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1 Einleitung 

1.1 Der Kniegelenk-Knorpel: Physiologie, Pathophysiologie und mani-

feste Arthrose 

Der Gelenkknorpel ist das hochspezialisierte Verbundgewebe, welches die in-

nere Oberfläche diarthrotischer Gelenke auskleidet. Er besteht aus spärlich ver-

teilten Chondrozyten, eingebettet in eine sich großflächig ausdehnende Extrazel-

lulärmatrix (EZM)[1]. Seine Hauptfunktion ist die Gewährleistung des reibungsar-

men Gleitens der artikulierenden Gelenkoberflächen. Er erfüllt hierbei eine Puf-

ferfunktion zur gleichmäßigen Verteilung von Druck- und Scherkräften auf die 

Gelenkoberfläche, zu dessen Erfüllung der Knorpel eine einzigartige Morphologie 

aufweist. 

In der Gruppe der hyalinen Knorpel nimmt der Gelenkknorpel eine Sonderrolle 

ein, da er kein Perichondrium besitzt[2]. Durch das Fehlen dieser Knorpelhaut 

kann der Gelenkknorpel hierüber nicht regeneriert und ernährt werden und da er 

wie alle Knorpeltypen keine Gefäßversorgung aufweist[2], erfolgt dessen Nähr-

stoffversorgung allein über die Gelenkflüssigkeit, die sogenannte Synovia, von 

wo aus die Ernährung der Chondrozyten über teilweise mehrere Millimeter (mm) 

lange Diffusionsstrecken gelingen muss[2]. Ein suffizientes Zusammenspiel der 

Chondrozyten mit deren Umgebung ist daher essentiell, um den hohen Anforde-

rungen des Knorpels gerecht werden zu können. Strukturelle Schädigungen wie-

gen umso schwerer, da keine ausreichenden regenerativen Möglichkeiten exis-

tieren. 

Mit fortschreitender Abnutzung des Gelenkknorpels verliert dieser die Fähigkeit 

der Erfüllung seiner biomechanischen Funktionalität, es entsteht das Krankheits-

bild der manifesten Osteoarthrose (OA). 

1.1.1 Entwicklung, Aufbau und Funktion 

Chondroblasten, welche sich ihrerseits aus mesenchymalen Stammzellen entwi-

ckeln die in allen postnatalen Gewebetypen vorkommen, bilden die EZM und dif-

ferenzieren sich zu Chondrozyten[2,3]. Während der Entwicklung des Knorpels 

sind die Chondrozyten noch teilungsfähig und können daher proliferieren. Durch 
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eine Zunahme der EZM erfolgt die räumliche Verteilung der Chondrozyten. Die-

ses Zusammenspiel wird als interstitielles Wachstum bezeichnet und findet über-

wiegend in der frühen Phase der Knorpelbildung und des Knochenwachstums 

statt. Im Laufe des Reifungsprozesses des Gelenkknorpels verlieren die Chond-

rozyten das Potential zur Zellteilung.[2] 

1.1.1.1 Chondrozyten 

Aufgrund des fehlenden Perichondriums sind es im adulten Gelenkknorpel die 

Chondrozyten allein[4], die für die Homöostase dessen, ergo den Umsatz bzw. 

den Auf- und Abbau der EZM und somit für den Erhalt der Struktur und Funktio-

nalität des Knorpels verantwortlich sind[5]. Der Verlust dieser homöostatischen 

Balance ist wesentlich für die Entwicklung der OA[6]. 

Reife Chondrozyten sind oval bis rund und beinhalten alle üblichen Zellorganel-

len sowie auffallend viele Glykogenpartikel, die sie zur anaeroben Energiegewin-

nung benötigen[2]. Der durchschnittliche Diameter eines Chondrozyten des Ge-

lenkknorpels beträgt 10 Mikrometer (µm)[7]. 

In unmittelbarer Umgebung der Chondrozyten ist der Anteil an Proteoglykanen 

der EZM besonders hoch, was in einer gesteigerten Basophilie resultiert und so-

mit in der Hämatoxylin-Eosin-Färbung hervorgehoben dunkel erscheint. Diese 

Region wird als Territorium bzw. ĂKnorpelhofñ bezeichnet, ergo lässt sich die EZM 

in territorial und interterritorial aufteilen. Ein Chondrozyt oder eine isogene 

Gruppe von Chondrozyten mitsamt des umgebenden Knorpelhofes wird als 

Chondron bezeichnet.[2] 

1.1.1.2 Extrazellulärmatrix 

Die EZM im adulten Gelenkknorpel wird von Chondrozyten gebildet und abge-

baut. Die Hauptbestandteile sind neben Wasser Kollagenfibrillen und Proteogly-

kane[2,8,9]. 

Die unmittelbare, schmale Peripherie der Chondrozyten wird als Perizellulär-

matrix (PZM) bezeichnet. Sie besteht unter anderem aus einem feinen Netz aus 

Kollagen-VI-Mikrofibrillen und stellt hiermit wahrscheinlich die Verbindung 
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zwischen Chondrozyten und territorialer Matrix her, welche ihrerseits mit ihren 

Kollagenfibrillen eine Hülle um jedes Chondron bildet.[2] 

Die interterritoriale Matrix macht den größten Anteil der EZM aus. Der Hauptteil 

der Kollagenfibrillen besteht aus Kollagen Typ II sowie kleinen Anteilen von Typ 

IX und XI. Die Proteoglykane sind überwiegend vom Typ Aggrecan, welches zu-

sammen mit Hyaluronan zu großen Aggregaten kombiniert vorliegt. Die großen 

Proteoglykan-Hyaluronan-Aggregate haben die Fähigkeit, viel Wasser zu binden, 

wodurch der hohe Wassergehalt von 80 Prozent (%) des Feuchtgewichts zu-

stande kommt. Sie sind mit den Kollagenfibrillen vernetzt, welche ihrerseits eine 

für den Gelenkknorpel typische, arkadenförmige Ausrichtung vorweisen und so-

mit die Aufteilung des Knorpels in vier Zonen definieren: Von basal nach apikal 

entspringen sie der mit dem darunter liegenden, subchondralen Knochen ver-

knüpften Mineralisierungszone (Zone IV), wo sie verankert sind und in deren Pe-

ripherie die EZM mit Hydroxyapatit-Kristallen durchsetzt ist. Von dort steigen sie 

radiär auf (Radiärzone, III) und flachen langsam ab (Übergangszone, II), bis sie 

an der apikalen Knorpelschicht tangential verlaufen (Superfizialzone, I).[2,5,10] 

1.1.1.3 Zusammenwirken der Chondrozyten und der EZM 

Durch die strukturelle und biochemische Organisation der EZM ist es dem Ge-

lenkknorpel möglich, die hohen Druck- und Scherkräfte auszugleichen, die im 

Rahmen der Ausübung der Gelenkfunktion entstehen[11,12]. Die Fähigkeit zum 

Ausgleich von Druckkräften, die auf die Gelenkoberfläche einwirken, ist der Dru-

ckelastizität des Knorpels zuzurechnen. Die Proteoglykan-Hyaluronan-Aggre-

gate nehmen im Gelenkknorpel lediglich ein Fünftel des Raumes ein, den sie 

aufgrund der durch deren fixierte negative Ladungen bedingten Abstoßung von-

einander anstreben. Hierfür sorgen die mit ihnen verknüpften Kollagenfibrillen. 

Kommt es zur Druckbelastung, so wirkt der hohe gebundene Wasseranteil als 

Pufferzone und der Knorpel gibt zunächst nach, das interstitielle Wasser strömt 

durch die molekularen Maschen aus dem Knorpel heraus. Die Grenze der Kom-

primierbarkeit ist erreicht, wenn die molekularen Maschen zu klein werden und 

das Wasser den interstitiellen Raum nicht mehr verlassen kann. Kommt es im 

Rahmen des Wegfalls bzw. der Abnahme der Druckbelastung konsekutiv zur 
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Dekompression, so wirkt die Abstoßungstendenz der Proteoglykan-Hyaluronan-

Aggregate zueinander quasi als Sprungfeder, sodass sich der Gelenkknorpel 

wieder ausdehnt und Wasser wieder einströmen kann.[2,11] Durch die tangentiale, 

trajektorielle Ausrichtung der Kollagenfibrillen an der Knorpeloberfläche können 

einwirkende Scherkräfte ausgeglichen werden[2]. Die Digestion und Erneuerung 

dieser EZM wird im physiologischen Gelenkknorpel durch die darin befindlichen 

Chondrozyten sichergestellt. 

1.1.2 Degeneration 

1.1.2.1 Pathophysiologie der Knorpeldegeneration 

Die Funktionalität des Gelenkknorpels ist wesentlich von der quantitativen und 

qualitativen Zusammensetzung der Proteoglykane und deren Glykosaminogly-

kanketten sowie vom geordneten Gefüge der Kollagenfibrillen abhängig. Beides 

kann im Rahmen des natürlichen Alterungsprozesses sowie durch mechanische 

Einflüsse und biochemische Noxen kompromittiert und insuffizient werden.[2] 

Neben akuten singulären oder repetitiven, meist unvorhersehbaren traumati-

schen Ereignissen gibt es diverse Einflussfaktoren, die die chronische Knorpel-

degeneration bis hin zur manifesten OA begünstigen. Diese Einflüsse umfassen 

neben genetischer Prädisposition[13] oder Achsenfehlstellungen insbesondere er-

worbene Faktoren wie Übergewicht und Bewegungsmangel[13,14], welche gerade 

in den Industrienationen eine zunehmende Rolle spielen. Allen genannten Fak-

toren ist gemeinsam, dass sie einen negativen biomechanischen Effekt auf das 

Gelenk und den artikulären Knorpel auswirken. Mit zunehmender Degeneration 

wird das Gewebe weich und aufgeraut durch Einreißungen und Faserung der 

kollagenen Matrix[15-18]. Hierdurch werden der Reibungskoeffizient und somit der 

resultierende biomechanische Stress auf den Knorpel gesteigert, wodurch er 

noch anfälliger für mechanische Verletzungen wird[19,20]. Weiterhin setzt der Or-

ganismus als Reaktion auf chronische Belastungsreize im Rahmen der vorherr-

schenden Entzündungssituation proinflammatorische, chemische Faktoren wie 

matrixabbauender Enzyme und Zytokine, beispielsweise Interleukin (IL)-1ɓ, IL-6 
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und Tumornekrosefaktor (TNF), frei, welche die Knorpeldegeneration zusätzlich 

aggravieren[2,21]. 

1.1.3 Osteoarthrose 

1.1.3.1 Definition & Epidemiologie 

Die manifeste Osteoarthrose beschreibt die klinisch relevante Ausprägung der 

Knorpeldegeneration in diarthrotischen Gelenken. Basierend auf dem zugrunde-

liegenden Pathomechanismus wird eine primäre OA ohne eindeutig definierbare 

Ursache (idiopathische OA) von einer sekundären OA unterschieden, für deren 

Entstehung diverse singuläre und multiple Pathogenesewege (posttraumatisch, 

dysplastisch, infektiös, inflammatorisch und biomechanisch) verantwortlich sein 

können[22,23]. Die mikro- und makroskopisch sowie radiologisch erkennbaren De-

generationszeichen können hierbei stark variieren. 

Die Prävalenz dieser Erkrankung steigt im Zuge des demografischen Wandels 

jährlich[14,23]. In einer groß angelegten Studie wurde ein repräsentatives Patien-

tenkollektiv von über 12.000 Studienteilnehmern im Zeitraum von 2010 bis 2013 

untersucht. Definiert durch einen Ausprägungsgrad von Ó 2 nach Kellgren-Law-

rence[23] konnte hierbei bei Patienten im Alter von Ó 50 Jahren eine Prävalenz der 

OA des Kniegelenks von 35,1 % mit der höchsten Konzentration bei weiblichen 

Personen im Alter von Ó 80 Jahren mit einer Prävalenz von 78,7 % festgestellt 

werden. Eine positive Korrelation zwischen niedrigem sozioökonomischen Status 

sowie zwischen klassischen Risikofaktoren wie Alter, weibliches Geschlecht und 

Übergewicht und dem Risiko der Entwicklung einer Kniegelenk-Arthrose konnte 

nachgewiesen werden.[24] 

1.1.3.2 Klinik & Diagnostik 

Zu den Hauptsymptomen der manifesten OA zählen Schmerzen, Gelenksteifig-

keit und resultierende Behinderung bei der Erfüllung von Alltagsaufgaben sowie 

der Berufstätigkeit[24-26]. Die Diagnosestellung erfolgt bei Vorliegen typischer kli-

nischer Symptome unter Zuhilfenahme der Röntgenbildgebung bei Vorliegen 

charakteristischer konventionell-radiologischer Zeichen[24]. Zur objektivierbaren 
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Diagnostik und Festlegung des Ausprägungsgrades der Osteoarthrose gibt es 

diverse Klassifikationsmodelle[23,27]. Ein anerkanntes Verfahren stellt die auf ra-

diologischen Kriterien basierende Methode nach Kellgren und Lawrence dar. 

Hierbei wird anhand anerkannter radiologischer Hinweise für das Vorliegen einer 

Osteoarthrose eine Einteilung in fünf Ausprägungsgrade (0ï4) getroffen. Diese 

radiologischen Kriterien sind: 1) Das Vorhandensein und die Größe von Osteo-

phyten, 2) Das Vorhandensein und die Ausprägung einer Gelenkspaltverschmä-

lerung, 3) Das Vorhandensein und die Ausprägung einer subchondralen Sklero-

sierung, 4) Das Vorhandensein und die Ausprägung einer gelenknahen Kno-

chendeformität.[23] 

1.1.3.3 Therapie und Prophylaxe 

Die Therapie der OA ist stufengerichtet. Zur rein symptomatischen Therapie kom-

men initial analgetische Maßnahmen zum Einsatz[28]. Hierunter fallen in der 

Gruppe der Pharmazeutika vor allem antiinflammatorische Medikamente der 

Gruppe der nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR). Lebensstiländerungen 

können primär- und sekundärprophylaktisch wirksam sein. Hierunter fallen unter 

anderem Gewichtsreduktion, körperliche Aktivität sowie gesunde und ausgewo-

gene Ernährung. Bei ausgeprägter Adipositas sollte ein etwaiger Vorteil einer ba-

riatrisch-chirurgischen Intervention evaluiert werden.[28,29] 

Für länger anhaltende Schmerzlinderung oder gar Beschwerdefreiheit kann eine 

intraartikuläre Infiltration von Glukokortikoiden, häufig kombiniert mit einem sofort 

wirksamen Lokalanästhetikum sorgen[18,30]. Die hieraus resultierenden potentiel-

len Risiken einer iatrogenen Gelenkinfektion sowie die potentielle hieraus resul-

tierende Verzögerung einer chirurgischen Intervention müssen beachtet und in-

dividuell evaluiert werden[30]. 

Allen genannten Therapieoptionen ist gemeinsam, dass sie lediglich symptom-

lindernd sind, eine Ursachenbehebung und somit langfristige Beschwerdefreiheit 

ist mit diesen Methoden nicht möglich[18]. Zahlreiche kausale Therapieverfahren 

mit kurativer Zielsetzung unter Erhalt des betroffenen Gelenks sind derzeit in Er-

probung. Primärprophylaktisch sowie zur Therapie geringgradig ausgeprägter 
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OA vor allem bei jüngeren Patienten mit Achsfehlstellungen können achsenkor-

rigierende Osteotomien erfolgsversprechend sein[28,31-34]. Auf molekularer Ebene 

werden Substanzen getestet, die einen Einfluss auf die inflammatorische Reak-

tion des Körpers ausüben[21]. Auf Knorpelebene werden regenerative sowie fo-

kale Ersatzverfahren getestet und bereits etablierte Verfahren stetig verbessert. 

So wird bei kleineren, meist posttraumatischen Knorpeldefekten, häufig im Rah-

men einer Arthroskopie eine Mikrofrakturierung durchgeführt, wodurch der sub-

chondrale Knochen zur Bildung eines kollagenreichen Knorpelersatzgewebes 

angeregt wird[28,31]. Weiterhin sind knorpelregenerative Verfahren durch Trans-

plantation von mesenchymalen Stammzellen sowie die Weiterentwicklung geeig-

neter Zellmatrizes Gegenstand aktueller Forschungen[26]. Zur Defektdeckung bei 

Knorpelschädigungen moderaten Ausmaßes kommen ebenfalls Knorpeltrans-

plantationsverfahren zum Einsatz. Diese können als alleinige autologe Chondro-

zytentransplantation (ACT) oder in Form einer Kombinationsmethode mit Spon-

giosaplastiken zum Einsatz kommen. Allen Knorpelersatz- und Regenerations-

verfahren ist jedoch gemeinsam, dass deren bisherige Resultate lediglich kurz- 

bis mittelfristige Erfolge liefern oder dass deren Einsatzmöglichkeiten beschränkt 

sind[31]. 

Aufgrund der bis dato nur unzureichenden langfristigen Erfolge gelenkerhalten-

der Maßnahmen stellen für viele Patienten mit manifester, höhergradiger OA 

noch immer chirurgische Gelenkersatzverfahren die einzige zufriedenstellende 

Therapiemethode dar[18,26,35]. Unterschieden wird hierbei zwischen halbseitigem 

und vollständigen Gelenkersatz, korrespondierend werden Hemi- oder Totalen-

doprothesen (HEP, TEP) implantiert[28]. Auch wenn diese Verfahren in vielen Fäl-

len ein zufriedenstellendes Langzeitergebnis liefern, sollte der Entscheid zu die-

ser Maßnahme unter Berücksichtigung der möglichen peri- und postoperativen 

Komplikationen wie Narkoserisiko, intraoperative Verletzung wichtiger körperei-

gener Strukturen, Blutverlust, Infektionen, Thrombosen, Auslockerung und einige 

mehr kritisch betrachtet und individuell evaluiert werden[36-41]. 
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1.2 Motivation und Zielsetzung 

Osteoarthrose ist in Industrieländern wie am Beispiel der Vereinigten Staaten von 

Amerika betrachtet nach der koronaren Herzkrankheit die zweithäufigste Ursa-

che für Arbeitsunfähigkeit in der männlichen Bevölkerung im Alter von über 50 

Jahren und die OA des Kniegelenks ist die Hauptursache für chronische körper-

liche Behinderung überhaupt[18,30]. Neben dem subjektiven körperlichen und so-

zialen Leidensdruck lastet ein hoher ökonomischer Druck auf den Krankenkas-

sen und den Arbeitgebern. Die ohnehin bereits sehr hohen Kosten des Gesund-

heitswesens steigen im Zuge des demografischen Wandels enorm[14]. Die ge-

lenkerhaltenden Therapiemöglichkeiten sind begrenzt und erzielen oft lediglich 

unzufriedenstellende Resultate. Gelenkersatzverfahren sind irreversible und bis-

weilen komplikationsträchtige Therapieoptionen[36-41]. Es besteht daher ein gro-

ßes Interesse an der Therapie und Prophylaxe der OA. Ein detailliertes Wissen 

über die Architektur des Gelenkknorpels und ein exaktes Verständnis der ver-

schiedenen Pathogenesewege ist daher essentiell zur Entwicklung neuer und 

Weiterentwicklung etablierter, gelenkerhaltender Therapieverfahren. Deshalb 

war es das Ziel dieser Arbeit, eine Technik zur hochauflösenden, zellulären und 

dreidimensionalen Darstellung des humanen Kniegelenk-Knorpels zu etablieren. 

