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Hintergrund und Fragestellung

Die Meniskusdegeneration (MD) geht
mit einem Funktionsverlust einher [7]
und fithrt zu einem héheren Vorkommen
von Rissen. Unsere gesamten heutigen
Kenntnisse tiber die MD leiten sich fast
ausschlieSlich von diagnostischen Abbil-
dungstechniken [25] und konventionellen
HE-, Alcianblau- oder vG-Farbungen her,
wohingegen lediglich wenige immun-
histochemische Marker fiir MD verfiig-
bar sind. In einer kiirzlich veroffentlich-
ten immunhistochemischen Studie wur-
de gezeigt, dass sich Komplementfaktoren
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Meniskusdegenerations-

score und

NITEGE-Expression

Immunhistochemischer NITEGE-Nachweis in
der schwergradigen Meniskusdegeneration

(C4d) und CDé68+-Makrophagen in der
Nihe der Stelle der Gewebedesintegrati-
on befinden, was auf eine zusitzliche Rol-
le der durch Komplement herbeigefiihr-
ten Reaktionen bei der MD schlieflen ldsst
[10].

Histomorphologisch wurden 3 ver-
schiedene Varianten der MD beschrie-
ben: Verkalkung, azelluldre Hyalindege-
neration und mukoide/myxoide Degene-
ration, welche am haufigsten nachweisbar
ist [6, 11]. Die MD wird als Folge endo-
gener oder exogener Traumata angesehen
[28] und tritt alters- und belastungsab-
hingig auf [16, 20, 27]. Weber [33] hinge-

gen stellte das Vorhandensein von isolier-
ten traumatischen Verletzungen in Frage
und postulierte, dass die herkémmlichen
Kriterien zur Unterscheidung zwischen
traumatischen und degenerativen Verin-
derungen hinfillig seien. Dieser schein-
bare konzeptionelle Widerspruch, lasst
sich durch die grundlegende Unterschei-
dung zwischen primérer [27] und sekun-
dérer Meniskusdegeneration 16sen.

V. Krenn und P. KnoB haben zu gleichen Teilen
zu dieser Arbeit beigetragen.

Grad 0: normale histologische Morphologie

Grundsubstanz verteilt sind.
Grade 1: geringe Degeneration

Grad 2: maBige Degeneration

Matrix
Grad 3: schwere Degeneration

Histopathologische Kriterien fiir die Einstufung der Meniskusdegeneration (Degenerationsscore)

Die Matrix eines intakten Faserknorpelmeniskus besteht aus Chondrozyten, die in einer homogenen eosinphilgefarbten, durch Kollagen verstérkten

Geringe Reduzierung der Zellularitat (kleine Bereiche mit reduzierter Zellularitét), Matrix mit variabler Farbungsintensitat, kleine Spalten in der Matrix

MaRBige Reduzierung der Zellularitét (groBe Bereiche mit reduzierter Zellularitét), variable Gro3e und Form der Chondrozyten, maRige Spalten in der

Starke Reduzierung der Zellularitat, retikuldre und basophile Matrixfarbung (mukoide Degeneration), grol3e Bereiche mit vollstandigem Verlust der
Chondrozyten, Matrix mit groen/pseudozystischen Spalten und Rissen
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Die primére MD ist definiert als die Sum-
me der morphologisch erkennbaren Ver-
anderungen von Zell- und Faserkompo-
nenten des Meniskus, die stirker als die
tiblichen altersbedingten Veranderungen
sind. Die sekundédre MD wird bei dege-
nerativen, entziindlichen, posttrauma-
tischen und metabolischen Gelenkkrank-
heiten und in der Nihe von Meniskus-
defekten festgestellt [4, 8, 27]. Die Unter-
scheidung zwischen primir und sekun-
dér degenerativen Veranderungen stellt
bei arthroskopisch gewonnenen Menis-
kusfragmenten [12] ein Problem fiir die
Diagnostik dar.

Die mikrostrukturellen Eigenschaften
der Menisken bestimmen ihre mecha-
nischen Eigenschaften. Die Menisken be-
stehen zu 70% aus Wasser und zu 30% aus
organischer Substanz, wovon wiederum
etwa 75% aus Kollagen bestehen [7]. Im
Gegensatz zu hyalinem Knorpel oder Ge-
lenkknorpel bestehen die Menisken nicht
aus Typ-II- sondern aus Typ-I-Kollagen-
fasern [32].

