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1. Einleitung

Das Kniegelenk ist als ein komplexes synoviales Gelenk sowohl beim Menschen als auch
beim Hund haufig vom Erkrankungsbild der Osteoarthrose betroffen. Die Gonarthrose ist
durch ihren chronischen progredienten Verlauf gekennzeichnet und kann zu erheblichen
Einschrankungen der Lebensqualitat von betroffenen Patienten fiuhren. Sie resultiert
immer in einer verminderten Bewegungsfreiheit (Range of motion) des betroffenen
Gelenkes und ist durch die Abnutzung des Gelenkknorpels, Veranderungen im
subchondralen Knochen, der Entstehung von Osteophyten und der begleitenden
Synovialitis gekennzeichnet (CHU et al., 2012). Beim Hund tritt die Gonarthrose vor allem
im Rahmen einer Ruptur des cranialen Kreuzbandes und aufgrund von Patellaluxationen
auf (POWNDER, HAYASHI, CASERTO, NORMAN et al., 2018).

Im Rahmen der Arthrose kommt es zu Veranderungen von allen am Gelenk beteiligten
Strukturen. Dass neben dem Gelenkknorpel somit auch den Menisken des Kniegelenkes
eine zentrale Bedeutung im Rahmen der Gonarthrose zukommt, findet zunehmend
Beachtung. Meniskuspathologien beinflussen sowohl den Schweregrad als auch das
Voranschreiten einer Arthrose. Dabei koénnen unterschiedliche Arten von
Meniskusschaden sich unterschiedlich auf den Krankheitsverlauf auswirken
(MACFARLANE et al., 2017; ANTONY et al., 2017). Sie spielen somit eine wichtige Rolle
im Geschehen der Osteoarthrose und sind daher immer wieder Gegenstand aktueller
Forschungsarbeiten, die sich mit der Pathogenese und den Mechanismen der

Arthroseentstehung befassen.

Die Menisken des Kniegelenkes liegen als Mandarinen-férmige Faserknorpelscheiben auf
dem medialen und lateralen Tibiaplateau. Sie erfullen wichtige Aufgaben in der recht
komplexen Biomechanik des Kniegelenkes. Sie gleichen eine gewisse Inkongruenz im
Gelenk aus und verteilen bzw. minimieren Druckbelastungen, sodass der hyaline
Gelenkknorpel vor Schaden geschiitzt werden kann (FOX et al., 2015; HU et al., 2019).
Somit sind die Menisken essentiell, um eine physiologische Bewegung im Kniegelenk zu
ermdglichen und das Gelenk vor Stol3- und Druckbelastungen zu schitzen. Intakte
Menisken sind also eine Grundvoraussetzung fir die langfristige Gesunderhaltung des
Kniegelenkes (MCDERMOTT, 2011). Aufgebaut sind die Menisken aus Knorpelzellen und
einer so genannten extrazellularen Matrix. Diese extrazellulare Matrix besteht aus Wasser,
Kollagen und Proteoglykanen. Der Hauptanteil des enthaltenen Kollagens wird vom Typ 1
gebildet, deutlich weniger enthalten sind die Kollagen Typen 2,3 und 4. Bei den
enthaltenen Proteoglykanen handelt es sich hauptsachlich um groR3e, aggregierenede

Proteoglykane mit Chondroitinsulfat als vorherrschendem  Glykosaminoglykan
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(MCDEVITT u. WEBBER, 1990; AUFDERHEIDE u. ATHANASIOU, 2004; ABRAHAM et
al., 2011; AIDOS et al., 2022).

Neben den beschriebenen makroskopisch sichtbaren Pathologien kommt es zu
morphologischen, biomechanischen, biochemischen und molekularen Verénderungen
aller am Gelenk beteiligten Strukturen. Daraus ergibt sich, dass auch die Menisken von
solchen Veranderungen betroffen sind. Eine objektive Beurteilung der Struktur und
Zusammensetzung des Meniskusgewebes kann ein wichtiger prognostischer Marker sein,
um friihzeitige Veranderungen im Gelenk registrieren zu kénnen. Vor allem bei Patienten,
die beispielsweise nach einer Kreuzbandruptur ein Risiko flr Osteoarthrose aufweisen,
kann eine Friherkennung den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen
(MCDERMOTT, 2011), da eine friihzeitige Therapie die groften Erfolgsaussichten
beziglich der Erhaltung eines funktionalen Gelenkes hat (MOSHER u. DARDZINSKI,
2004).

Die Therapie der Osteoarthrose beschrankt sich neben verschiedenen chirurgischen
Eingriffen auf die symtomatische Behandlung der durch sie hervorgerufenen Schmerzen
und regenerative Ansatze wie z.B. dem Einsatz von plattchenreichem Plasma (PRP)
(COOK et al., 2016; SHARUN et al., 2021; DONECKER et al., 2021; PYE et al., 2022). Der
Erfolg der verschiedenen Therapien ist vor allem bei Tieren mit fortgeschrittenem

Arthrosestadium und Lahmheitsgrad jedoch haufig unzureichend (PYE et al., 2022).

Der Pathomechanismus der Osteoarthrose ist zum aktuellen Zeiptpunkt noch
unzueichend gegeklart. Ein genaueres Verstandnis scheint jedoch unabdingbar zu sein,
um bessere Therapieformen zu entwickeln. Neben einem tieferen Verstandnis Uber die
Entstehung einer Arthrose und der Entwicklung verschiedener Therapieoptionen, kommt
aktuell auch der Frihdiagnostik von Gelenksschaden eine zunehmend wichtige Rolle zu.
Je friher diese Erkrankung festgestellt wird, desto eher ist eine Therapie auch
erfolgreich. Der Verlauf einer Arthrose kann nur bei frihzeitiger Diagnose ggf.

verlangsamt und positiv beeinflusst werden.

Kontinuierliche Fortschritte der bildgebenden Verfahren ermdéglichen eine immer bessere
Diagnostik im Bereich der Osteoarthrose. Mittels klassischer Réntgendiagnostik, die das
Gelenk im Optimalfall in mindestens. zwei Ebenen abbildet, kbnnen Veranderungen der
knéchernen Strukturen gut erkannt werden. Konkret umfassen diese radiologischen
Veranderungen die Osteophytenbildung, Veranderungen bzw. Sklerosierungen des
subchondralen Knochens, das Vorliegen eines Gelenkergusses und eine
Verschmalerung des Gelenkspaltes (INNES et al., 2004; CHU et al., 2012). Um eine
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maoglichst objektive Bewertung von Rontgenbildern durchfiihren zu konnen, gibt es
verschiedene Rdntgenscores. Ein vielfach angewandter Kriterienkatalog ist der
.Kellgren-Lawrence-Score“ (KELLGREN u. LAWRENCE, 1957).

Sobald jedoch die oben beschriebenen radiologischen Verdnderungen erkennbar sind,
liegt immer eine schon fortgeschrittene Osteoarthrose vor. Lange bevor es zu
knochernen bzw. rontgenologisch sichtbaren Veranderungen kommt, finden schon
pathologische Veréanderungen im Bereich des Knorpels und anderer Weichgewebe des
Gelenkes statt. Eine Rontgenuntersuchung bzw. ein Rontgenscoring kann sinnvoll sein,
um eine bereits fortgeschrittene Arthrose zu diagnostizieren und deren Verlauf zu
kontrollieren. Sie ermdglicht ausschlie3lich die Darstellung sekundarer Veranderungen,
wie z.B. der Osteophytenbildung, aber keineswegs eine friilhe Erkennung von
Knorpelschaden oder Veranderungen anderer artikul&rer Strukturen, da diese im
Rontgen nicht sichtbar sind. Diese Weichteilverdnderungen stellen jedoch den Beginn
der Erkrankung dar und entstehen lange bevor kndcherne Verédnderungen sichtbar
werden (INNES et al., 2004; POWNDER et al., 2018).

Eine weitaus sensitivere Methode, vor allem auch die Weichgewebe betreffend, ist die
Magnetresonanztomographie (MRT). Die MRT misst elektromagnetische Signale, die
von der kohérenten Prazession angeregter Wasserstoffkerne im Magnetfeld stammen.
Mithilfe eines Magnetfeldes und Hochfrequenzpulsen kdnnen Datensatze erzeugt werden,
die fur die 2- und 3-dimensionale Darstellung anatomischer Strukturen genutzt werden
(BIEDERER, 2005). Sie ermdglicht es, ohne die Anwendung ionisierender Strahlen,
Aufnahmen anatomischer Strukturen mit hohem Weichteilkontrast anzufertigen
(BIEDERER, 2005; BRUHSCHWEIN et al., 2018). Nachteilig in Bezug auf die klinische
Anwendung sind sehr hohe Investitionskosten anzusprechen, die sich aus den
Anschaffungs-, Wartungs- und Personalkosten ergeben. Hinzukommt der zeitliche Faktor,
da die Untersuchungszeiten schnell langer als 30 Minuten sein kdnnen und die
untersuchten Patienten zur Verhinderung von Bewegungsartefakten auf3erdem narkotisiert

werden mussen (Biederer 2005, Briihschwein et al. 2018).

Diese nicht-invasive bildgebende Technik ist hinsichtlich der Diagnostik von
Erkrankungen des Kniegelenkes vor allem in der Humanmedizin als sinnvolle Methode
etabliert (BANJAR et al.,, 2022). Die klassische, qualitative MRT ermdglicht eine
adaquate Beurteilung der Gelenkinnenstrukturen, wie z.B. dem Gelenkknorpel, der

Kreuzbander und den Menisken.

Diese konventionelle MRT ermdglicht in der Regel nur eine qualitative Beurteilung
untersuchter Strukturen und hat daher (dieses Wort konnte ich leider nicht lesen)

Limitationen. Mit diesen MRT-Untersuchungen konnen aktuell nur Degenerationen
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detektiert werden, die bereits zu morphologischen Veranderungen gefuihrt haben
(BANJAR et al.,, 2022). Dazu gehdren beispielsweise Risse des Meniskus oder
Abnutzungserscheinungen, die zu einem Substanzverlust des gesamten Meniskus fiihren.
AulRerdem ist die Beurteilung von Strukturen wie beispielsweise dem Knorpel aufgrund
eingeschrankter raumlicher Auflésung begrenzt. Das bedeutet somit, dass auch die
gualitative MRT limitiert darin ist, frihe strukturelle Verdnderungen des Gewebes
aufzuzeigen, bevor morphologische Auffalligkeiten sichtbar werden (BANJAR et al.,
2022).

Eine dahingehend sensitivere Methode ist die semi-quantitative MR-Bildgebung. Hier
finden zunehmend Sequenzen zur quantitativen und volumetrischen Beurteilung
synovialer Strukturen Anwendung (CHU et al., 2012). Beispiele fiir solche Sequenzen
sind unter anderem das ,T2-Mapping“, ,Sodium-MRI*, ,Diffusion-weighted-imaging®,
wultrashort TE“ und ,glycosaminoglycan specific chemical exchange saturation transfer
(gagCEST)“ (BANJAR et al.,, 2022). Diese Sequenzen bzw. Kontraste kénnen
Informationen Uber die histologische bzw. mikrostrukturelle Zusammensetzung der
Gewebe liefern, bevor klassische bildgebende bzw. morphologische Veranderungen
auftreten. Grundlage dessen, sind Veranderungen in der biochemischen
Zusammensetzung des zu untersuchenden Gewebes (HOFMANN et al.,, 2018). Im
Rahmen der Gelenksdegeneration auftretende Veranderungen der Menisken spielen sich
vor allem im Bereich der extrazellularen Matrix ab. Beispiele dafiir sind unter anderem ein
veranderter Wassergehalt, eine veranderte Kollagenstruktur und Veranderungen im
Proteoglykangehalt (MCDEVITT u. WEBBER, 1990).

Aktuelle Studien zeigen, dass die T2-Relaxationszeit beispielsweise ein gutes Potential
aufweist, als Biomarker fur frihe Degenerationen des Meniskusgewebes und des
Gelenkknorpels zu fungieren (RAUSCHER et al., 2008; BAUM et al., 2013; ARNO et al.,
2016; WANG et al., 2016; NEBELUNG et al., 2016). Dabei geht es vor allem um die
Detektion der verdnderten mikrostrukturellen Zusammensetzung, wie beispielsweise
Veranderungen im Kollagengehalt, Proteoglykangehalt oder der Kollagenorganisation
(ROUGHLEY u. LEE, 1994; DIJKGRAAF et al., 1995; BAUM et al., 2013; NEBELUNG et
al., 2016; POWNDER et al., 2018; EIJGENRAAM et al., 2019).

Die T2-Relaxationszeit kann den Hydratationsstatus untersuchter Gewebe widerspiegeln
und den Gehalt und die Integration der Wassermolekule (LIESS et al., 2002; MOSHER u.
DARDZINSKI, 2004; HONTOIR et al., 2015). Dies beruht auf Unterschieden in der
Beweglichkeit der Wasserstoff-Atome, was wiederum Auswirkungen auf die Spin-Spin-
Interaktionen hat. Grundsatzlich hat man eine geringere Beweglichkeit der

Wassermolekile, wenn sie in der extrazellularen Matrix gebunden sind. Da es im Rahmen
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osteoarthrotischer Veradnderungen immer auch zu Veranderungen im Wassergehalt
kommt, kann die T2-Relaxationszeit friihzeitig erste Verdnderungen detektieren
(HONTOIR et al., 2015). Einige Autoren haben bereits die Anwendung der T2-
Relaxationszeit zur Untersuchung von Menisken Uberprift und aus ihren Ergebnissen
geschlossen, dass dieser Parameter ein guter Biomarker sein kénnte (RAUSCHER et al.,
2008; ZARINS et al., 2010; MITTAL et al., 2019).

Ein weiterer Parameter ist die T2*-Relaxation. T2* ermoglicht kiirzere Aufnahmezeiten als
T2. T2 und T2* verhalten sich in einigen Bereichen etwas unterschiedlich. Gleich ist die
verlangerte Relaxationszeit bei hoherem Wassergehalt im Gewebe. Dies tritt
beispielsweise bei Odemen auf. Wahrend T2 jedoch sensitiver beziiglich des
Hydratationsstatus des untersuchten Gewebes ist, ist T2* sehr sensitiv bezuglich des
Kollagennetzwerkes (TOGAO et al., 2018; ZENG et al., 2019). T2* weist eine deutliche
Verkiirzung der Relaxationszeit auf bei vorliegender Inhomogenitat der magnetischen
Eigenschaften des untersuchten Gewebes, beispielsweise bei Eisenablagerungen. Diese
Veranderung in der Relaxationszeit kdnnte die Detektion von Gewebeveranderungen im

Rahmen degenerativer Prozesse ermdglichen.

Da sich Inhomogenitaten des Magnetfeldes hier stéarker auswirken, mussen
aufgenommene Daten jedoch mit Vorsicht betrachtet bzw. interpretiert werden (HONTOIR
et al.,, 2015). In der Humanmedizin wurde dieser Parameter schon einige Male zur
Untersuchung von Knie- und Huiftgelenken angewandt (WELSCH et al., 2008; MAMISCH
et al., 2012; NEBELUNG et al., 2016). Aktuell gibt es kaum Studien zur Anwendung der
T2*-Relaxationszeit fir die Untersuchung von Gelenken bei Tieren. Pownder et al. (2018)
untersuchten canine Menisken mittels T2*-Relaxationszeit und verglichen die Resultate
mit den Ergebnissen der histologischen Untersuchung. Lee et al. (2023) haben in vivo die
Kontaktbelastung des Gelenkknorpels vor und nach einseitiger Resektionen der Sehne
des M. supraspinatus gemessen und eine positive Korrelation zwischen Kontaktbelastung
und T2*-Relaxationszeit festgestellt (LEE et al., 2023).