1.2.1 Vorangehende Forschungen 

1.2.1.1 Histologische Vorarbeit 

Diese experimentelle Studie zur Architektur des Kniegelenk-Knorpels und des-

sen zellulärer und extrazellulärer Umorganisation im osteoarthrotischen Kniege-

lenk ist grundsätzlich nicht die erste Arbeit ihrer Art. Den Denkanstoß hierzu ha-

ben dieser Studie vorausgehende Publikationen gegeben, die im Rahmen histo-

logischer, zweidimensionaler Darstellung des artikulären Knorpels multipler, un-

terschiedlicher Gelenke des menschlichen Körpers aus einer Top-Down-Ansicht, 

ergo der Vogelperspektiven-Ansicht von apikal nach basal, Zellmuster im super-

fizialen Knorpelbereich identifizieren konnten, die entsprechend ihrer Anordnung 

und Dichte als gelenk- und schichtspezifisch definiert und als ĂSuperficial Chond-

rocyte Spatial Organisationñ (SCSO) bezeichnet werden konnten[1,42-44]. Die je-

weilige exakte Orientierung dieser SCSO scheint hierbei vom jeweiligen 
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gelenkspezifischen Belastungsprofil abzuhängen[1,5,43]. Als Beispiel kann hier das 

uniaxiale Sprunggelenk des Fußes, ein Scharniergelenk, aufgeführt werden[45]. 

Die dort vorherrschenden, abgeflachten Chondrozyten der Trochlea des Talus 

sind vorwiegend als Einzelzellen und Zellpaare angeordnet[5], wohingegen die 

prädominierenden SCSO in der Femurkondyle des biaxialen Kniegelenks mit sei-

ner zusätzlichen Rotationsachse[45] Einzelstrings (pSS) zu sein scheinen[1,5]. 

In der Übergangszone verlaufen die dort oval geformten Chondrozyten schräg 

entlang der dort bogenförmig nach apikal abflachenden Kollagenarkaden, 

ebenso verlaufen sie in den tiefergehenden Knorpelzonen perpendikular zur 

Knorpeloberfläche in Form von Zellsäulen entsprechend der Kollagenfasern, an 

die sie gebunden sind. Obwohl bekannt ist, dass diese Knorpelarchitektur zur 

Erfüllung dessen biomechanischer Funktion essentiell ist[11,12], so ist noch unbe-

kannt, wie die Etablierung und Aufrechterhaltung dieser strukturellen Organisa-

tion durch den Organismus gewährleistet wird[46].[1] 

In weiterführenden Studien konnte auf Basis der genannten neuen Erkenntnisse 

zur zellulären Formation in der Superfizialzone verschiedener Gelenke weiterfüh-

rende Forschung am degenerativ veränderten Gelenkknorpel durchgeführt wer-

den. So konnten Rolauffs et al. feststellen, dass sich die beschriebenen SCSO 

im Sinne einer zellulären räumlichen Umverteilung im Rahmen beginnender und 

fortschreitender OA verändern. Beobachtet wurden zelluläre Formationen zu 

Doppelstrªngen, den sogenannten ĂDouble Stringsñ[47] (pDS) als auch zu kleinen 

und größeren Zellclustern (pSC, (pLC))[44]. Die Autoren konnten einen Zusam-

menhang zwischen dem Grad der OA und dem lokalen Auftreten der jeweiligen 

SCSO feststellen. Weiterhin konnten sie beobachten, dass im intakten Gelenk-

knorpel mit räumlicher Nähe zu einer Defektzone bereits ein gehäuftes Vorkom-

men von Double Strings (pDS) zu erkennen sei, welche im physiologischen Knor-

pel nicht auftreten.[47,48] 

Obwohl bekannt ist, dass bereits in frühen Stadien der OA auch die Übergangs-

zone sowie noch tieferliegende Knorpelzonen von degenerativen Prozessen be-

troffen sind[49], ist die Zahl der Studien, welche die räumliche Verteilung, Anord-

nung und Neuanordnung der Chondrozyten in eben jenen Knorpelschichten 
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untersuchen, sehr überschaubar. Diejenigen Studien, die sich lediglich der histo-

logischen Top-Down-Perspektive zur Untersuchung des Gelenkknorpels bedie-

nen, mögen möglicherweise SCSO und zelluläre räumliche Umverteilungen in 

der oberflächlichsten Knorpelschicht beschreiben, die tatsächlich aber in tiefer-

liegenden Knorpelzonen auftreten. Diese Verzerrung kann durch einen OA-be-

dingten Substanzdefekt resultieren, wodurch eine tatsächlich tieferliegende Knor-

pelschicht betrachtet würde. 

Aicher und Rolauffs betonen in deren zusammenfassender Erläuterung der 

neuen Erkenntnisse zur räumlichen Verteilung der Chondrozyten und deren Um-

verteilung im Zuge der OA die Überlegenheit der konfokalen Mikroskopie zur Be-

urteilung tiefgreifender SCSO. So argumentieren sie, dass durch diese Diagnos-

tikmethode das Vorhandensein von Zellstrings im Kniegelenk-Knorpel gezeigt 

werden kann. Somit könne die Aussage einer vorausgehenden Studie, in welcher 

lediglich mittels serieller Schnittbilder gearbeitet und das Vorliegen der Chondro-

zyten als Einzelzellen oder Zellpaare beschrieben wurde[42], widerlegt werden. 

Die Autoren betonen ausdrücklich die Notwendigkeit des Erhalts der dreidimen-

sionalen Knorpelstruktur zur suffizienten Analyse der Chondrozytenformatio-

nen[5]. 

Aufgrund einer maximalen Penetrationstiefe von 300 µm sowie der in der Tiefe 

stark reduzierten Auflösung[50] sind die Erkenntnisse Rolauffs et al. zur zellulären 

räumlichen Organisation und Umverteilung bei OA, wenn auch plausibel und von 

hoher klinischer Relevanz, lediglich auf die Superfizialzone beschränkt[47]. Zur 

Klärung der Frage, ob diese SCSO tatsächlich auf die anatomische Superfizial-

zone beschränkt sind bzw. ob sie überhaupt in dieser originalen Superfizialzone 

oder lediglich in der Neogelenkoberfläche liegen, sind daher alternative Bildge-

bungsverfahren notwendig. Diese Bildgebungsverfahren müssen dann eine um-

fassendere, dreidimensionale Visualisierung des Knorpelgewebes und der darin 

enthaltenen Chondrozyten sowohl aus der Top-Down-, als auch aus der Seitan-

sicht simultan erlauben. Weiterhin kann eine derartige Visualisierung des Knor-

pels ein besseres Verständnis über das räumliche Ausmaß osteoarthrotischer 

Defektzonen schaffen und etwaige zelluläre oder gar zonale Zusammenhänge 
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mit eben jenen Knorpeldefekten bestätigen. Zum Belegen oder Widerlegen, dass 

das zelluläre Re-Modelling im räumlichen Zusammenhang mit einer Knorpellä-

sion steht ist es notwendig, viel größere, zusammenhängende Knorpelproben zu 

untersuchen und ebenfalls die randständigen, weit von der Knorpelläsion entfern-

ten Chondrozyten beurteilen zu können. Für diese ist die konfokale Mikroskopie 

aufgrund der beschriebenen Limitationen ungeeignet. 

Als mögliches Verfahren zur Realisierung der beschriebenen dreidimensionalen 

(3D) Visualisierung wurde eine hochauflösende radiologische Bildgebungsme-

thode, die Synchrotron-Radiation-Mikro-Computertomografie (SR-ɛCT) evalu-

iert. 

1.2.1.2 Synchrotron-Radiation-Mikro-Computertomografie 

Die SR-µCT stellt eine Art der Computertomografie (CT) dar, bei der durch hoch-

energetische Synchrotronstrahlung sehr hohe Bildauflösungen im Mikrometerbe-

reich möglich sind[51]. Hierdurch gewinnt dieses Verfahren seit Beginn des 21. 

Jahrhunderts zunehmender Beliebtheit in den Forschungsbereichen unter ande-

rem der Materialwissenschaften, der Biologie und auch der Medizin[52-54]. 

Bei der klinischen CT werden im Rahmen der Aufnahme Quelle und Detektor um 

den Patienten bewegt. Im Unterschied hierzu sind bei der µCT Quelle und De-

tektor ortsfest, stattdessen rotiert das zu untersuchende Objekt im Bereich von 

Bruchteilen eines Winkelgrades während der Aufnahme. Die Synchrotronstrah-

lung selbst ist wie die klassische Röntgenstrahlung auch eine sogenannte 

ĂBremsstrahlungñ. Verglichen mit einem konventionellen Rºntgengerªt, bei wel-

chem die Elektronen auf einer kurzen geraden Strecke abgebremst werden, er-

folgt im SR-µCT die Ablenkung der auf beinahe Lichtgeschwindigkeit beschleu-

nigten Elektronen oder Positronen auf einer ringförmigen Bahn mithilfe von Mag-

netfeldern und Undulatoren, wodurch hochenergetische Bremsstrahlung mit ho-

her Flussdichte entsteht, die eine deutlich höhere Auflösung erlaubt.[55] 

Zu differenzieren sind zwei verschiedene Verfahren zur Visualisierung: Die gän-

gige Technik des Absorptionskontrastes und das spezielle Verfahren des Pha-

senkontrastes, welches zur Darstellung Interferenzmuster nutzt, die aus den 
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unterschiedlichen Brechungsindizes inhomogener Verbindungen resultieren. 

Beide Verfahren nutzen zur differenzierten Darstellung die unterschiedlichen 

Kernladungszahlen der einzelnen Elemente innerhalb des zu untersuchenden 

Gewebes, wobei sich der Absorptionskontrast proportional zur vierten Potenz der 

Kernladungszahl verhält, während der Phasenkontrast linear mit zunehmender 

Kernladungszahl ansteigt.[55,56] Hieraus resultiert, dass der Absorptionskontrast 

exponentiell steigt, je größer die Kernladungszahl wird, während seine differen-

zierte Darstellung bei Verbindungen mit niedriger Kernladungszahl geringer aus-

fällt. Insbesondere bei Verwendung des Absorptionskontrastverfahrens auf Ge-

webe mit hohem Wasseranteil wie beispielsweise Knorpelgewebe ist daher die 

Verwendung röntgendichter Kontrastmittel zur besseren Differenzierung der Zel-

len in vielen Studien empfohlen[50]. Zehbe et al. haben sowohl die Absorptions-

kontrastmethode als auch die Phasenkontrastmethode der SR-µCT mit diversen, 

anerkannten histologischen Verfahren zur Visualisierung von Knorpelgewebe am 

Beispiel des bovinen Gelenkknorpels verglichen und konnten zeigen, dass hoch-

auflösende Aufnahmen einzelner Chondrozyten selbst ohne Verwendung von 

röntgendichten Kontrastmitteln mittels Absorptionskontrast möglich ist. Die Nach-

teile der Kontrastmittelfärbung, bedingt durch deren ungleichmäßige Verteilung 

im Gewebe durch Diffusionsprozesse, konnten damit vermieden werden.[57] Das 

weitere Eingehen auf die Methodik der SR-µCT würde den Rahmen und das 

Thema dieser Studie sprengen, für detaillierte Informationen hierzu sei auf die 

Quellen im Literaturverzeichnis verwiesen. 

Müller et al. konnten die Vorteile der hochauflösenden 3D-Visualisierung mittels 

SR-µCT durch Aufnahmen von Nierenzellgewebe bestätigen. Als weiteren gro-

ßen Vorteil dieser Methode gegenüber der histologischen Aufnahme heben die 

Autoren die Unversehrtheit der Probe mit resultierend fehlenden Artefakten durch 

Dünnschnittgewinnung hervor.[50] Ebenfalls zu betonen ist der Vorteil, dass das 

unversehrte Gewebe zu weiterführenden Experimenten wiederverwendet wer-

den kann. Coan et al. konnten mittels µCT eine exzellente 3D-Visualisierung von 

humanen Probenzylindern des humanen Patellarknorpels mit einer der konven-

tionellen Absorptionskontrast-Radiografie deutlich überlegenen Auflösung nach-

weisen[58].In einer Kleintierstudie konnten Piscaer et al. die Anwendung der µCT 
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in vivo an lebenden Ratten demonstrieren und somit unter Verwendung von Kon-

trastmitteln ganze Kniegelenke inklusive degenerativen Veränderungen des Pa-

tellarknorpels, Bändern und Menisken darstellen[59]. Daneben existieren weitere 

Studien zur in-vivo-Darstellung des osteoarthrotisch veränderten Kniegelenk-

Knorpels im Kleintiermodell[60]. Allen Verfahren ist gemein, dass zur in-vivo-Auf-

nahme ein entsprechend großes Sichtfeld in der µCT eingestellt werden muss 

und damit deutliche Einbußen in der Auflösung einhergehen. Für Beurteilungen 

auf zellulärem Niveau sind diese Verfahren daher bis dato nicht geeignet. 

1.2.2 Definition der Studienziele 

Auf Basis der histologischen Vorarbeit zum Thema der zellulären Organisation 

im humanen Kniegelenk-Knorpel sowie deren Neuorganisation im degenerativ 

veränderten Knorpel war es die Zielsetzung dieser Studie, in einem ersten Schritt 

diese Forschungsergebnisse histologisch qualitativ und quantitativ zu bestätigen. 

Im Anschluss hierauf sollten diese Erkenntnisse im Rahmen einer hochauflösen-

den, dreidimensionalen Visualisierung des Knorpelgewebes mittels µCT bestätigt 

werden sowie Aussagen darüber getroffen werden können, ob die proponierten, 

arthrosespezifischen SCSO überhaupt in der eigentlichen Superfizialzone vor-

kommen und falls ja, ob deren Auftreten auf diese Knorpelzone beschränkt ist. 

Weiterhin sollte das Ausmaß der Knorpeldegeneration räumlich visualisiert und 

etwaige mit diesen Knorpeldefekten räumlich in Zusammenhang stehenden 

(S)CSO-Gruppen identifiziert und kartografiert werden. Mit einer solchen dreidi-

mensionalen ĂLandkarteñ wªre zum ersten Mal eine schichtenübergreifende 

räumliche Zoneneinteilung des humanen Gelenkknorpels in Assoziation zum 

Grad der OA gelungen. Durch die 3D-Darstellung von Knorpel und Knorpelde-

fekten kann es möglich sein, neue Erkenntnisse über und ein besseres Verständ-

nis für die Entwicklung und die Architektur des Gelenkknorpels sowie die Entste-

hung der Osteoarthrose zu erlangen. Weiterhin wäre diese Visualisierung die 

erste Anwendung des µCT-Verfahrens zur Darstellung humanen Gelenkknorpels 

in dieser Größenordnung mit Auflösung auf Zellniveau. Mit dieser Arbeit sollte 

eine Technik zur µCT-basierten, dreidimensionalen Darstellung der Chondrozy-

tenorganisation (SCSO) im humanen Kniegelenk-Knorpel etabliert werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Auflistung der in den Experimenten verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller 

Mikrobiologische Werkbank 
BDK Luft- und Reinraumtechnik 
GmbH, Sonnenbühl-Genkingen, 
Deutschland 

Laborabzug 
Prutscher Laboratory Systems GmbH, 
Neudörfl, Österreich 

Kryostat CM3050 S 
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutsch-
land 

Vakuumzentrifuge SavantÊ Speedvac 
Concentrator 

Bachofer GmbH & Co. KG, Weil-
heim/Teck, Deutschland 

Autoklav 
HMC-Europe GmbH, Tüßling, 
Deutschland 

Laborschüttler MTS 4 
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
im Breisgau, Deutschland 

Magnetrührer RCT B 
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen 
im Breisgau, Deutschland 

Präzisionswaage GJ 
Kern & Sohn GmbH, Balingen, 
Deutschland 

pH-Meter FiveEasyÊ FE20 
Mettler Toledo AG, Columbus, OH, 
USA 

Wasserbad W12 
GK Sondermaschinenbau GmbH, 
Arnsdorf, Deutschland 

Pipettierhilfe pipetus® 
Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. 
KG, Eberstadt, Deutschland 

Manuelle Pipette Research® plus 
(10 µl, 100 µl, 1000 µl) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Mikroskop Axio Observer.Z1 
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, 
Deutschland 

Synchrotron-Radiation-µCT 
Deutsches Elektronen-Synchrotron, 
Hamburg, Deutschland 

Portable, externe Festplatte 
(4 TB HDD, USB 3.0, USB 2.0) 

LaCie S.A., Paris, Frankreich & Por-
sche Lizenz- und Handelsgesellschaft 
mbH & Co. KG, Ludwigsburg, Deutsch-
land 
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Schlagbohrmaschine PSB 650 RA 
Robert Bosch GmbH, Gerlingen, 
Deutschland 

Heißklebepistole Gluematic 3002 
STEINEL Vertrieb GmbH, Herzebrock-
Clarholz, Deutschland 

Präzisions-Schieblehre (0ï150 mm) 
Art.-Nr. M825-150 

Brüder Mannesmann Werkzeuge 
GmbH, Remscheid, Deutschland 

2.1.2 Gebrauchsartikel 

Tabelle 2: Auflistung der in den Experimenten verwendeten Gebrauchsartikel 

Artikel Hersteller 

Handschuhe Peha-soft® nitrile, Größe 
M 
Art.-Nr.: 9422072 

Paul Hartmann AG, Heidenheim an der 
Brenz, Deutschland 

Anatomische Pinzetten (145 mm) 
Art.-Nr.: BD047R 

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland 

Splitterpinzetten (90 mm) 
Art.-Nr.: BD301R 

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland 

Skalpelle, Nr. 21 
Art.-Nr.: 02.001.30.021 

Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, 
Japan 

Mikrotom-Klingen S35 
Art.-Nr.: 02.075.00.000 

Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, 
Japan 

Hohlmeißelzange (240 mm) 
Art.-Nr.: FO521R 

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland 

Laborflaschen (500 ml, 1000 ml) 
Art.-Nr.: 21801445, 21801545 

DURAN® Group GmbH, Wertheim, 
Deutschland 

Messzylinder, Klasse A (250 ml) 
Art.-Nr.: 213903604 

DURAN® Group GmbH, Wertheim, 
Deutschland 

Schraubbecher (100 ml) 
Art.-Nr.: 75.562.105 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Gestelle für Reagenzröhrchen (univer-
sell) 
Art.-Nr.: 2-1631 

neoLab® Migge GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

Gestelle für Reaktionsgefäße (1,50 ml, 
2 ml) 
Art.-Nr.: 2-2564 

neoLab® Migge GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

Polypropylen-Röhrchen CELLSTAR® 
(15 ml, 50 ml) 
Art.-Nr.: 188271, 210261 

Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 
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Reaktionsgefäße Safe-Lock (0,50 ml, 2 
ml) 
Art.-Nr.: 0030121.023, 0030120.094 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäße 3810X (1,50 ml) 
Art.-Nr.: 0030125.150 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zellkulturschalen CELLSTAR® (145 * 
20 mm, 100 * 20 mm, 60 * 15 mm) 
Art.-Nr.: 639160, 664160, 628160 

Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 

Zellkulturplatten CELLSTAR® (6-Well) 
Art.-Nr.: 657160 

Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 

Serologische Pipetten (10 ml, 25 ml) 
Art.-Nr.: 357551, 357525 

BD Falcon®, San Jose, CA, USA 

Pipetten-Filterspitzen, lang (1250 µl) 
Art.-Nr.: 70.1186.210 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Pipetten-Filterspitzen TipOne® Ultra-
Point (100 µl) 
Art.-Nr.: S1123-1840 