Das héufigste Proteoglykan ist Aggre-
can, das fiir die stoldampfenden Ei-
genschaften des Meniskusgewebes ver-
antwortlich ist. Die Konzentration von
Proteoglykanen ist im inneren meistbe-
lasteten Teil hoher als im dufleren Teil
des Meniskus [1, 15, 31]. Die Degradati-
on jeweils einer der Komponenten der
extrazellularen Matrix (ECM) fiihrt zur
Degeneration des Meniskus und letzt-
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endlich zum Funktionsverlust des Ge-
webes.

NITEGE ist eines der Gi-Fragmente,
das bei der Spaltung des Proteoglykans
Aggrecan durch Aggrecanaseaktivi-
tat entsteht. Diese Protease gehort zur
ADAMTS-Familie, welcher Disintegri-
ne und Metalloproteinasen mit Throm-
bospondinmotiven angehoren.

© NITEGE ist Hauptspaltprodukt
von Aggrecan

Es ist bekannt, dass Aggrecanase mit
der Hyalinknorpeldegeneration bei Os-
teoarthrose verbunden ist [19] und die
Aggrecanspaltung im Gelenkknorpel
durch Zytokinbehandlung mit IL-1 ein-
geleitet werden kann [18]. Mittels Wes-
tern-Blot wurde NITEGE als regelhafter
Bestandteil von Meniskusgewebe nach-
gewiesen [26]. Es liegt keine Untersu-
chung zur NITEGE-Verteilung in dege-
neriertem humanem Meniskusgewebe
VOr.

Ziel der Arbeit ist es eine Grundla-
ge fiir die standardisierte Beurteilung
der MD zu entwickeln, welche auf histo-
logischen und immunhistochemischen
Kriterien basiert und eine definierte Di-
agnostik ermoglicht. Daher wurde eine
immunhistochemische NITEGE-Analy-
se von humanen Menisken durchgefiihrt,
das NITEGE-Verteilungsmuster mit un-
terschiedlichen histomorphologisch defi-

Abb. 1 « Histopatholo-
gische Merkmale des De-
generationsscores (HE-Far-
bung, ca. Vergr. 200:1): nor-
males Meniskusgewebe (a),
Degenerationsgrad 1 (b)
mit leicht reduzierter Zel-
lularitdt und variabler Far-
bungsintensitét, Degenera-
tionsgrad 2 (c) mit maBiger
Reduzierung der Zellulari-
tat und variabler Gro3e der
Chondrozyten, Degenerati-
onsgrad 3 (d) mit hoher Re-
duzierung der Zellularitét
und mukoider pseudozysti-
scher Veranderung

nierten Graden der MD (Degenerations-
score) korreliert.

Material und Methode
Population der Studie

In dieser Studie wurde Meniskusgewe-
be, entnommen bei 60 Patienten (n=60,
23 weiblich und 37 mannlich, Alter 18-
79 Jahre, Altersmedian 51 Jahre), bei wel-
chen eine partielle oder vollstindige Me-
niskektomie erfolgt war, untersucht.

Histochemie

Nach Fixierung in Formalin (4%) wurde
das humane Meniskusgewebe in Paraffin
eingebettet. Die mikrotomierten Schnitte
mit einer Dicke von 1-3 pm wurden mit
Hématoxylin und Eosin (HE) gefirbt. Zu-
satzlich wurden van Gieson- (vG-), Alcian-
blau- und Fe-Farbungen vorgenommen.

Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung wur-
de unter Verwendung des Ventana Bench-
mark XT (Ventana Medical Solutions,
Tucson, USA) automatischen ,,slide stai-
ners® fiir die vollautomatische Verarbei-
tung von Proben ausgefiihrt. Die Schnit-
te wurden zundchst mit Xylol und einer
Ethanolreihe deparaffiniert. Dann wurde
eine Zellkonditionierung mittels Zellcon-
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Meniskusdegenerationsscore und NITEGE-Expression.
Immunhistochemischer NITEGE-Nachweis in der schwer-

gradigen Meniskusdegeneration

Zusammenfassung

Hintergrund. Die Meniskusdegeneration
(MD), definiert als eine morphologische Ver-
anderung der Faserknorpelstruktur, ist eine
wichtige diagnostische Fragestellung in der
Orthopadie und Gegenstand versicherungs-
relevanter Gutachten. Bislang liegen we-
der ein standardisiertes Graduierungssystem
noch ein immunhistochemischer Marker fiir
die MD vor.

