tibia distal nach auRen mit sich bringen (HULSE, 1981; LOER, 1999).
FITZPATRICK et al. (2012) konnten einen signifikanten Einfluss des Torsionsgrades der
Tibia auf den Grad der medialen Patellaluxation bei Yorkshire Terriern belegen.
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Rotationsinstabilitdt des Kniegelenks

Die Innenrotation der Tibia und die Medialisierung der Quadrizepsmukulatur verursachen
eine Uberdehnung der Kniegelenkkapsel lateral, des Retinaculums lateral, des Ligamentum
collaterale und der Fascia genus lateral. In weiterer Folge fuhrt dies aufgrund von
Anpassungsvorgangen des Gewebes zu einer zunehmenden Laxizitat des Gelenks, die im
Falle einer Verlagerung der Patella aus der physiologischen Achse des Streckapparates eine
zusatzliche Rotationsinstabilitat des Kniegelenks bedingt (KODITUWAKKU, 1962; KAISER,
1999; MEYER, 2001; BEHRENDT, 2008).

2.2.2.2.4 Luxatio patellae congenita lateralis

Die Luxatio patellae congenita lateralis kommt mit einem Anteil von 5 bis 26% der gesamten
Patellaluxationen beim Hund vor (KODITUWAKKU, 1962; ENDRES 1977; HULSE, 1981,
HOFFMANN, 1983; MATIS, 1999; KINSCHER, 2007). Es kdnnen beide Gliedmalien
betroffen sein. Die laterale kongenitale Patellaluxation kommt bei klein- und gro3wichsigen
Rassen in gleicher Haufigkeit vor (ROUSH, 1993), nach manchen Autoren sollen groRRe
Hunderassen, insbesondere der Flat Coated Retriever, pradisponiert sein (RUDY, 1974;
HULSE, 1981; ROUSH, 1993; DENNY, 1996; BRINKER et al., 2006;). Nach RUDY (1974)
sind zudem die Deutsche Dogge, der Berner Sennenhund und der lrische Wolfshund
pradisponiert. Bei kleinen Rassen wird ein pldtzliches Auftreten im Alter beschrieben,
wahrend es grolRe Rassen hauptsachlich im Wachstum betrifft (LOER, 1999).

Folge- und Begleiterscheinungen

Die muskuloskelettalen Folge- und Begleiterscheinungen der lateralen Luxatio patellae
congenita existieren nicht unbedingt in entsprechender Form als Spiegelbild der medialen
Form. Bei dieser Luxationsrichtung sind sie ahnlich, treten aber in der entgegengesetzten
Form als bei der medialen Patellaluxation in Erscheinung. Meistens sind diese
muskuloskelettalen Veranderungen jedoch geringer ausgebildet als bei der medialen
Patellaluxation (OLMSTEAD, 1981; BRINKER et al., 1993). Sie lassen sich ebenfalls durch
eine Verlagerung der gewichtstragenden Achse erklaren, in diesem Fall ist diese lateral
gerichtet.

Coxa valga

Wie bei der medialen Luxatio patellae congenita, kann es auch bei der lateralen zu einer
Veranderung des Centrum-Collum-Diaphysen-Winkels kommen (BRINKER et al., 2006). Als

12



2 Literatur

Pendant zur Coxa vara ist der Winkel zwischen Femurkopf und -hals bei der Coxa valga
vergroRert (OLMSTEAD, 1981; BRINKER et al., 2006).

Mediale Torsion und Verbiegung im Bereich der distalen Femurdiaphyse

Der laterale Condylus ossis femoris formt sich entsprechend der lateral verlagerten Achse
hypoplastisch, wahrend der mediale Condylus normal ausgebildet ist (BRINKER et al.,
2006). Dies fuhrt nach den oben beschriebenen Folgeerscheinungen bei veranderten
Druckverhaltnissen zur medialen Torsion und medial konvexen Krimmung der distalen
Epiphysenfuge. Es kommt nach RISER et al. (1969) zur X-beinigen Stellung der

BeckengliedmalRe(n) zum Genu valgum.

Schwache und laterale Verlagerung des M. quadriceps femoris

Die Zugrichtungsabweichung des M. quadriceps femoris lateral stellt sich als Folge der
Innenrotation des distalen Abschnitts des Os femoris in der Valgusdeformitat im Kniegelenk
und der Aullenrotation der Tibia ein und nimmt dadurch dem medialen Anteil des
vierkdpfigen Quadriceps, dem M. vastus medialis, die Spannkraft. Dieser Muskel wird
phylogenetisch als letzter der Quadricepsgruppe entwickelt und soll auch der erste dieser
Gruppe sein, der atrophiert (ENDRES, 1977). Nach HULSE (1981) und OLMSTEAD (1981)
ist die laterale Patellaluxation Folge einer Hypoplasie des M. vastus medialis.

AuRenrotation der proximalen Tibia

Die Tibia unterliegt der Zugkraft des M. quadriceps femoris, der bei lateraler kongenitaler
Patellaluxation eine laterale Zugrichtungsabweichung aufweist. Dementsprechend stellt sich
eine Aufenrotation der Tibia mit einer Lateralisation der Tuberositas tibiae ein (GUENGO
und BARDET, 1996).

2.2.2.2.5 Degenerative Veranderungen bei der Luxatio patellae

Eine Uber einen langeren Zeitraum bestehende Verlagerung der Patella resultiert in der
Abnutzung des hyalinen Knorpels der Gelenkdberflachen und in osteoarthritischen
Abbauprozessen. Man spricht im Fall der Luxatio patellae von einer retropatellaren
Chondromalazie (M@LLER et al., 1989; OLMSTEAD, 1999), die sich in ihrem Ausmal nicht
immer proportional zum Grad der Patellaluxation verhalt (ROY et al. 1992). Der Grad der
Osteoarthritis ist meistens gering- bis mittelgradig. Bei der lateralen Patellaluxation kann eine
ausgepragte Synovialitis am Ursprung des Musculus extensor digitorum longus entstehen,
welche zu einer Ruptur dieser Ursprungssehne flihren kann.
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2.2.3 Diagnostik der Luxatio patellae

Die Diagnose ,Luxatio patellae congenita“ wird haufig in den ersten sechs Lebenssmonaten
gestellt (LOEFFLER und LIEGER, 1964; DE ANGELIS, 1971). Dabei sind die
muskuloskelettalen Deformationen umso gravierender, je jinger das Tier zum Zeitpunkt der
Diagnose ist (NUNAMAKER, 1985). Die Diagnose sollte daher mdglichst frih erfolgen, um
zum einen knéchernen Fehlbildungen vorzubeugen und zum anderen, um die Tiere aus dem
Grund der anzunehmenden Vererbung der Erkrankung aus der Zucht auszuschlieRen. Im
Rahmen der Zuchtuntersuchung wird deshalb zum Beispiel beim Yorkshire Terrier, Norwich
Terrier, Jack Russel Terrier, Pudel und Spaniel eine Selektion luxationsfreier Tiere zur
Zuchtzulassung gefordert (FARRELL et al., 2015).

2.2.3.1 Kilinik

Nach BRUNNBERG (1998) sind die Symptome der Patellaluxation altersabhangig:
Neugeborene und altere Welpen werden demnach sehr frih durch ihre abnorme Haltung
und Belastung der Beckengliedmalen auffallig. Junge und ausgewachsene Tiere zeigen im
Falle der habituellen Luxation meist eine intermittierende Lahmbheit, bei der das betroffene
Bein plotzlich fur ein paar Schritte im Kniegelenk gebeugt gehalten wird und im nachsten
Moment wieder lahmheits- und schmerzfrei benutzt wird. Vom Hundehalter wir dieses
Gangbild initial oft als merkwurdige Angewohnheit interpretiert, weshalb diese Tiere meist
erst bei deutlicher Verschlechterung des Gangbildes vorgestellt werden. Altere Tiere zeigen
oft infolge eines Bagatelliraumas eine akute Lahmheit und Schmerzhaftigkeit des
Kniegelenks. Zeichen degenerativer Veranderungen im Sinne einer Gonotrochlose und
Gonarthrose sind in ihrem Fall haufig zu beobachten (BRUNNBERG, 1998).

Ist die Patella nach medial luxiert, wird das Bein angewinkelt, Knie- und Sprunggelenk sind
gebeugt. Die Gliedmale ist leicht nach innen rotiert, sodass die Pfote zunachst nach
kraniomedial zeigt (SINGLETON, 1957). Ist die Luxation beidseitig, zeigen die Tiere eine
typische O-Beinstellung, was vor allem gut sichtbar wird, wenn man die Tiere parallel zum
Boden hochhalt. Dann sind die Kniegelenke gebeugt und nach auf3en gedreht, und die Beine
Uberkreuzen sich auf Hohe der Sprunggelenke. Im Stand nehmen diese Tiere eine Haltung
wie beim Kotabsatz ein, bei langsamer Fortbewegung laufen sie Enten-ahnlich
(SHUTTLEWORTH, 1935) und bei zunehmender Geschwindigkeit hoppeln sie wie ein Hase
(KODITUWAKKU, 1962).

Luxiert die Patella nach lateral, zeigt das Tier eine X-beinige Stellung der
Beckengliedmale(n), da der Oberschenkel adduziert und der Unterschenkel abduziert wird.
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Das Kniegelenk ist gebeugt und nach medial gedreht. Eine pldtzliche beidseitige Luxation
der Kniescheibe nach lateral kann zum akuten Verlust des Standvermdgens fuhren, da die
Spannkraft des Streckapparates durch den M. quadriceps femoris aufgehoben wird.
Differentialdiagnostisch muss dabei eine neurologische Erkrankung ausgeschlossen werden
(BRINKER et al., 1990).

Die Haltung bei einer beidseitigen stationaren Luxation der Kniescheibe nach lateral wird
auch mit der eines Seehundes verglichen (BRINKER et al., 1990), und ihr Gangbild soll laut
RUDY (1965) dem einer Schildkrote gleichkommen. Die Befunde bei der stationdren
Patellaluxation sind jedoch sehr variabel und reichen von lahmheitsfrei bis hochgradig lahm
(OLMSTEAD, 1981). Da die Funktion der GliedmaRenmuskulatur hier dauerhaft
beeintrachtigt ist, geht diese Form der Luxation mit einer Kontraktur und in weiterer Folge mit
einer Atrophie der Beugemuskulatur des Kniegelenks einher (LOEFFLER und MEYER,
1959; SINGLETON, 1969; NIEMAND, 1994).

Die traumatische Patellaluxation kann in der Regel durch den Vorbericht eines Traumas und
durch die klinisch und rontgenologisch vorliegenden Kardinalsymptome der Entzindung -
Tumor, Rubor, Calor, Dolor und Functio laesa - gut von der kongenitalen Patellaluxation
abgegrenzt werden (ENDRES, 1977). Eine akute Lahmheit und Schmerzhaftigkeit sind fur
diese Form der Luxation pathognostisch.

2.2.3.2 Palpation des Kniegelenks und Gradeinteilung

Nach BRUNNBERG (1998) beruht die Diagnose der Luxatio patellae auf der klinisch-
orthopadischen Untersuchung. Die Radiodiagnostik soll lediglich als ein ergénzendes Mittel
zur Beurteilung der Sekundarerscheinungen dienen. Die Palpation des Kniegelenks wird am
stehenden und liegenden Tier ohne Sedation oder Narkose durchgefuhrt. Dabei wird der Sitz
der Kniescheibe in der Trochlea ossis femoris unter Beugung, Streckung, Adduktion und
Abduktion, Endo- und Exorotation mit und ohne Druck des Daumens auf die Patella gepruft.
Auch nach KODITUWAKKU (1962) ist der wichtigste Punkt in der Diagnosefindung die
Palpation des Kniegelenkes. Daraus ergibt sich die Gradeinteilung nach PUTNAM (1968):

- Grad 0: Die Patella ist weder durch manuellen Druck von medial/lateral noch durch
Streckung des Kniegelenks luxierbar.

- Grad I: Die Patella kann durch manuellen Druck von lateral/medial oder durch Streckung
des Kniegelenks durch den Untersucher oder beim Laufen durch das Tier selbst luxiert
werden. Bei Aufheben des Druckes oder Beugung des Kniegelenks wird die Patella
spontan reponiert.

15



2 Literatur

- Grad ll: Die Patella kann durch Fingerdruck von lateral/medial oder durch Flexion des
Kniegelenks durch den Untersucher oder durch das Tier selbst luxiert werden. Sie bleibt
luxiert und kann nur durch Druck oder aktive Flexion und Extension durch das Tier oder
den Untersucher zurlckverlagert werden.

- Grad lll: Die Patella ist meistens nach medial/lateral luxiert. Sie kann nur durch Druck
durch den Untersucher reponiert werden, reluxiert aber unmittelbar nach Einstellen des

Druckes durch den Untersucher.

- Grad IV: Die Patella ist permanent luxiert. Sie kann weder durch manuellen Druck noch
durch Extension reponiert werden.

Eine zweite Graduierung erfolgte nach SINGLETON (1969), bei der zusatzlich das Ausmaf}
der morphologischen Veranderungen berucksichtigt wird:

- Grad I: Es besteht eine habituelle Patellaluxation mit intermittierender Lahmheit. Die
Patella luxiert leicht bei Streckung der Gliedmalie und bei manuellem Druck. Die
Reposition erfolgt ohne Druck oder spontan bei Beugung des Kniegelenks. Es sind
keine Krepitationen im Kniescheibengelenk zu vernehmen. Die Deviation der
Tuberositas tibiae ist gering (unter 15°) und die Rotationsmoglichkeit der Tibia ist
minimal. Beugung und Streckung des Kniegelenks erfolgen achsenkorrekt.

- Grad II: Die Patella luxiert haufig, in manchen Fallen ist sie zeitweise stationar luxiert.
Die Tibia ist bis zu 30° nach innen rotiert und es besteht eine geringgradige Deviation
der Tuberositas tibiae. Es kdnnen Krepitationen des Kniescheibengelenks vorhanden
sein. Es besteht eine geringgradige Achsenabweichung der Gliedmalie, bei der
medialen Luxation ist diese mit einer Abduktion des Sprunggelenks vergesellschaftet.

- Grad lll: Die Patella ist stationar luxiert. Die Achsenabweichung der Gliedmale ist
deutlich nachweisbar. Es besteht eine markante Deviation der Tuberositas tibiae mit
einer Rotation der Tibia um 30° - 60°. Die Gliedmalle wird haufig bei halb gebeugtem
Kniegelenk belastet. Das Sprunggelenk wird bei Flexion abduziert und bei Extension
adduziert. Die Trochlea ossis femoris ist flach.

- Grad IV: Die Patella ist permanent stationar luxiert. Die Deviation der Tuberositas tibiae
liegt zwischen 60° und 90°. Die Gliedmale wird nicht belastet oder das Tier bewegt sich
in halbgekauerter Stellung fort. Die Trochlea ossis femoris ist palpatorisch flach.

Das Ziel der Einteilung nach SINGLETON (1969) ist, durch die Bertcksichtigung der Folge-
und Begleiterscheinungen der Luxatio patellae die praoperative Wahl der indizierten
Operationsmethode zu erleichtern. Nach KAISER (1999) ist die Bestimmung der
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Rotationsgrade jedoch durch die klinische Untersuchung alleine schwierig und selbst mit
Hilfe von radiologischen Parametern lasst sich keine fundierte Diagnose stellen. Trotz des
individuellen Interpretationsspielraumes bei der Untersuchung und Gradeinteilung der
Patellaluxation, die keine unfehlbare Diagnose und Bestimmung des Schweregrades des
Luxation zulassen (WEBER, 1992), bleibt die klinisch-orthopadische Untersuchung in jedem
Fall Grundlage der Untersuchung (BRUNNBERG, 1998; REICHLER et al., 1999).

2.2.3.3 Rontgen

Zur radiologischen Befundung des Kniegelenks beim Hund wird standardmafRig eine
kraniokaudale Aufnahme in gestreckter Position und eine mediolaterale Projektion bei einem
um ca. 100 - 130 Grad gebeugten Kniegelenk verwendet (DOUGLAS, et al.,, 1987;
SCHEBITZ und WILKENS, 1989). Die rontgenologische Untersuchung ist jedoch hinsichtlich
der Diagnosestellung der Luxatio patellae congenita zweitrangig und bestatigt nur in seltenen
Fallen die Erkrankung. Die Rontgenaufnahmen kénnen im Fall einer Patellaluxation jedoch
den Schweregrad der muskuloskelettalen Deformationen am Os femoris und an der Tibia zu
erkennen geben und sind folglich fur die Therapie und Prognose von Bedeutung. Zur
Beurteilung der Tiefe der Trochlea ossis femoris bei Hunden mit kongenitaler Patellaluxation
versuchten verschiedene Autoren anhand von unterschiedlichen Radiotechniken einen
Leitfaden zur Diagnostik zu geben: In der Humanmedizin beurteilte JANSSEN (1979) fiur die
Radiodiagnostik am Kniegelenk die sogenannte ,Skyline-Aufnahme® am aussagekraftigsten
fur die Beurteilung der Tiefe der Rollfurche und des Ausmalles der patellaren Subluxation.
Dabei wird eine tangentiale Projektion nach KNUTSSON (1941) vom Kniegelenk in einer
Beugestellung von 30 Grad angefertigt. Fur eine tangentiale Aufnahme vom Kniegelenk des
Hundes schreiben SCHEBITZ und WILKENS (1989) eine maximale Beugung des Gelenkes
vor. FRITZ (1989) modulierte diese Technik, indem er den Beugungswinkel des Kniegelenks
zwischen 95° und 115° festlegt, bei dem die Patella und Trochlea ossis femoris tangential
Uberlagerungsfrei abgebildet werden konnen. Allerdings stellten sich in seinen
Untersuchungen zur morphologischen Ausformung der Trochlea ossis femoris rassebedingte
Winkelabweichungen von 30° bis 40° heraus. KAISER (1999) erklarte die tangentiale
Roéntgenaufnahme des Kniegelenks vom Hund fir ungeeignet, wenn es um die
Patellaluxation geht. Es wird dabei namlich hauptsachlich der distale Bereich der Trochlea
ossis femoris dargestellt, die Patellaluxation tritt aber in der Regel proximal auf. Nach
KAISER (1999) liegt der Uberlagerungsfreie Beugewinkel bei allen Hunderassen bei 130°.
MEYER (2001) wendete zum ersten Mal die DIMA-Technik (direct magnification,
geometrische DirektvergroRerung) an, welche in der Humanmedizin zur detaillierten
Begutachtung menschlicher Kniegelenke verwendet wird. Dabei geben Messung und
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Bestimmung von Protrusion, Tiefe und dysplastischen Veranderungen der Trochlea ossis
femoris an mediolateralen Rdntgenaufnahmen des Kniegelenkes signifikante Ergebnisse
bezlglich der Patella-Instabilitat. Fir diese Untersuchung ist in der Veterindrmedizin jedoch
eine Narkose unerlasslich, da eine exakte Superposition der beiden Femurkondylen
notwendig ist (BEACONSFIELD et al., 1994). Dies wird als ,wahre“ mediolaterale Projektion
oder als ,true lateral view“ bezeichnet, anhand welcher MEYER (2001) bei Hunden mit
Patellaluxation die Tiefe der Trochlea ossis femoris im Vergleich zur Patellabreite ermittelte.
Anhand des Quotienten aus Trochleatiefe und Patelladicke und dem nach KAISER (1999)
entwickelten Q-Winkel lie3 sich die Patellainstabilitat bei GliedmalRen mit unilateraler
kongenitaler Luxation berechnen. Allerdings kam MEYER (2001) zum Schluss, dass aus
dem Grund der multifaktoriellen Atiologie dieser Erkrankung die alleinige Messung der
Trochleatiefe nicht die wilnschenswerte Sensibilitdt fir die Diagnostik erbringt.
BRUNNBERG (2001) betont schlussendlich, dass es sich bei der Bestimmung des Q-
Winkels und dem Vergleich zwischen radiologischen und magnetresonanztomographischen
Ergebnissen um die ersten reproduzierbaren und objektivierbaren Daten in der Diagnostik
der Patellaluxation handelt.

2.2.3.4 Computertomographie

Einen standardmafligen Einsatz der Computertomographie in der Diagnostik der
Patellaluxation, wie er in der Humanmedizin gebrauchlich ist, gibt es in der Veterindrmedizin
noch nicht routinemafig. Die Computertomographie ist nichts desto trotz auch in der
Veterinarmedizin das ideale Diagnostikum zur Beurteilung des Sulcus-Winkels und der
Trochleatiefe. GRIFFON et al. (2004) und TOWLE et al. (2005) kamen mittels dieses
radiologischen, nicht-invasiven Verfahrens bei Hunden mit Patellaluxation zu Ergebnissen,
die die Gradeinteilung beeinflussten und prognostische Faktoren der Erkrankung aufzeigten.
BEHRENDT (2008) konnte mit der computertomographischen  Untersuchung
reproduzierbare Messungen erzielen, mit denen das Ausmall der Weichteil- und
Knochendeformitaten bestimmt werden konnte und leistete somit einen Beitrag zur
praoperativen Planung der KorrekturmaBnahmen der kongenitalen Patellaluxation. Ahnliche
Ziele verfolgten BARNES et al. (2014) mit der Entwicklung eines standardisierten Protokolls
zur computertomografische Untersuchung von Hunden mit einer medialen Patellaluxation.
Anhand der Messung von 5 Parametern sollte eine optimierte, praoperative Planung der
chirurgischen Versorgung erzielt werden.
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2.2.4 Therapie der Luxatio patellae

Das Ziel aller therapeutischen MalRnahmen ist es, den dauerhaften Sitz der Patella in der
Trochlea ossis femoris und somit die Stabilitdt im Kniegelenk zu gewahrleisten. Es werden in
der Literatur zwar konservative Behandlungsmaoglichkeiten ansatzweise beschrieben, aber
keine guten Ergebnisse in diesem Zusammenhang mitgeliefert. Diese Behandlungsversuche
beruhen auf Verbandsmalnahmen oder auf der Applikation reizender Agenzien, die eine
Bindegewebsfibrosierung um das Gelenk bewirken und damit eine Gelenkstabilisierung
erreichen sollen. Diese Verfahren sind obsolet (LOER, 1999) und werden von den meisten
Autoren abgelehnt oder gar nicht erst erwahnt. HORNE (1971) und NUNAMAKER (1985)
erinnern aber daran, dass nicht jede Patellaluxation therapiert werden muss, da die Hunde
auch lahmheits- und schmerzfrei sein kdnnen. Nach BRUNNBERG (1998) sollte man immer
dann operieren, wenn das Tier funktionelle Ausfalle zeigt. Bei Hunden mit Patellaluxation
Grad 2 ist eine Operation wahrscheinlich notwendig, im Fall der Luxationen Grad 3 und 4 ist
sie  unumganglich (ROUSH, 1993; BRUNNBERG, 1998). Im Hinblick auf die
Wiedererlangung der Funktionsfahigkeit des Streckapparates ist das Ziel eine
achsengerechte Rekonstruktion der Gliedmale. Es gibt mehrere KorrekturmalRnahmen, die
sowohl Weichteile als auch Skelettanteile betreffen kénnen. DE ANGELIS (1971)
unterscheidet in diesem Sinn stabilisierende von rekonstruierenden Operationsverfahren.
Den stabilisierenden oder Weichteil-Operationen ist gemein, dass sie durch eine operativ
hergestellte erhdhte Zugkraft und/oder durch eine Zugentlastung die Luxationstendenz
senken. In keinem Fall aber beheben die Weichteilkorrekturen die Ursache der Luxation. Sie
bewirken oft nur eine vortibergehende Wirkung bis Gewebeermidung und -elongation zum
Rezidiv fuhren (DE ANGELIS, 1971; BRUNNBERG, 1998). Im Gegensatz dazu wirken die
Knochenoperationen rekonstruierend, indem sie eine dauerhafte Kompensation der Luxation
erzielen. Eine Kombination der beiden Verfahren wird im Fall von Luxationen Grad 2 - 4
empfohlen (DE ANGELIS, 1971). Eine flir alle Luxationsformen und -grade geeignete
Operationstechnik gibt es nicht (HORNE, 1979) und trotz chirurgischer Versorgung kann der
progressive osteoarthritische Prozess im Kniegelenk nicht aufgehalten werden.

2.2.4.1 Weichteilkorrekturen

Desmotomie des Retinaculum patellae

Hierbei handelt es sich um eines der altesten Verfahren zur operativen Korrektur von
Patellaluxationen (LACROIX, 1930). Die Fascia genu wird parapatellar auf Hohe des
Tibiaplateaus inzidiert und der Schnitt parapatellar nach proximal geflhrt bis der in
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Luxationsrichtung wirkende Faszien- und Muskelzug aufgehoben wird (BRINKER et al.,
1990). Dabei besteht die Desmotomie in der Durchtrennung aller Schichten der
Gelenkkapsel und des Retinaculums (Lig. femoropatellare). Sie erfolgt medial, wenn die
Patella nach medial luxiert und lateral, wenn es sich um eine Luxatio patellae lateralis
handelt. Der dabei entstehende Defekt kann mit einem proximal gestielten Streifen
entsprechender Breite aus dem uUberdehnten Gelenkkapselbereich der anderen Seite der
Patella gedeckt werden (MATIS und SCHEBITZ, 1985). Diese sogenannte Lappenplastik
(SINGLETON, 1969; HUTTER et al,, 1983; MATIS, 1999) wird oft in Kombination mit
anderen Verfahren verwendet (DE ANGELIS, 1971). Bei Luxationen der Grade 3 und 4 ist
die Desmotomie mit Lappenplastik zur Reposition der Patella empfohlen.

Faszien- und Gelenkkapselraffung

Mit verschiedenen Nahttechniken soll eine Raffung der Uberdehnten Gelenkkapsel und
Fascia genu erreicht werden. Diese wird bei der medialen Luxation an der lateralen Seite
und bei der lateralen Luxation an der medialen Seite durchgefuhrt. Der dadurch entstehende
Gegenzug auf die Patella soll eine erneute Luxation vermeiden. Gleichzeitig wird durch die
Raffung der Gelenkkapsel - mittels Exzision eines spindelfdrmigen Streifens und
anschlieRender Naht - das Gelenk stabilisiert. Es werden ebenfalls Lembertnahte
(UBERREITER, 1966) oder eine Fasziendoppelung mit Rickstichheften auf der gedehnten
Seite fur die Raffung verwendet (MATIS, 1999). FLO und BRINKER (1970) beschreiben die
Dopplung der Knie- und Oberschenkelfaszie, die aber ausschlie3lich bei der medialen
Luxation und bei der Luxation ersten Grades moglich ist. Dabei wird das laterale
Retinaculum und die Fascia lata durch Spreizen des subkutanen Fettgewebes bis auf halber
Hoéhe des Femurs freigelegt, die Fascia lata von distal am kranialen Rand des M. biceps
femoris beginnend so weit wie mdglich nach proximal durchtrennt. Distal wird der Schnitt
parallel des Lig. patellae Uber die Sehne des langen Zehenstreckers gelegt. Dann wird
oberhalb der Patella die Fascia lata stumpf vom M. vastus lateralis bis zur Aponeurose des
M. biceps femoris abprapariert. Der kraniale Rand des M. biceps femoris wird mit
nichtresorbierbarem Nahtmaterial an die Aponeurose fixiert und anschlieliend die Fascia lata
uber die Oberflache des M. biceps femoris nach kaudal gezogen und dort mit Knopfheften
und der Lembertnaht fixiert (MATIS, 1999). Die Patella bekommt auf diese Weise einen
verstarkten Zug nach lateral (BRINKER et al., 1990). Vor allem bei einer Luxation ersten
Grades - besonders nach Trauma - ist dieses Verfahren empfehlenswert (CAMPBELL und
POND, 1972).
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Faden- und Faszienziigel

Das freie Ende eines gestielten Streifens aus der Fascia lata bzw. Fascia genu oder ein
nichtresorbierbarer Faden wird um das gleichseitige Sesambein des M. gastrocnemius
geschlungen und unter Spannung vernaht, wodurch die Patella unter Spannung fixiert wird.
Das Os sesamoideum musculi gastrocnemii liegt anndhernd im Zentrum der
Patellabewegung, sodass der Gewebsstreifen bei Beugung und Streckung unter annahernd
konstantem Zug auf die Patella steht (DE ANGELIS, 1971, MATIS, 1999). Dadurch kann die
Rotationsneigung der Tibia eingegrenzt werden (BRINKER et al., 1990).

Mobilisierung des M. quadriceps femoris

Bei Luxationen des dritten und vierten Grades ist die Verlagerung des M. quadriceps femoris
so stark, dass eine Reposition der Patella nicht mehr moglich ist. In diesem Fall wird
empfohlen, die Quadricepsgruppe bis etwa zur Mitte des Os femoris zu lésen und den
Ansatz der Gelenkkapsel proximal der Trochlea zu mobilisieren. AnschlieRend ist es
moglich, die Patella zu reponieren. Nach der Korrektur werden die oberflachlichen
Faszienschnitte vernaht (BRINKER et al., 2006).

Mobilisierung des kranialen Kopfes des M. sartorius

Die Insertion des kranialen Anteils des M. sartorius wird abprapariert und nach kraniolateral
verlagert. Dadurch kann bei einer Luxation nach medial der UbermaRige Zug auf der
medialen Seite der Patella aufgehoben werden (HORNE, 1979).

2.2.4.2 KorrekturmaBnahmen am Skelett

Trochleaplastiken

Ein mangelhaft entwickelter Rollkamm und dementsprechend eine flache bis aplastische und
selten konvexe Trochlea ossis femoris sind Indikationen flr Operationsmethoden zur
Vertiefung der Trochlea. Es gibt die Moglichkeit der Trochleakeilvertiefung, der
Trochleavertiefung mit Knorpelresektion und der subchondralen Knorpelresektion. Das Ziel
aller dieser Methoden ist es, die Rollfurche weit genug zu vertiefen, damit sich die Patella
permanent in dieser Flhrungsrinne befindet. Die Tiefe der Trochlea ossis femoris sollte
annahernd die Halfte der Patelladicke (ROUSH, 1993) bzw. mindestens die Halfte der
Patelladicke betragen (TOMLINSON u. CONSTANTINESCU, 1994). Nach SLOCUM und
SLOCUM (1993) soll die Trochlea ungefahr so tief sein, wie die Halfte der Patellahthe
betragt. Die Mdglichkeit der Trochleavertiefung kann nach HUTTER et al. (1983) nicht
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unbegrenzt durchgefiihrt werden. Es muss namlich bedacht werden, dass eine zu stark
kaudale Verschiebung des Drehpunktes die Kraftibertragung des M. quadriceps femoris auf
den Unterschenkel minimiert.

Trochleavertiefung mit Knorpelresektion

Durch Ausfrdsen des Gelenkknorpels und des subchondralen Knochengewebes in der
Trochlea ossis femoris wird die Gleitbahn der Patella so weit vertieft bis sie nicht mehr
luxieren kann (DE ANGELIS, 1971; HORNE, 1979; BRINKER et al., 1990). Durch den
anschlieRenden Heilungsprozess wird der freigelegte Knochen mit Bindegewebe Uberzogen,
welches sich in weiterer Folge in Faserknorpel umwandelt (HULSE et al., 1986; BRINKER et
al., 1990).

Trochleakeilvertiefung

Bei dieser Technik wird der Gelenkknorpel weitgehend geschont. Mit einer Handsage wird
ein V-férmiger Knorpel-Knochen-Keil, der die Gleitbahn der Patella miteinschliefl3t, aus der
Trochlea ossis femoris heraus gesagt und bei Seite gelegt. Anschlieliend wird ein zweiter
Keil ein paar wenige Millimeter tiefer und parallel zur ersten Sageflache reseziert. Der
Knorpel-Knochen-Keil dient als autologes Knochentransplantat (BOONE et al., 1983;
SLOCUM und SLOCUM, 1993) und wird anschlieend in die vertiefte Rollfurche eingesetzt.
Der Druck der Patella verankert den zurickverlagerten Keil in der Tiefe. Der Keil kann V-
formig (SLOCUM et al., 1982; BOONE et al., 1983; SLOCUM und DEVINE, 1985; SLOCUM
und SLOCUM, 1993) oder rechteckig sein (TALCOTT et. al, 2000). Die
Trochleakeilvertiefung ist die Methode der Wahl, da sie den Kontakt der Patella mit dem
physiologischen, hyalinen Knorpel erhalt und somit degenerative Gelenkreaktionen
vermindert (SLOCUM et al., 1982; BOONE et al., 1983; SLOCUM und DEVINE, 1985;
SLOCUM und SLOCUM, 1993). BOONE et al. (1983) konnten auRerdem nachweisen, dass
nach einer Trochleakeilvertiefung die Gliedmale ein bis drei Wochen nach der Operation
belastet wird. Im Gegensatz dazu wird die Gliedmalle nach der Resektion des Knorpels
frihestens nach zehn bis zwoIf Wochen voll belastet.

Subchondrale Trochleavertiefung

Diese Operationsmethode ist nur fir junge Hunde im Alter von vier bis sechs Monaten
zulassig (BRINKER et al., 1990). In diesem Alter ist der hyaline Gelenkknorpel noch nicht
fest mit dem subchondralen Knochen verbunden, sodass es moglich ist, den Knorpel von der
Trochlea ossis femoris abzuheben und den darunterliegenden subchondralen Knochen
rinnenférmig zu vertiefen. AnschlieRend wird der Knorpel zuriickgelegt (BRINKER et al.,
2006).
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Transposition der Tuberositas tibiae

Dieses erstmals von PEZZOLI und BIGNOZZI (1954) beschriebene Verfahren hat durch
SINGLETON (1957) in der Veterinarmedizin an Bedeutung gewonnen. Eine laterale oder
mediale Deviation der Insertionsstelle des Ligamentum patellae oder eine starke
Tibiarotation sind Indikationen einer Transposition der Tuberositas tibiae (RICHARDS, 1975;
HULSE, 1981; HULSE und SHIRES, 1993). Dabei wird die Tuberositas tibiae mit dem
Ansatz des Ligamentum patellae mit einer feinen Handsage osteotomiert, wobei die
periostale Verbindung zur Crista tibiae erhalten bleibt. Die mobilisierte Tuberositas tibiae wird
soweit zur Seite versetzt, bis der M. quadriceps femoris mit ihr auf einer Geraden liegt
(ROUSH, 1993). Je nach GroRe des Hundes wird das versetzte Knochenstiick mit einer
Zugschraube oder ein bis zwei Kirschner-Bohrdrahten fixiert (BRINKER et al., 1990).
Infolgedessen ist der intraartikulare Druck des Kniescheibengelenks reduziert und die Patella
kann nun auf einer geraden Verbindungslinie zwischen dem proximalen Femur- und dem
distalen Tibiaende entlang der Rollfurche gleiten (BRINKER et al., 1990).

Transposition des Fibulakopfes

ARNOCZY und TARVIN (1980) beschreiben eine Versetzung des Fibulakopfes nach kranial,
wodurch das Ligamentum collaterale laterale gestrafft wird und somit die Innenrotation der
Tibia eingeschrankt wird. Im Falle einer Kombination von Patellaluxation und Ruptur des
cranialen Kreuzbandes ist diese Technik besonders vorteilhaft, da das vordere
Schubladenphanomen limitiert wird. Eine Kombination dieses Verfahren mit der
Transposition der Tuberositas tibiae wird empfohlen (VASSEUR, 1993; NUNAMAKER,
1985).

Korrekturosteotomie

Bei einer Patellaluxation vierten Grades kénnen die Deformationen so stark vorliegen, dass
oben beschriebene Verfahren die Funktion der HintergliedmalRe nicht wiederherstellen
konnen (BRINKER et al., 1990). In diesem Fall ist eine achsengerechte Korrektur nur mehr
durch Keil- oder Rotationsosteotomie maoglich. Auch kann eine Arthrodese des Kniegelenks
in manchen Fallen notwendig sein (BRINKER et. al., 2006).

Patellaektomie

Die Patella kann durch dauerhafte Luxationen stark erodiert sein (SINGLETON, 1969). Nach
BRINKER et al. (1990) sind in diesem Fall Stabilisierungsmal3nahmen aussichtslos, da sie
kaum Erfolg bringen. Eine Patellaecktomie kann dann in Erwagung gezogen werden, wegen
des schlechten funktionellen Resultats wird davon aber abgeraten (HORNE, 1971).
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2.2.5 Prognose der Luxatio patellae

BRUNNBERG (1998) erachtet die Prognose der Patellaluxation ersten und zweiten Grades
als gut, wahrend sie fir die Luxation dritten und vierten Grades vorsichtig zu stellen ist, da
die Funktion trotz aufwendiger Korrektur haufig zu einem unbefriedigenden Resultat fihrt.
Das funktionelle Ergebnis ist nach VIDONI (1997) vom Grad der Luxation, dem Zustand des
Knorpels und dem Chirurgen abhangig. In Untersuchungen Uber die Spatfolgen wurde
ersichtlich, dass eine geringgradige Reluxation nicht selten auftritt und haufig
Sekundararthrosen vor allem nach operativen Eingriffen die Funktion der Gliedmalie
beeintrachtigen (FRITZ, 1989; WILLAUER und VASSEUR, 1987).
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2.3 DIE GELENKKAPSEL (CAPSULA ARTICULARIS)

2.3.1 Historischer Uberblick der Erforschung der Gelenkkapsel

Die Struktur und Funktion der Gelenkkapsel sowie die Bildung und Zusammensetzung der
Synovia ist seit mehr als funf Jahrhunderte hinweg ein zentraler Interessenspunkt flr
Anatomen, Histologen, Kliniker und Biochemiker. Trotz zahlreicher Untersuchungen an der
Gelenkkapsel des Menschen und einiger Saugetiere herrschte lange Zeit eine grofle
Ungewissheit und Unstimmigkeit Uber den Aufbau und die Physiologie der einzelnen
Gewebeschichten und Zellarten der Gelenkkapsel. So kam es, dass die allseits die
Gelenkhdhle umschlieRende Membran immer wieder neue Bezeichnungen bekam: Sie hiel3
»intima“ (HUETER, 1866; HAMMAR, 1894), ,Epithelium“ (HENLE, 1838; FRERICHS,
1846; GERLACH, 1849; REICHERT, 1849; BRINTON, 1852; TODD und BOWMAN, 1856;
HENLE, 1866; SAPPEY, 1867; CORNIL und RANVIER, 1869; VAN DER SLUIJS; 1875;
TILLMANNS, 1874; TOURNEUX und HERRMANN, 1880; HOFBAUER, 1898; LOVELL und
TANNER, 1908; BREMER, 1927) oder ,,Endothelium“ (LANDZERT, 1867; ALBERT, 1871;
STEINBERG, 1874; VON KOLLIKER, 1889; LOVETT und MORSE, 1892; PIERSOL, 1907;
KROH, 1908; FISHER, 1923; STOHR, 1928;), wurde aber auch als ,,Epithelioid“ (HUETER,
1866; BRAUN, 1894; MAGNUS, 1923), ,,Mesothelium“ (CLARK, 1928), ,,Mesothelial-
Endothelium® (BUCHER und WARTENBERG, 1989) oder als ,,mesothelioide® Zellschicht
bezeichnet. Des Weiteren wurden die Kontinuitdt der Synovialmembran, die Anzahl der
Zellreihen und das Ursprungsgewebe der verschiedenen Zellarten kontrovers diskutiert.

Nach HYRTL (1880) geht die Bezeichnung ,Synovia“ (synophia) auf Theophrastus
Paracelsus (1493-1541) zurick, der der Gelenkschmiere - wie sie in synovialen Gelenken
(echte Gelenke, Diarthrosen), Sehnenscheiden (Vaginae synoviales tendinis) und
Schleimbeutel (Bursae synoviales) zu finden ist - ihren Namen gab. Dabei soll die
Bezeichnung ,Synovia“® mdglicherweise aus dem Vergleich der Beschaffenheit der
Gelenkschmiere mit dem Eiklar herrihren und sich somit aus ,syn® (lat. ,zusammen®) und
sovum“ (lat. ,Ei“) zusammensetzen (HYRTL, 1880). Der Begriff wurde spater von WINSLOW
(1732) und BONN (1763) fur die Beschreibung der ,innersten, der Gelenklichtung
zugekehrten Zellschicht® wieder aufgegriffen. WINSOW (1732) und BICHAT (1801)
verglichen die ,Synovialhaut® als erste mit ser6sen Hauten und sahen ihre die Gelenkhdhle
auskleidende Zellreihe als Epithelschicht an. Diese wurde spater von TILLMANNS (1876),
ASCHOFF (1919) und KAUFMANN (1922) als Endothel gedeutet. Nicht als Kapsel sondern
als ,Kapselbander wurde die Gelenkkapsel lange Zeit gesehen (HUNTER, 1742; HENLE,
1838; SOUBBOTINE, 1880). Mit ihren fettzellreichen, faltenférmigen Auslaufern nahm die
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Gelenkkapsel die Funktion eines Drisengewebes wahr und sezernierten die Synovia
(HAVERS, 1691; CHESELDEN, 1795; RAINEY, 1846; FISHER, 1923, VAUBEL, 1933).
Diese Ausstllpungen der Gelenkkapsel erhielten spater ihrer Erstbeschreibung zufolge
(HAVERS, 1691) die Bezeichnungen der ,Havers-Falten“ oder ,Haversianische Drusen®
(WINSLOW, 1732), welche noch heute in medizinischen Lexika (PSCHYREMBEL, 2015) als
Synonym fur die finger- oder blattférmigen Zotten der Gelenkinnenhaut (Plicae synoviales)
aufgefihrt sind. Durch lichtmikroskopische Studien wurde spater klar, dass es sich bei der
Gelenkkapsel um ein teils fibrodses und teils weitmaschiges, lockeres Bindegewebe handelt
und dieses auch in die Kapsel eingelagerte Bander Uberzieht (HUETER, 1866). Auch VAN
DER SLUIJS (1875), HAGEN-TORN (1882), HAMMAR (1894) und BRAUN (1894) hielten
die Synovialzellschicht fiir ein zellreiches, modifiziertes Bindegewebe. Ebenso betonen
SIGURDSON (1930) und MARQUORT (1930) diese Form von Bindegewebe der
Synovialmembran, die fir BARGMANN (1977) des Weiteren durch die enge, oberflachliche
Anordnung der Synoviozyten stellenweise epitheldhnlichen Charakter aufwies. Nach
LUBOSCH (1910) ist die innige Beziehung zum hyalinen Knorpel ausschlaggebend fur die
Synovialmembran, weshalb er sie als modifiziertes Knorpelgewebe anerkannte. Nach
BYWATERS und MAC KINNON (1937), BAUER et al. (1940), DAVIES (1946), BURKL und
SONNENSCHEIN (1952), MAIBACH (1953), LANG (1957), LEVER und FORD (1958) sind
die Synovialzellen an der Produktion der Synovia, welche chemischen und
elektrophoretischen Untersuchungen zufolge ein Dialysat des Blutes ist, beteiligt und fligen
ihr besondere Stoffe zu. MAIBACH (1953) konnte in den Synovialzellen Hyaluronsaure,
alkalische Phosphate, Diastase und Lipase nachweisen, welche auch in der Gelenkschmiere
vorkommen.

So kontrovers die Befunde uber die Gelenkkapsel beim Menschen lange diskutiert wurden,
so sparlich fallen die speziesspezifischen Ergebnisse aus. Ist die Struktur und Funktion der
verschiedenen Kapselbestandteile beim Menschen mittlerweile weitgehend geklart, so beruft
man sich fur die Untersuchungen an der Gelenkkapsel des Hundes in den meisten Fallen auf
die Verhaltnisse beim Menschen oder Labortieren (GREISEN et al., 1982; LIPOWITZ et al.,
1985; DAMMRICH und LOPPNOW , 1990; DAMMRICH und BRASS, 1993; BRINKER et al.,
1993; JOHNSTON, 1997; NICKEL et al.,, 2003; TODHUNTER und JOHNTSON, 2003;
LIEBICH, 2010). Bis heute scheint die physiologische Struktur der Gelenkkapsel des Hundes
nur ansatzweise untersucht worden zu sein. Einen Beitrag dazu liefern LANGER und HUTH
(1960), welche die Innenstruktur der Synovialzellen von Hunden, Meerschweinchen und
eines Kalbes elektronenmikroskopisch untersuchten. Sie konnten dabei die bereits durch
MAIBACH (1953) beobachtete rege Stoffwechseltatigkeit dieser Zellen bestatigen. Im
Unterschied zu den Ergebnissen von LEVER und FORD (1958) an der Gelenkhaut des
Menschen, des Kaninchens und der Katze ist die eigentliche Synovialmembran nach
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LANGER wund HUTH (1960) eine geschlossene Zellschicht, die aulierdem einer
Basalmembran aufliegt und innerhalb des sogenannten Stratum synoviale zu liegen kommt.
Die Autoren konnten entgegen der oft beschriebenen Lymphgefalle der Gelenkkapsel beim
Menschen (LANDZERT, 1867; TILLMANNS, 1877; FISHER, 1923; MAGNUS, 1923;
ZALEWSKI, 1928; SIGURDSON, 1930, BARGMANN, 1977) beim Hund, Kalb und
Meerschweinchen keine dergleichen nachweisen und stimmten damit der Auffassung von
LANG (1957) zu, dass Gefalle bis dato als Lymphkapillaren missinterpretiert wurden. Des
Weiteren kommt keine histologische Beschreibung lichtmikroskopischer Befunde der
Schichten und Bestandteile der Kniegelenkkapsel der untersuchten Tiere vor.

Spezifische anatomische Befunde Uber die Gelenkkapsel des Hundes liefern aullerdem
VASSEUR und ARNOCZKY (1981). Bei der Untersuchung der Kollateralbander des
Kniegelenks erkannten die Autoren, dass diese beim Hund als verstarkende Einrichtungen in
das Stratum fibrosum eingeflochten sind und die Gelenkkapsel somit mit den Ligg.
collateralia eine wichtige Funktion fur die Einschrankung der Rotationskrafte bei Beugung
und Streckung des Gelenks ausubt. Neuere Ergebnisse zur Gelenkkapsel des Hundes
liefern TSUKISE et al. (2000), NAGAOKA und TSUKISE (2001) und NAGAOKA et al. (2001).
Mit einer speziellen Diamid-Farbung konnten sie an der Kniegelenkkapsel des Hundes
verschiedene Glykosaminglykane in unterschiedlichen Konzentrationen nachweisen. Sie
diskutierten die histopathologischen und pathophysioloigischen Funktionen dieser
Synoviabestandteile.

