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Zusammenfassung 

Hintergrund  

Im Hinblick auf die Komplexität der verschiedenen Veränderungen des Menis-

kusgewebes scheint es wichtig zu sein ein objektives Untersuchungsverfahren zu etab-

lieren. Der Kliniker erwartet vom Facharzt für Pathologie, klare Aussagen hinsichtlich 

des Schweregrades vorbestehender oder sekundär entstandener Veränderungen so-

wie zu Art und Alter traumatisch bedingter Einrisse. 

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob die MALDI-TOF Imaging Mas-

senspektrometrie ein geeignetes und objektives Analyseverfahren für Me-

niskusgewebe darstellt. 

Material und Methoden 

Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Meniskusgewebsproben von 68 Patienten 

wurden mittels MALDI-TOF Imaging analysiert. 

Ergebnisse 

Meniskusklassifikationen zur Unterscheidung von Low-grade vs. High-grade bzw. zwi-

schen akuter und nicht-akuter Meniskusdegeneration konnten durch differenziell ex-

primierte Masse/Ladungsverhältnisse durch statistischen Vergleich mittels T-Test und 

einem zuvor definierten durchschnittlich zweifach erhöhten Intensitätsunterschied de-

terminiert werden. 

Schlussfolgerung 

Massenspektrometrische Methoden tragen zur Objektivierung der histopathologischen 

Diagnostik der Meniskusläsionen bei. In die Befundung einbezogen werden sollten 

histologische, histochemische und proteomischen Daten. Aussagen zur Degeneration 

oder Fragen, ob eine akute oder ältere Rißbildung vorliegt, können getroffen werden. 

Eine präzise gutachterliche Äußerung ist nur möglich, wenn sämtlich klinische und 

morphologische Daten vorliegen und korreliert werden. 
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1 Einleitung  

Im klinischen Alltag ist der Facharzt für Orthopädie häufig mit Patienten, welche an 

Arthrose leiden, konfrontiert. Laut statistischem Bundesamt ist dies die weltweit häu-

figste Erkrankung des erwachsenen Menschen. Das Kniegelenk ist neben dem Hand- 

und Hüftgelenk am häufigsten betroffen (1). 

Meniskusschädigungen treten häufig in Kombination mit Arthrose auf (2). 

In Deutschland werden jährlich 413.000 Kniegelenksarthroskopien durchgeführt. Ne-

ben degenerativen und traumatischen Meniskusläsionen zählen Knorpelschädigungen 

oder Verletzungen des vorderen und hinteren Kreuzbandes zur Indikation der Arthro-

skopie (3). 

Eine erhöhte Lebenserwartung sowie die Zunahme an Sportverletzungen sind als 

Gründe für die Zunahme von Kniegelenks- und Meniskuserkrankungen zu sehen (4). 

Eine Untersuchung von 10117 Kniegelenksarthroskopien bei Patienten mit Menis-

kuspathologien (5) im Jahr 2008 ergab, dass akute Meniskusverletzungen vor allem 

Männer im Alter von 31-40 Jahren betreffen. Bei Frauen hingegen finden sich Menis-

kusverletzungen über alle Altersgruppen verteilt. Bei etwa 30% der nahtfähigen (peri-

pheren) Meniskusverletzungen tritt eine Zweitverletzung auf, meist eine vordere 

Kreuzbandruptur (5). 

Es existiert eine Vielzahl an Untersuchungen und Veröffentlichungen, die sich mit dem 

Thema der Meniskuspathologien auseinandersetzen. Hinsichtlich der histologischen 

Beurteilung des entnommenen Meniskusgewebes liegen unterschiedliche Konzepte 

vor (6, 7, 8). Neben verschiedenen Färbemethoden, wie z.B. Hämatoxylin-Eosin-

Färbung, Alcianblau-Färbung, Elastica van Gieson, stehen wenige immunhistochemi-

sche Methoden zur Verfügung (6). Diese unterstützen die Beurteilung des Pathologen, 

jedoch ist die Untersuchung hierbei vor allem abhängig von der jeweiligen Erfahrung 

und subjektiven Beurteilung des Facharztes für Pathologie und durch eine Vielzahl von 

Bewertungsrichtlinien erschwert (8, 9, 10).  

Longo et al setzte sich 2013 in einem Review über die verschiedenen Bewertungsricht-

linien für tissue-engineered, ex vivo und degenerativ verändertem Meniskusgewebe 

kritisch auseinander (8). Laut Longo et al werden die Veränderungen im Meniskusge-

webe unter verschiedenen Gesichtspunkten betrachtet. So berücksichtigt der modifi-

zierte Mankin Score die Knorpelstruktur, die Zellabnormitäten und den Proteoglycan-
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gehalt (8). Die modifizierte „Copenhaver Classification“ teilt die Degeneration von Kol-

lagenbündeln in Graden von 0-4 ein (8). Eine weitere Beurteilungsskala wurde 2011 

von Pauli (7) vorgestellt. Diese bewertet die Gewebsveränderungen des Meniskus un-

ter den folgenden Gesichtspunkten: Gewebsmorphologie, Zellularität, Matrix und Kol-

lagenfaserorganisation, hyaline und mukoide Degeneration, Kalzifizierung, Zysten, 

Risse, Safran-O-Färbeintensität, Zellgruppierungen und Kalziumeinlagerungen (7, 8). 