Material und Methode. In einer retrospek-
tiven Untersuchung wurde Meniskusgewebe
von Patienten (n=60) immunbhistologisch auf
eine NITEGE-Expression (G1-Fragment des
Proteoglykans Aggrecan) analysiert. Die NI-
TEGE-Expression wurde mit definierten Gra-
den der Degeneration korreliert: geringe
(Grad 0/1), méBige (Grad 2) oder schwergra-
dige MD (Grad 3).

Ergebnisse. Das Auftreten extrazelluldrer
NITEGE-Ablagerungen zeigte bei MD vom
Grad 2 und 3 einen positiven Vorhersage-

wert und eine Spezifitat von 100%, wohinge-
gen in Grad 0/1 keine NITEGE-Ablagerungen
detektiert werden konnten. Die Sensitivitdt
beim Nachweis schwergradiger MD betrug
55%. Positiv korrelierten das Auftreten ex-
trazellularen NITEGE und der Degenerations-
grad, sowie das Patientenalter und der Dege-
nerationsgrad: Das Alter der Gruppe 0/1 un-
terschied sich hochsignifikant von dem der
Gruppe 3 (p<0,0001).

Schlussfolgerung. Das durch definierte Kri-
terien gekennzeichnete Graduierungssystem
der MD (Grad 1-3) eignet sich, um das Aus-
maf der MD darzustellen. Extrazelluldres NI-
TEGE kann in Verbindung mit den Degene-
rationsgraden 2 und 3 als ein immunbhisto-
chemischer Marker fiir die fortgeschrittene,
schwergradige MD angesehen werden.

Schliisselworter
NITEGE - Aggrecan - Meniskus - Meniskus-
degeneration - Marker

Meniscal degeneration score and NITEGE expression.
Immunohistochemical detection of NITEGE in advanced meniscal

degeneration

Abstract

Background. Meniscal degeneration (MD) is
a structural change of fibrous cartilage that

is common in orthopaedic diagnostics and
relevant for health insurance matters. So far,
there has been neither a standardised scoring
system nor an immunohistochemical mark-
er for MD.

Material and method. In this retrospective
trial, the meniscal tissue of 60 patients was
assessed immunohistochemically for NITEGE
(G1 fragment of the proteoglycan aggrecan)
expression. NITEGE expression was correlated
with defined grades of MD: little (grade 0/1),
medium (grade 2), or severe (grade 3).
Results. Detection of extracellular NITEGE
deposits in grade 2 or 3 MD had a positive
predictive value and specificity of 100%,
whereas no deposits were found in grade 0/1
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MD. Sensitivity in advanced MD was 55%.
Detection of extracellular NITEGE correlated
positively with the grade of degeneration, as
did patient age and the grade of degenera-
tion. The patient age of those with grade 0/1
MD was significantly lower than for grade 3
(p<0.0001).

Conclusion. The thoroughly defined degen-
eration score (grade 1 - grade 3 MD) is suit-
able to assess the severity of degeneration.
Extracellular NITEGE deposits can be regard-
ed as an immunohistochemical marker for
advanced (grades 2 and 3) MD.

Keywords
NITEGE - Aggrecan - Meniscus - Meniscal
degeneration - Marker

ditioner 1 {iber 8 min und eine milde CC1-
Zellkonditionierung tiber 30 min vorge-
nommen (Ventana Medical Solutions,
Tucson, USA).

Als primérer Antikérper wurde der
Antikorper Aggrecan Neo (Affinity Bio-
Reagents, Rockford, USA) - ein polyklo-
naler Kaninchenantikérper - 1:200 ver-
diinnt. Der primére Antikdrper diente
zur Detektion des durch Aggrecanase ge-
bildeten NITEGE, jedoch nicht des Aggre-
cans. Die Schnitte wurden 32 min lang
mit dem priméren Antikorper inkubiert.
DAB (3,3-Diaminobenzidin; DAKO,
Dénemark) diente als Chromogen fiir die
Reaktion mit Peroxidase. Die endogene
Peroxidase wurde mit H,O, blockiert.
AbschliefSend wurde eine nukleare Ge-
genfarbung mit Himatoxilin nach May-
er durchgefiihrt. Negativkontrollen wur-
den durch Auslassen des priméren Anti-
korpers hergestellt.