2.3.2 Synoviale Gelenke (Articulationes synoviales)

In einem echten, synovialen Gelenk begrenzen die Enden von zwei (Articulatio simplex) oder
mehreren (Articulatio composita) artikulierenden Knochen einen Gelenkspalt, der allseits von
einer Gelenkkapsel (Capsula articularis) umschlossen ist (NICKEL et al., 2003). Die
Gelenkhoéhle beinhaltet typischer Weise folgende Einzelteile: der die Gelenkenden
uberziehende hyaline Gelenkknorpel (Cartilago articularis), die Gelenkbander (Ligamenta
articularia) und die Gelenkschmiere (Synovia). Bei den Ligamenta werden Ligg.
extracapsularia, capsularia und intracapsularia unterschieden (NICKEL et al., 2003). Einige
synoviale Gelenke besitzen zusatzliche Einrichtungen als Anpassung ihrer Funktion, so zum
Beispiel die Menisken, Disci articulares, Fettpolster oder synoviale Umstilpungen in Form
von Gelenkkapselfalten und -zotten (Plicae et villi synoviales) (EVANS, 1993). Die Synovia
ist ein Ultrafiltrat des Plasmas und enthalt Hyaluronsaure, verschiedene Glykoproteine,
Kollagene, lysosomale Enzyme, Immunglobuline, Fibronectin und Lubricin, die von B-
Synoviozyten zugesetzt werden. Bestandteile wie Glukose, Elektrolyte, Harnstoff oder
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Kreatinin und vor allem Wasser gelangen Uber fenestrierte Kapillaren aus der Subintima in
den Gelenkkspalt (GARNERO et al., 2000; HYC et al., 2009; HYC et al., 2011). Die Synovia
eines gesunden Gelenks ist klar, fadenziehend, farblos bis leicht gelblich. Die Menge, die
Zusammensetzung und die Viskositat der Gelenkschmiere variiert individuell und lokal. Ein
gesundes Kniegelenk eines Hundes enthalt je nach GrélRe des Tieres zwischen 0,2 ml und 2
ml (BENNETT, 1990; HULLAND, 1993; EVANS, 1993; NICKEL et al., 2003; HUI et al.,
2012).

2.3.3 Anatomische Verhaltnisse der Kniegelenkkapsel des Hundes

Die Kniegelenkkapsel ist eine dinne, membrandse Schicht, welche das Kniegelenk umgibt
und die Kollateralbander sowie die Patellarsehne in sich aufnimmt. Beim Hund sind in die
Kapsel die von den Ossa sesamoidea musculi gastrocnemii (Vesalii) mit dem Femur
gebildeten Gelenke und das mit dem Kniekehlgelenk kommunizierende proximale
Tibiofibulargelenk ebenso einbezogen (NICKEL et al., 2003). Die Kniegelenkkapsel des
Hundes ist somit sehr gerdumig, sodass sie das Kniescheibengelenk (Articulatio
femoropatellaris) und das Kniekehlgelenk (Articulatio femorotibialis) vollkommen umschlief3t.
Die Gelenkhohle wird zentral durch ein unvollstandiges Stratum synoviale in zwei Teilhéhlen
zerlegt, die ihrerseits durch die Menisken in zwei Etagen getrennt werden (VOLLMERHAUS
et al., 1994). Es bestehen somit vier Gelenkhdhlenabteilungen, wobei jeweils die laterale und
die mediale sowie die proximale und die distale Abteilung am zentralen, scharfen
Meniskusrand miteinander in offener Verbindung stehen (NICKEL et al.,, 2003). Die
Aulenrander der Menisken sind am Stratum fibrosum der Kniegelenkkapsel angeheftet
(JOHNSTON, 1997; NICKEL et al., 2003). Dies verleiht den Menisken im Kniegelenk neben
ihrer allgemeinen Funktion des Ausgleichs der Inkongruenz zwischen den einander
gegenuberliegenden Gelenkflachen zusatzlich eine Bedeutung flr die Stabilisierung des
Gelenks (JOHNSTON, 1997).

2.3.4 Makroskopische Struktur der Gelenkkapsel

Die Gelenkkapsel besteht aus einer aulleren, fibrésen Schicht - dem Stratum fibrosum - und
einer Innenschicht - dem Stratum synoviale - welches zellreich und faserarm ist. Die auliere
Faserschicht ist je nach ihrer mechanischen Beanspruchung unterschiedlich dick und
Uberzieht - wenn vorhanden - die die Gelenkkapsel verstarkenden Gelenkbander
(DAMMRICH und BRASS, 1993; EVANS, 1993; NICKEL et al., 2003). So sind im Falle des
Kniegelenks des Hundes die Kollateralbander (Ligg. collateralia) in das Stratum fibrosum der
Gelenkkapsel eingelagert (VASSEUR und ARNOCZKY, 1981). Das der Faserschicht innen
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anheftende Stratum synoviale ist von grauweiler bis graugelblicher Farbe, wobei
gelegentlich eine starkere Gefalizeichnung vorkommen kann. Das Stratum synoviale legt
sich an manchen Stellen in Falten, die in die Gelenkhdhle ragen und bei Dehnung
verstreichen. In Abschnitten starkerer Beanspruchung, sprich Dehnung bzw. Faltung, ist
Fettgewebe als Verschiebepolster in die Innenauskleidung der Gelenkhdhle eingelagert
(DAMMRICH und BRASS, 1993). Auf diese Weise buchtet sich beispielsweise beim Hund
und bei der Katze ein infrapatellarer Fettkdrper in die Gelenkhohle vor (VOLLMERHAUS et
al., 1994) und kommt proximal der Insertionsstelle der Bursa infrapatellaris an der Innenseite
des Ligamentum patellare zu liegen (KONIG und LIEBICH, 2009). Das auch als Corpus
adiposum infrapatellare bezeichnete Fettpolster ist reichlich mit Blutgefallen ausgestattet
und erflillt somit eine zusatzliche nutritive Bedeutung fir die Gelenkinnenauskleidung. Da der
retropatellare Fettkérper ebenso mit einem Stratum synoviale Uberzogen ist wie die
Gelenkkapsel, tragt er einerseits zur Bildung von Synovia bei und enthalt andererseits im
Vergleich zur Gelenkkapsel die héchste Dichte an mesenchymalen Stammzellen (GUERCIO
et al., 2012; ZHANG et al. 2012).

2.3.5 Mikroskopische Natur der Gelenkkapsel

Die besondere Textur der Gelenkkapsel erlaubt an die Bewegung angepasste raumliche
Veranderungen zum Zweck der permanenten Stabilitdtssicherung des Kniegelenks. Die
bewegungsangepasste Geometrie der Kniegelenkkapsel des Menschen konnten PALMER et
al. (2013) mit der Software AutoCAD aus MRT- und CT-Bildmaterial darstellen. Da die
Gelenkkapsel Kompressionskraften nicht entgegenwirken kann, ist sie in einer neutralen
Position straff und schrumpft erst, wenn die Spannungskrafte nachlassen. Diese
angepassten Formveranderungen liegen der Bindegewebsnatur der Gelenkkapsel zugrunde.
Ein straffes, faserreiches Bindegewebe mit einer Vielzahl an Kollagenfaserbindeln und
einigen elastischen Fasern bietet der Gelenkkapsel ihre kompakte Textur mit einem soliden
Bewegungsfreiraum.

Wie bereits weiter oben erwahnt finden sich in der Literatur keine profunden Ausfuhrungen
Uber den physiologischen Aufbau der Gelenkkapsel des Hundes. Spezifische Befunde dazu
kommen nur in geringem Umfang vor. Nichts desto trotz werden die Verhaltnisse jedoch in
den Lehrbuchern der Veterinarhistologie, -anatomie und -chirurgie unter dem allgemeinen
Aspekt der Gewebestruktur bei den Haussaugetieren zusammengefasst. Im folgenden
Abschnitt wird naher auf die Struktur und Funktion der einzelnen Bestandteile der
Gelenkkapsel eingegangen und auf vorliegende spezifische Besonderheiten beim Hund
hingewiesen.
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2.3.5.1 Gewebeschichten

An diesem Punkt weichen die Beschreibungen der Autoren bereits in der Benennung und in
der Anzahl der Gewebeschichten auseinander. Nach den aktuellen Nomina Histologica
Veterinaria (1994) ist die Gelenkkapsel aus zwei Schichten aufgebaut: dem Stratum fibrosum
und dem Stratum synoviale. Ein grof3er Teil der Autoren Gbermittelt ebenfalls diese Ansicht
(JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1986; BUCHER und WARTENBERG, 1989; EVANS, 1993;
VOLLMERHAUS et al., 1994; NICKEL et al.,, 2003; PSCHYREMBEL, 2015). Eine andere
Beschreibung liefern LIPOWITZ et al. (1985), JOHNSTON (1997) und TODHUNTER und
JOHNSTON (2003). Sie beschreiben im Zusammenhang mit einer Studie Uber Osteoarthritis
beim Hund einen dreischichtigen Aufbau der Gelenkkapsel und unterscheiden dabei am
Stratum synoviale eine die Gelenkhdhle auskleidende Synovialdeckzellschicht und ein
darunterliegendes, an das Stratum fibrosum angrenzendes Stratum subsynoviale.
Anzumerken ist aber, dass die Referenzen der Autoren zum Teil aus der Humanmedizin, aus
der Labortierkunde oder aus Studien an der Gelenkkapsel des Pferdes stammen. Als
zweischichtig benannt, aber als dreischichtig beschrieben, findet sich die Gelenkkapsel in
den Abhandlungen von SIGURDSON (1930), NAGAOKA und TSUKISE (2001) und von
NAGAOKA et al. (2001, 2003). Genauer auf die innerste Zellschicht der Synovialzellen
eingehend, trennen sie diese klar vom eigentlichen Synovium. DAMMRICH und BRASS
(1993) bezeichnen die Gelenkkapsel als zweischichtig, zahlen im nachsten Satz aber
Stratum fibrosum, Stratum subsynoviale und Stratum synoviale auf und beschreiben im
selben Absatz noch zusatzlich ein Stratum subsynoviale fibrosum, ein Stratum subsynoviale
adiposum und ein Stratum subsynoviale areolatum. Letztere drei Schichten kommen auch
bei VAN SICKLE und KINCAID (1978) und LINDSTROM (1963) vor. Im n&chsten Abschnitt
werden diese vielschichtigen Begriffe und ihre charakteristische Morphologie erlautert.

2.3.5.1.1 Stratum synoviale

Aus dem Lateinischen woértlich Ubersetzt bedeutet ,Stratum® eigentlich ,Decke”. Der Begriff
LStratum synoviale konnte somit als Deckzellschicht der Synovialzellen gedeutet werden,
welche die Innenauskleidung der Gelenkhohle bilden. Einige Autoren unterscheiden auf
diese Weise die sogenannte Synovialdeckzellschicht - auch Synovialmembran oder Intima -
vom darunterliegenden lockeren Bindegewebe, welches infolgedessen oft als Subsynovium
bezeichnet wird (CURTISS, 1964; FREEMAN und WYKE, 1967; HAGEN-TORN, 1882; VON
KOLLIKER, 1889; LOVETT, 1894; BARLAND et al., 1962; GREISEN et al., 1982; LIPOWITZ
et al, 1985; DAMMRICH und LOPPNOW, 1990; DAMMRICH und BRASS, 1993;
EDWARDS, 1994; JOHNSTON, 1997; HAYASHI et al. 1999; IWANAGA et al., 2000;
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NAGAOKA und TSUKISE, 2001; NAGAOKA et al., 2003; TODHUNTER und JOHNSTON
2003; MASSOUD et al., 2007). Oft wird die Deckzellschicht auch mit dem ihr unterliegenden
Bindegewebe unter der Bezeichnung Stratum synoviale zusammenfassend beschrieben
(LANGER und HUTH, 1960; BARGMANN, 1977; JUNQUEIRO und CARNEIRO, 1986;
BUCHER und WARTENBERG, 1989; EVANS, 1993; NICKEL et al., 2003). Die
Synovialzellen (Synoviozyten) ordnen sich in einer bis zwei (JOHNSTON, 1997; MASSOUD,
2007; BECKOLD, 2009), einer bis vier (TODHUNTER und JOHNSTON, 2003), einer bis
mehreren (VOLLMERHAUS et al., 1994) oder auch in drei bis vier (VON KOLLIKER, 1889;
STOHR, 1928) libereinanderliegenden Zellreihen dicht nebeneinander an. Einerseits wird
diese Deckzellschicht oftmals als geschlossene und kontinuierliche Schicht beschrieben, die
alle Strukturen innerhalb der Gelenkhdhle von synovialen Gelenken - ausgenommen den
Gelenkknorpel - Uberzieht (LANGER und HUTH, 1960; EVANS, 1993). Sie setzt an den
Randern der Gelenkflachen an und schlagt dann auf das Stratum fibrosum um, welches als
Fortsetzung des Periosts den Gelenkspalt tberbriickt (DAMMRICH und BRASS, 1993).
Andererseits geben manche Autoren wieder, die Gelenkhohlenauskleidung sei llickenhaft
oder inkomplett und an Stellen geringer Druckbeanspruchung am starksten ausgebildet
(BARGMANN, 1977; BUCHER und WARTENBERG, 1989; TODHUNTER und JOHNSTON,
2003). Ob die Synovialzellen einer Basalmembran aufliegen, wurde ebenfalls kontrovers
diskuiert. Den Untersuchungen von LANGER und HUTH (1960) an der Kniegelenkkapsel
des Hundes zufolge befindet sich unter den Synovialzellen eine Basalmembran. Da die
Synovialmembran nach Verletzung oder chirurgischen Eingriffen eine gute
Regenerationsfahigkeit zeigt, nehmen GOODSHIP et al. (1998) das Vorhandensein einer
Basalmembran an. Anderer Meinung sind DAMMRICH und BRASS (1993), EDWARDS
(1994) und TODHUNTER und JOHNSTON (2003). Sie weisen ausdricklich darauf hin, dass
es keine Basalmembran unterhalb der Synoviozyten gibt und dies eine erhebliche
Voraussetzung fir die Permeabilitat der Synovialzellschicht sei. Nur so kdnnte namlich ein
erleichterter Stoffaustausch zwischen der Synovialmembran und der Synovia funktionieren.
Dennoch gibt es fur den Zusammenhalt des Gefliges besondere Kontakteinrichtungen
zwischen den Synovialzellen, die in Form und Grofie sehr unterschiedlich sind: Sie reichen
von tiefen Verzahnungen benachbarter Zellen bis zum flachen Kontakt schmaler
Zellauslaufer. Manchmal besitzen die Deckzellen tentakeldhnliche zytoplasmatische
Fortsatze der Zelloberflache, die sogenannten Mikrovilli. (LANGER und HUTH, 1960). Die
primaren Funktionen der Synovialzellen sind die Produktion der Gelenkschmiere, Synovia,
und die Entfernung von Zelldebris aus der Synovia. Auf zellularer Ebene werden nach
HAYASHI et al. (1999) und MASSOUD et al. (2007) Fibroblasten beschrieben, die sich
zwischen den Synovialzellen der ein- bis zweischichtigen Deckzellschicht der
physiologischen  Schultergelenkkapsel ordnen. Um sie gesellen sich stets

31



2 Literatur

Kollagenfaserbindel. KURTH et al. (2011) konnten zum ersten Mal mesenchymale
Stammzellen im Stratum synoviale und subsynoviale der Kniegelenkkapsel von Mausen
nachweisen. lododeoxyuridin-positive Zellen konnten Uber Langzeitbeobachtung im Stratum
synoviale identifiziert werden. Sie zeigten ein heterogenes Aussehen und eine geringe
Proliferation. Sie konnten als nicht hamatopoetische und nicht endotheliale Stromazellen
bestatigt werden und lieRen sich gut von Perizyten unterscheiden. Ihr Nachweis erfolgte
anhand von mesenchymalen Stammzellen-Markern. Aulderdem erfahren sie im Laufe ihres
Lebens eine Proliferation und eine chondrogene Differenzierung. ZHANG et al. (2012)
stellten anhand von Kulturen von Zellen vom Hund fest, dass der infrapatellare Fettkorper im
Vergleich mit der synovialen Deckzellschicht und der Deckzellschicht nahe des Ansatzes des
kranialen Kreuzbandes die grofte Dichte an mesenchymalen Stammzellen bei gesunden
Hunden aufweist. Das chondrogene Potenzial der Synoviozyten nutzten WARNOCK et al.
(2011) fur die Zellkultur von Synoviozyten aus der Kniegelenkkapsel des Hundes. Im Hinblick
auf therapeutische Mallnahmen beim Kreuzbandriss des Hundes, konnten sie feststellen,
dass canine Synoviozyten in der Lage sind, extrazellulare Matrixbestandteile - wie sie in den
Menisken zu finden sind - zu synthetisieren. Unter angepassten Bedingungen kdnnen sie
somit einen héheren Gehalt an Kollagenfasern, insbesondere vom Typ | und Il, ebenso wie
vermehrt Glykosaminoglykane produzieren.

2.3.51.1.1 A-Zellen (M-Zellen)

Es gab mehrere Versuche die pradominierenden Zelltypen der synovialen Deckzellschicht zu
klassifizieren und anhand ihrer Funktionen zu unterscheiden (KEY, 1932; BARLAND et al.,
1962; EDWARDS und WILLOUGHBY, 1982; EDWARDS, 1987; NAITO et al., 1991;
GRAABAEK, 1982; EDWARDS, 1994). Zwei Zelltypen wurden bisher identifiziert: die
Makophagen-ahnlichen A-Zellen und die Fibroblasten-ahnlichen B-Zellen. Beide sind zur
Phagozytose befahigt und sind deshalb reich mit Golgi-Komplexen, Mitochondrien,
Lysosomen und Ribosomen ausgestattet (LANGER und HUTH, 1960; JUNQUEIRA und
CARNEIRO, 1986). Allerdings scheinen die A-Zellen phagozytisch aktiver zu sein und haben
deshalb einen prominenteren Golgi-Komplex, viele Vesikel und Vakuolen und weniger raues
endoplasmatisches Retikulum (JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1986). lhre resorptive
Tatigkeit wurde experimentell durch Injektion von Fremdmaterial in Gelenkhdhlen von Ratten
und Mausen nachgewiesen (LINCK und PORTE, 1980 und 1981; GRAABAEK, 1982).
Aufgrund dessen werden sie als Makrophagen-ahnlich angesehen und auch als M-Zellen
bezeichnet (JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1986; EDWARDS, 1994). Auferdem sind sie
funktionell, wie autoradiographische Untersuchungen ergeben haben, zur Abgabe von
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Hyaluronséure in die Synovia befahigt (ROY und GHADIALLY, 1967; BARLAND et al.,
1968).

2.3.5.1.1.2 B-Zellen (F-Zellen)

B-Zellen Uberwiegen in der Synovialmembran und zeichnen sich durch ihre produktive
Tatigkeit aus. Sie nehmen in der Synthese von Proteinen, vor allem von Glykoproteinen, fir
die Synovia die Hauptrolle ein (LINCK und PORTE, 1981). Sie tragen deshalb ein gut
entwickeltes raues endoplasmatisches Retikulum in sich und enthalten weniger Vesikel und
einen kleinen Golgi-Apparat (EDWARDS, 1982; JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1986). Es
wird angenommen, dass B-Zellen auch die Produktion von Kollagen im Subsynovium
regulieren und somit eine Barrierefunktion im Molekulaustausch zwischen Blutgefafden und
Synovia einnehmen (LINCK und PORTE, 1981). Da sie Fibroblasten dhneln werden sie auch
F-Zellen genannt (GRAABAEK, 1982; JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1986). Nachgewiesen
wurde eine erhdhte Menge an B-Zellen infolge einer traumatischen Arthritis des Menschen
(ROY et al., 1966) und in degenerativen Gelenkserkrankungen wie der Huftgelenkdysplasie
beim Hund (GREISEN et al., 1982). Ahnliche Veranderungen wurden bei Kaninchen nach
experimenteller Immobilisation der Kniegelenke festgestellt (FINSTERBUSH und
FRIEDMANN, 1975). Zur Umwandlung zwischen A- und B-Zellen konnte keine Literatur
gefunden werden.

2.3.5.1.1.3 C-Zellen (intermediare Zellen)

C-Zellen werden von manchen Autoren zusatzlich beschrieben (ROY et al., 1966; WYLLIE et
al., 1966; FINSTERBUSH und FRIEDMANN, 1975; GREISEN et al., 1982; KLARESKOG et
al., 1982). Sie sind als intermediare Zellen zwischen dem A-Zelltyp und dem B-Zelltyp zu
verstehen und sind durch ihre Pluripotenz charakterisiert. Dadurch kdnnen sie sich auch
noch in adulten Lebewesen in A- oder B-Zellen umwandeln. Sie verleihen dem Gewebe eine
gewisse Anpassungsfahigkeit an verschiedene Umstande.

2.3.5.1.2 Stratum subsynoviale

Das Stratum subsynoviale setzt sich aus lockerem Bindegewebe zusammen und ist zell- und
blutgefalreich (UPDIKE und DIESEM, 1983; KNIGHT und LEVICK, 1983; SHIM und
LEUNG, 1986; BUCHER und WARTENBERG, 1989; JOHNSTON, 1997; TODHUNTER und
JOHNSTON, 2003). An mechanisch stark beanspruchten Stellen ist das Stratum
subsynoviale durch kollagene Faserbtindel verstarkt und wird dort als Stratum subsynoviale
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fiborosum bezeichnet (DAMMRICH und BRASS, 1993). Der haufigste Kollagen Typ im
Stratum subsynoviale des Menschen ist das Kollagen Typ VI, welches mit geringeren
Anteilen der Kollagen Typen I, lll und V vergesellschaftet auftritt (GARNERO et al., 2000).
Sulfatierte Glykosaminglykane (Chondroitin 4-Sulfat  und 6-Sulfat) sowie
Strukturglykoproteine wie Fibronektin, Laminin, Entaktin und Tenascin sind ebenfalls in der
Subsynovia nachzuweisen (LEVICK et al., 1996). In Abschnitten starkerer Dehnung und
Faltung ist Fettgewebe flr eine erhdhte Flexibilitat in das Stratum subsynoviale eingelagert
und heilt an diesen Bezirken auch Stratum subsynoviale adiposum (DAMMRICH u. BRASS,
1993). Dort wo die Ultrafiltration der Synovia aus dem Blut stattfindet und ein dichtes Netz
von Schlingenkapillaren in einem faserarmen, weitmaschigen Bindegewebsbett
eingeflochten ist, liegt das areolare Stratum subsynoviale oder auch genannt Stratum
subsynoviale areolatum vor. Lymphkapillaren formen in diesem Bereich ein ebenso dichtes
Netz und sind fiir die Reabsorption von Gelenkflissigkeit verantwortlich (DAMMRICH und
BRASS, 1993). Vereinzelt kommen in dieser Schicht auch Nervenendigungen in Form von
Vater-Pacini-Kérperchen vor (HALATA und GROTH, 1976). Stratum synoviale und Stratum
subsynoviale setzen am Ubergang des Gelenkknorpels zum Knochen an, bedecken in einem
unterschiedlich groRen Bezirk den intraartikular gelegenen Kortikalisabschnitt und schlagen
sich auf das Stratum fibrosum um (DAMMRICH und BRASS, 1993, JOHNSTON, 1997).

2.3.5.1.3 Stratum fibrosum

Die aulRerste Schicht der Gelenkkapsel ist das Stratum fibrosum. Sie ist aus straffem
kollagenen Bindegewebe aufgebaut und geht am Ende des Knochens kontinuierlich aus dem
Periost hervor (JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1986; VOLLMERHAUS et al., 1994). lhre
charakteristischen Bestandteile sind die kollagenen und elastischen Fasern, die der
Gelenkkapsel ihre besondere Dehnungsfahigkeit zur Anpassung an die Bewegung und
gleichzeitig die notwendige Festigkeit zur Sicherung der Stabilitdt des Gelenks verleihen. In
dieser Schicht sind die Fibrozyten die haufigste Zellart. Sie produzieren die Vorstufen der
Kollagenfasern. Weiterhin kann das Stratum fibrosum von Verstarkungsziigen (Ligamenta
capsularia) vor dem Eingeklemmtwerden geschitzt werden. Dazu dienen auch
vorbeiziehende Sehnen, die in die Kapsel eingelagert sein konnen (VOLLMERHAUS et al.,
1994). Blutgefalle kommen im Vergleich zum Stratum subsynoviale in geringerer Menge vor.
Umso haufiger finden sich in dieser Schicht markhaltige Nervenfasern und
Nervenendigungen fir die Schmerzrezeption, Mechanorezeption und die Propriozeption
(GOODSHIP et al, 1998). Nervenendigungen kommen unter anderem als Ruffini-
Kérperchen vor (HALATA und GROTH, 1976).
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2.3.5.1.4 Synovialzotten und -leisten (Plicae et villi synoviales)

Als oberflachenvergroRernde Fortsatze der Gelenkinnenauskleidung erhéhen Zotten und
Falten die Synthese- und Resorptionsleistung. Sie kommen als groRere und langere
synoviale Falten (Plicae synoviales) und als kleinere sowie kurzere Zotten (Villi synoviales)
vor und ragen in die Gelenkhdhle. OGATA und UHTHOFF (1990) untersuchten die
Entwicklung von Plicae synoviales an 116 Kniegelenken von humanen Embryonen und
Feten. Die Autoren stellten fest, dass in der 10. Woche der Schwangerschaft mehrere kleine
Hohlrdume um die Patella und die Femurkondylen verschmolzen sind und zum ersten Mal
eine einheitliche Gelenkhdhle mit einer synovialen Deckzellschicht besteht. Unmittelbar
daran anschlieRend bilden sich mehrere Plicae synoviales an Lokalisationen mit gehduftem
mesenchymalen Bindegewebe. Dieses wird von den Autoren als Progenitor der Plicae
synoviales vermutet. Laut DE LANGE-BROKAAR (2014) korreliert der Grad der Synovialitis
mit der Anzahl der Villi synoviales. Je ausgepragter die Synovialitis bei Menschen mit einer
Ostheoarthritis im Kniegelenk waren, desto mehr Villi synoviales waren bei Patienten
vorhanden. TANG et al. (2007) untersuchten an den Articulationes atlantooccipitalis und
atlantoaxialis von Kindern und Erwachsenen das Vorkommen, die Menge, die Verteilung, die
Form, die Ausdehnung und die Histomorphologie der Plicae synoviales. Je jlinger die
Probanden waren, umso mehr und umso gréf3ere Plicae synoviales waren vorhanden. Sie
waren von einer Deckzellschicht aus Synoviozyten gekennzeichnet, welche von Fettgewebe
und kollagenfaserreichem Bindegewebe mit BlutgefalRen unterlagert waren. Die Autoren
unterscheiden drei verschiedene Typen von Plicae synoviales: den adipdsen Typ, den fibro-
adipésen Typ und den fibrésen Typ.

2.3.5.1.5 Sensible Innervation der Gelenkkapsel

Die sensible Innervation der Kniegelenkkapsel des Hundes erfolgt medial tiber Aste des
Nervus saphenus, lateral Gber Aste des Nervus fibularis communis und kaudal (iber Aste des
Nervus tibialis. STASZYK und GASSE (2002) konnten neben den Rami articulares des N.
saphenus und der Nn. tibialis und fibularis communis noch weitere lange Aste der
kniegelenksfernen Nn. femoralis und obturatorius sowie aus dem Periost und aus der
anliegenden Muskulatur stammende Nervenfasern zur Innervation der Kniegelenkkapsel
nachweisen. Dies bestatigen die Untersuchungen von O’'CONNOR und WOODBURY (1982)
sowie von DE ROOSTER et al. (2006). Es handelt sich dabei um eine ,mehrfache
Innervation, individuell variabel, segmental, symmetrisch" (STASZYK und GASSE, 2002).

Sowohl das gesunde als auch das pathologisch veranderte Stratum synoviale enthalt
Nozizeptoren. Dabei handelt es sich um freie sensorische Nervenendigungen, die eine
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Gewebeschadigung beziehungsweise Verletzung infolge thermischer, chemischer oder
mechanischer Noxen in Aktionspotentiale umwandelt. Freie Nervenendigungen produzieren
pro- und antiinflammatorische Neuropeptide (DIRMEIER et al., 2008; OSSYSSEK et a.,
2011; TAKESHITA et al., 2012). Im Stratum fibrosum pradominieren Mechanorezeptoren, so
zum Beispiel Vater-Pacini-Korperchen, Ruffini-Kérperchen und Golgi-Sehnenorgane
(FREEMAN und WYKE, 1967; ZIMNY, 1988; BACKENKOHLER et al., 1996; KONTTINEN et
al., 2006).

Uber die nervale Versorgung der Kniegelenkkapsel beschreiben FREEMAN und WYKE
(1967) ebenso Mechanorezeptoren im Stratum fibrosum im Speziellen bei der Katze.
Anhand von Versilberungen konnten sie an  Gefrierschnitten  verschiedene
Mechanorezeptoren identifizieren. Fir die Propriozeption nennen sie die Ruffini-Kérperchen
und die Golgi-Sehnenorgane, die als runde bis ovoide Corpuscula mit verzweigten
Nervenendigungen in Ansammlungen von 3 - 6 Nervenzellkbrpern vorzufinden sind.
Weiterhin wurden Vater-Pacini-Kérperchen, Krause-Endkolben und Meissner-Kérperchen fir
den Tastsinn in der Kniegelenkkapsel der Katze erwahnt. Sie kommen haufiger im kranialen
und kaudalen Stratum fibrosum der Gelenkkapsel vor als in ihrem medialen und lateralen
Teil und liegen meist unmittelbar um Gefal3e. Das Stratum synoviale und subsynoviale sowie
der retropatellare Fettkérper sind ihrer Meinung nach vollkommen frei von
Mechanorezeptoren. Im oberflachlichen Stratum fibrosum ist ihre Anzahl und Dichte am
grofiten, weiter in Richtung Stratum subsynoviale nimmt ihre Anzahl ab. Bereits GARDNER
(1948) schrieb in seinen histologischen Studien Uber die Huftgelenkkapsel von humanen
Feten und Erwachsenen, dass Bereiche, auf die eine hdhere Last ausgelibt wird, eine
gréRere Anzahl und Dichte an Nervenendigungen in der Gelenkkapsel aufweisen. Ahnliche
Ergebnisse liefern REIN et al. (2013) mit Studien zur Innervation der Gelenkbander des
Sprunggelenks beim Menschen.

HAGEN-TORN (1882) erwahnt, dass Nervenendigungen beim Hund, bei der Katze und beim
Meerschweinchen als netzférmige Verzweigungen in der Gelenkkapsel vorkommen.
HALATA und GROTH (1976) konnten sie licht- und elektronenmikroskopisch in der
Gelenkkapsel der Katze darstellen und unterscheiden dort 2zwei Arten von
Mechanorezeptoren: die Ruffini-Kérperchen im Stratum fibrosum und die Vater-Pacini-
Kérperchen zwischen Stratum fibrosum und Stratum synoviale. Beim Menschen
unterscheiden HALATA et al. (1985) eine dritte Art von Nervenendigungen in der
Kniegelenkkapsel und zwar die freien Nervenendigungen. Alle drei Arten von
Nervenendigungen finden sich ausschlieRlich im Stratum fibrosum. Ruffini-Kérperchen
kdénnen in der Kniegelenkkapsel des Menschen in drei Subtypen vorkommen: klein und ohne
Kapsel, klein mit einer bindegewebigen Kapsel oder gro® mit einem unvollstandigen
Perineurium. Die Orientierung der Faseranteile des umliegenden Bindegewebes entscheidet
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uber das Perineurium. Liegen Faseranteile in paralleler Ausrichtung vor, weisen die grofden
Ruffini-Kdrperchen ein gut ausgebildetes Perineurium auf, welches bei einem ungeordneten
Fasergeflecht fehlt (HALATA et al.,, 1985). Vater-Pacini-Kérperchen liegen im Stratum
fiborosum nahe den Insertionsstellen der Gelenkkapsel am medialen Meniskus und am
Periost. Kleine Vater-Pacini-Kdrperchen besitzen eine ein- bis zweischichtige perineurale
Kapsel, die beim grofRen Typus 20- bis 30-schichtig sein kann. Nach MOHR (2013) kommen
im Stratum synoviale der Gelenkkapsel myelinisierte und unmyelinisierte, afferente
propriozeptive Nervenfasern vor. Die myelinisierten Nervenfasern haben einen Durchmesser
von 1 bis 12 ym und weisen eine Leitungsgeschwindigkeit von 2,5 bis 70 m/s auf. Die
unmyelinisierten Fasern sind unter einem Mikrometer dick und leiten ein Signal in einer
Geschwindigkeit von weniger als 1 m/s fort. In der parapatellaren Kniegelenkkapsel von
Ratten, Schafen und Menschen konnten EITNER et al. (2013) unmittelbar an die
Deckzellschicht des Stratum synoviale anschlieRende Nervenfaserbiindel und einzelne freie
Nervenfasern nachweisen. Diese waren meistens in der Nahe von Gefallen lokalisiert. Die
Nervenfaserbindel bestanden in der Regel aus mehreren nicht myelinisierten und

vereinzelten myelinisierten Nervenfasern.

2.3.5.1.6 Vegetative Nervenendigungen in der Gelenkkapsel

Die autonome Innervation regelt sensible Reize, verandert die Immunantwort und stimuliert
die Zellproliferation in der Gelenkkapsel sowohl Uber sympathische als auch Uber
parasympathische Leitungsbahnen. Die Verteilung von Neuropeptiden im Gelenk
untersuchten SCHWAB et al. (1997) und stellten fest, dass die Neuropeptide Calcitonin,
Neurokinin A, Neuropeptid Y und Substanz P in allen Geweben des Kniegelenks der
untersuchten Ratten vorkommen, also im Stratum synoviale, im Stratum fibrosum, in den
BlutgefalRen, im Gelenkknorpel und im Knochen. Sie waren einerseits frei im Bindegewebe
oder andererseits perivaskular lokalisiert. Insbesondere um Arterien und Arteriolen waren
viele Neuropeptide zu finden. Das Neuropepid Y penetrierte die GefalRwand von Arterien.
Freie Neurokinin A- und Calcitonin-Nervenfasern dringen bis in die synoviale Deckzellschicht
vor, wo sie den freien Gelenkspalt und die aulleren Schichten des Gelenkknorpels
erreichten. Neugeborene Ratten wiesen eine geingere Dichte an Neurokinin A- und
Calcitonin-Nervenfasern auf als ihre adulten Artgenossen. Eine induzierte Arthritis flhrte
innerhalb von sechs Stunden bei den Tieren zu einem starken Anstieg der Neuropeptide und
zu einer erheblichen Vasodilatation (SCHWAB et al., 1997).
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2.3.5.1.7 Vaskularisation

Die Angiogenese im Gelenk ist aus histologischer Sicht ein pathognomonischer Befund einer
Arthritis  (LAINER und BRAHN, 2005; VOLLMER et al, 2009). Ein Marker fir die
Angiogenese ist eine Isoform des onkofetalen Fibronectins, welches eine zusatzlich
eingeflugte Domane B (EC-B) enthalt. Diese Isoform wurde in der veranderten extrazellularen
Matrix von Patienten mit einer Arthritis nachgewiesen, wo es die neu gebildeten Gefalde
umgab. Im Gegensatz dazu waren neu gebildete Gefalde bei Patienten ohne einer Arthritis
frei von EC-B (EBBINGHAUS et al., 2004).

Anhand von mikro-computertomografischen Untersuchungen an Mausen mit Arthritis konnte
eine erhdhte Angiogenese in der Gelenkkapsel nachgewiesen werden. Dies dul3erte sich in
einem geringeren Abstand zwischen den Gefalten und in einer erhdhten Anzahl an
Gefallsegmenten pro Volumen (GAYETSKYY et al., 2014). Zu ahnlichen Ergebnissen der
erhohten Angiogenese in der Kniegelenkkaspel fanden FITZGERALD et al. (1991) bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis. EITNER et al. (2013) behaupten das Gegenteil, denn in
ihrer Studie an der Gelenkkapsel von Schafen und Ratten mit Arthritis konnten sie eine
Abnahme der kapsularen GefalRe mit dem Grad der Synovialitis feststellen.

2.3.6 Synovialitis - Entziindungsreaktion der Gelenkkapsel

Als Synovialitis wird eine akute oder chronische Entziindung des Stratum synoviale
bezeichnet, die mit histomorphologischen und inflammatorisch-immunzytologischen
Veranderungen einhergeht (KALTWASSER, 2013). Makroskopische Befunde einer
Synovialitis sind Neovaskularisation, Hypervillose, Hyperplasie und Fibrinablagerungen (DE
LANGE-BROKAAR, 2014). Da der Ausgangsort der Entziindung das Stratum synoviale ist,
muss man von einer Synovialitis sprechen. Das haufig verwendete Synonym ,Synovitis* stellt
keine korrekte Bezeichnung dar, denn die Synovia kann nicht entziindet sein, sondern
spiegelt lediglich die Entziindungsreaktion im Gelenkspalt wider (EICH und ZEIDLER, 1991).
Das Zentrum der Pathogenese ist zunachst auf das vaskularisierte Stratum synoviale
beschrankt. Minore Traumen, Infektionen, aber auch Reaktionen auf Impfungen und
Immunkomplexe sind Stimuli flir die Produktion einer Vielzahl von Zytokinen durch die
Synovialzellen und Fibroblasten (McINNES und SCHETT, 2007). In der Tat stellt die
Deckzellschicht die Hauptquelle verschiedener proinflammatorischer Zytokine dar (BARTOK
und FIRESTEIN, 2010). Insbesondere IL-6 spielt hier eine zentrale Rolle. Dieses Zytokin
begunstigt die Proliferation und Differenzierung von CD4*-T-Zellen und wirkt sich aul3erdem
positiv auf die Osteoklastogenese aus (GABAY, 2006; NIEDERMEIER et al., 2010). Weitere
Zytokine, die im Verlauf einer Synovialitis beteiligt sind, sind IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15
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und TGF-B. IL-6 und IL-8 sind zentrale Zytokine zur Aufrechterhaltung der Synovialitis, indem
sie in ihrer Funktion als Chemokine zur Mobilisierung von neutrophilen Granulozyten und
dendritischen Zellen fuhren. IL-8 wirkt sich aulRerdem wie ,vascular endothelial growth factor*
(VEGF) positiv auf die BlutgefaBneubildung aus und beglnstigt somit das weitere
Einwandern von Immunzellen in das bereits entziindete Synovium. Oncostatin M, das durch
T-Zellen, Makrophagen und neutrophile Granulozyten ausgeschittet wird, fordert die
Sekretion von CCL13 (NEUMANN et al, 2010), das wiederum die Einwanderung von
weiteren Immunzellen wie Monozyten und Lymphozyten in das Stratum synoviale beglnstigt
(TAKEMURA et al.,, 2001). Eine weitere wichtige Rolle spielen antiapoptotisch wirkende
Zytokine, welche ebenso von den Deckzellen und Fibroblasten des Stratum synoviale im
Verlauf einer Synovialitis sezerniert werden. SDF-1 wirkt beispielsweise gegen die Apoptose
der eingewanderten T-Zellen (NIEDERMEIER et al., 2010). Proinflammatorische Zytokine
stellen somit hochpotente Molekile dar, die zum einen die Produktion von Proteasen
beeinflussen und damit Gelenkzerstérung vorantreiben und zum anderen weitere
Immunzellen in das Stratum synoviale rekrutieren und zur Proliferation der

Entziindungszellen anregen.

Eine humorale und zellulare Reaktion wird somit aktiviert, wobei fur PANAYI et al. (1992) die
Synovialitis  mehr ein  zellvermittelter Prozess als eine antikdrperinduzierte
Entzindungsreaktion ist. Im ersten Schritt reagiert die physiologisch hypoplastische
Deckzellschicht des Stratum synoviale mit einer Hyperplasie. KAMIMOTO et al. (2003)
untersuchte die Proliferationsaktivitdt von Synoviozyten bei Ratten in situ in einem Adjuvans-
Arthritis Modell. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl A- als auch B-Synoviozyten zu
einem bestimmten Zeitpunkt proliferieren. B-Synoviozyten sind die ersten welche in der
synovialen Deckzellschicht eine Proliferationsaktivitdt ~ zeigen, wahrend die
Proliferationsaktivitdt der A-Synoviozyten erst wahrend des Entzlindungsprozesses in der
Deckzellschicht ansteigt. Die Autoren vermuten, dass die synoviale Hyperplasie ihren
Ursprung in proliferierenden synovialen Deckzellen und/oder einwandernden Stammzellen
haben kann.

In der weiteren Folge wandern auch Makrophagen und Fibroblasten in das Stratum
synoviale ein (McINNES und SCHETT, 2007; MOHR, 2013). Auch T-Zellen, Antigen-
prasentierende dendritische Zelle, Makrophagen und neutrophile Granulozyten infiltrieren
das Stratum synoviale. Im weiteren Verlauf ist auch das angrenzende Stratum subsynoviale
von einer Hyperplasie betroffen. T-Lymphozyten spielen dabei eine Ubergeordnete Rolle
(MOHR, 2013; LUBBERTS, 2015; PAULISSEN et al., 2015). Zellinfiltrate aus synovialen
Fibroblasten (B-Synoviozyten), Makrophagen, Mastzellen, CD4+ T-Lymphozyten, CD8+ T-
Lymphozyten, natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), naturliche Killer-T- Lymphozyten, B-
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Lymphozyten und Plasmazellen kennzeichnen die Entziindung (McINNES und SCHETT,
2007).

Bei Hunden mit einer Kreuzbandruptur oder einer Polyarthritis reagiert das Stratum synoviale
ebenso mit einer Hyperplasie. So konnte BECKOLD (2009) die Proliferation der synovialen
Deckzellen bei diesen Erkrankungen des Hundes nachweisen. Ob die Hyperplasie der
synovialen Deckzellschicht dariiber hinaus auf eine verminderte oder fehlende Apoptose der
Synoviozyten zuruckzufuhren ist, bleibt fraglich. Beim Hund wurde die Synovialitis im Falle
einer Verletzung und einer daraus resultierenden Instabilitdt und verstarkten Inkongruenz im
Gelenk nachgewiesen. Im frihen Stadium der Entziindung besteht eine geringgradige
Hyperplasie der Synovialzellen. Dauert der entzindliche Reiz an, kann es im spateren
Verlauf der Erkrankung zu einer ausgepragten Synovialitis mit Ubertritt auf den
Gelenkknorpel kommen.

Bei der Osteoarthritis sind im Umkehrschluss abgeschilferte Knorpelteile die Ursache fur
diese Entziindungsreaktion, da Knorpelmaterial als Fremdmaterial in der Gelenkhohle eine
Entziindung ihrer Innenauskleidung induziert (GOLDENBERG et al.,, 1981; JOHNSTON,
1997; SPRENG und SCHAWALDER, 1997). In weiterer Folge einer langer andauernden
Irritation reagieren auch die Zotten und Villi der Gelenkkapsel mit einer Hyperplasie und es
kommt zu einer Verdickung der Gelenkkapsel, an der die darunter gelegenen Kapillaren
beteiligt sind. Ihre Permeabilitdt ist durch die Entzindung erhoht und sie verursachen
einerseits ein Odem der Gelenkkapsel und andererseits einen vermehrten Eintritt von
Entziindungzellen. Dauert die Inflammation tGber mehrere Wochen an, so kann es mit dem
Fortschreiten der exsudativen Entzindungreaktion zu einer diffusen, perivaskularen
Fibrosierung der Gelenkkapsel kommen, die von einer massiven Infiltration von
Entzindungszellen begleitet wird (ARNOLDI et al., 1980; LIPOWITZ et al., 1985). Als
Zeichen der Entzindung andert sich auch die Beschaffenheit der Synovia. Sie andert ihre
physiologische Qualitdt durch den gestorten Syntheseprozess der Synoviozyten und
Kapillaren. In der Diagnostik der Orthopadie ist deshalb die Punktion eines oder mehrerer
entzindeter Gelenke fur die Untersuchung der Synovia auf Abweichungen in Viskositat,
Trabung, Farbe, Zellzahl, spezifischem Gewicht und Proteingehalt sinnvoll. Weiterhin
erfahren bildgebende Verfahren fir die Diagnostik und Versorgung von Arthritiden
zunehmende Bedeutung. In der Humanmedizin gilt diese dreidimensionale
Darstellungsmethode von arthritischen Gelenken mittels Magnetresonanztomographie als
Goldstandard zur Beurteilung des Schweregrades der Synovialitis (McQUEEN und
OSTERGAARD, 2007; VOLLMER et al. 2009; GOTTHARDT et al., 2010; OSTENDOREF et
al., 2010; VAN DER HEIJDEN et al., 2012; VASANTH et al., 2013; WANG und REGATTE,
2015).
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2.4 KOLLAGEN

241 Allgemeines

Kollagen ist ein Strukturprotein, das am Gesamtprotein des Kérpers von Mensch und Tier mit
einem Anteil von einem Dirittel das reichlichste vorhandene Protein ist (TRAUB und PIEZ,
1971; KADLER, 1994; KIELTY und GRANT, 2003; RICARD-BLUM et al., 2011). Es liefert die
Hauptmasse der geformten Interzellularsubstanz verschiedener Bindegewebsarten und
kommt in den meisten Stitzgewebearten vor (BARGMANN, 1977). Kollagene sind aus
diesem Grund fur die strukturelle Integritdt der Wirbeltiere und weiterer vielzelliger
Organismen verantwortlich (BROWN und TIMPL, 1995; KADLER, 1994; RICARD-BLUM et
al.,, 2000; MYLLYHARJU und KIVIRIKKO, 2001). Daraus ergibt sich, dass viele
Erkrankungen mit Veranderungen in der Synthese und im Abbau der Kollagenmolekile
einhergehen. Das Verstandnis der Synthese, der Verteilung und des Abbaus des Kollagens
stellt daher eine unentbehrliche Wissensgrundlage in der Veterinarmedizin dar.

Die Erforschung des Kollagenmetabolismus erlebte ab den 1970er Jahren einen grofen
Fortschritt mit zahlreichen Untersuchungen sowohl beim Menschen als auch beim Tier
(TANZER, 1973; NIMNI, 1975; OLSEN und PROCKOP, 1974; SHOSHAN und GROSS,
1974; PINNELL, 1975; UITTO u. PROCKOP, 1975; UITTO und LICHTENSTEIN, 1976; GAY
und MILLER, 1978; GAY und MILLER, 1983). Die Veterindrmedizin spielte vor allem bei den
ersten Schritten zu den Erkenntnissen Uber das Kollagen eine Schlisselrolle. So lieferte zum
Beispiel die Entdeckung der Kollagenose der Dermatoparaxis beim Rind in Texas und in
Belgien das Vorwissen uUber die intrazelluldare Vorstufe des Kollagens, namlich das
sogenannte Prokollagen (HANSET und ANSAY, 1967; ANSAY et al., 1968; O'HARA et al.,
1970; LENAERS et al., 1971). Neue Impulse flr die Fortsetzung der Forschung Uber die
Kollagene waren die insbesondere beim Menschen immer zahlreicher und vielfaltiger
vorkommenden Bindegewebsstorungen, bei denen man ebenfalls einen Gendefekt
vermutete. In vielen Fallen wurde man auf erbliche Kollagen-Gendefekte aufmerksam, in
anderen auf erworbene Stérungen des Kollagenmetabolismus (RICARD-BLUM, 2011). Die
Kenntnisse Uber die Struktur, Synthese, Sekretion, Verteilung im Kérper und Uber den Abbau
der verschiedenen Typen der Kollagenfamilie werden in den folgenden Unterkapiteln
beschrieben.
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2.4.2 Kollagene - Bestandteile der extrazellularen Matrix

Die Extrazellulare Matrix (EZM), auch Grundsubstanz genannt, setzt sich aus verschiedenen
geformten Fasern, sowie einer Reihe ungeformter Proteine zusammen. Dazu gehdren
funktionell assoziierte Makromolekile als auch zelluldre Bestandteile (McDONALD, 1988).
Die EZM besitzt eine organspezifische, raumliche Struktur und ist an der
Informationsvermittlung innerhalb eines Organs beteiligt. Auler ihrem organspezifischen
Aufbau ist die EZM zusatzlich innerhalb eines Organs regional unterschiedlich aufgebaut
(SHEKHTER, 1986; AUMAILLEY und GAYRAUD, 1998). Die Funktionen der EZM sind
vielfaltig, lassen sich aber grob in drei Bereiche gliedern: Primar erfullt die EZM eine
mechanische Funktion und ist als Stlitzgewebe gleichzeitig Filter- und Diffusionsbarriere im
Stoffaustausch. Eine weitere grundlegende Rolle spielt die EZM als Leitungssystem in Bezug
auf verschiedene Zellfunktionen und -eigenschaften, wie zum Beispiel die Proliferation,
Migration, Adhasion und Polaritat der Zellen. Au3erdem dient die EZM der Speicherung von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren (ORTEGA und WERB, 2002; COMOGLIO und
TRUSOLINO, 2005). Wahrend Uber die physiologischen Funktionen der EZM mittlerweile
relativ viel bekannt ist, stehen die Untersuchungen der Zell-assoziierten Mechanismen,
sowie die Organisation der kleinsten Bausteine in einem prazisen Netzwerk von Filamenten
und Mikrofilamenten noch weitgehend am Anfang.