STARLAB International GmbH, Ham-
burg, Deutschland 

Pipetten-Filterspitzen SafeGuard (10 
µl) 
Art.-Nr.: 81-1010 

VWR International GmbH, Radnor, PA, 
USA 

Adhäsions-Objektträger SuperFrost® 
plus 
Art.-Nr.: 03-0060 

R. Langenbrinck GmbH, Emmendin-
gen, Deutschland 

Deckgläser (Glasdicke: 0,13ï0,16 mm) 
(18 * 18 mm, 24 * 60 mm) 
Art.-Nr.: 01-1818/1, 01-2460/1 

R. Langenbrinck GmbH, Emmendin-
gen, Deutschland 

Marker Multimark permanent F 
(schwarz) 
Art.-Nr.: 151399 

Faber-Castell AG, Stein, Deutschland 

Trinkhalme (Außen-Diameter 3,50 mm) 
Art.-Nr.: MU31026503507 

Trinkhalm-Union Matthias Petruschat 
e.K., Hamburg, Deutschland 

SR-µCT Stempel 
Deutsches Elektronen-Synchrotron, 
Hamburg, Deutschland 

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 3: Auflistung der in den Experimenten verwendeten Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 
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Instrumentendesinfektionsmittel Se-
kusept® PLUS 
Art.-Nr.: 3011100 

Ecolab Deutschland GmbH, Monheim 
am Rhein, Deutschland 

Flächen-Desinfektionsmittel Descosept 
AF 
Art.-Nr.: 00-311-010 

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld, 
Deutschland 

Hände-Desinfektionsmittel Aseptoman 
parfümfrei 
Art.-Nr. DT-403OP-005 

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld, 
Deutschland 

Ethanol 99,80 % AnalaR NORMA-
PUR® 
Art.-Nr.: 20821.330 

VWR International GmbH, Radnor, PA, 
USA 

Xylene AnalaR NORMAPUR® 
Art.-Nr.: 28975.325 

VWR International GmbH, Radnor, PA, 
USA 

DMEM GIBCOÈ GlutaMAXÊ 
Art.-Nr.: 31966-021 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

DPBS GIBCO® 
Art.-Nr.: 14190-094 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Formaldehydlösung 30 %, methanolfrei 
Art.-Nr.: 4235.2 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethylendiamin-tetraessigsªure Ó99 % 
Art.-Nr.: CN06.3 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumhydroxid-Plätzchen 
EMPLURA® 
Art.-Nr.: 1064621000 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tissue-TekÈ O.C.T.Ê Compound 
Art.-Nr.: 4583 

Sakura Finetek Germany GmbH, Stau-
fen im Breisgau, Deutschland 

Fluorescence Mounting Medium 
Art.-Nr.: S3023 

Dako Deutschland GmbH, Bollschweil, 
Deutschland 

Paraffin 52ï54 °C, reinst 
Art.-Nr.: CN49.1 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Klebesticks Ø 11 mm ULTRA Power 
STEINEL Vertrieb GmbH, Herzebrock-
Clarholz, Deutschland 

Trocknungsmittel-Granulat Wisemini 
Wisepac Europe GmbH, Bochum, 
Deutschland 

Cell Viability Imaging Kit, Dead Dye 
(Propidiumiodid) 
Art.-Nr.: 06432379001 

Roche Deutschland Holding GmbH, 
Grenzach-Wyhlen, Deutschland 

4ó,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 
Art.-Nr.: D1306 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
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Eselserum 
Art.-Nr.: D9662-10ML 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, 
Schweiz 

Kollagen-Antikörper COL6A3 (G-18) 
goat polyclonal IgG 
Art.-Nr.: sc-131139 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, 
TX, USA 

Donkey anti-goat IgG-FITC 
Art.-Nr.: sc-2024 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, 
TX, USA 

2.1.4 Software 

Tabelle 4: Auflistung der in den Experimenten verwendeten Software 

Software Hersteller 

Office Word 2016 Professional Plus Microsoft Corp., Redmond, WA, USA 

Office Excel 2016 Professional Plus Microsoft Corp., Redmond, WA, USA 

AxioVision LE 4.8.2.0 
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, 
Deutschland 

Avizo Lite 9.0 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 

Amira 6.0 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 

Fiji ImageJ Johannes Schindelin und andere 

VGStudio MAX 2.2 
Volume Graphics GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

SAP IS-H*med 
Cerner Corporation, North Kansas 
City, MO, USA 

Meshlab 
National Research Council of Italy 
CNR, Rom, Italien 

MeVisLab 
MeVis Medical Solutions AG, Bremen, 
Deutschland 

SPSS Statistics 23 IBM Corp., Armonk, NY, USA 

EndNote X7 
Thomson Reuters Corp., Toronto, 
Kanada 

Inkscape Inkscape Community 

Photoshop Adobe Inc., San Jose, CA, USA 

Illustrator Adobe Inc., San Jose, CA, USA 

Acrobat Pro DC Adobe Inc., San Jose, CA, USA 
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2.1.5 Sonstige Materiale 

Tabelle 5: Auflistung der in den Experimenten verwendeten sonstigen Materiale 

Material 

Computer mit erhöhtem Arbeitsspeicher (64 RAM) 

Computer 

Smartphone Samsung Galaxy S3 

Kühlschrank 

Gefrierschrank 

Schere 

Pinsel 

Objektträgermappe 

Stahllineal 

Aufbewahrungsboxen aus leeren Pipettenspitzenverpackungen 

Magnetrührstäbchen 

Einweg-Kunststoffpulverschalen zum Abwiegen solider Stoffe 

Aluminiumfolie 

Haargummis 

DPBS-Verpackungsteile 

Unterlage schwarz 

Klebeband 

Feuerzeug 

Papierhandtücher 

Bosch Schleifklötze verschiedener Körnung 

Bosch Schleifblätter verschiedener Körnung 

Polieraufsatz Bohrmaschine 

Leitungswasser 

Doppelt destilliertes Wasser 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Studiendesign 

2.2.1.1 Genehmigung der Studie 

Für die ordnungsgemäße Durchführung der Studie wurde ein entsprechender 

Antrag bei der Ethikkommission der Eberhard Karls Universität in Tübingen, 

Deutschland, eingereicht und bewilligt (Projektnummer 171/2014BO2). Das in 

der Studie verwendete Gewebe entspricht den bei operativer Implantation von 

Totalendoprothesen im arthrotisch veränderten, humanen Kniegelenk obligato-

risch und studienunabhängig anfallenden Resektaten der Femurkondylen. Diese 

Resektate wären ohne weitere Verwendung vernichtet worden. 

2.2.1.2 Aufklärung und Einwilligung der Studienteilnehmer 

Die Studienteilnehmer wurden am Vortag der Operation über den Hintergrund 

der Studie, den Verwendungsbedarf der Kondylenresektate, die Unbedenklich-

keit der Teilnahme, die Unverbindlichkeit der Teilnahme sowie über das jederzeit 

ausführbare Widerrufsrecht aufgeklärt. Im Falle der Einwilligung wurde ein ent-

sprechendes Formular unterzeichnet. 

2.2.1.3 Erhebung personenbezogener Informationen 

Die Protokollierung der personenbezogenen Daten fand in pseudonymisierter 

Form statt. Die Pseudonymisierungsliste wird in einem verschließbaren Akten-

schrank sicher verwahrt. In der Pseudonymisierungsliste wurden personenbezo-

gene Daten wie Fallnummer, Pseudocode, Zu- und Vorname, Geschlecht, Ge-

burtstag, Diagnose, Operationsdatum, Operationsprozedur, eventuell vorhan-

dene Bildgebungsergebnisse, ein eventuell vorliegendes Trauma sowie zusätzli-

che Bemerkungen protokolliert. 

2.2.1.4 Ablauf der Studie 

Die bei operativer Totalendoprothesenimplantation gewonnenen Femurkondy-

lenresektate wurden im Labor zunächst makroskopisch auf das Vorhandensein 

charakteristischer und studienrelevanter Arthrosemerkmale untersucht und, 
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abhängig davon, für die weitere Bearbeitung freigegeben. Unbrauchbares Ge-

webe wurde ordnungsgemäß entsorgt. 

Relevante Resektate wurden auf eine festgelegte Probengröße präpariert, fixiert 

und anschließend dekalzifiziert, um röntgendichtes Kalzium aus dem subchond-

ralen Knochen zu lºsen und D¿nnschnitte aus der Seitansicht, ĂVertikalsichtñ 

oder anatomisch gemªÇ derer Lokalisation in situ ĂSagittalsichtñ genannt, anfer-

tigen zu können. Die gewonnenen Dünnschnitte wurden fluoreszierend gefärbt 

und mikroskopisch im Rahmen einer ersten zweidimensionalen, qualitativen Ana-

lyse evaluiert und, basierend darauf, softwaregestützt digitalisiert oder mitsamt 

der Probe verworfen. 

Die verbliebenen, relevanten Proben wurden daraufhin für die µCT vorbereitet. 

Hierfür wurden einige Proben mit röntgendichtem Kontrastmittel gefärbt, andere 

verblieben nativ. Einige wurden getrocknet (dehydratisiert), andere verblieben 

hydratisiert. 

Anschließend erfolgte zur Evaluierung der von den genannten Bearbeitungs-

schritten optimalen Probenvorbereitung sowie zur Testung des Verfahrens selbst 

eine vorläufige sowie daraufhin die definitive radiologische Messung der Proben 

mittels SR-µCT. Hierbei wurde eine 3D-Visualisierung des Knorpels bewirkt. 

Um vergleichbare Aussagen der dreidimensionalen Aufnahmen mit den bisheri-

gen, histologischen Erkenntnissen treffen zu können war es notwendig, die ge-

trockneten Proben zu rehydratisieren und erneut Dünnschnitte aus der Seitan-

sicht anzufertigen. Nur so konnte sichergestellt werden, dass in beiden Analysen 

dasselbe Gewebe betrachtet wird. Diese Dünnschnitte wurden ebenfalls fluores-

zierend gefärbt und mikroskopisch digitalisiert. Die neuen Dünnschnitte mussten 

akribisch visuell mit den Dünnschnitten vor der µCT verglichen werden, um et-

waige Änderungen der Probenmorphologie und Zellverteilung durch die De- und 

Rehydratisierungsprozesse aufdecken zu können. In jenem Fall wäre das Ziehen 

von Rückschlüssen bei vergleichender Auswertung mit den dreidimensionalen 

Aufnahmen mit einer potentiellen Fehlerquelle behaftet gewesen. 
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Nach dieser Kontrollanalyse erfolgte der Vergleich der in den zugrundeliegenden 

Vorstudien beschriebenen SCSO in den entsprechenden Arealen im degenerativ 

veränderten Knorpel mit den neuen Aufnahmen. Hierzu wurden die verbleiben-

den Probenblöcke analog der Vorstudie aus der Vogelperspektive, nachfolgend 

auch ĂTop-Down-Ansichtñ, ĂHorizontalsichtñ oder anatomisch entsprechend derer 

Lokalisation in situ ĂAxialsichtñ bzw. histologisch ĂApikalsichtñ genannt, mikrosko-

pisch betrachtet. 

Anschließend erfolgte ein Vergleich der Resultate der Vorstudien mit den neuen 

Aufnahmen aus der Seitansicht, um diese proponierten SCSO in einer zweiten 

Ebene reidentifizieren und somit aussagekräftiger morphologische Darstellungen 

des Ausmaßes der Knorpeldegeneration generieren zu können. 

Durch statistische Tests zur Zellverteilung sollte histologisch das Vorhandensein 

der beschriebenen Degenerationszonen mit den entsprechenden SCSO belegt 

werden. 

Eine große qualitative 3D-Analyse der µCT-Aufnahmen erfolgte hieraufhin über 

Segmentationsprozeduren softwaregestützt. 

Abschließend wurde eine quantitative 3D-Analyse der µCT-Aufnahmen erprobt. 

2.2.2 Gewebegewinnung 

Die in der Studie verwendeten Femurkondylenresektate konnten bei operativem 

Einsatz von Totalendoprothesen in der Orthopädischen Universitätsklinik und der 

Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik (BG Klinik) in Tübingen, Deutschland, 

sowie der Winghofer Klinik in Rottenburg, Deutschland, gewonnen werden. 

Die Resektate wurden in Dulbeccoôs Modified Eagle Medium (DMEM) eingelegt 

und für wenige Stunden (h) in einem Schraubbecher zwischengelagert. Die wei-

tere Bearbeitung erfolgte im Zellbiologischen Forschungslabor der Orthopädi-

schen Klinik in Tübingen, Deutschland. 
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2.2.3 Lagerung 

Die Lagerung des Gewebes, das momentan keinem Bearbeitungsprozess unter-

lag, war abhängig vom aktuellen Bearbeitungsstand. Wasserhaltiges Gewebe 

wurde in Dulbeccoôs Phosphate-Buffered Saline (DPBS) in Polypropylen-Röhr-

chen in einem Kühlschrank bei einer Temperatur von vier Grad Celsius (°C) ge-

lagert. Dehydratisiertes Gewebe wurde in trocknungsmittelhaltigen Eppendorf-

Tubes in einem Schrank bei Zimmertemperatur gelagert. Gewebedünnschnitte, 

die bereits auf Objektträgern aufgebracht waren, wurden in einer Objektträger-

mappe bei 4 °C gelagert. 

2.2.4 Makroskopische Evaluation 

Die erste, makroskopische Evaluation der Proben war von zwei Kriterien abhän-

gig, dem Vorhandensein von bestimmten, arthrosespezifischen Knorpelverände-

rungen sowie dem Einhalten der vorgegebenen Sichtfeldmaße des Computerto-

mografen. 

Bei dem Ziel, qualitative und quantitative Aussagen über die verschiedenen De-

generationsgrade der Proben treffen zu können war es notwendig, Gewebebe-

reiche zu identifizieren, die bereits makroskopisch das Vorhandensein aller De-

generationsgrade vermuten ließen. Folglich kamen nur diejenigen Gewebestü-

cke für eine weitere Bearbeitung in Frage, die das Vorhandensein einer intakten, 

physiologischen Knorpelschicht mit stetiger Abnahme der Schichtdicke bis hin 

zum freiliegenden, subchondralen Knochen aufwiesen. 

Das Vorhandensein dieser morphologischen Kriterien allein war nicht ausrei-

chend. Das Vorkommen innerhalb eines Bereichs mit definierten Maßen, den so-

genannten Sichtfeldmaßen des Computertomografen war obligat, um eine voll-

ständige Abbildung der verschiedenen Zonen in jeweils einer Aufnahme gewähr-

leisten zu können. Die Sichtfeldmaße waren abhängig von der angestrebten Bild-

auflösung. Je höher die Bildauflösung ausfallen sollte, desto geringer musste der 

maximale Probendurchmesser gewählt werden. Der maximale Probendurchmes-

ser entsprach der maximalen Strecke, die der Tomografenstrahl zur Proben-

penetration zurücklegen konnte, ohne die angestrebte Auflösung zu 
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unterschreiten. Durch die Rotation der Probe in der µCT entsprachen die Maße 

einem Zylinder, wobei der Grundflächendurchmesser den maximalen Proben-

durchmesser darstellte. 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Probe in der µCT. 

Aufgrund der quaderförmigen Morphologie der aus den Femurkondylenresekta-

ten extrahierten Proben mit quadratischer Grundfläche konnten über den Satz 

des Pythagoras: 

ὥ ὦ ὧ 

zur Berechnung der Seitenlängen eines rechtwinkligen Dreiecks anhand der 
gegebenen Hypothenusenlänge ( 
Abbildung 1, Probendurchmesser d) die Kathetenlängen ( 
Abbildung 1, Probenbreite-/tiefe a) berechnet werden: 

ςὥ Ὠ 

ὥ
Ὠ

ς
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Für die bei den Aufnahmen angestrebte Auflösung von 1,30 µm ergaben sich 

somit die in Tabelle 6 aufgelisteten Probengrenzwerte: 

Tabelle 6: Maximalmaße der Proben in der µCT 

 
Auflösung 

[µm] 

max. 
Probendurchmesser 

[mm] 

max. 
Probenbreite/tiefe 

[mm] 

Sichtfeld: 1,30 3,70 2,62 

 

Die Probentiefe entsprach der Strecke von der probenspezifischen Knorpelober-

fläche bis zum subchondralen Knochen. Ein in seiner Dicke minimal gehaltener 

Knochenstock musste flächendeckend vorhanden sein, damit das vollständige 

Vorhandensein der gesamten Mineralisierungszone des Knorpels garantiert und 

somit auch die hochgradigen Knorpelläsionen erfasst werden konnten. Aufgrund 

der Tatsache, dass Knorpelgewebe beim Dehydratisierungsprozess etwa 20ï25 

% seines Volumens verliert[61], konnten die Maße zur Probenextrahierung ent-

sprechend angepasst werden. Hierfür wurden die Resektionsmaße um etwa 25 

% der Sichtfeldmaße erweitert. Die Resektionsbreite musste zusätzlich um fünf 

Millimeter erweitert werden, um genügend Material für Seitansicht-Dünnschnitte 

sicherstellen zu können. Die Probenhöhe konnte variabel gewählt werden, wobei 

durch die Strahlhöhe des Röntgenstrahls in der µCT bedingt blockweise gemes-

sen wurde. Angestrebt wurde eine Gesamthöhe von etwa 20 mm. Die daraus 

resultierenden Maße zur Probenextrahierung sind in Tabelle 7 aufgeführt: 

Tabelle 7: Kalkulierte Maximalmaße der Proben bei Extrahierung aus den Kondylenre-
sektaten 

 
Probenbreite 

[mm] 
Probentiefe 

[mm] 
Probenhöhe 

[mm] 

Sichtfeld: 8,49 3,49 26,67 

 

Konnten die vorausgesetzten morphologischen Kriterien nicht erfüllt werden, so 

wurde das Gewebe verworfen und vernichtet. 
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Frühzeitig konnte festgestellt werden, dass Form und Lokalisation des Kondylen-

resektates eine entscheidende Rolle bei der makroskopischen Evaluation spiel-

ten. 

 
Abbildung 2: Übersicht der bei operativer Implantation von Totalendoprothesen anfal-
lenden Femurkondylenresektate. A+B: Distales Femurkondylenresektat C+D+E: Vier-
in-Eins-Schablonenresektat. 

Die Gewebest¿cke eines ĂVier-in-Eins-Schablonenresektatesñ wiesen bedingt 

durch die Sägeführung durch die Femurkondyle eine deutliche Krümmung auf, 

was eine Vereinbarkeit mit den vorausgesetzten Probenmaßen in den meisten 

Fällen bereits unmöglich machte. Bei der makroskopischen Evaluation konnte 

weiterhin festgestellt werden, dass in diesen Resektaten quasi keine höhergradi-

gen Knorpelläsionen auffindbar waren. Die Gewebestücke der distalen 
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Femurkondylenresektate dagegen wiesen kaum relevante Krümmungen auf und 

eigneten sich daher gut, um Gewebeproben zu extrahieren, die den definierten 

Maßen entsprachen. Aufgrund derer Lokalisation in der Hauptbelastungszone 

der Femurkondyle bestand eine hohe Wahrscheinlichkeit für das Vorhandens-

eins aller Knorpeldegenerationsstufen. Allerdings musste festgestellt werden, 

dass diese Gewebestücke häufig keine Areale mit intakter Knorpelschickt mehr 

aufwiesen. Nicht selten waren große Areale vollständig frei von Knorpelgewebe, 

sodass lediglich der subchondrale Knochen zu erkennen war. Jene knorpelfreien 

Gewebestücke konnten folglich ebenfalls direkt von der weiteren Bearbeitung 

ausgeschlossen werden. 