Bewertung der histologischen
Farbungen und Abstufung der
Degeneration (Degenerationsscore)

Die histochemisch gefarbten Paraffin-
schnitte (HE) wurden von zwei Patho-
logen bewertet, welche sich an den von
Krenn 2008 [17] vorgeschlagenen Krite-
rien fiir MD orientierten. Dieses Scoring-
system konzentriert sich auf die Zellulari-
tat und Matrixveranderungen von brady-
trophen Geweben und resultiert in Gra-
den geringer, mafliger und starker Dege-
neration (B Tab.1, 8@ Abb. 1). Der Be-
griff ,Degeneration” wird in diesem Zu-
sammenhang ausschlieflich deskriptiv
im Sinne von ,Verdnderung der Gewebe-
struktur® verwendet, ohne ein kausales
pathogenes Substrat fiir die Gewebever-
anderung anzugeben. Gemif} diesem
Score wurden die histopathologischen
Grade der MD definiert. Zusitzliche An-
zeichen von Reparatur, Regeneration und
Kalziumphosphatablagerungen (CPPA)
wurden dokumentiert. Entsprechend der
Ergebnisse des Scorings wurde die Stu-
dienpopulation in 3 Gruppen unterteilt,
die keine oder geringe (Grad o/1), méiflige
(Grad 2) oder hochgradige MD (Grad 3)
aufwiesen.
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NITEGE-Verteilung im
menschlichen Meniskusgewebe

Alle Meniskuszellen, die Endothelien von
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Bewertung der immunbhisto-
chemischen Farbungen

Die immunhistochemisch gefiarbten
Schnitte wurden auf extrazelluldre NITE-
GE-Ablagerungen, sowie auf Zellgrofie
und -dichte der NITEGE-positiven Zel-
len beurteilt. Zellgréfle und -dichte wur-
den jeweils in Rissndhe und im gerings-
ten degenerativ veranderten Areal des
Schnittes (rissfern) beurteilt.

Die Bewertung von Zellgrofle und
-dichte wurde semiquantitativ vorgenom-
men. Die Zellgréle wurde mit Hilfe eines
Scoringsystems bewertet, bei dem 1 nor-
male, 2 doppelte, 3 3-fache oder 4 4-fache
Zellgrofle bedeutet. Die Zelldichte wurde
mit Hilfe eines Scoringsystems bewertet,
bei dem 1 normalen, 2 geringen, 3 mitt-
leren oder 4 massiven Anstieg der Zell-
dichte bedeutet.

Statistik

Statistische Verfahren wurden mit Micro-
soft Excel und Statpoint LLC STATLETS
Version 2.01 durchgefiihrt.

Ergebnisse
Studienpopulation

Die Studienpopulation wurde in 3 Grup-
pen eingeteilt, die geringe (Grad o/1),
maflige (Grad 2) oder hochgradige MD
(Grad 3) aufwiesen. Sieben Patienten hat-
ten keine Anzeichen fiir Reparatur oder
Regeneration.
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. Abb. 2 < NITEGE-Po-

b sitivitdt in synovialen
- Deckzellen und Endo-
thelzellen, jedoch nicht
im Interstitium (NITE-
GE Immunhistoche-
- A5 3 © mie, Vergr. ca. 400:1)

Gruppe 0/1

Gruppe o/1 umfasste 16 Patienten (3 weib-
lich, 13 ménnlich) ohne oder mit gerin-
gen Verdnderungen des Meniskusgewe-
bes. Das mediane Alter betrug 36 Jahre
mit einem Altersbereich von 18-61 Jah-
ren. Kein Patient litt an CPPA. Neun Pa-
tienten hatten regenerative oder repara-
tive Veranderungen in jhrem Meniskus-
gewebe. Sechs Patienten hatten ein Trau-
ma erlitten. Eine klinische MD war nicht
bekannt.

Gruppe 2

Gruppe 2 umfasste 14 Patienten (4 weib-
lich, 10 ménnlich) mit mittleren degene-
rativen Veranderungen des Meniskusge-
webes. Das mediane Alter betrug 40 (20-
79) Jahre. Kein Patient litt an CPPA. Alle
Patienten hatten regenerative oder repara-
tive Veranderungen in jhrem Meniskus-
gewebe. Ein Patient hatte ein Trauma er-
litten. Eine klinische MD war bei 3 Patien-
ten bekannt.