Die EZM der Gelenkkapsel besteht aus straffem, ungeformtem und lockerem Bindegewebe,
welches vor allem aus Kollagenen und Proteoglykanen aufgebaut ist (MOHR, 2010;
SCHUNKE, 2014). Im Folgenden soll auf die fiir diese Arbeit relevante Klasse der Kollagene

naher eingegangen werden.

2.4.3 Makrostruktur des kollagenen Netzwerks

Kollagenfasern sind im Tierreich meistens als langliche, schmale, zylinderformige Strukturen
verbreitet und stellen wesentliche Bestandteile der Haut, des Knochens und des Knorpels,
sowie der Sehnen, Bander und der Kornea dar. Dort bestimmen sie die wesentliche
Eigenschaft der Zugbelastbarkeit des Gewebes und ermoglichen dem Organismus eine
mafgeschneiderte Antwort auf biomechanische und strukturelle Reize (WESS, 2008).
Makroskopisch kann man kollagene Fasern in Sehnen und Bandern sehen, wo sie sich
umeinander drehen und als dicht gepackte Blindel deren Oberflachen weildlich bis silbrig
schimmern lassen (VAN DEN BERG, 2003). Kollagenfasern lassen sich in zarte,
glattkonturierte und unverzweigte Fibrillen aufgliedern, die mit einem Durchmesser von 0,2 -
0,5 um fir das freie Auge gerade noch sichtbar sind (BARGMANN, 1977). Die Lange der
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unterschiedlichen Kollagenfaser-Typen ist differenziert, genauso wie sie verschiedene
elastische und viskoelastische Eigenschaften haben (GRANT et al., 2012; KALSON et al.,
2013).

2.4.4 Mikrostruktur des Kollagenmolekiils

Viele charakteristische Eigenschaften einer Kollagenfaser sind auf ihren strukturellen Aufbau
zurlickzufihren. Kollagene sind trimere Molekile (ENGEL und BACHINGER, 2005;
RICARD-BLUM et al.,, 2005). Das bedeutet, dass ein Kollagenmolekul aus drei
Untereinheiten, den Monomeren, besteht. Das sind Aminosaureketten, Polypeptid-a-Ketten,
mit rund 1000 Aminosauren (BARGMANN, 1977). a steht flur die Sekundarstruktur der
Kollagenproteine, also die raumliche Lage der einzelnen Aminosaureketten. Im
Kollagenmolekiil sind diese drei Polypeptidketten als a-Helix schraubenféormig um ihre
eigene Achse gewunden, und zwar - flr Proteine untypischerweise - in linksgangiger
Drehung. Im Gegensatz zu dieser helikalen Struktur stehen andere Proteinkonformationen,
wie das (-Faltblatt oder die B-Schleifen (HORN et al., 2009). Jede a-Kette eines Kollagens
ist ein einzigartiges Transkript eines Gens, welches fur eine unikate Aminosauresequenz
codiert, die Primarstruktur eines Kollagens (BARROW et al.,, 1974; BORNSTEIN, 1974;
FIETZEK und KUHN, 1976; MILLER, 1976; FESSLER und FESSLER, 1978; HORN et al.,
2009). Nichts desto trotz gibt es in der Vielfalt der Kollagene zahlreiche Ahnlichkeiten in ihren
Proteinketten. So wiederholt sich in deren Primarstruktur haufig das Aminosauren-Triplet mit
der Formel (Gly-X-Y),. Im Kollagen des Bindegewebes belaufen sich die Wiederholungen
eines gleichen Triplets auf ungefahr 334, wahrend n, die Zahl der Wiederholungen, in der
Basalmembran bei circa 490 liegt (MINOR, 1980). Biochemisch besteht das Kollagenmolekiil
circa zu einem Drittel aus Glycin, woraus sich ergibt, dass jede dritte Aminosaure ein
Glycinmolekdl ist. An den Positionen X und Y stehen meistens Prolin und Hydroxyprolin
(MINOR, 1980; RICARD-BLUM et al., 2005; ENGEL und BACHINGER, 2005). Prolin enthalt
einen starren Pyrrolidin-Ring und fungiert damit als ,Ecke” in der Polypeptid-a-Helix. Dies
ermoglicht die Ausbildung von Windungen in der Helix (ENGEL und BACHINGER, 2005;
HORN et al., 2009). Lagern sich drei dieser Polypeptid-a-Ketten zusammen, spricht man von
der sogenannten Tertiarstruktur des Kollagenproteins, gemeint ist damit die dreidimensionale
Struktur des Proteins durch die Verwindungen der Sekundarstruktur. Durch 4-Hydroxyprolin
werden diese dichten Wicklungen Uber vier Wasserstoffbriicken zwischen den drei
linksgangigen Polypeptidketten stabilisiert und es entsteht schlussendlich die Quartarstruktur
des Kollagenmolekiils, die rechtsgangige Tripelhelix (FONROBERT, 2003). Dass
Kollagenfasern Gewichte bis zum Zehntausendfachen ihres Eigengewichts tragen kdnnen,
ist nicht zuletzt durch die Zusammensetzung ihrer kleinsten Bestandteile, der Aminosauren —
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gegeben. Sie ermdglichen durch physikalische und chemische Eigenschaften sehr enge
Raumbedingungen bis in die kleinsten Bestandteile einer Kollagenfaser und bewirken somit
die charakteristische, enorme Zugbelastbarkeit kollagenen Bindegewebes. Nach PROCKOP
und TUDERMAN (1982) halt eine einzige Kollagenfaser mit einem Durchmesser von einem
Millimeter eine Zugbelastung zwischen 10 und 40 Kilogramm aus. LEONHARDT (1990)
driickt es anders aus: Eine Kollagenfaser kann einem Zug von 6 kg/mm? Querschnitt
standhalten.

2.4.5 Biosynthese einer Kollagenfaser

Die zuvor genannte Struktur der Tripelhelix ist das Tropokollagen als kleinstes
Strukturelement einer Kollagenfaser. Es ist allen Kollagenen gemeinsam und stellt fir die
Gruppe der fibrillaren Kollagene das Grundgerist dar, wahrend es fir Kollagene anderer
Gruppen zumindest ein immer wiederkehrendes Motiv widerspiegelt (HORN et al., 2009).
Wie jedes Protein, wird auch Kollagen in der DNA des Zellkerns kodiert und intrazellular
synthetisiert. Die Zellen, in denen die Vorstufen des Tropokollagens hergestellt werden, sind
vorwiegend die Fibroblasten (LEONHARDT, 1990; HORN et al., 2009; HULMES, 2008). Die
endgultige Fertigstellung des Kollagens erfolgt allerdings auferhalb des Fibroblasten,
weshalb sich an dieser Stelle noch ein extrazellularer Weg der Biosynthese anschliel3t, die
sogenannte Fibrillogenese. Im Folgenden werden die komplexen Prozesse der
Kollagensynthese an den verschiedenen intra- und extrazellularen Stationen nach KNESE
(2013) und HEINE und PISCHINGER (2014) erlautert.

2.4.5.1 |Intrazelluldre Transkription und Translation des Prokollagens

Die Information fir eine Aminosauresequenz liegt im kodierenden Gen im Zellkern und wird
zunachst transkribiert. Daraus entsteht die mRNA. Diese lagert sich im nachsten Schritt an
die Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Retikulums (ER) im Zytosol an, worauf
sogleich mit der Translation einer Peptidkette begonnen wird. Aus der Translation geht die
erste Kollagenvorstufe hervor, namlich das so genannte Praprokollagen. Dieses
unterscheidet sich vom darauffolgenden Produkt des Prokollagens in der Weise, dass es an
einem Ende seiner Aminosaurenkette ein Signalpeptid enthalt, mit dessen Hilfe es sich
mitsamt dem Ribosom, in dem es entstanden ist, an das raue ER andocken kann. Dort wird
das Signalpeptid abgespalten und es beginnt die Hydroxylierung, bei der viele Proline zu
Hydroxyprolinen umgewandelt werden. Das Enzym, welches diese Arbeit leistet, ist die
Hydroxylase, und sie bendtigt einige Cofaktoren, wie Sauerstoff, Eisen, a-Ketoglutarat und
vor allem Vitamin C (Ascorbinsaure). Wie bereits weiter oben angedeutet, sind diese
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Hydroxylierungen fir die Stabilitdit des Kollagenmolekiils von grofer Bedeutung. Die
eingebauten Wasserstoffbriickenbindungen ermdoglichen als aktive Gruppen, dass die drei
Einzelhelices dazu in der Lage sind, sich zu einem Dreier-Komplex zu verdrillen. Werden
Prolin und andere Aminosauren nicht hydroxyliert, wie es beispielsweise bei der Vitamin-C-
Mangelkrankheit Skorbut der Fall ist, kann es nicht zur Bildung einer tripelhelikalen Struktur
des Kollagenmolekils kommen. Dies resultiert bei der Mangelerkrankung Skorbut in einer
Bindegewebsschwache mit vermindertem oder fehlendem Gehalt von Hydroxyprolin und
Hydroxylysin im Kollagen (DEUTZMANN und BRUCKNER, 2014).

Aus diesem Vorgang der Hydroxylierung resultiert das Prokollagen, das in weiteren
Vorgangen auf die Sekretion aus der Zelle vorbereitet wird. Zu diesem Zweck werden an das
Prokollagen durch die Glykosylierung Zuckermolekiile angelagert, was teils noch im rauen
ER als auch im Golgi-Apparat passiert (MINOR, 1980; HORN et al., 2009). Eine
Besonderheit der wachsenden Peptidkette sind die an ihren Enden hinzugekommenen Telo-
oder Registerpeptide, genauer ausgedrickt jeweils ein C- und ein N-terminales Propeptid.
Anhand dieser ebnet sich der Weg zur Verbindung dreier Prokollagen-Molekille zu einer
weiteren Tripelhelix und wiederum entsteht eine Verdrillung mehr und die Dichtezunahme in
den Kollagenvorstufen. Diesmal sind Disulfidbriicken zwischen den Registerpeptiden fir die
Verbindung verantwortlich. Anschliefend werden die verdichteten Prokollagen-Molekule in
Vesikel verpackt (WEINSTOCK und LEBLOND, 1974). SchlieRlich werden diese Vesikel an
die Zellmembran transportiert, wo sie exozytiert werden (WEINSTOCK und LEBLOND,
1974).

2.4.5.2 Extrazellulare Modifikationen des Prokollagens

AuBerhalb der Fibroblasten erhalten die Kollagene eine ihrer wichtigsten Eigenschaften: ihre
Unldslichkeit. Die l6slichen Prokollagene sind aufgrund ihrer Telopeptide, dem C- und dem
N-terminalen Propeptid, in physiologischer Kochsalzlésung I[8slich und wirden im
Extrazelluldarraum noch vor der Fibrillogenese zugrundegehen, wenn nicht spezifische
Enzyme ihre Propeptide abspalten wiirden (BORNSTEIN, 1974; FIETZEK und KUHN, 1976;
MILLER et al.,, 1976; RAMACHANDRAN und REDDI, 1976; UITTO und LICHTENSTEIN,
1976; FESSLER und FESSLER, 1978). So entsteht das Tropokollagen, die kleinste
extrazellulare Vorstufe einer Kollagenfaser. Ein Defekt der Prokollagen-N-Peptidase fuhrt
demzufolge zur Dermatoparaxis, einer Erkrankung, bei der die Ausbildung von
Kollagenfasern unterbunden wird (LENAERS et al., 1971; KOHN et al., 1974).
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2.4.5.3 Fibrillogenese

Die Fibrillogenese ist der Prozess, bei dem sich die zuvor exozytierten Tropokollagen-
Molekule in mehreren Schritten zu einer Kollagenfaser zusammenlagern. Dabei verbinden
sich die Tropokollagene durch Desaminierung von Lysinresten zuerst mit ihren jeweiligen
Enden zu einer Kette, einem Filament, wobei sie sich an der Stelle des Kontakts um
einheitliche 300 um Uberlagern. Genau diese Superposition verleiht den Kollagenfasern eine
weitere charakteristische Eigenschaft: ihre Querstreifung, die im Elektronenmikroskop eine
deutliche Hervorhebung der Kollagenfasern vom umliegenden Gewebe ersichtlich macht.
Durch elektrostatische Anziehungskrafte der Tropokollagene sowie durch quervernetzende,
kovalente Bindungen entsteht schlieRlich die Verkettung der Molekile zum Fibrillenverband
(PETRIDES, 1997). Eine Mikrofibrille hat dem Autor zufolge einen Durchmesser von 15 - 25
nm. Altersbedingt kann es jedoch zu einer Vergroferung des Fibrillendurchmessers kommen
(PETRIDES, 1997). In einem weiteren Schritt reihen sich mehrere Filamente durch kovalente
Quervernetzungen zu Protofilamenten seitlich und diese wiederum flgen sich weiter zu
Kollagenfibrillen zusammen. Uber intermolekulare Crosslinks werden die Kollagenfibrillen
stabilisiert (OTTE et al.,, 2000). Schlussendlich werden mehrere Kollagenfibrillen als
Faserbindel in der Kollagenfaser zusammengefasst (HORN et al, 2009). Die
Aneinanderreihung erfolgt dabei stets regelmafRig und periodisch (PATTERSON und
MINOR, 1977).

2.4.6 Kollagentypen

Uber die genaue Anzahl der verschiedenen Kollagen Typen wird in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert. Laut LOFFLER (2014) gibt es 40 verschiedene Kollagenketten, welche
insgesamt 27 unterschiedliche primare Kollagenmolekule bilden kénnen. Eine vollstandig
geklarte Aminosauresequenz aller bisher beschriebenen Kollagene bleibt ausstandig. Die
einzelnen Kollagen Typen unterscheiden sich in der Lange der tripelhelikalen Abschnitte,
kurzen Unterbrechungen in der Tripelhelix und in dem zusatzlichen Einbau von globularen
Bestandteilen, was insgesamt die biologischen Eigenschaften und die Funktionen der
Kollagene unterschiedlich gestaltet. Das Markenzeichen aller Kollagene, das sie von den
Ubrigen Proteinen unterscheidet, ist das Vorkommen mindestens einer Tripelhelix aus drei
Polypeptid-a-Ketten, welche eine oder mehrere Regionen mit dem sich wiederholenden,
charakteristischen Aminosauremotiv (Gly-X-Y) enthalten, wobei X und Y beliebige
Aminosauren sein kénnen (STRYER, 1995; PETRIDES, 1997; HULMES, 2008). Doch die
Anwesenheit der erwahnten ftripelhelikalen Struktur ist mehr eine notwendige als eine
ausreichende Struktur, um ein Protein in die Familie der Kollagene einzuschlielRen. Manche
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Proteine enthalten namlich das typische Motiv der Tripelhelix, werden aber nicht als
Kollagene bezeichnet. Dies erklart sich dadurch, dass ihre biologische Funktion fur die
Zuordnung wichtiger ist als die biochemische Struktur (HULMES, 2008). Auch die
Abgrenzung zwischen Kollagenen und Kollagen-ahnlichen Proteinen ist mehr unscharf als
auf klaren Kriterien beruhend. Bis heute gibt es keine Kriterien, welche die Definition eines
Kollagens eindeutig vorgeben (HULMES, 2008). Im Folgenden wird auf die Gruppen der
Kollagen-Superfamilie eingegangen, welche eine tripelhelikale Struktur aufweisen.

2.4.6.1 Die Einteilung der Kollagene

Nach LEONHARDT (1990), STRYER (1995) und PETRIDES (1997) bestimmt die
Aminosauresequenz den Typ des Kollagens. Im Unterschied dazu ordnen MILLER und GAY
(1986) die Kollagene aufgrund ihres Molekulargewichtes und der Lange ihrer Tripelhelix drei
Gruppen zu. BURGESON und NIMNI (1992) teilen die Kollagene hingegen je nach Art der
Ausbildung von Fasergeflechten ein. Demnach gibt es vier Gruppen: Die erste Gruppe bildet
sich aus Faserkollagenen, die im Elektronenmikroskop geblndelt sichtbar sind. Zur zweiten
Gruppe gehdren Kollagene, welche intermolekulare Bindungen zu anderen Kollagenen
aufbauen, wahrend zur dritten Gruppe unabhangige Fasernetzkollagene gehdren. Die vierte
Gruppe bildet sich aus Kollagenen, deren Mechanismus zur Fasergeflechtbildung noch nicht
geklart ist (BURGESON und NIMNI; 1992).

In der Einteilung von MILLER und GAY (1986) ist die Gruppe | die Hauptgruppe und
beinhaltet fibrillen- und faserbildende Kollagene der Wirbeltiere. Sie besitzen eine
ununterbrochene Tripelhelix, deren Molekulargewicht héher als 95.000 Dalton ist. Zu dieser
Gruppe gehéren die Kollagen Typen [, II, lll, V und XI. Die Gruppe Il wird aus den Kollagen
Typen 1V, VI, VII und VIII gebildet, deren Molekulargewicht ebenfalls 95.000 Dalton
Ubersteigt, welche aber im Unterschied zu Gruppe | helikale und nichthelikale Bereiche
aufweisen. Zu Gruppe Il gehéren Kollagene mit einem Molekulargewicht unter 95.000
Dalton, wie beispielsweise die Kollagene IX und X.

Nach HULMES (2008) kdnnen die Kollagene zwar in zahlreiche Subfamilien unterteilt
werden. Da jedoch die fibrillaren Kollagene im Organismus von Mensch und Tier den
grolRten Teil ausmachen, ist eine Abgrenzung dieser von den nicht-fibrillaren Kollagenen

sinnvoll.
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2.4.6.2 Fibrillare Kollagene

Aus biochemischer Sicht sind die fibrillaren Proteine im Reich der Vertebraten von grofter
Bedeutung (KADLER, 1994; HULMES, 2002). Diese Proteine weisen eine - wie weiter oben
beschrieben - klassische Struktur der Kollagene als Faser aus einzelnen Fibrillen auf, die
durchgehend ist. Zahlreiche elektronenmikroskopische Untersuchungen bestatigen die
Existenz einer regelmaligen submikroskopischen Struktur der Kollagenfibrillen
(BARGMANN, 1977; HULMES, 2002; HULMES, 2008). Die wiederholte Sequenz (Gly-X-Y),
Uber eine langere Strecke zentral in jeder a-Kette ist das typische Merkmal klassischer
fibrillarer Kollagene, wobei n, die Zahl der Wiederholungen, vom Kollagen Typ abhangig ist
und zwischen 337 und 343 liegt (HULMES, 2008). Das charakteristische Merkmal einer
Mikrofibrille sind die deutlich Querstreifung mit einer Periodizitat D von 64 - 67 nm, der die
versetzte Anordnung und damit Uberschneidung der einzelnen Tropokollagenmolekiile fir
die kurze Strecke von 300 uym zugrunde liegt (PARRY und CRAIG, 1984; PETRIDES, 1997;
HULMES 2002). Innerhalb einer stabférmigen Fibrille, sind die einzelnen Kollagenmolekile
auf einer Lange von 300 nm und einer Breite von 1,5 nm nacheinander und nebeneinander
gestaffelt (STRYER, 1995; PETRIDES, 1997; HULMES 2008). Wie alle Kollagene, bestehen
auch Kollagenmolekile der fibrillaren Kollagene aus drei Polypeptid-a-Ketten. Die drei
Monomere kénnen homotrimer oder heterotrimer sein, je nachdem, ob die drei a-Ketten
identisch sind, wie es bei den Kollagen Typen Il und Ill der Fall ist, oder ob sie
unterschiedliche Genprodukte darstellen. Im Folgenden werden die wichtigsten
Kollagentypen kurz erlautert.

2.4.6.21 Kollagen Typ I, II, lll, V und XI

Die klassischen Vertreter der fibrillaren Kollagene sind die Kollagen Typen I, Il und lll. Sie
bilden den Hauptanteil der interstitiellen Kollagene und ordnen sich im Netzwerk der
Grundsubstanz nach der typischen Fibrillenanlagerung parallel zueinander an (EYRE et al.,
1991; PETRIDES, 1997). Typ | ist das am meisten verbreitete Kollagen im Kérper (90%),
welches in der Haut, in Sehnen und Bandern, im Knochen, in der Kornea, in der Lunge und
in den Gefallen vorkommt (MILLER, 1973; LEONHARDT, 1990; STRYER, 1995;
PETRIDES, 1997; HULMES, 2008); Typ Il wird in Chondroblasten synthetisiert und hat
daher ein spezifischeres Verteilungsmuster. Es ist namlich auf das Vorkommen im
Knorpelgewebe beschrankt. Typ Il wird in embryonalen Fibroblasten und Zellen des
Retikuloendothelialen Systems (RES) gebildet und ist vor allem im elastischen Bindegewebe
zu finden, wie zum Beispiel in der embryonalen Haut, in der Lunge und in den Gefalien
(MILLER, 1973; MAYNE und IRWIN, 1986; LEONHARDT, 1990; TODHUNTER et al., 1996;
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STRYER, 1995; PETRIDES, 1997); Typ V ist ein relativ selteneres Kollagen und findet sich
oft mit Kollagen Typ | vergesellschaftet und so vor allem in grol3er Menge in der Kornea; Typ
XI kommt im Knorpelgewebe mit Kollagen Typ Il vor (EYRE et al., 1991; PETRIDES, 1997;
HULMES, 2008). AuRerdem findet es sich in Bandscheiben, Menisken und Disci (VAN DEN
BERG, 2003).

2.4.6.2.2 Kollagen Typ XXIV und XXVII

Die Kollagen Typen XXIV und XXVII stellen Sonderformen der fibrillaren Kollagene dar. Das
Vorkommen der Kollagen Typen XXIV und XXVII wird mit dem der Kollagen Typen | und Il
assoziiert (HULMES, 2008). Was sie von den klassischen fibrillaren Kollagenen
unterscheidet, ist ihre (Gly-X-Y)n-Region, die mit nur circa 329 Triplets relativ kurz und
einmal (Kollagen Typ XXIV) oder zweimal (Kollagen Typ XXVII) unterbrochen ist und mit
anderen Aminosduren besetzt wird (HULMES, 2008). An Kollagen Typ XXVII wurde
aulBerdem die Fahigkeit entdeckt, nicht quergestreifte Filamente auszubilden (PLUMB et al.,
2007).

2.4.6.3 Nicht-fibrillare Kollagene

Nicht-fibrillare Kollagene weisen die tripelhelikale Struktur nur in bestimmten Molekulanteilen
auf. Sie besitzen globulare Domanen, wodurch sich ihre Gesamtstruktur erheblich von der
fibrillarer Kollagene unterscheidet (VAN DER REST und GARRONE, 1991; LOFFLER,
1997).

Nicht-fibrillare Kollagene kommen insgesamt in geringerer Menge vor und bilden
Bestandteile spezifischer Gewebe zum Beispiel der Basalmembran (Kollagen Typ V) oder
sind fur Wechselwirkungen mit anderen Kollagenen oder Matrixproteinen verantwortlich
(Kollagen Typ VI) (GREVE, 2002).

2.4.6.3.1 Kollagen IV, Vi, VI, VI, X und Xl

Das nicht-fibrillare Kollagen, Gber das man bisher am meisten weil}, ist das Kollagen Typ IV
oder auch Basalmembran-Kollagen genannt (HUDSON et al., 2004). In der Tat wird sein
Vorkommen immer in Verbindung mit einer Basalmembran festgestellt. Eine Basalmembran
ist eine spezialisierte Struktur, die sich an den Randern von Geweben findet, wo sie einem
Epithel, Endothel, Fettgewebe, Muskelgewebe oder Nervenzellen unterliegt. Im
Elektronenmikroskop ist sie als feine Struktur zu erkennen, die aus Kollagen Typ |, Laminin,
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Heparinsulfat, Proteoglykanen und Nidogen besteht (HULMES, 2008). Die Molekile des
Kollagen Typ IV sind langer als die von fibrillaren Kollagenen und weisen mehrere
Unterbrechungen der Aminosaurensequenz (Gly-X-Y) auf. Das Besondere an der
Molekularstruktur des Kollagen Typ IV ist, dass sein C-terminales Registerpeptid bei der
posttranslationalen Prozessierung nicht abgespalten wird. Aufgrund dessen besitzt Kollagen
Typ IV an einem Ende eine sogenannte C4-Domane und diese veranlasst die einzelnen
Kollagenmolekdle sich in einer End-zu-End-Anlagerung zu verbinden, anders als die Ubrigen
Kollagene in einer Seit-zu-Seit- oder parallelen Anordnung (HULMES, 2008).

Kollagen Typ VI reprasentiert einen wichtigen Bestandteil des lockeren Bindegewebes. Dort
spielt es vermutlich eine zentrale Rolle fur die Verbindung von Zellen mit
Matrixbestandteilen, wie es in Zellkulturen von humanen Fibroblasten der Haut, Fibroblasten
von Mausen und Ratten sowie Melanomzellen der Maus untersucht wurde (AUMAILLEY et
al., 1989; BONALDO und COLOMBATTI, 1989). Dies beruht auf seiner unter den restlichen
Kollagen Typen einzigartigen Struktur: Kollagen Typ VI besteht aus drei heterotrimeren
Polypeptid-Monomeren, die sehr breite Filamente ausbilden (VAN DER REST und
GARRONE, 1991). Kollagen Typ VI enthalt im Vergleich zu anderen Kollagen Typen sehr
kurze helikale Regionen (105 nm) und an jedem Ende lange N- und C-terminale globulare
Domanen (MILLER und GAY, 1986; KIELTY et al., 1990;). Im extrazelluldaren Raum nimmt
dieser Kollagen Typ gern Verbindungen mit dem Kollagen Typ | auf und seine
Aminosaureketten formen mikrofibrillare Netzwerke, die Uber Disulfidbricken stabilisiert
werden (KIELTY et al., 1990; VAN DEN BERG, 2003). Die Ultrastruktur der Netzwerke aus
Kollagen Typ VI sind meist mit der Basalmembran oder Ubergeordneten fibrillaren
Kollagenen assoziiert (BRUNS et al., 1986; KEENE et al., 1988). Diese Verbindungen
fuhrten zu der Annahme, dass die primare Funktion des Kollagen Typ VI die Verankerung
von Zellen in der Grundstruktur der extrazelluldren Matrix sei. Nach
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von HAGIWARA et al. (1993) ist das radiare,
dreidimensionale Netzwerk, das zur Stabilisierung der Matrix beitragt, von Seiten des
Kollagen Typ VI aus bis zu 20 Kollagen Typ VI-Filamenten konstruiert, die sich mit ihren
globuldaren Domanen in Fibronektin-Plaques verankern. Die breit gebanderten Faserflachen
des Kollagen Typ VI wurden in verschiedenen gesunden Geweben gefunden, so zum
Beispiel in Bandscheiben (CORNAH et al., 1970; WU et al., 1987), im Stratum synoviale
(LEVICK und McDONALD, 1990), in der Iris und dem Ziliarkérper (RITTIG et al., 1990),
sowie in Zellkulturen von Fibroblasten (BRUNS, 1984, BRUNS et al., 1986). Kollagen Typ VI
wird allerdings haufiger in pathologisch veranderten Geweben entdeckt, wie in Tumoren
(TIMPL und ENGEL, 1987) oder osteoarthritisch verandertem Knorpel (SWOBODA et al.,
1998; SWOBODA et al., 1999).
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Kollagen Typ VII wird in Keratinozyten gebildet und ist homotrimer (SAKAI et al., 1986;
REGAUER et al., 1990). Es enthalt eine sehr lange, diskontinuierliche Tripelhelix-Region (ca.
420 nm), die zwei kirzere Fragmente abgibt, ein NH2-terminales P1-Fragment und ein
COOH-terminales = P2-Fragment. Wie in  transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen nachgewiesen wurde, weist Kollagen VII aul’erdem eine lange nicht-
helikale Domane auf, die nahe des COOH-Fragments liegt und aus drei kurzen Armen (ca.
50 nm) mit globuldren Enden besteht (VAN DER REST und GARRONE, 1991). Der NC1-
Terminus bindet an das Kollagen Typ IV von Basalmembranen und ist deshalb in
verschiedenen epithelialen Geweben und stabilisierenden Verankerungsplaques zum
Stroma zu finden (VAN DER REST und GARRONE, 1991; VAN DEN BERG, 2003). Diese
Funktion wird insbesondere bei der klinisch phanotypischen Erkrankung der rezessiven
dystrophischen Epidermolysis bullosa (RDEB) verdeutlicht. Bei dieser Erbkrankheit wird
Kollagen VIl nicht oder fehlerhaft gebildet, wodurch es zur Abldsung der Haut kommt. Dem
Kollagen Typ VII kommt somit vor allem die Eigenschaft der mechanischen Verankerung zu
(BRUCKNER-TUDERMAN et al., 1989).

Die Struktur des Kollagen Typ VIIl, das unter anderem in vaskuldren Endothelzellen
gebildet wird, ist bis heute nicht genau geklart und es wurden bereits verschiedene Modelle
zu seinem Aufbau vorgestellt (VAN DER REST und GARRONE, 1991). Zum einen wird
angenommen, dass das Molekll aus einer Polypeptid-Kette besteht, an welche drei
tripelhelikale Domanen anschlielRen, welche selbst durch mehrere nicht-helikale Abschnitte
unterbrochen werden (SAGE et al.,, 1987). Zum anderen wurde eine einzelne, mit 454
Aminosauren ausgestattete Aminosaurenkette nachgewiesen, die acht Unterbrechungen des
normalen Triplets (Gly-X-Y)n aufweist (YAMAGUCHI et al., 1989).

BENYA und PADILLA (1986) wiesen in Zellkulturen von Endothelzellen der Kornea mehrere
kleine Aminosaureketten nach, die zusammen das Kollagen Typ VIII bilden und gehauft in
der Descemet'schen Membran vorkommen. SAWADA et al. (1990) bestatigten ebenfalls,
dass die Descemet’'sche Membran, die zwischen dem kornealen Endothel und dem hinteren
Stroma liegt, ein Gitterwerk aus sechseckigen Blocken aus Kollagen Typ VIII darstellt.
AuBerdem kommt Kollagen Typ VIII in Sklera, Meningen, Nerven und Perichondrium vor
(VAN DEN BERG, 2003).

Die Ultrastruktur des Kollagen Typ X ist der des Kollagen Typ VIII sehr dhnlich. Das heif3t,
es kommt eine lange tripelhelikale Domane vor, die acht Mal durch unvollkommene Triplets,
wie zum Beispiel der Abfolge Gly-Xaa-Yaa-Xaa-Yaa, unterbrochen wird (VAN DER REST
und GARRONE, 1991). Das Verteilungsmuster des Kollagen Typ X ist sehr begrenzt.
Vorwiegend kommt es im Knorpel vor. Zusatzlich findet man es in den Wachstumsfugen des
Knochens, sowie im Verlauf der enchondralen Ossifikation im gesamten Knochen (VAN DEN
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BERG, 2003). AuRerdem wurde es im fortgeschritten arthrotisch veranderten Gelenkknorpel
nachgewiesen (AIGNER et al, 1993). Es wird von einem Enzym gebildet, welches
gleichzeitig fur die Degradierung der Kollagen Typen I, Il und Il bei diesem
Krankheitsprozess hauptverantwortlich ist (VAN DER REST und GARRONE, 1991). Im
normalen Knorpel kommt Kollagen X nicht vor (AIGNER et al.,, 1993). Es wird kontrar
diskutiert, ob Kollagen X die Kalzifizierung des Knorpels férdert (VAN DEN BERG, 2003).

2.4.6.3.2 FACITs - Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helices

FACITs, Fibrillen-assoziierte Kollagene, sind Kollagen Typen, die immer in Verbindung mit
bestimmten fibrillaren Kollagenen stehen. Die zuerst entdeckten Vertreter, namlich die
Kollagen Typen IX, XIl und XIV, wurden von GORDON und OLSEN (1990) unter dieser
Bezeichnung als eigenstandige Untergruppe der nicht-fibrillaren Kollagene aufgefuhrt. Man
geht davon aus, dass die FACITs eine wesentliche Rolle fir die Stabilitat des Netzwerkes
aus fibrilldren Kollagenen und anderen Bestandteilen der extrazellularen Matrix spielen
(KEENE et al., 1991; WATT et al., 1992). Die Ultrastruktur der FACIT-Molekile kann in drei
grolde, funktionell essentielle Regionen unterteilt werden: Die zentrale Region besteht aus
einer oder zwei tripelhelikalen Bereichen, die der Wechselbeziehung und Adhasion des
FACIT-Molekils mit fibrillaren Kollagenen dient. Die zweite Region ist aus einer weiteren
Tripelhelix aufgebaut, die diesmal jedoch einen freiliegenden, unbeweglichen Arm des
Molekiils bildet. Die dritte Region des Molekils enthalt keine tripelhelikalen Bereiche (COL-
Domanen), sondern kurze nicht-tripelhelikale Bereiche (NC-Domanen), die eine
Wechselbeziehung mit anderen Matrixbestandteilen aufbauen (VAN DER REST und
GARRONE, 1991). Die Verteilung der einzelnen Vertreter ist gewebespezifisch und richtet
sich nach dem Vorkommen ihrer spezifischen und zugehdérigen fibrillaren Kollagene. Spater
entdeckte FACITs werden auch als neue FACITs bezeichnet und als Untergruppe der zuvor
definierten FACITs abgehandelt. Ihre Vertreter sind die Kollagen Typen XVI, XIX, XX, XXI
und XXII. Die Kenntnisse Uber ihre Verteilung und Funktionen sind noch lickenhaft
(RICARD-BLUM et al., 2005).

Kollagen Typ IX ist der charakteristische Vertreter dieser Kollagengruppe (MAYNE und
BURGESON, 1987). Es wurde in Kollagen Typ ll-haltiger extrazelluldrer Matrix
nachgewiesen und kommt demnach nur im hyalinen Knorpel und im Glaskérper und
ausschlief3lich mit seinem zugehoérigen fibrillaren Kollagen Typ Il vor (VAN DER REST und
GARRONE, 1991). Das Molekul besteht aus drei unterschiedlichen Polypeptidketten (COL1,
COL2, COL3) und ist deshalb heterotrimer. Seine kurzen nicht-helikalen NC-Domanen fligen
sich hier und da in die tripelhelikalen Bereiche ein. Sein Vorkommen im Gelenkknorpel und
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im Glaskorper weist auf seine Fahigkeit hin, neben dem fibrilldren Kollagen Typ Il ebenso
Verbindungen mit Glykosaminglykanen einzugehen, die fur die Wasserbindungskapazitat
dieser Gewebe wesentlich sind. Die Interaktion zwischen Kollagen Typ IX und Il wird mittels
kovalenter Cross-links stabilisiert (EYRE et al., 1986; VAN DER REST und MAYNE, 1988).

Kollagen Typ Xl und XIV interagieren mit Kollagen Typ | und Il (GORDON et al., 1987;
KEENE et al., 1991; WATT et al., 1992). Beide sind homotrimere Molekule und anders als
Kollagen Typ IX konnten bei ihnen keine kovalenten Crosslinks zu ihren zugehdrigen
fibrillaren Kollagenen nachgewiesen werden. Dies lasst darauf schlieen, dass diese FACIT-
Molekule ihre Wechselbeziehung mit den Fibrillen mittels weiterer Matrixbestandteile,
genauer den kleineren Proteoglykan-Molekilen Decorin und Fibromodulin, herstellen (FONT
et al.,, 1993; FONT et al., 1996; EHNIS et al., 1997). Kollagen Typ XII wurde in embryonalen
und Kollagen Typ IV in fetalen periodontalen Bandern und der Haut nachgewiesen (VAN
DER REST und GARRONE, 1991).

2.4.7 Funktion der Kollagene im Bindegewebe

Der Begriff ,Kollagen“ kommt aus dem Griechischen und bedeutet leimbildend. Kocht man
kollagenes Bindegewebe, entsteht folgerichtig eine weile, klebrige Masse, die von der Zeit
des Alten Agyptens (1500 v. Chr.) im Holz- und Papierhandwerk bis ins 20. Jahrhundert
vielseitig, wie beispielsweise in der Buchbinderei, als Knochenleim verwendet wurde. Dies
erklart auch die essentielle Funktion des Kollagens im menschlichen und tierischen Korper:
Es verleint dem Gewebe Stabilitdt und Struktur. Ohne dieses Strukturprotein wiirde es dem
Organismus an mechanischem Halt fehlen und es hatte den vielzelligen Lebewesen wohl
nicht ihre Weiterentwicklung im Laufe der Evolution gestattet (EXPOSITO et al., 2002;
BOOT-HANDFORD und TUCKWELL, 2003). Dies erklart den hohen Anteil des Proteins im
Kdrper und sein Vorkommen in nahezu jedem Organ. Durch die weiter oben beschriebene,
aulderordentlich dichte Molekularstruktur in Form einer Tripelhelix besitzen Kollagenfasern
ein hohes Elastizititsmodul und sind dazu geschaffen Zugkrafte zu absorbieren
(BARGMANN, 1977, VAN DEN BERG, 2003). Je nach Gewebe kdnnen sie parallel oder
netzartig angeordnet sein, wodurch Zugkrafte in alle Richtungen ausgehalten werden
kénnen. Wirkt die Belastung immer auf dieselbe Weise und aus der gleichen Richtung,
entsteht geformtes Bindegewebe mit parallelen Kollagenfasern. Wirkt die Belastung aus
wechselnden Richtungen, entwickelt sich ungeformtes Bindegewebe, die Fibrillen und
Fasern verlaufen kreuz und quer in einem Netzwerk. Auf diese Weise verleihen
Kollagenfasern Sehnen, Bandern, Kapseln und Aponeurosen ihre erhebliche Zugfestigkeit
und machen die Festigkeit und Widerstandsfahigkeit von Knorpel, Knochen und Zahnbein
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aus. Verglichen mit Stahlseilen besitzen Kollagenfasern bei gleichem Durchmesser die
hohere Zugfestigkeit (VAN DEN BERG, 2003). Andererseits kann kollagenes Bindegewebe
Kompressionskrafte absorbieren, wie es zum Beispiel im Knorpel und in Bandscheiben
notwendig ist. Im Gegensatz zu ihrer Zugfestigkeit weisen kollagene Fasern jedoch eine sehr
geringe Biegungsfestigkeit auf. Bei maximaler Zugbeanspruchung werden sie nur um etwa 3
- 5% ihrer Lange gedehnt (BARGMANN, 1977). Dank ihrer leicht gewellten Anordnung
(,crimping®), die durch ihren molekularen Bau bedingt ist, sind Kollagenfasern im
Bindegewebe verlangerbar. Eine weitere wichtige Eigenschaft der Kollagene ist durch ihre im
wahrsten Sinne des Wortes ,vielseitige® Fahigkeit zur Kontaktaufnahme und
Bindungsaktivitdt gegeben. So veranlassen sie mittels Crosslinks, H-Brucken, kovalenten
Bindungen, Seitenketten oder auch ladungsbedingten Anziehungskraften wichtige Molekule
der extrazelluldaren Matrix sich an sie zu binden. Daraus ergibt sich, dass abhangig vom
Kollagen Typ seine umgebende extrazelluldare Matrix organ- und gewebespezifische
Bestandteile beinhaltet. So ist es im Fall der Gelenkkapsel und anderen Strukturen des
Bewegungsapparates von aufderordentlicher Bedeutung, dass im lockeren Bindegewebe das
Wasserbindungsvermdgen gesichert ist, was durch ladungsbedingte Einlagerung von
wasserbindenden Proteoglykanen und Glykosaminglykanen eingesaumt im kollagenen
Netzwerk geschieht. Nur so kann die Gelenkkapsel ihre Form an die Bewegung anpassen
und aullerdem die Stoffwechselleistung fir die Produktion der Synovia leisten (WESSELY,
2013; HEINE und PISCHINGER, 2014).

2.4.8 Abbau der Kollagene

Der komplette Abbau von Kollagenen erfordert die Beteiligung einer Reihe von
enzymatischen Reaktionen, bei denen unter anderem die sogenannten Kollagenasen eine
zentrale Rolle spielen. Kollagenasen sind Proteasen, deren Aufgabe es ist, die
Peptidbindungen zwischen Prolin und anderen Aminosauren der Polypeptid-a-Ketten einer
Tripelhelix zu spalten. Diese Enzyme werden in verschiedenen Zellen gebildet, so zum
Beispiel in den Fibroblasten und in den Endothelzellen. Bei diesen Spaltungsprozessen
entsteht unter anderem die Aminosaure Hydroxyprolin, die Uber den Urin ausgeschieden
wird und als Indikator fir den Kollagenumsatz im Korper dient. Eine erhéhte Konzentration
im Serum oder im Harn kann einen Hinweis auf bestimmte Erkrankungen geben, so zum
Beispiel auf einen metabolisch bedingten Knochenabbau oder eine erhdhte
Knochenresorption bei Osteoporose (KORTING und HOLZMANN, 1965). Die Kollagenasen
der Saugetiere weisen die Besonderheit auf, dass sie die verdrillten a-Ketten eines
Tripelhelix-Molekils nur an einer einzigen Stelle vollstandig oder unvollstandig spalten und
die Kollagene somit nur fur die nachsten Schritte der Degradation vorbereiten. Diese
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Durchtrennung 16st gleichzeitig eine Entwindung der Kollagenhelices bei physiologischer
Kdrpertemperatur aus, womit die Proteine fur die darauffolgende Denaturierung empfindlich
werden (MINOR, 1980). Es kommen an diesem Punkt andere proteolytische Enzyme zum
Einsatz, welche die Helix zu kleineren Peptidketten oder einzelnen Aminosduren zerlegen
(MINOR, 1980). Auch wenn alle Kollagenasen der Saugetiere einen derart zweigeteilten
Abbauprozess aufweisen, gibt es dennoch Unterschiede in der Empfindlichkeit bestimmter
Kollagenasen flir spezifische Kollagen Typen, sprich das Schllssel-Schloss-Prinzip
entscheidet Uber die zwei Reagenten (HORWITZ et al., 1977; McCROSKERY et al., 1975).
Wie demnach HORWITZ et al. (1977) nachweisen konnten, spalten die Kollagenasen der
pulmonalen Granulozyten Kollagene vom Typ | schneller als jene des Typ lll. Im Gegensatz
dazu konnten MILLER et al. (1976) keinen signifikanten Unterschied in der Abbaurate
verschiedener Kollagene durch Kollagenasen bestatigen. Im Unterschied zu den
Kollagenasen der Saugetiere, welche die Kollagene nicht vollstandig abbauen, sind jene der
Bakterien dazu im Stande das komplette Kollagenmolektl zu dialysierbaren Peptiden zu
reduzieren (MINOR, 1980).

2.4.9 Regulation des Kollagen-Stoffwechsels

Kollagenes Bindegewebe wird unweigerlich durch Uberlastung beschéadigt oder zerstdrt
(WANG und KER, 1995; KER et al., 2000). Wird eine bestimmte Zugkraft auf ein bestimmtes
Gewebe ausgelbt, welche das Maximum an Zugwiderstandskraft (ultimate tensile strenght,
UTS) desselben Uberschreitet, wird es zeitabhangig zu einer Zerreilung des Gewebes
kommen, genauer seiner bis zu diesem Zeitpunkt widerstandhaltenden Kollagenfasern
(WANG und KER, 1995).

Aufer der durch mechanische Uberlastung bedingten Zerstérung der Kollagene, kommt es
durch den natirlichen, biologisch bedingten Alterungsprozess der Matrixbestandteile und
Zellen zu einem zyklischen Abbau der Kollagene im Kdrper. Dieser wurde unter anderem in
Bandern (WANG et al., 1995; PIKE et al., 2000), in Knochen (CARTER und CALER, 1983)
und Dentin (NALLA et al., 2003) untersucht.

AuBerdem kénnen Veradnderungen in der extrazelluldren Umgebung der Zellen folgegeman
in einer Veranderung der synthetisierten Kollagen Typen resultieren. So konnten LASH und
VASAN (1978) nachweisen, dass eine Erhohung der Kaliumionenkonzentration in der
extrazellularen Matrix sowohl die Proliferation der Zellen als auch der Matrixbestandteile
fordert. Und von Chondrozyten weild man, dass eine Erhéhung von cAMP oder CaCl; in der
EZM, diese Zellen von der Produktion von Kollagen Typ I- zu Kollagen Typ ll-Molekilen
wechseln lasst (DANIEL, 1976).
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Bezlglich der Menge an  synthetisieten  Kollagenen  wurden  zahlreiche
stoffwechselbeeinflussende Faktoren erforscht (BLUMENKRANTZ und SONDERGAARD,
1972; RAISZ und KOOLEMANS-BEYNEN, 1974; BLANCK und PETERKOFSKY, 1975; KAO
et al.,, 1975; AALTO et al., 1976). So wurde nachgewiesen, dass Ascorbinsaure die
Kollagensynthese stimuliert, indem sie ein Coenzym fur die Enzyme Pepdidyl-Prolin-
Hydroxylase und Lysin-Hydroxylase darstellt, welche flr die normale Hydroxylierung von
Kollagen notwendig sind (HAUSMANN, 1967; HUTTON et al. 1967; KIVIRIKKO und
PROCKOP, 1967; CHEN und RAISZ, 1975; KAO et al., 1975). Des Weiteren wurde an
aktivierten Makrophagen im Granulationsgewebe nachgewiesen, dass sie l6sliche Faktoren
sezernieren, welche die Syntheseleistung von Kollagenen und anderen Proteinen wahrend
der Wundheilung steigern (AALTO et al., 1976).

Aus endokrinologischer Sicht sind einige Hormone zu nennen, welche die Kollagensynthese
entweder férdern oder hemmen und das kollagene Netzwerk teils direkt oder indirekt Gber
Veranderungen anderer Matrixbestandteile modifizieren. Eine direkt stimulierende Wirkung
auf die Synthese von Kollagenen Ubt zum einen das Testosteron aus, welches zudem den
Keratan- und Dermatansulfatgehalt im Nucleus pulposus und die
Hyaluronsaurekonzentration in der Haut erhéht und somit insgesamt die Zugfestigkeit des
Bindegewebes steigert. Andererseits bedingen Ostrogene eine erhdhte Produktion von
vermehrt polymerisierter Hyaluronsaure, die sich an die Kollagenfasern anlagert und so den
Haut- und Bindegewebsturgor verstarkt. Eine katabole Wirkung auf die Syntheseleistung der
Fibroblasten und somit auch auf die Fibrillogenese, die Kollagenproduktion, die
Wundheilung, die Kallusbildung und die Synthese von Glykosaminglykanen bedingen die
Glukokortikoide. Aufdierdem hemmt Cortison das Enzym Hyaluronidase und vermindert die
Aktivitat der in Fibroblasten gebildeten Prolinhydroxylase. Ein weiteres Hormon, welches die
Kollagene negativ beeinflusst, ist das Parathormon. Es fuhrt durch Freisetzung lysosomaler
Enzyme aus Osteoklasten zum Abbau von Knochenkollagen (LOHR, 2002).