Die makroskopische Beurteilung und Präparation des Gewebes fand in einer 

hierfür vorgesehenen Umgebung in einer Sterilbank statt. Zur Abmessung der 

Gewebeareale wurde ein flexibles Stahllineal verwendet. 

2.2.4.1 Extrahierung der Proben 

Zur Extrahierung der makroskopisch detektierten Areale aus dem Femurkondy-

lenresektat wurde eine Hohlmeißelzange verwendet. Im ersten Schritt wurde das 

subchondrale Knochengewebe bis auf etwa 1 mm ausgedünnt. Nachfolgend 

wurde mittels eines Luers ein kubischer Block entlang der kinematischen uniaxi-

alen Bewegungsrichtung aus dem Resektat herausgekniffen. Um hierbei Gewe-

beschädigungen zu vermeiden, musste auf hartes Fixierungsinstrumentarium 

verzichtet werden. Aufgrund der häufig stark fortgeschrittenen Sklerosierung des 

subchondralen Knochens konnten keine Schneidewerkzeuge eingesetzt werden, 

weshalb die feine Glättung des Knochens erst nach dem in Folgeschritten statt-

gefundenen Dekalzifizierungsprozess erfolgte. 
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Abbildung 3: Unbearbeitete Probe nach Extrahierung aus dem Femurkondylenresektat. 

Die Bearbeitung fand in Zellkulturschalen statt. Abbildung 3 zeigt eine solche 

extrahierte Probe aus einem Kondylenresektat. 

Die Proben wurden für den unmittelbar folgenden Bearbeitungsschritt in leere 

Polypropylen-Röhrchen platziert. 

2.2.4.2 Chemische Fixierung 

Zur andauernden Erhaltung des extrahierten Gewebes wurden die Proben an-

schließend konservierend fixiert. Als Fixierungslösung diente eine 4%ige Paraf-

ormaldehydlösung (PFA), die durch Verdünnung einer 30%igen, methanolfreien 

Formaldehydlösung mit DPBS erreicht wurde. 
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Die PFA-Lösung wurde bei Zimmertemperatur in Laborflaschen gelagert. Die 

Proben verweilten für 24 h in PFA/DPBS (pH 7) bei 4 °C. Anschließend erfolgte 

eine Waschung der Proben in DPBS bei Raumtemperatur in Bewegung auf ei-

nem Laborschüttler für circa zwei h in Polypropylen-Röhrchen, um verbliebene 

Formaldehydrückstände zu entfernen. 

2.2.4.3 Chemische Dekalzifizierung 

Sowohl für die nachfolgende Dünnschnittanfertigung, als auch zur Artefaktver-

meidung in der µCT war es notwendig, das Kalzium aus dem knöchernen Pro-

benanteil herauszulösen. Für diesen Dekalzifizierungsprozess wurde eine etwa 

20%ige Lösung aus Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) in doppelt-destillier-

tem Wasser (ὨὨ Ὄπ) verwendet. EDTA ist ein Chelatbildner und besitzt die Fä-

higkeit, die im Knochen enthaltenen Kalziumionen in einem Komplex zu binden: 

ὅὥ ὉὈὝὃO ὅὥὉὈὝὃ  

Da sich EDTA solid erst ab einem neutralen pH von 7 in Wasser zu lösen beginnt, 

musste die saure EDTA-Lösung durch Zutitrieren von Natronlauge (Natriumhyd-

roxid, NaOH) alkalisiert werden. Um den im humanen Körper vorherrschenden, 

physiologischen Blut-pH zwischen 7,35 und 7,45 nicht zu überschreiten, musste 

das Titrieren unter engmaschiger Kontrolle durch einen pH-Meter erfolgen. Die 

Verzerrung des prozentualen EDTA-Gehalts am Gesamtvolumen durch Zugabe 

von NaOH-Lösung wurde bei der Wasserzugabe berücksichtigt. Die fertigge-

stellte EDTA-Lösung wurde anschließend autoklaviert und bei Zimmertemperatur 

in Laborflaschen gelagert. 

Bei maximaler Ausdünnung des subchondralen Knochengewebes und zweitägi-

gem Wechsel der EDTA-Lösung betrug die totale Dekalzifizierungsdauer unter 

optimalen Bedingungen, also bei 37 °C und in Bewegung, zwischen zwölf und 14 

Tagen. Versuche mit einer etwa 10%igen EDTA-Lösung zeigten eine deutlich 

länger andauernde Dekalzifizierungsperiode zwischen 20 und 22 Tagen. 

Um die optimalen Bedingungen für den Dekalzifizierungsprozess zu erreichen, 

wurden die Proben in Polypropylen-Röhrchen auf einem Laborschüttler bei einer 
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Temperatur von 37 °C gelagert. Anschließend erfolgte eine erneute Waschung 

der Proben in DPBS bei Raumtemperatur in Bewegung für etwa zwei Stunden in 

Polypropylen-Röhrchen, um verbliebene EDTA-Rückstände und EDTA-Kalzium-

Komplexe zu entfernen. 

2.2.5 Mikroskopische Evaluation 

Eine zweite, mikroskopische Beurteilung der Proben war notwendig um die mak-

roskopisch vermutete OA durch einen histologischen Nachweis korrespondieren-

der zellulärer sowie extrazellulärer Degenerationsmerkmale zu verifizieren. Um 

die nachfolgenden, zeitintensiven Färbungs- und Dehydratisierungssschritte 

nicht umsonst investiert zu haben, wurde diese zweite Evaluation vor der weite-

ren Bearbeitung durchgeführt. Durch den vorangegangenen Dekalzifizierungs-

prozess war es nun möglich, den Knorpel-Knochenkomplex für die Mikroskopie 

zu präparieren. 

2.2.5.1 Dünnschnittgewinnung 

Die Dünnschnitte für die Mikroskopie wurden durch Verwendung eines Kryosta-

ten gewonnen. Die Proben wurden auf einen Stempel platziert und in Tissue-

Tek®, ein speziell hierfür vorgesehenes Medium, eingebettet. Anschließend 

wurde der Stempel in das Geräteinnere bei einer Temperatur von -18 °C platziert, 

sodass das Medium gefrieren und damit die Probe am Stempel fixiert werden 

konnte. Es musste darauf geachtet werden, dass genügend Tissue-Tek® aufge-

bracht wurde, um möglichst viel Oberfläche des Stempels zu bedecken. Bei zu 

geringer Kontaktfläche konnte es passieren, dass sich der Medium-Proben-Kom-

plex beim Vorbeigleiten an der Kryostatklinge vom Stempel löste. Selbiges Prob-

lem konnte bei einer inhomogenen Verteilung des Mediums auftreten, weshalb 

darauf geachtet werden musste, Luftblaseneinschlüsse im Medium zu vermei-

den. 

Der Proben-Stempel-Komplex verweilte für den daraufhin folgenden Gefriervor-

gang des Fixiermediums im Kryostaten. An der schneeweißen Verfärbung des 

zuvor klaren, viskösen Mediums konnte festgestellt werden, dass der 



 49 

Gefriervorgang abgeschlossen war. Die beschriebenen Arbeitsschritte sind in 

Abbildung 4 veranschaulicht. 

 
Abbildung 4: Unbeladener Kryostatstempel (A), Kryostatstempel mit Probe (B) und in 
Medium eingebettete Probe (C). 

Die quaderförmige Probe wurde mit der langen Seite parallel zur Klinge in den 

Stempelhalter eingespannt. Es konnte festgestellt werden, dass somit das Auf-

treten einer Probenablösung vom Stempel verringert werden konnte. 

Das Vorbeigleiten an der Kryostatklinge wurde mit mittlerer Geschwindigkeit 

durchgeführt. Zu langsames Schneiden erhöhte die Wahrscheinlichkeit einer 

Probenablösung vom Stempel, während zu schnelles Schneiden häufig kantige 

Artefakte und Abrisse in den Dünnschnitten verursachte. Als geeignet stellte sich 

eine Schnittdicke von 70 µm heraus. Dickere Schnitte führten zu schlechteren 

Diskriminierungsmöglichkeiten der histologischen Strukturen, während dünnere 

Schnitte methodenbedingt nicht ohne Struktureinbußen durchführbar waren. 

Nachdem durch initiales, mehrmaliges Schneiden Unregelmäßigkeiten der Pro-

benoberfläche beseitigt worden waren und eine plane Oberfläche gegeben war, 

konnten 10ï20 Dünnschnitte aus der Seitansicht der Proben für die nachfolgende 

Mikroskopie gewonnen werden. Die Dünnschnitte wurden mit einer sterilen Pin-

zette in DPBS-haltigen Polypropylen-Röhrchen gelagert, wobei darauf zu achten 

war, dass die Pinzette nur in Kontakt mit dem den Dünnschnitt umgebenden ge-

frorenen Tissue-Tek® kam, um Gewebeschäden zu vermeiden. Die verbliebene 

Probe wurde bei Zimmertemperatur in Zellkultur-Schalen für etwa 15 Minuten 

(min) gelagert, bis das anhaftende Tissue-Tek® geschmolzen war und mit DPBS 
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abgespült werden konnte. Die Probe wurde in ein DPBS-haltiges Polypropylen-

Röhrchen gelagert. 

Zum Schutz vor Keimbesiedelung wurden die Stempel vor und nach Verwendung 

mit 70%igem Ethylalkohol abgespült und luftgetrocknet. 

2.2.5.2 Fªrbung mit 4ó,6-Diamidin-2-phenylindol 

Um die Zellen, genauer gesagt die Zellkerne (Nuclei), bei der Mikroskopie her-

vorheben zu kºnnen, wurden die D¿nnschnitte mit 4ó,6-Diamidin-2-phenylindol 

(DAPI) gefärbt (Ὁὼ  συψ ὲάȟὉά  τφρ ὲά). Durch die Eigenschaft dieses flu-

oreszierenden Farbstoffes, an Desoxyribonukleinsäure (DNS) zu binden und bei 

einem Emissionsmaximum von 461 Nanometer (nm) mit blauer bis cyaner Farbe 

zu leuchten, konnten die Nuclei und somit die Lokalisation der Chondrozyten in 

der sie umgebenden EZM identifiziert werden. 

Um die benötigte Antikörpermenge so gering wie nötig zu halten, mussten für 

den Färbeprozess Gefäße verwendet werden, die zur Morphologie der Dünn-

schnitte passten. Breite Gefäßvolumina forderten ein größeres Füllungsvolumen, 

um die Probe komplett einzuschließen und damit eine hinreichende Färbung zu 

ermöglichen. Dünne Gefäßvolumina bargen die Gefahr der Adhäsion des Dünn-

schnitts an der Gefäßwand, was zu einer unzureichenden Kontaktfläche der An-

tikörperlösung führte. Für die Dünnschnitte mit annähernd 20 mm Höhe und zwi-

schen 3,20 und 3,50 mm Breite konnte festgestellt werden, dass bei einer ange-

strebten Antikörperlösungsmenge von 1 Mikroliter (µl) in einer Konzentration von 

1 µl pro Milliliter (ml) DPBS Reaktionsgefäße mit 1,50 ml Volumenfassung die 

vorausgesetzten Bedingungen erfüllten. 

Für den Färbeprozess wurden leere Reaktionsgefäße mit 1,50 ml Fassungsvolu-

men mit 1 ml DPBS in oben genannter Konzentration befüllt. Anschließend wur-

den die Dünnschnitte mithilfe von Pipetten-Filterspitzen in die Reaktionsgefäße 

platziert. Für jede Probe wurden zwei Dünnschnitte in jeweils separaten Reakti-

onsgefäßen gefärbt, um bei Artefaktbildung oder insuffizienter Färbung einen 

zweiten Dünnschnitt parat zu haben. Auf die Verwendung von Pinzetten wurde 

zum Schutz der Dünnschnitte verzichtet. Das bereits im Reaktionsgefäß 
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vorhandene DPBS half bei der Ablösung der Dünnschnitte von den Pipetten-Fil-

terspitzen. 

Da zur Kontrolle der korrekten Platzierung des Dünnschnitts im Reaktionsgefäß 

unter Sicht gearbeitet werden musste, wurde die Antikörperlösung erst anschlie-

ßend dazugegeben, um die Antikörper vor ultravioletter Strahlung (UV-Strahlung) 

zu schützen. Um die oben genannte Konzentration von 1 µl Antikörperlösung in 

1 ml DPBS zu erreichen, wurden 1 µl einer DAPI -Lösung der Konzentration von 

5 Milligramm (mg) pro ml in das Reaktionsgefäß pipettiert. Nach einmaliger In-

vertierung folgte die unmittelbare Ummantelung des Gefäßes mit herkömmlicher 

Aluminiumfolie. 

Die Färbedauer betrug 5 min bei Raumtemperatur. Anschließend erfolgte ein 

zweimaliger Waschvorgang der Dünnschnitte mit 2 ml DPBS in Reaktionsgefä-

ßen mit einem Fassungsvolumen von 2 ml für jeweils 5 min bei Raumtemperatur 

auf einem Laborschüttler. 

2.2.5.3 Anfertigung der Aufnahmen 

Die gefärbten Dünnschnitte wurden unter Schutz vor UV-Strahlung mithilfe von 

Pipetten-Filterspitzen auf separate Objektträger aufgebracht und an der Luft bei 

Zimmertemperatur getrocknet. Es wurde darauf geachtet, dass die Dünnschnitte 

keine Wellen schlugen, da diese bei der Mikroskopie zu streifenförmigen Artefak-

ten führen konnten. Vorsichtiges Ausstreifen der noch feuchten Dünnschnitte auf 

dem Objektträger mittels einer Pipetten-Filterspitze zeigte eine Reduzierung der 

Wahrscheinlichkeit des Auftretens solcher Artefakte. 

Nach dem Trocknungsvorgang wurden die Dünnschnitt mit einem Tropfen 

Mounting-Medium beträufelt und mittels eines Deckglases mit den Maßen 24 * 

60 mm und einer Glasdicke etwa 0,13ï0,16 mm bedeckt. Es musste sicherge-

stellt werden, dass Luftblaseneinschlüsse vermieden wurden. Makroskopisch 

sichtbare Luftblasen unterhalb des Deckglases konnten durch vorsichtiges Hin- 

und herschieben des Deckglases aus dem Sichtfeld geschoben werden. Die be-

ladenen Objektträger wurden in einer vor UV-Strahlung schützenden Objektträ-

germappe gelagert. 
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Zur Mikroskopie wurde das Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 verwendet. 

Konnten mikroskopisch keine Artefakte festgestellt werden, so wurde zunächst 

von jedem Dünnschnitt eine Mosaik-Übersichtsaufnahme erstellt. Dabei wurde 

unter Verwendung der Computersoftware AxioVision LE 4.8.2.0 mit integrierter 

MosaiX Bildaufnahme-Funktion der komplette Dünnschnitt digital erfasst und in 

ein Gittersystem aufgeteilt. Anschließend wurden in regelmäßigen Abständen 

Fokuspunkte gesetzt und manuell durch Variieren des Objektivabstands scharf 

gestellt (Abbildung 5). Anhand dieser Einstellungen wurden die Objektivabstände 

der restlichen Gittersektoren rechnerisch ermittelt. 

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Rasterung und Fokusdefinierung eines Ge-
webedünnschnitts mittels AxioVision. 

Durch die automatische Berechnung der restlichen Gittersektoren konnte unter 

erheblicher Zeitersparnis eine für die Probenevaluation ausreichende Übersichts-

aufnahme erstellt werden. 

Durch die Wahl eines angemessenen Überlappungsgrades vor der Aufnahme 

konnten die scharfen und prominenten Kanten der Einzelbilder im Mosaik nach-

träglich mittels AxioVision geglättet werden. Die Ermittlung des geeigneten Über-

lappungsgrades erfolgte durch Ausprobieren. Abbildung 6 demonstriert die Un-

terschiede der Kantenglättung bei verschiedenen Überlappungsgraden. 
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Abbildung 6: Fluoreszierende Übersichtsaufnahme (Col6a3+FITC, Kollagen VI = weiß) 
mit 5%iger Überlappung (A), 15%iger Überlappung (B) und 20%iger Überlappung (C). 

Es konnte festgestellt werden, dass die besten Aufnahmen mit einer Überlap-

pung von 20 % angefertigt werden konnten. 

Nachfolgend in Abbildung 7 und Abbildung 8 sind beispielhafte Übersichtsauf-

nahmen aus der Seitansicht dargestellt. Abbildung 7C und Abbildung 8C zeigen 

neben klassischen Chondronen auch stabförmige Aneinanderreihungen von 

Chondrozyten, die Einzelstrings (pSS). 
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Abbildung 7: Fluoreszierende Übersichtsaufnahme (Col6a3+FITC, Kollagen VI = weiß) 
eines Probendünnschnitts (A) mit vergrößerten Ausschnitten zur Zelldifferenzierung 
(B+C). 

 
Abbildung 8: Fluoreszierende Übersichtsaufnahme (DAPI, Nuclei = blau) desselben 
Dünnschnitts aus Abbildung 7 (A) mit vergrößerten Ausschnitten zur Zelldifferenzierung 
(B+C). 

2.2.5.4 Vorläufige zweidimensionale qualitative Analyse 

Basierend auf den SCSO, die als proponiertes Korrelat für den entsprechenden 

Grad der Knorpelschädigung für den Nachweis der OA genutzt wurden, wurden 
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Kriterien für die Beurteilung der Übersichtsaufnahmen aufgestellt, die Tabelle 8 

aufgelistet sind: 

Tabelle 8: Auflistung der Kriterien für die mikroskopische Probenevaluation 

Kriterium Probe 1 Probe 2 é Probe n 

Superfizialzone (SZ) vorhanden     

Single Strings vorhanden     

Double Strings vorhanden     

Small Clusters vorhanden     

Large Clusters vorhanden     

Diffuse Distribution (pDD) vorhan-
den 

    

Freiliegender Knochen vorhanden     

 

Konnten die Muster in den jeweiligen Dünnschnitten identifiziert werden, so 

wurde dies in der Tabelle entsprechend vermerkt. Anhand dieser Tabelle wurden 

einerseits die Proben für die vorläufige radiologische Bildgebung sowie die Pro-

ben für die definitive Bildgebung in der µCT festgelegt. Andererseits wurden auch 

die Proben evaluiert, die definitiv nicht für die µCT in Frage kamen und sich somit 

für die Erprobung der darauffolgenden, unterschiedlichen Dehydratisierungsver-

fahren sowie der Testung der Kontrastmittelfärbung eigneten. Ebenso wurde 

festgelegt, welche Proben dehydratisiert und welche Proben in Flüssigkeit gebet-

tet für die µCT verwendet werden sollten. 

2.2.6 Morphologische Grobadjustierung 

Die Proben, deren Dünnschnitte die vorausgesetzten Kriterien bei der mikrosko-

pischen Evaluation erfüllten, unterliefen anschließend einer morphologischen Ad-

justierung. Hierbei wurde, nachdem das Vorhandensein ausreichender Reserve-

dünnschnitte sichergestellt und gegebenenfalls weitere Dünnschnitte angefertigt 

wurden, die Probe erneut mit einem Stahllineal vermessen und gegebenenfalls 

auf die berechneten Maße (Tabelle 7) manuell getrimmt. Als Schneidewerkzeug 
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dienten Kryostatklingen, da es durch deren ausreichend lange Schnittfläche bes-

ser umsetzbar war, glatte Schnittkanten zu erzeugen. 

Diejenigen Proben, die nicht für die nachfolgenden Dehydratisierungsverfahren 

ausgewählt wurden, wurden ohne Berücksichtigung eines Reservevolumens di-

rekt auf die Sichtfeldmaße des Computertomografen getrimmt. 