Gruppe 3

Gruppe 3 umfasste 30 Patienten (16 weib-
lich, 14 mannlich) mit massiven degenera-
tiven Veranderungen des Meniskusgewe-
bes. Das mediane Alter betrug 56 (36-76)
Jahre. Ein Patient litt an CPPA; 27 Patien-
ten hatten regenerative oder reparative
Veranderungen in ihrem Meniskusgewe-
be. Zwei Patienten hatten ein Trauma er-
litten. Eine klinische MD war bei 6 Patien-
ten bekannt

Geféflen und die Synovialmembran wa-
ren NITEGE-positiv gefarbt (B Abb. 2).
Die Zellgréfie und -dichte der NITEGE-
positiven Meniskuszellen nahm in der
Nihe eines Risses zu und war in allen 3
Studiengruppen mit reparativen und re-
generativen Verdnderungen assoziiert.

Der Mittelwert der Zellgrofle und
-dichte in von einem Riss entfernten Me-
niskuszellen betrug in allen 3 Gruppen 1,0
- ein Anzeichen fiir normale Zellgrofle
und -dichte in Gewebe ohne oder mit nur
geringen degenerativen Verdnderungen.

In Gruppe o/1verdoppelten sich die die
durchschnittliche Zellgrole und -dich-
te in der Nahe eines Risses. Die durch-
schnittliche Zellgréfle und Zelldichte der
Gruppen 2 und 3 vergroflerte sich mit
Werten von 2,7 und 2,6 bzw. 2,8 und 2,9
noch stérker.

© NITEGE-positive Zellen
sind groBer und treten
in hoherer Dichte auf

Die Zellgrole und -dichte waren in allen
Gruppen fast gleich, wenn das von einem
Riss entfernte Meniskusgewebe bewer-
tet wurde. Der Unterschied der Zellgrofie
und -dichte beim Vergleich von Meniskus-
gewebe in der Nihe eines Risses und von
einem Riss entfernt war beziiglich der ge-
samten Studienpopulation (8 Abb. 3, 4)
jeweils signifikant (p<o,0001).

Extrazelluldre
NITEGE-Ablagerungen

Die Morphologie der extrazelluldren NI-
TEGE-Ablagerungen zeigte ein fein-
gekorntes konfluierendes Muster
(8 Abb.5). Gewebeveranderungen, die
NITEGE-Ablagerungen nachahmten und
aus diathermischen Artefakten und Cal-
ciumpyrophosphatkristallen resultierten,
wiesen ein diffuses nicht gekorntes Mus-
ter auf. Sie waren von den echten Ablage-
rungen leicht zu unterscheiden.

In Gruppe 1 wurden keine extrazel-
luliren NITEGE-Ablagerungen festge-
stellt. Gruppe 2 und 3 wiesen diese Ab-
lagerungen zu 50% und 57% bzw. zusam-
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Abb. 3 A Vergleich der Zelldichte in Rissnahe und entfernt vom Riss: hohere

Zelldichte des Gewebes in Rissnahe

men 55% (24/44; @ Abb. 6) auf. Proben
mit sehr starker myxoider Degeneration
und kombiniertem Verlust von nahezu al-
len Meniskuszellen zeigten keine extrazel-
luléren NITEGE-Ablagerungen. Die Sen-
sitivitéat fiir die Feststellung von mindes-
tens méfligen degenerativen Verdnde-
rungen betrug 55% zusammen mit einer
Spezifitat von 100%. Der negative Vorher-
sagewert lag bei 44%, der positive Vorher-
sagewert bei 100%.

Einfluss des Alters auf den
Degenerationsgrad und das
Auftreten extrazellularer
NITEGE-Depositionen

Es bestand eine positive Korrelation zwi-
schen dem Auftreten extrazelluldrer NI-
TEGE-Ablagerungen mit dem Degene-
rationsgrad (r=0,48) bzw. mit dem Al-
ter (r=0,46; @ Abb. 7). Des Weiteren war
eine positive Korrelation zwischen Al-
ter und Degenerationsgrad nachweisbar
(r=0,46). Das Alter der Gruppe o/1 un-
terschied sich nachweisbar von dem der
Gruppe 3 (p<0,0001). Das Alter der Grup-
pe o/1 unterschied sich nicht nachweisbar
von dem der Gruppe 2 (p=0,44). Das Al-
ter der Gruppe 2 unterschied sich nach-
weisbar von dem der Gruppe 3 (p=0,045)
(B Abb.8).