2.4.10 Kollagendefekte und Kollagenstoffwechsel-Stérungen

Genetische Defekte in der Kollagenbildung verursachen eine Reihe von verschiedenen
Kollagenopathien (TEMWICHITR et al., 2007). Sie beeinflussen fast jedes Organsystem und
jede Art von Gewebe. Man gruppiert sie zum Teil anhand ihrer klinischen Phanotypen, die in
der Regel mit der Gewebeverteilung des betroffenen Kollagen Typs im Korper korrelieren
(JOBLING et al. 2014).
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2.4.10.1 Erblich bedingte Defekte des Kollagenstoffwechsels

Die primare Funktion der Kollagene besteht in der spezifischen Festigkeit und
Zugbelastbarkeit eines Gewebes. Eine Reihe von Erkrankungen, die mit einer erhohten
ZerreilRbarkeit oder Brichigkeit eines Gewebes einhergehen, entstehen auf der Basis eines
erblichen Defekts der Kollagensynthese (McKUSICK, 1972; KIVIRIKKO und RISTELI, 1976;
STEWART et al., 1977; HOLLISTER, 1978). Die Kollagensynthese bedarf allein fur die
posttranslationale Transformierung acht spezifischer Enzyme, von denen einige das
anvisierte Ziel bestimmter Wirkstoffe gegen die Anhdaufung von Kollagen bei verschiedenen
fibrosierenden Erkrankungen sind (MYLLYHARJU und KIVIRIKKO, 2001). Die meisten
angeborenen Matrixdefekte sind Folgen eines genetisch bedingten Enzymdefekts, der zu
einer Stérung in der Bildung und Reifung sowie im Abbau der Fasern oder anderer
Bestandteile der Grundsubstanz fiihrt (BUTTNER und THOMAS, 2003). Dabei bestehen
trotz unterschiedlicher Lokalisationen der Stérungen haufig dhnliche klinische Bilder. Zu den
wichtigsten angeborenen Stérungen der kollagenen Fasern, die beim Mensch und zum Teil
auch beim Tier vorkommen, gehdéren das Ehlers-Danlos-Syndrom, die Osteogenesis
imperfecta, das Marfan-Syndrom, die Homozystinurie und ein genetisch bedingter
gesteigerter Kollagenabbau (BUTTNER und THOMAS, 2003).

Das sogenannte Ehlers-Danlos-Syndrom (EDS) ist eine heterogene Gruppe von erblichen
Bindegewebserkrankungen bei Menschen und Tieren. Das Eponym fasst zehn
verschiedene Krankheitsbilder (Typ | - X) zusammen, die genetisch, biochemisch und
klinisch sehr unterschiedlich sind, allgemein aber mit einer Gelenkinstabilitdt und mit
Hautveranderungen einhergehen (BEIGHTON et al., 1988; BEIGHTON et al., 1992;
HOLMES et al, 1993; LOWENSTEIN und LOESENBECK, 2007). Charakteristische
Symptome sind eine Hyperelastizitat bis hin zu einer abnormen Zerreilbarkeit der Haut. Die
erhohte Vulnerabilitdt der Haut geht zusatzlich mit einer gestdérten Wundheilung einher.
Auffallend sind auBerdem eine Uberstreckbarkeit der Gelenke mit Luxationsneigung sowie
Augenanomalien. Des Weiteren kdnnen oft Ektasien im Magen-Darm-Trakt, gastrointestinale
Hernien und Divertikel sowie ein Megadsophagus vorkommen. Es besteht zusatzlich eine
primar vaskuldre Blutungsneigung, die zu Aneurysmen, Arterienrupturen oder einem
verstarkten operativen Nachbluten fihren kénnen (McKUSICK, 1972; STEWART et al,,
1977; HOLLISTER 1978, LOHR, 2002). So beschreiben auch URI et al. (2015) den Fall
eines plotzlich verstorbenen, sieben Monate alten Mischlingsriden, der zwei Wochen nach
der Diagnose des Ehlers-Danlos-Syndrom an einer spontanen Ruptur der Arteria subclavia
sinistra  verstarb.  Lichtmikroskopische = Untersuchungen ergaben  pathologische
Veranderungen in der Anordnung und in der Form der Kollagenfaserblindel des rupturierten
Gefalles sowie in der Haut. Fragmente von Kollagenfaserbiindeln waren zudem weniger
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dicht als in einem normalen Kollagenfasergeflecht. Je nach Kollagen Typ besteht ein
autosomal-dominanter, rezessiver oder ein X-chromosomaler Erbdefekt und entsprechend
unterschiedliche pathologisch-biochemische Mechanismen der gestorten Kollagen-
Fibrillogenese.

Bisher wurden beim Menschen Mutationen in den Genen fur die Kollagen Typen |, 11, Ill, 1V,
V, VI, VII, IX, X, Xl und XVII sowie Defekte in verschiedenen Matrixproteingenen identifiziert
(JOBLING et al., 2014). Die dominant vererbten Formen weisen auf Mutationen in den
Genen der Kollagen Typen |, lll und V hin, wahrend die rezessiven Formen mit einem
enzymatischen Defekt der Kollagen-I-Biosynthese assoziiert sind (BUTTNER und THOMAS,
2003). Das fuhrt dazu, dass die Zahl der kollagenen Fibrillen vermindert ist und somit ihre
Vernetzung untereinander abnimmt (LOHR, 2002). Eine molekulare Strukturanomalie des
Kollagens besteht nicht. Die Hydroxyprolin-Ausscheidung im Harn ist normal (LOHR, 2002).
Die Diagnose erfolgt durch einen biochemischen Nachweis spezifischer Enzymdefekte.

In der Veterinarmedizin wird die Erkrankung des Ehlers-Danlos-Syndroms oft als
Dermatoparaxis oder Cutis laxa bezeichnet. Es gibt Fallbeschreibungen der Erkrankung
beim Pferd (RASHMIR-RAVEN et al. 2004; WHITE et al. 2004; LITSCHAUER et al. 2010;
MOCHAL et al. 2010; RASHMIR-RAVEN und SPIER, 2015), beim Rind (O’HARA et al.,
1970; HANSET, 1971; LENAERS et al., 1971; HANSET und LAPIERE, 1974), beim Schaf
(HELLE und NES, 1971; FJOLSTAD und HELLE, 1974; BECKER et al., 1976; DELVOYE et
al.,, 1983; RAMSHAW et al., 1983; BAVINTON et al., 1985; ANDRADE, 2014) sowie bei der
Katze (COLLIER et al, 1980; COUNTS et al, 1980; HOLBROOK et al., 1980;
LOWENSTEIN u. LOESENBECK, 2007; DOKUZEYLUL et al. 2013; WEINGART et al. 2014)
und beim Hund (PACIELLO et al., 2003; BARRERA et al., 2004; DE MENEZES et al., 2007;
TEMWICHITR et al. 2007; BELLINI et al. 2009). Bei Rind, Schaf und Katze besteht ein
autosomal-rezessiver mesenchymaler Defekt, wahrend dieser beim Hund dominant vererbt
wird. LOWENSTEIN und LOESENBECK (2007) vergleichen die Erkrankung des Ehlers-
Danlos-Syndroms der Katze mit der des Menschen, wonach die pathologisch-biochemischen
Veranderungen bei der Katze dem EDS Typ Vllc des Menschen entsprechen. Es kommt zu
einem Mangel des Enzyms Prokollagen-Peptidase, der sich klinisch in einer ausgepragten
Verletzbarkeit und teilweise Odematisierung der Haut duRert. Die Zugfestigkeit der Haut ist
beim Hund um das 40-fache, bei der Katze um das 9-fache reduziert. Bereits nach
minimalen Beanspruchungen entstehen Hautrisse, die beim Abheilen papierdinne bis
grol¥flachige Narben hinterlassen.

Beim Hund wird das Ehlers-Danlos-Syndrom in den meisten Fallbeschreibungen in
Zusammenhang mit Lahmheitserscheinungen der Hintergliedmalfien, mit einer abnormen
Uberstreckbarkeit und erhdhten Laxizitit mehrerer Gelenke sowie einer medialen
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Patellaluxation gebracht (PACIELLO et al., 2003; BARRERA et al., 2004; DE MENEZES et
al., 2007; TEMWICHITR et al. 2007; BELLINI et al. 2009). Lichtmikroskopische
Untersuchungen von Schnittpraparaten der Haut der Patienten zeigten ein geringeres
Vorkommen sowie eine unregelmalige Struktur und GréRe von Kollagenfaserbiindeln, die
teilweise fragmentiert oder verkurzt vorkamen (PACIELLO, 2003; WEINGART, 2014).
Aulerdem stellten PACIELLO et al. (2003) mittels elektronenmikroskopischer
Untersuchungen an Hautbiopsien von Hunden mit einem Ehlers-Danlos-Syndrom fest, dass
nicht nur die Kollagenfibrillen ungeordnet anstatt parallel zueinander vorlagen sowie teilweise
ausgefranst und spiralférmig waren, sondern dass auch die dermalen Fibroblasten verandert
waren. Das raue endoplasmatische Retikulum der Kollagen-produzierenden Zellen wies eine
dilatierte Form auf, und die Ribosomen waren vermindert und in Richtung Zellmembran
gedrangt. Lichtmikroskopische Untersuchungen der Gelenkkapsel bei Haussaugetieren mit
einem Ehlers-Danlos-Syndrom liegen bisher nicht vor.

Eine weitere erblich bedingte Erkrankung mit einem zugrundeliegenden Kollagen-Gendefekt
ist das Marfan-Syndrom. Bei dieser Bindegewebserkrankung kommt es durch einen
autosomal-dominanten Gendefekt am FBN1-Gen zu einer Synthesestorung der a2-Ketten
des Kollagens vom Typ | und zu einer Verminderung der elastischen Fasern. Ein
generalisierter Fibrillendefekt verursacht Veranderungen des Habitus, des kardiovaskularen
Systems und der Augen. Die Erkrankung bleibt in vielen Fallen unerkannt, wobei sie auch
zum plétzlichen Tod fihren kann. Charakteristische Symptome des Habitus sind zum einen
ein meist schmaler Korperbau mit Uberlangen Gliedmalien, ein oft nichtfamilidrer
GroRwuchs, Uberstreckbare Gelenke, Veranderungen der Wirbelsdule (z. B. Skoliose), eine
weiche Haut mit Striae und nicht selten Leistenhernien. Beim kardiovaskularen System
kommt es zu einer progressiven Erweiterung der Aorta ascendens mit Aorteninsuffizienz
oder Aortenaneurysmen, einer Mitralklappeninsuffizienz und einer dementsprechenden
Leistungsdepression. Nicht selten besteht Kurzsichtigkeit, haufig verbunden mit einer
Subluxation oder Luxation der Linsen, Netzhautabldsung, enge Pupillen und auch ein
Glaukom ist mdglich. Die Diagnose des Marfan-Syndroms beruht auf den klinischen
Manifestationen diverser Organe, sodass mehrere Spezialisten notwendig sind (WEIGANG
et al., 2006). RegelmaRige kardiologische Untersuchungen mit einem praventiven oder
therapeutischen Einsatz von Herzmedikamenten, orthopadische Mal3nahmen, evtl. vorzeitige
Pubertatseinleitung zur Wachstumsreduktion, ophthalmologische Kontrolluntersuchungen
sind hilfreich wie die allgemeine Schonung. Die mittlere Lebenserwartung ohne
Behandlungen betragt circa 32-35 Jahre, nach operativer kardiovaskularer Korrektur 61
Jahre. In der Tiermedizin ist das bovine Marfan-Syndrom beim Limousin-Rind beschrieben
(DAHME und WEISS, 2007). Ein wie beim Menschen dominant vererbter Fibrillin-Defekt
verhindert eine normale Ausreifung des Elastins und flhrt - bevorzugt an grof3en arteriellen

59



2 Literatur

Gefallen - zum Aneurysma dissecans mit konsekutiver Ruptur und Herztamponade (DAHME
und WEISS, 2007).

Die Osteogenesis imperfecta (Ol) - umgangssprachlich auch Glasknochenkrankheit
bezeichnet - ist eine genetisch heterogene Bindegewebserkrankung, bei der der Knochen
durch eine verminderte Bildung des Kollagen Typ | zum einen leicht (,wie Glas®) bricht und
zum anderen im Rontgenbild eine glasige Struktur aufweist. Es bestehen multiple Stérungen
in der Biosynthese von Kollagen Typ |, die entweder auf einem autosomal-dominanten oder
auf einem autosomal-rezessiven Gendefekt beruhen (McKUSICK, 1972; UITTO und
LICHTENSTEIN, 1976; BUTTNER und THOMAS, 2003). Beide Gendefekte sind jeweils als
eine schwerwiegende, bereits bei der Geburt klinische Form und als eine mildere, spate
Form ausgepragt (McKUSICK, 1972; UITTO und LICHTENSTEIN, 1976). Da Kollagen Typ |
rund 90% der Knochenmatrix ausmacht, betrifft die Osteogenesis imperfecta vor allem den
Stoffwechsel des Knochens aber auch des Ubrigen faserigen Bindegewebes. Klinische
Leitymptome sind eine hochgradige Knochenbrichigkeit, eine dunne Haut und
durchscheinende (blaue) Skleren. Zusétzlich leiden die Patienten oft an Verbiegungen und
Verkiurzungen der langen Réhrenknochen. Die Ausbildung des Zahnschmelzes ist ebenfalls
gestort, sodass unter dem Zahnfleisch liegende GefaRe blau durchschimmern. Beim
Menschen besteht die Therapie in dem Versuch, eine Zunahme der Knochendichte mit
Calcitonin, Calciferolen bzw. Calciferol-Metaboliten, Fluor und Bisphosphonaten zu bewirken.
Frakturen werden chirurgisch oder orthopadisch versorgt. Die Osteogenesis imperfecta
kommt beim Mensch und selten auch beim Hund und bei der Hauskatze vor (KRAMER et
al., 2004; SCHUTZ et al., 2012) Es sind auch Falle beim Léwen, Puma und Leopard
beschrieben. Pradisponierte Hunderassen sind der Collie, der Deutsche Schaferhund, der
Golden Retriever, der Pudel und der Dackel. Bei Welpen gelten als typische klinische
Symptome kongenitale bzw. kurz nach der Geburt entstandene Frakturen und
,2durchsichtige“, aufgrund der durchscheinenden Blutgefae roétlich oder blaulich gefarbte
,Glas“-Zahne (KRAMER, 2004; SCHUTZ et al., 2012). Histologisch ist die Krankheit von
einer Osteoblasteninsuffizienz sowie von einer fehlenden bzw. nur schwach ausgebildeten
primaren Spongiosa gekennzeichnet.

Weitere erblich bedingte Kollagendefekte sind unter anderem die Homocystinurie, bei der
Homocystein, ein beim normalen Methioninabbau entstehender Metabolit, in der Leber und
in den Nieren akkumuliert. Dies zieht sekundar das Bindegewebe in Mitleidenschaft, da die
angehaufte schwefelhaltige Aminosaure den Kollagenstoffwechsel hemmt. Die Erkrankung
wurde bisher nur beim Menschen festgestellt (KANG und TRELSTAD, 1973; MINOR, 1980).

Beim Menschen ist auBerdem ein genetisch bedingter, gesteigerter Kollagenabbau
bekannt (BUTTNER und THOMAS; 2003). Bei dieser Erkrankung besteht ein
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Proteaseninhibitor-Mangel. Folglich kommt es zu einem gesteigerten Kollagen- und
Elastinabbau, da die lysosomalen Kollagenasen und Elastasen ungenigend gehemmt
werden. Im Zuge dessen entsteht ein Lungenemphysem sowie eine Haut- und
Gelenkshyperelastizitat, die dem Ehlers-Danlos-Syndrom sehr dhnlich ist (BUTTNER und
THOMAS; 2003).

2.4.10.2 Erworbene Storungen des Kollagenmetabolismus

Viele Erkrankungsprozesse verursachen Gewebeschaden und infolgedessen geschieht eine
Stimulation von Fibroblasten und Mesenchymzellen. Die Art und Weise dieses lokalisierten
Reparaturprozesses steht den generalisierten, regulatorischen Mechanismen bei erblich
bedingten  Erkrankungen des  Kollagenstoffwechsels  gegeniber. Der lokale
Reparaturmechanismus besteht meistens sowohl in einer Zellproliferation als auch in einer
Synthese der Matrixbestandteile (FOSSUM, 2011).

2.4.10.2.1 Erworbene Veranderungen der synthetisierten Kollagen Typen

In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass sich die synthetisierten Kollagen Typen bei
der Differenzierung und im Laufe des Alterungsprozesses des Gewebes verandern (HAY,
1973; EPSTEIN, 1974; SHUTTLEWORTH et al., 1975). Ebenso kommt es in verschiedenen
Stadien der Wundheilung zu Veranderungen der Syntheseaktivitat von Mesenchymzellen,
die auf ihre veranderten Bedingungen in der Umgebung angepasst reagieren (MINOR, 1973;
HAY, 1973; REDDI et al. 1977). So geschieht beispielsweise im frihen Stadium der Heilung
eine vermehrte Synthese an Kollagen Typ Il (BAILEY et al., 1975; GABBIANI et al., 1976;
KNAPP et al.,, 1977). Kollagenfasern andern im Verlauf der Heilung ihre Orientierung und
vernetzen sich starker untereinander, was zu einer erhohten Wundstabilitat fihrt. Da sich die
Fasern entlang der Spannungslinien ausrichten, verschwinden Fasern, die nicht
entsprechend verlaufen, wahrend funktionell orientierte Fasern an Umfang zunehmen
(FOSSUM, 2009). In einem weiteren Stadium werden die Kollagenfasern vom Typ Il in ihrer
Menge weniger, wahrend die Kollagenfasern vom Typ | zunehmen (BAILEY et al., 1975;
WEBER et al., 1978; FOSSUM, 2011).

Zu einem pathologischen Reparaturmechanismus kommt es, wenn die normale Kollagen-
Biosynthese bezlglich der exprimierten Typen fehlgesteuert ist. So ist zum Beispiel eine
geringe Zunahme der Kollagenfasern vom Typ Il im Narbengewebe normal, wahrend eine
Uberexpression dieses Fasertyps zu einem abnormen Fasergewebe fiihrt (WEBER et al.,
1978). Im Gegensatz dazu kommt es im interlobuldren Raum der Leber in der akuten
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Heilungsphase zu einer vermehrten Bildung an Kollagen Typ Ill. Eine gesteigerte Synthese
an Kollagen Typ | kommt hingegen in den Arealen einer irreversiblen oder zirrhotischen
Schadigung der Leber vor (WICK et al., 1978). Ahnliche Veranderungen entstehen im
osteoarthritisch veranderten Gelenkknorpel, wo vermehrt Kollagen Typ | statt Kollagen Typ I
synthetisiert wird (NIMNI, 1973). Ebenso ist die Syntheseleistung der Fibroblasten in
neoplastisch verandertem Gewebe gestért. So kommt es beim Fibrosarkom zu einer
vermehrten Produktion an Kollagen Typ Ill in Bereichen, wo normalerweise vorwiegend
Kollagen Typ | aufgebaut wird (MATSUBAYASHI et al., 1977).

2.4.10.2.2 Erworbene Veranderungen in der synthetisierten Menge an Kollagen

Veranderungen in der Menge des synthetisierten Kollagens bei erworbenen Erkrankungen
und Reparaturprozessen fihrt zu deutlicher ausgepragten Veranderungen als eine
Modifikation des Kollagen Typs (McCLAIN et al., 1973; BARNES et al., 1976; GABELLA und
YAMEY, 1977; KNAPP et al., 1977). Ein Ubermal an neu synthetisierten Kollagenfasern
stellt vor allem in parenchymatdsen Organen wie der Leber, der Lunge, den Nieren und dem
Gastrointestinaltrakt ein Problem dar. Fibrosierende Prozesse in der Lunge, zirrhotische
Veranderungen in der Leber oder Verdickungen im Verdauungstrakt als Folgen einer
hochgradigen Schadigung und/oder einer andauernden Entziindungsreaktion behindern
diese elastischen Gewebe in ihrer Funktionausfihrung (NIMNI, 1973; KIVIRIKKO und
RISTELI, 1976; PEREZ-TAMAYO, 1978). Im Bereich der entziindeten Lasion dient Fibrin als
Transmitter fir die Fibroblasten, ihre Synthesetatigkeit zu aktivieren, was der entscheidende
Schritt fir eine folgende vermehrte Produktion an Kollagenfasern ist (SHOSHAN und
GROSS, 1974). Die Menge an Fibrin im geschadigten Gewebe wird von der Flache der
Schadigung und von der Art der Schadigung bestimmt. In den meisten Heilungsprozessen ist
eine vermehrte Biosynthese an Kollagen durch eine gesteigerte Aktivitat der Prolyl- und
Lysylhydroxylase, eine vermehrte Akkumulation l6slicher Kollagene und eine Vermehrung
zerlegbarer Cross-links im Gewebe gekennzeichnet (KIVRIKKO und RISTELI, 1976). Doch
nicht nur eine Vermehrung der Kollagene zeichnet die Reparaturprozesse aus, sondern auch
eine gesteigerte Synthese Ubriger Matrixbestandteile sowie eine Vermehrung der
Fibroblasten im geschadigten Bereich.

2.410.2.3 Erworbene Verdanderungen in der Hydroxylierung von Prolin und Lysin

Vitamin C (Ascorbinsaure) ist fur die Hydroxylierung der Aminosauren Prolin und Lysin in
der Weise von Bedeutung, als dass es als Koenzym der Prolyl- und Lysylhydroxylase
fungiert. Folglich fihrt ein Vitamin C-Mangel zu einer Synthesestérung des Kollagens, wie es

62



2 Literatur

beim Skorbut der Fall ist. Bei dieser Mangelkrankheit kdnnen keine stabilen Tripelhelices
gebildet werden, da ein Defizit an Ascorbinsaure die Schmelztemperatur von Kollagen auf
23°C senkt, welche im normalen bei 39°C liegt. Daher gehen helikale Strukturen beim
Skorbut bei normaler Kérpertemperatur schneller wieder zugrunde als sie gebildet wurden.
Frihe Anzeichen der Erkrankung sind Zahnausfall und Blutungen sowie Hamatome, da
BlutgefalRe briichig werden.

Eine ahnliche Wirkung auf die Hydroxylierung von Prolin und Lysin haben Corticosteroide.
Sie verhindern ebenso die Stabilisierung der Tripelhelix, in diesem Fall bei normaler
Korpertemperatur. Neu synthetisierte Kollagenfasern zerfallen unmittelbar nach ihrem
Entstehen, was Dbeispielsweise in einem Wundbett die Zugwiderstandskraft des
Gewebedefekts reduziert (HARALDSSON et al., 2009; CAMPAGNOLO et al., 2010; ZHOU
etal, 2011).

Des Weiteren konnten KIVIRIKKO und RISTELI (1976) durch in vitro Studien nachweisen,
dass eine hochgradige Hypoxie und Chelatbildung von Eisenionen ebenfalls die

Hydroxylierung von Prolyl- und Lysylresten hemmt und eine Hypovitaminose C nachahmt.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Fragestellungen der eigenen Untersuchungen:

1. Wie ist die Gelenkkapsel eines gesunden Kniegelenkes beim Hund aufgebaut?

2. Lassen sich aus histomorphologischer Sicht strukturelle Veranderungen in der
Gelenkkapsel von Hunden mit kongenitaler Patellaluxation im Hinblick auf den Aufbau und
die Ausbildung ihrer Schichten, Gefalle, Zellen und Zellprodukte feststellen?

3. Aus dem Blickwinkel der Immunhistochemie: Gibt es Unterschiede im Verteilungsmuster
und Auspragungsgrad der untersuchten Kollagen Typen?

3.1. PATIENTEN UND MATERIAL
3.1.1. Patienten

Es wurden insgesamt 73 Hunde unterschiedlicher Rassen, unterschiedlichen Alters und
Geschlechts fir diese Studie untersucht. Bei fiunf Tieren wurden beide Kniegelenke operiert.
Dementsprechend kamen von diesen Patienten Gelenkkapsel-Proben beider Kniegelenke zur
Untersuchung. Somit wurden insgesamt 78 reprasentative Gelenkkapselproben verarbeitet
und analysiert. Die Proben stammen von Hunden 26 verschiedener Rassen und von 24
Mischlingen dieser und anderer Rassen. Am haufigsten vertreten war der Chihuahua mit 11
Tieren und einem Chihuahua-Mischling, gefolgt von 6 Yorkshire Terriern und einem Yorkshire
Terrier-Mischling. Weiterhin nahmen 4 West Highland White Terrier und jeweils 3 Malteser und
Zwergpudel an der Studie teil. Gelenkkapselproben wurden von je 2 Boxern, Shar Peis,
Cavalier King Charles Spaniel, American Staffordshire Terrier, Prager Rattler, Bolonka Zwetna
und von je einem Shih Tzu, Pekinese, Chinesischer Schopfhund, Boston Terrier, Shetland
Sheepdog und Shetland Sheepdog-Mischling, Deutsche Dogge, Tibet Terrier und Tibet
Terrier-Mischling, Franzosische Bulldogge, Beagle, Border Collie, Collie-Mischling, Basset
fauve de Bretagne, Podenco Canario-Mischling, Deutscher Schaferhund-Mischling, Russkiy
Toy, Akita Inu, Kaukasischer Owtscharka-Mischling, Leonberger, Rehpinscher, Rehpinscher-
Mischling und einem 20 kg schweren Mischling gewonnen. 7 weitere Mischlinge der Studie
wogen bis 10 kg und ebenso viele zwischen 10 und 20 kg. Die Tiere waren Patienten der Klinik
und Poliklinik fir kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin und wurden zwischen Juni 2010
und November 2012 diagnostiziert und operiert. Fast alle (n = 76) wurden wegen einer
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Lahmheit vorgestellt und nach Diagnosestellung am Kniegelenk oder dem
Oberschenkelknochen operiert.

3.1.2. Untersuchungsmaterial

Es konnten 59 Proben im Rahmen der operativen Versorgung einer Patellaluxation
entnommen werden. Sie bilden die Gruppe der ,kranken® Tiere. FUr eine Vergleichsgruppe
wurden Gelenkkapsel-Proben wahrend der operativen Versorgung eines Kreuzbandrisses (n
= 11) oder einer distalen Femurfraktur (n =2) entnommen. Auf3erdem wurde bei einem Hund
eine Gelenkkapsel-Probe unmittelbar post mortem gewonnen, nachdem das Tier intraoperativ
aufgrund einer infausten Prognose wegen eines rupturieten Darmes nach
Fremdkodrperaufnahme euthanasiert werden musste. Von einem Hund wurden Bioptate lateral
der Kbniegelenkkapsel entnommen, nachdem er wegen altersbedingter Krankheiten
eingeschlafert werden musste. Als Kontrollen werden in den folgenden Abschnitten dieser
Arbeit nur die Proben der toten Tiere bezeichnet. Die Proben der Vergleichsgruppe teilten sich
somit in zwei Untergruppen: Gelenkkapsel-Bioptate gesunder Kniegelenke (Femurfraktur,
Kontrollen) und Bioptate von pathologisch veranderten Kniegelenken (Kreuzbandriss) (siehe
Tabelle 9, S. 97). Die Gelenkkapsel-Proben wurden nach der Entnahme im Labor des Instituts
fur Veterinar-Anatomie (Fachbereich Veterinarmedizin der Freien Universitat Berlin) in
unterschiedlichen  Arbeitsschritten  fir verschiedene histologische und mehrere
immunhistochemische Darstellungsmethoden prapariert und lichtmikroskopisch ausgewertet.
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3.2. METHODEN

3.2.1. Probenentnahme und -aufbereitung

Im Zuge der operativen Versorgung einer Patellaluxation bzw. eines Kreuzbandrisses wurde
die Gelenkkapsel-Probe nach Freipraparation des Kniegelenkes lateral parapatellar mit dem
Skalpell (Aesculap®, USA) entnommen. Wurde eine Femurfraktur osteosynthetisch versorgt,
wurde der Zugang kniegelenksnah genutzt, um auch das Gelenkkapsel-Bioptat lateral
parapatellar zu entnehmen. Die post mortem Gewinnung der Probe war identisch.

3.2.1.1. Intraoperative Enthahme der Kniegelenkkapselprobe

Nach Inzision der Gelenkkapsel lateral parapatellar etwa auf 2 Uhr (linkes Kniegelenk) und auf
10 Uhr (rechtes Kniegelenk) mit dem Skalpell (siehe oben) wurde, je nach Volumen der
Gelenkkapsel bzw. je nach GroRe des Tieres, ein etwa 0,5 cm? bis 2 cm? groRes Bioptat
entnommen. Fur die spatere Orientierung im Praparat wurde auf den Musculus vastus lateralis
geachtet, der proximal in die Gelenkkapsel einstrahlt. Wesentliche Grundlagen flir diese
Lokalisation der Entnahmestelle waren die Gewahrleistung guter Bedingungen fir den
Heilungsprozess sowie eine Straffung der Gelenkkapsel.

3.2.1.2. Fixierung

Die Proben wurden unverziglich nach Entnahme in ein eigenes, verschlieRbares Plastikgefal’
mit phosphatgepufferter 4%iger Formaldehydlésung verbracht. Das Verbleiben in dieser
Lésung fir einen bestimmten Zeitraum, das sogenannte Fixieren, dient der Unterbrechung und
Festlegung der komplexen intra- und supravitalen Stoffwechselprozesse des Gewebes und
soll die postmortalen Zerfallserscheinungen verhindern (MULISCH und WELSCH, 2010).
Demnach ist bei geeigneten Fixierungsbedingungen die Erhaltung des augenblicklichen
Zustands und damit der treu festgehaltenen Struktur des Gewebes zu erwarten. Damit das
Fixans die Probe zur Ganze durchdringen konnte, musste die Anforderung, dass das Volumen
der Fixierungslosung dem 20fachen Probenvolumen entspricht, erfiillt sein (MULISCH und
WELSCH, 2010). Es wurden dementsprechend grofRe Behaltnisse verwendet, um durch das
freie Schwimmen der Gelenkkapsel-Bioptate die allseits ungehinderte Diffusion der
Fixierungslosung in das Gewebe gewahrleisten zu kdénnen. Um die Autolyse der vorerst
unfixierten Gewebeanteile weitestgehend zu hemmen, wurde die L6sung sowohl vor als auch
nach dem Einbringen der Bioptate im Kihlschrank bei +4°C gelagert. Wurde die Lésung im
Falle von Blutriickstadnden verunreinigt, so wurde sie am darauffolgenden Tag gewechselt und
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gegebenenfalls ebenso an den folgenden Tagen erneuert. Die Einwirkdauer der
Fixierflissigkeit wurde auf 24 bis 96 Stunden begrenzt.

3.2.2. Lichtmikroskopische Techniken

3.2.2.1. Vorbereitung fiir die Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Gelenkkapsel-Bioptate erfolgte an
Paraffinschnitten. Jedes Bioptat wurde anhand von drei verschiedenen histologischen sowie
jeweils sechs unterschiedlichen immunhistochemischen Farbungen in mehrfacher Ausfliihrung
analysiert. Trotz verschiedener Herstellungsablaufe der unterschiedlich gefarbten Praparate,
galten fur das Prozedere der Probenvorbereitung die gleichen Prinzipien. Die folgenden

Punkte gehen kurz auf diese Verfahren der Vorbereitung auf die Lichtmikroskopie ein.

3.2.2.1.1. Auswaschen und Entwassern der Praparate

Das Ziel der so genannten Auswaschung des Praparats ist, die Fixierlésung vollstandig aus
dem Gewebe zu schwemmen. Reste von Fixierldsungen in Praparaten kdnnen einerseits die
Qualitédt der Einbettung negativ beeinflussen und wirken sich andererseits stérend auf
nachfolgenden Farbungen der Gewebeschnitte aus, indem unschdne Artefakte entstehen
kénnen (MULISCH und WELSCH, 2010). Das Auswaschen erfolgt im Fall der Fixierung mit
Formaldehyd in Leitungswasser (MULISCH und WELSCH, 2010). Alle Gelenkkapsel-Proben
wurden demnach flr drei Stunden unter laufendem, kiihlem Leitungswasser gespllt, nachdem
sie jeweils in eine Standardplastikkasette (Eurocassette®, Fa. Reichert-Jung, Heidelberg,
Deutschland) mit eindeutiger Probenkennzeichnung verbracht wurden. Diese Wassersiebe mit
gegittertem Boden und Deckel eigneten sich aullerdem flir die spatere Paraffineinbettung,
indem die Bodenteile als Rahmen zum AusgieflRen der eingebetteten Blocke fungierten. Somit
verblieben die Proben bis zur Einbettung in diesen Plastiksieben und es entfiel im weiteren ein
erneutes Beschriften und damit die Gefahr der Verwechslung der Proben. Die Abwesenheit
von Formaldehyd wurde nach dem Auswaschen durch Zusatz eines Tropfens SCHIFFsches
Reagenz gepruft. Die violette Verfarbung des Leitungswassers zeigt die Anwesenheit von
Aldehyden an. Sobald das Leitungswasser ungefarbt blieb, konnte mit der Entwasserung der
Bioptate weiterverfahren werden.

Die Entwasserung des Gewebes in Alkohol ist fir die nachfolgende Einbettung im nicht mit
Wasser mischbaren Einbettmedium Paraffin notwendig. Hierfur wurden die Proben
schrittweise in 50-, 60-, 70-, 80- und 96%igen Alkohol gebracht, bevor sie in absolutem Alkohol
ganzlich entwassert wurden. Das stufenweise Vorgehen in aufsteigender Alkoholreihe ist fir

67



3 Eigene Untersuchungen

eine Geringhaltung der Zerreilung bei Schrumpfung des Gewebes wahrend der
Entwasserung unabdingbar (MULISCH und WELSCH, 2010), zumal sich das Bindegewebe
der Gelenkkapsel ohnehin als sehr faserreich und zell- , fett- und wasserarm darstellt/erweist
und dadurch von Natur aus leichter zu Austrocknung und ZerreiBung neigt. Die Dauer des
Aufenthalts in den einzelnen Alkoholstufen richtete sich nach den Angaben laut MULISCH und
WELSCH (2010), wonach Praparate mit einer Dicke von 3 - 5 mm zwei bis vier Stunden in den

einzelnen Gefallen belassen werden.

Als Intermedium diente Xylol nach der Entwasserung zur Entfernung des Alkohols aus den
Gewebeproben. Das ist eine wichtige Voraussetzung fir eine optimale Schneidbarkeit und
eine geringe Sprodigkeit von Paraffinmaterial (MULISCH und WELSCH, 2010). Die
Verweildauer in der Zwischenflissigkeit, aufgeteilt auf zwei Portionen, belief sich insgesamt
auf einen Zeitraum von 2 - 4 Stunden.

3.2.2.1.2. Einbettung

Vom Intermedium wurden die Praparate zunachst in eine mit Paraffin gesattigte Xylol-Lésung
gebracht. Nach dem Durchtrdnken mit dieser Xylol-Paraffin-Losung wurden die
Gewebeproben anschlieRend in geschmolzenes, reines Paraffin (Paraplast®, Fa. Shandon
Labortechnik GmbH, Frankfurt, Deutschland) mit einer Temperatur von 60°C in den
Warmeofen Ubertragen. Da anfangs das Paraffin durch das austretende Xylol verunreinigt wird
(MULISCH und WELSCH, 2010), erfolgte die standardmaRige Passage der Proben durch
insgesamt drei Paraffin-Bader. Richtwert fur die Dauer des Durchtrankens war, den Vorgaben
von MULISCH und WELSCH (2010) zufolge, die Dicke der Gewebeproben. Demnach sollten
Praparate mit einer Dicke von etwa 3 - 5 mm, wie sie gleichermallen bei den Gelenkkapsel-
Bioptaten vorlag, im ganzen zwei Stunden in flissigem Paraffin verweilen. Schlief3lich wurden
die Gelenkkapsel-Bioptate einzeln von Hand in 2 x 3 cm grof3e Metallférmchen ausgegossen.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Gelenkkapsel-Proben mit ihrer senkrecht zur
Oberflache der Gelenkkapsel gelegenen Schnittkante senkrecht auf den Boden der
Einbettform aufliegen, damit beim darauffolgenden Schneiden der Paraffinblécke mdglichst
alle Schichten der Gelenkkapsel angeschnitten wurden. Zu guter Letzt erstarrten die
Parraffinblécke durch die Kihlung auf einer eisgekuhlten Ablageflache.

3.2.2.1.3. Schneidetechnik

Von den ausgeharteten Paraffinbldcken wurden mit einem Schlittenmikrotom (Jung Histoslide
2000R®, Fa. Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) Schnitte mit einer Dicke von
4 ym angefertigt. Die so entstandenen Scheiben lagen zunachst in gestauchter und gewellter
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Form vor und mussten zuerst durch schonendes Erwarmen im Wasserbad mit destilliertem
Wasser bei rund 40 °C gestreckt werden. AnschlieRend konnten sie auf silanisierte
Objekttrager (HistoBond®, Firma Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland) gezogen
werden. Objekttrager, die fir die immunhistochemischen Farbungen bestimmt waren, mussten
bestandig flr die nachfolgenden Arbeitsschritte sein. Zur besseren Haftung der Schnitte auf
dem Objekttrager erwies es sich daher flr auRerordentlich nutzbringend, die Objekttrager
unmittelbar vor dem Aufziehen des Schnittes mit einem Klebemittel, hergestellt nach dem
Patentrezept EP0872533A2 (HOFLER, 1998) aus einem handelsiblichen Klebstoff (Pritt
Bastelkleber®, Fa. Henkel KGaA, Dusseldorf, Deutschland) und Poly-L-Lysin (Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) im Mischungsverhaltnis 1:1, zu beschichten. Verwendbare
Schnitte mussten faltenfrei und ohne Luftblasen zwischen Schnitt und Glas sein. Zum
Trocknen wurden die Schnittpraparate fur mindestens 12 Stunden (bzw. Uber Nacht) in den
Brutschrank bei etwa 37°C bis 45°C gegeben.

3.2.2.2. Farbetechniken
3.2.2.2.1. Entparaffinieren - Vorbereitung der Schnittpraparate

Farbeldsungen bestehen aus geldsten, pulverformigen Farbstoffen. Aufgrund dieser
Voraussetzung muissen die Schnittpraparate vor den verschiedenen Farbeprozessen
vollstandig von ihrem Einbettmittel, dem hydrophoben Paraffin, befreit werden. Dafur wird das
Losungsmittel Xylol genutzt, das als Zwischenflussigkeit zwischen hydrophilen und
hydrophoben Substanzen dient. Man entparaffiniert unmittelbar vor jeder Farbung und nur
soviele Praparate, wieviele im anschlieRenden Farbeprozess ohne Verzégerungen zwischen
den einzelnen Farbeschritten gehandhabt werden kdnnen. Nur auf diese Weise ist ein
Farbeergebnis von optimaler Qualitdt zu gewahrleisten. Eine fehlerhafte Entfernung von
Paraffin aus den Schnittpraparaten kann aullerdem im Fall der Immunhistochemie zu
Stérungen im Farbemuster der nachfolgenden Immunreaktion fihren (Farbeprotokoll nach
DCS Innovative Diagnostic-Systeme, Hamburg, Deutschland) und die unspezifische
Hintergrundfarbung erhdéhen (Bier et al., 1995).

Entparaffiniert und rehydratisiert wurden die Gelenkkapsel-Schnittpraparate folgendermafen:

- Xylol 2 x 10 Minuten

- 100% Ethanol 2 x 3 Minuten
- 96% Ethanol 1 x 3 Minuten
- 90% Ethanol 1 x 3 Minuten
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-  80% Ethanol 1 x 3 Minuten
- 70% Ethanol 1 x 3 Minuten

Nachdem die Praparate entparaffiniert wurden, mussten sie in der absteigenden Alkoholreihe
rehydratisiert werden. AnschlieRend verweilten sie fir 1 - 2 Minuten in destilliertem Wasser.
Danach waren die Schnittpraparate fir die verschiedenen Farbeldésungen bereit.

3.2.2.2.2. Histologische Ubersichtsfirbungen

Als histologische Farbung im eigentlichen Sinn bezeichnet man die Art der Schnittfarbung,
bei der ein Farbstoff, der in Lésung angeboten wird, an definierte Gewebestrukturen bindet
(MULISCH und WELSCH, 2010). Von der Duchfliihrung der Schnittfarbung her unterscheidet
man progressive und regressive Techniken. Beim progressiven Farben lasst man die
Schnitte so lange in der Farblésung, bis sie genligend gefarbt sind. Dabei kann man das
Fortschreiten der Farbung von Zeit zu Zeit kontrollieren und nach Wunsch fortsetzen. Beim
regressiven Farben hingegen wird der Schnitt zuerst tiberfarbt und dann der Uberschuss der
Farbe durch Auswaschen, das sogenannte Differenzieren, in einer geeigneten Flissigkeit
wieder entfernt. Farbezeiten richten sich nach Konzentration der Farbstofflésungen und nach
der Farbetemperatur. Ebenso beeinflusst die Schnittdicke den Ablauf der Farbungen
entscheidend (MULISCH und WELSCH, 2010).

Die verschiedenen histologischen Farbungen der Kniegelenkkapsel-Bioptate sollten zusatzlich
zu den spezifischen, immunhistochemischen Antikorperreaktionen einerseits einen fundierten
Uberblick Uber die einzelnen histomorphologischen Strukturen der Kniegelenkkapsel des
Hundes geben und andererseits im Vergleich zu gesunden Bioptaten etwaige pathologische

Veranderungen zu erkennen geben.

Es wurden vier verschiedene histologische Farbungen durchgefiihrt:

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

kombinierte Elastikafarbung nach WEIGERT (1898) und MASSON (1929) - GOLDNER
(1938)

Kombinierte WEIGERT (1898) - VOLKMANN-STRAUR (1934)

Fibrinfarbung nach LADEWIG (1938)

Von jedem Bioptat wurden bei jeder dieser Farbungen mindestens drei Objekttrager a zwei
Schnitte angefertigt. Auf diese Weise konnte man die Farbungen an verschiedenen
Praparaten zu einem Tier Uberprifen und vergleichen.
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3.2.2.2.2.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bei der Vielzahl an verschiedenen histologischen Farbungen, die im Laufe der letzten 120
Jahre entwickelt worden waren, hat sich unter anderem die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) neben den sogenannten Spezialfarbungen als Routine- und Ubersichtsfarbung
durchgesetzt. Sie ist wohl die alteste der Doppelfarbungen und lasst sich aulerdem auf
vielerlei Weise modifizieren (MAYER, 1920). Die Kerne werden dabei stets mit einer
Hamatoxylin-Zubereitung progressiv und sehr stabil angefarbt. Danach erfolgt die regressive
Gegenfarbung des Plasmas mit einem dafir geeigneten Farbstoff, fir den im Fall der HE-
Farbung der Kniegelenkkapsel-Praparate das standardmafRig verwendete Eosin gewahit
wurde. Folgende Farbeanleitung fur die HE-Farbung wurde verwendet (MULISCH und
WELSCH, 2010):

1. Entparaffinierte Schnitte werden dem destillierten Wasserbad entnommen.
Farben der Kerne in 0,1%iger MAYER'S Hamatoxylin (5 Minuten)

Kurz spulen in destilliertem Wasser

Blauen in lauwarmem Leitungswasser (5 Minuten)

Gegenfarbung des Gewebes in 1%iger wassriger Eosinldsung (3 Minuten)
Kurz sptlen in destilliertem Wasser

Differenzieren in 70%igem Ethanol

© N o a0 A WD

Entwéassern in aufsteigender Alkoholreihe (96%iger, 3 x 100%iger Alkohol, jeweils 3
Minuten)

9. Klaren in Xylol

10. Eindecken der Schnittpraparate mit Deckglaschen (Firma Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland) und Einschlussmittel (Roti®-Histokitt, Fa. Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland)

3.2.2.2.2.2. Kombinierte Weigert-Masson-Goldner-Farbung

Fur die differenzierte Bindegewebsdarstellung stehen in der Histologie verschiedene
Farbungen zur Verfigung. Die Mehrzahl der Bindegewebsfarbungen gehort zu der Gruppe
der sogenannten Trichromfarbungen, bei denen - wie schon die Bezeichnung aufzeigt - drei
verschiedene Farbstoffe eingesetzt werden. Das Grundprinzip dieser Farbungen ist folgendes:
Die Molekllgrélie der eingesetzten Farbstoffe, elektrostatische Farbstoffbindungen und die
Gewebetextur bestimmen, welche Struktur durch welchen Farbstoff angefarbt wird (LANG,
2006; MULISCH und WELSCH, 2010). Kleinere Farbstoffmolekile dringen zwar schneller in

71



3 Eigene Untersuchungen

das Gewebe ein, grolere Partikel jedoch sind im Stande, die kleineren wiederum zu
verdrangen. Die Vorstellungen Uber die Farbemethode sind nicht bis ins Detail geklart
(MULISCH und WELSCH, 2010). Das Besondere der Trichromfarbungen ist jedoch, dass sie
nicht nur zur Darstellung der Kollagenfibrillen dienen, sondern sie auch gegen Epithelgewebe

und/oder Muskelgewebe differenzieren.

Mittels einer Trichromfarbung sind die kollagenen von den elastischen Fasern in ein und
demselben Praparat zu unterscheiden. Dazu wurde die kombinierte WEIGERT-MASSON-
GOLDNER-Farbung verwendet. Zum einen sollten mit der MASSON-GOLDNER-Farbung die
kollagenen Fasern und zum anderen mit der Rezeptur nach WEIGERT (1898) die elastischen
Fasern gefarbt werden.

Folgendes Farbeprotokoll wurde fir die Kniegelenkkapsel-Proben verwendet:

-_—

Entparaffinierte Schnitte werden aus dem destillierten Wasserbad genommen.
Elastinfarbung in Resorcinfuchsin-Lésung (10 - 30 Minuten)

Auswaschen in Leitungswasser (1 Minute)

Mikroskopkontrolle: Elastische Fasern sollen violett auf rosa Hintergrund erscheinen.
Gegenfarbung der Kerne mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat (5 - 10 Minuten)

Kurzes Spilen in Leitungswasser

Kurzes Spulen in destilliertem Wasser

Differenzierung des Resorcinfuchsins in 70 — 80%igem Ethanol
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Kurzes Spiilen in destilliertem Wasser

-
o

. Farben des Zytoplasmas in Ponceau-Saurefuchsin (5 Minuten)

—_—
—

. Differenzieren in 1%iger Essigsaure (5 Sekunden)

—_
N

. Beizen und Farben in Phosphorwolframsaure-Orange G (30 Minuten)

N
w

. Differenzieren in 1%iger Essigsaure (5 Sekunden)

—_
N

. Farben des Gewebes in Lichtgriin (10 - 15 Minuten)

N
(&)}

. Differenzieren in 1%iger Essigsaure

—_
(0]

. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe ( 96%ig, 3 x 100%ig, jeweils 3 Minuten)

—_—
~

.Klaren in Xylol

-
(0]

. Eindecken mit Histokitt und Deckglas
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3.2.2.2.2.3. Kombinierte Weigert-Volkmann-Strau3-Farbung

Da sich in der kombinierten WEIGERT-MASSON-GOLDNER-Farbung die elastischen Fasern
in einigen Praparaten farblich nicht gut von den kollagenen Fasern unterscheiden lieRen,
wurde zusatzlich die Farbung nach VOLKMANN-STRAUR verwendet.

