132 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA

SBA 3913

RONTGENKLEINWINKELSTREUUNG AN KRANKEN
MENSCHLICHEN MENISKUSFASERN

R. BONART, W. GRIMM, R. HOSEMANY, J. HOHLING uxp
G. PFEFFERKORN

Fritz-Haber-Institut der Max-Planck-Gesellschaft, Berlin-Dahlem (Dewts hland)
und Institut fir Medizinische Physik, Miinster, Westfalen (Deutschland)

{Eingegangen am 9. Juli 1962)

SUMMARY

Smali-angle X-ray diffraction of discased human meniscus fibres
L]
Formalin-fixed fibres of sound and diseased meniscus have been analyzed by smali-

angle diffraction to get informations about structural changes in macromolecular
dimensions.

With degeneration of the meniscus fibres the smali-angie pattern changed m a
characteristic way. In the first stage of disease there were only changes in intensity of
the diffraction lines but with increasing degeneration of the fibres the discrete reflexions
of the 640-A period vanished more and more in a characteristic way and there
appeared a continuous small-angle scattering, which increased in proportion to the
degree of disease. The ccntinuous small-angle diffraction being elliptical at first was
getting more .nd more circular with the degeneration of the fibres. An analysis of the
continuous small-angle diffraction after the method of HoseMaNN axDp Motzkus
showed that the bands of fibres degenerated t~ rod-like substructures with an average
diameter of about 200 A and a length of 600800 A. In the first stages of degeneration
they were orientated as the sound fibres (which showed the elliptic form of the con-
tinuous scattering), but this orientation got more and more lost with increasing disease
(which was to be seen by the circular continuous scattering). The rod-like substructures
are likely to degenerate turther in more globula1 structures.

EINLEITUNG

Kranke Fasern von menschlichem Meniskus wurden mit Formaldehyd fixiert, mit
destilliertem Wasser ausgewaschen und dann mit Alkchol getrocknet. Die elektronen-
mikroskopischen Bilder zeigten einige charakteristische Verinderung mit zunehmen-
dem Krankheitsgrad®. Die normaler Debye-Scherrer-Aufnahmen zeigten ausser
Textureffekten keine wesentlichen Unterschiede®*.

* Diese Untersuchungen wurden von Herrn Dr. DasweN in Miinster durchgefiihrt und werden
ausfibrtizh an anderer Stelle publiziert.

** Dies steht in bester ('bereinstimmung mit Ergebnissen von Prof. Kantola in Helsinki, der die

Rontgenweitwinkelstreuung vosn Kollagen aus der Schwanzsehne kranker Ratten untersuchte!.
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zeigt Fig. 2. Dic 3. Ordnung der 640-A Periode behilt ihre hohe Intensitit, die 4.
Ordnune {5t nun oher merklich intensiver als in Stadium v, die 5. gegeniiber der
ioigenden Ordnung nicht so hervorgehoben. Im Gegensatz zum 1. Stadium tritt jetzt
eine intensive Kleinwinkelstreuung auf. Da ilire Integralintensitit wesentlich
grosser als diejenige der diskreten Reflexe ist, so lisst sie auf eine starke Zunahme
der Unordnung in kolloiden Dimensionen schliessen. Sie hat cine elliptische Gestalt.
In Fig. 3a sind die mittels Mikrophotometer gewonnenen Niveaulinien gleicher Streu-
intensitit dargestellt. Aus der Streutheorie folgt, dass in Stadium 2 stabférmige Seg-
mente vorliegen miissen, in die der Knorpelin diesem Krankheitssfadium zerfallen ist.
Die Auswertung des 62-I-6Diagramms (Fig. 3b) nach HosEMANN-MoT1zKUS? lings des
Aquatorsliefert einen mittleren Stabdurchmesser d, von etwa 200 A. (Vgl. das
Maximum Din Fig. 3b.) Lings des Meridians, also parallel zur mittleren Faserrichtung,
treten dahingegen in diesem Diagramm 3 Maxima auf. Maximum A weist darauf hin,
dass die stabférmigen Segmente eine mittlere Linge d, von 600-800 A haben miissen.
Die 2 anderen Maxima B, C lassen darauf schliessen, dass diese Stabchen entweder
e¢ine kolloide Innenstruktur aufweisen und aus 3 bis 4 mehr oder weniger kugeligen
Untercinheiten bestehen cder dass ¢s im Krankheitsstadium 2 neben einem gewissen
Prozentsatz der oben beschriebenen Stibchen ohne Innenstruktur auch einzelne
200—40¢ A lange Stibchen noch gibt.