Die T1-Relaxationszeit beschreibt den Energieaustausch zwischen den Spins der
Protonen und der molekularen Umgebung (Gitter) (MITTAL et al., 2019). Sie ist somit
ebenfalls sensitiv fir den Wassergehalt im Gewebe und fand bisher primar Anwendung
zur Beurteilung von Gelenkknorpel und Weichteilgewebe (REGATTE et al., 2004; LI et al.,
2005; BRANDT et al., 2006; MITTAL et al., 2019). Die Anwendung der T1-Relaxationszeit
zur Beurteilung des Faserknorpels der Menisken wird aktuell auch bereits untersucht
(Mittal et al. 2019).



Der Magnetisierungstransfer (MT) ist ein weiteres Verfahren in der MR-Bildgebung, das
insbesondere die Darstellung makromolekularer Strukturen erméglicht. Er stellt somit eine
weitere Option fur die Abbildung von Makromolekilen dar (GRAY et al., 1995; LI et al.,
2010). Dabei wird die Veranderung der Magnetisierung des freien Wassers vor und nach
Anwendung eines speziellen Sattigungspulses erfasst (ZHANG et al., 2021). Der Ansatz
nutzt die Wechselwirkung zwischen Protonen freier Wassermolekile und Protonen, die an
Makromolektle gebunden sind. Durch selektive Sattigung der gebundenen Protonen wird
die Magnetisierung auf die freien Wasserprotonen Ubertragen. Dies fuhrt zu einer
Verringerung der Signalintensitat, welche durch die sogenannte Magnetisierungstransfer-
Ratio (MTR) quantifiziert werden kann (ZHANG et al., 2021).

Dieser Parameter findet in der Tiermedizin bisher aber kaum Anwendung. In der
Humanmedizin hingegen wird der MT bisher vor allem zur Untersuchung des Gehirns und
des Rickenmarks, insbesondere zur Beurteilung der Myelinisierung und der weil3en
Substanz, im Rahmen der multiplen Sklerose genutzt (MEHTA et al., 1995; ROPELE u.
FAZEKAS, 2009). Fir die Untersuchung des muskuloskeletalen Systems gibt es nur
wenige Verdffentlichungen. Einige Studien zeigen allerdings einen Zusammenhang
zwischen diesem Parameter und einem geringeren Kollagen- und Proteoglykan-Gehalt im
Gelenkknorpel (REGATTE et al., 2004; LI et al., 2010; ZHANG et al., 2021). Zhang et al.
(2021) untersuchte Meniskusgewebe von Patienten mit und ohne Osteoarthrose mithilfe
des MT. Sie konnten unter anderem niedrigere Werte der MTR flir Menisken von Patienten
mir Osetoarthrose nachweisen und eine negative Korrelation dieser Werte mit dem Alter

feststellen.

Die im Rahmen des MT haufiger eingesetzte MTR hat gewisse Nachteile. Sie ist insgesamt
eher unspezifisch, da sie von verschiedenen Faktoren beeinflusst wird.
Gewebeveranderungen, wie beispielsweise Odeme, kénnen sie genauso beeinflussen,
wie Magnetfeldinhomogenitaten oder Unterschiede in den Aufnahmeparametern.
Aufgrund dessen wurde zur Verbesserung der Objektivitat der quantitative
Magnetisierungstransfer (gMT) entwickelt. Diese Technik liefert grundsatzlich
spezifischere Parameter, da sie z.B. weniger stark von verédnderten Aufnahmeparametern
beeinflusst wird. Sie erfordert aber haufig lange Aquisitionszeiten und eine sehr
aufwendige Datenverarbeitung. Aus diesen Griinden ist die klinische Anwendung noch

sehr limitiert.

Eine klinische Anwendungsform, die auf dem MT beruht, ist die sog. MTsat. Eine Technik,
die von (HELMS et al., 2008) eingefihrt wurde und einen Kompromiss zwischen der MTR
und der aufwendigen gMT darstellt. Aufgrund von Korrekturen fir B1-Inhomogenitaten und

der T1-Relaxationszeit werden flr diese Technik kiirzere Aquisitionszeiten als fur die gMT
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bendtigt, was den klinischen Einsatz deutlich verbessert. MTsat stellt den Anteil des freien
Wassers dar, das Uber einen einzelnen Magnetisierungstransferimpuls wahrend der
Repititionszeit gesattigt wird. Mittels MTsat werden aktuell primér neurologische
Erkrankungen untersucht. Beispielsweise konnten mikrostrukturelle Veréanderungen von
Ruckenmark und Gehirn detektiert werden, die bei subaktuen Rickenmarksverletzungen
oder auch im Rahmen der multiplen Sklerose auftreten (WEISKOPF et al., 2013a;
GRABHER et al., 2015; LEMA et al., 2017; LEUTRITZ et al., 2020b). Eine Untersuchung
muskuloskeletaler Strukturen ist uns bisher nicht bekannt.

Grundsatzlich fokussieren sich die meisten vorangegangenen Studien, die semi-
guantitative MR-Parameter nutzten, auf die Untersuchung von humanen Menisken bzw.
humanem Gelenkknorpel. Nach aktuellem Stand gibt es nur eine Studie, die canine
Menisken histologisch und mittels semi-quantitativen MRT untersucht hat (POWNDER et
al., 2018). In dieser Studie wurden Normalwerte fur T2* fir canine Menisken beschrieben.
Die Autoren konnten zeigen, dass das Hinterhorn des medialen Meniskus signifikant

langere T2*-Werte im Vergleich zu anderen Meniskusanteilen aufweist.

In unserer ex vivo Studie soll die Eignung verschiedener semi-quantitativer MR-Parameter
zur Beurteilung mikrostruktureller Meniskusveranderungen untersucht werden. Es fanden
die T1-, T2-, T2*-Relaxationszeiten und sowohl MTR als auch MTsat Anwendung.
Untersucht werden die Kniegelenksmenisken &lterer Hunde zwischen 15 und 30 kg,
welche laut Anamnese und klinischer Untersuchung keine Kniegelenksinstabilitat bzw.
Lahmheit aufwiesen. Ziel ist es, zu Uberprifen, inwieweit diese Parameter als frihzeitige
Biomarker fungieren und bereits milde histologische Veradnderungen der Menisken

detektieren konnen.
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Simple Summary: Osteoarthritis is a common disease in dogs, most often affecting the stifle joint
and causing damage to all joint structures. Detecting early stages of osteoarthritis is important for an
effective treatment. Conventional magnetic resonance imaging (MRI) is the golden standard imaging
technique for diagnosing pathologies of soft tissues in the stifle joint. However, it is limited to the
visualization of macroscopic tissue pathology. In contrast, quantitative MRI offers a more sensitive
method for diagnosing early pathological changes, as it enables the detection of microstructural
processes. The menisci play an important role in joint health. They undergo structural changes in
osteoarthritis, including alterations in water content and collagen structures, as well as deviations in
proteoglycan content. Different studies have shown the potential of special MRI sequences to identify
these changes, e.g., T2 relaxation time. In this study, canine menisci of elderly dogs without clinical
evidence of hindlimb lameness were examined histologically and using MRI. Our results showed
that clinically healthy elderly dogs exhibited slight histological, probably age-related, degenerative
changes in the menisci, but did not reveal significant radiological evidence of chronic inflammatory

and degenerative changes, including no significant changes in T2 relaxation time.


https://doi.org/10.3390%2Fvetsci10030182

Abstract: Osteoarthritis is a chronic disease that often affects the canine stifle joint. Due to their
biomechanical function, the menisci in the canine stifle play an important role in osteoarthritis.
They compensate for the incongruence in the joint and distribute and minimize compressive loads,
protecting the hyaline articular cartilage from damage. Meniscal degeneration favors the development
and progression of stifle joint osteoarthritis. Qualitative magnetic resonance imaging (MRI) is the
current golden standard for detecting meniscal changes, but it has limitations in detecting early
signs of meniscal degeneration. A quantitative MRI offers new options for detecting early structural
changes. T2 mapping can especially visualize structural changes such as altered collagen structures
and water content, as well as deviations in proteoglycan content. This study evaluated T2 mapping
and performed a histological scoring of menisci in elderly dogs that had no or only low radiographic
osteoarthritis grades. A total of 16 stifles from 8 older dogs of different sex and breed underwent ex
vivo magnet resonance imaging, including a T2 mapping pulse sequence with multiple echoes. A
histological analysis of corresponding menisci was performed using a modified scoring system. The
mean T2 relaxation time was 18.2 ms and the mean histological score was 4.25. Descriptive statistics
did not reveal a correlation between T2 relaxation time and histological score. Ex vivo T2 mapping of
canine menisci did not demonstrate histological changes, suggesting that early meniscal degeneration
can be present in the absence of radiological signs of osteoarthritis, including no significant changes

in T2 relaxation time.

Keywords: osteoarthritis; canine; menisci; stifle; magnetic resonance imaging; functional imaging;

T2; histological score; meniscal degeneration

1. Introduction

Osteoarthritis is a chronic progressive disease that leads to changes in all joint compartments. It is
currently incurable and causes irreversible damage to the affected joint. In particular, the stifle joint,
as a complex synovial joint, is frequently affected in both humans and dogs. In dogs, osteoarthritis of
the stifle joint mainly occurs in cases of ruptured cranial cruciate ligament and patellar luxation [1].
Due to its chronic and progressive character, osteoarthritis causes severe pain and significant

restrictions on quality of life.

The menisci in stifle osteoarthritis have two pathogenetic roles. These meniscal tears can both be a

consequence of osteoarthritis and can also contribute to its development [2—4]. Therefore, the menisci
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are the object of this current research, which focuses on the pathogenesis and mechanisms of

osteoarthritis.

The menisci of the stifle joint are tangerine-shaped fibrocartilage discs located on the medial and
lateral sides of the tibial plateau. They have important functions in the biomechanics of the stifle joint.
They compensate for the incongruence in the joint and distribute and minimize compressive loads so
that the hyaline articular cartilage is protected from damage [5, 6]. Therefore, the menisci enable
physiological motion in the stifle joint and protect the joint from impact and compressive loads. Intact
menisci are therefore a fundamental requirement for the long-term maintenance of stifle joint health
[7]. In the context of osteoarthritis, morphological, biomechanical and molecular changes occur in all
joint compartments, including the menisci. An objective assessment of the structure and composition
of the meniscal tissue can be an important prognostic marker with regard to the detection of early
changes in the joint. Particularly in patients at risk of osteoarthritis, early detection and therapeutic
intervention decelerate disease progression [7, 8]. Magnetic resonance imaging (MRI) has become the
diagnostic modality of choice for detecting intra-articular abnormalities in the stifle joint [9].
Conventional qualitative MRI scans are limited to the detection of degeneration that results in
macroscopic morphological changes [10-12]. These include, for example, tears of the meniscus or
signs of degeneration that lead to a loss of substance in the entire meniscus. In contrast, quantitative
MRI represents a different method in this research field, as it detects structural changes in the
biochemical composition of affected organs [11]. Changes in the menisci that occur in the course of
degenerative joint changes primarily take place in the extracellular matrix and consist of altered water
contents, altered collagen structures and deviations in proteoglycan contents. These changes can be
detected, for example, using T2 relaxation time [10, 13]. Recent studies have shown that T2 relaxation
time has the potential to serve as a biomarker for early degeneration of meniscal tissue [10, 13-16].
Previous studies have focused on human menisci. To our knowledge, validation of ex vivo T2 mapping
in canine menisci has not been performed yet. This study evaluated histological degenerations in
menisci of elderly lame dogs that had no or mild radiological signs of osteoarthritis. A radiological
evaluation was performed using conventional X-rays and MRIs, including T2 mapping of the medial and

lateral menisci.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

For this study, 16 stifle joints of 8 older dogs (aged between 10 and 17 years) of both sexes from

different breeds were examined. The body weight varied from 15 to 30 kg and body condition scores
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(BCS) ranged from 4 to 7. We included 1 “Labrador Retriever”, 1 “Deutsche Wachtel”, 1 “Bayerischer
GebirgsschweiBhund”, 1 “Boxer” and 4 “mixed-breed dogs”. We only examined stifle joints from dogs
that were euthanized at the small animal clinic of the Institute of Veterinary Medicine, Georg-August
University of Gottingen, from 2019 to 2022, for reasons unrelated to this study. There was no evidence

of existing hindlimb lameness in their medical history and no signs of instability in their stifle joints.

2.2. Sample Preparation

After they were euthanized, the dogs were stored in a cold room at 8 °C. The stifle joints were dissected
from surrounding soft tissue no later than 24 h post mortem and placed in a container filled with 10%
neutral-buffered formaldehyde. In addition, depending on the size of the joint, 1-2 mL of the
formaldehyde solution was injected into the joint to fix intraarticular structures as efficiently as
possible. During the intra-articular injection, strict care was taken not to introduce any air into the

joint.
2.3. X-ray Grading

The dissected joints were radiographed in medio-lateral and cranio-caudal beam paths. Radiographic
assessment of the degree of osteoarthritis was performed using a modified Kellgren-Lawrence grading
system [17]. Definition of osteoarthritis grade and examplary pictures for each grade are illustrated in

figure 1. Only dogs with no or mild radiographic evidence of osteoarthritis were included in the study.

Grade O | Absence of radiographic
changes

Grade 1 | Slightly detectable, small
osteophytes and/or
roughness, no sclerosis,
no bone deformity

Grade 2 | Definite, small to moderate
osteophytes, possible
sclerasis, no bone deformity

Grade 3 | Multiple and moderate to big
osteophytes, initiating
sclerosis, possibly initiating
bone deformity

Grade 4 | Multiple and large
osteophytes, sclerosis,
advanced bone deformity

Grade 0

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Figure 1. Modified radiographic osteoarthritis grading system for dogs [17] according to
Kellgren-Lawrence system [18] and examplary pictures for each osteoarthritis grade.

2.4. MR imaging
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Formalin fixed joints were examined with 3 T whole-body MRI (MAGNETOMPrisma, Siemens
Healthineers, Erlangen, Germany) with a maximum gradient strength of 80 mT/m. Images were
acquired with a 16-channel coil (Variety, NORAS MRI products GmbH, Héchberg, Germany) in which
the container with the joint was fixed. The MR imaging protocol included T2-weighted sequences in
sagittal, coronal and axial plane. For slice positioning, low-resolution gradient echo images were
acquired in three orientations (axial, sagittal, coronal). Afterwards, sagittal 2D multi-echo spin-echo
images (TR= 7000 ms, TE = nx13.5 ms, 12 echoes, spatial resolution = 0.32 x 0.32 mm?, field of view =
144 x 144 mm?, slice thickness = 0.9 mm, 48 slices, pixel bandwidth = 310 Hz/Px) were acquired and
maps of T2 relaxation times were calculated by using an in-house pixelwise mono-exponential fitting

routine that ignores the first echo time (Matlab, R2021a, MathWorks, Natick, USA).

For the medial and lateral meniscus, a region-of-interest (ROI) was manually drawn in each image
dataset using the program "ITK-Snap". The segmentation was based on the T2 weighted sequence,
which provides the best possible contrast between menisci and surrounding tissue. There were two

ROIs per joint, the medial and lateral meniscus.