Zur gleichzeitigen Darstellung von Elastin, Muskulatur und Kollagen etwa fir die
Unterscheidung von GefalRwanden, empfehlen VOLKMANN und STRAUR (1934) ein an das
HEIDENHAINsche Azan angelehntes Verfahren, bei welchem Resorcin-Gentaviolett zur
Farbung des Elastins, Azokarmin G zur Farbung von Kern-Plasma-Muskeln und Naphtolgrin
B zur Kollagenfarbung dienen. Zwischen den Farbungen wird mit 70 - 95%igem Alkohol und
Wasser und mit gewechselter Phosphorwolframsaure behandelt. Der Einschluss erfolgt wie

gewohnlich nach stufenweiser Entwasserung in Alkohol.

3.2.2.2.2.4. Fibrinnachweis nach Ladewig

Die Farbung nach LADEWIG hat sich vor allem in der pathologisch-histologischen Diagnostik
als gangige Farbemethode durchgesetzt. Sie erlaubt aufder einer deutlichen Kollagenfarbung
eine klar hervorgehobene Fibrinfarbung und weist somit auf pathologische Veranderungen
hin. Die Farbemethode lasst sich an beliebig fixiertem Material durchfliihren und ist auf3erst
stabil. Sie liefert gleichmalig und niederschlagsfreie Praparate mit sehr konstanten
Resultaten. Das Gesamtbild gestaltet sich durch die Verfeinerung der Kontraste sehr
Ubersichtlich  (LADEWIG, 1989). Damit soll die Beurteilung pathologischer
Gewebeveranderung im Sinne einer Entziindung erleichert werden. Folgendes Farbeprotokoll

wurde verwendet:

1. Entparaffinierte und rehydratisierte Schnittpraparate kommen aus dem destillierten
Wasser

Farben der Kerne in WEIGERTSs (1898) Eisenhamatoxylin (5 Minuten)

Kurzes Spulen in destilliertem Wasser (10 Sekunden)

Kurzes Spulen in Leitungswasser (10 Sekunden)

Beizen in 5%iger Phosphorwolframsaure (3 Minuten)

Kurzes Spiilen in destilliertem Wasser (10 Sekunden)

Farbung in der LADEWIG-L6sung (4 Minuten)

© N o g b~ 0D

Sehr kurzes Spllen in destilliertem Wasser
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9. Entwassern in 96%igem Ethanol und weiter in der aufsteigenden Alkoholreihe (3 x
100%iger Ethanol)

10. Klaren in Xylol

11. Eindecken mit Histokitt und Deckglas

3.2.2.2.3. Immunhistochemie

Seit den 1980er Jahren wird die klassische Histotechnik durch die Immunhistochemie erganzt.
Dabei sollen durch immunhistochemische Farbemethoden mittels AntikGrpern antigene
Strukturen von Zellen nachgewiesen werden (DENK, 1989). Der Nachweis von
Zelleigenschaften beruht hier auf dem Prinzip der Antigen-Antikérper-Reaktion (Immun-),
welches in der direkten Immunhistochemie mit einer enzymatischen Reaktion gekoppelt ist.
Wo in der klassischen Histologie die Hauptbindungskrafte lonenbindungen sind, welche saure
Farbstoffe an basische Proteine binden, erfolgt in der direkten Immunhistochemie die
Farbreaktion zum Beispiel durch einen Enzymnachweis nach Bindung eines Antikdrpers an
ein Antigen. Um einen Vergleich zwischen der Bindegewebsstruktur von gesunden und
kranken Kniegelenkkapseln zu etablieren, sollte das Verteilungsmuster verschiedener
Kollagentypen im Zielgewebe mittels unterschiedlicher Antigen-Antikbrper-Reaktionen
untersucht werden. Es wurden folgende Kollagen Typen zur Untersuchung ausgewahlt, deren
an canines Gewebe angepasstes Farbeprotokoll im Anschluss erlautert wird:

- Kollagen Typ |

- Kollagen Typ Il
- Kollagen Typ IV
- Kollagen Typ VI
- Kollagen Typ X

Tabelle 1: Herstellerangaben zu den verwendeten Antikdrpern

Antikorper gewonnen aus Antigen gewonnen aus reagiert mit
Polyclonal rabbit

anti-Collagen | . humaner und boviner Mensch, Maus, Ratte,
antibody Kaninchenserum Plazenta Rind, Ziege, Pferd

Abcam - ab34710
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Polyclonal rabbit
anti-Collagen lil
antibody

Abcam - ab7778

Kaninchenserum

humaner und boviner

Plazenta

Mensch, Maus, Ratte,
Rind

Polyclonal rabbit
anti-Collagen IV
antibody

Abcam - ab6586

Kaninchenserum

humaner und boviner

Plazenta

Mensch, Maus, Ratte,
Rind, Schwein

Polyclonal rabbit
anti-Collagen V
antibody

Abcam - ab7046

Kaninchenserum

humanem und bovinem

Pankreas

Mensch, Maus

Polyclonal rabbit
anti-Collagen VI
antibody

Abcam - ab6588

Kaninchenserum

humaner und bovines

Plazenta

Mensch, Maus, Ratte,
Rind, Schwein, Hund,
Kaninchen

Polyclonal rabbit
anti-Collagen X
antibody

Abcam - ab58632

Kaninchenserum

Chondrsarkom-Zellen der

Ratte

Mensch, Maus, Ratte,
Rind, Kaninchen

Tabelle 2: Angaben zu den Konzentrationen der Antiseren mit den entsprechenden

Empfehlungen zur Verdinnung und der optimierten Verdlinnungen flir die caninen

Gelenkkapsel-Proben.

Sekundér-Antikérper,
Konzentration empfohlene verwendete Konzentration,
Antikérper Antiserum Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung
Donk ti-Rabbit 1IgG
Polyclonal rabbit anti- i oY Abcamy,
. keine (Abcam),
Collagen | antibody 1,00 mg/ml 1/50
Angaben 0,5 mg/ml,
Abcam - ab34710 1/300
Donk ti-Rabbit 1IgG
Polyclonal rabbit anti- o ey(:tr)wclama) oo
Collagen Ill antibody 1,00 mg/ml 1/1000 1/100 05 mg/mi
Abcam - ab7778 "1/300
EnVision+System-HRP
Polyclonal rabbit anti- labelled Pol Anti
Collagen IV antibody 1,00 mg/mi 1/500 1720 : eMZus ‘()E;/:I:(e;; ™
Abcam - ab6586 ready to use’
Donk ti-Rabbit IgG
Polyclonal rabbit anti- o ey(:gclama) "o
Collagen V antibody 1,02 mg/ml 1/500 1/50 0,5 mg/ml
Abcam - ab7046 "1/300
Donk ti-Rabbit IgG
Polyclonal rabbit anti- i oY Abcamy.
. keine (Abcam),
Collagen VI antibody 1,00 mg/ml 17100
Angaben 0,5 mg/mli,
Abcam - ab6588 1/300
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EnVision+System-HRP

zgll)ll:gjzrr:a)l( ?rﬁ?&zl;ﬁ- unbestimmte keine 50 labelled Polymer Anti
Abcam - ab58632 Konzentration Angaben 1/30 Maus (Dako),

ready to use

3.2.2.2.3.1. Antikorper-Charakteristik

Die verwendeten Antiseren sind in der oben stehenden Tabelle (Tabelle 2) aufgefihrt. Diese
wurden dankenswerterweise von Univ.-Prof. Dr. Leo Brunnberg, Klinikleiter der Klinik und
Poliklinik fur kleine Haustiere der Freien Universitat Berlin, zur Verfiugung gestellt. Bei allen
Antikérpern handelt es sich um polyklonale Antikorper, die laut Herstellerangaben fir
formalinfixierte Paraffinschnitte geeignet sind. Nur einer der Antikorper wurde vom Hersteller
am Hund getestet. Die Auswahl der Antikorper richtete sich nach der Garantie seitens des
Herstellers, dass keine Reaktivitat mit den anderen Kollagentypen besteht, aber eine
spezifische Reaktivitat zum jeweilgen Kollagentypen der Saugetiere.

3.2.2.2.2.2. Differenzierung von Kollagen Typen in der caninen Kniegelenkkapsel

Die Antikorper, Seren und Reagenzien sind im Reagenzienverzeichnis (S. 230) aufgefihrt.

Durchfihrung der Antikdrper-Reaktion:

Die Schnitte wurden entparaffiniert und Gber die absteigende Alkoholreihe in Puffer Gberflhrt.
Dabei verweilten die Schnitte in jeder Stufe nicht langer als drei Minuten, mit Ausnahme der
beiden Xylol-Bader, in welchen die Schnittpraparate fir eine Dauer von 10 Minuten eingestellt
wurden. Nach zweimaliger Spulung in TBS-Puffer fir je 5 Minuten erfolgte die Epitop-
Demaskierung. Dabei kam fur die verschiedenen Antikdrper eine der folgenden Methoden zur
Anwendung:

a. Fdur die Kollagen Typen |, lll, V und VI wurden die Schnitte im Wasserbad (Firma Medax;
Neuminster; Deutschland) fir 35 Minuten bei 96°C in einem der folgenden Puffer erhitzt.

i. im Falle der Antikérper gegen die Kollagen Typen |, Il und VI in 0,01M Citrat-Puffer
pH 6,0,

ii. im Falle der Antikérper gegen die Kollagen Typen IV und V in der Retrieval Solution
pH 6,0 von Dako (Hamburg, Deutschland).

Die Schnitte wurden anschlieRend, im heiRen Puffer verbleibend, fir 20 Minuten auf
Raumtemperatur abgekihlt.
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b. Bei Kollagen Typ X wurde die Demaskierung fiir 3 Minuten in Trypsin/ EDTA bei 37°C
durchgefiihrt.

Nach der Epitop-Demaskierung erfolgte zweimal eine Spulung in TBS bei Raumtemperatur
uber 5 Minuten. Die endogene Peroxidase-Aktivitat des Gewebes, welche ohne Blockierung
zu falsch positiven Signalen fuhren kann, wurde mit dem Peroxidase-Block aus 3%igem
Wasserstoffperoxid in TBS unterbunden. Die Schnitte verweilten darin fir 20 Minuten.
AnschlieBend wurden die Schnitte 5 Minuten lang in TBS gespllt. Um die
Oberflachenspannung und die Hydrophobie der Schnittpraparate zu reduzieren, erfolgte ein
weiterer Spulgang mit in TBS geldsten 0,01 %igem Tween 20 (Dako, Hamburg, Deutschland).
Um Hintergrundfarbungen durch ladungsbedingte Bindungen von Primar- oder Sekundar-
Antikérpern zu verhindern, erfolgte eine 20 minttige Blockierung solcher Bindungsstellen
durch eine weitere Blockierungslosung, bestehend aus Inkubationspuffer A, mit 3% BSA
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) und 3 % Normalserum derjenigen Tierart, in der der
verwendete Sekundarantikdrper erzeugt worden war. Bei Primarantikbrpern aus dem
Kaninchen wurde der Blockierungslésung noch 1 % Milch zugeflgt, um eine etwaige
Hintergrundfarbung besser abzudecken.

Anschlief3end erfolgte Uber Nacht bei 4°C (Kollagen Typ I, I, IV, V, VI) bzw. flr eine Stunde
(Kollagen Typ X) die Inkubation mit dem jeweiligen spezifischen Antikdrper in folgenden

Konzentrationen und mit dem jeweiligen Verdinnungsmittel:

a. Polyclonal rabbit-anti-human Collagen | Antikorper, 1/50, verdiinnt in Inkubationspuffer A

b. Polyclonal rabbit-anti-human und anti-bovin Collagen Il Antikdrper, 1/100, verdidnnt in
Inkubationspuffer A

c. Polyclonal rabbit-anti-human und anti-bovin Collagen IV Antikérper, 1/20, verdinnt in
Antibody Diluent (Firma Dako, Hamburg, Deutschland)

d. Polyclonal rabbit-anti-human und anti-bovin Collagen V Antikdrper, 1/50, verdinnt in
Inkubationspuffer A

e. Polyclonal rabbit-anti-human und anti-bovin Collagen VI Antikérper, 1/100, verdinnt in
Inkubationspuffer A

f. Polyclonal rabbit-anti-rat Collagen X Antikérper, 1/100, verdinnt in Inkubationspuffer A +
0,5% Milch

Die Negativkontrollen wurden wie folgt inkubiert:
i. Kollagen I, I, IV, V und VI:

a) Kaninchen-IgG, 1/2000 bzw. 1/1000 (Kollagen Typ VI) in Inkubationspuffer A;
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b) Inkubationspuffer A
ii. Kollagen X:
a) Kaninchen-Normalserum, 1/100 in Inkubationspuffer A + 1% Milch;

b) Inkubationspuffer A + 1% Milch

Nach zwei Spulvorgangen in TBS fir je 5 Minuten erfolgte flr 45 Minuten bei Raumtemperatur
die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper, Donkey anti-Rabbit IgG-HRP 1/300 verdinnt in
Inkubationspuffer A, auRer bei den Kollagen Typen IV und X. Bei letzteren kam das
EnVision+System-HRP labelled Polymer Anti Rabbit (Dako, Hamburg, Deutschland) zur
Anwendung. Nach zwei Spulvorgangen fur jeweils 5 Minuten in PBS erfolgte die Visualisierung
mit einer Diaminobenzidin-haltigen Reaktionslosung fur 10 Minuten im Dunklen. Nach einem
letzten Spulvorgang in PBS fur 5 Minuten wurden die Schnitte mit Hdmalaun nach Mayer
gegengefarbt (MULISCH und WELSCH, 2010). Im Fall der Doppelmarkierung der Kollagen
Typen IV und VI wurde die erste Markierung vollstandig durchgeflhrt, mittels des LinBlock®
der erste Antikdrper vom Schnitt abgelést und nach Spllung fand der zweite Nachweis
vollstandig statt. Wahrend fur die erste Farbreaktion wurde das DAB verwendet wurde, wurde
fur den zweiten Nachweis Histogreen® benutzt.

3.2.2.2.3.3. Vorversuche und Kontrollen

Alle Vorversuche erfolgten sowohl am jeweils vom Hersteller vorgegebenen Kontrollgewebe
einer ausgewiesenen Spezies (vorgegebene Positivkontolle) als auch am selben
Kontroligewebe des Hundes (Positivkontrolle). Hierbei machte man sich das Prinzip der
Kreuzreaktivitat des jeweiligen Antikdrpers mit dem Hund zu Nutze. Um sicher zu gehen, dass
nur das bestimmte Kollagen markiert wurde, wurden die Positivkontrollen im Hinblick auf die
Verteilung hinsichtlich der Menge und der Lokalisation der positiv markierten Strukturen
bewertet und mit den Angaben des Herstellers sowie den Befunden der Literatur verglichen.
Regelmalig erfolgten doppelte Negativkontrollen sowohl unter Weglassung des primaren
Antikorpers als auch des sekundaren Antikorpers, um spezifische Reaktionen zu detektieren.
Damit konnten etwaige falsch-positive Farbungen durch immunologisch bedingte
unspezifische Kreuzreaktionen oder durch sonstige Gewebewechselwirkungen der
immunzytochemischen Reagenten ausgeschlossen werden. Weiterhin wurden die optimalen
Verdinnungen fir die Kollagennachweise am Hund ermittelt (siehe Tab. 3).
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Tab. 3: Antikorper, Spezies und Gewebe, an dem die Positivkontrollen fir die jeweiligen
Primarantikorper durchgefiihrt wurden.

Positivkontrolle

Antikérper Spezies Gewebe
Polyclonal rabbit
anti-Collagen | antibody Ratte Leber

Abcam - ab34710

Polyclonal rabbit
anti-Collagen lll antibody Mensch Haut
Abcam - ab7778

Polyclonal rabbit
anti-Collagen IV antibody Mensch Haut
Abcam - ab6586

Polyclonal rabbit
anti-Collagen V antibody Maus Pankreas
Abcam - ab7046

Polyclonal rabbit

: . Ratte Hoden
anti-Collagen VI antibody . :
Abcam - ab6588 Schwein Niere
Polyclonal rabbit Maus Rippe
anti-Collagen X antibody Schwein Niere
Abcam - ab58632 Mensch Haut

Um die Reaktionsstarke zu vergleichen, wurden die Untersuchungen an vergleichbaren
Gewebeproben vom Hund und den vom Hersteller vorgeschlagenen Positivkontrollen
vorgenommen (Abbildungen 1 - 10). Trotz mehrfacher Versuche, das Rezept flr den
Antikérper gegen Kollagentyp X zu etablieren, konnte keine sichere Reaktion nachgewiesen
werden. Auch unterschiedliche Positivkontrollen (siehe Tabelle 3) konnten keinen eindeutigen
Nachweis liefern.
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(grinblau) in Kupfferschen Sternzellen (N)
um die Zentralvene und in der Wand der
Lebersinusoide; Hamatoxylin.

Abbildung 2: Leber Hund. Kollagen Typ |
(braun) in Kupfferschen Sternzellen um
einen Gallengang und entlang der
Lebersinusoide; Hamatoxylin.

Abbildung 3: Haut Mensch. Kollagen Typ i
(braun) in der extrazellularen Matrix der
Dermis; Hamatoxylin.

_— — —

bbildung 5: aut Mensch. Kollagen Ty
IV (hellbraun) an der Basalmembran der
Gefalie; Kollagen VI (blau); Hamatoxylin.

- ’

Abbildung 4: Haut Hund. Kollagen Typ Il
(braun) in der extrazellularen Matrix der
Dermis; Hamatoxylin.

(braun) an der Basalmembran zweier
Gefalde; Kollagen VI (blau); Hamatoxylin.
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L I e o R =
TR L T T
Abbildung 7: Pankreas Maus. Kollagen Typ
V in den Sternzellen (braun-orange); tische Sternzellen mit synthetisiertem

Hamatoxylin. Kollagen Typ V (braun); Hamatoxylin.

~ h " ol ¥

Abbildung 9: Niere Schwein; Basal- Abbildung 10: Niere Hund; Kollagen VI

membran-assoziiertes Kollagen Typ VI (braun) um die Glomerula und Tubuli
(braun) in Glomerula und Tubuli renales; renales; Hamotoxylin.

Hamatoxylin.

3.2.2.2.3.4. Beurteilung der Antigendarstellung

Bei der semiquantitativen Beurteilung der immunhistochemischen Untersuchung der
Kollagentypen |, lll, IV, V und VI galten folgende Kriterien: als negativ wurde eine Probe
erachtet, wenn keine oder eine nur unspezifische Farbreaktion nachzuweisen war. Letztere
liegt vor, wenn z. B. Muskelfaserbindel ebenfalls eine leicht helloraune Farbreaktion zeigen
(Score 0 = kein Vorkommen; Abb.14). Bei den spezifisch angefarbten Praparaten (nur die
kollagenen Fasern stellen sich dar) wird zwischen einer gering- (Score = 1; Abb.13), einer
mittel- (Score = 2; Abb. 12) und einer hochgradigen (Score = 3; Abb.11) farblichen Markierung
von Faserbiindeln des entsprechenden Kollagenfasertyps unterschieden. Auf das Vorkommen
der Kollagentypen in den caninen Gelenkkapsel-Proben wurde anhand einer
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semiquantitativen histologischen Analyse der Antigendarstellung rickgeschlossen. Die

semiquantitative Untersuchung lieferte ordinalskalierte Befunde, die sich nach inhaltlichen

Kriterien in einer Rangfolge ohne messbare Abstande zwischen den Werten ordnen lassen. In

diesem Zusammenhang wurde sowohl die Verteilung der verschiedenen Kollagentypen in den

einzelnen Messbereichen (qualitative Beurteilung) als auch das MaR ihres Vorkommens

(quantitative Beurteilung) berlcksichtigt. Die Befunde sind in Tabelle 4 festgelegt:

Tabelle 4: Nachgewiesene Antigene, Lokalisation, Beurteilung des Nachweises

Nachgewiesene
Antigene

Lokalisationen der Beurteilung

Beurteilung des Nachweises

semiquantitativ
ermitteltes

Vorkommen:

Kollagen Typ |

Kollagen Typ llI
Kollagen Typ IV
Kollagen Typ V
Kollagen Typ VI

proximales Stratum fibrosum

mittleres Stratum fibrosum

distales Stratum fibrosum

proximales Stratum subsynoviale

mittleres Stratum subsynoviale

distales Stratum subsynoviale

proximales Stratum synoviale

mittleres Stratum synoviale

distales Stratum synoviale

Score = 0: negativ
Score = 1: positiv
Score = 2: maBig positiv

Score = 3: stark positiv

In den aufgelisteten neun Lokalisationen in Tabelle 4, wurden mindestens sechs verschiedene

Einzelbeurteilungen pro Gelenkkapsel erhoben. Der Mittelwert daraus wurde fur die

weiterfihrende statistische Auswertung verwendet.
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Abbildungen 11 - 14: Semiquantitative Scores
fur das Vorkommen der untersuchten
Kollagen-Typen. Abbildung 11 zeigt eine stark
positive (Score = 3), Abbildung 12 eine maRig
positive (Score = 2) und Abbildung 13 eine
gering positive Markierung von Kollagen Typ |.
Abbildung 14 zeigt seine negative Markierung
(Score = 0). Gegenfarbungen nach Mayers
Hamalaun.
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3.2.3. Morphometrie

Aus den 78 Kniegelenkkapselproben entstanden insgesamt 1.404 histologische und 1.600
immunhistochemische Schnittpraparate, die zur Auswertung kamen. Zur Verifizierung der
Befunde wurden flr die histologische Untersuchung je drei Objekttrager a zwei
Schnittpraparate pro Farbung angefertigt. In der Immunhistochemie wurden zu jeder Antigen-
Antikdrper-Reaktion am Zielgewebe eine Positivkontrolle und eine entsprechende
Negativkontrolle hergestelit.

Die Beurteilung erfolgte mit dem Mikroskop Axioskop 40 der Firma Zeiss (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit verschiedenen Objektiven (1,25x, 5x, 10x, 20x, 40x). Die Ergebnisse der
Schnittpraparate wurden mittels der Software NIS-Elements AR® der Firma Nikon (Chiyoda,
Tokio, Japan) quantifiziert und fotodokumentarisch belegt (Nikon, Dusseldorf, Deutschland).
Im folgenden Abschnitt werden die zu quantifizierenden Strukturen und die Methode ihrer
Quantifikation beschrieben.

3.2.3.1. Erklarungen zu den einzelnen Untersuchungen

Die histologischen Schnittpraparate dienten mehreren Dickenmessungen in 90 Grad zur
Gelenkkapsel-Innenoberflache im proximalen, mittleren und distalen Abschnitt der
Gelenkkapselproben. Hierflir war eine Definition der einzelnen Schichten mit ihren
Strukturmerkmalen notwendig, welche in Abschnitt 4.3.1. aufgefuhrt wird. Die dort
angegebenen histomorphologischen Kriterien dienten zur Unterscheidung zwischen dem
Stratum synoviale, dem Stratum subsynoviale und dem Stratum fibrosum im proximalen,
mittleren und distalen Abschnitt der Gelenkkapsel. Weiterhin erfolgten anhand der
histologischen Farbungen Zell-Zahlungen in der Deckzellschicht des Stratum synoviale und
Langenmessungen entlang der Gelenkinnenoberflache beziiglich der Ausbildung von Zotten.
Aulerdem waren die histologischen Farbepraparate notwendig flr die Beurteilung der
Fibrinablagerungen in der extrazelluldren Matrix und die Beurteilung der kollagenen Fasern im
Allgemeinen. Tabelle 5 listet die Merkmale auf, die jeweils an der Hamatoxylin-Eosin- (HE-),
der LADEWIG-, der WEIGERT-MASSON-GOLDNER- und der VOLKMANN-STRAUR-
Farbung ermittelt wurden.
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Tabelle 5: Histomorphologische Befunde und die jeweilge(n) Farbung(en) anhand welcher sie

erhoben wurden

Anzahl der Deckzellreihen im
Stratum synoviale, proximal

Anzahl der Deckzellreihen im
Stratum synoviale, mittig

Anzahl der Deckzellreihen im
Stratum synoviale, distal

Oberflachenldange Zottenabschnitt

entsprechende Gerade zum gemessenen

Zottenabschnitt

Durchschnittliche Zottenlange,
mindestens 6 Zotten

Kapseldicke proximal

Kapseldicke mittig

Kapseldicke distal

Dicke Stratum fibrosum proximal

Dicke Stratum fibrosum mittig

Dicke Stratum fibrosum distal

Dicke Stratum subsynoviale proximal

Dicke Stratum subsynoviale mittig

Dicke Stratum subsynoviale distal

Dicke Stratum synoviale proximal

Dicke Stratum synoviale mittig

Dicke Stratum synoviale distal

Farbung nach VOLKMANN-STRAUR,

Farbung nach WEIGERT-MASSON-
GOLDNER,

Farbung nach LADEWIG,
HE-Farbung

Flachenanteil der kollagenen Fasern im
Str. fibrosum, proximal (in %)

Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
fibrosum, mittig (in %)

Farbung nach VOLKMANN-STRAUR
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Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
fibrosum, distal (in %)

Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
subsynoviale, proximal (in %)

Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
subsynoviale, mittig (in %)

Fléichenar!teil kc_\llage_ne Fasern im Str. Farbung nach VOLKMANN-STRAUR
subsynoviale, distal (in %)

Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
synoviale, proximal (in %)

Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
synoviale, mittig (in %)

Flachenanteil kollagene Fasern im Str.
synoviale, distal (in %)

Flachenanteil an Fibrinablagerung in der
Gelenkkapsel, proximal (in %)

Flachenanteil an Fibrinablagerung in der
Gelenkkapsel, mittig (in %)

Farbung nach LADEWIG
Flachenanteil an Fibrinablagerung in der

Gelenkkapsel, distal (in %)

Lokalisierung der Fibrinablagerungen in
den drei Abschnitten

Bezuglich der Zottenoberflache wurde nach Langenmessung der Oberflachenkontur der
Deckzellschicht des Str. synoviale (Abb. 15, orange Linie) eine parallel zur Innenoberflache
der Gelenkkapsel gedachte Gerade vermessen (Abildung 15, rote Gerade) und mit den beiden
Werten der Faktor flr die OberflachenvergroRerung berechnet (Oberflachenlange
Zottenabschnitt / entsprechende Gerade = Oberflachenvergroflerungsfaktor). Die
durchschnittliche Zottenlange errechnete sich aus sechs Messungen fir jeden Fall.
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Abbildung 15: Langenmessungen an der Gelenkinnenoberflache: Anhand der gemessenen
Lange der Oberflachenkontur eines Zottenabschnittes (ZL, orange Linie) und der
entsprechenden Gerade dazu (G, rote Linie) wurden der OberflachenvergréRerungsfaktor
berechnet (OFV = ZL / G). Dickenmessungen: Das die Gelenkhohle auskleidende Stratum
synoviale (-) ist zellreich und schlief3t sich dem gut vaskularisiertem Stratum subsynoviale (sb)
an. Dle aulierste Schicht stellt das an Kollagenfasern (griin) reiche Stratum fibrosum () dar.
Farbung nach VOLKMANN-STRAUR, 10-fache Vergroferung.
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Die Flachenanteile (in %) der kollagenen Fasern konnten ausschlieBlich an der
VOLKMANN-STRAUR-Farbung gemessen werden und zwar mittels eines spezifischen
Schwellenwertes flr die in einem dunklen Grin dargestellten kollagenen Fasern (Abb. 16).
Dieser Schwellenwert wurde zuvor festgelegt. Mit dem Bildanalyse-Programm NIS-Elements®
wurden die prozentualen Flachenanteile der Kollagenfasern im gesamten Bildausschnitt durch
eine automatische Farberkennung (Inlay in Abb. 16) definierter Griinanteile quantifiziert (Abb.
16, rote Flache). Die Gesamtflache des Bildausschnittes bei einer 10fachen Vergrofierung
betrug 0,0554 mm? (55.3981 um?). Die Messung wurde an sechs unterschiedlichen
Bildausschnitten im ausgewahlten Messbereich wiederholt. Der jeweilige Mittelwert daraus

wurde fur die nachfolgenden Berechnungen verwendet.

&

Kollagenfaserbiindel
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Abbildung 16: Kollagene Fasern (grin) und elastische Fasern (*) im Stratum fibrosum einer
caninen Kniegelenkkapselprobe. Das Bildanalyse-Progamm NIS-Elements® markiert die
erkannten kollagenen Fasern rot und berechnet anschlieffend ihren Flachenanteil (in %) am
gesamten Bildausschnitt. Farbung nach VOLKMANN-STRAUR; 10-fache VergrofRerung.
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Mit der LADEWIG-Farbung als typische Trichromfarbung, erscheint Fibrin jeden Alters
leuchtend zinnoberrot (Abbildung 17). Selbst das Auffinden kleiner Fibrinmengen war anhand
des guten Kontrastes zum umliegenden, blau gefarbten Bindegewebe (Abbildung 17) mit der
automatischen Farberkennung durch das Bildanalyse-Programm NIS-Elements® der Firma
Nikon (Chiyoda, Tokio, Japan) unproblematisch und eine Interpretation war immer eindeutig
moglich. Auf diese Weise wurde der Fibringehalt fur jeden Fall quantifiziert. Die Flachenanteile
der Fibrinablagerungen am gesamten Bildausschnitt wurden in Prozent (%) wiedergegeben.
Somit ergab sich fur jeden Fall ein quantitativer Wert, der die Menge des extravasalen

Entzindungsmaterials Fibrin in der Probe wiedergab.

Abbildung 17: Schnittpraparat einer Kniegelenkkapselprobe eines Hundes, der wegen einer
Femurfraktur operiert wurde. Mit dem Bildanalyse-Programm NIS-Elements® erfolgte die
Farberkennung der lila bis rot gefarbten Fibrinablagerungen. AnschlieRend berechnete das
Programm den Flachenanteil des Fibrins am Gesamtbild (in %). Bindegewebe (blau),
Erythrozyten (gelb-orange); Farbung nach LADEWIG.
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3.2.4. Statistische Methoden

Die Daten wurden mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics® (Armonk, Vereinigte
Staaten) Version 22 fir Windows ausgewertet. Der Kruskal-Wallis-ANOVA mit Posthoc-Test
und Bonferroni-Korrektur wurde fir die Beurteilung der signifikanten Unterschiede und
Korrelationen zwischen den Messwerten und den verschiedenen Tiergruppen verwendet. P-
Werte kleiner oder gleich 0,001 werden dabei als hochgradig signifikant anerkannt, bis 0,01
als mittelgradig, bis 0,05 als gering signifikant und bei Werten gréRer als 0,05 handelt es sich
um nicht signifikante Unterschiede. Fir die deskriptive Statistik wurden Tabellen aufgestellt.
Boxplots, Saulen- oder Balkendiagramme sowie Flachendiagramme dienten der
Veranschaulichunng der ermittelten Ergebnisse.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Signalement der Patienten

Rassegruppenverteilung

Die Hunde der verschiedenen Rassen und Mischlingsrassen wurden in vier Gruppen eingeteilt
(Abb. 18).

40

35

30

25

Hiufigkeit

20

T
Toy-Rassen

unde grofte Hunde
0-3kg KM

1
kleine Hunde mittelgrake H
10 - 25 kg KM > 25 kg KM

3-10 kg KM
Rassengruppe

Abbildung 18 : Rassegruppenverteilung in der Stichprobe

Die Verteilung der Rassen in Bezug auf die verschiedenen Erkrankungen ist der Tabelle 6 zu
entnehmen.
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Tabelle 6: Rasseverteilung der Tiere und die Erkrankung

Rassengruppe

Rasse

Patellaluxation
(PL)

Kreuzbandruptur
(KBR)

PL mit
KBR

Femurfraktur,

Kontrollen

Fallanzahl (n)

Toy-Hunde

Chihuahua

BN
o

Chihuahua-Mischling

Russkiy Toy

Prager Rattler

kleine Hunde

Rehpinscher

Rehpinscher-Mischling

Yorkshire Terrier

| =~ | = |N|=]|O0

Yorkshire Terrier-Mischling

=\

Malteser

Bolonka Zwetna

Shih Tzu

O ININ

Pekingese

—_

Chinesischer Schopfhund

Cavalier King Charles Spaniel

Zwergpudel

NN | =

Boston Terrier

—_

West Highland White Terrier

o o | O O o oo oo o o o o o o |~

Mischling < 10 kg

—_

mittelgroRe Hunde

Shetland Sheepdog

= O | W®

Shetland Sheepdog-Mischling

—_

Franzdsiche Bulldogge

Tibet Terrier

Tibet Terrier-Mischling

-~ O 0O o o ololojojlojojlo| OO O|lO|l0O|O0O|Oo | o©

Beagle

—_

Border Collie

o

Collie-Mischling

—_

Basset fauve de Bretagne

Shar Pei

Podenco Canario-Mischling

= N[~ |O| > 0O| O

o | o | o

o o o o o oo oo oo o |~ oo oo |o o o ||| o oo oo |o

o O o o o o o o |o |o |©o
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Mischling 10 - 20 kg

—_

—_

DSH-Mischling

Boxer

Akita Inu

= O = O

o |O O O

American Staffordshire Terrier

Kaukasischer Owtscharka-Mix

- OO | N O

groRe Hunde

Leonberger

—_

Deutsche Dogge

oO| O | o

Mischling > 20 kg

o O O o o o O |©

o O O |[O

Altersverteilung

Bei der Operation und Probenentnahme waren die Tiere zwischen 4 Monate und 15 Jahre alt.

Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 4,72 Jahre. Im Median waren die Tiere 4,00

Jahre alt.

Tabelle 7 gibt eine Ubersicht der Patienten, ihrem jeweiligen Krankheitsbild und ihrer

Altersklasse wieder.

Tabelle 7: Altersverteilung der Patienten nach Erkrankungen

Alter der Patienten (Jahre)

Erkrankung Minimum Maximum Mittelwert  Median Anzahl
Patellaluxation (PL) 0,50 15,00 4,22 3,50 59
Kreuzbandruptur (KBR) 2,50 12,00 6,00 4,50 11
PL mit KBR 4,50 10,00 7,31 7,38 4
SGHuEL e 0,30 15,00 5,70 3,75 4

Kontrollen (FX, KO)

PL = Patellaluxation, KBR = Kreuzbandruptur, FX = Femurfraktur, KO = Kontrollen

50% der Tiere (n = 39) waren zwischen 2,00 und 6,88 Jahre alt und 25 % (n = 19,5) waren
junger als 2 Jahre, dabei waren 6 Patienten (7,69 %) jinger als ein Jahr alt. Der jungste Patient

war ein 3,6 Monate alter Mischling, der wegen einer Femurfraktur operiert werden musste. Die

beiden altesten Patienten waren ein Chihuahua, der wegen Altersschwache euthanasiert
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werden musste und ein Mischling unter 10 kg Kdrpergewicht, der wegen einer Patellaluxation
operiert wurde.

Verteilung der Gewichtsklassen
Zur besseren Ubersicht beziiglich des Kérpergewichts in der Studienpopulation wurden die

Tiere in 10 Klassen mit einer jeweiligen Spannbreite von 5 kg gegliedert, wie aus Abbildung
19 zu ersehen ist.

30

25

20

Fallanzahl

T T T | | 1
16-20ka 20-25kg 25-30kg 30-35kg 35-40kg 40-45kg > 45 kg

Kérpergewicht Gewichtsklassen

T T T
0-5ka S5-10kg 10-15kg

Abbildung 19: Die Anzahl der Patienten in der jeweiligen Gewichtsklasse

34,62 % der Patienten (n = 27) waren bis zu 5 kg schwer. Davon waren 14,10 % (n = 11)
Chihuahuas bzw. ein Chihuahua-Mischling (1,28 %). Andere Rassen dieser Gewichtsklasse
waren Rehpinscher, Yorkshire Terrier, Russkiy Toy, Prager Rattler, Bolonka Zwetna, Malteser,
Chinesischer Schopfhund und Pekinese. 24,36 % der Patienten wogen zwischen 5 kg und 10
kg, wie Cavalier King Charles Spaniel, Boston Terrier, Pudel, Shih Tzu, West Highland White
Terrier und der Shetland Sheepdog. Gewichtsklasse 3 (10 - 15 kg KGW) zahlte 9 Patienten
(11,54 %) mit dem Beagle, Tibet Terrier sowie der Franzosischen Bulldogge, und zu Klasse 4
(15 - 20 kg KGW) gehorten 8 Patienten (10,26 %) mit dem Border Collie, Basset fauve de
Bretagne und dem Shar Pei. Zwischen 20 und 25 kg (Klasse 5) schwer waren 5 Patienten
(6,41 %). In die Gewichtsklassen 6 (25 - 30 kg KGW; Boxer), 7 (30 - 35 kg KGW; Deutscher
Schaferhund-Mischling), 8 (35 - 40 kg KGW; Kaukasischer Owtscharka-Mischling) fiel jeweils
nur ein Patient (1,28 %) ein. Zu den schwersten Gewichtsklassen gehdrten 7 Patienten. Sie
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waren zwischen 40 und 45 kg schwer (n =4, 5,13 %, Akita Inu, American Staffordshire Terrier,
Boxer) oder waren uber 45 kg schwer (n = 3, 3,85 %, Leonberger und Deutsche Dogge). Aus
Abbildung 20 ist die Verteilung der Gewichtsklassen und die Erkrankung zu ersehen.

25

20

Fallanzahl

@
. 35 o PV und
Kérpermasse (kg) 0 4045 5 4 R0 Etwank

Abbildung 20: Gewichtsklassen und Verteilung der Erkrankungen (PL = Patellaluxation, KBR
= Kreuzbandruptur, FX = Femurfraktur, KO = Kontrollen).
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Geschlechterverteilung

43 Hunde waren mannlich und 35 weiblich. 10 (28,57 %) der mannlichen Tieren und 16 (37,21
%) der weiblichen waren kastriert. Bezlglich der verschiedenen Krankheitsbilder der Patienten
war keine Geschlechtsdisposition fiir die jeweilige Erkrankung zu beobachten (Tab. 8).

Tabelle 8: Anzahl, Geschlecht und Erkrankung

Fallanzahl
Geschlecht PL KBR PL mit KBR FX, KO
weiblich 19 5 1 2
mannlich 20 4 0 1
weiblich kastriert 13 1 2 0
mannlich kastriert 7 1 1 1
Insgesamt 59 11 4 4

PL = Patellaluxation, KBR = Kreuzbandruptur, FX = Femurfraktur, KO = Kontrollen

Riden (n = 27) wie Hindinnen (n = 32) waren von der Patellaluxation annahernd
gleichermalien betroffen. 6 der Patienten mit Kreuzbandruptur waren weiblich und 5 mannlich.
Jeweils ein Tier davon war kastriert. Je 2 der 4 Hunde mit Femurfraktur waren weiblich oder

mannlich (1 kastriert).
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4.2 Ergebnisse des klinischen und orthopadischen Untersuchungsgangs

Erkrankungen

Es wurden 78 Gelenkkapselproben fir diese Studie untersucht. 71 Hunde wurden wegen einer
Lahmheit der Hintergliedmale vorgestellt. 5 Hunde davon wurden wegen der Lahmheit der
anderen Seite spater wieder vorgestellt. Somit gelangten insgesamt 76 Proben nach einem
operativen Eingriff zur Untersuchung, wahrend 2 Proben post mortem entnommen wurden.
Eine Patellaluxation wurde bei 59 Fallen (74 %) festgestellt (Tab. 9) und eine Kreuzbandruptur
11-mal (16 %). 4 Patienten (5 %) litten sowohl an einer Patellaluxation als auch einer
Kreuzbandruptur. 2 Proben (2,5 %) wurden im Zuge der operativen Versorgung einer distalen
Femurfraktur entnommen. In 2 Fallen (2,5 %) stammten die Proben von toten Tieren. Einer
davon starb multimorbid im hohen Alter (Chihuahua, 15 Jahre, mannlich kastriert), bei dem
anderen (American Staffordshire Terrier, 1,5 Jahre, weiblich) wurde ein nicht operabler
Darmverschluss festgestellt. Bei beiden wurden die Proben unmittelbar post mortem

entnommen.

Tabelle 9: Erkrankung, Anzahl der Patienten und Probenanzahl

Erkrankung Probenanzahl (n) Prozent (%)
Patellaluxation (PL) 59 76
Kreuzbandruptur (KBR) 11 14

PL mit KBR 4 5
Femurfraktur, Kontrollen 4 5
Insgesamt 78 100

Bei den Fallen mit Patellaluxation (n =59, 75,64%) bestand die Erkrankung in 28 Fallen (47,46
%) einseitig und in 31 Fallen (52,54 %) beidseitig (Abb. 21). Die Kontrollgruppe umfasste 15
Tiere (19,23 %) in zwei Untergruppen, mit 11 (14,10 %) Kreuzbandruptur (KBR) Patienten und
4 Hunden (5,13 %) (2 Femurfrakturen, 2 wegen eines lleus und wegen Altersschwéache
eingeschlaferte Hunde). Eine Sondergruppe bildeten 4 Hunde (5,13 %) mit gleichzeitiger

Patellaluxation und Kreuzbandruptur.
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einseitige beidseitige
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Abbildung 21: Patellaluxation, uni- oder bilateral, Luxationsgrad

Luxationsgrade

Beiden 59 Fallen war das Ausmal der Luxation verschieden. Haufigste diagnostizierte Grade,
die zur Operation flhrten, waren Grad 2, 3 und 4. Die Diagnose war ausgepragt Untersucher-
abhangig. In der Reihenfolge der Haufigkeit bestand bei 18 Hunden (30,51 %) eine Grad 2
Luxation, die aber nurin 6 Fallen (10,17 %) von allen Untersuchern diagnostiziert wurde. 16-
mal wurde Grad 3 (27,12 %) und 4-mal (6,78 %) Grad 4 diagnostiziert und operativ versorgt.
Selten wurden Patienten mit einer Patellaluxation Grad 1 (n = 2; 3,39 %) vorgestellt. Insgesamt
13 (22,03 %) weitere Hunde hatten Luxationsgrade zwischen 1 -2 (n=3),2-3 (n=8) und 3
-4 (n=2).

Lahmheitsdauer / Krankheitsverlauf
Bei Erstvorstellung in der Klinik lahmten die Patienten seit mindestens einem Tag oder schon
seit Monaten. Wegen kurz andauernder Funktionsstérung (1 - 2 Tage) wurden 8 Tiere (10,26

%) in der Klinik vorgestellt. Bei 4 dieser Hunde wurde nur eine Patellaluxation, 2-mal eine
Femurfraktur und 1-mal ein Kreuzbandriss mit luxierter Kniescheibe diagnostiziert.
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Ein weiterer Patient aus dieser Gruppe litt zudem an einem chronischen Darmverschluss und

wurde deswegen euthanasiert (Abb. 22).

Bei 7 Tieren (8,97 %) setzte die Lahmheit akut ein, bestand aber schon bei Vorstellung seit 3
- 14 Tagen. vorgestellt. Sechs davon litten nur an der Patellaluxation und bei einem bestand
zusatzlich eine Kreuzbandruptur. Weitere 8 Patienten (10,26 %) hatten die
Funktionsstérungen seit 15 - 30 Tagen, sieben davon wegen der Patellaluxation und bei einem
war zudem das vordere Kreuzband rupturiert. Weitere 7 Hunde lahmten seit 31 - 90 Tagen, 5-
mal nur wegen einer Patellaluxation und 2-mal war auch das vordere Kreuzband gerissen
(Abb. 22). Mehr als 90 Tage andauernde Funktionsausfélle hatten 26 Tiere (33,33 %). 21
davon nur wegen der Patellaluxation, bei drei bestand eine Kreuzbandruptur und bei weiteren
2 Falle ein Kreuzbandriss mit luxierter Kniescheibe. Bei 20 Patienten (25,64 %) konnten zur
Lahmheitsdauer vom Tierhalter keine Angaben gemacht werden. 2 Kontrolltiere wurden nicht

wegen einer Lahmheit vorgestellt.

Erkrankungen
Patellaluxation (PL) Kreuzbandruptur (KBR) PL mit KBR Femurfraktur u. Kontrollen
chronisch-progredient_| |_chronisch-progredient
(I&nger als 90 d) (I&nger als 90 d)
subchronisch_| L_subchronisch
(31-90d) (31-90d)
=
2
subakut_| |_subakut
£ (15-30 d) : (15-30d)
3
akut_| | akut
(3-144d) g ﬂ (3-14d)
perakut_| |_perakut
(1-2d) ﬂ (1-2d)
T T T T T T T T T T T T | T T T T

Patientenanzahl

Abbildung 22: Anzahl der Patienten: nur mit Patellaluxation (gelb), nur mit Kreuzbandruptur
(ocker), mit Patellaluxation und Kreuzbandriss (blau), mit Femurfraktur (grin).
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4.3 Histologische Ergebnisse

Die histologischen Farbungen und immunhistochemischen Nachweismethoden dienten der
Darstellung unterschiedlicher Strukturen in den 78 Gelenkkapsel-Bioptaten, auf welche in den
folgenden Kapiteln eingegangen wird.