2.2.7 Färbung mit Kontrastmittel 

Für die µCT haben fluoreszierende Farbstoffe keine Relevanz. Über die Verwen-

dung von röntgendichten Konstrastmitteln zur besseren Differenzierung der Zel-

len voneinander sowie von der sie umgebenden EZM in der µCT, insbesondere 

bei Anwendung des Absorptionskontrastverfahrens, herrscht in der aktuellen Li-

teratur wie bereits erwähnt kein ausreichender Konsens. In dieser Studie war es 

das Ziel, beide Optionen gegeneinander auszutesten. 

Gängige Praxis zur kontrastreichen Gewebefärbung in der routinemäßigen CT 

ist beispielsweise die Verwendung iodhaltiger Kontrastmittel. Zur Erfüllung des 

Studienziels, ergo zur differenzierten Darstellung der SCSO im Absorptionskon-

trastverfahren der µCT war eine derartige Anhebung des Zellkontrastes gegen-

über der EZM ebenfalls erforderlich. Da die zur Verfügung gestellte Aufnahmezeit 

am Computertomografen begrenzt war, war es notwendig den Färbestatus der 

Proben vor Durchführung der µCT zu prüfen. Somit musste eine hierfür geeignete 

Methodik etabliert werden. Es wurde daher nach einem Stoff gesucht, der an 

Strukturen der Chondrozyten bindet, eine erhöhte Röntgendichte aufweist und 

zusätzlich fluoreszierende Eigenschaften besitzt. Ein solcher Stoff ist Propidiumi-

odid, welcher regelhaft zur histologischen Fluoreszenzmikroskopie verwendet 

wird. Durch seine Fähigkeit, in DNS zu interkalieren sowie durch seine erhöhte 

Röntgendichtigkeit durch das gebundene Iod sollte dieser Farbstoff die Funktio-

nen der zielgerichteten Bindung mit denjenigen eines Kontrastmittels vereinen. 

Propidiumiodid kann die intakte Zellmembran lebender Zellen nicht passieren. 

Lediglich die perforierte Membran toter Zellen ermöglicht dem Farbstoff die Zell-

penetration. Da in der Studie jedoch kein vitales Gewebe verwendet wurde, 

stellte diese Eigenschaft kein Problem dar. 
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Für den Färbeprozess wurden Reaktionsgefäße mit einem Fassungsvolumen 

von 2 ml verwendet. Bei einer angestrebten Konzentration von 1 µl Propidiumio-

did pro 0,20 ml DPBS wurden 10 µl Propidiumiodid in 2 ml DPBS pipettiert. Nach 

einmaliger Invertierung wurde das Reaktionsgefäß mit Aluminiumfolie umwickelt 

und für 48 h bei 4 °C gelagert. Die lange Einwirkzeit sollte die Wahrscheinlichkeit 

der suffizienten Gewebepenetration erhöhen, da die zu färbenden Proben deut-

lich dicker waren als ein Gewebedünnschnitt. Der UV-Schutz war für den Erhalt 

der fluoreszierenden Eigenschaft des Propidiumiodid-Farbstoffs notwendig. An-

schließend erfolgte ein Waschvorgang mit 5 ml DPBS in Polypropylen-Röhrchen 

mit einem Fassungsvolumen von 15 ml für eine Dauer von 1 h bei Zimmertem-

peratur auf einem Laborschüttler. 

Zur Kontrolle des Färbungsgrades bei der Etablierung des Verfahrens wurden 

nachträglich Dünnschnitte vom Probenrand sowie aus der Mitte einer anschlie-

ßend zerteilten Probe angefertigt und unter dem Fluoreszenzmikroskop verglei-

chend betrachtet. Da es hierfür notwendig war, die Probe zu zerstören, wurden 

für diese Kontrolle lediglich Proben verwendet, die gemäß Tabelle 8 nicht für die 

µCT evaluiert wurden. Es zeigte sich, dass durch Anfärbung der Probenblöcke 

gemäß geschildertem Algorithmus ein ausreichender Färbegrad erreicht werden 

konnte, um eine erneute Evaluation gemäß Tabelle 8 zu bestehen. 

Nicht alle Proben unterlagen diesem Färbeprozess. Somit konnte nach direktem 

Vergleich der vorläufigen µCT-Aufnahmen nativer und Propidiumiodid-haltiger 

Proben schlussgefolgert werden, ob und in welchem Ausmaß die kontrastmittel-

haltigen Proben eine bessere Zelldifferenzierung ermöglichen. 

2.2.8 Dehydratisierung 

Die wesentlichen Aufnahmen in dieser Studie erfolgten hardwarebedingt mittels 

Absorptionskontrast-Technologie, bei welcher der Übergang von Substanzen ho-

her zu Substanzen niedriger Dichte wie beispielsweise Luft hervorgehoben wird. 

Hierfür war es notwendig, das Gewebe zu dehydratisieren. 
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Für die Umsetzung der Dehydratisierung standen zwei Verfahren zur Verfügung: 

Die alkoholische Dehydratisierung sowie die Lyophilisation, zwei hierfür aner-

kannte Methoden. Von einer reinen Lufttrocknung wurde zur Gewebeschonung 

abgesehen. 

Auch den Prozess der Dehydratation durchliefen nicht alle Proben, um nach der 

vorläufigen µCT Aussagen über die Vor- und Nachteile der jeweiligen Aufberei-

tungsverfahren treffen zu können. 

2.2.8.1 Alkoholische Dehydratisierung 

Bei der alkoholischen Dehydratisierung wird das im Gewebe enthaltene Wasser 

schrittweise durch Alkohole (Ethanol oder Methanol) in aufsteigender Konzentra-

tion ersetzt. In der Histologie spricht man von einer aufsteigenden Alkoholreihe. 

In der Studie wurde der Alkohol Ethanol verwendet und mit DPBS in unterschied-

lichen Konzentrationen verdünnt. Für die Alkoholreihe wurden Ethanol-DPBS-

Medien mit Konzentrationen von 25, 50, 75, 90 und 95 % Ethanol sowie zweimal 

100 % Ethanol hergestellt und als Volumina von jeweils 10 ml in Polypropylen-

Röhrchen abgefüllt. Anschließend durchliefen die Proben die alkoholische De-

hydratisierung. Beginnend mit der niedrigsten Alkoholkonzentration von 25 %, 

wurden die Proben nach 6ï8 h in das Medium mit der nächsthöheren Alkohol-

konzentration gegeben. Zuletzt wurden die Proben zweimalig in Xylol für jeweils 

30 min eingelegt. 

Nach dem Durchlaufen der Alkohol-Xylol-Reihe wurden die Proben auf Alumini-

umfolie gelegt und für 24 h an der Luft bei Zimmertemperatur unter der Abzugs-

haube getrocknet. Durch den Austausch des im Gewebe enthaltenen Wassers 

durch Ethanol und Xylol war somit eine schonendere Lufttrocknung möglich. 

Es konnte festgestellt werden, dass die getrockneten Proben deutlich an Härte 

und Steifigkeit zugenommen haben. Für den weiteren Studienverlauf war das 

deshalb relevant, da die Proben eine natürliche, bogenförmige Krümmung auf-

wiesen, die durch die Aushärtung während der Trocknung nicht mehr korrigierbar 

war (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Beispiel einer Probe mit bogenförmiger Krümmung um eine Achse. Knor-
pel = konvexe Fläche, subchondraler Knochen = konkave Fläche. 

Die stark gekrümmten Proben wichen in diesem morphologischen Zustand deut-

lich von den vorgeschriebenen Sichtfeldmaßen ab und konnten somit nicht für 

die Stempelbeladung verwendet werden. Aus diesem Grund musste eine Me-

thode gefunden werden, mit der trotz Härtung der Proben die Sichtfeldmaße wei-

terhin eingehalten werden konnten. Es wurde deshalb versucht, die Proben vor 

dem Dehydratisierungsprozess in den gewünschten morphologischen Zustand 

zu bringen und diesen Zustand während des Trocknungsvorgangs beizubehal-

ten. Hierfür musste eine Schienungsapparatur hergestellt werden. 

Die erste Überlegung bestand darin, die Proben gleich in Trinkhalme zu betten 

und darin zu dehydratisieren. Der Vorteil dieser Methode bestand in der Tatsa-

che, dass für die später folgende Stempelbeladung ebenfalls Trinkhalme als Ein-

bettungsgefäß dienten und man somit sichergehen konnte, dass die vorgegebe-

nen Sichtfeldmaße nicht überschritten wurden. Zwei entscheidende Nachteile 

ergaben sich allerdings bei diesem Verfahren: Zum einen bot ein Trinkhalm mög-

licherweise nicht genügend Kontaktfläche zwischen alkoholischer Lösung und 

Probe, weshalb eine suffiziente Dehydratisierung wahrscheinlich nicht gewähr-

leistet gewesen wäre. Eine Überlegung, die Kontaktfläche durch Bohrungen in 

den Trinkhalmen zu vergrößern, wurde aus Sorge um eventuell resultierende, 

fokale Trocknungsdifferenzen abgelehnt. Zum anderen hätte das zu dehydrati-

sierende Gewebe bereits vor dem Trocknungsprozess auf die Sichtfeldmaße zu-

geschnitten werden müssen, um überhaupt in den Trinkhalm zu passen. Durch 

die Gewebeschrumpfung während des Trocknungsvorgangs wären die vorge-

schriebenen Maße dann allerdings deutlich unterschritten worden. 
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Eine zweite Überlegung bestand darin, die Proben mittels zweier stabiler Metall-

stifte sowie mehreren Drahtschlaufen, alternativ kleine Gummis, zu schienen. 

Eine ausreichende Kontaktfläche für die Alkohollösung war somit gegeben. Aller-

dings ergab sich hieraus das Problem, dass durch die fokal konzentrierte Druck-

belastung durch die Metallstifte eine Schädigung des oberflächlichen Probenge-

webes nicht auszuschließen gewesen wäre. Weiterhin hätte das Verweilen me-

tallischer Bestandteile in alkoholischer Lösung über größere Zeiträume möglich-

erweise ungewünschte Reaktionen im Probengewebe auslösen können. 

Eine Konstellation, die die geschilderten Probleme zu lösen schien, bestand aus 

Hartplastikplatten, herkömmlichen Haargummis und zurechtgeschnittenen Pipet-

ten-Filterspitzen (Abbildung 10). 

 
Abbildung 10: Schienungsapparatur für den Dehydratisierungsprozess, bestehend aus 
zwei Hartplastikplatten (rechteckige, durchsichtige Boden- und Deckplatten), die von je 
zwei Haargummis (schwarz, vertikal verlaufend) zusammengehalten werden mit dazwi-
schen eingespannter Probe (gelblich) in Seitansicht (A) und Apikalsicht (B). 

Die Hartplastikplatten wurden aus leeren DPBS-Flaschen herausgeschnitten und 

dienten als Schienungsplatten. Die chemischen Eigenschaften des inerten 

Kunststoffs waren geeignet für den alkoholischen Dehydratisierungsprozess. Die 

relativ große Kontaktfläche zur Probe konnte das Risiko von Druckschäden am 

Gewebe minimieren und die ebene Form der Platten gewährleistete einen mög-

lichst großen Freiraum dazwischen, um genügend Kontaktfläche zwischen Probe 

und alkoholischer Lösung schaffen zu können. Durch Variierung der Plattenbreite 
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bei unveränderbarer Haargummigröße konnte der Druck der Platten auf die Pro-

ben verändert werden. Als geeignete Plattengröße bei Proben von etwa 3 * 3 * 

20 mm (Breite * Tiefe * Höhe) ergaben sich Maße von 25 * 18 mm. Die Haargum-

mis dienten als Plattenfixierung, um einen ausreichenden Druck zur Streckung 

der Proben aufbauen zu können. Auch diese bestanden aus inertem Kunststoff. 

Für eine optimale Druckverteilung war eine exakte Positionierung der Probe not-

wendig (Abbildung 11A). Als Fixierungshilfe dienten hierbei anatomische Pinzet-

ten. Durch die Feuchtigkeit innerhalb der Apparatur und dem daraus resultieren-

den rutschigen Milieu konnte diese Positionierung allerdings häufig nicht suffi-

zient umgesetzt werden, da bereits minimale Abweichungen zur Dislokation der 

Probe führten (Abbildung 11B). Durch das Wegrutschen der Probe zur Seite kipp-

ten die Plastikplatten zur gegenüberliegenden Seite, wodurch eine Fehlbelastung 

auf die Probenkante entstand (Abbildung 11C+D). Diese Fehlbelastung hätte ne-

ben Gewebeschäden die Probe zum Umkippen bringen können, wodurch die 

komplette Schienung insuffizient geworden wäre. Eine diagonale Positionierung 

der Probe von Plattenecke zu Plattenecke konnte das Wegrutschen teilweise ver-

hindern. Für die endgültige Stabilität musste in einigen Fällen jedoch ein Objekt 

in den Freiräumen zwischen den Platten positioniert werden. Hierfür wurden die 

auf etwa 3ï5 mm zugeschnittenen 10-µl-Pipetten-Filterspitzen verwendet. Durch 

geschickte Positionierung konnten sie zwischen Probe und Haargummi ge-

klemmt werden, wodurch die Probe an Ort und Stelle fixiert wurde. Gleichzeitig 

verhinderten sie das Abkippen der Plastikplatten (Abbildung 11E, Abbildung 12: 

Roter Kreis). 
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Abbildung 11: Bildfolge zur Darstellung der Problematik und Lösungsfindung bei der 
korrekten Positionierung der Probe in der Schienungsapparatur. 

 
Abbildung 12: Proben im Dehydratisierungsprozess in einer Zellkulturplatte (6-Well); 
Teilweise unter Verwendung der vorherig beschriebenen Pipetten-Filterspitzen (rote 
Markierung). 

Aufgrund der durch die Schienungsapparatur bedingten Herabsetzung der Kon-

taktfläche zwischen der alkoholischen Lösung und den Proben wurde die Ver-

weildauer der Proben in den jeweiligen Lösungen unterschiedlicher 
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Alkoholkonzentration auf zwölf bis 14 h verlängert. Weiterhin wurden die Proben 

auf einen Laborschüttler positioniert, um die Gewebepenetration durch die alko-

holische Lösung zu fördern. 

Die Annahme, dass sich das Gewebe beim Aushärtungsprozess in seiner Struk-

tur stabilisiert und somit seine veränderte Morphologie nach der Trocknung 

selbstständig beibehält, konnte dann bestätigt werden (Abbildung 13). 

 
Abbildung 13: Probe (gelblich) auf einem Objektträger liegend nach dem Dehydratisie-
rungsprozess unter Verwendung einer Schienungsapparatur. 

Es konnte festgestellt werden, dass das Gewebe während der darauffolgenden, 

24-h-Lufttrocknung wieder eine leichte Krümmung aufwies. Das Ausmaß dieser 

Krümmung entsprach jedoch nicht annähernd dem Ausmaß der Probe im ur-

sprünglichen Zustand und die Proben wiesen eine deutlich höhere Flexibilität auf, 

sodass die Sichtfeldmaße noch gewährleistet werden konnten. Paradoxerweise 

krümmten sich die Proben nach der Dehydratisierung nicht wie ursprünglich, so-

dass der subchondrale Knochen die konkave Fläche darstellte. Stattdessen 

krümmten sich die Proben in Richtung der chondralen Fläche, sodass der knö-

cherne Probenteil daraufhin die konvexe Fläche darstellte (Abbildung 14), was 

am ehesten auf den ausgeprägteren Flüssigkeitsverlust des Knorpels im Ver-

gleich zum Knochen zurückzuführen ist. 
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Abbildung 14: Dehydratisierte Probe mit paradoxem Krümmungseffekt entgegen der 
ursprünglichen Krümmungsrichtung. Knorpel = konkave Fläche, subchondraler Kno-
chen = konvexe Fläche. 

Die Lagerung der getrockneten Proben erfolgte in Reaktionsgefäßen mit einem 

Volumen von 2 ml. Sowohl zum Schutz vor Rehydratisierung, als auch als Indi-

kator für ansteigende Luftfeuchtigkeit im Reaktionsgefäß wurde Trocknungsmit-

tel-Granula hinzugegeben. 

2.2.8.2 Lyophilisation 

Einen zweiten Ansatz zur Entwässerung der Proben stellte die Gefriertrocknung, 

auch Lyophilisation genannt, dar. Bei diesem Verfahren wird sich die Eigenschaft 

des Wassers zunutze gemacht, auch im gefrorenen Zustand einen ausreichend 

hohen Dampfdruck zu besitzen, um nach Erzeugung eines Vakuums direkt vom 

festen in einen gasförmigen Aggregatzustand überzugehen. Dieser Vorgang wird 

als Sublimation bezeichnet. Durch die Aussparung der flüssigen Phase kann das 

Gewebe besonders schonend getrocknet werden. Für den Prozess der Sublima-

tion muss das Gewebe tiefgefroren werden, um anschließend unter Erzeugung 

eines Vakuums dehydratisiert werden zu können. Diese Arbeitsschritte über-

nimmt ein Lyophilisator. 

In der Studie wurde kein herkömmlicher Lyophilisator, sondern eine sogenannte 

Vakuum-Konzentrationszentrifuge verwendet. Das Prinzip der Dehydratisierung 

ähnelt dem der Lyophilisation. Hierzu wurden die Proben in für die Zentrifuge 

geeignete Reaktionsgefäße gegeben. Der Deckel der Reaktionsgefäße wurde 

mit einer Schere entfernt, um den Trocknungsprozess nicht zu behindern. 
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Nach dem Trocknungsprozess konnten bereits makroskopisch deutliche morpho-

logische Verformungen an den Proben festgestellt werden, die eine Verwendung 

für die µCT mit den gegebenen Sichtfeldmaßen zweifelhaft erscheinen ließen 

(Abbildung 15). 

 
Abbildung 15: Probe nach Dehydratisierung mittels Vakuum-Konzentrationszentrifuge 
mit morphologischen Torsionen um zwei Achsen. 

Die Lagerung der lyophilisierten Proben erfolgte in Reaktionsgefäßen mit einem 

Volumen von 2 ml. Ebenso wie bei den alkoholisch dehydratisierten Proben 

wurde den Reaktionsgefäßen Trocknungsmittel-Granula hinzugegeben. 

2.2.9 Morphologische Feinadjustierung 

Vor der Beladung der Stempel für die µCT mussten die Proben einer letzten mor-

phologischen Adjustierung unterzogen werden, um den Vorgaben für den Tomo-

grafen zu entsprechen. Da keine weiteren Bearbeitungsschritte mehr folgten, die 

Einfluss auf die Probenmorphologie hätten nehmen können, konnten die Proben 

nun auf die endgültigen Maße präpariert werden. Hierfür wurden, ebenso wie bei 

der ersten morphologischen Adjustierung, ungebrauchte Kryostatklingen verwen-

det. 

Während sich die in DPBS eingelegten Proben problemlos und millimetergenau 

bearbeiten ließen, stellte die Bearbeitung der dehydratisierten Proben eine be-

sondere Herausforderung dar. Durch ihre erhöhte Festigkeit war eine präzise 

Schnittführung bei den durch alkoholische Dehydratisierung getrockneten Pro-

ben deutlich erschwert. Die lyophilisierten Proben wiesen eine derartige Festig-

keit auf, dass die Bearbeitung mit der Kryostatklinge unmöglich war. Um die 
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Proben dennoch auf die erforderlichen Sichtfeldmaße adjustieren zu können, ka-

men Schleifsteine und Schleifpapier verschiedener Körnung zum Einsatz. Bereits 

lichtmikroskopisch waren jedoch deutliche Schleifartefakte festzustellen, weshalb 

die Proben nochmals einem Poliervorgang unterzogen wurden. Hierzu wurde 

eine mit einem Polieraufsatz ausgestattete Bohrmaschine verwendet. 