2.5. Histology

After MRI measurements, menisci were prepared for histological examination. Medial and lateral
menisci were harvested from each joint and sectioned longitudinally to allow assessment of the
anterior and posterior horns as well as the middle part. The obtained samples were again fixed in 10%
neutral buffered formaldehyde, embedded in paraffin and sectioned at approximately 4 um. Sections
were stained with hematoxylin-eosin (H&E) to provide an overview and for evaluation of cellularity
and collagen organization. In addition, qualitative assessment of collagen content was performed using
picrosirius red staining [19-21] (according to Sun et al. 2011) and qualitative assessment of
proteoglycan content was performed using toluidine blue staining (according to Sun et al. 2011). For
picrosirius red, a staining kit from SkyTek Laboratories was used (ScyTek Laboratories, Inc.205 South
600 West, Logan, UT 84321, U.S.A.). Aquaeous toluidine blue stain was performed according to a
standard protocol [22]. Visualization of stained sections was performed using digital microscopy.
Samples were scanned by the Aperio CS2 eSlide Scanscope (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) and
viewed with Aperio eSlide Manager. Histological evaluation was based on a modified scoring adapted
from Sun et al. 2011 [23] and Pauli et al. 2011 [24] (Figure 2). One slice for each meniscus and each
stain was evaluated. After evaluating the menisci a total score was created by adding the scores of

each category. Maximum of total score 10 corresponded to maximal degree of degeneration.
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Figure 2. Modified histological scoring system according to Sun et al. [23] and Pauli et al.
[24].

All samples were independently evaluated by two examiners with different levels of experience. In
case of questionable results, the assessment was re-performed together so that a consensus could be

reached.

2.6. Statistical Analysis

We performed a descriptive statistical analysis. Histological findings and T2 values were described for

medial and lateral menisci in all patients.

3. Results

3.1. Study Population

In this study, a total of 32 menisci, 16 medial and 16 lateral, from 16 canine stifle joints of 8 dogs were
examined. The joints were from dogs of different breeds, male and female. Detailed information about

the dogs is shown in Table 1.
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Table 1. Information about studypopulation

Number of menisci 32
Number of patients 8
Median age 13
Mean age 12.94
Range (age) 10-17
Median body weight 27.5
Mean body weight 25.5
Range (body weight) 20-30
Median BCS 6
Mean BCS 6
Range (BCS) 4-7
Female (neutered) 4
Male 3
Female 1

3.2. Radiographic Osteoarthritis Score

Overall, 12 out of 16 (75%) of the included joints had mild radiographic signs of osteoarthritis,
corresponding to Kellgren—Lawrence grade 1. The four other joints (25%) had no evidence of

osteoarthritis, classifying as grade 0.

3.3. T2 Relaxation Time in Meniscal Tissue

The mean T2 relaxation time was 18.3 ms (range 15.1-23). In medial menisci, the mean T2 relaxation
time was 17.7 ms (range 15.1-22.7), while it was 19.0 ms (range 15.6—23) in lateral menisci. There was
no significant correlation between T2 values and age, body weight or body condition score (BCS).
Representative findings of T2 mapping are displayed in Figure 3. The paired t-test showed no significant

difference between medial and lateral menisci (p = 0.13).
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T2 (ms)

both menisci lateral menisci medial menisci

Figure 3. (A) Meniscal T2 values in both medial and lateral menisci. There was no
significant difference between medial and lateral menisci (p = 0.13). (B) Sagittal
magnitude image of a stifle joint and corresponding T2 map. Color chart on the right side
represents T2 relaxation times in ms.

3.4. Histological Findings

All 32 menisci were examined histologically using the three different stains. An evaluation of
degeneration showed an overall mean histological score of 4.25. Medial menisci had a mean score of

4.75 and lateral menisci had a mean score of 3.75. The histological score details for the total score are
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shown in Figure 4. The paired t-test showed a significant difference between medial and lateral menisci
(p = 0.006). The content of collagen and proteoglycans varied from score 0 to 2. The collagen
organization varied from score 0 to 3 and cellularity showed a degeneration score between 0 and 2.
Detailed results of each histologcal score are presented in Tables 2—4 and Figure 5. There was no
significant correlation between total histological score, collagen content, proteoglycan content,

cellularity, collagen organization and age, weight or BCS.

Table 2. Statistical values of total histological score for medial and lateral menisci.

Total score (all menisci)

Median 45
Mean 4.25
Range 0-7
Total score (medial menisci) 4.25
Median 5
Mean 475
Range 07
Total score (lateral menisci)
Median 4
Mean 375
Range 0-6
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Figure 4. Total histological degeneration score in medial and lateral menisci. There was a significant higher degeneration
score in medial than in lateral menisci (p=0.006).

Table 3. Percentage distribution of total histological score for medial and lateral menisci.

Total Score Medial Menisci Lateral Menisci
Score 0 6.25% 6.25%
Score 1 - -
Score 2 - 18.75%
Score 3 6.25% 6.25%
Score 4 25% 31.25%
Score 5 31.25% 31.25%
Score 6 18.75% 6.25%
Score 7 12.5% -
Score 8 - -
Score 9 - -
Score 10 - -
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Table 4. Percentage distribution of scoring of collagen content in medial and lateral menisci.

Scoring of collagen content

Medial menisci

Lateral menisci

Score 0 18.75% 25%
Score 1 56.25% 56.25%
Score 2 25% 18.75%

Scoring of proteoglycan content

Medial menisci

Lateral menisci

Score 0 18.75% 81.25%
Score 1 37.5% 12.5%
Score 2 43.75% 6.25%

Scoring of cellularity

Medial menisci

Lateral menisci

Score 0 12.5% 6.25%
Score 1 56.25% 68,75%
Score 2 31.25 25%
Score 3 - -

Scoring of collagen organization
L= L= L=

Medial menisci

Lateral menisci

Score 0 6.25% 6.25%
Score 1 75% 56.25%
Score 2 18.75% 31.25

Score 3 - 6.25%
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Figure 5. Scoring of collagen content showed no significant diffenrences between medial and lateral menisci(A). Scoring of
proteoglycan content showed higher score in lateral menisci(B). Scoring of cellulabrity showed no significant differences
between medial and lateral menisci(C). Scoring of collagen organisation showed no significant differences between medial
and lateral menisci(D).

3.5. T2 Relaxation Time and Histological Findings

There was no significant correlation between histological findings and T2 relaxation time in the
examined menisci. The potential correlation was examined for T2 relaxation time and total score,
collagen content, proteoglycan content, cellularity and collagen organization. Detailed results for the

T2 values and total histological score are shown in Figure 6.
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Figure 6. T2 relaxation time versus total histological score in lateral (A) and medial (B) menisci. There was no significant
correlation between T2 values and histological scores.

5. Discussion

This study was conducted to assess the presence and extent of histological degeneration of menisci in
older lame dogs. Only dogs with low-grade radiographic stifle osteoarthritis were included. Our results
demonstrated that there were distinct histological signs of degeneration in the studied menisci, even
if there were no obvious signs of osteoarthritis in imaging modalities. These findings suggest that there
can be different degrees of degeneration in the menisci of older dogs before clinical signs of lameness
or radiographic evidence of osteoarthritis develop. Meniscal degeneration has been studied in dogs
before, but only a minority of these studies performed both histological and magnetic resonance
imaging (MRI) [25-27]. Collagen fibers and proteoglycans are important components of the meniscal
extracellular matrix. Changes in their composition can have a strong impact on the mechanical strength
of the meniscus. For example, collagen content in osteoarthritic menisci decrease while the
disorganization of collagen fibers increase. Additionally, the content of collagen decreases in
osteoarthritic menisci, which causes a diminution of mechanical strength. In human menisci, a reduced
content of collagen and proteoglycans has been described in the context of degeneration [13, 23, 28,
29]. Others reported a decrease in collagen content, but an increase in proteoglycan content in
osteoarthritic menisci [23]. There are some studies, however, that have examined quantitative MRI,
such as T2 mapping, as a biomarker for meniscal or cartilage degeneration [1, 30—35]. Histological
grading has not been performed regularly, but most studies demonstrated that T2 mapping can
differentiate between healthy patients and patients with osteoarthritis. Mittal et al. [35] demonstrated
that T2 mapping reflects changes in the biochemical composition of menisci. The authors suggested
that T2 values are sensitive to interactions between water molecules and the collagen network, but
cannot reflect changes in proteoglycan content [35]. Zarins et al. [34] showed that T2 measurements
can be a non-invasive technique to detect and quantify meniscal degeneration. Among other imaging

20



parameters, Rauscher et al. [15] evaluated T2 mapping in menisci of patients with varying degrees of
osteoarthritis and compared the results with those of a healthy control group. They found that
meniscal T2 values correlated with clinical signs of osteoarthritis, thereby distinguishing between
healthy patients and patients with mild to severe meniscal degeneration. They also concluded that T2
mapping might be more useful than other imaging parameters for differentiating between the
investigated groups [15]. In addition to osteoarthritis patients, quantitative MRI measurements were
carried out on patients with acute stifle injury. Wang et al. [14] reported a significant increase in
meniscal T2 values in these patients. Even in patients without morphological changes, values were
higher than those of the healthy control group [14].

Eijgenraam et al. [30] were the first to correlate meniscal T2 mapping with histological grading as the
reference standard, while the imaging was performed in vivo. Nebelung et al. [16] performed a
comprehensive validation study for multiple quantitative MRI parameters, using histological grading
as the reference standard. In contrast to Eijgenraam et al. [30], they performed the imaging ex vivo. It
must be considered that all the aforementioned studies were performed on human patients. The
present study is, therefore, one of the first to examine canine menisci with quantitative MRI, using
histological scoring as the reference standard. Comparisons with other studies must be viewed
critically as there are differences between humans and dogs. Additionally, some studies were
performed ex vivo and others in vivo. It is questionable as to whether or not the T2 measurements
obtained ex vivo reflect the in vivo situation [30].

Several factors can influence T2 values in an ex vivo study. First of all, the temperature is different
during the measurement. In in vivo measurements, joints have body temperature, whereas ex vivo
measurements take place at room temperature. Differences in temperature can cause changes in
signal intensity. In addition, quantitative ex vivo MRI experiments usually have different acquisition
parameters. For example, the number and duration of echo times, acquisition matrix and field of view
may vary when compared to an in vivo study [16, 36]. Another relevant parameter is sample storage.
Samples in an ex vivo study are usually fixed in formalin, which influences the hydration state of the
tissue and can, therefore, have a considerable impact on the imaging values [16, 37].

As shown in other studies and also demonstrated in our results, it can be difficult to detect differences
in T2 mapping between patients with no and only mild signs of osteoarthritis [34]. However, Wang et
al. found significantly higher T2 values in acutely injured stifles (in the case of a ruptured cranial
cruciate ligament) compared to healthy subjects [14].

T2 mapping of the menisci can be challenging with regard to the heterogeneity of meniscal tissue [38—
40]. In previous studies, zonal differences in quantitative MRI parameters were described, with the
lowest values presented in the middle zone of the meniscus [16, 33, 37, 39]. Even in healthy subjects,

there was a certain degree of heterogeneity in T2 relaxation times [15]. In addition, due to differences

21



in mechanical pressure and collagen content, degenerative changes vary between meniscal zones [37].
This is probably the main reason why differentiation between healthy patients and patients with only
light signs of meniscal degeneration proves difficult.

Nebelung and colleagues [16] compared multiple quantitative MRI parameters, such as T1, Tlp, T2,
T2* and UTE T2%*, with histology as a reference standard in an ex vivo study design [16]. They found a
significant increase in all imaging parameters except for T2*. They also reported a significant positive
and strong correlation of MRI parameters with histological scores. Eijgenraam and colleagues [30] also
emphasized the power of T2 relaxation time as a non-invasive biomarker in the case of osteoarthritis.
They found a stronger correlation between T2 and histologic scoring compared to the data of the
present study, which may be attributed to their smaller sample size and higher osteoarthritis grade in
patients. It is possible that MR imaging techniques that achieve extremely short echo times, such as
UTE and T2, are more suitable for quantifying menisci matrix composition than standard spin-echo
techniques that rely on T2 mapping [33, 40, 41]. In the aforementioned study by Nebelung et al. [16],
the results of UTE T2* mapping were comparable to those of T2 mapping.

The present results show that T2 mapping should be used with caution as a biomarker for early
meniscal degeneration. The results of this study suggest that there is a certain degree of histological
change in menisci, even if there are no altered T2 relaxation times. Critical consideration must be given
to whether the degenerative meniscal changes are of clinical relevance. The degeneration of menisci
found in this study may reflect normal age-related changes because we examined menisci of elderly
dogs.

T2 mapping allows for a relatively wide range of TEs. It allows both short and longer TEs. Short TEs are
useful for the assessment of menisci and longer TEs may be useful to assess other joint structures, for
example the articular cartilage [9, 26, 31, 32]. T2 mapping can thus be a good tool to detect early matrix
changes in joint structures. Early detection of such changes can improve the understanding of
osteoarthritis development. It also helps to initiate therapy as early as possible to slow the progression
of the disease. The objective is to identify patients at risk of osteoarthritis before the onset of clinical
symptoms.

The limitations of the present study included the inhomogeneous study population, which was due to
the fact that only cadavers from an animal hospital were accessible as study samples. The dogs varied
in breed, sex, weight and age. Additionally, most of the dogs showed only slight signs of osteoarthritis.
Therefore, the radiological and histological differences between the individual joints were rather slight.
The results would have been statistically stronger if a group of healthy animals and a group of animals
with severe degrees of osteoarthritis. The menisci showed a relatively small range in the histologic
score. This was possibly due to the limited number of histologic slides for each meniscus. Furthermore,

the histological scoring did not differentiate between the meniscal zones. For more information on
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zonal details and differences, a separate examination of the anterior horn, middle zone and posterior
horn would be beneficial.

Future studies should include a larger and more homogeneous study population. In addition, meniscal
zones should be subdivided according to anatomic features for both T2 mapping and histologic

examination.

5. Conclusions

In summary, our results suggest that there are histological degenerations in menisci of older dogs,
even if there are no significant radiological signs of osteoarthritis, including no significant changes in

T2 relaxation time.
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Abstract

Magnetic resonance imaging (MRI) is widely used in human medicine, offering multiple contrast
mechanisms to visualise different tissue types. It is also gaining importance in veterinary medicine,
including diagnosing joint disorders. The menisci of the stifle joint play a crucial role in the
development of osteoarthritis (OA), and multi-parameter MRI of the menisci may aid in early OA

diagnosis, potentially improving therapeutic outcomes.

In a previous ex vivo study, we measured T2 relaxation times in menisci of elderly dogs with mild
histological signs of degeneration but no clinical symptoms of lameness. As no significant changes in
T2 relaxation times were observed in relation to histological scores, the present study extends this

investigation by exploring more advanced MR parameters—including T1 relaxation time, T2*
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relaxation time, magnetisation transfer ratio (MTR), and magnetisation transfer saturation (MTsat)—

to assess their potential for detecting early microstructural changes in the menisci.

While T2* relaxation times and MTR showed no significant variation across histological scores, MTsat
values increased with higher proteoglycan staining. In contrast, the apparent T1 relaxation time
(T1app) was lower in menisci with elevated proteoglycan scores and increased with higher cellularity

scores.

The correlation between MTsat and proteoglycan content suggests that MTsat, along with Tlapp,
could be a promising parameter for characterising the extracellular matrix. However, further research

is needed to validate these findings.
1. Introduction

Osteoarthritis (OA) of the canine stifle joint is a predominantly degenerative joint disease, especially
common in older dogs. OA frequently develops in the context of cranial cruciate ligament disease
(POWNDER et al., 2018) and is closely associated with damage or degeneration of the menisci. These
fibrocartilaginous structures play a critical role in absorbing compressive loads and maintaining joint
stability, which helps to protect the articular cartilage from excessive wear (MCDERMOTT, 2011; FOX
et al., 2015; HU et al., 2019). As OA progresses, it leads to structural changes in all joint components,
including the medial and lateral menisci, making meniscal degeneration a key factor in OA onset and

progression.