4.3.1 Morphologie der Kniegelenkkapsel des Hundes

Die Kniegelenkkapsel auf dem histologischen Schnitt I1&sst sich in einen proximalen Abschnitt
mit Anschnitt des Musculus quadriceps femoris, einen mittleren, deutlich verjingten Abschnitt
und einen distalen Abschnitt unterteilen. Der Musculus vastus lateralis des Musculus
quadriceps femoris strahlt in das proximale Stratum fibrosum ein. Seine meistens im
Querschnitt angeschnittenen Muskelfaserbindel farben sich in der VOLKMANN-STRAUR-
Farbung dunkelrot-violett und lassen sich somit von den umliegenden, dunkelgrin gefarbten
und streng parallel angeordneten Kollagenfaserbindeln der Gelenkkapsel unterscheiden
(Abb. 23). Mit diesem Befund konnte der proximale (Abb. 23a) von den anderen beiden
Abschnitten (Abb. 23b und 23c) klar abgegrenzt werden. Die Fibrozyten sind hier von runder
bis ovoider Gestalt und ordnen sich im Kollagenfasernetz des Stratum fibrosum ein. Neben
dichten Strangen aus Kollagenfaserbundeln, die die Gelenkkapsel in proximo-distaler
Richtung durchziehen, kommt im proximalen Abschnitt der Gelenkkapsel ebenso haufig ein
lockeres Bindegewebe in Form von gut abgrenzbaren Fettzell-Arealen in unterschiedlichem
Ausmal vor. Diese sind in unregelmafligen Abstanden zwischen den Kollagenfaserstrangen
eingebaut und enthalten oft Arterien und Venen. Anschnitte von Zotten waren vorrangig im
proximalen Abschnitt der Gelenkkapsel zu sehen (Abb. 23a). Zweitrangig kamen Zotten in
geringerem Ausmafl und Ausdehnung auch im distalen Gelenkkapsel-Abschnitt vor. Der
mittlere Bereich war so gut wie immer frei von Zotten (Abb. 23b). Es gab kein Praparat, wo
Zotten ausschlie3lich im mittleren Bereich vorkamen. Villi und Plicae synoviales sind apikal
ebenso mit einer Deckzellschicht mit unterschiedlichen Anzahlen an Deckzelllagen versehen
wie zotten- und faltenfreie Areale. Daran grenzt eine dinne bindegewebige Schicht des
Stratum synoviale an. Das bindegewebs- und gefalreiche Stratum subsynoviale verlauft im
Zentrum der Fortsatze und bildet inren basalen Abschluss. Der Ubergang vom proximalen zum
mittleren Abschnitt ist von zunehmender Verflechtung und Verdichtung der Kollagenfasern
gekennzeichnet. Der mittlere Abschnitt stellt den schmalsten der drei Abschnitte dar. Gefalie
kommen hier in geringer Anzahl vor und die Fibrozyten sind in der Regel von spindelférmiger
Gestalt. Der distale Abschnitt, der sich meistens schmaler als der proximale Abschnitt
darstellt, ist ebenso wie im proximalen Abschnitt haufig mit einer Anhaufung von Fettzellen
durchsetzt, die mit einer vermehrten Anzahl von Gefalen einhergeht (Abb. 23c).
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Abbildung 23a: Ausschnitt aus der
proximalen Gelenkkapsel mit Villi synoviales

. W e C 3 at A
- \ |

Abbildung 23b: Ausschnitt aus der
mittleren Gelenkkapsel

Abbildung 23c: Ausschnitt aus der
distalen Gelenkkapsel

Abbildung 23: Kniegelenkkapsel eines Hundes mit Patellaluxation; Dicken des proximalen
(rot), mittleren (gelb) und distalen (griin) Abschnitts; Farbung nach VOLKMANN-STRAUWR;
1,25-fache Vergrolerung (Gelenkkapselprobe in toto), 5-fache Vergrélierung (Ausschnitte).
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Schichten der Kniegelenkkapsel

Das Stratum synoviale ist die innere Auskleidung der Gelenkkapsel und durch seine zellreiche
Deckzellschicht charakterisiert, welche im nachfolgenden Abschnitt eingehend erklart wird. An die
synoviale Deckzellschicht schlieBt sich nach aulRen das Stratum subsynoviale an. Es zeichnet sich durch
sein gut vaskularisiertes und kollagenfaserhaltiges Bindegewebe aus. Venolen und Arteriolen
durchziehen hier ein Netzwerk aus feinen und schmalen Kollagenfaserbiindeln und gesellen sich gerne
zu vereinzelten Fettzellen, mit denen sie bis in die die fingerférmigen Plicae synoviale vorragen.
AuRerdem sind hier regelmaRig elastische Fasern zu finden. Im auBen anliegenden Stratum fibrosum
sind die Kollagenfasern hingegen das Hauptcharakteristikum und kommen dort in deutlich dickeren
Faserbiindeln vor als im benachbarten Stratum subsynoviale. Diese zellarme und faserreiche Schicht
beinhaltet im proximalen Abschnitt eine Fettzell-reiche Region, die dem retropatellaren Fettkorper
zuzuordnen ist. Fettzellen kommen in kleineren Mengen auch im distalen Abschnitt und selten im
mittleren Abschnitt der Gelenkkapsel vor. Haufig sind dort auch Gefdlle und Nerven lokalisiert und

ordnen sich zwischen dem dichten Kollagenfasernetz dieser Schicht ein.

4.3.2 Metrische Ergebnisse an der Kniegelenkkapsel

4.3.2.1 Deckzellschicht

Die Deckzellschicht bildet den Abschluss der Gelenkkapselinnenoberflache und ist in allen drei
Abschnitten der Gelenkkapsel vorhanden. Sie besteht aus dicht nebeneinander liegenden
polygonalen Zellen mit heterochromatischem Zellkern. In der VOLKMANN-STRAUR-Farbung
zeigen diese Zellen ein rosa gefarbtes Zytoplasma, wahrend sich der Zellkern in einem sattem
Rot-Violett darstellt. Im proximalen Abschnitt sind sie rund bis oval und sdumen meistin 3 - 4
Lagen die Zottenoberflache (Abb. 24 A; Tab.10). Im mittleren Abschnitt liegen sie meist in 2 -
3 Lagen - stellenweise auch einlagig - vor (Abb. 24 B; Tab.10). Hier sind sie oft von
abgeplatteter Gestalt (Abb. 24 B). Im distalen Bereich dhneln sie denen im proximalen Bereich
und kommen dementsprechend auch meistens in 3 - 4 Lagen vor (Tab.10).
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Abbildung 24 A: mehrschichtige ovale Deckzellen im proximalen Abschnitt der Gelenkkapsel;
Kreuzbandruptur; B: einschichtig vorliegende, platte Deckzellen im mittleren Abschnitt der
Gelenkkapsel, Patellaluxation; Farbung nach VOLKMANN-STRAUR.

Tabelle 10 bietet eine Ubersicht tber die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung
der Anzahl der Deckzellen in den drei Abschnitten der Kniegelenkkapsel.

Tabelle 10: Anzahl der Deckzelllagen in den 3 Bereichen der Gelenkkapsel

Deckzelllagen

proximales mittleres distales
Stratum synoviale  Stratum synoviale  Stratum synoviale

Mittelwert + s 3,88 £2,19 2,66 £ 2,80 3,21 +£1,71
PL 4,03 £2,27 2,39 £ 2,51 3,14 £ 1,44
KBR 3,73£2,05 3,91 +£4,23 3,565+ 2,21
PL + KBR 4,25 +1,71 4,25 + 2,36 4,75 + 3,30
FX + KO 1,75 +£0,50 1,75+ 1,50 1,75+ 0,96

Zwei Drittel der Proben (n = 48, 61,54 %) wiesen in mindestens einem der drei Messbereiche
eine einschichtige Deckzelllage auf. Davon war die Deckzellschicht in 8 Fallen (10,26 %) an
zwei der drei Messbereiche einschichtig und in 3 Proben (3,85 %) bestand die Deckzellschicht
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in allen drei Gelenkkapsel-Abschnitten aus einer einzigen Zelllage. Mehr als 3 Ubereinander
liegende Deckzelllagen wurden als mehrschichtig betrachtet. In 73,08 % (n = 57) der Bioptate
war die Deckzellschicht an mindestens einem der drei Messbereiche mehrschichtig. Die
grolten Schwankungen in  der Anzahl der Deckzellen kamen im mittleren
Gelenkkapselabschnitt vor. Dort wies die Deckzellschicht des Stratum synoviale zwischen 1
und 15 Deckzelllagen auf. Die geringsten Schwankungen gab es distal im Stratum synoviale.
Dort waren zwischen 1 und 8 Deckzelllagen nachweisbar. Der Mittelwert der Anzahl der
Deckzelllagen des Stratum synoviale proximal lag bei 3,88 und unterschied sich signifikant
vom Mittelwert 2,66 des mittleren Gelenkkapsel-Abschnittes (P = 0,004). Die anderen
Mittelwerte unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Aus Abbildung 25 wird ersichtlich, dass die Deckzellschicht im mittleren Gelenkkapsel-
Abschnitt bei der Mehrzahl der Tiere aus einer einzigen Zelllage besteht, wahrend sie im
proximalen und distalen Abschnitt meist 3 bis 4 Zelllagen zahlt.

T4
*
a1

34

12 Q
17

67 15 19 10
1=]

Zelllagen

T T ]
proximale Deckzellschicht mittlere Deckzellschicht distale Deckzellschicht

Abbildung 25: Deckzelllagen im proximalen, mittleren und distalen Gelenkkapsel-Abschnitt
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Korrelation zwischen Deckzelllagen und Erkrankung

Wahrend sich die Mittelwerte der Anzahl der Deckzelllagen im proximalen Gelenkkapsel-
Abschnitt bei den Hunden mit Patellaluxation (MW = 4,03), Kreuzbandruptur und
Patellaluxation mit Kreuzbandruptur kaum voneinander unterschieden, liegt ein geringerer
Mittelwert bei den Hunden mit einer Femurfraktur und bei den Kontrollen vor. Allerdings konnte
die Signifikanz dieses Unterschiedes nicht nachgewiesen werden.

Im mittleren und distalen Gelenkkapsel-Abschnitt gab es gréRere Schwankungen zwischen
den einzelnen Gruppen. Es gab hinsichtlich der Deckzelllagen in diesen beiden
Messbereichen keine signifikanten Unterschiede.

Hunde mit einer Patellaluxation und einer zusatzlichen Kreuzbandruptur, also Patienten mit
einem chronisch-progredienten Krankheitsverlauf (siehe Abschnitt 3.3.2., Lahmheitsdauer),
weisen im Durchschnitt die meisten Deckzelllagen im Stratum synoviale auf, wohingegen
Hunde mit einer Femurfraktur, also Patienten mit der kiirzesten Lahmheitsdauer (perakute
Lahmheit, 1-2 d), die geringste Anzahl der Deckzellen haben (Abb. 26).

[l proximale Deckzellschicht
il ol [l mittlere Deckzellschicht
[l distale Deckzellschicht

34
*
17
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™

Zellagen Anzahl

-
1

[o%)
|

T T T T
Patellaluxation Kreuzbandruptur Patellaluxation mit Femurfraktur,
Kreuzbandruptur Kontrallen

Erkrankung

Abbildung 26: Deckzelllagen im proximalen, mittleren und distalen Stratum synoviale bei den
vier Probandengruppen.

105



4 Ergebnisse

Korrelation zwischen der Deckzelllagen und den Rassegruppen

Die Mittelwerte der Zahl der Deckzelllagen in den drei Abschnitten der Gelenkkapsel bei den
vier Rassegruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Aulier bei groRRen
Hunderassen ist die Anzahl der Deckzelllagen der mittleren Deckzellschicht im Durchschnitt
bei Toy-Hunden, sowie bei kleinen und mittelgroRen Hunderassen stets kleiner als die der
proximalen und distalen Deckzellschicht. Die proximale Deckzellschicht weist im Durchschnitt
die meisten Deckzelllagen bei den drei letzt genannten Rassegruppen auf.

Die Rassegruppe hat keinen Einfluss auf die Anzahl der Deckzelllagen in keinem der drei
Gelenkkapselabschnitte. Dies wird in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Anzahl der Deckzelllagen mit Unterscheidung zwischen den vier
Rassegruppen
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Korrelation zwischen Deckzelllagen und Lahmheitsdauer / Krankheitsverlauf

Die Mittelwerte der Anzahlen der Deckzelllagen der drei Gelenkkapsel-Abschnitte im Bezug
auf die verschiedenen Lahmheitsdauern sind sehr variabel. Es konnten dabei keine
Signifikanzen nachgewiesen werden. Aus Abbildung 28 wird ersichtlich, dass bei allen
Verlaufsformen die mittlere Deckzellschicht im Vergleich zu den Deckzellschichten des
proximalen und distalen Gelenkkapsel-Abschnittes im Durchschnitt immer die wenigsten
Zelllagen aufweist. Aulderdem ist der Grafik zu enthehmen, dass die geringste Streuung der
Werte im perakuten Stadium der Lahmheit vorherrscht. Dies betrifft 8 Falle (10,26 %), wovon
in 4 (5,13 %) eine Patellaluxation vorlag, in 2 (2,56 %) handelte es sich um eine Femurfraktur,
in einem (1,28 %) wurde eine Kreuzbandruptur diagnostiziert und in einem weiteren (1,28 %)
starb das Tier wegen eines inoperablen lleus. Demzufolge haben 75 % der Kontrollgruppe mit
einer Femurfraktur und die Kontrollen die geringste Streuung. Die Hunde mit einer perakuten
Lahmheitsdauer wiesen vergleichsweise die geringsten Anzahlen in den Deckzelllagen auf.
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Lahmheitsdauer

Abbildung 28: Anzahl der Deckzelllagen in den drei Gelenkkapsel-Abschnitten nach

Lahmheitsdauer.
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Korrelation zwischen Deckzelllagen und Alter der Patienten

In Bezug auf das Alter der Patienten konnte keine Korrelation zur Deckzellschicht gefunden
werden. In keinem der drei Gelenkkapsel-Abschnitte gibt es einen direkten Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Deckzelllagen und dem Alter der Patienten. Die mittlere
Deckzellschicht ist in fast allen Altersstufen mit den wenigsten Zelllagen ausgestattet. Dies
betrifft 53 Falle (67,95 %) und 17 (60,71 %) von insgesamt 28 verschiedenen Altersstufen.
Tabelle 11 listet diese Falle mit ihren Mittelwerten der Deckzelllagenanzahl in den drei
Gelenkkapsel-Abschnitten und den jeweiligen Fallanzahlen auf.

Tabelle 11: Deckzellanzahlen der drei Gelenkkapsel-Abschnitte nach Alter

Deckzelllagen

Alter (in Jahren) Fallanzahl proximal mittig distal
0,5 1 7 1 3
0,75 4 4 2,5 4
1,5 4 4,5 1,75 3
1,75 1 2 1 3
2 7 4 1,5 3
25 5 3,5 2 2,5
3 3 4,5 1,5 3,5
3,5 2 2,5 1 3
4 5 3 25 3,5
5 5 5 2 4
5,5 1 2 1 5
6 5 2,5 2 2,5
7 3 5 1 3
7,5 1 8 3 7
8,5 4 4,5 2 4
9 1 5 4 7
10,5 1 3 1 3
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4.3.2.2 Kapseloberflache - Villi et plicae synoviales

OberflachenvergroBerungsfaktor - OVF

Der OVF war ein Mal} fur die Zottenausbildung an der Gelenkkapselinnenoberflache. Im
Weiteren wurde der Faktor fur die Gradeinteilung der Zottenbildung verwendet. Tabelle 12
zeigt die Aufteilung der Falle in drei Gruppen. Der Wert 1 bedeutet, dass keine Zotten
vorhanden sind (Abb. 29). Erklarbar ist dieser Wert durch den Quotienten aus der Lange einer
glatten Oberflache ohne Zotten und seiner genauso langen, parallelen Geraden dazu. Alle
Werte gro3er als der Wert 1 stehen fur die Ausbildung weniger oder flacher Zotten (1 < OVF
> 2,5) (Abb. 30) bis hin zu vielen oder grofen Zotten (2,5 < OVF > 5) (Abb. 31).

Tabelle 12: Gradeinteilung der Zottenbildung (Kapseloberfliche) anhand des
OberflachenvergroRerungsfaktors (OVF)

OVF Kapseloberfldche Fallanzahl Prozent
1 keine Zotten 3 3,85
1<OVF 225 kleine / wenige Zotten 41 52,56
2,5<0VF 25 hohe / viele Zotten 26 33,33
nicht messbare Falle 8 10,26
Gesamtsumme 78 100

Die Korrelationen der Zottenausbildung zu Signalement und den Daten der Krankenakten der
Patienten wird im folgenden Abschnitt gezeigt.
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Abbildung 29: keine Zotten in
der mittleren Kniegelenkkapsel
eines Hundes mit einer
Patellaluxation; Farbung nach
LADEWIG.

Abbildung 30: kleine Zotten in
der proximalen
Kniegelenkkapsel eines Hundes
mit einer Patellaluxation;
Farbung nach LADEWIG.

Abbildung 31: grole Zotten in
der mittleren Kniegelenkkapsel
eines Hundes mit einer
Femurfraktur; Farbung nach
LADEWIG.
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Korrelation zwischen OberflachenvergroBerungsfaktor und Erkrankung

Die Mittelwerte der OberflachenvergroRerungsfaktoren bei den verschiedenen Erkrankungen
unterscheiden sich kaum. Allerdings weist die Gruppe der Hunde mit einer Patellaluxation (n
= 52; 66,66 %) eine deutlich groRere Streuung in der Zottenausbildung auf als die
Vergleichsgruppe der Kontrolltiere und der Hunde mit einer Femurfraktur. Tabelle 13 bietet
eine Ubersicht Uber die Mittelwerte der Oberflaichenfaktoren bei den verschiedenen
Erkrankungen.

Tabelle 13: Mittelwerte und weitere Kennwerte der OberflachenvergréoRerungsfaktoren bei den
verschiedenen Erkrankungen

OberflachenvergroRerungsfaktor

Erkrankung N Minimum Maximum Mittelwert s Median
Patellaluxation 52 1,00 4,94 2,27 0,85 2,16
Kreuzbandruptur 11 1,00 3,82 2,33 0,83 2,18
St el U 3 1,14 335 238 113 266
Patellaluxation

FEITAELITE 4 2,64 4,86 3,54 096 3,33
Kontrollen

Insgesamt 70 1,00 4,94 2,35 0,89 2,22

Bei den Fallen mit Patellaluxation (PL) gibt es einerseits Préparate ohne jegliche Zotten (n =
2; 2,56 %) und andererseits Proben mit den héchsten bzw. meisten Zotten (n = 16; 20,51 %).
Bei den meisten Hunden mit einer Patellaluxation (n = 34, 43,59 %) konnten jedoch wenige
oder kleine Zotten nachgewiesen werden. Ebenso waren bei den 11 Hunden mit einer
Kreuzbandruptur kleine oder wenige Zotten am haufigsten zu sehen (n = 6; 7,69 %). In einem
Fall (1,28 %) waren keine Zotten vorhanden und in 4 Fallen waren sehr grof3e oder viele Zotten
sichtbar (5,13 %). Bei den Hunden mit einer Patellaluxation und zusatzlicher Kreuzbandruptur
(PL + KBR) waren in einem Fall (1,28 %) kleine bzw. wenige Zotten vorhanden und in 2 Fallen
(2,56 %) waren hohe oder viele Zotten auffindbar. Alle Hunde der Vergleichsgruppe
(Femurfraktur, Kontrollen (FX + KO); n =4, 5,13 %) hatten ausschliellich hohe oder besonders
viele Zotten. Bei 8 Tieren (10,26 %) konnten keine Zottenabmessungen erfolgen, da das
Stratum synoviale bei diesen Praparaten fehlte (Abriss, Praparationsschaden).

Die Abbildung 32 stellt die Ausbildung von Zotten und die Verteilung des entsprechenden
OberflachenvergréRerungsfaktors dar.
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Abbildung 32: Verteilung des OberflachenvergréRerungsfaktors bei den Erkrankungen
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Korrelation zwischen OberflachenvergroBerungsfaktor und Luxationsgraden der
Patellaluxation

Der Schweregrad der Luxation korreliert nicht mit der Kapseloberflache bzw. der Zottenbildung
bei Hunden mit Patellaluxation. Abbildung 33 liefert eine Ubersicht dazu.
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OberflichenvergréRerungsfaktor

Abbildung 33: OberflachenvergréfRerungsfaktor und Grade der Patellaluxation
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Korrelation zwischen Oberflaichenfaktor und Krankheitsverlauf / Lahmheitsdauer

Bei den verschiedenen Krankheitsverlaufen zeigen die Mittelwerte der jeweiligen
Oberflachenfaktoren geringe Unterschiede. Sie belaufen sich auf eine mindestens 2,20-fache
Vergroferung der Gelenkkapseloberflache bei den Fallen mit einer subakuten Lahmheit
(Tab.14). Dementsprechend kommen in diesen Fallen Uberwiegend kleine Zotten vor.
AulRerdem zeigt diese Gruppe die geringsten Schwankungen (Minimum 1,52; Maximum 2,98).
Durchschnittlich die groften Zotten (OVF = 2,92) weisen Falle mit einem subchronischen
Verlauf auf. Dabei handelt es sich gleichzeitig um die Gruppe mit den gréf3ten Schwankungen
(Minimum 1; Maximum 4,94). Eine fast genauso grof3e Schwankung in den Mittelwerten der
OberflachenvergroRerungsfaktoren besteht in  der Gruppe mit einem perakuten
Krankheitsverlauf (Minimum 1,09; Maximum 4,86). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
bei subakuten und chronisch-progredienten Lahmheiten durchschnittlich eher kleine Zotten
vorkamen, wahrend perakute, akute und subchronische Lahmheitsformen zur Ausbildung von
groRen Zotten neigten. Eine Ubersicht dieser Kennwerte liefert Tabelle 14, dargestellt sind sie
in Abbildung 34.

Tabelle 14: Verlaufsformen der Lahmheiten mit entsprechenden Kennwerten zu den
OberflachenvergréRerungsfaktoren

OberflachenvergroRerungsfaktor

Krankheitsverlauf N Mittelwert Minimum Maximum Median s

perakut (1 -2 d) 8 2,60 1,09 4,86 2,65 1,17
akut (3 -14 d) 7 2,56 1,68 3,91 250 0,80
subakut (15 - 30 d) 8 2,20 1,52 2,98 2,22 0,45
subchronisch (31 - 90 d) 7 2,92 1,00 4,94 3,10 1,37
chronisch-progredient (>90d) 26 2,46 1,14 4,73 2,30 0,86
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Abbildung 34: Verteilung der Oberflachenfaktoren bei den Krankheitsverlaufen

Korrelation zwischen Oberflachenfaktor und Rassegruppen

Die Mittelwerte der OberflachenvergroRerungsfaktoren bei den vier Rassegruppen
unterscheiden sich kaum. Toy- und kleine Hunderassen haben im Schnitt genauso grol3e
Zotten wie mittelgroRe und grofde Hunderassen. Die groite Streuung der Oberflachenfaktoren
weisen kleine Hunde auf. Unter ihnen gibt es Patienten mit den grofiten Zotten (OVF = 4,94)
aber auch Hunde mit gar keinen Zotten (OVF = 1,00). Streuung, Mittelwerte und Extremwerte
von Toy- und groRen Hunden sind annahernd gleich. Eine VerhaltnismaRigkeit der
ZottengroRe zur KorpergroRe eines Hundes konnte somit nicht nachgewiesen werden.
Abbildung 35 veranschaulicht die Zottenausbildung bei den vier Gruppen, Tabelle 15 liefert
eine Ubersicht der entsprechenden Kennwerte.
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Tabelle 15: Kennwerte der OberflachenvergréofRerungsfaktor bei den 4 Rassegruppen

OberflachenvergroBerungsfaktor

Rassegruppe N Mittelwert Minimum Maximum Median s

Toy-Hunde 15 2,17 1,09 3,57 2,19 0,60
kleine Hunderassen 31 2,39 1,00 494 2,14 0,95
mittelgroRe Hunderassen 14 2,52 1,00 4,73 2,30 099
GroRe Hunderassen 10 2,29 1,00 3,82 2,12 1,01
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Abbildung 35: Verteilung des OVF bei den Rassegruppen
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Korrelation zwischen Oberflachenfaktor und Alter der Patienten

Hinsichtlich des Alters der Patienten und dem Oberflachenvergrélierungsfaktor gibt es keinen
Zusammenhang. Junge Patienten mit einem Alter unter einem Jahr weisen im Mittel einen
OberflachenvergréRerungsfaktor zwischen 1,88 (kleine Zotten) und 2,99 (grof3e Zotten) auf.
Die Mittelwerte der OberflachenvergrélRerungsfakioren der alteren Tiere liegen meistens
zwischen diesen beiden Werten. Es konnte somit kein Einfluss des Alters auf die Ausbildung
der Zotten nachgewiesen werden. Abbildung 36 gibt die unstetige Verteilung der
Oberflachenfaktoren hinsichtlich des Alters der einzelnen Patienten wieder.
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Abbildung 36: Oberflachenfaktoren und Alter der Patienten

Korrelation zwischen Zottenoberflache und Anzahl der Deckzelllagen

Im Hinblick auf ihren apikalen Abschluss durch die Deckzellen konnte keine signifikante
Korrelation zwischen dem Grad der Zottenbildung und der Anzahl der Deckzelllagen in den

drei Abschnitten der Gelenkkapsel ermittelt werden. Kleine Zotten kénnen dementsprechend

genauso viele oder wenige Deckzelllagen aufweisen wie grof3e Zotten.
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4.3.2.3 Fehlen des mittleren Stratum subsynoviale

Im Zuge der histomorphologischen Untersuchungen fiel bei der Analyse der
Kniegelenkkapselproben auf, dass das Stratum subsynoviale im mittleren Abschnitt der
Kniegelenkkapselproben in 59 von 78 Fallen (75,64 %) nicht vorhanden war. Demzufolge
schloss das Stratum synoviale unmittelbar an das Stratum fibrosum an (Abb. 38). Im
proximalen und distalen Gelenkkapselabschnitt konnte dieses Phanomen nicht beobachtet
werden. Hier waren immer alle drei Schichten vorhanden (Abb. 37).
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Abbildung 37: Mittlerer Abschnitt der Kniegelenkkapsel; Kreuzbandruptur. Das
zellreiche Stratum synoviale (s) schlie3t an das gut vaskularisierte (x) Stratum
subsynoviale (sb) an, das in das mit Kollagenfasern (griin) ausgestattete Stratum
fibrosum (f) Ubergeht. Farbung nach VOLKMANN-STRAUR.
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Abbildung 38: Mittlerer Abschnitt der Kniegelenkkapsel; Patellaluxation. Das zellarme,
einschichtige Stratum synoviale (s) mit abgeplatteten Synoviozyten und Fibroblasten schlief3t
direkt an das kollagenfaserreiche (griin) und gut durchblutete (x) Stratum fibrosum (f) an.
Farbung nach VOLKMANN-STRAUR.

Die Haufigkeit des Vorhandenseins des Stratum subsynoviale im mittleren Abschnitt der
Kniegelenkkapsel wurde in Abhangigkeit von der Rassegruppe, dem Alter, dem
Korpergewicht, der Art der Erkrankung und der Lahmheitsdauer ausgewertet. In Bezug auf die
Art der Erkrankung und die Lahmheitsdauer existiert eine signifikante Abhangigkeit.

Rassengruppen

Aus Tabelle 16 geht hervor, dass der mittlere Abschnitt des Stratum subsynoviale bei Toy-,
kleinen, mittelgro3en und groRen Hunden in annahernd drei Viertel der Falle nicht vorhanden
war.
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Tabelle 16: Vorhandensein / Nicht-Vorhandensein des mittleren Stratum subsynoviale bei den
vier Rassegruppen der untersuchten Population

Rassegruppen
mittelgroBe
Str. subsynoviale Toy-Rassen kleine Hunde Hunde groBBe Hunde
vorhanden 4 (26,7 %) 7 (20,6 %) 5 (26,3 %) 3 (30 %)
nicht vorhanden 11 (73,3 %) 27 (79,4 %) 14 (73,7 %) 7 (70 %)

Alter

Ein Zusammenhang des Fehlens des Stratum subsynoviale im mittleren Abschnitt der
Kniegelenkkapsel konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 39).

Fallanzahl

o-
.30 50 75

mittleres Stratum subsynoviale Alter der Patienten (in Jahre)

W vorhanden
[ nicht vorhanden

1,00 150 1,75 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 500 550 575 6,00 6,75 7,00 7,50 8,00 850 9,00 9,50 10,0010,5011,0012,0015,00

Abbildung 39: Verteilung der Fallanzahlen mit vorhandenem und nicht vorhandenem
mittleren Stratum subsynoviale nach den Altersstufen der untersuchten Population.
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Gewichtsklassen

In allen Gewichtsklassen aulRer der schwersten (Gewichtsklasse > 45 kg) fehlte das Stratum
subsynoviale im mittleren Abschnitt der Kniegelenkkapsel meistens (Abb. 40). Wahrend diese
Schicht in der niedrigsten Gewichtsklasse (0 - 5 kg) in 74, 07 % der Falle (n = 20) nicht
nachgewiesen werden konnte, fehlte sie in der nachst schwereren (5 - 10 kg) in 84,21 % (n =
16). In den schwereren Gewichtsklassen anderte sich das Verhaltnis zwischen dem Fehlen
und Vorhandensein des mittleren Stratum subsynoviale in 2:1 fir die Gewichtsklasse 10 - 15
kg und in 7:1 fir die Gewichtsklasse 15 - 20 kg. Bei den Gewichtsklassen 25 - 30 kg, 30 - 35
kg und 35 - 40 kg war jeweils nur ein Fall vorhanden, wobei in allen drei Fallen kein mittleres
Stratum subsynoviale nachgewiesen werden konnte in der Gewichtsklasse 40 - 45 kg bestatigt
sich wieder das Verhaltnis von 3:1 (ohne/mit mittlerem Stratum subsynoviale). Die Abbildung
29 gibt das Vorhandensein / Nicht-Vorhandensein des mittleren Stratum subsynoviale in den
zehn Gewichtsklassen der untersuchten Population mit den jeweiligen Fallanzahlen wieder.

mittleres Str. subsynoviale

B vorhanden
B nicht vorhanden

Fallanzahl

0-5kg 5-10kg 10-15kg 15-20kg 20-25kg 25-30kg 30-35kg 35-40kg 40-45kg >45kg
Kérpergewicht Gewichtsklassen

Abbildung 40: Verteilung der Falle mit (griin) und ohne (rot) mittlerem Stratum subsynoviale
auf die zehn Gewichtsklassen der untersuchten Stichprobe.

Erkrankung

81,36 % (n = 44) der Falle mit Patellaluxation und 63,64 % (n = 7) der mit einer
Kreuzbandruptur wiesen im mittleren Abschnitt der Kniegelenkkapsel einen direkten
Anschluss des Stratum synoviale an das Stratum fibrosum auf (Tab. 17). Die Erkrankung der
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Patellaluxation ist damit signifikant haufiger mit einem fehlenden Stratum subsynoviale
behaftet als dies bei den anderen Erkrankungen festgestellt wurde (P-Wert = 0,000) (Abb. 41).
In lediglich 18,64 % (n = 11) der Falle mit Patellaluxation und 36,36 % (n = 4) jener mit einer
Kreuzbandruptur lag zwischen den beiden zuvor genannten Schichten das Stratum
subsynoviale vor. In der Gruppe mit einer Patellaluxation und kombinierter Kreuzbandruptur,
sowie in der Gruppe mit einer Femurfraktur und den Kontrollen, waren jeweils 50 % ohne
mittleres Stratum subsynoviale. Tabelle 17 liefert eine Ubersicht der Fallanzahlen der
Erkrankungen im Hinblick auf das Vorhandensein des mittleren Stratum subsynoviale. In
Abbildung 41 wird diese Aufteilung dargestellt.

Tabelle 17: Fallanzahlen mit vorhandenem und fehlendem mittleren Stratum subsynoviale bei
den untersuchten Erkrankungen.

Vorhandensein des mittleren Stratum subsynoviale und Art der Erkrankung

Anzahl
Vorhandendsein
0 1 Fallanzahl
Artder Erkrankung  Patellaluxation 48%* 11 59
Kreuzbandruptur 7 4 11
Patellaluxation mit Kreuzbandruptur 2 2 4
Femurfraktur und Kontrollen 2 2 4
Gesamt 59 19 78
Erkrankungen
Patellaluxation mit Femurfraktur und
Patellaluxation Kreuzbandruptur Kreuzbandruptur Kontrollen
@ L
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g vorhanden—| -y 2
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Abbildung 41: Anzahl der Patienten in den jeweiligen Krankheitsgruppen und ob sie ein
mittleres Stratum subsynoviale aufwiesen oder nicht. Signifikanter Unterschied bei den
Hunden mit einer Patellaluxation (*).
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Lahmheitsdauer

In jedem Stadium der untersuchten Lahmheiten waren deutlich mehr Falle ohne ein mittleres
Stratum subsynoviale zu verzeichnen als solche mit diesem Schichtanteil. Bei chronisch-
progredienten Lahmheiten war mit 23 Fallen (88,46 %) die Fallanzahl aller Gruppen am
héchsten (Abb. 42). Damit waren die Falle mit chronisch-progredientem Verlauf signifikant
haufiger mit dem Fehlen des mittleren Stratum subsynoviale assoziiert als die Ubrigen
Verlaufsformen (P-Wert = 0,000). In den Fallen mit akuter Lahmheit lag dieser Wert bei 85,71
% (n =6), in denen mit perakuter und subakuter Lahmheit waren es hingegen 62,50 % (jeweils
n = 5). Die Gruppe der subchronischen Lahmheiten bestand ausschlief3lich aus Fallen ohne
diese Schicht (n = 7, 100%). Bei den Hunden der Kontrollgruppe, die nicht wegen einer
Lahmheit vorgestellt worden waren, war das mittlere Stratum subsynoviale in beiden Fallen
vorhanden.

mittleres Stratum subsynoviale

M nicht vorhanden
M vorhanden

Fallanzahl

perakut akut subakut subchronisch chronisch-
(1-2d) (3-14d) (15-30d) (31-90d) progredient
(langer als 90d)

Lahmheitsdauer

Abbildung 42: Verteilung der Falle mit und ohne mittleres Stratum subsynoviale bei den
verschiedenen Lahmheitsstadien. *Signifikanzniveau bei p < 0.05
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Signifikante Unterschiede in den Flachenanteilen von Gesamtkollagen zwischen
Hunden mit und ohne mittleres Stratum subsynoviale

Anhand von nichtparametrischen Tests nach Mann-Whitney-U flr unabhangige Stichproben
ergaben sich dabei signifikante Unterschiede nicht nur im mittleren und distalen Abschnitt des
Stratum subsynoviale sondern auch in diesen Bereichen des Stratum synoviale. Die Tiere mit
nachgewiesenem mittleren Stratum subsynoviale (n = 19, 24,35 %) wiesen einen
durchschnittlichen Flachenanteil an Kollagenfasern von 64,41 % auf, mit dem Flachenanteil
an Kollagenfasern im proximalen und distalen Abschnitt positiv korreliert (P-Wert = 0,000).

Im distalen Abschnitt des Stratum subsynoviale unterschieden sich die beiden Gruppen
mit einem P-Wert von 0,020. Bei Tieren ohne ein mittleres Stratum subsynoviale bestanden
im Durchschnitt 58,11 % der Gesamtflache aus Kollagenfasern, wahrend es bei Tieren mit
dieser Schicht 70,59 % waren (Abb. 44). Im mittleren Stratum synoviale (Abb. 43) wiesen
Hunde mit fehlendem mittlerem Stratum subsynoviale einen Flachenanteil des
Gesamtkollagens von 38,98 % auf und unterschieden sich somit signifikant vom Flachenanteil
der Tiere, bei denen es vorhanden war (53,48 %, P-Wert = 0,018).

Im distalen Abschnitt des Stratum synoviale unterschieden sich die beiden Gruppen um
12,85 % signifikant voneinander (P-Wert = 0,042, ANOVA). Hunde ohne mittleres Stratum
subsynoviale wiesen durchschnittlich einen Flachenanteil von 41,03 % auf, wahrend dieser
bei Hunden mit dieser Schicht bei 53,88 % lag (Abb. 43).
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Abbildung 43 und 44: Flachenanteile der Kollagenfasern (in %) in den drei Abschnitten des
Stratum subsynoviale und des Stratum synoviale bei Patienten mit und ohne einem mittlerem
Stratum subsynoviale. * Signifikanzniveau bei p < 0.05
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4.3.2.4 Dicke der Kniegelenkkapsel im proximalen, mittleren und distalen Abschnitt

Die Dickenvermessungen des proximalen, mittleren und distalen Abschnitts der
Kniegelenkkapsel ergaben keine signifikanten Zusammenhange zum Alter, zum Geschlecht,
zum Gewicht der Patienten, zur Art ihrer Erkrankung, zur Lahmheitsdauer, zu den
Luxationsgraden der Patellaluxation und zum Ausbildungsgrad der Zotten des Stratum
synoviale. Signifikante Zusammenhange konnten hinsichtlich der Rassegruppen (Abb. 45)
nachgewiesen werden.

Rassegruppen

Nichtparametrische Tests nach Kruskal-Wallis fir unabhangige Stichproben ergaben
signifikante Unterschiede in den Dicken des proximalen und mittleren Abschnitts der
Kniegelenkkapsel in Bezug auf die Rassegruppen. Bei Toy-Hunden (n = 15) sind die
durchschnittlichen Dicken des proximalen Abschnitts um 46,41 % kleiner als bei grof3en
Hunden (n = 10) (P-Wert = 0,045, Bonferroni) und um 44,60 % kleiner als bei mittelgrof3en (n
=19) (P-Wert = 0,036, Bonferroni) (Tab.18). Im mittleren Abschnitt wiesen Toy-Hunde zu allen
anderen Rassegruppen eine signifikant diinnere Kniegelenkkapsel auf (Abb. 45).

Tabelle 18: Signifikante Unterschiede in den Dicken der proximalen und mittleren
Gelenkkapsel zwischen den vier Rassegruppen, n. s. = nicht signifikant.

Dicken (in pm) und signifikante Korrelationen

proximale Gelenkkapsel mittlere Gelenkkapsel
Rasse- Mittelwert Unterschied Signifikanz | Mittelwert Unterschied Signifikanz
gruppen + Stabw zu (Test) + Stabw zu (Test)
Toy- 1.714,97 grolRen 0,045 ns
Hunde + 914,47 Hunden  (Bonferroni) ’
kleine
Hunde n.s n.s
mittelgroRe 3095,42 Toy- 0,036 2159,55 + Tov-Hunden 0,030
Hunde +1318,84 Hunden  (Bonferroni) | 1332,42 y (Bonferroni)
groRe 244544 + : 0,007
Hunde n.s. 1418,23 Toy-Hunden (Bonferroni)
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Abbildung 45: Dicke des proximalen, mittleren und distalen Abschnitts der Kniegelenkkapsel
bei den vier Rassegruppen; * Signifikanzniveau bei p < 0.05

Korrelation der Dicken des proximalen, mittleren und distalen Abschnitts der
Kniegelenkkapsel zueinander

Die drei Abschnitte der Gelenkkapsel korrelieren hinsichtlich ihrer Dicken jeweils signifikant
miteinander. Ein linearer Zusammenhang in Bezug auf die vier Rassegruppen kann aus der
Abbildung 46 gelesen werden. Die Korrelationskoeffizienten nach Spearman liegen zwischen
0,327 und 0,536 und sind mit einem P-Wert von 0,000 signifikant (Abb. 46).
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Rassegruppen

Toy-Rassen
@ Kleine Hunde
© mittelgrofe Hunde
O groke Hunde

proximale
Gelenkkapsel

mittlere
Gelenkkapsel

distale
r=0,536 Gelenkkapsel

Abbildung 46: Korrelation der drei Gelenkkapsel-Abschnitte untereinander mit den
dazugehdrigen Korrelationskoeffizienten r mit Markierung der einzelnen Rassegruppen.

Schichtdicken im proximalen, mittleren und distalen Abschnitt der Kniegelenkkapsel

In Bezug auf die Schichtdicken der Kniegelenkkapsel in ihrem proximalen, mittleren und
distalen Abschnitt konnten keine signifikanten Unterschiede zum Alter, der Patienten, zum
Geschlecht, zum Gewicht und zur Lahmheitsdauer bei den Patienten gefunden werden.

Signifikante Zusammenhange lie3en sich zwischen den Schichtdicken der Kniegelenkkapsel
und den Rassegruppen, der Art der Erkrankung, der Unterscheidung zwischen ein- und
beidseitiger Patellaluxation, den Luxationsgraden und zum Grad der Zottenausbildung im
Stratum synoviale entdecken.
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Rassegruppen

Hinsichtlich der vier Rassegruppen ergaben sich signifikante Unterschiede (Abb. 47) in
folgenden Schichten und Abschnitten der Kniegelenkkapsel:

- proximaler, mittlerer und distaler Abschnitt des Stratum fibrosum

- proximaler Abschnitt des Stratum subsynoviale

- proximaler und mittlerer Abschnitt des Stratum synoviale

In den Ubrigen Schichten und Abschnitten der Kniegelenkkapsel waren keine signifikanten
Zusammenhange zu den Rassegruppen auffindbar.

proximales Stratum fibrosum
8.000 k [] mittleres Stratum fibrosum
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Abbildung 47: Signifikante Unterschiede zwischen ausgewahlten Abschnitten und Schichten
der Kniegelenkkapsel bei den vier Rassegruppen.
* Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.

129



4 Ergebnisse

Proximaler, mittlerer und distaler Abschnitt des Stratum fibrosum und Rassegruppen

Die Dicken des proximalen Abschnitts des Stratum fibrosum von Toy-Hunden (n = 15) waren
im Durchschnitt um 42,70 % dunner als jene bei mittelgroRen Hunden (n = 19) (P-Wert = n
0,049, Bonferroni). Dieselben Rassegruppen unterschieden sich signifikant in den
durchschnittlichen Dicken des mittleren Abschnitts des Stratum fibrosum. Dabei wiesen Toy-
Hunde (n = 15) ein um 68,03 % dlnneres Stratum fibrosum in diesem Bereich auf als
mittelgrof’e Hunde (n = 19) (P-Wert = 0,006, Bonferroni).

Wahrend somit das Stratum fibrosum bei Toy-Hunden im proximalen Bereich fast halb so diinn
ist wie bei mittelgrolRen Hunden, erwies sich dieses im mittleren Abschnitt bei Toy-Hunden als
annahernd dreimal dinner als bei mittelgro3en Hunden.

Ebenso ergab sich bei denselben Rassegruppen ein signifikanter Unterschied in den
durchschnittlichen Dicken des distalen Abschnitts des Stratum fibrosum (p = 0,048;
Bonferroni). Toy-Hunde (n = 15) besallen demnach im Durchschnitt ein um 49,02 % dinneres
Stratum fibrosum im distales Bereich als mittelgrole Hunde (n = 19). Die signifikanten
Unterschiede in den Schichten der Kniegelenkkapsel in Bezug auf die Rassegruppen sind in
den Abbildungen 47 dargestellt.

Proximaler Abschnitt des Stratum subsynoviale und Rassegruppen

Bei den Dicken den Stratum subsynoviale ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen
Toy-Hunden und groRen Hunden und zwischen kleinen und grofen Hunden. Die
durchschnittlichen Dicken des proximalen Abschnitts des Stratum subsynoviale von Toy-
Hunden waren um 66,85 % dunner als jene von grofen Hunden (n = 10) (P-Wert = 0,002,
Bonferroni). Bei kleinen Hunden (n = 34) war dieser Schichtabschnitt durchschnittlich um 65,73
% dunner als bei grolten Hunden (n = 10) (P-Wert = 0,000, Bonferroni). Diese signifikanten
Zusammenhange sind in der Abbildung 48 dargestellt und markiert (*).

Mittlerer Abschnitt des Stratum synoviale und Rassegruppen

Post-Hoc-Tests nach Bonferroni ergaben, dass Toy-Hunde (n = 15) ein um 63,96 % signifikant
dinneres mittleres Stratum synoviale als grofse Hunde (n = 10) hatten (P-Wert = 0,009). Die
Tests ergaben zwischen mittelgroen und grofien Hunden einen signifikanten Unterschied in
diesem Schichtabschnitt mit einem P-Wert von 0,021. Demnach war der mittlere Abschnitt des
Stratum synoviale von mittelgro3en Hunden (n = 19) um 53,76 % dunner als jenes von grof3en
Hunden (n = 10) (Abb. 48).
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Abbildung 48: Ausgewahlte Abschnitte des Stratum subsynoviale und des Stratum synoviale

der Kniegelenkkapsel mit gekennzeichneten, signifikanten Unterschieden zwischen den
Rassegruppen. * Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Mittlerer Abschnitt des Stratum synoviale und Art der Erkrankung

In Korrelation zu den Erkrankungen konnten signifikante Unterschiede ausschlieRlich in den
Dicken des mittleren Bereichs des Stratum synoviale gefunden werden. Dabei unterscheiden
sich die Falle mit Patellaluxation einerseits von jenen mit einer Kreuzbandruptur und
andererseits von den Kontrollen. Hunde mit einer Patellaluxation (n = 59) hatten demnach
einem um 55,17 % dinneren mittleren Abschnitt des Stratum synoviale als Hunde mit einer
Kreuzbandruptur (n = 11) (P-Wert = 0,009, Bonferroni). Im Vergleich zu den Kontrollen (n = 4)
wiesen die Hunde mit Patellaluxation sogar einen um 64,65 % dinneren mittleren Abschnitt
auf (P-Wert = 0,021, Bonferroni). In Abbildung 49 sind die signifikanten Unterschiede der
durchschnittlichen Dicken des mittleren Abschnitts des Stratum synoviale bei den
Erkrankungen dargestellt und markiert.
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Abbildung 49: Dicken des mittleren Stratum synoviale bei den untersuchten Krankheiten und
im Vergleich zu Kontrollen. Signifikante Unterschiede sind markiert. * Signifikanzniveau bei p
<0.05
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Proximaler und mittlerer Abschnitt des Stratum fibrosum sowie distales Stratum
synoviale bei ein- und beidseitiger Patellaluxation

Die durchschnittlichen Dicken des proximalen und mittleren Abschnitt des Stratum fibrosum
sowie des distalen Abschnitts des Stratum synoviale waren bei den Fallen mit ein- und
beidseitiger Patellaluxation signifikant unterschiedlich. Alle drei Schichtabschnitte erwiesen
sich bei den Fallen mit einer beidseitigen Patellaluxation (n = 31) als signifikant dinner als bei
jenen mit einer einseitigen Patellaluxation (n = 28). Hinsichtlich des Stratum fibrosum war
dieses in den Fallen mit einer beidseitigen Patellaluxation im proximalen Abschnitt um
durchschnittlich 23,00 % (P-Wert = 0,013, Mann-Whitney-U) und im mittleren Abschnitt um
4513 % (P-Wert = 0,017, Mann-Whitney-U) dinner als in den Fallen, in denen die
Patellaluxation nur einseitig vorlag. In Abbildung 50 sind die signifikanten Dickenunterschiede
in den genannten Schichtabschnitten dargestellt und gekennzeichnet ().
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Abbildung 50: Signifikante Unterschiede in den durchschnittlichen Dicken des proximalen
und mittleren Stratum fibrosum bei Hund mit ein- und beidseitiger Patellaluxation.
* Signifikanzniveau bei p < 0.05
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Distaler Abschnitt des Stratum synoviale und ein- und beidseitige Patellaluxation

Die Mittelwerte des distalen Abschnitts des Stratum synoviale unterschieden sich signifikant
zwischen den Fallen mit einseitiger und jenen beidseitiger Patellaluxation (P-Wert = 0,034,
Mann-Whitney-U). Hunde mit einer bilateralen Patellaluxation (n = 31) hatten durchschnittlich
ein um 34,37 % dunneres Stratum synoviale im distalen Bereich als jene mit einer unilateralen
Luxation (n=28). In Abbildung 51 sind diese Signifikanzen zwischen den beiden Untergruppen

anschaulich gemacht.
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Abbildung 51: Hunde mit einer beidseitigen Patellaluxation zeigen ein signifikant (*)

dinneres Stratum synoviale im distalen Bereich als Hunde mit einer einseitigen
Patellaluxation. * Signifikanzniveau bei p < 0.05
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Mittlerer Abschnitt des Stratum fibrosum und Luxationsgrade der Patellaluxation

Hinsichtlich der Luxationsgrade der Patellaluxation ergaben sich signifikante Unterschiede in
den durchschnittlichen Dicken des mittleren Abschnitts des Stratum fibrosum zwischen
Hunden mit einer Patellaluxation Grad 1 (n = 2) und jenen mit einer gréRer/gleich 2 (n = 20).
Demnach war dieser Schichtabschnitt mit dem schwerwiegenderen Grad der Patellaluxation
um durchschnittlich 71,92 % dinner als bei denen mit einer Patellaluxation Grad 1 (P-Wert =
0,036, Gabriel). In Abbildung 52 wird dieser Unterschied gezeigt und markiert (*).
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Abbildung 52: Dicken des mittleren Stratum fibrosum bei den verschiedenen
Luxationsgraden der Patellaluxation, Signifikanz (*) zwischen Grad 1 und Grad = 2.
* Signifikanzniveau bei p < 0.05
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Distaler Abschnitt des Stratum subsynoviale und Ausbildungsgrad der Zotten an der
Gelenkinnenoberflache

Die Falle ohne Zotten an der Gelenkinnenoberflache zeigen ein signifikant dinneres Stratum
subsynoviale im distalen Abschnitt als jene mit hohen Zotten (P-Wert = 0,030, LSD). Dieser
Schichtabschnitt ist bei Fallen ohne Zotten (n = 3) um durchschnittlich 66,85 % dlnner als bei
denen mit hohen oder vielen Zotten (n = 26). In Abbildung 53 ist dieser signifikante
Zusammenhang (*) dargestellt.
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Abbildung 53: Dicken des distalen Stratum subsynoviale bei den drei Graden der
Zottenausbildung. Signifikanz (*) zwischen keinen und grof3en Zotten.
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4.3.2.5 Flachenanteile (in %) der Fibrinablagerungen

Die Flachenanteile des im Bindegewebe der Kniegelenkkapsel (Abb. 54 und 55, blau)
extrazellular abgelagerten Fibrins (Abbildung 54, pink bis zinnoberrot) ergaben weder
signifikante Unterschiede noch Zusammenhdnge zu den Rassegruppen, zum Alter, zum
Geschlecht, zum Gewicht, zur Art der Erkrankung, zur Lahmheitsdauer, zum Ausbildungsgrad
der Zotten oder zum Gehalt der Kollagene. 13 (16,66 %) von 78 Fallen waren frei von
Fibrinablagerungen. Dies betraf 6 Hunde mit einer Patellaluxation, 5 mit einer Kreuzbandruptur
und einen mit Patellaluxation und Kreuzbandruptur. Waren Fibrinablagerungen vorhanden,
konnten disseminiert Uber alle drei Schichten sowie im proximalen, mittleren und distalen
Abschnitt der Kniegelenkkapsel lokalisiert werden (Abbildung 54). Die Flachenanteile des
Fibrins nahmen dabei zwischen 0,01 % und 29,85 % der Flache des gesamten
Kniegelenkkapselpraparats ein. In 82,22 % der Falle mit Fibrinablagerungen betrug dieser
Flachenanteil bis zu 10 %, in 13,51 % lag er zwischen 10 % und 20 % und in 5,41 % nahm er

zwischen 20 und 30 % ein.