2.2.10 Anfertigung der SR-µCT-Aufnahmen 

Die radiologischen SR-µCT-Aufnahmen erfolgten an der Beamline ĂIBL P05ñ des 

Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg, Deutschland, betrieben 

durch das Helmholtz Zentrum Geesthacht. 

2.2.10.1 Beladung der Stempel 

Für die Messung im SR-µCT mussten die Proben auf Stempel aufgebracht wer-

den. Die beladenen Stempel konnten in einer dafür vorgesehenen Halterung im 

Tomografen positioniert werden und dienten dann als Rotationsplattform für die 

auf ihnen positionierten Proben. 

 
Abbildung 16: Unbeladener µCT-Stempel. 

Ein solcher, 3 cm hoher stählerner Stempel (Abbildung 16) bestand aus einer 

0,90 cm hohen Andockstelle für den Tomografen, einem 1,30 cm hohen Mittel-

stück sowie einer 0,80 cm hohen Beladesäule für die Proben. 

Für die Beladung der Stempel bestanden keine vorgeschriebenen Richtlinien. 

Die Einhaltung der festgelegten Sichtfeldmaße lag in der Verantwortung des Stu-

dienleiters. 
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Prinzipiell musste zwischen zwei Möglichkeiten der Probenanbringung auf dem 

Stempel unterschieden werden. Die erste Möglichkeit bestand darin, die Probe 

mithilfe eines Fixierungsmittels direkt am Stempel zu fixieren. Allerdings ergaben 

sich bei dieser Option einige Nachteile. Zum einen musste das Fixierungsmittel 

direkten Kontakt mit der Probe haben. Durch die Tatsache, dass das Fixierungs-

mittel eine ausreichend hohe Festigkeit aufweisen musste, um die stabile Verbin-

dung zwischen Stempel und Probe sowie eine starre Fixierung zur dauerhaften 

Einhaltung der Sichtfeldmaße gewährleisten zu können, mussten Fixierungs-

stoffe wie Paraffin, die einfach und ohne Zufügung von Gewebeschäden wieder 

gelöst werden können, ausgeschlossen werden. Somit hätte ein Fixierungsmittel 

Verwendung finden müssen, welches irreversibel an der Probe haftet, woraus 

resultiert hätte, dass die Proben für die der µCT folgenden Rehydratisierungs- 

und Histologieverfahren unbrauchbar gewesen wären. Weiterhin wäre die Kor-

rektur eines unpräzise beladenen Stempels nicht möglich gewesen, ohne die 

Probe erheblich zu schädigen. Ebenfalls problematisch wäre die Beladung mit 

einer feucht zu haltenden Probe gewesen, da der direkte Kontakt mit der Umge-

bungsluft das Gewebe zwangsläufig hätte austrocknen lassen. 

Die zweite Möglichkeit bestand in der Verwendung eines Hohlkörpers, der durch 

seine morphologische Struktur der Beladesäule des Stempels übergestülpt und 

somit, durch eventuell additive Verwendung eines Fixierungsmittels, am Stempel 

fixiert werden konnte. Dadurch erfüllte er zwei wichtige Funktionen. Auf der einen 

Seite diente der Hohlkörper als Adapter zwischen Stempel und Probe, wodurch 

selbst unter Verwendung eines Fixierungsmittels das Probengewebe nicht ge-

schädigt wurde und somit für weitere Bearbeitungsschritte brauchbar blieb. 

Ebenfalls konnte ein unpräzise beladener Stempel ohne Beeinträchtigung der 

Probe korrigiert werden, da lediglich der Hohlkörper ersetzt werden musste. Auf 

der anderen Seite diente der Hohlkörper als Hüllgefäß für die Proben, was sowohl 

eine unkomplizierte Anbringung der Probe am Stempel, als auch das Anbringen 

feucht zu haltender, in Flüssigkeit eingelegter Proben gewährleistete. 

Als geeignete Hohlkörper erwiesen sich Trinkhalme aus Kunststoff. Die Gefahr 

der Artefaktgenerierung bei der µCT war hiermit gering. Für die Aufnahmen 
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wurden Trinkhalme mit 3,50 mm Außendurchmesser verwendet. Um die Gefahr 

des Abweichens von den vorgegebenen Sichtfeldmaßen durch unpräzise Stem-

pelbeladungen zu minimieren musste darauf geachtet werden, die Trinkhalme 

bis auf die notwendige Mindestlänge zu kürzen. Hierfür wurde zunächst mittels 

einer Präzisions-Schieblehre die Eindringtiefe des Stempels in einen Trinkhalm 

gemessen und unter Berücksichtigung eines zusätzlichen Raumes für eventuell 

verwendetes Fixierungsmittel von etwa 0,30 cm mittels eines Folienstiftes auf 

dem Trinkhalm gekennzeichnet. Anschließend wurde die ebenfalls mittels einer 

Präzisions-Schieblehre gemessene Probenhöhe der Markierung zuaddiert und 

erneut eine Markierung auf dem Trinkhalm gesetzt. Dieser zweiten Markierung 

folgte nach weiteren 0,50 cm eine dritte Markierung. Diese letzten 0,50 cm dien-

ten als Reservevolumen für das Abdichtungsmittel, welches eine geschlossene 

Kammer innerhalb des Trinkhalmes gewährleistete, wodurch sowohl die sichere 

Einbettung der feucht zu haltenden Proben in Flüssigkeit, als auch die Trocken-

lagerung dehydratisierter Proben ermöglicht wurde. An der dritten Markierung 

wurde der Trinkhalm mittels einer Kryostatklinge abgeschnitten. Auf die Verwen-

dung einer Schere wurde verzichtet, da durch die erhöhte Druckbelastung die 

Trinkhalme deutlich verformt wurden. Nachfolgend wurde der Trinkhalm der Be-

ladesäule des Stempels übergestülpt. Da das alleinige Überstülpen des Trink-

halms keine stabile Verankerung gewährleistete, musste zusätzlich ein Fixie-

rungsmittel verwendet werden. Paraffin als Fixierungsmittel erwies sich aufgrund 

seiner niedrigen Fixierungsstärke und seiner Wärmeempfindlichkeit als nicht ge-

eignet, weshalb als Fixierungsmittel ein Klebstoff aus einer Heißklebepistole ver-

wendet wurde. Dieser Klebstoff wurde vor dem Überstülpen des Trinkhalmes auf 

dem Stempel aufgebracht. 

Ferner wurde die Beladestelle des Stempels durch vorherige, mehrere Sekunden 

andauernde Berührung mit der heißen Metallspitze der Heißklebepistole konduk-

tiv erhitzt, wodurch der anschließend aufgebrachte Klebstoff länger in seiner ver-

formbaren Phase verweilte. Dadurch ergab sich ein vergrößertes Zeitfenster zur 

korrekten Ausrichtung des Trinkhalms. Auf das Erhitzen durch eine Flamme 

wurde aufgrund der Entwicklung störender Rußpartikel sowie der zeitlichen Ver-

zögerung durch den Wechsel der Instrumente verzichtet. Die dem Stempel 
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anliegende Öffnung des Trinkhalms wurde ebenfalls vorher mittels Heißklebepis-

tole erhitzt, um durch Druckausübung des Trinkhalms auf den Stempel die Trink-

halmkanten glätten und somit eine Ausrichtung im Lot gewährleisten zu können. 

Zur Überprüfung der korrekten Ausrichtung des Trinkhalms wurde sein Verhalten 

in der µCT simuliert, indem der Stempel vor seiner Beladung in eine Bohrma-

schine eingespannt und unmittelbar nach der Beladung rotiert wurde. Durch die 

Rotation konnten Abweichungen aus dem Lot durch Beobachten aus der Top-

Down- sowie Seitansicht detektiert und durch behutsames Zurechtrücken wäh-

rend der Rotation behoben werden. Aufgrund der weißen Farbe der Trinkhalme 

wurde zur Kontrasterhöhung bei der Beobachtung ein dunkler Hintergrund ge-

wählt, um Auslenkungen deutlicher erkennen zu können. Es musste dabei auf 

das Zeitfenster bis zum Aushärten des Klebstoffes geachtet werden. Weiterhin 

musste sichergestellt werden, dass bereits der unbeladene Stempel in der Bohr-

maschine im Lot stand. 

Anschließend wurde bei korrektem Sitz des Trinkhalms die Probe behutsam mit-

tels eines Inbusschlüssels in den Trinkhalm geschoben. Daraufhin wurde der 

Trinkhalm durch Befüllen mit Klebstoff aus der Heißklebepistole versiegelt. Bei 

feucht zu haltenden Proben wurde vorher mittels passender Pipette eine ausrei-

chende Menge an DPBS in das Trinkhalmlumen gegeben. Abbildung 17A zeigt 

einen erfolgreich beladenen µCT-Stempel. 
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Abbildung 17: Beispiel eines mit in dem Trinkhalm mit der Knorpelprobe beladenen 
µCT-Stempels (A) sowie dessen optimale Lagerung in einer dafür vorgesehenen Halte-
rung (B). 

Die Lagerung der beladenen Stempel erfolgte in einer dafür vorgesehenen Hal-

terung (Abbildung 17B) in einem luft- und temperaturregulierten Experimentier-

Kasten für zumindest eine Stunde zu Akklimatisierungszwecken. Durch die La-

gerung in senkrechter Ausrichtung konnte weitestgehend vermieden werden, 

dass das Eigengewicht der Proben die Ausrichtung der Trinkhalme auf Dauer 

beeinflusste. 

2.2.10.2 Positionierung und Ausrichtung der Stempel 

Unmittelbar vor der Optik des Kameraturms war ein etwa 100 µm dicker CdWO4-

Kristall montiert. Sichtbares Licht wurde, kontrolliert durch entsprechend adjus-

tierte Spiegelsysteme, in eine CCD-Kamera (EHD SC-9000/Kodak KAF 09000 

Chip) mit einer Pixelgröße von 12 * 12 Quadrat-Mikrometer (µm²) gesteuert. 

Durch Verwendung von Mikroskop-Optiken konnte eine 5-, 10-, 20 und 40-fache 

Bildvergrößerung erreicht werden. In dieser Studie wurde eine 10-fache Vergrö-

ßerung gewählt, woraus die bereits erläuterten Sichtfeldmaße von 3,70 * 3,70 

µm² mit einer Strahlhöhe von etwa 2 mm resultierten. Der Abstand zwischen 

Probe und Detektor, die sogenannte Sample-Detector-Distance (SDD) betrug für 

die Hauptmessungen 20 mm. Zur Minimierung der Phaseneffekte wurde ein Ent-

fritter installiert.[1] 
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Die Positionierung der beladenen Stempel in vertikaler Ausrichtung erfolgte auf 

einer dafür vorgesehenen Hochpräzisions-Plattform. Die Feinadjustierung der 

Stempelausrichtung erfolgte anschließend computergesteuert. Die Plattform als 

Ganzes konnte somit noch in x-, y- und z-Achse positioniert werden. Um die 

exakten Sichtfeldmaße und etwaige kleinste Abweichungen der vertikalen Stel-

lung zu korrigieren, konnte der Stempel selbst mittels Piezokristallen angesteuert 

und entsprechend ins Lot gekippt werden. 

2.2.10.3 Programmierung des Computertomografen 

Sowohl die Ausrichtung des Stempels, als auch die die Durchführung der Mes-

sung erfolgte in Form eines prozeduralen Kommandoskripts mittels speziell hier-

für konzipierter Syntax. 

Neben der Ausrichtung des Stempels gab es einige Parameter, die vor Beginn 

der Messung festgelegt werden mussten, da sie grundlegend die Messresultate 

beeinflussten. Die Wahl des geeigneten Messverfahrens war der erste Schritt, 

den es probenspezifisch festzulegen galt. Während der Hauptzeit der Studien-

durchführung war die zur Verfügung stehende Methode das Absorptionskon-

trastverfahren, welches bereits in früheren Studien auf Knorpelgewebe eine 

hochauflösende Darstellung auf zellulärer Ebene sogar ohne Verwendung von 

Kontrastmittel beweisen konnte[57]. Für die Anfertigung der Aufnahmen war es 

daher nötig, die Proben zu dehydratisieren. 

Im weiteren Studienverlauf war es hardwarebedingt möglich, am DESY auf die 

Phasenkontrast-µCT zuzugreifen, wodurch von deren Vorteilen bei der Darstel-

lung von Verbindungen niedriger Kernladungszahl, ergo Stoffen mit hohem Was-

serstoffanteil, profitiert werden konnte. Die Überlegung war es, das Risiko mögli-

cher Veränderungen der Größenverhältnisse einzelner zellulärer und extrazellu-

lärer Bestandteile zueinander, wie sie durch den Dehydratisierungsprozess mög-

lich sind sowie das Risiko von Gewebeschädigungen- und Änderungen durch 

den Dehydratationsprozess zu minimieren. 

Nach der Wahl des Messverfahrens mussten diverse weitere Parameter zur 

Durchführung der Messung festgelegt werden. 
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Aufgrund der vorgegebenen Sichtfeldmaße war eine in-toto- Messung nicht mög-

lich, weshalb im Skript festgelegt werden musste, wie weit der Stempel nach je-

der Messperiode in y-Richtung zu verschieben ist, um die nächste Messperiode 

beginnen zu können. Diese sogenannte Strahlhöhe betrug durchschnittlich 

knapp 2 mm. Ein definierter Überschneidungsraum von ungefähr 0,20 mm zwi-

schen zwei Messblöcken war notwendig, um bei der späteren Rekonstruktion der 

Rohdaten die randständigen Strahlartefakte ohne Datenverlust herausrechnen 

zu können. Somit ergab sich eine Versatzhöhe von 1,80 mm. 

Weiterhin galt es die Strahlenenergie, gemessen in Kiloelektronenvolt (keV), fest-

zulegen. Die Beamline IBL-P05 am DESY ist mit zwei verschiedenen Monochro-

matoren ausgerüstet, einem Doppelkristall-Monochromator (DCM) sowie einem 

Doppel-Mehrschichtmonochromator (DMM). In dieser Studie wurde der DCM ge-

nutzt, wodurch Energien von 5 bis 50 keV mit einem Spread von 10 bis 4 möglich 

waren.[1] 

Ebenfalls musste die Belichtungszeit definiert werden. Sie lag zwischen 200 und 

1800 Millisekunden (ms). 

Die kontrastreichsten und somit eindeutigsten Resultate konnten bei Energien 

von 12 keV mit einer Belichtungszeit von 250 ms festgestellt werden. 

Anhand der Winkelgradzahl konnte eingestellt werden, mit welcher Frequenz pro 

vollständige Drehung der Probe belichtet wurde. Diese lag bei den durchgeführ-

ten Messungen zwischen 900 und 1200 Winkelgraden für 180°. 

Aus den beschriebenen Parametern konnte computergestützt über einen inte-

grierten Algorithmus die effektive Pixelgröße ermittelt werden. Diese war für spä-

tere Referenzierungen und Bestimmungen von Größenverhältnissen im rekon-

struierten Datensatz obligat. 

2.2.10.4 Durchführung der Messungen 

Nachdem die Proben auf dem Stempel im Tomografen positioniert und die ge-

nannten Parameter in das Software-Skript eingegeben worden waren, konnte die 
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Aufnahme initiiert werden. In y-Richtung erfolgten konsekutive Einzelaufnahmen, 

die nach einer Flat Field-Korrektur software-gestützt über gefilterte Rückprojek-

tion (Filtered Back-Projection, FBP) mittels eines Binnings von 2 zu zweidimen-

sionalen Schnittbildern rekonstruiert und als ĂSpectral Libraryñ-Dateien (SLI) auf 

internen Servern des DESY abgespeichert wurden. Bei den festgelegten Proben-

größen ergaben sich somit zwischen 9000 und 10.000 Schnittbilder mit einer 

exakten Dateigröße von je 9.121 Kilobyte (KB). Die Gesamtdatengröße einer di-

gitalisierten, unbearbeiteten Probe betrug somit etwa 85 Gigabyte (GB).[1] 

Die Rohdaten wurden nach Abschluss der Messungen auf eine portable, externe 

Festplatte des Typs ĂHard Disk Driveñ (HDD) mit einer Speicherkapazität von 4 

Terabyte (TB) kopiert. 

2.2.11 Aufbereitung der µCT-Rohdaten 

Für die weitere Bearbeitung der Aufnahmen mithilfe professioneller Segmentati-

onssoftware waren zwei vorangehende Schritte notwendig: Die Konvertierung 

der Rohdaten in ein kompatibles Dateiformat sowie die Reduktion der Datensatz-

größe. Für diese Arbeitsschritte wurde die Software ĂFijiñ verwendet[62]. 

2.2.11.1 Konvertierung der Schnittbilder 

Zur Konvertierung der SLI-Dateien erfolgte deren Einlesen in Fiji. Aufgrund der 

Möglichkeit der Stapelverarbeitung von SLI-Dateien konnten die diese kumulativ 

eingelesen und als zusammenhängendes Objekt erkannt werden. Die Konvertie-

rung erfolgte in das zweidimensionale (2D) Dateiformat ĂTagged Image File For-

mat (TIFF/TIF)ñ, welches stapelverarbeitungsfªhig und unter Erhalt der Referen-

zierung eine verlustarme Konvertierung hochauflösender und komplexer Bildda-

teien gewährleistet. Die hierbei erstellten ĂTIFñ-Dateien boten eine den ĂSLIñ-Da-

teien entsprechende Auflösung von 32 Bit, was einer Diskriminierungsmöglich-

keit von ς  Graustufen entspricht.[1] 
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2.2.11.2 Reduktion der Datensatzgröße 

Die nach der Konvertierung unveränderte Gesamtdatensatzgröße pro Probe von 

etwa 85 GB verhinderte hardwarebedingt die weitere Bearbeitung der Aufnah-

men, da selbst der leistungsfähigste, in Tübingen zur Verfügung stehende Com-

puter lediglich eine maximale Arbeitsspeicherkapazität von 64 GB aufbringen 

konnte. Eine Reduktion der Datensatzgröße war somit zwingend erforderlich. 

Diese Reduktion konnte durch Herabsetzen der Auflösung auf 8 Bit erreicht wer-

den, wodurch sich die Datensatzgröße bereits deutlich reduzieren ließ. Makro-

skopische Vergleiche einzelner Schnittbilder vor und nach der Reduktion konnten 

keine relevanten Informationseinbußen für die Fragestellung aufdecken.[1] 

In einem nachfolgenden Arbeitsschritt erfolgte, ebenfalls mithilfe der Software 

Fiji, das Zuschneiden des Datensatzes zur weiteren Datensatzgrößenreduktion. 

Hierbei wurden redundante Schnittbilder ohne Informationsgehalt am Anfang und 

am Ende des Stapels entfernt sowie aus den verbleibenden Schnittbildern redun-

dante Bereiche auÇerhalb des Trinkhalmes mithilfe der integrierten ĂCropñ-Funk-

tion herausgeschnitten. 

Der resultierende Datensatz wurde daraufhin erneut in Form von ĂTIFñ-Einzel-

bilddateien abgespeichert. Eine totale Reduktion der Datensatzgröße auf etwa 

20 GB konnte somit erreicht werden. 

Die weitere Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte weitestgehend mithilfe der Bild-

bearbeitungssoftware ĂAmira 6.0ñ, einem Pendant zur am DESY verwendeten 

Software ĂAvizo Lite 9.0ñ desselben Herstellers, am T¿binger Institute of Evolu-

tion and Ecology unter der Leitung von Assistant professor Herr Dr. Stefan Fi-

scher. 