Magnetic resonance imaging (MRI) is the gold standard for diagnosing knee disorders in humans,
offering high-resolution, non-invasive imaging of soft tissues and bone structures. It is routinely
employed to detect meniscal tears, ligament injuries, and cartilage degeneration (ZARINS et al., 2010;
WELSCH et al.,, 2011; HOFMANN et al., 2018; MITTAL et al., 2019; EIJGENRAAM et al., 2019; ZHANG et
al., 2021; BANJAR et al., 2022; LEE et al., 2023). In veterinary medicine, although traditionally less
common, the use of MRI is steadily increasing (GAVIN, 2011; LABRUYERE u. SCHWARZ, 2013). In
addition to identifying macroscopic injuries (ARNO et al., 2016; HOFMANN et al., 2018; BANJAR et al.,
2022) MRI is gaining importance in characterising tissue microstructures. Recent advances in
guantitative and semi-quantitative techniques have proven particularly useful for assessing
microscopic changes in humans (LI et al.,, 2005; MOSHER et al., 2010; MAMISCH et al., 2012;
EIJGENRAAM et al., 2019) and animals (HARPER et al., 2011; POWNDER et al., 2018; POWNDER et al.,
2018; HONTOIR et al., 2019).

The menisci are composed of fibrochondrocytes embedded in an extracellular matrix primarily
consisting of water, collagen, and proteoglycans (MCDEVITT u. WEBBER, 1990; AUFDERHEIDE u.
ATHANASIOU, 2004; ABRAHAM et al., 2011; AIDOS et al., 2022). The collagen fibres, primarily type |
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with smaller amounts of type Il and lll, are arranged in radial and circumferential patterns, allowing
the menisci to resist multidirectional stresses. Proteoglycans, mainly aggrecan, make up 1-2% of the
meniscal dry weight and contain glycosaminoglycan (GAG) chains such as chondroitin sulphate and

keratan sulphate (MCDEVITT u. WEBBER, 1990).

In osteoarthritic menisci, alterations in the extracellular matrix commonly lead to increased water
content and mobility, which in turn influences the T2 relaxation time. Elevated T2 relaxation times
have been documented in human meniscus degeneration (HOFMANN et al., 2018; EIJGENRAAM et al.,
2019). In a previous ex vivo study, we measured T2 relaxation times in menisci from elderly dogs with
mild histological degeneration but without clinical signs of lameness. The results showed no significant
changes in T2 relaxation times with higher histological scores, suggesting that these early degenerative
changes did not markedly affect the T2 values (BUNZENDAHL et al., 2023). We have now expanded our
investigation to include T1 and T2* relaxation times, as well as magnetisation transfer (MT) techniques
and the derived parameters, including magnetisation transfer ratio (MTR) and magnetisation transfer

saturation (MTsat).

These advanced MR parameters are not yet part of routine clinical diagnostics in human or veterinary
medicine, partly due to longer acquisition times and the complexity of data interpretation (TOFTS,
2003b; BERG et al., 2022). However, these techniques are gaining significance in medical imaging
(BERG et al., 2022), and post mortem studies may help to identify promising candidates for future
clinical applications. In the following, we will briefly address the potential advantages and added value

of these techniques for the microtissue characterization of the menisci.

Given the observed increase in water content during meniscal degeneration, T2* relaxation times may
behave similarly to T2 relaxation times. Nebelung et al. reported higher T2* relaxation values
correlating with increasing histological scores in humans, though primarily at the extreme ends of the
spectrum (NEBELUNG et al., 2016). Furthermore, Lee et al. found a positive correlation between
contact strain and T2* relaxation times in the articular cartilage of cattle (LEE et al., 2023). Although
T2 and T2* are related, T2* is more sensitive to magnetic field inhomogeneities, potentially providing
additional insights into subtle tissue changes such as variation in fiber density and orientation.
However, this heightened sensitivity poses challenges for data acquisition and interpretation, limiting

its current clinical use.

T1 relaxation time, another parameter sensitive to water content, is valuable for assessing cartilage
and soft tissues (REGATTE et al., 2004; LI et al., 2005; BRANDT et al., 2006; MITTAL et al., 2019), but its

application to the meniscus remains largely in the research phase.

MT techniques have been widely applied to indirectly assess macromolecular content in various

biological tissues (GRAY et al., 1995; MEHTA et al., 1995; ROPELE u. FAZEKAS, 2009; LI et al., 2010;
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OLSSON et al., 2021). These methods exploit the interaction between free water protons and protons
bound to macromolecules. By selectively saturating the bound protons, magnetisation is transferred
to the free water protons, resulting in a reduction in signal intensity. The MTR quantifies the degree of
this signal loss by comparing it to a data set acquired without the saturating radiofrequency pulse.
Higher MTR values typically indicate denser macromolecular structures (ZHANG et al., 2021). Several
studies have measured MTR in articular cartilage and menisci, reporting lower MTR values in tissues
with reduced collagen and proteoglycan content (REGATTE et al., 2004; LI et al., 2010; ZHANG et al.,
2021).

A limitation of MTR is its lack of specificity. Various factors, such as inflammation and oedema, can
influence the results. Additionally, MTR is susceptible to BO (main magnetic field) and B1
(radiofrequency) field inhomogeneities and highly sensitive to acquisition parameters, such as the
choice of saturation pulse, which can lead to inconsistent values and makes standardisation across
different studies or clinical environments challenging. To address these limitations, quantitative
magnetisation transfer (¢qMT) methods have been developed. These techniques provide more specific
and reproducible macromolecular parameters, such as the macromolecular pool size fraction and the
exchange rate between free and bound protons. However, the advantages of gMT come at the cost of

longer acquisition times and more complex data processing, limiting its availability in clinical practice.

Helms et al. (HELMS et al., 2008) introduced a technique called MTsat that bridges the gap between
the simplicity of MTR and the complexity of full gMT imaging. MTsat incorporates corrections for B1
inhomogeneities and T1 relaxation times, providing more accurate data but with shorter acquisition
times compared to full gMT. MTsat is increasingly used in research settings, particularly for studying
neurological disorders (WEISKOPF et al., 2013b; GRABHER et al., 2015; LEMA et al., 2017; LEUTRITZ et
al., 2020a). To our knowledge, this technique has not yet been applied to examine musculoskeletal
structures. We hypothesize that MRsat may be suitable for quantifying the macromolecular content
of the meniscus, thereby offering more detailed insights into the remodeling processes of menisci

during degeneration.

In this study, we determined the T1 and T2* relaxation times, along with MTR and MTsat, in menisci
from elderly dogs as previously described. Our goal was to evaluate the sensitivity of these MR
parameters in detecting relatively mild degenerative tissue changes in mostly normally aged menisci
and to determine whether and how these parameters can identify specific types of tissue alterations.
If successful, these early markers could enhance the understanding of osteoarthritis pathogenesis

and pave the way for more effective treatment strategies.

2. Materials and methods
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2.1. Study samples

The stifle joints used in this study have been described previously (BUNZENDAHL et al., 2023). One
joint had to be excluded from the original cohort of 16 joints from 8 dogs due to image artefacts. In
total, 30 menisci from 15 joints (15 medial, 15 lateral) were included. Only elderly dogs, aged between
10 and 17 years, were selected for the study. None of the dogs had a history of hindlimb lameness or
stifle instability. The reasons for the required euthanasia were unrelated to this study. Additional

patient information can be found in Bunzendahl et al. (BUNZENDAHL et al., 2023).

Based on the results of X-ray scoring using the modified Kellgren-Lawrence scale (DIEKMANN;
KELLGREN u. LAWRENCE, 1957), 29% of the joints showed no radiographic evidence of osteoarthritis

(score 0). The remaining 71% exhibited mild signs of osteoarthritis, corresponding to a score of 1.

Histological scoring was based on a system adapted from Sun et al. 2012 (SUN et al., 2012) and Pauli
et al. 2011 (PAULI et al., 2011), which includes individual scores for meniscus cellularity (0 to 3),
collagen content (0 to 2), collagen organisation (0 to 3), and proteoglycan content (0 to 2). Additionally,
a total score was calculated by summing up all the individual scores, resulting in a maximum possible
total score of 10. Among the 30 menisci, one was classified with a total score of 0, while the highest

total score observed was 6 (n = 2).

2.2. MR imaging

Before MRI, the stifle joints were dissected from the surrounding tissue and fixed in 10% neutral-
buffered formaldehyde. The joints, submerged in the formaldehyde solution were positioned in a
flexible 16-channel receive-coil (Variety, NORAS MRI products GmbH, Hochberg, Germany). All MR
measurements were performed using a 3 Tesla whole-body MR system (MAGNETOM Prisma, Siemens

Healthineers, Erlangen, Germany).

Maps of T2*-relaxation time were estimated from 3D multi-echo gradient echo (GRE) images acquired
with the following paramters: TR =75 ms, TE =5 - 64.5 ms in 8.5 ms increments (8 echos), flip angle a
= 25°, and an isotropic resolution of 300 um. The total acquisition time was 1 hour and 14 minutes.
The T2*-maps were calculated using an in-house pixel-wise mono-exponential fitting routine (MATLAB

R2021a, Math Works, Natick, MA, USA).

To estimate MTR and MTsat, 3D single-echo GRE images (TR =27 ms, TE =4 ms and 300 um isotropic
resolution) with varying weightings were acquired. Weightings were achieved by applying an off-
resonance saturation pulse (MT-weighted: MT flip angle = 500° and MT offset = 1500 Hz) or by
modifying the flip angle a (proton density (PD)-weighted: a = 7°; T1-weighted: a = 20°). The total
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acquisition time was 27 minutes per acquisition. MTsat and T1 relaxation time were calculated as
described in (HELMS et al., 2008). Since the measured T1 relaxation time reflects both intrinsic tissue
properties and the effects of the imaging technique, it is referred to as the apparent T1 relaxation time
(Tlapp). Tlapp, T2*-relaxation time, MTR and MTsat were extracted from manually defined regions
of interest (ROIs) that segmented the medial and lateral menisci. All segmentations were consistently
performed by the same experienced observer on T2-weighted images using the software program ITK-

SNAP (www.itksnap.org). The segmentation process utilized sagittal, transverse, and coronal planes as

previously described (BUNZENDAHL et al., 2023). An example of the segmentation is shown in

Supplementary Figure 1.
2.3. Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using the Python libraries statsmodels (version 0.14.1,
www.statsmodels.org), scipy (version 1.10.1, www.scipy.org), and scikit-learn (version 1.3.0,
http://scikit-learn.org). To assess differences in MR parameters across the three values (0, 1, 2) of each
histological score, a one-way ANOVA was performed using statsmodels.stats.anova. Given the limited
sample size and deviations from normality assumptions for some parameters (scipy.stats.shapiro), the
ANOVA results should be interpreted with caution and are presented here primarily for orientation
purposes. To ensure transparency, individual data points are displayed in the corresponding figure,

enabling readers to assess the data distribution and variability within and across groups.

Additionally, a linear regression analysis was conducted using sklearn.linear_model, and the Pearson
correlation coefficient was calculated with scipy.pearsonr. The normality of the residuals from the

regression analysis was evaluated using scipy.stats.shapiro.

A paired t-test was applied to compare findings between the medial and lateral menisci using

scipy.ttest_rel. A p-value of less than 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Delineation of menisci on differently weighted images and their derived maps

Figures 1-3 illustrate the achieved image quality, all derived from the same joint. The T2*-weighted
images (Figure 1, GRE) clearly separate bone from softer tissues, including muscles and cartilage. As
the echo time increases, the fibrous cartilage of the menisci (red arrow) becomes progressively better
delineated from the hyaline articular cartilage (blue arrow), although the signal-to-noise ratio
decreases. In the post mortem specimen, the best contrast was observed at TE = 22 ms. The improved

delineation at longer TE is attributed to the shorter T2* relaxation time of fibrous cartilage compared
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to hyaline articular cartilage, as further confirmed by the calculated T2* relaxation time map (Figure

1, right).

Interestingly, the macromolecule-based contrast of magnetisation transfer-weighted imaging also
clearly delineates fibrous and hyaline cartilage, whereas proton density-weighted (PDw-GRE) and T1-
weighted (T1w-GRE) images show very little difference (Figure 2). The higher MT in fibrous cartilage is
particularly evident on the calculated maps of MTR and MTsat (Figure 3). Notably, the T1-corrected
MTsat map provides even better results than MTR, offering enhanced contrast and more precise tissue

delineation.

GRE (TE=5ms) GRE (TE =13.5ms) GRE (TE=22 ms) T,* Map (ms)

Sagittal

Frontal

Transversal

Figure 1: Orthogonal slices acquired with a 3D multi-gradient echo (GRE) sequence show the best contrast between the
fibrous cartilage of the menisci (red arrow) and the hyaline articular cartilage (blue arrow) at an echo time (TE) of 22 ms. The
corresponding T2* maps confirm the shorter T2* relaxation time of the menisci compared to the articular cartilage.
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MTw-GRE PDw-GRE T1w-GRE

Sagittal

Frontal
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Figure 2: Comparison of images acquired with a 3D multi-gradient echo (GRE) proton-density weighted (PD) sequence with
(MTw-GRE) and without (PDw-GRE) magnetisation transfer preparation, as well as the corresponding T1 weighted images
(T1w-GRE). The macromolecule-based contrast of MTw-GRE provided the clearest delineation of fibrous and hyaline cartilage
across all three orthogonal slices.
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Figure 3: Maps of the magnetisation transfer ratio (MTR), apparent T1 relaxation time and magnetisation transfer saturation
(MT saturation) calculated from the data sets shown in Figure 2. Both magnetisation transfer maps reveal differences
between fibrous and hyaline cartilage, with the T1-corrected MTsat map offering enhanced contrast.

35

0.1

0.09

0.08



3.2. Relationship between histological scores and MR parameters

The menisci included in this study exhibited histological scores for cellularity, proteoglycan content,
collagen content, and collagen organisation ranging from 0 to 2. To assess whether these mild
histological alterations were reflected in the MR parameters, the measured values were initially
categorised according to the corresponding histological scores for each staining (Figure 4). A one-way
ANOVA was performed primarily as an exploratory tool to provide an initial overview of
potentialdifferences in the MR parameters across the three scores. Additionally, the Pearson
correlation coefficient was calculated to assess the relationship between each histological score and

the corresponding MR parameter.

While most MR parameters did not show significant differences across individual scores, Tlapp
decreased with increasing proteoglycan staining (ANOVA: p < 0.003; Pearson correlation: r = -0.54,
r<0.003) and increased with higher cellularity scores (ANOVA, p < 0.05, r =0.37, p<0.05). In contrast,
MTsat values were higher in menisci with elevated proteoglycan scores (ANOVA, p < 0.0003, Pearson

correlation: r = 0.63, p<0.0003).
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Figure 4: Boxplot of MRI parameters across different histological scores. The apparent T1 relaxation time (T1app) is shorter
in menisci with increased proteoglycan staining and longer in those with increased cellularity score. In contrast, MTsat values
(magnetisation transfer saturation) are higher in menisci with elevated proteoglycan scores.