Abb. 54: Femurfraktur; Fibrinablagerungen (pink bis rot) im Bindegewebe (blau)

des mittleren Abschnitts des Stratum fibrosum, subsynoviale und synoviale;
Gefalie im Stratum synoviale (%) und fibrosum (%); Farbung nach LADEWIG.
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Abb. 55: Patellaluxation; Fibrin-freie Probe; Erythrozyten (orange); Farbung

nach LADEWIG.
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4.3.2.6 Flachenanteile (in %) des Gesamtkollagens

Da der mittlere Abschnitt des Stratum subsynoviale in 59 von 78 Fallen (75,64 %) fehlte, wurde
er von den weiteren Berechnungen zum Gehalt des Gesamtkollagens (in %), zum
semiquantitativen Gehalt der immunhistochemisch detektierten Kollagen-Typen sowie dem
Gehalt an Fibrinablagerungen (in %) in der Kniegelenkkapsel ausgeschlossen. Die Mittelwerte
der Flachenanteile (in %) des Gesamtkollagens waren in allen neun Messbereichen
unterschiedlich (Tab.19). Sie wichen jedoch nur geringgradig zwischen dem proximalen,
mittleren und distalen Abschnitt innerhalb ein und derselben Schicht der Kniegelenkkapsel
voneinander ab. Demensprechend ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen den
Flachenanteilen der drei Abschnitte jeweils untereinander in jeder Schicht (Abb. 56). Deutlich
ausgepragter waren die Unterschiede hingegen in den Flachenanteilen der Kollagenfasern
zwischen den drei Schichten. Die groften Flachenanteile wies das Stratum subsynoviale auf,
in dem das Gesamtkollagen zwischen 61,11 % im proximalen Abschnitt und 64,41 % im
mittleren Abschnitt einnahm. Das Stratum fibrosum wies nur gering kleinere Flachenanteile
auf (51,19 % - 53,63 %), weshalb der Flachenanteil des Gesamtkollagens im proximalen
Abschnitt des Stratum subsynoviale mit dem im mittleren und distalen Abschnitt des Stratum
fibrosum stark korrelierten (P-Wert = 0,004 bzw. 0,008, Bonferroni) und der mittlere Abschnitt
des Stratum subsynoviale mit dem distalen Abschnitt des Stratum fibrosum maRig korrelierte
(P-Wert = 0,037, Bonferroni). Im Stratum synoviale waren die geringsten Flachenanteile des
Gesamtkollagens zu vermerken. Sie lagen zwischen 42,93 und 44,93 %.

Tabelle 19: Flachenanteile (in %) des Gesamtkollagens in den neun Messbereichen

Flachenanteil (in %) des Gesamtkollagens

Schichtabschnitt Mittelwert Stabw Minimum  Maximum
proximales Stratum fibrosum 53,6299 17,05601 16,20 88,50
mittleres Stratum fibrosum 51,2265 18,66629 15,50 97,60
distales Stratum fibrosum 51,1932 16,72468 12,30 81,75
proximales Stratum subsynoviale 61,1115 17,27282 19,90 88,15
mittleres Stratum subsynoviale 64,4132 20,13773 34,40 88,95
distales Stratum subsynoviale 62,0389 18,46589 0,00 98,30
proximales Stratum synoviale 44,0431 22,34677 5,20 93,10
mittleres Stratum synoviale 42,9341 22,45271 2,05 94,90
distales Stratum synoviale 44 9297 21,90141 8,50 86,90
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Abbildung 56: Flachenanteile des Gesamtkollagens in den verschiedenen Schichten und

Abschnitten der Kniegelenkkapsel.

Die Unterschiede zwischen den Flachenanteilen des Gesamtkollagens im proximalen und im
distalen Abschnitts des Stratum subsynoviale und jenen des proximalen und distalen
Abschnitts des Stratum synoviale waren im selben Abschnitt der Kniegelenkkapsel jeweils
signifikant (P-Werte jeweils = 0,000, Bonferroni). Aullerdem war der Flachenanteil im
proximalen Bereich des Stratum subsynoviale signifikant hoher als jener im mittleren und im
distalen Abschnitt des Stratum synoviale (P-Wert jeweils = 0,000). Vergleichbar damit war der
distale Abschnitt des Stratum subsynoviale signifikant mehr mit Kollagenfasern ausgestattet
als der proximale und mittlere Bereich des Stratum synoviale (P-Wert = 0,000, Bonferroni). In
Abbildung 56 sind die signifikanten Unterschiede dargestellt und markiert (*).

Statistische Auswertungen der Flachenanteile des Gesamtkollagen in den verschiedenen
Messbereichen ergaben keine signifikanten Zusammenhange oder Unterschiede hinsichtlich
der Altersverteilung, dem Geschlecht, der Gewichtsklassen, der Art der Erkrankung, der
Lahmheitsdauer, dem Grad der Patellaluxation, der Unterscheidung zwischen ein- und
beidseitiger Patellaluxation, dem Ausbildungsgrad der Zotten an der Gelenkkapsel-
Innenoberflache und dem Flachenanteil an Fibrinablagerungen. Bezlglich der Rassegruppen
weisen mittelgro3e Hunde (n = 19) im proximalen Abschnitt des Stratum fibrosum um 29,75
% signifikant weniger Gesamtkollagen auf als groRe Hunde (n = 10).
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4.4 Immunhistochemische Ergebnisse

4.4.1 Signifikante Korrelationen der Kollagene beziiglich ihrer Lokalisation

Die Kollagen Typen waren in den Bioptaten nicht nur in verschiedenen Stellen lokalisiert,
sondern auch unterschiedlich konzentriert in der Kniegelenkkapsel. Die Kollagen Typen | und
[l kamen mit dichten Kollagenfaserbiindeln in der gesamten Kniegelenkkapsel kraniolateral
vor. In allen analysierten Bereichen waren sie verglichen zu den anderen Kollagenen am
haufigsten (Abbildungen 57, 58, 59 und 60). Kollagen Typ IV fand sich in allen Proben nur in
arteriellen und venésen GefalRwanden, vor allem im Stratum fibrosum, weniger konzentriert im
Stratum subsynoviale und kaum im Stratum synoviale (Abbildungen 61 und 62). AuRerst
interessant istim Hinblick auf die Lokalisation, dass Kollagen Typ V bei allen Tieren abgesehen
von denen mit Patellaluxation nur im Stratum synoviale nachgewiesen wurde (Abbildungen 63
und 64). Kollagen Typ VI war vergleichbar den Typen | und lll verteilt, aber quantitativ
verschieden wie aus den Abbildungen 61 und 62 zu ersehen ist. Im Folgenden werden die
verschiedenen Kollagenverteilungsmuster in den Kniegelenkkapselbioptaten im Hinblick auf

Rasse, Erkrankung sowie Lahmheitsdauer erlautert und dargestelit.

& R VT = ',',; o Jﬂob. m
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Abbildung 57: Patellaluxation; dichtes Abbildung 58: Femurfraktur; locker
Fasergeflecht aus Kollagen Typ | (braun) in angeordnetes Kollagen Typ I (braun) in allen

I

der gesamten Kniegelenkkapsel. drei Schichten der Gelenkkapsel.
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Abbildung 59: Patellaluxation; Kollagen Typ Abbildung 60: Kreuzbandruptur; Kollagen
Il (blaugrin) ist Uber die gesamte Typ Il kommt gehauft im Stratum synoviale
Gelenkkapsel dicht verteilt. und fibrosum vor.

~ o -

Abbildung 61: Patellaluxation; Kollagen Typ Abbildung 62

IV (braun) kommt an der Basalmembran der (braun) kommt nur gering in Gefallen vor,
Gefale vor; Kollagen Typ VI (blaugrin) diffus Kollagen Typ VI (blaugriin) ausschlie3lich im
in allen drei Schichten. Stratum synoviale.

2
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Abbildung 63: Patellaluxation; Kollagen Typ Abbildung 64: Femurfraktur; Kollagen Typ
V verteilt sich vorwiegend im Stratum V-freie Kniegelenkkapsel-Probe.

synoviale.
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Von Kollagen Typ | korrelieren die durchschnittlichen Score-Werte der drei Schichten und der
drei Abschnitte stark miteinander (Signifikanzniveau < 0,01). Allerdings fallt der mittlere
Abschnitt des Stratum subsynoviale heraus, da er mit keinem anderen Schichtabschnitt
korreliert.

Auch die Score-Werte fir Kollagen Typ lll aus dem mittleren Abschnitt des Stratum
subsynoviale korrelieren nicht mit denen aus den anderen Abschnitten und Schichten,
wahrend sie mit denen in den anderen Lokalisationen und Schichten maRig bis stark
korrelieren. Der Kollagen Typ Ill-Score aus dem proximalen Abschnitt im Stratum fibrosum
korreliert nur nicht mit dem aus dem mittleren Abschnitt des Stratum subsynoviale und nicht
mit dem aus dem distalen Abschnitt des Stratum synoviale. Auch liel} sich kein
Zusammenhang zwischen Werten aus dem mittleren Abschnitt des Stratum fibrosum mit dem
aus dem distalen Abschnitt des Stratum synoviale sowie mit dem aus dem distalen Abschnitt
des Stratum fibrosum und mit dem mittleren Abschnitt des Stratum synoviale feststellen.

Wie aus den Kollagen Typ IV-Scores des mittleren Abschnitts des Stratum subsynoviale und
dem des distalen Abschnitts des Stratum fibrosum zu sehen ist, besteht eine Korrelation. Dies
trifft nicht auf die Gbrigen Abschnitte zu.

Der Kollagen Typ V-Score aus dem mittleren Abschnitt des Stratum subsynoviale wies keinen
Zusammenhang mit den andere Lokalisationen auf. Die maRigen Korrelationen des Typ V-
Scores ergaben sich aber zu dem des proximalen Abschnitts des Stratum subsynoviale und
dem des proximalen und des distalen des Stratum synoviale. Zudem korreliert der Typ V-Score
aus dem distalen Abschnitt des Stratum subsynoviale mit jenen aller drei Abschnitte des
Stratum synoviale.

Kollagen Typ VI korreliert mit allen Scores der Schichtabschnitte aufer mit dem aus dem
proximalen Abschnitt des Stratum synoviale und dem aus dem distalen Abschnitt des Stratum
subsynoviale. Wiederum Kkorreliert kein Schichtabschnitt Score abgesehen vom distalen
Abschnitt des Stratum fibrosum mit dem des Stratum subsynoviale.
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4.4.2. Scores der Kollagen Typen |, I, IV, V und VI hinsichtlich der vier Rassegruppen

Die Verteilung der untersuchten Kollagen Typen ist in den vier Rassegruppen verschieden
(Abb. 65). Nichtparametrische Tests nach Mann-Whitney-U fir unabhangige Stichproben
ergaben signifikante Unterschiede zwischen den vier Rassegruppen in den neun
verschiedenen Messbereichen. Anhand der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) wurden
die Signifikanzen Uberprift.

Toy-Hunde

Signifikante Unterschiede im Kollagenmuster der Kniegelenkkapsel von Toy-Hunden wurden
zu jenem von kleinen und grof3en Hunden gefunden. Wahrend Kollagen Typ | bei Toy-Hunden
insgesamt vergleichbar haufig (Score = 2,72) auch bei mittelgroen (Score = 2,75) und grolden
Hunden (Score = 2,33) vorkommt, war der Unterschied signifikant im Vergleich zu den kleinen
Hunden. Bei Toy-Hunden kommt Kollagen Typ | (Score = 2,72) im proximalen Abschnitt des
Stratum fibrosum signifikant haufiger als bei kleinen Hunden vor (Score = 1,88) (P-Wert = 0,05,
Bonferroni). Toy-Hunde (Score = 2,39) haben im proximalen Abschnitt des Stratum
subsynoviale ein signifikant dichteres Fasergeflecht an Kollagen Typ | als groRe Hunde (Score
=0,58) (P-Wert = 0,011, Bonferroni). Eine Signifikanz lie3 sich auch Kollagen Typ Il zwischen
Toy-Hunden (Score = 1,87) und groRen Hunden (Score = 1,03) nachweisen (P-Wert = 0,047,
Bonferroni). Kollagen Typ [ll kommt signifikant haufiger bei Hunden der Toy-Rassen als bei
denen groler vor. Fur Kollagen Typen IV, V und VI lielen sich zwischen Toy- und den Hunden
anderer Rassegruppen keine signifikanten Differenzen feststellen.

Kleine Hunde

Bei kleinen Hunden (Score = 1,88) kommt Kollagen Typ | nicht nur im proximalen Abschnitt
des Stratum fibrosum signifikant seltener als bei den Toys (Score = 2,72) dieser Studie vor,
sondern diese Signifikanz lie3 sich auch fur mittelgroRe Hunde (Score = 2,75) in demselben
Schichtabschnitt aufdecken (P-Wert = 0,007, Bonferroni). Auch Kollagen Typ | war im mittleren
Abschnitt des Stratum fibrosum bei kleinen Hunden (Score = 1,87) signifikant seltener als bei
mittelgrofien Hunden (Score = 2,66) nachweisbar (P-Wert = 0,028, Bonferroni). Hinsichtlich
der Kollagen Typen lIll, IV, V und VI bestanden keine Unterschiede zwischen kleinen und den
Hunden anderer Rassen.
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MittelgroBe Hunde

Mittelgrof3e Hunde wiesen im Vergleich zu den anderen die meisten Differenzen im Kollagen-
Verteilungsmuster und / oder seiner Dichte auf. Neben den bereits genannten signifikanten
Unterschieden bei Kollagen Typ | im proximalen und mittleren Abschnitt des Stratum fibrosum
im Vergleich kleine zu groRen Hunden wurde dies auch bei Kollagen Typ Il aufgedeckt. So
konnte bei mittelgrolen Hunden (Score = 2,00) im proximalen Abschnitt des Stratum
subsynoviale ein dichteres Fasergeflecht an Kollagen Typ | als bei groRen (Score = 0,58)
gefunden werden (P-Wert = 0,011, Bonferroni), Kollagen Typ Ill war im distalen Abschnitt des
Stratum synoviale bei mittelgroRen Hunden (Score = 1,71) signifikant dichter als bei grofen
(Score = 0,36) war (P-Wert = 0,016, Bonferroni). Kollagen der Typen IV, V und VI waren
dagegen in den vier Rassegruppen nicht signifikant different.

GrofRe Hunde

GrolRe Hunde zeigten insgesamt ein weniger dichtes Kollagenfasergeflecht der untersuchten
Kollagen Typen als alle kleineren Rassegruppen (Abb. 65). Signifikante Unterschiede gab es
wie oben erwahnt bezlglich des Kollagen Typen | im proximalen Stratum subsynoviale von
grofden Hunden (Score = 0,58) zu Toy- (Score = 2,39) und mittelgroRen Hunden (Score =
2,00). Im Falle von Kollagen Typ lll im distalen Stratum synoviale zeigten groflte Hunde (Score
= 0,38) einen signifikant geringeren Gehalt als mittelgroRe Hunde (Score = 1,71) und Toy-
Hunde (2,19) (P-Wert = 0,47, Bonferroni). Zu den Kollagen Typen |, V und VI gab es keine
signifikanten Unterschiede.

145



4 Ergebnisse
10,007
8,00
-
58
6,00 I ;7;1
a
4,00 -3
=
2,007
,00
10,00+
8,00 x
-2
6,00 ﬁ 3
wIL
e 400 £5
R Q
$ 5 °
o 3 2,00+
T =
s 9
2E o
® = 1000]
o
t t
8.2 .. 3
=] ) -
gE 5
=Q
aE> ? 6001 S5
wn - neo
Ny
© o
4,00 — I
c
a
2,00 (1
,00
10,00+
8,00 «Q
=0
SR
6,00 n e
G
oc
4,001 ~ 3
‘ Q.
3 ®
,00 1 T T T T T T T
proximales proximales proximales mittleres mittleres distales distales distales
Stratum Stratum Stratum Stratum Stratum Stratum Stratum Stratum
fibrosum subsynoviale synoviale  fibrosum synoviale  fibrosum subsynoviale synoviale
B Kollagen-Typ VI Schichtabschnitte
M Kollagen-Typ V
W Kollagen-Typ IV
[Kollagen-Typ 111
[IKollagen-Typ |
Abbildung 65: Semiquantitativer Gehalt der untersuchten Kollagen Typen bei den vier
Rassegruppen
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4.4.3. Scores der Kollagen Typen |, I, IV, V und VI hinsichtlich der vier Erkrankungen

Die Scores fur die untersuchten Kollagen Typen bei den verschiedenen Erkrankungen zeigte
ein ahnliches Muster wie die entsprechenden pradisponierten Rassegruppen (Abbildung 66).
Insgesamt waren sich Hunde mit einer Patellaluxation, jene mit einer Kreuzbandruptur und
jene mit einer Patellaluxation mit Kreuzbandruptur in ihrem jeweiligen Kollagenmuster sehr
ahnlich. Davon unterschieden sich die Scores der untersuchten Kollagen Typen von Hunden
mit einer Femurfraktur und den Kontrollen von den anderen drei Gruppen.

Bei allen Erkrankungen waren die Kollagen Typen [, lll und VI am haufigsten vertreten und
kommen aufer bei Hunden mit einer Femurfraktur und bei den Kontrollen in allen
Schichtabschnitten in annahernd gleichem Gehalt vor.

Wahrend die Kollagen Typen | und Il bei Hunden mit Patellaluxation, jenen mit einer
Kreuzbandruptur und jenen mit einer Patellaluxation mit Kreuzbandruptur gleichmaRig in allen
Abschnitten und Schichten der Kniegelenkkapsel vorkamen, traf dies nicht auf Hunde mit einer
Femurfraktur und auf die Kontrollen zu. Bei dieser Gruppe Uberwog der Gehalt an Kollagen
Typ lll deutlich im Vergleich zu Kollagen Typ | in allen Schichtabschnitten.

Im Falle von Kollagen Typ IV - welcher ausschlie3lich nahe der Basalmembran von Gefalken
lokalisiert ist - konnte eine relativ gleichmafige Verteilung in allen Schichten und Abschnitten
der Kniegelenkkapsel beobachtet werden. Aufierdem waren dabei keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen Erkrankungen feststellbar. Bei Hunden mit einer Patellaluxation
und jenen mit einer Kreuzbandruptur konnte ein gleichmaRiges Vorkommen in allen
Schichtenabschnitten beobachtet werden. Bei Hunden mit einer Patellaluxation mit
Kreuzbandruptur hingegen waren das proximale und das mittlere Stratum synoviale sowie das
distale Stratum subsynoviale frei von Kollagen Typ IV. Im Gegensatz dazu war bei Hunden mit
einer Femurfraktur und bei den Kontrollen ein vermehrter Gehalt an Kollagen-Typ IV im
proximalen, mittleren und distalen Stratum fibrosum festzustellen.

Kollagen Typ V kam konzentriert im Stratum synoviale vor. Nur bei Hunden mit einer
Patellaluxation mit Kreuzbandruptur trat Kollagen Typ V zusatzlich im proximalen Stratum
subsynoviale auf. Sein Gehalt unterschied sich zwischen den Erkrankungen signifikant. Hunde
mit einer Patellaluxation mit Kreuzbandruptur wiesen mehr Kollagen Typ V (Score = 0,33) im
proximalen Stratum subsynoviale auf als Hunde mit einer Patellaluxation (Score = 0,01) (P-
Wert = 0,001, Bonferroni). Bei Hunden mit einer Kreuzbandruptur, bei jenen mit einer
Femurfraktur und bei den Kontrollen war dieser Schichtabschnitt frei von Kollagen Typ V,
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weshalb sie um 100 % signifikant weniger Kollagen Typ V als Hunde mit einer Patellaluxation
mit Kreuzbandruptur aufwiesen (P-Wert = 0,002, Bonferroni).

Weitere Unterschiede ergaben sich beziglich des Kollagen Typs VI. Die Scores des
semiquantitativen Gehalts an Kollagen Typ VI aller Abschnitte und Schichten der
Kniegelenkkapsel zeigten die hochsten Werte in der Gruppe der Hunde mit einer
Patellaluxation mit Kreuzbandruptur, gefolgt von Hunden mit einer Patellaluxation und jenen
mit einer Kreuzbandruptur. Im Gegensatz dazu lagen bei Hunden mit einer Femurfraktur und
bei den Kontrollen die niedrigsten Scores fir Kollagen Typ VI vor. Sie nahmen in proximo-
distaler Richtung ab (Abbildung 66).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Peaks im Kollagenprofil der chronischen
Erkrankungen - also der Patellaluxation, der Kreuzbandruptur und einer Kombination aus
beiden - durch das vermehrte Auftreten der Kollagen Typen V und VI im Stratum synoviale
charakterisiert sind, wahrend diese bei der akuten Erkrankung der Femurfraktur und den
Kontrollen im Stratum fibrosum durch den Gehalt des Kollagen Typen IV gekennzeichnet sind.
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4.4.4. Scores der Kollagen Typen |, lll, IV, V und VI hinsichtlich der Lahmheitsdauer

Zunachst wurden die proximalen, mittleren und distalen Abschnitte jeder Schicht miteinander
verglichen. Da sich mit Ausnahme des distalen Stratum fibrosum innerhalb einer Schicht keine
Unterschiede zeigten, wurden die Score-Werte des jeweiligen Kollagen Typs in einer Schicht
gemittelt.

Die Auswertung der Zusammenhange zwischen dem Score der Auspragung der untersuchten
Kollagen-Typen in der Kniegelenkkapsel und den unterschiedlich langen Lahmheiten der
untersuchten Hunde ergab signifikante Unterschiede im Falle der Kollagen Typen |, IIl und VI.
Dabei lagen die Unterschiede immer, aul3er im Falle von Kollagen Typ lll, zwischen einem
perakuten oder einem akuten Stadium einer Lahmheit einerseits und einem subchronischen
oder einem chronisch-progredientem Stadium andererseits vor, wobei der Gehalt der
jeweiligen Kollagen Typen (I, Ill oder VI) bei kirzeren Lahmheiten immer geringer war als bei
langen Lahmheiten (Abbildung 67).

Im Falle des Gehaltes von Kollagen Typ | in der gesamten Kniegelenkkapsel unterschieden
sich die Falle mit einer perakuten Lahmheit signifikant einerseits von jenen mit einer
subchronischen Lahmheit (P-Wert = 0,031, Bonferroni) und andererseits von jenen mit einer
chronisch-progredienten Lahmheit (P-Wert = 0,030, Bonferroni). Hunde mit einer perakuten
Lahmheit zeigten einen Score fur Kollagen Typ | von 1,59 im Vergleich zur subchronischen
Lahmheit mit 2,25 und 2,16 bei einer chronisch-progredienten Lahmheit. Ergebnisse bei
Hunden mit einer akuten Lahmheit (Score = 1,67) unterschieden sich signifikant von Hunden
mit einer subchronischen Lahmheit (Score = 2,25) und mit einer chronisch-progredienten
Lahmheit (Score = 2,16) (P-Wert = 0,041 bzw. 0,033, Bonferroni).

Kollagen-Typ lll zeigte bei akuten Lahmheiten im distalen Stratum fibrosum einen signifikant
geringeren Gehalt an Kollagen Typ Il (Score = 0,63) als Hunde mit einer subakuten Lahmheit
(Score = 3) (P-Wert = 0,024, Bonferroni).

Kollagen-Typ VI kam bei Hunden mit einer perakuten Lahmheit (Score = 1,12) signifikant
2,07) (P-Wert =
0,001). In Fallen mit einer akuten Lahmheit (Score = 1,39) konnte ein signifikant geringerer

weniger vor als bei Hunden mit einer subchronischen Lahmheit (Score

Gehalt an Kollagen Typ VI festgestellt werden als bei Hunden, die wegen einer
subchronischen Lahmheit vorgestellt worden waren (Score = 2,07).
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4.4.5. Spezielle Beobachtungen bei zwei Féllen - Verknorpelung der Gelenkkapsel

Bei zwei Hunden der untersuchten Stichprobe, einer 3,5 Jahre alten, weiblichen
Mischlingshindin (> 20 kg) und einem 9 Jahre alten, mannlich kastrierten Mischlingsriden (10
- 20 kg), fielen in der Gelenkkapsel mehrere Areale aus Faserknorpelgewebe auf. Die Hindin
wurde wegen einer Patellaluxation Grad 1° bis 2° mit chronisch-progredientem
Krankheitsverlauf operiert, bei dem Riden lagen eine Patellaluxation Grad 2° und eine
Kreuzbandruptur vor. In beiden Fallen bestand die Patellaluxation einseitig zum Zeitpunkt der
Vorstellung in der Klinik.

Die Verknorpelungszonen konnten ausschlief3lich im mittleren Kniegelenkkapsel-Abschnitt
lokalisiert werden, wo sie im Stratum fibrosum und im Stratum synoviale zu beobachten waren.

Ein mittleres Stratum subsynoviale fehlte in beiden Fallen.

Im Stratum fibrosum formte das Faserknorpelgewebe mehrere diffus verteilte, rundliche
Areale, in denen mehrere, heterochromatische Chondrozyten, die in rundlicher bis ovaler Form
einzeln in eine azidophile, interterritoriale Substanz eingebettet waren (Abbildung 68). Von
diesen gut abgrenzbaren Arealen zogen faserknorpelige Strallen zu umliegenden
Faserknorpel-Arealen (Abbildung 69), wodurch insgesamt eine netzartige Struktur mit
mehreren ausgedehnten Knotenpunkten aus Faserknorpel entstand. In die wabenartige
Textur des Faserknorpels waren Reste des normalen, kollagenfaserreichen Stratum fibrosum
eingefasst, welches in diesen beiden Fallen markant hohe Flachenanteile des
Gesamtkollagens aufwies (92,40 - 97,60 %). An manchen Stellen klaffte das mittlere Stratum
fibrosum grof3lumig auseinander und es formten sich dadurch circa 50 bis 225 ym grof3e
Hohlraume, deren luminale Begrenzungen vorwiegend zelllos waren und aus azidophiler
Interzellularsubstanz bestanden. Vereinzelt ragten Chondrozyten und Fibrozyten nach
luminal, die von wenigen elastischen Fasern begleitet waren. Daran anschlieRend folgte
straffes Bindegewebe mit einem dichten Kollagenfasergeflecht und Faserknorpelareale, in
dem der Flachenanteil des Gesamtkollagens an den meisten Lokalisationen sogar tber 96 %
lag. An einigen Stellen war das Stratum fibrosum nur mehr rudimentar vorhanden und
weitestgehend von Faserknorpelgewebe ersetzt worden. Ein Perichondrium fehlte in beiden
Fallen (Abb. 68 und 69).

152



4 Ergebnisse

Abbildung 68 und 69: Faserknorpelgewebe (lila) inmitten des Stratum fibrosum.
Es wird von verdichteten Kollagenfaserbindeln (grin) begleitet, in dem sich
Chondrozyten (Pfeile) ansiedeln und ein faserknorpeliges Netzwerk mit
interterritorialer Substanz (lila) anlegen. Farbung nach VOLKMANN-STRAUR.
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Das Stratum synoviale war minimal dinn (circa 2 - 4 ym) und zellarm. Die Synovialzellen
waren durch azidophile, rund-ovale Chondrozyten mit einem gut ausgebildeten, hellrosa
gefarbten Zytoplasma ersetzt, die direkt bis zur Innenoberflache der Gelenkkapsel vorragten
(Abbildung 70, 71) und einen ein - bis zweischichtigen Abschluss der Gelenkkapsel bilden.
Stellenweise waren sie von spindelférmigen Fibrozyten begleitet. Interterritoriale Substanz
fullte den Raum zwischen den Zellen des Stratum synoviale. Unmittelbar daran anschlielend
folgte das Stratum fibrosum.

Abbildung 70: Stratum synoviale mit Chondrozyten (Pfeile) und Fibrozyten (*). Daran

anschlieBendes Stratum fibrosum (griin) mit 50 x 225 ym groRem Hohlraum (x) wurde
weitgehend von Faserknorpelgewebe (lila) ersetzt. Farbung nach VOLKMANN-STRAURR.
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Abbildung 71: Mittlere Gelenkkapsel mit Stratum fibrosum (f) und Stratum synoviale (s).
Chondrozyten saumen die Gelenkinnenoberflache und verteilen sich diffus im nahezu

vollstandig durch Faserknorpel ersetzten Stratum fibrosum. Hohlraum mit randstéandigen
Chondrozyten (Pfeile.) Farbung nach VOLKMANN-STRAUR.
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5 DISKUSSION

Grundgedanke und Zielsetzung

Wahrend beim Hund die Ruptur des Ligamentum cruciatum craniale die haufigste erworbene
Lahmheitsursache ist (PAATSAMA, 1952; HUDSON et al., 2004; GAYNOR und MUIR llI,
2014), ist die Patellaluxation eine der haufigsten erblich bedingten Funktionsstérungen des
Kniegelenks (KODITUWAKKU, 1962; WEBER, 1992; VEZZONI et al., 2010; FARRELL et al.,
2015). Zur Kongenitalitat kdnnen unter molekularen Aspekten eines Gendefekts bei dieser
Missbildung bisher nur Vermutungen zu verantwortlichen Genen und Genloci gegeben werden
(LAVRIJSEN et al., 2014; CHOMDEJ et al., 2014; WANGDEE et al., 2014). Die Aussage zur
Erblichkeit der Luxation beruht bisher auf zuchthygienische Analysen (PRIESTER, 1972;
ROBINSON, 1990; LaFOND et al., 2002; BOUND et al., 2009; LAVRIJSEN et al., 2013). Der
Vererbungsmechanismus ist noch nicht geklart (HEGREBERG et al., 1970; WANGDEE et al.,
2014). Beim Menschen werden insgesamt 35 verschiedene dysmorphe
Entwicklungsstorungen genannt, denen mindestens ein Gendefekt zugrunde liegt, der zur
Patellaluxation (phanotypisch) flilhren kann (BONGERS et al., 2005). Dabei sind Mutationen
auf 9 verschiedenen Genen bekannt. Darunter ist ein Defekt auf Gen COL6A1, das den
Kollagen Typ VI kodiert und phanotypisch die kongenitale Patellaluxation verantwortet
(BONGERS et al., 2005; TEMWICHITR et al., 2007).

Kongenitale Bindegewebserkrankungen sind auch beim Hund bekannt (OBERBAUER et al.,
2015). Speziesubergreifend werden sie meist mit vergleichbaren genetisch bedingten
Erkrankungen des Menschen gleichgesetzt (HEGREBERG, 1975; CAHILL et al., 1980;
MINOR et al., 1986; PIERAGGI et al., 1986; RODRIGUEZ et al., 1996; TEMWICHITR et al.,
2010; STOCK et al., 2011; LAVRIJSEN et al., 2012; HOU et al., 2013; SOONTORNVIPART
et al., 2013; DALY, 2014; SANCHEZ-MOLANO et al., 2014). Beim Hund basieren diese
Fehlentwicklungen auf fehlerhaft synthetisierten Kollagen- und Elastinfasern, die nahezu in
allen Geweben vorkommen. Mehrfach beschrieben ist, dass eine derartige Aberration - wie z.
B. beim Ehlers-Danlos-Syndrom - auch beim Hund eine Patellaluxation zur Folge haben kann
(ARLEIN, 1947; BARNETT et COTTRELL, 1987; PACIELLO et al., 2003; URI et al., 2015). In
der taglichen klinischen Diagnostik kdnnen diese Vermutungen beim Hund aber nicht genutzt
werden, da es keine einfachen und / oder schnellen Testverfahren gibt, um eine Kollagenose
nachzuweisen. Abgesehen davon wirde auch ein etwaiger Test die Therapie der
Patellaluxation nicht beeinflussen. Aus zuchthygienischen Erwagungen ware ein derartiges
Testverfahren allerdings wertvoll, kdnnten doch etwaige belastete Tiere von der Zucht
frihzeitig ausgeschlossen werden.
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Die vorliegende Schrift belegt, dass Kollagenfasern in der Kniegelenkkapsel des Hundes ein
Hauptstrukturelement sind. Wie oftmals von z. B. DAMMRICH und BRASS (1993) oder
JOHNSTON (1997) und WONDRATSCHECK (2009) beschrieben, sind diese Fasern ein
wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix. Allerdings konnten in der mir zuganglichen
Literatur keine quantitativen (Flachenanteile) und qualitativen (Kollagen Typen) Daten zu den
Kollagenfasern in der Gelenkkapsel allgemein oder in den verschiedenen (proximaler,
mittlerer, distaler) Abschnitten und dort in den verschiedenen Schichten (Stratum fibrosum,
Stratum subsynoviale, Stratum synoviale) gefunden werden.

In dieser Dissertationsarbeit wurde erstmals die Gelenkkapsel des Kniegelenks bei Hunden
mit einer kongenitalen Patellaluxation im Hinblick auf den Gehalt an Kollagen - Typen, Dichte
- analysiert. Histomorphologisch wurden zudem die Dicken der Gelenkkapsel allgemein und
die der jeweiligen Schicht, die Anzahl der Deckzellen des Stratum synoviale, das Ausmal der
Zottenbildung sowie der Fibringehalt bestimmt. Es sollte ggf. unter diesen Aspekten ein
etwaiger Zusammenhang zur vererbten Patellaluxation aufgedeckt werden. Weitere Befunde
zur Histomorphologie der Kniegelenkkapsel des Hundes waren Dicken an unterschiedlichen
Lokalisationen der Kniegelenkkapsel und ihrer Schichten, die Anzahl der Deckzellen des
Stratum synoviale, der Grad der Zottenausbildung und der Fibringehalt.
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5.1 Diskussion der verwendeten Methoden

5.1.1 Probenentnahme

Zur Probengewinnung wurde das Kniegelenk ob rechts- oder linksseitig routinemaig lateral
parapatellar (SCHEBITZ und BRASS, 1985) von der Tuberositas tibiae bis proximal ins distale
Drittel des Oberschenkel dargestellt. In gleicher Schnittlinge und -richtung wurde die
Gelenkkapsel bis in den Musculus vastus lateralis verlangert, so dass das proximale
Kapselbioptat immer auch tber den geringen Muskelanteil fir die weiteren Untersuchungen
identifiziert war. Kritisch bedacht werden muss, dass die Gewebeproben der Gelenkkapsel nur
lateral parapatellar fir die histomorphologische Analyse zu Textur und zum Kollagenmuster
untersucht wurden. Denkbar ist, dass die Kapsel medial nicht nur Abschnitts- sondern auch
Schicht-korreliert anders strukturiert sein konnte. Wie in anderen Publikationen diagnostiziert
(ROUSH, 1993; HAYES et al., 1994; BEHRENDT, 2009; OBOLADZE, 2010), litt auch die
Mehrzahl der Patienten der vorliegenden Arbeit an einer medialen Patellaluxation. Das heif3t
die Gelenkkapsel war lateral vor allem bei den Graden 3 und 4 massiv elongiert und medial
entsprechend in der Breite reduziert. Das lasst Unterschiede zwischen lateral und medial
vermuten. Darauf weisen Untersuchungen von BEY et al. (2005) an der Schultergelenkkapsel
des Menschen hin, die regional durchaus verschieden dick ist. Auch wenn nicht wirklich
vergleichbar, sei doch erwahnt, dass GERMSCHEID et al. (2006) in der Gelenkkapsel des
Ellbogengelenks beim Menschen im Vergleich gesund zu traumatisiert im anterioren Abschnitt
posttraumatisch insbesondere vermehrte Myofibroblasten fanden. Eine erhdhte Expression
von alpha-Aktin aus glatten Muskelzellen nachweisen konnten HECHT et al. (1998). In der
Kniegelenkkapsel von Schafen konnten die Autoren nach Laserbestrahlung zwischen lateral
und medial eine unterschiedlich thermische Einwirkung aufzeigen, die histomorphologisch in
einem veranderten Kollagenmuster endete.
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5.1.2 Fixierung

Formalin ist das haufigst eingesetzte Fixans in der klinischen Praxis und histologischen
Routinediagnostik (TITFORD und HORENSTEIN, 2005; MULISCH et al.,, 2010). Far
weiterfihrende immunhistochemische Untersuchungen ist es allerdings weniger geeignet, da
seine Proteinstruktur-verandernde Eigenschaft bei der Inkubation mit verschiedenen
Antikérpern die Epitoperkennung erheblich reduziert, sodass falsch negative Ergebnisse
moglich sind (SHI et al., 1991; UHLIG et al., 2002; DANESHTALAB et al., 2010; DIETEL et
al., 2011; MARWITZ et al., 2011). Fir diese Arbeit war es deswegen besonders wichtig, die
Quialitat der Fixierungsldsung, die Fixierungsdauer und die Temperatur wahrend der Fixierung
lickenlos zu gewahrleisten. Essentiell war aulerdem ein an die faserreiche Gewebeart der
Gelenkkapsel angepasstes Fixierungsprotokoll. Daflir wurde eine 4 %ige Formaldehydldsung
genutzt, der ein Phosphat-Puffer zugesetzt wurde. Wie oftmals angegeben, ist der Puffer sehr
wichtig, um der pH-Senkung des Formalins durch Oxidation zu Formiat mit ansteigender
Fixierungsdauer entgegenzuwirken (SELLNER, 1989; WIEGAND et al., 1996; MULISCH et
al.,, 2010). Hinsichtlich der Dauer der Fixierung ist nach WIEGAND et al. (1996) eine DNA-
Degradation von Gewebe, das in 8 %igem ungepufferten Formalin fixiert wurde, abhangig von
der Gewebeart, erst nach circa 70 Tagen zu erwarten. DIETEL et al. (2011) raten die
Fixierungszeit von 6 Stunden nicht zu unterschreiten und die von 72 Stunden nicht zu
Uberschreiten. KOMMOSS und RIDDER (2013) geben eine wesentlich kirzere Fixierungszeit
an, die optimal in 24 Stunden entsteht. Wird die Zeit zu kurz angesetzt, resultiert daraus
wahrend der Dehydrierung in der aufsteigenden Ethanolreihe eine Mischung aus
formalinfixierten Geweberandern und einem ethanolisch fixiertem Gewebezentrum.
Immunhistochemische Ergebnisse stellen sich unzuverlassig variabel dar und sind dadurch
unbrauchbar. Aufgrund dieser Angaben wurde darauf geachtet, dass die Dauer von 3 Tagen
fur die Fixierung der Gewebeproben fiir diese Studie nicht Uberschritten wurde. Alle Proben
wurden flr circa 55 bis 60 Stunden fixiert.
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5.1.3 Farbemethoden - Farbung nach Volkmann-Strau

RoutinemaRig wird zur Ubersicht die Hamatoxylin-Eosin-Farbung eingesetzt. Sie bietet
unspezifisch, die zelluldren und freien Matrixbestandteile im Grundriss zu erkennen.
Deswegen wurden die 78 Praparate dieser Arbeit damit und mit der Fibrinfarbung nach
LADEWIG markiert. Die Grenzen der Hamatoxylin-Eosin-Farbung und der Fibrinfarbung nach
LADEWIG sind jedoch in Bezug auf den Fokus dieser Arbeit, namlich die Kollagenfasern, wie
folgt begrindet: Beide Farbemethoden stellen das Bindegewebe samt seiner verschiedenen
Bestandteile in einem einheitlichen Farbton dar (MULISCH und WELSCH, 2010). Daher war
es flur den lichtmikroskopischen Teil dieser Arbeit von Interesse, eine Farbemethode zu finden,
die gesonderte Farbtdne flir Kollagen-, elastische und Muskelfasern (Anschnitt des Musculus
quadriceps femoris, Orientierungspunkt) boten. Auch in der Literatur zu histologischen
Techniken, konnten nur getrennte Farbeprotokolle gefunden werden, um kollagene und
elastische Fasern darzustellen (MULISCH und WELSCH, 2010; LANG, 2012). Intensive
Recherchen lieen die schon alte Farbung von BURCK (1969) entdecken, die sich bestens
fur die Analysen der vorliegenden Arbeit anbot. Diese Farbung hat sehr schnell als
Routinefarbung fur zahlreiche histologische Untersuchungen eine Renaissance am Institut fir
Veterinar-Anatomie erlebt: In der VOLKMANN-STRAUR-Farbung sind Kollagenfasern
dunkelgrin, elastische Fasern tiefviolett und Muskelfasern dunkelrot sowie Erythrozyten grell
orange gefarbt. Die Identifikation der verschiedenen Gewebebestandteile anhand dieser
differenzierten Farbpalette wurden fir die 78 Gelenkkapselpraparate genutzt. Allerdings
konnte der urspriingliche Gedanke, eine quantitative Auswertung der elastischen Fasern
aufgrund von Limitationen des Bildanalyse-Programms NIS elements® nicht bis zum Ende
verfolgt werden. Mit der Software lief sich zwar der Farbton der elastischen Fasern erkennen,
doch die einzelne und feine haarformartige Faser in der extrazellularen Matrix entschwand
dem Blickfeld des Bildanalyseprogramms. Es konnten damit nur die Flachenanteile des griin
gefarbten Gesamtkollagens als Flachenanteil in Prozent eines Bildausschnittes quantifiziert
werden. Somit konnte die Berechnung eines Mengenverhaltnisses von kollagenen zu
elastischen Fasern bei den verschiedenen Erkrankungen nicht erzielt werden. Es ist jedoch
anzunehmen, dass die Laxizitdt im Kniegelenk bei Hunden mit einer kongenitalen
Patellaluxation mit einem veranderten Verhaltnis von kollagenen zu elastischen Fasern in
Verbindung steht.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Signalement der Patienten

In der Studie wurden Kniegelenkkapsel-Proben von insgesamt 78 Hunden 26 verschiedener
Rassen und 24 Mischlingen untersucht, die in den Jahren 2010 bis 2012 in der Klinik und
Poliklinik fur kleine Haustiere der Freien Universitdt Berlin vorgestellt wurden. In die
Untersuchung gingen Hunde ein, die wegen einer Patellaluxation operiert wurden und solche
als Kontrolle, die luxationsfrei waren. Die Luxationslosen litten an einer Ruptur des
Ligamentum cruciatum craniale oder an einer distalen Femurfraktur. Ein weiterer Hund war alt
und multimorbid und wurde eingeschlafert. Der Tierhalter gab schriftlich sein Einverstandnis,
die Kniegelenkkapsel beidseits fur diese Studie entnehmen zu dirfen. An einer Patellaluxation
litten in der Reihenfolge der Haufigkeit unter den Rassehunden Chihuahuas (n = 12; 15,39%)
vor Yorkshire Terrier (n = 7; 8,97%) und West Highland White Terrier (n = 4; 5,13%). Dies
stimmt mit den Angaben von PRIESTER (1972), HAYES et al. (1994), KINSCHER (2007),
BEHRENDT (2008), VEZZONI et al. (2010) und FARRELL et al. (2015) Uberein. Ganz
allgemein sind von der kongenitalen Patellaluxation Hunde kleinwiichsiger Rassen betroffen.

Alter

Das durchschnittliche Alter der Hunde mit einer Patellaluxation in dieser Studie betrug 4,22
Jahre und deckt sich mit den Angaben von ISAKA et al. (2014) und WANGDEE et al. (2015).
Die Kreuzbandpatienten dieser Studie waren im Durchschnitt 6 Jahre alt. Dies deckt sich mit
den Angaben von GATINEAU et al. (2011), IMHOLT et al. (2011) und THOMPSON et al.
(2011). Allerdings variieren die Altersangaben in der Literatur sehr. CAMPBELL et al. (2010)
geben ein Durchschnittsalter von 3 Jahren und BERGER (2014) von 8,45 Jahren an.
Interessant ist, dass der Altersdurchschnitt von den Tieren mit Patellaluxation und zusatzlicher
Kreuzbandruptur vom eigenen Patientengut mit nur 4 Fallen identisch zu dem von CAMPBELL
et al. (2010) mit 66 Fallen bei gleicher Krankheitskoinzidenz 7,8 Jahre war.

Geschlecht

Hundinnen waren mit 54,24 % (n = 32) haufiger von einer kongenitalen Patellaluxation
betroffen als Riden mit 45,76 % (n = 27). Dies entspricht eher den Angaben von
GUSTAFSSON (1969), PRIESTER (1972), HAYES et al. (1994), KINSCHER (2007),
SOONTORNVIPART (2013), ISAKA et al. (2014) und WANGDEE et al. (2014), als denen von
SINGLETON (1969), DE ANGELIS (1971), SCHAFER et al. (1982), KAISER (1999) und
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BEHRENDT (2008). GUSTAFSSON (1969) und PRIESTER (1972) vermuten, dass die
gehaufte Inzidenz der Luxatio patellae bei Hiindinnen der Ostrogenwirkung geschuldet ist, weil
sie die Proliferation der Knorpelzellen in den Epiphysenfugen antagonisiert.

5.2.2 Diskussion der histologischen Ergebnisse

Anhand der histologischen Untersuchungen wurden im ersten Teil der vorliegenden Arbeit
grundlegende histomorphologische Befunde Uber den Aufbau, die Dicken, die Schichten, die
Deckzellen, den Grad der Zottenausbildung, den Gesamtkollagen-Gehalt und die
Fibrinablagerungen in der Kniegelenkkapsel des Hundes zur Verfugung gestellt. Diese
Ergebnisse erganzen die bisherigen Details zur Histomorphologie der Kniegelenkkapsel des
Hundes (KLOCKE et al., 2005; WONDRATSCHEK, 2009; WARNOCK et al., 2011).