Im Degenerationsstadium 3 sind die diskreten Kleinwinkelreflexe bis auf die 3.,
6. und 9. Ordnung verschwunden. Die kontinuierliche Kleinwinkelstreuung ist nun
kugelsymmetrisch. Entweder sind jetzt die Stibchen véllig unorientiert oder génzlich
in globuldre Untereinheiten zerfallen. Aus dem #2 [-6-Diagramm, das nun im Gegen-
satz zu Fig. 3b in allen Richtungen nur noch 1 Maximum hat, erhilt man einen
mittleren Teilchendurchmesser (gemittelt iiber alle Teilchen und alle Richtungen
innerhalb e..azelner Teilchen) von 200-300 A. Dies weist darauf hin, dass die stibchefi-
formigen Einheiten noch nicht véllig in ihre kolluiden Untereinheiten zerfallen sind.

In Stadium 4 heben sich gegeniiber der noch intensiven kontinuierlichen Klein-
winkelstreuung nur noch die 6. bis 9. Ordnung der 640-A Periode als véllig unorien-
tiertc DEBYE-Kreise aus dem Untergrund ab. Imi Stadium 5 verschwinden diese
DEBYE-Krcise und ein neuer, allerdings ziemlich schwacher, DEBYE-Kreis erscheint,
der einem 40-A Gitterabstand entspricht. Tm Stadium 1 bis 3 wiirde man diesen als
die 16. Ordnung der 640-A Periode erkliren. Da dieser Refiex aber in den Degene-
rationsstadien nicht auftrat, so muss sich in diesem letzten Stadium etwas Entschei-
dendes an der inneren Struktur der Stibchen gedndert haben.

Eine eingehendere réntgenographische Priifung in Verbindung mit medizinischen
'ntoran~kungen wird erforderlich sein, um die gewonnenen Ergebnisse in Verbindung
mit elelrronenmikroskopischen Aufnahmen noch weiter zu erhirten.

ZUs AMMENFASSUNG

Formolfixierte Fasern von gesundem und u~generiertem Meniskus wurden réntgeno-
graphisch im Kleinwinkelgebiet untersucht, um bei zunehmender Degeneration Aus-
sagen iiber strukturelle Verinderungen in inakromolekularen Bereichen zu erhalten.