Diskussion
Obwohl das hdufige Vorkommen der MD

eine bekannte Tatsache ist und sie zum
Reiflen und sogar zum Verlust des Me-

ZellgréBe (semiquantitativ)

Grad 3

2.0 A

0.5 +

0.0 -

= Rissnah
- = Rissfern

Grad 0/1 Grad 2 Grad 3
Degenerationsgrad

Abb. 4 A Vergleich der ZellgroBe in Rissnahe und entfernt vom Riss: zuneh-

mende ZellgroBe in Rissndhe

Abb. 5 A Extrazelluldre NITEGE Ablagerungen in maBig (a) und hoch (b) degeneriertem Meniskusge-
webe: fein gekorntes extrazellular konfluierendes Muster (NITEGE Immunhistochemie, ca. Vergr. 400:1)
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Abb. 6 » Extrazellulare & &
° =
NITEGE-AbIagerupggn &7 10%
treten ausschlieBlich in
Meniskusgewebe mit 0% 0%

fortgeschrittenen de-
generativen Umbau-
prozessen auf

Grad 0/1 Grad 2 Grad 3 Grad 2+3
Degenerationsgrad
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Abb. 7 A Mit zunehmendem Alter der Patienten treten vermehrt extrazellu-

lare NITEGE-Ablagerungen auf

niskus fithren kann, sind die pathogene-
tischen Faktoren unzureichend geklart.
Bisher liegen nur histomorphologische
Beschreibungen von degenerativen Me-
niskusverdnderungen auf der Basis von
herkémmlichen Farbemethoden wie HE-
und vG-Farbungen vor. Die Pathophysio-
logie der Hyalindegeneration hingegen
wurde umfassend untersucht [2]. Dem-
nach kommt es bei der Osteoarthrose es
zu einer fortlaufenden Zerstérung der
Knorpelmatrix, die zu einem progressiven
Verlust der Gelenkfunktion fithrt. Abge-
sehen von der Degradation der moleku-
laren Matrixkomponenten kommt es auch
zur Destabilisierung der supramoleku-
laren Strukturen, wie des Kollagennetzes
und zu Veranderungen des Expressions-
profils der Matrixmolekiile. Die Chondro-
zyten reagieren durch Erhéhung der Ma-
trixsynthese, Proliferation und Verande-
rung ihres Zellphdnotyps [2].

Mit NITEGE stellen wir erstmals ein
immunhistochemisches Substrat fiir die
Degeneration von Faserknorpel dar, das
mit hohergradiger MD verkniipft ist.

© NITEGE-Ablagerungen
korrelieren mit hohergradiger
Meniskusdegeneration

NITEGE ist ein Fragment von Aggrecan,
das zur grolen Gruppe der Proteoglyk-
ane gehort, die im Gelenkknorpel und in
der ECM anzutreffen sind [15, 31]. Aggre-
can wird durch Aggrecanasen (wie z. B.
ADAMTS) und Matrixmetalloproteina-
sen (MMP) gespalten [18, 30]. Im Hyalin-
knorpel spielen ADAMTS-4 und -5 die
Hauptrolle bei der Aggrecandegradation
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Degenerationsgrad

Abb. 8 A Der Altersmedian bei Degenerationsgrad 0/1 liegt signifikant

tiefer als der Altersmedian bei Degenerationsgrad 3

[5] und es wurde nachgewiesen, dass die
doppelte Ausschaltung von ADAMTS-4
und ADAMTS-5 bei Médusen die Progres-
sion der Osteoarthrose verhindert [22].
Hardingham [14] hat nachgewiesen, dass
der Verlust von Aggrecan aus Hyalinknor-
pel ein wichtiger Schritt, sowohl bei der
durch Entziindung, als auch durch Trau-
ma ausgelosten Gelenkdegeneration ist.
Dariiber hinaus sind Aggrecanasen an
der Aggrecanolyse sowohl im anfing-
lichen, als auch fortgeschrittenen Stadi-
um der Bandscheibendegeneration betei-
ligt und es wurde nachgewiesen, dass die
ADAMTS-4-mRNA-Werte bei gerissenen
Sehnen im Vergleich zu normalen Sehnen
oder chronisch schmerzhafter Tendinopa-
thie hoher lagen [9, 24]. Die erzielten Er-
gebnisse in Bezug auf die Aggrecanspal-
tung in Hyalingelenkknorpel zeigen ei-
ne Hochregulierung der Aggrecanasen in
Hyalinknorpel nach Trauma und bei De-
generation [21, 29]. NITEGE selbst wurde
mit einer Reihe von degenerativen Krank-
heiten u. a. rheumatischen Erkrankungen
und Osteoarthrose in Verbindung ge-
bracht [19]. Folglich wird angenommen,
dass die Aggrecanaseaktivitat ein Ziel fiir
die Entwicklung von Inhibitoren der De-
gradation des Hyalinknorpels und einer
Therapie fiir Patienten, die an Osteoarth-
rose leiden, sein kann [3].
Pathophysiologisch scheint die Mog-
lichkeit zu bestehen, dass die Ergebnisse
beziiglich der Rolle von Aggrecanasen
und NITEGE bei der Degeneration von
Hyalinknorpel herangezogen werden
kénnen, um die molekulare Pathophysio-
logie bei der Degeneration des Meniskus-
gewebes zu verstehen. Eine positive Kor-