Qualitative Ergebnisse
Deckzellschicht

Die Deckzellschicht - die zum Stratum synoviale gehdrt - besteht im gesunden Gelenk aus
zwei Ubereinander liegenden Deckzelllagen (HENDERSON und PETTIPHER, 1985;
MOSKALEWSKI et al., 2014; KUNG et al., 2015). Nach Untersuchungen von SAGIROGLU
(2012) an 24 Kangal-Mischlingen konnten an der Kniegelenkkapsel altersabhangige Anzahlen
der Deckzelllagen festgestellt werden. Demnach liegt eine 1 - 2-lagige Deckzellschicht
physiologisch nur bei jungen Hunden (0 - 3 Monate) vor, wahrend mittelalte (3,5 - 6 Monate)
und alte Hunde (7 Monate - 6 Jahre) 3 - 5 oder 2 - 6 Ubereinander liegende Deckzelllagen
aufwiesen.

Die Deckzellen selbst sind pleomorph und variieren sehr in ihrer GroRe, Form, Anzahl und
Ausrichtung, was abhangig von der Textur des angrenzenden Stratum subsynoviale zu sein
scheint (GEILER, 2013; KUNG et al., 2015). Synoviale Deckzellen haben die Fahigkeit zur
Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten und sind durch die Expression
bestimmter Zelloberflichenmarker identifizierbar (MASSON et al., 2015). Alter des Tieres,
Gesundheitsstatus des Gelenks und Lokalisation im Gelenk sind einige der vielen Parameter,
die auf die Deckzell-Morphologie Einfluss haben (KUNG et al., 2015). BRONNER und
FARACH-CARSON (2007) schenken der Deckzellschicht eine zentrale Bedeutung und
beschreiben sie mit den Worten ,controlling the environment of the joint*. MOSKALEWSKI et
al. (2014) stimmen dem zu und betonen bereits in ihrem Reviewartikel ,Synovial membrane
asks for independence®, dass die Deckzellschicht aufgrund der heterogenen Eigenschaften
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ihrer Zellen als eigenstéandiges Organ und getrennt von der faserreichen Gelenkkapsel
betrachtet werden sollte.

In den vorliegenden Untersuchungen stellten sich die Deckzellen in der VOLKMANN-
STRAUR-Farbung als dunkelrosa gefarbte Zellen mit einem heterochromatischen Zellkern dar.
Dies entspricht den Angaben von HOGG et al. (1985) und KUNG et al. (2015). Demnach
haben die Deckzellen eine geringe Proliferationsrate, da sie aus benachbarten Gefallen des
Stratum subsynoviale einwandern oder von Knochenmark-abgeleiteten Zellen abstammen.
Ebenfalls konnte durch diese Arbeit die Pleomorphie der Deckzellen innerhalb ein und
desselben Praparats bestatigt werden. Im proximalen und distalen Abschnitt der Gelenkkapsel
waren die Deckzellen in der Regel rund bis oval, wahrend sie im mittleren Abschnitt meist
abgeplattet vorlagen. Vergleichbar mit bisherigen Literaturangaben waren variable Anzahlen
der Deckzelllagen nachzuweisen (PAVLOVICH und LUBOWITZ, 2008; MANUNTA et al.,
2014; KUNG et al., 2015). Im proximalen und distalen Abschnitt lagen im Durchschnitt 3 bis 4
Zelllagen vor, wahrend sich der mittlere Abschnitt mit einer haufig stellenweise einzelnen
Zelllage davon unterschied. In 73,08 % (n = 57) der Félle war die Deckzellschicht in
mindestens einem der drei Abschnitte (proximal, mittig, distal) mehrschichtig, bestand also aus
mindestens 3 Deckzelllagen. Zu ahnlichen Ergebnissen kam WONDRATSCHEK (2009),
wonach bei 50 % der Hunde mit einer Osteoarthritis im Kniegelenk eine mehrlagige
Deckzellschicht gefunden werden konnte.

Bei den Hunden dieser Studie wiesen jene mit dem langsten Krankheitsverlauf (chronisch-
progredient, Lahmheitsdauer > 90 Tage) die meisten Deckzelllagen auf. Dies betraf alle Hunde
mit der Erkrankungskoinzidenz Patellaluxation / Kreuzbandruptur. Hunde mit einer
Patellaluxation dieser Untersuchungen hatten durchschnittlich vergleichbar viele
Deckzelllagen wie die mit Kreuzbandruptur. Dagegen hatten die Kontrollen z. B. mit einer
Femurfraktur, das heift mit der kirzesten Lahmheitsdauer (perakut, Lahmheitsdauer 1 - 2
Tage), die geringste Anzahl an Deckzelllagen. Dies deckt sich mit Angaben von MANUNTA et
al. (2014). Sie fanden beim Patient Mensch, der sich regelmaflig und exzessiv sportlich
betatigte eine zunehmend mehrschichtige Deckzellschicht, die zudem proliferativ (Hyperplasie
der Deckzellen mit reichlich endoplasmatischem Retikulum), exsudativ (mehrkernige
neutrophile Granulozyten) und infiltrativ (Lymphozyten, Monozyten) verandert war.

Kapseloberflache - Villi et plicae synoviales
Anhand des Oberflachenvergréfierungsfaktors wurde der Grad der Zottenausbildung an der

Gelenkinnenoberflache bestimmt. Je hoher der Faktor, desto mehr oder groRer waren die
Zotten in der jeweiligen Gelenkkapselprobe.

163



5 Diskussion

Hunde mit einer Patellaluxation wiesen die gréfdten Schwankungen in der Zottenausbildung
auf. Im Gegensatz dazu wurden bei allen Tieren der Kontroligruppe mit einer Femurfraktur
ausschliel3lich sehr hohe bzw. besonders viele Zotten nachgewiesen, womit sich der Mittelwert
dieses akuten Erkrankungsbildes (MW = 3,54) von jenen der drei chronischen
Gelenkspathologien (Patellaluxation, Kreuzbandruptur, Patellaluxation mit Kreuzbandruptur)
(MW = 2,27 - 2,38) signifikant unterscheidet.

Dies deckt sich mit den Befunden von BERTONE (2008), wonach im Verlauf von chronischen
Gelenkserkrankungen die synovialen Villi immer stumpfer und kirzer werden und ein
keulenférmiges Aussehen annehmen. Dieser Prozess wird im Zusammenhang mit einer
reperfusionsbedingten Ischamie mit konsekutiver Hypoxie angenommen, von der die
Zottenspitzen am starksten betroffen sind. Ahnliche Ergebnisse erzielten BLEEDORN et al.
(2011) mit den Untersuchungen an 16 Hunden mit einer Ruptur des kranialen Kreuzbandes
und 10 Kniegelenk-gesunden Kontrollhunden. Eine Hyperplasie im Stratum synoviale mit
filamentdsen bis keulenférmigen synovialen Zotten kennzeichnete die
Gelenkkapselinnenoberflache von Hunden mit einer Ruptur des kranialen Kreuzbandes. Die
Vielgestaltigkeit der synovialen Zotten bei Hunden mit osteoarthritisch veranderten Gelenken
beschreibt auch WONDRATSCHEK (2009). In 96 % dieser Hunde konnte eine villése
Hyperplasie mit breiten, schmalen, kurzen und langen Zotten - in einigen Fallen sogar
innerhalb eines Praparats - beobachtet werden. Dies konnte durch die vorliegende Arbeit
bestatigt werden, wonach die unterschiedlichsten Formen der Zottenausbildung innerhalb der
Gruppe der kleinen Hunde gefunden werden konnten. Diese Gruppe wies einerseits die
grolRten Zotten auf und beinhaltete andererseits auch Patienten mit keinen Zotten. Auffallig
war in diesem Zusammenhang ein signifikant dinneres distales Stratum subsynoviale in den
Fallen ohne Zotten als bei den Hunden mit hohen Zotten.

Fehlen des mittleren Stratum subsynoviale

Uber das explizite Fehlen des Stratum subsynoviale konnte in der bisherigen Literatur kein
Anhaltspunkt gefunden werden. Da jedoch in 59 von 78 Fallen (75,64 %) kein mittleres Stratum
subsynoviale nachgewiesen werden konnte, handelt es sich dabei um ein signifikantes
Ergebnis. In diesen Féllen schloss das Stratum synoviale direkt an das Stratum fibrosum an,
wahrend im proximalen und distalen Abschnitt ein und derselben Probe alle drei Schichten
nachweisbar waren. Bemerkenswert ist, dass Hunde mit einer Patellaluxation signifikant
haufiger von einem fehlenden mittleren Stratum subsynoviale betroffen waren als die Ubrigen.
In 81,36 % (n = 44) fehlte bei dieser Gruppe das mittlere Stratum subsynoviale, gefolgt von
Hunden mit einer Kreuzbandruptur mit 63,64 % (n = 7). Hinsichtlich der Lahmheitsdauer war
jedes Stadium der Lahmheiten von deutlich mehr Fallen mit fehlendem Stratum subsynoviale
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betroffen. Bei der langsten Lahmheitsdauer, den chronisch-progredienten Fallen
(Lahmheitsdauer > 90 Tage), waren es gar 88,46 % (n = 23), womit der chronisch-progrediente
Verlauf bei den Lahmheiten signifikant haufiger mit einem fehlenden mittleren Stratum
subsynoviale assoziiert war als kurzzeitigere Lahmheitsdauern.

Es stellt sich die Frage, ob das Stratum subsynoviale im mittleren Abschnitt der
Kniegelenkkaspel in den 59 Fallen von zuvor zwar existiert, aber derart verandert ist, dass es
seine physiologischen Erkennungsmerkmale verloren hat und sich dem angrenzenden
Stratum fibrosum ununterscheidbar angeglichen hat. Zu erwahnen ist in diesem
Zusammenhang ebenso, dass einige Autoren der aktuellsten Literatur, die Existenz des
Stratum subsynoviale nicht erwahnen. Die Gelenkkapsel besteht fir sie in allen Lokalisationen
ausschliel3lich aus einem inneren Stratum synoviale und einem aulReren Stratum fibrosum
(WESTERMARK et al., 2011; CAMPBELL, 2012; WAGNER et al., 2012; CLAES et al., 2013;
CAMPBELL et al., 2015; DOMBROWSKI et al. 2015; ITOl und HAGIWARA, 2015).

Quantitative Ergebnisse

Dicken der Gelenkkapsel und ihrer Schichten

Die Dickenmessungen in dieser Schrift ergaben, dass die Kniegelenkkapsel des Hundes im
proximalen, mittleren und distalen Abschnitt unterschiedlich dick ist. AuRerdem korrelieren die
Dicken der drei Abschnitte miteinander signifikant. Dies bestatigten die Angaben von RALPHS
und BENJAMIN (1994), BEY et al. (2005) und WAGNER et al. (2012), wonach die Dicke der
Gelenkkapsel regional variiert, um sich den Belastungsverhaltnissen anzupassen. Da die
Gelenkkapsel im Rahmen der kontrollierten Bewegung als limitierende Einheit fur den
Bewegungsradius synovialer Gelenke fungiert, beschreiben die Autoren, dass laufend
histomorphologische Umbauvorgange der Struktur und Textur der Gelenkkapsel vorkommen.
Diese verlaufen regional unterschiedlich und der Belastung angepasst. Laut RALPHS und
BENJAMIN (1994) ist die Gelenkkapsel dort verdickt, wo sie am Knochen ansetzt. Dies konnte
durch die vorliegende Arbeit bestatigt werden. Der proximale Abschnitt der Gelenkkapsel war
in 93,60 % (n = 73) der 78 Falle dicker als der mittlere. Insbesondere ist erwahnenswert, dass
Hunde mit einer Patellaluxation verglichen zu denen der anderen Gruppen (Kreuzbandruptur,
Patellaluxation mit Kreuzbandruptur, Femurfraktur und Kontrollen) ein um 55,17 % bis 64,65
% signifikant dinneres Stratum synoviale im mittleren Abschnitt aufwiesen. Da Hunde mit
einer Ruptur des kranialen Kreuzbandes als haufige Begleiterscheinung eine proliferative,
lymphoplasmazellulare Synovialitis aufweisen, konnte eine Dickenzunahme bei dieser Gruppe
darauf zurlckzufiihren sein. In der Tat beschreiben GALLOWAY und LESTER (1995),
LAWRENCE et al. (1998), MUIR et al. (2011), BLEEDORN et al. (2011) und LITTLE et al.
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(2014) bei Ruptur des Ligamentum cruciatum craniale eine Verdickung des Stratum synoviale,
in dem ein verdichtetes Gefallnetzwerk und eine lymphoplasmazellulare Hypertrophie
auftreten. Hinsichtlich der Falle mit einer Femurfraktur kdnnte als Ursache fur die Synovialitis
und Verdickung des Stratum synoviale die Instabilitdt im benachbarten Kniegelenk vermutet
werden. AuRerdem war die Kniegelenkkaspel - praziser der proximale und mittlere Abschnitt
des Stratum fibrosum sowie der distale Abschnitt des Stratum synoviale - bei Hunden mit einer
beidseitigen Patellaluxation (n = 31) signifikant dlinner als bei jenen mit unilateraler Luxation
(n =28).

Signifikanzen konnten zwischen den Dicken der Gelenkkapsel und den Rassegruppen
nachgewiesen werden. Die Kniegelenkkapsel war bei Toy-Hunden im proximalen Abschnitt im
Vergleich zu der von mittelgrol3en und grofien Hunden und im mittleren Abschnitt verglichen
dem aller anderen Rassegruppen signifikant dinner. Im Hinblick auf die Lahmheitsdauer
konnten keine signifikanten Zusammenhange zu den Dicken der Kapsel gefunden werden.
Beim Menschen fanden Dickenmessungen der Ellbogengelenkkapsel infolge einer Kontraktur
im Gelenk statt (HILDEBRAND et al. (2005). Dabei stellte sich heraus, dass die Gelenkkapsel
nach einem Trauma verdickt.

Flachenanteile (in %) des Gesamtkollagens

Kollagen ist der Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix der Kniegelenkkapsel des Hundes.
Wie in der VOLKMANN-STRAUR-Farbung gezeigt werden konnte, machen die Kollagenfasern
zwischen rund 40 % bis 65 % an der Gesamtflache der Kniegelenkkapsel des Hundes aus.
Unter Berucksichtigung der Lokalisationen lagen die Unterschiede in den Flachenanteilen (in
%) des Gesamtkollagens mehr zwischen den einzelnen Schichten als zwischen dem
proximalen, mittleren und distalen Abschnitt der Gelenkkapsel. In der Tat korrelierten die
Flachenanteile der drei Abschnitte signifikant miteinander, wahrend sie sich zwischen den drei
Schichten signifikant unterschieden. Bisher wird in der Literatur der Kollagengehalt der
Gelenkkapsel nicht in den einzelnen Schichten unterteilt (UBEYLI, 2006). Vielmehr liegen
vereinzelte Angaben dariber in Form eines Trockenmasse-Gehalts in mg/g vor. Demnach wird
der Kollagengehalt einer Sehne - vorwiegend aus Kollagentyp | - mit etwa 810 bis 850 mg/g
Trockenmasse angegeben (KREY et al., 1973). Dies kommt nach UBEYLI (2006) dem
Kollagengehalt der Gelenkkapsel gleich, der bei etwa 900 mg/g liegt. BEY et al. (2005)
beschreiben zudem, dass die Schultergelenkkapsel des Menschen eine regional
unterschiedliche Orientierung der Kollagenfasern aufweist.

Im Stratum subsynoviale konnten die gré3ten Flachenanteile des Gesamtkollagens bezogen
auf eine Referenzflache von 0,33 mm? nachgewiesen werden. Zwischen 61,11 % im
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proximalen und 64,41 % im distalen Abschnitt nahmen die Kollagenfasern an der
Gesamtflache dieser Schicht ein. Dies unterscheidet sich von den Angaben von UBEYLI
(2006). In seiner Studie zur Kniegelenkkapsel des Menschen berichtet er, dass das Stratum
fibrosum den Uberwiegenden Anteil des Gesamtkollagen-Gehalts der Gelenkkapsel aufweist.
Das Stratum fibrosum wies in der vorliegenden Untersuchung nur gering kleinere
Flachenanteile des Gesamtkollagens als das Stratum subsynoviale auf.

Das Stratum synoviale, das als zellreich gilt (GEILER, 2013; KUNG et al., 2015), wies mit
42,93 % (mittlerer Abschnitt) bis 44,93 % (distaler Abschnitt) die kleinsten Flachenanteile des
Gesamtkollagens auf.

Ein weiterer signifikanter Zusammenhang konnte zwischen mittelgrofRen und gro3en Hunden
im proximalen Abschnitt des Stratum fibrosum gefunden werden, in dem mittelgroRe Hunde
um 29,75 % weniger Gesamtkollagen aufweisen. Da vergleichbare Literatur zum
Kollagengehalt in den einzelnen Schichten der Gelenkkapsel - unabhangig von der Spezies
oder Art des Gelenks - fehlt, konnte nicht verglichen werden.

5.2.3 Diskussion der immunhistochemischen Ergebnisse

Im zweiten Schritt dieser Schrift wurde das Hauptziel bearbeitet, relevante Kollagen Typen in
der caninen Kniegelenkkapsel zu identifizieren und zu lokalisieren. Zudem wurde analysiert,
in wieweit sich die Gelenkkapsel Kniegelenk-gesunder (Femurfraktur und Kontrollen) von
Kniegelenk-kranken Hunden (Kreuzbandruptur, Kreuzbandruptur mit Patellaluxation)
unterscheidet.

Kollagentypen - Das Kollagenmuster der Kniegelenkkapsel des Hundes

Die Kollagen Typen |, Ill, IV, V und VI konnten in der Kniegelenkkaspel des Hundes
nachgewiesen werden. Sie unterschieden sich insbesondere bezuglich ihrer Lokalisationen in
der Kapsel. Dabei variierten die Kollagen Typen und ihr Gehalt mehr zwischen den drei
Schichten (Stratum fibrosum, Stratum subsynoviale, Stratum synoviale) als zwischen den drei
Abschnitten (proximal, mittig, distal).

Die Kollagen Typen | und Il waren omniprasent, das heif3t sie waren in allen drei Schichten
vordergriindig und als dicht gepackte Faserblndel vorhanden. Wahrend sie jedoch bei
Hunden mit einer Patellaluxation, jenen mit einer Patellaluxation und einer Kreuzbandruptur
und jenen mit einer Kreuzbandruptur beide Kollagen Typen in allen Schichten in gleichen
Mengen in den Vordergrund traten, war bei den Kontrollen und den Hunden mit einer
Femurfraktur deutlich mehr Kollagen Typ lll als Typ | vorhanden. Dieses abweichende
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Verhaltnis von Kollagen Typ | zu Typ Ill zwischen akuten und chronischen
Kniegelenkspathologien dieser Studie ist mit den Ergebnissen von BRINCKMANN et al. (1999)
sowie von PINGEL et al. (2014) vergleichbar. Demnach konnte mit der fibrotischen
Veranderung der humanen Haut bei der Lipodermatosklerose und der Achillessehne bei
verschiedenen Tendopathien des Menschen ein erhdhter Anteil von Kollagen Typ Il im
Vergleich zu Kollagen Typ | nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse zu den Kollagen Typen | und Il dieser Studie ahneln denen von MONUMENT
et al. (2011), in der eine Fibrose der Kniegelenkkapsel - gekennzeichnet durch einen
deutlichen Anstieg der Produktion der beiden Kollagen Typen | und Ill - bei Kaninchen
nachgewiesen werden konnte. Die operativ erzeugte Kontraktur des Kniegelenks und die
damit einhergehende achtwochige Immobilisation des Gelenks induzierte Mastzellen-
assoziierte Entzindungserscheinungen, die zu Umbauvorgangen der kollagenen
Matrixbestandteile der Kniegelenkkapsel fuhrten. Zu Ubereinstimmenden Ergebnissen einer
fibrotischen Veranderung, einer gesteigerten Kollagen-Produktion und einer veranderten
Textur des Kollagennetzwerks in der Kniegelenkkapsel kamen STEPLEWSKI et al. (2015) mit
vergleichbar angelegten Versuchen am Kniegelenk bei Kaninchen. WONG et al. (2015)
konnten eine veranderte genregulatorische Antwort der Kniegelenkkaspel von Ratten auf die
Immobilisation des Kniegelenks in Abhangigkeit von ihrer Dauer feststellen. Demnach kam es
unter anderem zu einem veranderten Abbau der kapsularen freien Matrixbestandteile, wie
auch verschiedener Kollagen Typen. Vergleichbar mit den Bedingungen dieser drei Studien
sind die Gelenksteifigkeit infolge einer langeren Bewegungsintoleranz und die konsekutive
Gonotrochlose im Kniegelenk von Hunden mit einer chronischen Kniegelenkspathologie wie -
im Falle der vorliegenden Studie - der Kreuzbandruptur und der Patellaluxation beim Hund.

Kollagen Typ IV konnte nur in den Gefallwanden lokalisiert werden, was sein bekanntlich
Basalmembran-nahes Vorkommen bestatigte (PLEWIG und DEGITZ, 2013). Es konnten
dabei keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Erkrankungen
festgestellt werden.

Bemerkenswert war Kollagen Typ V mit seiner nahezu ausschlieRlichen Prasenz im Stratum
synoviale bei allen Tiergruppen aufer den Hunden mit einer Patellaluxation und einer
Kreuzbandruptur. Bei letzteren war Kollagen Typ V auch im proximalen Abschnitt des Stratum
subsynoviale nachweisbar, weshalb sie sich signifikant zu allen anderen Tiergruppen
(Patellaluxation, Kreuzbandruptur, Femurfraktur und Kontrollen) unterschieden.

Analog zur Zielsetzung der eigenen Arbeit untersuchten AKHTAR et al. (2012) die Lokalisation
des Kollagen Typen V in der Schultergelenkkapsel von Menschen (n = 15) und den mdglichen
Zusammenhang mit der erhdhten Laxizitdt und Luxationsneigung im Schultergelenk der

Patienten. Die immunhistochemischen Nachweismethoden wurden, wie in den vorliegenden
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Versuchen, an in Paraffin eingebetteten Gelenkkapsel-Proben vorgenommen. Parallel zeigt
die vorliegende Studie und jene von AKHTAR et al. (2012), dass die Hauptlokalisation von
Kollagen Typ V im Stratum synoviale der Gelenkkapsel war. Aullerdem standen dinnere
Gelenkkapsel-Proben und ein erhdhter Gehalt an Kollagen Typ V mit einem
schwerwiegenderen Luxationsgrad in Verbindung.

Kollagen Typ VI war am meisten bei den Hunden mit einer Patellaluxation und einem
Kreuzbandriss nachweisbar, gefolgt von Hunden mit einer Patellaluxation und jenen mit einer
Kreuzbandruptur. Hunde mit einer Femurfraktur wiesen die geringsten Mengen an Kollagen
Typ VI auf.

Vergleichbare Ergebnisse erzielten BOSZCZYK et al. (2001), wonach in der Gelenkkapsel der
thorakalen und lumbalen Zwischenwirbelgelenke des Menschen die Kollagen Typen |, Ill und
VI entdeckt werden konnten. In den lumbalen Zwischenwirbelgelenken war aufderdem der
Kollagen Typ Il nachweisbar, was mit der gegen Kompressionskrafte stabilisierenden Funktion
der Gelenkkapsel in diesem Segment zusammenhangen mag und der Gelenkkapsel daher
eine band- bzw. faserartige Eigentimlichkeit verleiht. In einer weiteren Studie von BOSZCZYK
et al. (2003) wurden die Kollagen Typen [, Il, lll, V und VI in der posterioren Gelenkkapsel der
Articulatio zygapophysialis (Wirbelbogengelenk) von Menschen mit einer Instabilitat zwischen
dem 4. und 5. Lendenwirbel aufgespurt. Dabei war ein umfangreicherer Gehalt der Kollagen
Typen |, lll und VI in der gesamten Gelenkkapselprobe bei Patienten mit zunehmender
Instabilitdt im Gelenk zu vermerken. In den schwerwiegendsten Fallen war Kollagen Typ Il in
hohem Male zu finden.

Hinsichtlich der Lahmheitsdauer waren die Peaks des Kollagenprofils der chronischen
Erkrankungen - also der Patellaluxation, der Kreuzbandruptur und einer Kombination aus
beiden - durch das vermehrte Vorkommen der Kollagen Typen V und VI charakterisiert.

Ein signifikant erhohter Gehalt an Kollagen Typ I, Ill, V und VI bei subchronischen und
chronisch-progredienten Lahmheiten im Vergleich zu perakuten und akuten Fallen war
nachweisbar. Wahrend die Kollagen Typen | und VI in der gesamten Kniegelenkkapsel-Probe
mit der Dauer der Lahmheit signifikant zunahmen, war der Gehalt von Typ Ill nur im distalen
Abschnitt des Stratum fibrosum signifikant erhoht.

Dies deckt sich mit vergleichbaren Untersuchungen. Demnach konnte eine Zunahme der
Expression der Kollagen Typen |, Il und V in der Ellbogengelenkkapsel des Menschen mit
einer chronischen Kontraktur um das 1,5- bis 2,5-fache nachgewiesen werden (HILDEBRAND
et al.; 2005). In einer weiteren Studie am medialen Kollateralband der Kniegelenke von
Kaninchen bestanden langzeitige Umbauvorgange des Kollagenmusters auch noch zwei
Jahre nach einem Trauma (HILDEBRAND et al., 2004). Vergleichbare Erkenntnisse wurden
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an Ellbogengelenkkapseln des Menschen gewonnen. Ein histologisch sich veranderndes
Kollagenmuster und ein sich verdichtender Gehalt an Kollagen lief3 sich noch bis zu 16 Monate
nach einer Verletzung finden (McFARLAND et al., 2002). ITOl und HAGIWARA (2015) fanden,
dass der Kollagengehalt beim sogenannten ,Frozen Shoulder” Syndrom (Adhasive Kapsulitis)
zunimmt, vor allem jener der Kollagen Typen | und lll.

5.2.4 Spezialfdlle - Verknorpelung der Gelenkkapsel

Bei zwei Tieren dieser Arbeit fielen mehrere rundliche Faserknorpel-Areale auf. Sie waren gut
abgegrenzt und aus ihnen zogen faserknorpelige Stra3en, sodass eine netzartige Struktur aus
mehreren  ausgedehnten Knotenpunkten  aus  Faserknorpel —mit  azidophiler
Interterritorialsubstanz und reichlichen, heterochromatischen Chondrozyten entstand. Reste
eines normalen, kollagenfaserreichen Stratum fibrosum waren in die wabenartige Textur des
Faserknorpels eingefasst. Die Flachenanteile des Gesamtkollagens waren darin
aulerordentlich hoch (92,40 - 97,60 %).

Diese Faserknorpel-Gebilde konnten ausschlielich im mittleren Abschnitt der
Kniegelenkkapsel sowohl im Stratum synoviale als auch fibrosum nachgewiesen werden.
Beiden Patienten fehlte hier ein Stratum subsynoviale.

Entsprechend der Literatur ist zu erwarten, dass in den Arealen ein hoher Anteil an Kollagen
Typ Il nachweisbar ist. Dies wird aus den Untersuchungen von BOSZCZYK et al. (2003)
geschlossen, wonach Patienten mit einer hochgradigen Instabilitat zwischen dem 4. und 5.
Lendenwirbel aullerordentlich hohe Mengen an Kollagen Typ Il in der Gelenkkapsel
aufweisen. Ein erhdhter Gehalt an Kollagen Typ |l steht nach BOSZCZYK et al. (2003) mit
einer ausgepragten Proliferation von Knorpelzellen in der Gelenkkapsel in Zusammenhang.
Die Autoren betonen, dass einige Areale mehr dem hyalinen Knorpelgewebe als dem
Faserknorpelgewebe ahneln, da kollagene Fasern dort kaum in der extrazellularen Matrix des
Knorpelgewebes vorkamen und Kollagen Typ | nicht nachgewiesen werden konnte. Dies
unterscheidet sich von der vorliegenden Studie, in der sich auch die verknorpelten Regionen
im Nachweis von Kollagen Typ | als positiv erwiesen.

Synovialzellen und Knorpelzellen entstammen nachgewiesen bei Maus und Mensch einer
gemeinsamen Zellpopulation (ARCHER et al., 2003; KOYAMA et al., 2008). Bei manchen
Erkrankungen, wie zum Beispiel bei der synovialen Chondromatose oder bei der rheumatoiden
Arthritis, konnte beim Menschen eine erhoéhte Proliferation von Synovialzellen der
Kniegelenkkapsel festgestellt werden, die Biomarker der Knorpelzellen exprimieren (ALLARD
etal., 1988; MASSON et al., 2015). Bei Kaninchen und Mausen konnte nachgewiesen werden,
dass die multipotenten Synovialzellen eine entscheidende Rolle in der Antwort auf
Knorpeldefekte spielen, indem sie zuerst innerhalb des Stratum synoviale proliferieren und
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dann zur Knorpeloberflache in den Bereich des Knorpeldefekts migrieren (HUNZIKER, 2001;
KURTH et al., 2011). MASSON et al. (2015) stellten fest, dass mit zunehmendem Grad einer
Synovialitis bei Menschen mit einer Osteoarthritis die Fahigkeit der Synoviozyten zur
chondrogenen Differenzierung vermindert wird. Im Gegensatz dazu beschreiben HAGIWARA
et al. (2012) eine chondrogene Differenzierung in der Schultergelenkkapsel des Menschen
beim sogenannten Frozen Shoulder Syndrom (Adhasive Kapsulitis). Diese korreliert mit einer
Entzindung und konsekutiver Fibrose der Gelenkkapsel, die durch eine Verdichtung der
Kollagenfaserbiindel - die in sich eine chaotische Anordnung der Kollagenfasern aufweisen -
sowie durch eine erhdhte Zellzahl charakterisiert ist.

Es ist anzunehmen, dass diese beiden Patienten, die wegen einer Patellaluxation und einer
Patellaluxation mit Kreuzbandruptur vorgestellt wurden, zugleich auch Knorpeldefekte der
artikulierenden Knochen aufwiesen. Dies wiirde die Proliferation der Chondrozyten im Stratum
synoviale erklaren. Beim Menschen wurden im Stratum synoviale Progenitoren der
Chondrozyten entdeckt (KATANO et al., 2015). Ob diese beim Hund wie beim Menschen in
dieser Schicht vorkommen, ist bis jetzt ungeklart. Die ausgedehnten Knorpelgewebe-Areale
im Stratum fibrosum erscheinen daflr jedoch zu umfangreich und deuten au3erdem nicht auf
eine Migration der Knorpelzellen zur Gelenkkapselinnenoberflache hin. Die wabenartige
Textur des Knorpelgewebes, das sich Uber die gesamte Dicke des mittleren Abschnitts der
Gelenkkapsel erstreckt, erscheint mehr einer stabilisierenden Funktion nachzukommen. Da
beide Patienten unter einer Patellaluxation bzw. unter einer Patellaluxation mit
Kreuzbandruptur litten, kdnnte dies als eine kompensatorische Reaktion auf eine ausgeweitete
Gelenkkapsel gedeutet werden.

171



6 Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Patellaluxation ist eine der haufigsten erblich bedingten Funktionsstérungen und am
Kniegelenk wohl die haufigste beim Hund. Eine mikroskopische Untersuchung der
Kniegelenkkapsel blieb bei den bisherigen zahlreichen Studien zu dieser Erkrankung aus Acht
gelassen.

Ziel dieser Dissertation ist es, histomorphologische Veranderungen der Kniegelenkkapsel von
Hunden mit und ohne Patellaluxation zu charakterisieren. Hunde mit einer Femurfraktur, mit
einer Ruptur des Ligamentum cruciatum craniale oder mit einer Luxation und zusatzlichem
Kreuzbandriss sowie ein altes, multimorbides Tier und eines mit einem inoperablen lleus und
daher eingeschlafertes Tier dienten als Kontrollen. Mit dieser Schrift wurde erstmals die
Gelenkkapsel des Kniegelenks von Hunden mit dieser Erkrankung hinsichtlich des Gehalts
und der Dichte an Kollagen mit Unterscheidung der Typen I, lll, IV, V und VI untersucht. Zudem
wurden Dicken der Gelenkkapsel und definierter Schichtabschnitte, die Anzahl der Deckzellen
des Stratum synoviale, das Ausmal der Zottenbildung und der Fibringehalt bestimmt.

Die Kniegelenkkapsel aller untersuchten Hunde besteht aus drei Schichten und zwar dem
inneren, die Gelenkhohle auskleidenden Stratum synoviale, auf das nach auf’en das Stratum
subsynoviale folgt, und das Stratum fibrosum, welches den &uReren Abschluss der
Gelenkkapsel bildet. Alle drei Schichten lassen sich in proximo-distaler Richtung in einen
proximalen, mittleren und distalen Abschnitt unterteilen. Dadurch lassen sich wie folgt
insgesamt neun verschiedene Schichtabschnitte der Gelenkkapsel unterscheiden: proximales
Stratum synoviale, proximales Stratum subsynoviale, proximales Stratum fibrosum, mittleres
Stratum synoviale, mittleres Stratum subsynoviale, mittleres Stratum fibrosum, distales
Stratum synoviale, distales Stratum subsynoviale und distales Stratum fibrosum. Bis auf das
Stratum subsynoviale des mittleren Kapselabschnittes weisen alle Schichtabschnitte einen
kontinuierlichen Verlauf in proximo-distaler Richtung auf. Hunden mit Patellaluxation fehlte in
81,36 % und denen mit Kreuzbandriss 63,64 % das mittlere Stratum subsynoviale. Bei den
Kontrollen hatten 50 % der Tiere ein Stratum subsynoviale im mittleren Bereich, wahrend es
50 % fehlte. Bestand die Lahmheit schon langer, fehlte dieser Schichtabschnitt signifikant
haufiger. Die Kniegelenkkapsel des Hundes ist im proximalen, mittleren und distalen Abschnitt
unterschiedlich dick. Bezogen auf die gesamte Population der untersuchten Tiere korrelieren
die Dicken der drei Abschnitte miteinander signifikant und zwar war der proximale Abschnitt in
93,60 % dicker als der mittlere. Die Kniegelenkkapsel von Toy-Hunden ist insgesamt
signifikant dinner als die der anderen Rassegruppen. Hunde mit Patellaluxation haben ein
signifikant duinneres Stratum synoviale im mittleren Abschnitt als die anderen Gruppen
(Femurfraktur und andere, Kreuzbandruptur und Luxation mit Kreuzbandruptur). Lag bei einem
Patienten die Luxation bilateral vor, waren der proximale und mittlere Abschnitt des Stratum
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fibrosum und der distale des Stratum synoviale signifikant diinner als bei Patienten mit einer
unilateralen Luxation.

Die Deckzellen des Stratum synoviale bilden den inneren Abschluss zur Gelenkhdhle. In der
VOLKMANN-STRAUR-Farbung stellten sie sich pleomorph und heterochromatisch dar, waren
rund bis oval und dunkelviolett gefarbt. Die Anzahl ihrer Zelllagen war sehr variabel, daher
ordneten sich die Deckzellen sowohl bei Kniegelenk-gesunden (Femurfraktur und Kontrollen)
als auch bei Kniegelenk-kranken (Patellaluxation, Kreuzbandruptur, Luxation mit Ruptur des
Ligamentum cruciatum craniale) Tieren in einer bis zwei oder mehreren Zelllagen dicht
nebeneinander an. Je langer die Lahmheitsdauer bei den Kniegelenk-kranken Tieren, desto
mehr Deckzelllagen waren zu finden. Demnach betraf dies alle Hunde mit Patellaluxation /
Kreuzbandruptur, wahrend sich bei den Kontrollen (z. B. mit einer Femurfraktur) die geringste
Anzahl der Deckzelllagen bestatigte.

Zotten - Plicae synoviales - stellen sich als fingerformige Auslaufer an der
Gelenkinnenoberflache dar und werden aus einer oder mehreren Deckzelllagen und
subsynovialem Bindegewebe gebildet. In der Rassegruppe ,kleine Hunde" und der Gruppe
.Patellaluxation® konnten die gréfRten Schwankungen in der Zottenausbildung festgestellt
werden, es waren keine (OberflachenvergroRerungsfaktor (OVF) 0) bis grof3e (2,5 < OVF 2 5)
und viele Zotten zu finden. Im Gegensatz dazu hatten die Kontrolltiere ausschlieBlich grol3e
bzw. viele Zotten.

Kollagenfasern machen zwischen 40 % und 65 % an der Gesamtflache der Kniegelenkkapsel
des Hundes aus. Die drei Schichten (Stratum fibrosum, Stratum subsynoviale, Stratum
synoviale) weisen signifikant differente Flachenanteile (in %) des Gesamtkollagens auf,
wahrend die drei Abschnitte (proximal, mittig, distal) innerhalb derselben Schicht signifikant
korrelierte Kollagengehalte auszeichnet. Im Stratum subsynoviale finden sich die groften
Flachenanteile (61,11 % - 64, 41 %) des Gesamtkollagens, wahrend sie im Stratum synoviale
am kleinsten ausfielen.

Die immunhistochemischen Nachweismethoden stellten heraus, dass die Kollagen Typen |
und lll am meisten in der Kniegelenkkapsel des Hundes vertreten waren und in 88,7 % (n =
69) der Gesamtpopulation einen Score von 3 aufwiesen. Sie waren omniprasent, das heildt sie
kamen in allen drei Schichten und in allen drei Abschnitten als dicht gepackte Faserblindel
vor. Das Vorkommen von Kollagen Typ | und Il war bei Hunden mit einer chronischen
Funktionsstérung, also einer Luxation, einem Kreuzbandriss oder einer Kombination aus
beiden gleichermallen ausgepragt, wahrend hingegen bei Hunden mit einer akuten Lahmheit
wie bei Femurfraktur und bei den anderen Kontrollen deutlich mehr Kollagen Typ Il als
Kollagen Typ | vorkam. Kollagen IV kam ausschlief3lich in GefaBwanden vor und zwar
unabhangig von Erkrankung, Rasse, Geschlecht, Alter und Lahmheitsdauer. Dahingegen war
Kollagen V ausschlief3lich im Stratum synoviale prasent, ein geringer Gehalt auch im
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proximalen Abschnitt des Stratum subsynoviale von Hunden mit einer Kreuzbandruptur mit
einer Luxatio patellae. Kollagen VI @hnelte im Verteilungsmuster jenem der Typen | und Il
war jedoch quantitativ seltener. Wahrend bei Hunden mit einer Femurfraktur der Kollagen Typ
VI im geringsten Ausmal® vorkam, wurde der Typ bei denen mit Patellaluxation und
Kreuzbandruptur am meisten nachgewiesen. Je langer eine Lahmheit bestand, desto mehr
Kollagen aller Typen wurde insgesamt in der Kapsel der Hunde detektiert.

Zwei Besonderheiten kamen bei zwei Hunden in Form von netzartigen Faserknorpelarealen
neben rudimentar vorhandenem, physiologischem Kniegelenkkapsel-Gewebe vor. Diese
Knorpelzonen kamen ausschlief3lich im mittleren Abschnitt der Kniegelenkkaspel und zwar im
Stratum synoviale und im Stratum fibrosum, vor. Ein Stratum subsynoviale fehlte beiden
Patienten im mittleren Abschnitt. Beide Hunde litten an einer Patellaluxation, einer mit einer

Ruptur des Ligamentum cruciatum craniale.

Die histomorphologischen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen spezifische
Veranderungen bei der kongenitalen Patellaluxation auf.
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7 SUMMARY

Patellar luxation represents the most frequent hereditary disorder in dogs. However,
microscopic studies of the knee joint capsule have not been carried out yet.

Thus, objective of this study was to establish histomorphological alterations of the knee joint
capsule in dogs with or without patellar luxation. Dogs suffering from femur fracture or rupture
or luxation of the cranial cruciate ligament were used as control specimens. A multimorbid dog
and a dog that was euthanized due to an inoperable ileus were used as control as well.

In this study, the knee joint capsule of dogs suffering from patellar luxation was examined with
regard to concentrations of collagen types |, lll, IV, V, and VI. Moreover, thickness of the knee
joint capsule in general and its layers, the quantity of lining cells of the synovial membrane, the
degree of synovial plicae formation, and fibrin concentrations were established.

The knee joint capsule in dogs consists of three layers: an external stratum fibrosum, the
stratum subsynoviale, and an internal stratum synoviale, which can be divided into proximal,
medial, and distal sections. Except for the stratum subsynoviale of the medial capsular region,
all layers display a continuous proximo-distal distribution. The stratum subsynoviale was
lacking in 81.36 % or 63.64 % of the dogs suffering from patellar luxation or rupture,
respectively. 50% of the control group displayed a stratum subsynoviale in the medial capsular
region, whereas the other 50% did not. If the lameness had been present for a longer period
of time (several month) there was a significant deficiency of this layer. Proximal, medial, and
distal parts of the knee joint capsule in dogs displayed different thicknesses, which correlated
significantly. The proximal part was thicker than the medial part in 93.60% of the dogs. The
knee joint capsule of toy-dogs is significantly thinner than that of other breeds. In dogs suffering
from patellar luxation, the stratum synoviale of the medial capsular region was significantly
thinner than that of the other groups (femur fracture and others, cruciate ligament rupture,
luxation a with cruciate ligament rupture). Proximal and medial part of the stratum fibrosum
and the distal part of the stratum synoviale were significantly thinner in dogs suffering from
bilateral luxation than those displaying unilateral luxation.

Lining cells of the synovial membrane represent the internal border of the joint cavity. These
cells appeared round to ovoid, pleomorphic and heterochromatic, and of dark purple color in
VOLKMANN-STRAUR staining. The number of cell layers displayed a high degree of variation.
Thus, the lining cells formed one or two layers of closely packed cells both in healthy (femur
fracture and others) as well as in sick dogs (patellar luxation, cruciate ligament rupture, luxation
a with cruciate ligament rupture). The longer the lameness had persisted, the more layers of
lining cells were present. Accordingly, all dogs suffering from patellar luxation/ cruciate
ligament rupture were affected, whereas the controls groups, e.g. those suffering from femur
fracture, displayed the fewest layers of lining cells.
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Plicae synoviales are finger-shaped protrusion of the inner surface of the joint. They consist of
one or more layers of lining cells and subsynovial fibrous tissue. In small dogs and those
suffering from patellar luxation, the largest variation regarding plicae formation was observed:
plicae ranged from being absent to being enlarged and increased in number. In contrast, the
control group displayed only large plicae or an increased number of them.

40 to 65 % of the total area of the knee joint capsule in dogs consists of collagen fibers. The
three layers (stratum fibrosum, stratum subsynoviale, stratum synoviale) differ significantly
regarding the distribution of the total area of collagen (in %), whereas the collagen content of
the three parts (proximal, medial, distal) correlates significantly within the individual layer. The
largest area (61.11 % - 64.41 %) of the total collagen content was located in the stratum
subsynoviale. In contrast, the stratum synoviale displayed the fewest collagen fibers.
Immunohistochemistry showed that collagen | and Il were the main types of collagen in the
knee joint capsule of the dogs. Densely arranged fibers of these were presentin all three layers
and all three parts of the joint capsule. There was an even relationship of collagen | and Il in
dogs suffering from chronic lameness, i.e. luxation, cruciate ligament rupture, or a combination
of both. However, collagen type Il content was higher the control group or in dogs with acute
lameness, such as femur fracture. Collagen type IV was present only in blood vessel walls
irrespective of any disease, breed, gender, age, or duration of lameness. Collagen type V was
present only in the stratum synoviale and in the proximal part of the stratum subsynoviale of
dogs suffering from a luxation of the patella and cruciate ligament rupture. The distribution fo
collagen type VI corresponds to that of collagen types | and lll, but was less frequent. Whereas
collagen type VI was lowest in dogs suffering from femur fractures, it was highest in dogs
displaying luxation of the patella and cruciate ligament rupture. The longer the lameness had
persisted the higher was the content of any collagen type in the knee joint capsule.

Two unusual features could be observed in two dogs: reticular fibrocartilage combined with a
rudimentary physiological knee joint capsule tissue. These cartilaginous areas were present in
the medial part of the knee joint capsule only, in the stratum synoviale and the stratum
fibrosum. There was no stratum subsynoviale in either patient in the medial part. Both dogs
suffered from luxation of the patella, with a cruciate ligament rupture in one dog.
Histomorphological results of this study show specific alterations due to hereditary patella
luxation and suggest certain physiological characteristics of the knee joint capsule in the dog.
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Verwendete Chemikalien

Herstellerfirma - Chargennummer oder

Zusammensetzung
Blockierpuffer A 50 ml PBS, 1 ml Tween 20, 2,5 g Milchpulver
Citronensaure Merck, Darmstadt, Deutschland - 8.18707

Ethanol, vergallt mit 1% MEK

Berkel AHK, Ludwigshafen, Deutschland -
2642M

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

Roth, Karlsruhe, Deutschland - T865

HCI rauchend 37%

Merck, Darmstadt, Deutschland - 1.00317

Inkubationspuffer A 8 ml PBS, 2 ml Blockierpuffer A
Milchpulver Glicksklee, Reichelt, Deutschland
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland - 3957
NaOH 1n Roth, Karlsruhe, Deutschland - K021

PBS powder (nach Dulbecco A,
ohne Ca?" und Mg?*-lonen)

Serva, Heidelberg, Deutschland - 47302

Roti®-Histokitt Il
(Eindeckmittel)

Roth, Karlsruhe, Deutschland - T160

Trinatriumcitrat

Merck, Darmstadt, Deutschland - 1.06448

230



9 Reagenzienverzeichnis

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland - AE15.2

Trypsin Boehringer, Ingelheim am Rhein,
Deutschland - 109 827

Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland -
P1379

Xylol Roth, Karlsruhe, Deutschland - CN80

PBS Waschpuffer Aus PBS powder, Serva 47302, Ansatz nach
Herstellerangabe (9,55g powder/L)

TBS Waschpuffer Eigener Ansatz:

0,05M TRIS-HCI pH 7,5 + 0,9% NaCl

Wasserstoffperoxid 30%

Roth, Karlsruhe, Deutschland - 8070.2
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Verwendete Antikérper und Seren Herstellerfirma - Artikelbezeichnung
Polyclonal rabbit anti-Collagen | antibody Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich -
ab34710

Polyclonal rabbit anti-Collagen Il antibody =~ Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich -
ab7778

Polyclonal rabbit anti-Collagen IV antibody =~ Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich -
ab6586

Polyclonal rabbit anti-Collagen V antibody Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich -
ab7046

Polyclonal rabbit anti-Collagen VI antibody = Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kdnigreich -
ab6588

Polyclonal rabbit anti-Collagen X antibody Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kdnigreich -
ab58632

Donkey anti-Rabbit IgG H&L (HRP) Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kdnigreich -
ab6802

EnVision+ System- HRP Labelled Polymer  Dako, Hamburg, Deutschland -

Anti-Rabbit K4002

Kaninchen-Ig Dako, Hamburg, Deutschland - X0903

Kaninchen-Normalserum Dako, Hamburg, Deutschland - X0902

LinBlock Linaris, Dossenheim, Deutschland -
RAGO0149UK

DAB Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

D5905-100TAB oder
Roth, Karlsruhe, Deutschland
CN75.3 (Pulver)

Histogreen Linaris, Dossenheim, Deutschland - E109
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