Interestingly, collagen and proteoglycan content appeared to have opposite effects on MTsat. To
explore this further, we calculated the ratio of the collagen and proteoglycan scores, adjusting all
values by adding one to avoid division by zero. The results are shown in Figure 5, where MTsat

significantly decreased with a higher collagen-to-proteoglycan ratio (r=-0.56, p<0.002).
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Figure 5: MTsat (magnetisation transfer saturation) values in relation to collagen and proteoglycan content. Collagen and
proteoglycan scores appear to have opposite effects on MTsat. Specifically, MTsat tends to decrease with lower collagen
content (r =-0.16, p = 0.43), while it increases with increased proteoglycan staining (r = 0.62, p < 0.0003). This relationship is
further reflected in lower MTsat values associated with a reduced collagen-to-proteoglycan ratio (left, r=-0.56, p<0.002).

To investigate a potential correlation between the severity of changes and the MRI parameters, we
summarised, as previously described (BUNZENDAHL et al., 2023), all individual histological scores into
a total score and performed a correlation analysis between the total score and the MRI parameters.
When analysing the lateral and medial menisci together, none of the parameters showed a significant
correlation with the total score. A separate analysis of the lateral and medial menisci indicated a
potential mild negative correlation between MTR and the total score in the medial menisci, though

this trend did not reach statistical significance (r = -0.48, p = 0.08, Supplementary Figure 2).

3.3. Comparison of lateral and medial menisci

Due to their restricted mobility, medial menisci are more prone to injury and may be more susceptible
to degenerative changes over time (FLO, 1993). The histological analysis of the menisci included in this
study revealed no statistically significant difference between the medial and lateral menisci
(Supplementary Table 1), except for the proteoglycan score. On average, the medial menisci exhibited
more intense proteoglycan staining (higher score), with greater variability between samples (paired t-
test, p = 0.006) (Figure 6, left). To determine whether these histological differences are reflected in
any of the MR parameters, the values for T2*, T1, MTR, and MTsat were analysed separately for lateral
and medial menisci. None of the investigated parameters showed a significant difference, although
MTR displayed a trend toward lower levels in the medial menisci (paired t-test, p = 0.059), as shown in
Figure 6. The mean and standard deviation for each MR parameter, separated by lateral and medial

menisci, are summarised in Table 1.
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Figure 6: Comparison of lateral and medial menisci. The medial menisci exhibited more intense proteoglycan staining (higher
score) and greater variability between the analysed samples. Among the quantitative MRI parameters, only the magnetisation
transfer ratio (MTR) indicated a potential difference, showing a trend toward lower values in the medial menisci. Tlapp -
apparent T1 relaxation time, MTsat — magnetisation transfer saturation.

Table 1: Mean values and standard deviations (SD) of the respective magnetic resonance (MR) parameters (MTR —
magnetisation transfer ratio, Tlapp - apparent T1 relaxation time, MTsat — magnetisation transfer saturation) in the medial
and lateral menisci. A paired t-test was applied to assess significant differences, and the corresponding p-values are provided.

MR medial menisci | lateral menisci (mean+SD) p-value
parameter (meanzSD)

MTR 46.3+1.7 ms 47.4+1.5ms 0.06
Tlapp 517+121 ms 536+88 ms 0.56
MTsat 0.08+0.02 ms 0.08+0.02 ms 0.24
T2* 21.8+3.4 ms 20.9 £0.7 ms 0.27

4. Discussion

In this ex vivo study, we evaluated the detectability of mild, histologically confirmed degeneration in
the menisci of elderly dogs with no history of hindlimb lameness using MRI. None of the included dogs
showed signs of meniscal tears or other macroscopically visible injuries Therefore, the samples can be
considered representative of canine menisci from essentially normally aged dogs. Building on our
previous study, which primarily investigated T2 relaxation times (BUNZENDAHL et al., 2023), we
broadened our analysis to include T2* and T1 relaxation times, MTR, and MTsat. Our aim was to
explore the suitability of these MR parameters for identifying mild changes in tissue microstructure
associated with age-related degradation. Previous MRI studies on dog stifles have mainly concentrated
on T2 and T2* weighted images or the corresponding relaxation time maps (HARPER et al., 2011,
POWNDER et al., 2018; POWNDER et al., 2018). To our knowledge, this is the first study on canine

menisci that has additionally incorporated magnetisation transfer techniques.

Compared to hyaline cartilage, MRI of the menisci can be more challenging. Their lower water content,
dense collagen network, and restricted proton mobility lead to rapid signal attenuation due to their
short T2 and T2* relaxation times (WILLIAMS et al., 2012; NEBELUNG et al., 2016). This also applies to

post mortem imaging, as demonstrated in this study. Increasing the echo time of a gradient echo
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sequence, thereby enhancing T2* weighting, improved the delineation between hyaline cartilage and
the menisci. However, excessively long echo times resulted in insufficient signal intensity.
Furthermore, the MTR and MTsat values of the menisci were higher than those of hyaline cartilage,
likely due to their dense collagen structure, offering a promising contrast mechanism for improved

delineation.

The menisci analysed in this study exhibited relatively mild degenerative changes. The highest score
observed in any histological staining did not exceed 2, and the highest total score was 6 (in 2 out of 30
menisci), with 10 being the maximum possible score. Our goal was to determine whether any of the
tested MR parameters could reflect these subtle structural alterations. In summary, T2* relaxation
times and MTR showed no significant differences across histological scores, while Tlapp and MTsat

correlated with certain scores. These findings will be discussed in more detail below.

T2* relaxation time has been reported to increase following meniscal tears and other injuries. For
instance, Koff et al. (KOFF et al., 2013) observed prolonged T2* and T2 values in menisci after surgical

repair in an ovine model. However, in the case of milder alterations, the results are less clear.

Nebelung et al. (NEBELUNG et al., 2016), for example, found no significant correlation between T2*
values and histological degeneration in human menisci using the Williams grading system, which
considers properties such as cellularity, matrix organisation and matrix staining intensity - a finding
that aligns with our observations. A relatively mild increase in extracellular water, as opposed to the
pronounced changes seen in acute injuries, combined with almost preserved fiber density and
orientation, may render T2* less sensitive to detecting mild, age-related alterations. T2* is also more
susceptible to artifacts, for example due to magnetic field inhomogeneities. This could be one of the
reasons for the high standard deviation for this parameter described in the literature [27]. In our study,
there was a higher standard deviation for the medial menisci in particular. In addtition to the low

number of samples, this may be a reason for the difficulties in getting statistically significant results.

Interestingly, Pownder et al. [28] reported longer T2* values in the caudal horn of the medial,
histologically normal menisci of healthy beagles. We did not observe any significant differences
between lateral and medial menisci, although we did not analyse the horns separately. A possible
reason for these differing observations could be the MR sequences used. The ultrashort echo time
(UTE) imaging employed by Pownder et al. is more prone to the magic angle effect. This effect occurs
when collagen fibres are orientated at approximately 55 degrees to the main magnetic field (BO),
resulting in an artificially increased signal due to the decreased dipolar interaction of protons in

collagen-rich tissues. The longer echo times used in our study may have minimised this effect.

Degeneration of the menisci is often accompanied by changes in collagen content and collagen

organisation, making MT techniques a promising candidate for early detection. Zhang et al. reported
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significantly decreased MTR values in menisci from human patients with severe osteoarthritis.
However, quantitative MT techniques appear to be more effective in detecting milder alterations
(ZHANG et al., 2021). MTR can be affected by several confounding factors, including B1 inhomogeneity
and T1 relaxation. It reflects both the exchange rate between free and bound protons and the recovery
of longitudinal magnetisation of saturated spins. Consequently, when T1 relaxation times are shorter,
the MT effect—and thus the apparent macromolecular content—may be underestimated, and vice

versa (HENKELMAN et al., 2001).

The absence of significant changes in MTR in our study may be due to the relatively mild alterations in
tissue properties. Additionally, the observed changes in T1 relaxation time could counterbalance the
MT effect, potentially masking any detectable variations. Quantitative MT techniques aim to separate
the effects of T1 relaxation from the MT effect, enabling parameters that more accurately reflect

macromolecular content, such as the macromolecular fraction (MMF) or bound proton fraction (BPF).

Interestingly, Li et al. reported an increase in BPF associated with higher GAG levels in engineered
cartilage (Ll et al., 2010), which aligns with our findings. The toluidine blue, which we used in this study
to assess the amount of proteoglycans semi-quantitively, binds to the acidic GAGs within the
proteoglycans. We found that menisci with increased proteoglycan staining showed higher MTsat

values, a marker for magnetisation transfer that is corrected for T1 relaxation (HELMS et al., 2008).

The role of GAGs in the pathobiology of meniscal tissue remains debated, especially in dogs, with
limited data available. Inflammatory processes may increase enzymes like matrix metalloproteinases
(MMPs) and aggrecanase, leading to a reduction in proteoglycan content. Conversely, there may be an
initial rise in proteoglycan synthesis as the tissue attempts to repair, accompanied by the inhibition of
degrading enzymes to support recovery (LOPEZ-FRANCO u. GOMEZ-BARRENA, 2018; KRUPKOVA et al.,
2018).

Notably, T1 relaxation time decreased with more intense proteoglycan staining and increased with
higher cellularity scores, suggesting its potential for distinguishing between degenerative (reduced
proteoglycan content, fibroblast-like cells) and regenerative processes (increased cellular activity and
proteoglycan production) in the meniscus. In particular, the different phases or degrees of the
degeneration process must be considered in a differentiated manner. In the course of degeneration,
there are not only varying changes in the proteoglycan content. Cellularity is also initially increased
before cell death occurs, which leads to acellular areas in the tissue. As no such severe degeneration
was found in the examined menisci , no conclusive statement can be made here regarding the mr
values. Another promising diagnostic parameter may be the collagen-to-proteoglycan ratio, as a
decrease in this ratio was linked to lower MTsat values. However, further studies involving menisci
with a broader range of pathological lesions are needed to validate these findings. Future research
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should also compare MTsat and Tlapp directly with T1p in relation to the collagen-to-proteoglycan

ratio, given T1p's sensitivity to proteoglycan loss.

Besides the limitation of including only menisci with relatively mild changes and not having either
healthy or severely affected menisci involved, the applied histological scoring system may also limit
the correlation between MRI and histological findings. More quantitative, continuous readouts would
be preferable. Further studies aim to to address these limitations by include a broader range of
pathological changes, larger sample size, additional histological methods and separate analyses of the

meniscal body and horns.

Another limitation of this study is that all measurements were conducted post mortem on formalin-
fixed tissue. Formalin affects the tissue's hydration state and thereby influences relaxation times (SON
et al., 2013; NEBELUNG et al., 2016; BUNZENDAHL et al., 2023). Additionally, measurements were
performed at room temperature, which is lower than body temperature and impacts several MRI-
relevant properties, such as exchange rate, diffusivity, and T1 relaxation time (NOESKE, 2000). On the
other hand, post mortem MRI studies offer the advantage of longer measurement times, allowing for
higher spatial resolution and the simultaneous use of multiple contrast mechanisms. So, this approach
can be used to test a wide range of MR contrasts, with the most promising ones then applied and

validated in vivo.

MTsat and Tlapp are particularly promising parameters for future in vivo studies, which should aim to
include a broad spectrum of meniscal alterations, extending beyond age-related changes in canine

menisci.

The description of the morphological and biochemical composition of the menisci using the MR values
mentioned here can be very valuable for the early detection of degenerative changes. A precautionary
examination or early detection before morphological changes occur, can improve the patient's
prognosis. In addition, the exact pathogenesis of morphological meniscal changes can be further
clarified. This could also improve the understanding of the pathogenesis of osteoarthritis. Especially if

other articular structures are also examined in this way.
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5. Conclusions
In summary, none of the investigated contrast mechanisms showed high sensitivity or specificity for
detecting mild changes in the tissue microstructure of canine menisci, as assessed by histological
analyses using the modified scoring systems of Pauli (PAULI et al., 2011) and Sun (SUN et al., 2012).
However, the observed correlation between MTsat and proteoglycan content may be a promising
candidate for characterising the extracellular matrix, though further studies are needed to validate this

effect.
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Proteoglycan content 0.8+0.7 0.3+0.6 0.006
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Collagen-to- 1.4+0.8 1.7+0.8 0.1
proteoglycan ratio

Cellularity 1.1+£0.6 1.2+£05 0.72

Total score 41+1.1 3.7+£15 0.31
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Supplementary Figure 1: Example of the manual segmentation of the lateral meniscus using the software program ITK-SNAP
(www.itksnap.org).
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Supplementary Figure 2: Relationship of the total score (sum of all four single histological scores) and magnetisation transfer
ratio (MTR) in (A) the lateral (l) and (B) medial (m) menisci.
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4. Ubergreifende Diskussion

Die vorliegende ex-vivo Studie befasste sich mit den histologischen Veranderungen und der
Anwendung semi-quantitativer MR-Bildgebung an caninen Kniegelenken. In der ersten Studie
wurden Menisken aus 16 Kniegelenken von acht alteren, lahmfreien Hunden untersucht. Nur
klinisch unaufféallige Hunde mit einem Réntgenscore von 0 bis 1 und einem Gewicht zwischen
15 und 30 kg wurden eingeschlossen. Diese Kriterien ergaben sich daher, dass aus den zur
Verfligung stehenden Kadavern eine mdglichst einheitliche Studienpopulation geschaffen
werden sollte. In der zweiten Studie musste ein Gelenk aufgrund technischer Fehler bei der

Bildaufnahme exkludiert wurden.

Untersucht wurden die T1-, T2-, T2*- Relaxationszeit und der MT in Form der MTR und des
MTsat. Die Ergebnisse beider Studien zeigen, dass die semi-quantitative MR-Bildgebung sehr
herausfordernd ist und noch weitere Untersuchungen zur Validierung und Interpretation der
Ergebnisse notwendig sind. Es wird jedoch auch deutlich, dass vor allem die T1-
Relaxationszeit und MTsat vielversprechende Biomarker zur Charakterisierung der
extrazellularen Matrix der Menisken sein kénnten. Beide Parameter zeigten Korrelationen mit
einigen histologischen Parametern. Dahingegen konnten wir keine Korrelationen der T2- und
T2*-Relaxationszeit und der MTR mit den Ergebnissen der histologischen Parameter
feststellen. Die hier vorliegenden Untersuchungen sind als “Pilotstudien” zu verstehen, die
einen ersten Eindruck fir die Anwendung dieser Techniken im veternarmedizinischen Bereich
geben. Zudem kodnnen solche Studien als Modell fir Anwendungen in der Humanmedizin
dienen. Grundsatzlich sind hier sicherlich weitergehende Untersuchungen zur Validierung
unserer Ergebnisse notwendig. Es sollten Untersuchungen erganzt werden, um
physiologische und pathologische Richt- bzw. Normalwerte zur Beurteilung der Mensiken und
deren mikrostruktureller Zusammensetzung definieren zu kénnen. Daflr sollten die hier
erfolgten Untersuchungen mit einer groRBeren Studienpopulation wiederholt werden.
Aul3erdem ware es sinnvoll, Tiere mit hoherem Arthrosegrad mit gesunden Tieren zu
vergleichen. Deutliche Degenerationen, wie sie bei hohren Arthrosegrade vorliegen, kdnnen
leichter mittels Bildgebung detektiert werden und der Vergleich mit gesunden Tieren kdnnte

zu statistisch aussagekraftigeren Ergebnissen fuhren.
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4.1.Diskussion der angewandten Methoden

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass es mit quantitativer und semi-quantitativer MRT
gelingen kann, (mikro-)strukturelle Verdnderungen verschiedener Gewebe zu detektieren. Es
konnten Veranderungen der T1p und T2 in humanem Knorpel und Menisken bei Patienten mit
Kreuzbandriss bzw. Osteoarthrose gezeigt werden (ZARINS et al., 2010; WANG et al., 2016;
MITTAL et al., 2019). Es konnten beispielweise auch Korrelationen zwischen T1, T1p und T2
mit dem histologischem Williamsscore gezeigt werden (BAUM et al., 2013),(NEBELUNG et
al., 2016; EIJGENRAAM et al., 2019).