relation zwischen Alter und Vorkommen
von extrazelluliren NITEGE-Ablage-
rungen als auch zwischen Alter und Dege-
nerationsgrad konnte nachgewiesen wer-
den. Dieses Ergebnis steht nicht im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen von McAlin-
den et al. [23], die nachgewiesen haben,
dass die Synthese und der Umschlag von
Aggrecan im humanen Meniskus bei zu-
nehmendem Alter mit steigender Aggre-
can-mRNA-Expression beeinflusst wird.
Festzuhalten bleibt jedoch die Tatsache,
dass alle Patienten dieser Untersuchung
eine symptomatische Meniskuserkran-
kung aufwiesen, die mit steigendem his-
tomorphologischen Degenerationsgrad
vermehrt extrazellulire NITEGE-Depo-
sitionen zeigte. Zu welchem Grad die na-
tirlich auftretende MD im Alter das Auf-
treten extrazellulirer NITEGE-Ablage-
rungen beeinflusst hat, lasst sich am vor-
liegenden Material nicht weiter differen-
zieren.

In-vitro-Versuche zeigten extrazellu-
lare NITEGE-Ablagerungen bei Rinder-
menisken nach stressgleicher IL-1-Expo-
sition (Knoess et al., Veroffentlichung ein-
gereicht). Dies legt nahe, dass die Aggre-
canspaltung Teil der MD sein kann. Sandy
et al. [26] haben NITEGE-Signale durch
Western-Blots in gesundem Meniskusge-
webe von fetalen, neugeborenen und er-
wachsenen Rindern festgestellt und na-
hegelegt, dass die Aggrecanspaltung am
Ort des NITEGE Bestandteil des norma-
len Aggrecanmetabolismus im Meniskus
sein konnte.

In unserer Studie stellten wir extrazel-
lulére NITEGE-Ablagerungen bei 55% der
Proben mit degenerativen Lasionen der
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Grade 2 oder 3 fest. Die extrazelluldren
NITEGE-Ablagerungen waren bei der
Gruppe ohne oder mit nur geringen de-
generativen Verdnderungen nicht nach-
zuweisen. Diese Ergebnisse entsprechen
der Datenlage von Lark u. Bayne [19],
bei der NITEGE-Ablagerungen immun-
histochemisch haufiger in Bereichen mit
extensiver Schadigung des hyalinen Ge-
lenkknorpels festgestellt wurden. Wie in
unserer immunhistochemischen Analy-
se gab es Ablagerungen, welche die Zellen
umgaben, aber auch solche, die in der in-
terterritorialen Matrix weiter entfernt de-
tektiert wurden. Dariiber hinaus konn-
te gezeigt werden, dass NITEGE-positive
Zellen grofier waren und beim Vergleich
von Meniskusgewebe in der Nihe eines
Risses und von einem Riss entfernt eine
hohere Dichte aufwiesen (B8 Abb. 9). Die-
se Ergebnisse legen eine dhnliche Hochre-
gulierung von ADAMTS in Meniskusge-
webe wie im Hyalinknorpel nach einem
Trauma oder bei der Degeneration nahe.

Bei geringer Degeneration muss ei-
ne hohere Aggrecanaseaktivitit vorliegen
als bei normalem Meniskusgewebe. Doch
gibt es im Gegensatz zu Meniskusgewe-
be mit mafliger oder hochgradiger Dege-
neration ausreichend Meniskuszellen, die
in der Lage sind, die Aggrecanfragmente
durch Endozytose zu entfernen [13]. Die
Endozytose kann einer der Griinde fiir die
Zunahme der Zellgrofle sein. Die hohere
Zelldichte von NITEGE-positiven Menis-
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kuszellen beruht hauptséchlich auf den
laufenden regenerativen und reparativen
Veranderungen, die in nahezu allen Pro-
ben nachweisbar waren. In spiteren Sta-
dien (Grad 3) geht die MD mit der Dep-
letion der Meniskuszellen einher, die mit
extrazellularen NITEGE-Ablagerungen
assoziiert ist. Dies ist ein immunhisto-
chemischer Befund fiir eine méaflige und
hochgradige Meniskusdegeneration mit
einem positiven Vorhersagewert und ei-
ner Spezifitit von 100%.