2.2.11.3 Import und Vorbereitung der Datensätze 

Beim Einlesen der Datensätze in Amira erfolgte in der Importmaske der Software 

eine Referenzierung, um bei späteren Skalierungen die korrekten Messwerte zu 

erhalten. Hierf¿r war es notwendig, die sogenannte Ăeffektive PixelgrºÇeñ zu ken-

nen, die sich aus den Messbedingungen am DESY ergab und auf acht Nachkom-

mastellen genau angegeben wurde. Diese effektive Pixelgröße betrug gerundet 
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durchschnittlich etwa 0,0013 mm. Bei einem Binning von 2 während der Aufnah-

menrekonstruktion entsprach die resultierende Voxelgröße gerundet etwa 0,0026 

mm in alle drei Raumrichtungen. 

Im nächsten Schritt wurde der in den Aufnahmen abgebildete Trinkhalm entfernt. 

Hierzu wurde zunächst zur Kantendetektierung mit der ĂThresholdñ-Funktion der 

Kontrast entsprechend eingestellt. Anschließend wurde mit der ĂPathñ-Funktion 

der innere Bereich des Trinkhalms selektiert. Diese Prozedur wurde alle 100 bis 

200 Schnittbilder wiederholt, um möglichst genau den Verlauf des Trinkhalms zu 

erfassen. AnschlieÇend wurden die dazwischenliegenden Bereiche ¿ber die ĂIn-

terpolationsfunktionñ automatisch selektiert. Um etwaige Trinkhalmeinschl¿sse 

beim Interpolieren zu detektieren, wurde der selektierte Block noch einmal durch-

gesehen. Wurden Trinkhalmreste im selektierten Bereich erfasst, so musste über 

die ĂShrinkñ-Funktion der komplette Block geschrumpft werden, was gerade bei 

jenen, den Trinkhalm tangierenden Probenkanten zu vernachlässigbaren Daten-

einbußen führte. Frühere Versuche der Bearbeitung mithilfe des Fiji-Plugins ĂTra-

kEM2ñ zeigten, dass der einzige Vorteil dieses Programmes die Mºglichkeit der 

Angabe eines spezifischen Schrumpffaktors war. Aufgrund des erheblichen 

Mehraufwandes wurde auf dieses Verfahren allerdings verzichtet. Der selektierte 

Bereich konnte anschließend in einem ersten Label gespeichert werden. 

Mithilfe der ĂArithmeticñ-Funktion konnte dieses Label aus dem ursprünglichen 

Datensatz extrahiert werden. Die allgemeine Syntax dieses Befehls lautete: 

ὄ ὼ ὃz ὄ Ȧ ώ 

wobei āAó f¿r die Datensatz-Source steht und āBó f¿r das jeweilige Label, āxó stellt 

die Nummer des Labels dar und āyó die Nummer des Labels, welches ausge-

schlossen werden sollte. Dementsprechend mussten die Funktionseinstellungen 

f¿r ĂInput Añ und ĂInput Bñ entsprechend referenziert werden. Das vorbestehende 

Label ĂExteriorñ war vorbelegt mit der Ziffer 0. Um nun den segmentierten Bereich 

aus dem umgebenden ĂExteriorñ extrahieren zu kºnnen, musste obige Syntax 

entsprechend korrigiert werden: 
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ὄ ρ ὃz ὄ Ȧ π 

Das Resultat dieser Berechnung konnte als neuer Datensatz im Dateiformat ĂTIFñ 

abgespeichert werden. Die hierdurch generierten Einzeldatensätze konnten als 

neues Projekt zur später folgenden, qualitativen 3D-Analyse in Amira importiert 

werden. 

2.2.12 Mikroskopische Reevaluation 

Um bei der später folgenden, dreidimensionalen Analyse an die bisherigen his-

tologischen Forschungsergebnisse anknüpfen und die beschriebenen SCSO 

wiederfinden zu können war es das Bestreben, simultan die Proben histologisch 

erneut aufzuarbeiten. Zwar hätten hierfür auch die bereits gewonnenen Dünn-

schnitte verwendet werden können, jedoch wäre die Aussagekraft der Daten 

schwächer gewesen, da nicht dasselbe Gewebe miteinander verglichen worden 

wäre. Weiterhin war dieser Schritt notwendig, um histologisch das Gewebe vor 

und nach der De- und Rehydratisierung zu vergleichen und etwaige Gewebe-

schädigungen oder morphologische Veränderungen aufzudecken. 

Anschließend erfolgte die en-bloc-Mikroskopie aus der Apikalsicht zur Vervoll-

ständigung der qualitativen histologischen Analyse des Knorpels. Eine quantita-

tive 2D-Analyse sollte daraufhin das Vorhandensein der Degenerationszonen 

statistisch bestätigen. 

2.2.12.1 Rehydratisierung 

Für die nachfolgenden histologischen Verfahren war es notwendig, die bei der 

µCT verwendeten dehydratisierten Proben zu rehydratisieren. Hierfür wurde, 

nach demselben Prinzip wie bei der Dehydratisierung, zur Gewebeschonung 

eine stufenweise Rehydratisierung durch eine absteigende Alkoholreihe durch-

geführt. Es wurden dieselben Konzentrationen der Alkohol-DPBS-Medien wie bei 

der Dehydratisierung verwendet, lediglich in umgekehrter Reihenfolge. Auch die 

Verweildauer der Proben in den jeweiligen Medien sowie die Volumina der ein-

zelnen Medien pro Polypropylen-Röhrchen wurden nicht verändert. Es konnte 
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festgestellt werden, dass die rehydratisierten Proben wieder ihren ursprünglichen 

Krümmungszustand annahmen. 

Die rehydratisierten Proben wurden in DPBS eingelegt bei 4 °C gelagert. 

2.2.12.2 Dünnschnittgewinnung 

Für die Gewinnung der neuen Dünnschnitte wurde nach bereits erläutertem Prin-

zip vorgegangen und mithilfe eines Kryostats Dünnschnitte aus der Seitansicht 

von 70 µm Dicke angefertigt. Zur Sicherstellung einer für die nachfolgende en-

bloc-Mikroskopie in der Apikalsicht ausreichenden Restbreite der Probenblöcke 

konnte nur eine Anzahl von drei bis fünf Dünnschnitten angefertigt werden. 

Die Dünnschnitte wurden in DPBS eingelegt bei 4 °C gelagert. 

2.2.12.3 Morphologische Adjustierung 

Für die en-bloc-Mikroskopie der apikalen Probenschicht mussten die rehydrati-

sierten Proben erneut morphologisch korrigiert werden, da sich bei einer vorläu-

figen mikroskopischen Aufnahme herausstellte, dass sich lediglich die Proben-

bereiche darstellen ließen, die eine Tiefe von 1 mm oder geringer aufwiesen. Die 

apikale Schicht von Probenbereichen mit einer größeren Tiefe ließ sich mikro-

skopisch nicht darstellen. 

Für die Adjustierung wurde der Knorpel auf der Seite liegend mit einer anatomi-

schen Pinzette auf einem kontrastreichen Untergrund fixiert und mithilfe einer 

Skalpellklinge präpariert. Es musste, vom subchondralen Knochen ausgehend, 

die Probe bis auf eine verbleibend Resttiefe von 1 mm oder weniger ausgedünnt 

werden, ohne dabei die oberste Probenschicht zu kompromittieren. 

Die adjustierten Proben wurden in DPBS eingebettet bei 4 °C gelagert. 

2.2.12.4 Fªrbung mit 4ó6-Diamidin-2-phenylindol 

Für die abschließende Mikroskopie wurde zur Hervorhebung der Zellen erneut 

eine Färbung mittels DAPI durchgeführt. Da dieser Farbstoff eine andere Bin-

dungsstelle adressiert als das zuvor auf selbige Proben angewandte 
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Propidiumiodid, waren keine Signalverluste durch kompetitive Inhibition zu erwar-

ten. Die Emissionsmaxima lagen ebenfalls in unterschiedlichen Bereichen. Bei 

insgesamt gleicher Zielstruktur wäre jedoch selbst im Falle einer Überlappung 

diese im Sinne der Fragestellung nicht nachteilig gewesen. 

Alle gefärbten Dünnschnitte und Proben wurden unter Schutz vor UV-Strahlung 

in DPBS eingebettet bei 4 °C gelagert. 

2.2.12.4.1 Färbung der Dünnschnitte 

Von den neu gewonnenen Dünnschnitten der rehydratisierten Proben wurden je-

weils zwei Dünnschnitte mit DAPI angefärbt. 

2.2.12.4.2 En-bloc-Färbung der rehydratisierten Proben 

Für die en-bloc-Mikroskopie war es ebenfalls notwendig, die Zellen im rehydrati-

sierten Gewebeverband fluoreszierend zu markieren, um sie bei den Aufnahmen 

lokalisieren und differenzieren zu können. Aufgrund der größeren Penetrations-

strecke und des erhöhten Gewebematerials wurden die Menge der Farbstofflö-

sung sowie die Färbedauer angepasst. 

2.2.12.5 Anfertigung der Aufnahmen 

Die angefärbten Dünnschnitte sowie die angefärbten Probenblöcke konnten ab-

schließend mikroskopisch digitalisiert werden. Hierbei wurde erneut die bereits 

beschriebene Mosaiktechnik zur Erstellung großer Übersichtsaufnahmen ange-

wandt, wobei jeder Fokuspunkt des Gitternetzes manuell gesetzt und durch Ein-

stellen des korrekten Objektivabstandes scharf gestellt wurde. 

2.2.12.5.1 Mosaikanfertigung von Reservedünnschnitten 

Die bereits erstellten Übersichtsaufnahmen der Dünnschnitte vor dem Dehydra-

tisierungsprozess zum Zweck der mikroskopischen Evaluation reichten durch 

das Setzen vereinzelter Fokuspunkte im Gitternetz zur reinen Musteridentifizie-

rung aus. Für komplexe, qualitative sowie quantitative Auswertungen und histo-

logische Vergleiche war es allerdings notwendig, deutlich präzisere Übersichts-

aufnahmen zu erstellen, bei denen jeder einzelne Punkt im mikroskopischen Ras-

ter vor der Aufnahme manuell und individuell scharf gestellt wurde. Nur dadurch 
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konnten die komplexen Tiefenunterschiede der Zellen in den Dünnschnitten iden-

tifiziert und ausgeglichen werden. Aus diesem Grund war eine erneute Mosaikan-

fertigung der alten Dünnschnitte erforderlich. 

2.2.12.5.2 Mosaikanfertigung neuer Dünnschnitte 

In selbiger Weise wurden auch die neu angefertigten Dünnschnitte der rehydra-

tisierten Proben durch Anfertigung einer präzisen Mosaikübersichtsaufnahme 

mikroskopisch digitalisiert. 

2.2.12.5.3 Mosaikanfertigung der apikalen Probenschicht 

Für die Anfertigung der Mosaikübersichtsaufnahmen der apikalen Probenschicht 

war die korrekte Fokussierung des Objektivs innerhalb der einzelnen Gitter-

punkte von besonderer Bedeutung, da durch die Probentiefe von bis zu 1 mm 

deutlich stärkere Abweichungen der Fokussierungsebene zwischen den einzel-

nen Gitterpunkten auftraten. 

Die Probenkrümmung löste sich bereits bei der ausdünnenden Präparation, wes-

halb keine weiteren Hilfsmittel zur geraden und ebenen Fixierung der Proben auf 

dem Objektträger notwendig waren. 

Abbildung 18 zeigt eine solche Apikalaufnahme. 

 
Abbildung 18: Fluoreszierende Apikalaufnahme (DAPI, Nuclei = weiß) einer Probe[63]. 
Zu erkennen sind deutlich die in der Probenmitte lokalisierten Clusterformationen als 
Korrelat der tiefreichenden Knorpelläsion. 

2.2.12.6 Aufbereitung der Aufnahmen 

Die weitere Analyse und Bearbeitung der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte 

software-gestützt. Zu vergleichenden qualitativen sowie zur quantitativen, statis-

tischen zweidimensionalen Analyse war der Erhalt der Größenreferenzierung 
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obligat, weshalb diese direkt in AxioVision durchgeführt wurden. Die weiterfüh-

rende Bearbeitung zur Segmentation der Knorpelzonen und einzelner SCSO so-

wie zur Aufbereitung der Aufnahmen erfolgten mithilfe der Software Illustrator und 

Photoshop. 

2.2.12.6.1 Konvertierung der Aufnahmen 

Die großen Rohdateien im AxioVision-spezifischen Dateiformat ĂZeiss Vision 

Imageñ (ZVI) mussten beim Export in ein nicht-softwarespezifisches Bildbearbei-

tungsformat konvertiert werden. Hierfür wurde das Dateiformat ĂTIFñ verwendet, 

welches eine verlustarme Konvertierung komplexer Bildformate ermöglicht. Sel-

biges Format wurde auch zur Generierung der Einzelschnittbilder während der 

Rekonstruktion der 3D-Datensätze am DESY verwendet. 

Eine unbearbeitete Seitansicht-Aufnahme im ĂTIFñ-Dateiformat umfasste mit den 

verwendeten Parametern und höchster Auflösung nach Export aus AxioVision 

eine digitale Speichergröße von ungefähr 0,30 bis 0,40 GB, eine Top-Down-An-

sicht-Aufnahme etwa 0,10 GB. 

Die nach Segmentation und Aufbereitung modifizierten Aufnahmen wurden an-

schließend durch verlustfreie Kompression hochauflösend in das Dateiformat 

ĂJPEGñ (nach dem Gremium ĂJoint Photographic Experts Groupñ) exportiert und 

konnten somit nachfolgend zu Veröffentlichungszwecken in Office Word 2016 

und Acrobat DC importiert werden. 

2.2.12.7 Zweidimensionale qualitative Analyse 

2.2.12.7.1 Vergleich Reserve- und neuer Dünnschnitte 

Nach Vorlage der hochauflösenden Mosaikaufnahmen der Dünnschnitte vor und 

nach Dehydratisierung konnten diese in AxioVision visuell miteinander verglichen 

und somit Aussagen über den Zustand des Gewebes vor und nach De- und Re-

hydratisierung getroffen werden. 

2.2.12.7.2 Vergleich neuer Dünnschnitte mit aktueller Studienlage 

Mit dem Ziel, einerseits die vorbeschriebenen Musterareale in den eigenen 2D-

Aufnahmen reidentifizieren sowie andererseits diese in einer zweiten Ebene 
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bestätigen zu können, erfolgte die Evaluation der hochauflösenden Mosaikauf-

nahmen sowohl der Top-Down- als auch der Seitansicht. 

Der visuelle Vergleich in Top-Down-Ansicht erfolgte direkt in AxioVision. Für die 

Bestätigung der SCSO in einer zweiten Ebene erfolgte nach visueller Reidentifi-

zierung eine Segmentation der Seitansicht-Aufnahmen zur grafischen Hervorhe-

bung der entsprechenden Areale. Hierzu wurden die ĂTIFñ-Dateien in Illustrator 

importiert, die entsprechenden Zonen manuell mithilfe der ĂPfadñ-Funktion von-

einander abgegrenzt und nachfolgend eingefärbt. Die farbliche Codierung ent-

sprach hierbei derjenigen der später folgenden 3D-Segmentationen gemäß Ta-

belle 9. Einzelne Zellformationen konnten ¿ber das ĂZoomñ-Funktion vergrößert 

dargestellt werden. 

Tabelle 9: Farbcodierung einzelner SCSO-Zonen 

 RGB HSV 

Superfizialzone (blau) 000 | 255 | 255 180 | 255 | 255 

Single-Strings-Zone (ĂSSñ, grün) 000 | 255 | 127 149 | 255 | 255 

Double-Strings-Zone (ĂDSñ, gelb) 255 | 255 | 127 060 | 128 | 255 

Small-Clusters-Zone (ĂSCñ, or-
ange) 

255 | 170 | 000 040 | 255 | 255 

Large-Clusters-Zone (ĂLCñ, rot) 255 | 000 | 000 000 | 255 | 255 

Diffuse-Distribution-Zone (ĂDDñ, 
violett) 

170 | 085 | 255 270 | 170 | 255 

 

Eine nachfolgende Aufbereitung der Aufnahmen zu Veröffentlichungszwecken 

wurde in Photoshop durchgeführt. Hierbei wurde neben Artefaktreduktion zur Er-

stellung übersichtlicher Abbildungen die Begradigung der bereits beschriebenen 

Probenkrümmung in den Seitansicht-Aufnahmen vorgenommen. Dies konnte 

durch semitotales Teilen und Rotieren einzelner Bildabschnitte unter Erhalt der 

apikalen Probenkontinuität erreicht werden. 

2.2.12.8 Zweidimensionale quantitative Analyse 

Um die vorangegangenen, rein visuell detektierten und manuell segmentierten 

SCSO in deren Degenerationszonen statistisch zu untermauern, war eine 
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ergänzende quantitative Analyse notwendig. Zu Bestimmung der Zelldichte pro 

SCSO wurden in AxioVision für jedes SCSO je drei größenreferenzierte Recht-

ecke pro Areal mit entsprechend vorherrschendem SCSO auf die mikroskopi-

schen Seitansicht-Aufnahmen projiziert und anschließend ausgezählt (Abbildung 

22). Die Angabe der Arealgröße erfolgte in µm² mit einer Genauigkeit von zwei 

Nachkommastellen. Speicherung der Daten und Berechnung der Zelldichten er-

folgte mittels Office Excel 2016. 

Untersuchung auf Normalverteilung der Zelldichten erfolgte über Histogramme. 

Vergleichende Berechnungen der Zelldichten erfolgten über den Kruskal-Wallis-

Test. Die post-hoc-Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test. Alle verzeich-

neten p-Werte waren zweiseitig. Das Signifikanzlevel von Ŭ = 0.05 wurde zur 

Vermeidung der alpha-Fehler-Kumulierung entsprechend der Falscherken-

nungsrate (ĂFalse Discovery Rateñ, FDR) durch Verwendung der Benjamini-

Hochberg-Prozedur angepasst. Die grafische Darstellung erfolgte über Boxplots. 

Die vollständige statistische Analyse erfolgte mittels SPSS Statistics 23.[1] 

2.2.13 Dreidimensionale qualitative Analyse 

2.2.13.1 Segmentation der Datensätze 

Die Segmentationen der µCT-Datensªtze erfolgte erneut in Amira im ĂSegmen-

tation-Editorñ, in welchem bereits die Entfernung des Trinkhalmes erfolgte. Zur 

Wahrung größtmöglicher Objektivität erfolgten diese überwiegend automatisiert. 

Zur Segmentation eines Objekts erfolgte in einem ersten Schritt dessen Identifi-

zierung. Hierzu wurde die Vier-Perspektiven-Ansicht im Segmentationseditor ge-

nutzt. Nach Identifikation eines geeigneten Musters oder Musterareals erfolgte 

der Wechsel auf die Ein-Fenster-Ansicht in x/y-Ebene. Mithilfe der ĂZoomñ-Funk-

tion konnten kleine Objekte besser dargestellt werden. Mittels Durchscrollen der 

Einzelbilder konnte das gesamte dreidimensionale Ausmaß festgestellt und 

durch Notieren der Schnittbildnummern festgehalten werden. Anschließend er-

folgte das Festlegen einer Ăarea of interestñ, ergo wurde innerhalb der das Objekt 

begrenzenden Schnittbilder mittels der ĂPinselñ-Funktion in rechteckiger Druck-

form ausreichender Größe ein Segmentationsbereich begrenzt. Diese zwei 
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selektierten Grenzquadrate wurden über die integrierte Funktion zur Interpolation 

zu einem quaderförmigen Block vereint und in ein temporäres Label gespeichert. 