Ein erster Diskussionspunkt ist sicherlich die Studienpopulation. Wir konnten ausschlie3lich
Hunde flur diese Studie nutzen, die aufgrund anderer Erkrankungen in der Klinik verstorben
sind oder euthanasiert wurden. Daraus ergab sich eine gemischtgeschlechtliche, altere (>10
Jahre) Hundepopulation bestehend aus verschiedenen Rassen. Es lag aul3erdem eine
heterogene Verteilung von KoérpergroRe und Korpergewicht vor. Neben dieser vorliegenden
Inhomogenitat innerhalb der Studienpopulation, konnten wir ausschlie3lich Kadaver
generieren, die nur geringe rontgenologische Veranderungen im Kniegelenk aufwiesen. Die
untersuchten Gelenke zeigten also entweder keine oder maximal geringe Anzeichen von
Degenerationen. Dies fuihrte wiederum dazu, dass die histologischen und radiologischen
Unterschiede zwischen den einzelnen Hunden und Gelenken nur sehr gering waren.
Vorteilhafter wére sicherlich eine vergleichende Untersuchung zwischen einer Gesundgruppe
und einer deutlich an Arthrose erkrankten Gruppe gewesen. Diese Vorgehensweise kdnnte
insgesamt zu aussagekraftigeren Ergebnissen fihren. Pownder et al. (2018) hat
beispielsweise die Kniegelenke von 7 gesunden ménnlichen Beaglehunden untersucht und
damit eine sehr homogene, wenn auch ebenfalls sehr kleine, Studienpopulation. Hontoir et al.
(2019) fuihrten histologische Untersuchungen an ovinen Kniegelenken durch. Sie untersuchten

insgesamt 80 Rinder, hatten also eine deutlich gréf3ere Studienpopulation.

Grundsatzlich findet man deutlich mehr humane Studien, die teils nur bildgebende

Untersuchungen gemacht haben und teils auch histologische Untersuchungen erganzten.

Regatte et al. (2004) untersuchten die T1p-Relaxation zur Detektion friher
Knorpelveranderungen bei symptomatischen und asymptomatischen Erwachsenen mit
Osteoarthrose im Femoropatellargelenk. Mit insgesamt 14 Probanden war die
Studienpopulation von der Grof3e vergleichbar mit unserer Gruppengrof3e. Untersucht wurde

hier ausschlielich mittels MRT, eine histologische Kontrolle erfolgte nicht.

Mittal et al. (2019) untersuchten Matrixverdnderungen des Gelenkknorpels und der Menisken
bei gesunden humanen Patienten und Patienten mit Osteoarthrose mittels T1- und T2-

Relaxation. Es wurden 25 Patienten in der Krankgruppe und 10 Probanden in der
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Gesundgruppe untersucht. Die Studienpopulation war also ebenfalls sehr klein. Ahnlich
unserer Studie wurden nur Patienten mit geringem Osteoarthrosegrad (Kellgren-Lawrence-
Grad 1 und 2) in die Studie eingeschlossen. Aul3erdem fand ebenfalls der Kellgren-Lawrence-
Score zur Beurteilung des Arthrosegrades Anwendung. In dieser Studie wurden wie bei
Regatte et al. (2004) ausschlieBlich bilgebende Daten erfasst Eine Korrelation mit
histologischen Untersuchungen erfolgte also nicht. Die T1- und T2-Relaxationszeit wurden
nicht nur fir die Menisken, sondern auch fir den Gelenkknorpel bestimmt. Zuséatzlich fand, im
Gegensatz zu unserer Studie, noch eine morpholoische Beurteilung dieser beiden Strukturen
mittels MRT statt.

Auch Nebelung et al. (2016) untersuchten den diagnostischen Nutzen verschiedener MR-
Parameter im Rahmen von Meniskusdegenerationen beim Menschen. Ahnlich unserer Studie
fanden multiparametrische MRT-Untersuchungen statt. Gemessen wurden T1, T1p, T2, T2*
und UTE-T2*. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Untersuchungen, handelt es sich
hier, wie auch bei uns, um eine ex-vivo Studie. Untersucht wurde auch hier nur eine geringe
Anzahl an Menisken (n=24). Diese stammten von Patienten, die eine Totalendoprothese des
Kniegelenkes erhalten haben. Die MRT-Untersuchung erfolgte nach Entnahme der Menisken.

Diese wurden in einem speziellen Serum bei 4°C aufbewahrt.

Die Art der Praparation und auch die Aufbewahrung der Proben sind ein weiterer
diskussionswurdiger Punkt. Sie konnen die Ergebnisse malgeblich beeinflussen.
Grundsatzlich wurden die Kniegelenke in unseren Studien als Ganzes aus den Kadavern
entnommen. Die Aufbewahurng erfolgte nicht in einem speziellen Serum, sondern in einem
mit 10%igem Formalin gefilliten Gefal3. Aul3erdem wurde unter Luftabschluss zusétzlich
Formalin in das jeweilige Gelenk injiziert. Formalin hat einen starken Einfluss auf den
Hydratationsstatus des Gewebes, was wiederum Auswirkungen auf die Ergebnisse haben
kann. Die T1- und T2-Relaxation verhalten sich beispielsweise proportional zur Verringerung
des Wassergehaltes in Formalin-fixierten Proben des Herzmuskels (EBATA et al., 2021).
(CHAN et al., 2022) untersuchten beispielsweise die Auswirkungen von Formalinfixierung der
weilen Substanz des Gehirns. Die Ergebnisse zeigten, dass Formalin-fixierte Proben eine
ahnliche magnetische Suszeptibilitdt aufweisen, Vergleiche mit nicht-fixierten Proben jedoch
mit Vorsicht betrachtet werden missen. Formalin kann aufRerdem dazu fiihren, dass die Bilder
ein starkeres Rauschen aufweisen (DUSEK et al., 2019). Studien zu Veranderungen der MR-
Parameter durch Formalin-Fixierung fir muskuloskeletale Strukturen sind nach unserem

Wissen aktuell nicht beschrieben.

Die meisten Studien haben die Menisken in-vivo mittels MRT untersucht (NEBELUNG et al.,

2016; MITTAL et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Nebelung et al. (2019) und Pownder et al.

(2018) haben die Menisken ex-vivo in gekihltem Zustand untersucht. Daher gibt es keine
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vergleichbaren Studien, die Formaln-fixierte Mensiken mittels MRT untersucht haben. In
unseren Studien wurden auf3erdem die Gelenke in toto im MRT untersucht. Die Menisken

wurden erst nach der Bildgebung fir die histologische Untersuchung prépariert.

Zur histologischen Beurteilung der untersuchten Menisken fand ein modifizierter Score nach
(SUN et al.,, 2012) und (PAULI et al.,, 2011) Anwendung. Diese untersuchten humane
Kniegelenksmensiken und beschrieben histologische Verdnderungen, die im Rahmen der
Arthrose auftraten. Beispiele fir derartige Degenerationen sind ein veranderter Kollagen- und
Proteoglykangehalt. Auch unsere histologischen Untersuchungen zeigten Unterschiede im
Kollagen- und Proteoglykangehalt. Mit steigendem Osteoarthrosegrad nahm beispielsweise
der Kollagengehalt ab.

Fur unsere Untersuchungen wurden die Menisken, wie bereits erwahnt, zunéchst aus den
Gelenken prapariert und erneut in 10%igem Formalin aufbewahrt. Auch wenn diese
Praparation unter grofdter Vorsicht erfolgte, kbnnen gewisse praparationsbedingte Artefakte
nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Strukturelle Schéaden, beispielsweise durch
Quetschungen mittels Pinzette etc., kdnnten zu einer veranderten Auswertung hinsichtlich der
Kollagenorganisation filhren. Vor allem, wenn Artefakte und Degenerationen durch den

Untersucher nicht sicher zu differenzieren sind.

Zur histologischen Beurteilung der Menisken bezuglich Zellularitdt, Kollagen- und
Proteoglykangehalt und Kollagenorganisation, wurden anschlieRend verschiedene Farbungen
angewendet. Die Ergebnisse dieser Parameter wurden zu einem Gesamtscore addiert.
(PAULI et al., 2011; SUN et al., 2012). Zu beachten ist, dass die Anzahl der ausgewerteten
Schnitte in unserer Studie etwas von denen, die von Pauli et al (2011) und Sun et al (2012)
ausgewertet wurden, abweicht. Es wurde nur ein Schnitt pro Meniskus ausgewertet. Andere
Studien unterscheiden die anatomischen Lokalisationen der Menisken genauer, indem sie
beispielsweise Vorder- und Hinterhorn und Mittelteil der Menisken separat betrachten. Sun et
al. (2012) beurteilten histologisch mehrere Transversalschnitte des Meniskus. Dass man
durchwegs Unterschiede zwischen den einzelnen Meniskusresgionen feststellen kann, zeigen
einige Studien (SUN et al.,, 2012; NEBELUNG et al., 2016, NEBELUNG et al., 2016;
POWNDER et al., 2018; POWNDER et al., 2018; POWNDER et al., 2018). Pownder et al.
(2018) fanden beispielsweise langere T2*-Werte im Hinterhorn des medialen Meniskus
(POWNDER et al., 2018). Je mehr Schnitte untersucht werden, desto mehr Daten erhélt man
Uber den genauen histologischen Zustand des Gewebes. Daher ist eine Untersuchung von

mehreren Abschnitten in jedem Fall der Untersuchung nur eines Langsschnittes vorzuziehen.

Desweiteren kann nicht nur zwischen Vorder- Hinterhorn und Mittelteil differenziert werden,
sondern auch zwischen Meniskusoberflache und tieferen Schichten und zwischen Kollagen-

Typ-l und Kollagen-Typ-1l (PAULI et al., 2011; SUN et al., 2012). Die histologische Beurteilung
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war in unseren Studien somit weniger detailreich. Durch Auswertung jeweils eines Schnittes
haben wir nur einen Uberblick Uber das Gewebe erhalten und eine weniger detailierte
Beurteilung durchgefihrt, als andere Studien. Da es sich hier zunachst um eine Art Pilotstudie
handelte, waren sowohl der Arbeits- als auch der Kostenaufwand dahingehend limitiert, dass

wir nur einen Schnitt pro Meniskus ausgewertet haben.

Unser Studiendesign &hnelt einigen Veroffentlichungen aus der Humanmedizin. Einige
Studien haben jedoch ausschlief3lich bildgebende Parameter oder histologische Parameter
untersucht (REGATTE et al., 2004; HONTOIR et al., 2019). Eine Studie, die ebenfalls MRT-
Daten und histologische Daten miteinander verglich, ist die von Eijgenraam et al. (2019). Dort
wurden die T2-Werte mit histologischen Scores von humanen Kniegelenksmenisken bei

Patienten verglichen, die aufgund einer Gonarthrose einen Kniegelenksersatz erhalten haben.

Wir haben in unseren Studien verschiedene MR Sequenzen bzw. Kontraste genutzt, um
canine Menisken des Kniegelenkes zu untersuchen. Um den tatséchlichen Degenerationsgrad
der Menisken beurteilen und mit den Ergebnissen der Bildgebung vergleichen zu kénnen,
wurden die Menisken zusatzlich histologisch untersucht. Auch Nebelung et al. (2016) und
Pownder et al (2018a) untersuchten Menisken mittels MRT und verglichen die Ergebnisse mit

der Histologie.

Im Bereich der Veterindrmedizin gibt es insgesamt bisher nur wenige Untersuchungen zur
semi-quantitativen MR-Bildgebung des Meniskus. Pownder et al. (2018a) untersuchte mittels
T2* canine Kniegelenksmensiken. In dieser Studie wurden ausschliel3lich gesunde Menisken
untersucht und Normalwerte fir die einzelnen anatomischen Lokalisationen der Menisken

beschrieben.

Die Untersuchung der Menisken mittels MRT in unserer Studie findet sich unseres Wissens
nach so noch nicht in der Literatur. Mittels semi-quantitativer Bildgebung wurden von uns
verschiedene MR-Parameter untersucht. Es wurden die T1-, T2-, T2*-Relaxationszeit und der

Magnetisierungstransfer in Form der MTR und des MTsat untersucht.

T2 und T2* wurden schon in einigen human- und wenigen veterindrmedizinischen Studien zur
Untersuchung artikularer Strukturen angewendet (MOSHER u. DARDZINSKI, 2004;
REGATTE et al., 2004; LI et al., 2005; NEBELUNG et al., 2016; POWNDER et al., 2018;
MITTAL et al.,, 2019). Der Magnetisierunstransfer hingegen wurde wenig im Bereich der
Orthopéadie untersucht (LI et al., 2010; ZHANG et al., 2021).

Die T2-Relaxationszeit wurde schon in zahlreichen Studien zur Untersuchung von

intraartikularen Strukturen genutzt. Sie kann die Integritat der Wasserstoff-Molektile und auch
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den Wassergehalt des Gewebes widerspiegeln (LIESS et al., 2002; MOSHER u.
DARDZINSKI, 2004; HONTOIR et al., 2015). Diese Parameter werden durch pathologische
Vorgange beeinflusst, sodass die T2-Relaxationszeit als friher Biomarker solcher
Veranderungen nuitzlich sein kann (HONTOIR et al., 2015).

Der Magnetisierungstransfer wurde bisher wenig zur Untersuchung muskuloskeletaler
Strukturen angewendet. Zhang et al. (2021) untersuchten humane Menisken von gesunden
Patienten und Patienten mit Osteoarthritis mittels MTR. Canine Menisken wurden nach
aktuellem Wissensstand noch nicht mit diesem Parameter untersucht. Eine Studie wurde

veroffentlicht, in der der Gelenkknorpel mittels MTR untersucht wurde.