Ungeklart ist die Frage, warum nicht in
allen Féllen mit méafiger oder hochgradi-
ger MD extrazellulire NITEGE-Ablage-
rungen nachweisbar waren. Ein negativer
Vorhersagewert von 44% und eine Emp-
findlichkeit von 55% scheinen einen be-
grenzten Wert von NITEGE bei der Fest-
stellung der MD zu zeigen. Dies konnte
jedoch ein Hinweis fiir das Stadium der
MD sein. Solange sich nur kleine NITE-
GE-positive Zellen feststellen lassen, ist
die Degeneration gering. Bei fortschrei-
tender Degeneration werden die Menis-
kuszellen grofier und an den Orten des
hochsten Aggrecanumsatzes, im Bereich
reparativer Verdnderungen kommt es zu
einer Erhéhung der Zelldichte und zu
extrazelluliren NITEGE-Ablagerungen.
Wenn schlieSlich die meisten Meniskus-
zellen aufgebraucht sind und eine star-
ke MD vorliegt, ist Aggrecan vollstindig
abgebaut und es ist keine intakte Matrix
mehr vorhanden, welche Aggrecanasen

Abb. 9 «Vergleich von

"~ Meniskusgewebe vom De-
| generationsgrad 1 (a, c)
~ | undvom Degenerations-

grad 3 (b, d): Bei degene-
riertem Faserknorpel sind
die NITEGE-positiven Me-
niskozyten vergréBert und
treten in groBerer Dichte

2 s auf, was eine Hochregulie-
rung von ADAMTS in dege-
neriertem Meniskusgewe-

s S be mit reparativen Veran-
W derungen anzeigt (a, b: HE-
. . - | Farbung, Vergr. ca. 200:1;
e ¢ d:NITEGE Immunhisto-
i ! chemie, Vergr. ca. 200:1)

enthalt. Dies konnte eine Erklarung sein,
wieso in einem Teil des hochgradig dege-
nerierten Meniskusgewebes (Grad 3) kei-
ne NITEGE-Ablagerungen nachweisbar
waren. Diese Interpretation kommt der
Beschreibung der Hyalinknorpeldegene-
ration von Aigner sehr nahe [2]. Eine an-
dere mogliche Deutung besteht in der An-
nahme, dass es einen vom Aggrecanabbau
unabhingigen Degenerationsprozess des
Meniskusgewebes gibt (MD ohne nach-
weisbare NITEGE-Expression).

Schlieflich stellt sich die Frage, ob NI-
TEGE-Ablagerungen zur Unterscheidung
von primiren und sekundéren degenera-
tiven Verdnderungen herangezogen wer-
den konnen. In dieser Studie wurde kein
Zusammenhang von extrazelluldren NI-
TEGE-Ablagerungen bei der Gruppe oh-
ne oder mit nur geringen degenerativen
Verdnderungen in Rissndhe festgestellt.
Wir interpretieren diese Ergebnisse als
Hinweis darauf, dass eine Hochregulie-
rung des Aggrecanabbaus mit der pri-
maren Degeneration und nicht mit sekun-
déren, lokal mechanischen degenerativen
Verinderungen in der Nahe eines Risses
in Verbindung gebracht werden kann.

Fazit fiir die Praxis

Mit dem immunhistochemischen Nach-
weis von NITEGE (G1-Fragment des Pro-
teoglykans Aggrecan) konnte erstmals
ein immunhistochemisches, funktio-



nelles Korrelat fiir die Meniskusdegene-
ration (MD) und fiir degenerative Um-
bauvorgange des Meniskusgewebes
nachgewiesen werden. Positiv korrelier-
ten das Auftreten extrazellularen NITEGE
und der Degenerationsgrad sowie das
Patientenalter und der Degenerations-
grad. Das Graduierungssystem der MD
(Grad 1-3) eignet sich um das Ausmaf
der MD darzustellen. Extrazellulares NI-
TEGE kann in Verbindung mit den De-
generationsgraden 2 und 3 des Dege-
nerationsscore als ein immunhistoche-
mischer Marker fiir die fortgeschrittene
MD angesehen werden.
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