Dank der Möglichkeit, die Segmentationsfunktionen auf ausgewählte Labels zu 

begrenzen, konnte somit die nachfolgende Segmentation auf einen deutlich klei-

neren Raum beschränkt und eine deutliche Performancesteigerung der Software 

erreicht werden. Wenn der segmentierte Block zusätzliche oder angeschnittene 

Objekte beinhaltete, die bei der nachfolgenden Segmentation nicht eingerechnet 

werden sollten, konnte anstatt der rechteckigen auch eine freihändige, individu-

elle Einzeichnung der Blockgrenzen mit anschließender Interpolation erfolgen. In 

beiden Fällen war es wichtig, den selektierten Block vor Labelexport erneut zu 

durchscrollen und sicherzustellen, dass das Zielobjekt vollständig inkludiert war. 

Nachfolgend wurden die Zellen und die sie unmittelbar lakunenförmig umge-

bende EZM innerhalb des Objekts segmentiert. Zur automatisierten Segmenta-

tion wurde die Selektion über Schwellenwerte mithilfe der ĂThresholdñ-Funktion 

realisiert. Der reduzierte Datensatz wurde aus 8bit-Tiff-Einzelbildern rekonstru-

iert, was einem Graustufenbereich von 256 Werten (Range: 0ï255, 0 = schwarz, 

255 = weiß) entspricht. In den Datensätzen konnte eine klare Linksverschiebung 

der vorhandenen Graustufen in Richtung schwarz festgestellt werden. Da sich 

die Zellen bzw. deren Nuclei in der µCT hell, jedoch nicht rein weiß darstellen, 

musste das Intervall für den Schwellenwert relativ groß gewählt werden, um nach 

subjektiv-visueller Einschätzung die Mehrheit der Zellen und möglichst wenig Ma-

terial der PZM und EZM zu selektieren. Als hierfür geeigneten Grenzwert wurde 

#39 gewählt, ergo waren alle Graustufen von 39 bis 255 selektiert und in separate 

Zell-Labels gespeichert worden. Die Graustufen 0ï38 wurden in Matrix-Labels 

gespeichert. Das Problem, das sich hierbei ergab war der störende Einfluss der 

Regionen, die sich innerhalb der primär festgelegten Ăarea of interestñ aber au-

ßerhalb des Zielobjekts befanden. In der µCT präsentierten sich diese EZM-Re-

gionen dichteintensiver als der peri- und extrazelluläre, lakunenartige Raum in-

nerhalb der SCSO, weshalb es zur ungewollten Selektion bei Segmentation der 

Zellen kam. Eine Methode, die hierfür entwickelt wurde bestand darin, zuerst die 

dunklen Lakunen innerhalb der SCSO zu selektieren. Bevor nun der Export in die 

entsprechenden Matrix-Labels erfolgte, wurden die kleinen Aussparungen 
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innerhalb der Selektion, welche die Zellen darstellten, über eine softwareinte-

grierte Funktion Ăfill holesñ in die Selektion inkludiert und in ein neues Label ex-

portiert. Konnten größere Löcher nicht als solche erkannt und gefüllt werden, so 

konnte ¿ber die integrierte ĂGrowñ-Funktionen die selektierte Matrix entweder 

zweidimensional oder als Volumen aufgebläht werden, wodurch sich die Löcher 

verkleinerten. Zu beachten galt es hier, dass die Selektion anschließend über die 

ĂShrinkñ-Funktion zur größtmöglichen Wahrung der Objektivität sowie der Grö-

ßenrelationen wieder verkleinert werden musste. Über die Fokussierung der Seg-

mentation auf das erstellte Label konnte anschließend die eigentliche Isolation 

der Zellen und deren Export in ein separates Label erfolgen. 

Zur Differenzierung der Labels innerhalb einer Probe bei lediglich binärer Daten-

struktur war eine farbliche Markierung notwendig. Hierzu wurden Matrixlakunen 

und Zellen einheitlich gemäß nachfolgender Codetabelle gefärbt (Tabelle 10): 

Tabelle 10: Farbcodierung einzelner Labels 

 RGB HSV 

Matrixlakunen/Zellhöfe (cyan) 102 | 255 | 255 180 | 153 | 255 

Nuclei (violett) 176 | 000 | 191 295 | 255 | 191 

 

Die en bloc Segmentationen erfolgten analog der automatisierten Musterseg-

mentation. Hierdurch konnte größtmögliche Objektivität beim Nachweis der 

räumlichen Zusammengehörigkeit einzelner SCSO erreicht werden. Für die en 

bloc Segmentation der einzelnen Musterareale wurde ebenfalls analog der Mus-

tersegmentation im Vorfeld jeweils eine Ăarea of interestñ definiert. Da diese je-

doch räumlich deutlich komplexer durch den Datensatz verliefen, war es für die 

Interpolation notwendig, Zwischenpunkte zu setzen. Um möglichst fließende und 

realitätsgetreue Zonen zu isolieren war die Freihand-Markierung notwendig. Da 

es nicht auszuschließen war, dass durch die Interpolation Überschneidungen mit 

bereits segmentierten Zonen auftreten, mussten die bereits erstellten Labels als 

schreibgesch¿tzt definiert werden. Dies konnte ¿ber die ĂLockñ-Funktion erreicht 

werden. 
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Die erstellten Labels konnten mithilfe der ĂArithmeticñ-Funktion im Hauptfenster 

der Software aus dem Datensatz exportiert werden. Um die segmentierten Daten 

als separate Dateien exportieren und abspeichern zu können war es notwendig, 

diese jeweils vom Hauptdatensatz zu trennen. Hierf¿r wurde der ĂCrop-Editorñ 

verwendet, wofür eine temporäre Visualisierung der Labels notwendig war. Dies 

konnte durch Generierung einer Oberflªche mittels der ĂGenerate Surfaceñ-Funk-

tion sowie Visualisierung dieser mittels der ĂSurface Viewñ-Funktion auf den Da-

tensatz erzielt werden. Die farbliche Markierung der Labels innerhalb des Seg-

mentation-Editors konnte beim Export nicht übernommen werden, sodass sich 

die Labels gemäß derer binären Datenstruktur schwarz-weiß präsentierten. Zur 

Aufbereitung der Muster zu Präsentationszwecken konnten die Labels über eine 

ĂSmoothñ-Funktion geglättet werden. Bei der Einstellung der Effektivität und der 

Anzahl an Wiederholungen des Glätte-Algorithmus galt es zu beachten, dass ge-

rade die kleinen Teilobjekte eines Zell-Labels möglicherweise signifikant durch 

diese Datenmanipulation verändert würden. Über hochauflösende Screenshots 

konnten somit die ersten endgültigen 2D-Aufnahmen der Muster erstellt und ex-

portiert werden. Hierfür war die temporäre farbliche Codierung der exportierten 

Labels notwendig, welche ¿ber die ĂSurface Viewñ-Funktion eingestellt werden 

konnte. Die Erstellung der endgültigen Abbildungen erfolgte mittels der Software 

Illustrator. 

2.2.13.2 Konvertierung und Export der Datensätze 

Zur dreidimensionalen Darstellung der Labels war eine Konvertierung in Dateien 

vom Typ Ă3D Object Formatñ (OBJ) erforderlich. Somit konnten die Daten in ei-

nem weiteren Bearbeitungsschritt mit der Software ĂMeVisLabñ f¿r die digitale 

Veröffentlichung vorbereitet werden. 

2.2.13.3 Erstellung digitaler Veröffentlichungen 

Der Import der 3D-Muster in Adobeôs ĂPortable Document Formatñ (PDF) erfolgte 

mithilfe des MeVisLab-Plugins ĂScientific3DFigurePDFAppñ[64], wodurch die Er-

stellung von Dateien des hierfür benötigten Typs ĂUniversal 3D Formatñ (U3D) 

ermöglicht wurde. Bei der Generierung dieser U3D-Modelle konnten die 
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korrespondierenden Matrix- und Zell-Labels zu einem jeweiligen SCSO, bei-

spielsweise pLC zusammengeführt und entsprechend der Farbcodes in Tabelle 

10 definitiv eingefärbt werden, sodass in einem interaktiven 3D-Rendering-Fens-

ter im Adobe-Viewer das vollständige Muster farblich dargestellt und durchlaufen 

werden konnte. Die entsprechenden Labels konnten separiert oder zusammen-

gefügt betrachtet werden konnten. Die Generierung dieser U3D-Modelle und de-

ren Einbettung in eine präsentationsfähige PDF-Datei konnte simultan mithilfe 

dieses Plugins erfolgen.[1] 

2.2.14 Dreidimensionale quantitative Analyse 

Ein Versuch der quantitativen Analyse eines pLC erfolgte anhand eines segmen-

tierten Labels. Mittels des Plugins Ă3D Objects Counterñ[65] konnte die Zellzählung 

in Fiji durchgeführt werden. Hierbei wurde ein Watershed-Algorithmus auf die 

entsprechenden Daten, sprich ein segmentiertes Zell-Label, angewandt, welcher 

durch Berechnung der euklidischen Distanz zweier Objekte diese als eigenstän-

dig deklarierte und eine Trennlinie dazwischen zog. Die Summe dieser Objekte 

konnte hieraufhin ausgegeben werden. 

Aufgrund der nach Abgleich mit der histologischen Zellzählung nicht konklusiven 

Resultate erfolgte keine Zählung der verbleibenden SCSO. 

2.2.15 Verfassen der Dissertationsschrift 

Die Ausarbeitung der Dissertationsschrift erfolgte mittels Office Word 2016 und 

Office Excel 2016. Schematische Darstellungen und Bildfolgen wurden mithilfe 

der Software Inkscape entwickelt. Fotografien, die nicht über Screenshots oder 

Bildexport innerhalb der entsprechenden Software generiert wurden, wurden mit 

einer 8 Megapixel Sony CMOS-Sensor 1/3.2" IMX175 Rear-Kamera eines Smart-

phones vom Typ Galaxy S3 der Firma Samsung aufgenommen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Studienpopulation 

Die absolute Fallzahl beträgt 24. Das Alter der Studienteilnehmer zum Zeitpunkt 

der Teilnahme lag zwischen 43 und 85 Jahren (Mittelwert 65,42 Jahre). Von den 

insgesamt 24 Patienten, deren Femurkondylenresektate in dieser Studie verwen-

det wurden, wurden nach mikro- und makroskopischer Evaluation drei Proben für 

die zwei- und dreidimensionale Analyse selektiert. Die drei korrespondierenden 

Studienteilnehmer waren zum Zeitpunkt der Teilnahme 62, 67 und 62 Jahre alt. 

Diese drei Proben unterliefen ausnahmslos den im Methodenteil beschriebenen 

Bearbeitungsschritten inklusive Kontrastmittelfärbung mittels Propidiumiodid und 

Alkoholdehydratation. 

3.2 Zweidimensionale qualitative Analyse 

Bei diesen drei Proben konnte bereits bei der vorläufigen histologisch-qualitati-

ven Beurteilung das zumindest partielle Vorhandensein aller Knorpelzonen, 

sprich der Superfizialzone, der Übergangszone sowie der tiefen Radiärzone und 

der Tidemark mit dem darunterliegenden subchondralen Knochen aus der 

Seitansicht festgestellt werden. Nach erfolgter DAPI-Färbung der rehydratisierten 

Dünnschnitte mit anschließender Anfertigung von hochauflösenden Mosaikauf-

nahmen konnten die Zellen vom umgebenden Gewebe gut differenziert werden. 

3.2.1 Vergleich der Dünnschnitte vor und nach De-/Rehydratisierung 

Beim visuellen mikro- und makroskopischen Vergleich der neuen Dünnschnitte 

mit denjenigen, die vor der Dehydratisierung angefertigt wurden, konnten neben 

geringen morphologischen Unterschieden keine histologischen Differenzen fest-

gestellt werden. 

3.2.2 Auswertung in Top-Down- und Seitansicht 

Die Identifizierung und Segmentation der SCSO gemäß Tabelle 9 ist in den nach-

folgenden Abbildungen veranschaulicht. 
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Abbildung 19: Fluoreszierende zweidimensionale Mehrperspektiven-Aufnahme (DAPI, 
Nuclei = weiß) der Probe #1 aus der Top-Down-Ansicht (A) sowie der Seitansicht 
(B+C)[63]. In der zweiten Seitansicht (C) wurden die Zonen mit dem jeweils prädominan-
ten SCSO segmentiert und farblich codiert hervorgehoben. Zur besseren Veranschauli-
chung wurden die Probenkrümmungen durch vertikale Gewebeeinschnitte begradigt 
(schwarze Dreiecke in B+C, nach apikal spitz zulaufend). In der Top-Down-Ansicht (A) 
scharfer Übergang einer homogenen Zellverteilung, häufig in Einzelstringformation und 
ohne fokale Konzentrationen von Fluoreszenzsignalen im linken Probendrittel zu einer 
Ansammlung rundlicher Zellgruppierungen mit verstärkter Fluoreszenz. Auffallend groß 
und hell leuchtend erscheinen die Gruppierungen im mittleren Probendrittel. In der 
Seitansicht (B) scharfer Übergang der Morphologie von reichlicher Probensubstanz mit 
homogenem apikalen Relief im linken Probendrittel zu einem ausgeprägten Substanz-
verlust mit deutlich aufgerautem apikalen Relief mit tiefgreifenden Fissuren. In der 
zweiten Seitansicht (C) scharfer Übergang der räumlichen Zellorientierung und -kon-
zentration. Im linken Drittel bildet die oberste Schicht ein Areal mit tangential zur Knor-
peloberfläche verlaufenden, überwiegend zu Einzelstrings formierten Zellen in hoher 
Konzentration (blau). Basal davon sind die Zellen überwiegend als arkadenförmige Ein-
zelstrings (grün) und teilweise Doppelstrings (gelb) formiert. In den rechten beiden Drit-
teln fehlen die Zellen im Bereich des Substanzdefekts vollständig. Zwischen den tiefen, 
zellfreien Fissuren sind räumliche, große Zellgruppierungen mit hoher Fluoreszenzsig-
nalkonzentration zu erkennen (rot), unmittelbar basal davon präsentieren sich Regio-
nen kleinerer Zellgruppierungen (orange). In der basalen Knorpelzone vor dem sub-
chondralen Knochen sind Einzel- und Doppelstrings zu finden. 
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Abbildung 20: Fluoreszierende zweidimensionale Mehrperspektiven-Aufnahme (DAPI, 
Nuclei = weiß) der Probe #2 aus der Top-Down-Ansicht (A) sowie der Seitansicht 
(B+C)[66]. In der zweiten Seitansicht (C) wurden die Zonen mit dem jeweils prädominan-
ten SCSO segmentiert und farblich codiert hervorgehoben. Zur besseren Veranschauli-
chung wurden die Probenkrümmungen durch vertikale Gewebeeinschnitte begradigt 
(schwarze Dreiecke in A+B+C, nach apikal spitz zulaufend). In der Top-Down-Ansicht 
(A) scharfer Übergang einer homogenen Zellverteilung, häufig in Einzelstringformation 
und ohne fokale Konzentrationen von Fluoreszenzsignalen im linken Probendrittel zu 
einer Ansammlung rundlicher Zellgruppierungen mit verstärkter Fluoreszenz. Auffällig 
ist eine fleckige Aufhellung singulär und fokal im linken Drittel der Probe. In der Seitan-
sicht (B) scharfer Übergang der Morphologie von reichlicher Probensubstanz mit ho-
mogenem apikalen Relief im linken Probendrittel zu einem ausgeprägten Substanzver-
lust mit deutlich aufgerautem apikalen Relief mit tiefgreifenden Fissuren. In der zweiten 
Seitansicht (C) scharfer Übergang der räumlichen Zellorientierung und -konzentration. 
Im linken Drittel bildet die oberste Schicht ein Areal mit tangential zur Knorpeloberflä-
che verlaufenden, überwiegend zu Einzelstrings formierten Zellen in hoher Konzentra-
tion (blau). Basal davon sind die Zellen überwiegend als arkadenförmige Einzelstrings 
(grün) und teilweise Doppelstrings (gelb) formiert. In den rechten beiden Dritteln fehlen 
die Zellen im Bereich des Substanzdefekts vollständig. Zwischen den tiefen, zellfreien 
Fissuren sind große räumliche Zellgruppierungen mit hoher Fluoreszenzsignalkonzent-
ration zu erkennen (rot), unmittelbar basal davon präsentieren sich Regionen kleinerer 
Zellgruppierungen (orange). In der basalen Knorpelzone vor dem subchondralen Kno-
chen sind Einzel- und vor allem Doppelstrings zu finden. 
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Abbildung 21: Fluoreszierende zweidimensionale Mehrperspektiven-Aufnahme (DAPI, 
Nuclei = weiß) der Probe #3 aus der Top-Down-Ansicht (A) sowie der Seitansicht 
(B+C)[67]. In der zweiten Seitansicht (C) wurden die Zonen mit dem jeweils prädominan-
ten SCSO segmentiert und farblich codiert hervorgehoben. Zur besseren Veranschauli-
chung wurden die Probenkrümmungen durch vertikale Gewebeeinschnitte begradigt 
(schwarze Dreiecke in B+C, nach apikal spitz zulaufend). In der Top-Down-Ansicht (A) 
beinahe flächendeckende homogene Zellverteilung, häufig in Einzelstringformation und 
ohne fokale Konzentrationen von Fluoreszenzsignalen. In einem kleinen Areal im von 
links gesehen dritten Viertel der Probe lassen sich diffuse, aber lokal konzentrierte Flu-
oreszenzsignale feststellen. Auffällig sind fleckige Aufhellungen multifokal im linken 
Drittel sowie als breiter Streifen im rechten Drittel der Probe. In der Seitansicht (B) bei-
nahe flächendeckend einheitliche Morphologie mit reichlicher Probensubstanz und ho-
mogenem Relief. Fokal im von links gesehen dritten Viertel der Probe ist ein kleiner 
Substanzdefekt mit einer Reliefunregelmäßigkeit zu erkennen. In der zweiten Seitan-
sicht (C) weitgehend einheitliche Zellorientierung und -konzentration, die oberste 
Schicht bildet ein Areal mit tangential zur Knorpeloberfläche verlaufenden, überwie-
gend zu Einzelstrings formierten Zellen in hoher Konzentration (blau). Basal davon sind 
die Zellen als arkadenförmige Einzelstrings (grün) Doppelstrings (gelb) formiert. Im von 
links gesehen dritten Viertel der Probe fehlt die blaue Zone ohne nennenswerten Sub-
stanzdefekt. Stattdessen sind große räumliche Zellgruppierungen mit hoher Fluores-
zenzsignalkonzentration weit apikal lokalisiert zu erkennen (rot). Konzentrisch darum 
orientiert und U-förmig links und rechts davon an die apikale Probenoberfläche rei-
chend sind räumliche Zellgruppierungen von geringerer Größe zu erkennen (orange). 
Dazwischenliegend und der roten Zone quasi plombenförmig apikal aufliegend ist eine 
Zone hoher Zellkonzentration ohne erkennbare strukturelle Formation zu erkennen (vi-
olett). Die basale Zone innerhalb dieses Probenviertels bilden vorwiegend Doppelst-
rings (gelb). 