Grundsatzlich muss unbedingt bedacht werden, dass es sich bei unserer Studie um eine ex-
vivo Studie handelt. Die Ergebnisse der MR-Untersuchung mussen also kritisch betrachtet
werden. Die MR-Werte kdénnen vor allem in ex-vivo Untersuchungen durch verschiedenste
Faktoren beeinflusst werden. Beispielsweise hat die Temperatur einen grof3en Einfluss auf die
T2-Relaxationszeit. In unserem Fall wurden die Gelenke bei Raumtemperatur untersucht. Die
Temperatur lag also unterhalb der in-vivo vorliegenden Korpertemperatur. Diese
Temperaturunterschiede konnen z.B. zu Veré&nderungen der Signalintensitat fihren. Die
Protonendichte verhalt sich umgekehrt proportional zur Gewebetemperatur und eine geringere
Dichte fuhrt zu einem geringeren Signal. Auch die T1-Relaxation wird von der
Gewebetemperatur beeinflusst, da die Energieaustauschrate innerhalb und zwischen den
Wassermolekiilen mit steigender Temperatur zunimmt (ODEEN u. PARKER, 2019).
AuBerdem unterscheiden sich die Bildaufnahmeparameter haufig zwischen in- und ex-vivo
Studien. Die Anzahl der genutzten Echos, die verwendeten Echozeiten und auch das Sichtfeld
kénnen variieren (VAN TIEL et al., 2016; NEBELUNG et al., 2016). Die in dieser Studie
genutzten Parameter erfordern (in Summe) eine sehr lange Aufnahmezeit von einigen
Stunden, die so nicht in die klinische Anwendung tbertragen werden kénnte. In-vivo werden
haufig kirzere Echozeiten genutzt, um die Scanzeit zu minimieren und eventuelle
Bewegungsartefakte zu minimieren. Ex-vivo sind deutlich lAngere Scanzeiten méglich, sodas
multiple Echos genutzt werden kénnen. Dies resultiert in einer kontrastreicheren Darstellung
und héheren raumlichen Aufldsung. Das Sichtfeld kann in ex-vivo Untersuchungen deutlich
kleiner gewahlt werden, mit héhrer Matrixauflosung, um eine mdglichst detailierte Abbildung

ZU erreichen.
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4.2 .Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse unserer Studien zeigen, dass die strukturelle bzw. semi-quantitative
Bildgebung der Menisken und die Interpretation der erhaltenen Bilddaten noch nicht ausgereift
sind. Allgemein ist die Darstellung der Menisken vor allem durch ihre kurze T2-Relaxationszeit
schwierig. Sie sind dadurch deutlich weniger signalgebend als beispielsweise der
Gelenkknorpel (AFSAHI et al., 2022). Durch ihren geringen Wassergehalt, ein besonders
straffes Kollagennetzwerk und eine eingeschrankte Protonenbeweglichkeit, kommt es
aufgrund der kurzen T2- und T2*-Relaxationszeiten schnell zu einer Signalabschwéchung
(WILLIAMS et al., 2012; NEBELUNG et al., 2016). Sowohl die T2- und die T2*-Relaxation,
aber auch die MTR haben in unseren Arbeiten nicht signifikant mit den Ergebnissen der
histologischen Untersuchungen korreliert. Nur fir die T1-Relaxationszeit und MTsat konnte ein
Zusammenhang mit dem Proteoglykangehalt und im Falle der T1-Relaxationszeit auch mit der
Zellularitat gezeigt werden. Zusatzlich dazu, konnten wir zeigen, dass eine verlangerte
Echozeit in der Gradientenecho-Sequenz (GRE) zu einem verbesserten Kontrast zwischen
dem hyalinen Gelenkknorpel und dem Faserknorpel der Menisken fiihrt. UbermaRig lange
Echozeiten (TE) fuhrten dahingegen zu einer unzureichenden Signalintensitat. Auch in der
Literatur ist beschrieben, dass muskuloskeletale Strukturen grundsatzlich besser mit kurzen
Echozeiten abgebildet werden kénnen, da es bei langeren Echozeiten zu einem Signalverlust
kommt (AFSAHI et al., 2022). Grundsatzlich waren die MTR- und MTsat-Werte der Menisken
hoher als die des hyalinen Knorpels. Ursachlich dafiir konnte die dichtere Kollagenstruktur
sein. Dieser Kontrastmechanismus kann eine vielversprechende Mdéglichkeit sein, die beiden

Strukturen besser voneinander abzugrenzen.

Bezlglich der mangelnden Korrelation zwischen T2* und den histologischen Parametern
stimmen unsere Ergebnisse mit denen aus der Studie von Nebelung et al. (2016) Uberein. Hier
fand zur histologischen Bewertung der sogenannte Williams-Score Anwendung, welcher
beispielsweise auch die Zellularitit und Matrixorganisation bewertet. Sie konnten
beispielsweise zeigen, dass T1 und T2 senstiiv fir Veranderungen im Meniskusgewebe sind.
T2* hingegen war laut ihren Ergebnissen weniger geeignet. Nebelung et al. (2016) begriinden
die Ergebnisse damit, dass T2* grundsatzlich anféalliger fur Artefakte aufgrund von
Magnetfeldinhomogenitaten ist. Dies spiegelt sich auch in der Literatur wider, wo haufig
deutlich hohere Standardabweichungen fur T2* im Vergleich zu T2 beschrieben sind (KIM et
al., 2014; NEBELUNG et al., 2016).

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, konnten andere Studien hingegen zeigen, dass die
T1-, T2- und T2*-Relaxationszeit potentielle Biomarker fur strukturelle Veranderungen der
Menisken sein konnten. Mittal. et al. (2019) zeigten beispielsweise, dass die T2-

Relaxationszeit Veranderungen in der biochemischen Zusammensetzung der Menisken
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detektieren kann. Die Autoren vermuten, dass T2-Werte empfindlich auf die Interaktion
zwischen den Wassermolekilen und dem Kollagennetzwerk reagieren, aber keine
Veranderungen des Proteoglykan-Gehalts widerspiegeln kénnen. Fur Verdnderungen des
Proteoglykan-Gehaltes zeigte die T1-Relaxation in ihrer Studie bessere Ergebnisse. Auch
Eijgenraam et al. (2019) konnten mit ihren Ergebnissen eine Korrelation zwischen T2-

Relaxation und histologischem Score bei humanen Kniegelenksmenisken zeigen.

(KOFF et al.,, 2013) korrelierten die T2*-Relaxationszeit des Meniskus mit quantitativen
mikroskopischen Methoden bei Schafen mit iatrogen induzierten Meniskusrissen. Die
Untersuchungen erfolgten 6 Wochen post Operationem. Die Autoren kamen hier zu dem
Schluss, dass der untersuchte Parameter Unterschiede in der Meniskusstruktur und
--zusammensetzung erkennen kann. Nebelung et al. (2016) hingegen fand -wie bereits
erwahnt- keine signifikante Korellation zwischen den T2*-Werten und den histologischen

Veranderungen humaner Menisken.

Rauscher et al. (2008), Zarins et al. (2010) und Wang et al. (2016) schlussfolgerten anhand
ihrer Ergebnisse, dass semiquantitative MR-Parameter es ermoglichen, degenerative
Veranderungen der Menisken zu detektieren und semiquantitativ zu beschreiben. Rauscher
et al. (2008) konnten siginifikante Unterschiede in der T1lp- und T2-Relaxation zwischen
Patienten ohne Osteoarthrose und mit mildem bzw. schwerem Osteoarthrosegrad zeigen.
Zarins et al. (2010) konnten ebenfalls verlangerte T1p- und T2-Relaxationen bei Patienten mit
Meniskusdegenerationen finden. Signifikante Unterschiede konnten sie jedoch nur bei
starkerer Degeneration feststellen. Wang et al. (2016) konnten auch eine signifikante
Verlangerung von T1p- und T2-Relaxation feststellen. Sie untersuchten Menisken bei
Patienten mit Kreuzbandruptur. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen und denen von Zarins
et al. (2010), konnten sie auch bei geringen Degenerationen sigifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe zeigen. Auch Regatte et al. (2004) konnten eine verldngerte T1p-Relaxation

bei Patienten mit symptomatischer Osteoarthrose feststellen.

Li et al. (2010) untersuchten den Magnetisierungstransfer (MT) als nicht-invasive
Evaluierungsmethode fur kiinstlichen Knorpel. Sie fanden einen signifikanten Anstieg des MT,
der mit einer Zunahme der Glykosaminoglycane (GAG) korreliert war. Im Gegensatz zum
Gelenkknorpel ist nicht wirklich geklart, ob der Gehalt an GAG in caninen Menisken im Falle
einer Degeneration ab- oder zunimmt. Einige Autoren sprechen von einem erhdhten GAG-
Gehalt bei Osteoarthrose, andere von einem verminderten GAG-Gehalt (ROUGHLEY u. LEE,
1994; DIJKGRAAF et al., 1995; SUN et al., 2012; BAUM et al., 2013). Ein verminderter Gehalt

an GAG koénnte im Rahmen entzindlicher Prozesse durch Aktivierung von Enzymen, wie
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beispielsweise der Matrix-Metalloproteinasen und Aggrecanase, bedingt sein. Andererseits
kénnte es zu Beginn eines Degenerationsprozesses auch zu einem erhdhten GAG-Gehalt
kommen, wenn die zuvor genannten Enzyme im Rahmen des Reparaturgeschehens zunachst
gehemmt werden (KRUPKOVA et al., 2018; LOPEZ-FRANCO u. GOMEZ-BARRENA, 2018).

Interessant an unseren T1-Ergebnissen ist, dass die Werte mit intensiverer Proteoglycan-
Farbung abnehmen und mit hoherer Zellularitat ansteigen. Dies konnte darauf hindeuten, dass
die T1-Relaxationszeit das Potential aufweist zwischen degenerativen und regenerativen
Prozessen zu unterscheiden. Die regenerativen Prozesse selbst durchlaufen auch
verschiedene Phasen, welche differenziert betrachtet werden sollten. Nicht nur der
Proteoglykangehalt verandert sich im Laufe der Degeneration, auch die Zellularitét variiert im
Verlauf. Zunéchst ist die Zellularitat erhdht, bevor es bei voranschreitender Schadigung dann
zur Zellabnahme bis hin zu vermehrtem Zelltod kommt, der in azellularem Bereichen resultiert.
Beschrieben ist auch, dass sich dass Zellbild im Rahmen der Degeneration von Fibroblasten
hin zu Chrondrozyten veréandert, was in einer héheren Produktion von Proteoglykanen als
Anpassungs- bzw Reparationsreaktion resultiert (PAULI et al., 2011; NEBELUNG et al., 2016).
Derartig starke Veranderungen waren in unseren Menisken nicht zu finden, weshalb hier keine
abschlieRende Aussage Uber die MRT-Werte getroffen werden kann. Auch andere Studien
kénnen dazu keine konkreten Aussagen treffen. Es gibt nach unserem Wissensstand aktuell
nur erste Ergebnisse, die eine Korrelation zwischen T1 und dem Proteoglykangehalt zeigen.
Diese gehen aber nicht auf die Veranderungen im Rahmen der Regeneration bzw.
Degeneration ein (CASULA u. KAJABI, 2024).

Die mangelnde Signifikanz unserer Ergebnisse bezuglich der T2-, T2*- und MTR-Werte kdnnte
unter anderem an den nur sehr geringgradigen histologischen Verénderungen der Menisken
liegen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einiger Studien, die ebenfalls zu dem Schluss
gekommen sind, dass die Sensitivtiat von T2, T2* oder MTR eingeschrankt ist, wenn nur
geringgradige Veradnderungen der untersuchten Gewebe vorliegen (NEBELUNG et al., 2016;
NEBELUNG et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Die Autoren begrinden dies damit, dass sich
die Gewebeeigenschaften nur bei Menisken mit geringem und hohem Williamsscore deutlich
genug unterscheiden, um sich in den MR-Parametern widerzuspiegeln. Bei chronischen
leichten Veranderungen kommt es im Gegensatz zu akuten Verletzungen nur zu einem
geringen Anstieg des Wassergehaltes im Extrazellularraum. Zusammen mit einer nahezu
unveranderten Dichte und Ausrichtung der Kollagenfasern kann dies beispielsweise fur die
geringere Sensitivitat von T2*verantwortlich sein. Vor allem T2* ist aul3erdem empfindlicher
gegeniuber Magnetfeldinhomogenitaten, was zu einer hoheren Standardabweichung fuhren
kann. Dies erschwert gerade in unserem Fall aufgrund geringer histologischer Unterschiede

und einer eher kleinen Studienpopulation das Erzielen statistsch signifikanter Ergebnisse.

58



Auch die MTR ist relativ empfindlich gegenuber gewissen Storfaktoren, wie z.B. B1l-

Inhomogenitaten.

Eine klare Definition der MR-Parameter flr gesunde und erkrankte Tiere und auch eine
deutliche Korrelation zwischen MR-Parametern und histologischem Score konnten in anderen
Studien vor allem bei héherem Osteoarthrose-Grad erzielt werden (ZARINS et al., 2010;
WANG et al., 2016; NEBELUNG et al., 2016; WANG et al., 2016). Zarins et al. (2010) konnten
beispielsweise zeigen, dass die T1lp- und T2-Relaxationszeit im Knorpel bei Patienten mit
Meniskusrissen vom Grad 2 bis 4 deutlich héher waren als bei Patienten mit Meniskusrissen
Grad 0 bis 1 (p<0.05). Eine signifikante Unterscheidung zwischen den Gruppen mit Grad O
und 1 gelang in dieser Studie nicht. Wie auch bei uns zeigt sich also, dass geringe
histologische Unterschiede mittels dieser Relaxationszeiten nur schwer detektiert werden
kénnen. Wang et al. (2016) konnten signifikant verlangerte T1p- (p=0.006) und T2-
Relaxationszeiten (p=0.002) im Meniskus bei Patienten mit einer Kreuzbandruptur finden.
Diese Studie konnte auch bei Patienten ohne Meniskusriss eine deutliche Verlangerung der

Relaxationszeiten im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen

Fur weiterfihrende Untersuchungen hinsichtlich unserer Studie, wére es also sicherlich
sinnvoll, starker an Osteoarthrose erkrankte Tiere zu untersuchen und diese anschlie3end mit
einer gesunden Kontrollgruppe zu vergleichen. Als Kontrollgruppe wéaren in unserem Fall vor
allem junge Hunde geeignet, die radiologisch keinen Hinweis auf eine Gonarthrose haben und
deren Menisken in der histologischen Untersuchung frei von Degenerationen sind. Die
Krankgruppe sollte ausschlieRlich Hunde einschlieen, die radiologisch eine deutliche
Gonarthrose aufweisen (minds. Kellgren-Lawrence Grad 3). Da unsere Studien an Kadavern
durchgefuihrt wurden, ware bei gleichem Studiendesign beziglich der Probengenerierung
auch bei der Kontrollgruppe eine histologische Untersuchung der Menisken méglich. Dies ist
in zahlreichen humanen Studien nicht moglich, kann aber eine wichtige Kontrolle der

radiologisch vermuteten Gelenkgesundheit sein.
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4.3.Schlussfolgerungen

Die MRT st heute in der bildgebenden Diagnostik in der Kleintiermedizin nicht mehr
wegzudenken. MRT-Gerate stehen jedoch meist nur in gréReren tiermedizinischen Zentren
zur Verfuagung, da sowohl die Anschaffung als auch die Instandhaltung mit hohen Kosten
verbunden sind. Meist finden sich Hochfeld-MRTs mit einer Feldstarke von 1,5 oder 3 Tesla.
Einen Kompromiss bezuglich dieser Kosten stellen Gerate mit einer geringeren Feldstérke dar.
Diese sind deutlich gtinstiger in Anschaffung und Wartung, weisen aber auch eine geringere
Bildqualitat auf. Vor allem im Bereich der Neurologie wird die MRT zur Diagnostik von
Pathologien des Gehirns, des Rickenmarks oder der peripherin Nerven angewandt. Die
Diagnostik ~ von  Erkrankungen des  muskuloskeletalen  Systems  steht im
veterindrmedizinischen Bereich noch nicht im Vordergrund. In der Humanmedizin wird sie
dahingegen auch dort standardmalflig eingesetzt, z.B. fir die Beurteilung von artikuléaren
Strukturen des Kniegelenkes. Ein wichtiger Unterschied zwischen Human- und Tiermedizin ist
sicherlich, dass fur die MRT-Untersuchung bei Tieren in der Regel eine Vollnarkose notwendig
ist. Diese ist unter anderem ein Grund dafir, dass dieses diagnostische Tool mit relativ hohen
Kosten fur die Tierbesitzer verbunden ist. Sowohl die Vollnarkose, als auch die Kosten stellen
somit in der klinischen Anwendung unter Umstanden eine Hirde fir die Durchfiihrung der

MRT-Untersuchung dar.

Sowohl der Human- als auch der Veterindrmedizin gemein sind, die nahezu ausschlieBliche
gualitative MR-Bildgebung im klinischen Alltag. Es werden also anhand verschiedener
Kontraste subjektive Bewertungen bestimmter Strukturen vorgenommen. Dabei ist die
Beurteilung der Bilddaten wenig objektiv, da sie unter anderem auch von der Erfahrung des
untersuchenden Radiologen abhangig ist. Dabei sollte die Beurteilung der Bilddaten im
Optimalfall von einem ausgebildeten Radiologen (Fachtierarzt oder Diplomate) erfolgen, um

eine bestmdgliche Interpretation der erhaltenen Befunde sicherzustellen.