Das Rontgenkleinwinkeidiagram verdndert sich mit zurichmender Degeneration
in bestimmter Weise. Wihrend bei schwachem Zersetzungsgrad nur Intensitéts-
verschiebungen auftreten, verschwinden die einz.'nen Reflexe der 640-A Periode mit
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zunehmendem Krankheitsgrad in charakteristischer "wWeise und es tritt zusitzlich
eine stirker werdende kontinuierliche® Kleinwinkelstreuung auf. Wihrend die
xontinuierliche Kieinwinkelstreuung anfinglich noch elliptisch ist, wird sie mit fort-
geschritterner Faserdegeneration mehr und mehr kreisférmig. Eine Analyvre dieser
kontinuierlichen Streuung weist darauf hin. dass die Kellagenfasorn bei forschreitendor
Degeneration in stibchenformige Substrukturen zerfallon, mit cincm g e 1 o -
messer von ~ 2o¢ A und eincr Linge von 600-8oc A. Sie haben zu Anfang noch die
Orientierung der gesunden Fasern, die aber bei fortgzeschrittenem Krankh itsgrad
verloren geht, und diese stibehenformige Substrukturen diirften weiterhin in mehr
ader weniger globulire Strukturgebilde zerfallen.
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Aus bekannten elektronenmikroskopischen  Ergebnissen, die deutlich einen
Zerfall der regelmissigen und geordneten Struktur der Kollagenfibrillenbundel
zeigten, lag ex deshalb nahe. bei Rontgeninterferenzversuchen zanichst pathologische
Symptome in kolloiden Dimensiocuci u suchen. Dazu bietet sich die \ontgenklem-
winkelinethode an. Ex wurde Ni-getilterte CuK-Strahlung in einer Kleinwinkelkammer
von Kiessigund Kratky benutzt. Die erstere hat feine Lochblenden und ein Aufldsungs-
vermégen bis herauf za 500 A, die letztere ein Schlitzblendensystem mit einer Auf-
16sung von 1500 A. Fiir den voiliege nden Fall war es vorteilhafter, die Kiessig-Kammer
trotz ihres geringen Auflosungsvermogens zu benutzen, weil in 1hr nicht die Analyse
sehr erschwerende Spaiiverschmierung stattfindet. Der bei Kollagen zu erwartende
innerste Reflex von 040 A konnte also in keinem Falle beobaciitet werden. Nur die
kontinuierhche Kieinwinkelstieuung wurde in der Kratky-Kammer untersucht und
nach der Theorie von HOSEMANN? analysiert.

TABELLE |

KLEINWINKELSTREUUNG VON DEGENERIERTEM MENISKUS

Diskontinuecritch
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\hkunum..ﬂn ss, sehr stark; s, stark; m, mittel; w, schwach: ww, sehr schwach; n, nichts;
>, nicht gemessen; h, sesunde Fasern; hi, etwas kranke Fasern: i, kranke Fasern; ii, sehr kranke
Fasern: e, elliptische Gestalt; v, Kugel:ymmetrie: g gut- h cchlecht.

M ‘diwe goswnden  Pig: 2. Kilndkinkilstrevung von Meniskas im

{Stadium 1) Degenerationsstadiom 2. Die koatinuierliche

u'chantmdnaetm-- Kleinwinkelstrenung har sugenommen und
produktaoa vielzu stark. bemtzt elliptische Gestalt.
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Die 14 von Dr. DauMEN cur Verfigung gestetiten {voben konnten ganz roliin 5
verschiedene Stadien der Degeneration eingeteilt weros o (vergh, Tabnlic 1. iia eTste
Stadium (gesunder Meniskus} zeigt fast keine kontiaierhehe Kleinwinkelstreunng
(in der Reproduktion der Fig. 1 erscheint die kortinuierliche Kleinwinkelstrenung
nahe dem Aquator viel zu vorherrschendi, Die 3. Ordnung der ego A Perinde (das ist
der 1. sichtbare Reflex ausserhalb der zentralen Scnwirzung in Fig. 1) ist <chr stark
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Fig. 2. Auswertung und kontinuici o he Kicinwinkelstrenung von Stadium 20 ar Niveauhnien
s RN . B . B ¥ .
gleicher Imtensitat. L. §21-6-Diagramm fangs Aquator und Mendian,

Die 4. Ordnung ist kaum sichtbar, die 5. hingegen wieder weit betonter, dic 6. bis 8.
ist relativ schwach, die g. ist ein bisschen starker. Ausfiihrlichere Untersuchungen
dieser Intensititsskala sind wiinschenswert, weil sie in gewisser Weise von der des
normalen Kollagens abweicht und fiir gesunden menschlichen Meniskus tyvpisch zu
sein scheint. Wenn die diskontinuierlichen Kleinwinkelreflexe in Fig. 1 bis 3 stets menr
oder weniger lings den DEpvE-Kreisen verschmiert sind, so hiingt das damit zusam-
men, dass die Proben stets in ungestrecktem Zustaad prapaiiert worden sind.

Die Rontgenkleinwinkelaufnahme bei beginnender Degeneration (Stadium 2)

Fig. 4. Kleinwinkelstrevung vom Mewiskws tm Stadiom §. Der neu auftretende 4o-A Depve-
kred: iiegt ausserhalb des Bildes.
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