Die strukturelle oder auch semi-quantitative Bildgebung kann optimalerweise zukiinftig eine
maoglichst objektive Beurteilung der untersuchten Strukturen ermdglichen. Aktuell wird diese
Art der Bildgebung noch wenig bei klinischen Fragestellungen eingesetzt. Dies liegt sicherlich
an der Komplexitat der Bildaufnahmen und Dateninterpretation und den teils deutlich langeren
Aquisitionszeiten (TOFTS, 2003a; BERG et al.,, 2022). Eine ,normale“ qualitative MRT-
Untersuchung ist z.B. im Vergleich zu einer Untersuchung mittels Computertomographie
deutlich zeitaufweniger. Die Aufnahme spezieller Parameter fir die semi-quantitative
Beurteilung ist aufgrund noch langerer Aquisitionszeiten daher schwierig im klinischen Alltag

umzusetzen, gerade auch bezogen auf die Narkosedauer fur den Patienten.

Nichtsdestotrotz birgt diese Art der MR-Bildgebung ein riesiges Potential fir die frihzeitige
Erkennung von mikrostrukturellen Gewebeverdnderungen, dem in Zukunft Beachtung
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geschenkt werden sollte. Im Bereich der Forschung konnen beispielsweise
Gewebeveranderungen vor und nach Behandlungen bzw. die Auswirkungen verschiedenster
Therapien auf die Gewebestruktur untersucht werden. Auch in der klinischen Anwendung kann
die semiquantitative Bildgebung deteiliertere Informationen Uber die untersuchten Strukturen
geben und somit im Bereich der Fruhdiagnostik eingesetzt werden. Dies gilt nicht nur fur die
Veterindrmedizin, sondern vor allem auch fir die Humanmedizin. Gerade im Rahmen der
Osteoarthrose kann eine frihzeitige Diagnose die Behandlungschancen erheblich verbessern.
Auch in Bezug auf anderen Erkrankungen, wie beispielsweise ein vorder Kreuzbandriss, kann
eine derartige MRT-Untersuchung hilfreich sein. Es kénnten z.B. schon Patienten mit einem
Risiko erkannt werden, wenn bereits eine veranderte Mikrostruktur der Kreuzbander detektiert
werden konnte. Die hier durchgefuhrten Untersuchungen der Menisken sind also vorerst nur
beispielhaft und sollten sicherlich erganzt werden. Durch weitere Untersuchungen und die
Integration von Referenzwerten flr verschiedene artikuldre Strukturen von Hunden kann
sowohl das Verstandnis der Pathogenese der Osteoarthrose, als auch deren Diagnostik und
Therapie maf3geblich verbessert werden. Dies kann zu wichtigen Erkenntnissen fiihren, von
denen die hindischen Patienten langfristig z.B. durch verbesserte konservative Therapien
proftieren kdnnen. Weitere Untersuchungen konnten jedoch auch als Modell fir die
Humanmedizin dienen und somit auch in diesem Bereich von groRem Interesse bzw. Nutzen

sein.
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5. Zusammenfassung

Die Osteoarthrose des Kniegelenkes ist sowohl beim Menschen, als auch beim Hund,
unabhandig von der genauen Genese, ein weit verbreitetes Erkrankungsbild. Sie kann je nach
Schweregrad zu deutlichen Einschrénkungen in der Lebensqualitat betroffener Patienten
fuhren. Eine Heilung bzw. das Verhindern des Voranschreitens der Degenerationen ist nach
aktuellem Stand nicht méglich. Behoben werden kénnen im Bereich der Tiermedizin mehr oder
weniger die auslosenden Faktoren, wie beisielsweise ein vorderer Kreuzbandriss oder eine
Patellaluation beim Hund. Das Auftreten einer Osteoarthrose nach einer solchen
Gelenkserkrankung zu verhindern, ist jedoch nicht moglich. Aktuelle Therapien kdnnen im
besten Fall Symptome lindern und das Voranschreiten der Erkrankung verlangsamen. Die
Menisken des Kniegelenkes spielen als mandarinenférmige Faserknorpelscheiben eine
aulerst wichtige Rolle zur Gesunderhaltung des Gelenkes. Sie gleichen die Inkongruenz
zwischen den Gelenkflachen des Femurs und der Tibia aus und minimieren Stof3- und
Druckbelastungen. Aufgrund dieser anspruchsvollen mechanischen Funktion sind die
Menisken haufig von Degenerationen betroffen. Meniskusschaden entstehen beispielsweise
haufig im Zusammenhang mit einer Kreuzbandruptur und sie kénnen das Entstehen bzw. das
Ausmall der Osteoarthrose stark beeinflussen. Daher kommt ihnen im Rahmen
wissenschaftlicher Studien zur Pathogenese und Therapie der Arthrose eine wichtige

Bedeutung zu.

Zur Abklarung von Meniskusschéden ist die MRT v.a. in der Humanmedizin das Mittel der
ersten Wahl. Als nicht invasive Technik ermdglicht sie eine sehr gute Darstellung der
Menisken. Die konventionelle qualitative MR-Bildgebung weist jedoch Defizite auf, wenn es
um die Darstellung mikrostruktureller Veranderungen der Menisken geht. Sie kann nur
Pathologien detektieren, die zu morphologischen Verdnderungen des Gewebes fuhren. Da
aber gerade im Rahmen der Arthroseentstehung eine friihzeitige Erkennung die besten
Aussichten auf eine erfolgreiche Therapie hat, kommen zunehmend MR-Sequenzen zum
Einsatz, die (mikro-)strukturelle Verdnderungen des Gewebes detektieren kénnen. Auch fir
andere Anwendungsgebiete, wie z.B. die Uberpriifung von verschiedenen therapeutischen

MaRRnahmen, kann diese Art der Bildgebung sinnvoll sein.

Das Ziel dieser Studie war es, die TI1-, T2-, T2*Relaxationszeit und den
Magnetisierungsransfer in Form der MTR und des MTsat als Biomarker fur frihe
Meniskusdegenerationen zu untersuchen. Dazu wurden in einem ex vivo Studiendesign die
Menisken alterer Hunde mittels verschiedener MR-Kontraste untersucht. Im Anschluss erfolgte
die histologische Untersuchung der Menisken zur Beurteilung von Zellularitat,

Kollagenorganisation, Kollagen-gehalt und Proteoglykangehalt.
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In der ersten Studie zur Untersuchung der T2-Relaxationszeit wurden 16 Gelenk von 8
mittelgroRen, alteren Hunden untersucht. Durchgefiihrt wurden die MRT-Untersuchung der
Kniegelenke mit manueller Segmentierung der Menisken und deren anschlieRender
histolgischer Untersuchung. Die T2-Relaxationszeit lag im Mittel bei 18,3ms. Die medialen
Menisken wiesen im Mittel eine T2-Relaxationszeit von 17,7ms auf, die lateralen Menisken
eine T2-Relaxationszeit von 19,0ms. Wir konnten keinen signifikanten Unterschied zwischen
den medialen und lateralen Menisken feststellen. AuRerdem fand sich keine Korrelation
zwischen T2-Relaxation und Alter und Geschlecht der untersuchten Hunde. In der
histologischen Untersuchung fanden wir einen signifikant hdheren Degenerationsgrad in den

medialen Menisken (Score 4,75 (medial) vs. 3,75 (lateral)).

Zwischen den histologischen Ergebnissen und der T2-Relaxations der Menisken konnte keine

signifikante Korrelation festgestellt werden.

In der zweiten Studie musste aufgrund technischer Fehler ein Gelenk von der Auswertung
ausgeschlossen werden. Es wurden somit ingesamt 30 Menisken von 15 Gelenken
untersucht. Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen wurden von der
vorangegangen Studie Ubernommen und um einige bildgebenden Parameter (T1, T2*,

Magnetisierungstransfer) erganzt.

Auch hier konnten nur vereinzelt Zusammenhange zwischen histologischen und bildgebenden
Parametern gefunden werden. Die T1-Relaxation sank mit steigendem Proteoglykangehalt
und stieg mit zunehmender Zellularitat an. Die mittlere T1-Relaxation der medialen Menisken

lag bei 517ms, die der lateralen Menisken bei 536ms.

Die MTsat-Werte waren dahingegen in Menisken mit hdherem Proteoglykanscore erhéht. Der
Mittelwert von MTsat lag fiir die medialen Menisken bei 0,08ms und fur die lateralen Menisken
bei 0,08ms. Der Proteoglykan- und Kollagengehalt zeigten in unseren Ergebnissen einen
gegensatzlichen Effekt auf MTsat zu haben. Um dies weitergehend betrachten zu kdnnen,
wurde zusatzlich das Verhaltnis von Kollagen- und Proteoglykanscore gebildet. Dabei zeigte
sich, dass MTsat bei hdherem ,Kollagen-zu-Proteoglykan-Verhaltnis* signifikant niedriger war
(p<0,002).

Eine Korrelation zwischen dem histologischen Gesamtscore und den einzelnen MR-
Parametern konnte auch hier nicht gefunden werden. Bei unabhangiger Analyse der medialen
und lateralen Menisken konnte eine leichte negative Korrelation zwischen MTR und dem
Histoscore der medialen Menisken gefunden werden. Diese Korrelation ist jedoch nur als
Tendenz anzusprechen, da sie keine statistische Signifikanz erreichte (p=0,08). Desweiteren
konnte gezeigt werden, dass MTR tendenziell niedriger in den medialen Menisken war

(p=0,059). Die histologische Untersuchung der Menisken ergab einen signifikant hohren
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Proteoglykanscore der medialen Menisken bei zugleich groRerer Variabiltat innerhalb der
einzelnen Proben (p=0,006). Daraus kdnnte geschlossen werden, dass MTR indirekt mit dem

Proteoglykanscore in Zusammenhang steht.

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass grundséatzlich geringe histologische
Veranderungen in den Menisken alterer, klinisch unaufféalliger Hunde nachweisbar sind. Keiner
der untersuchten MR-Kontraste wies eine hohe Spezifitdt oder Sensitivitdt beztglich
geringgradiger histologischer Meniskusveranderungen auf. Die gezeigten Zusammenhange
von MTsat und T1-Relaxationszeit mit dem Proteoglykangehalt bzw. der Zellularitéat sprechen
daflr, dass einige dieser Parameter vielversprechende Kandidaten sein kénnten, um
mikrostrukturelle Gewebeverdnderungen zu detektieren. Gleichzeitig zeigen die Studien aber
auch, dass die Darstellung von geringgradigen Meniskusdegenerationen sehr herausfordernd

ist.

Die semi-quantitative Bildgebung muss v.a. im Bereich der Tiermedizin erst noch etabliert
werden. Sie bietet jedoch grundsatzlich ein hohes Potential fir die Friherkennung von
strukturellen Meniskusveranderungen und kann somit sowohl in der Forschung als auch in der

klinischen Anwendung wertvolle Informationen liefern.
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6. Summary

Osteoarthritis of the knee joint is a common desease in humans and dogs. Depending on its
severity, it can lead to significant limitations in the quality of life of affected patients. According
to current knowledge, it is not possible to cure or prevent the progression of degeneration. In
veterinary medicine, the causing factors, such as a torn anterior cruciate ligament or patellar
luxation in dogs, can be more or less treated. However, it is not possible to prevent the
occurrence of osteoarthritis after different joint diseases. Current therapies are able to improve
clinical symptoms and slow down the progression of the disease. The menisci of the knee joint,
which are mandarin-shaped discs of fibrous cartilage, play an extremely important role in
keeping the joint healthy. They compensate for the incongruity between the joint surfaces of
the femur and tibia and minimize shock and pressure loads. Due to this demanding mechanical
function, the menisci are often affected by degeneration. Meniscus damage often occurs for
example in case of cruciate ligament rupture and can have a bad influence on the development
or extent of osteoarthritis. They are therefore of great importance in scientific studies to

improve the understanding of the pathogenesis and treatment of osteoarthritis.

MRI is actually the golden standard for diagnosing meniscus damage, especially in human
medicine. As a non-invasive technique, it provides excellent imaging of the menisci. However,
conventional qualitative MR imaging has limitations when it comes to imaging microstructural
changes in the menisci. It can only detect pathologies that lead to morphological changes in
the tissue. In order to better recognize changes at an early stage, MR sequences that can
detect (micro)structural changes in the tissue are increasingly being used. This type of imaging
can also be useful for other applications, such as the evaluation of various therapeutic

measures.

The aim of this study was to investigate T1, T2, T2* relaxation time, and magnetization transfer
as MTR and MTsat as biomarkers for early meniscus degeneration. So we examined the
menisci of older dogs using various MR contrasts in an ex vivo study design. MR imaging was
followed by histological examination of the menisci to assess cellularity, collagen organization,

collagen content, and proteoglycan content.

In the first study investigating T2 relaxation time, 16 joints from 8 medium-sized older dogs
were examined. MRI examinations of the knee joints were performed with manual
segmentation of the menisci and subsequent histological examination. The mean T2 relaxation
time was 18.3 ms. The medial menisci had a mean T2 relaxation time of 17.7 ms, while the
lateral menisci had a mean T2 relaxation time of 19.0 ms. We couldn’t find any significant
difference between the medial and lateral menisci. Furthermore, no correlation was found
between T2 relaxation and the age and sex of the examined dogs. In the histological

examination, we found a significantly higher degree of degeneration in the medial menisci
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(score 4.75) compared to lateral menisci (score 3.75). No significant correlation could be found
between the histological results and the T2 relaxation of the menisci.

In the second study, one joint had to be excluded from the evaluation due to technical errors.
A total of 30 menisci from 15 joints were examined. The results of the histological examination
were taken from the previous study and supplemented with several imaging parameters (T1,

T2*, magnetization transfer).

The results indicated, that T1 relaxation decreased with increasing proteoglycan content and
increased with increasing cellularity. The mean T1 relaxation of the medial menisci was 517

ms, and that of the lateral menisci was 536 ms.

In contrast, MTsat values were elevated in menisci with higher proteoglycan scores. The mean
MTsat value was 0.08 ms for the medial menisci and 0.08 ms for the lateral menisci. Our results
showed that proteoglycan and collagen content had opposite effects on MTsat. To examine
this further, we also calculated the ratio of collagen to proteoglycan scores. This results showed
that MTsat was significantly lower when the collagen-to-proteoglycan ratio was higher
(p<0.002).

No correlation could be found between the overall histological score and the individual MR
parameters. Independent analysis of the medial and lateral menisci revealed a slight negative
correlation between MTR and the histological score of the medial menisci. However, this
correlation can only be described as a trend, as it did not reach statistical significance (p=0.08).
Furthermore, it was shown that MTR tended to be lower in the medial menisci (p=0.059).
Histological examination of the menisci revealed a significantly higher proteoglycan score in
the medial menisci, with greater variability within the individual samples (p=0.006). It may be

concluded that MTR is indirectly related to the proteoglycan score.

The results of our studies show that minor histological changes are present in the menisci of
elderly, lameless dogs. None of the examined MR contrasts showed high specificity or
sensitivity with regard to minor histological changes in the menisci. The correlations shown
between MTsat and T1 relaxation time with proteoglycan content and cellularity suggest that
some of these parameters could be promising candidates for detecting microstructural tissue
changes. Overall, the studie results also show that the visualization of minor meniscus

degeneration with semi-quantitative MR imaging is very challenging.

Semi-quantitative imaging is not established yet, especially in the field of veterinary medicine.
However, it offers great potential for the early detection of structural meniscus changes and

can therefore provide valuable information in both research and clinical applications.
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