Diese hier aufgeführten Scoring-Systeme stellen nur einen Auszug aus einer Vielzahl 

existierender histologischer Bewertungssysteme dar. Die Diversität der Scores doku-

mentiert die Unsicherheit in der bestehenden Diagnostik. 

Es erscheint daher wichtig eine standardisierte histopathologische Untersuchungsme-

thode von Meniskusgewebe zu etablieren, die eine einfache, unabhängige und repro-

duzierbare Methode darstellt. Anhand dieser Untersuchungsmethode können genaue 

Ergebnisse zur Verbesserung von Therapiekonzepten führen und somit Folgeschäden 

vermindert werden. 

In der vorliegenden Arbeit wird eine Untersuchungsmethode am Meniskusgewebe mit-

tels MALDI-TOF-Imaging (Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight) die 

zur Analyse von Gewebe, Organen und komplexen biologischen Strukturen verwendet, 

wird vorgestellt (12, 13, 14, 15). 

Hierbei wird Gewebe mit einer Matrix überschichtet, um eine „Flugfähigkeit“ von Ionen 

nach Laserapplikation auf biologische Strukturen zu erzielen, um damit Mas-

se/Ladungsverhältnisse von zahlreichen Peptiden nachzuweisen und morphologischen 

Strukturen zuzuordnen (12, 13, 14, 15). 

Die „bildgebende Massenspektrometrie“ bietet damit neue Möglichkeiten, z.B. für die 

Zelltypisierung und Erforschung von Wirkungsweise und Anreicherung von Arzneistof-

fen im Gewebe (16). Stoffwechselprozesse oder degenerative Vorgänge können bes-

ser verstanden werden. 

Die Möglichkeit einer objektiven Einordnung des Degenerationsgrades durch die Be-

antwortung der Frage nach einer akuten oder chronischen Rissbildung, soll in der vor-

liegenden Arbeit untersucht und kritisch diskutiert werden. 
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1.1 Anatomie des Kniegelenkes 

1.1.1 Makroskopische Anatomie des Kniegelenkes 

Das Kniegelenk ist das größte Gelenk im menschlichen Körper. Es ist ein Drehschar-

niergelenk, bestehend aus den Kondylen des Femurknochens, die auf den flachkonve-

xen Oberflächen der Tibia ruhen. Auf der Gelenkfläche der Tibia befinden sich die Me-

nisken. Vorn ist die Patella am Kniegelenk beteiligt. Umschlossen wird das Kniegelenk 

durch eine Gelenkkapsel. Gelenkstabilität erhält das Articulatio genu durch einen kräf-

tigen Bandapparat, bestehend aus den Außenbändern Lig. collaterale tibiale (mediales 

Seitenband) und dem Lig. collaterale fibulare (laterales Seitenband) sowie der knieum-

fassenden Muskulatur. Des Weiteren komplettieren das vordere (Lig. cruciatum anteri-

us) und hintere Kreuzband (Lig. cruciatum posterius) das Kniegelenk. In der Gesamt-

heit zeigt das Kniegelenk hiermit sowohl statische als auch dynamische Stabilität (17). 

Die geometrischen Formen der Komponenten, die an der Bildung des Kniegelenkes 

beteiligt sind, lassen folgenden Bewegungen zu (18): 

− Beugung bis 150° 

− Streckung bis 180° (entspricht 0° in der Neutral-Null-Methode) 

− Innenrotation bei rechtwinklig gebeugtem Knie bis 10° 

− Außenrotation bei rechtwinklig gebeugtem Knie bis 30° 

1.1.2 Entwicklung und anatomischer Aufbau der Menisken 

In den anfänglichen Studien, die bis in das 18. Jahrhundert zurückreichen, wurde den 

Menisken keine relevante Funktion zugeordnet (17, 19). Diverse Studien zeigen je-

doch, dass die Menisken eine große Rolle bezüglich der Kniestabilität, Funktion und 

Dynamik spielen. Wesentliche Funktionen der Menisken sind Kraftübertragung und 

Stoßabsorption bei Bewegungen (20, 21, 22). Der laterale Meniskus z.B. überträgt 50-

60% der Kraft auf das Kniegelenk (23). Für die Funktionalität der Menisken sorgt der 

komplexe Aufbau, der hier im weiteren Kapitel erläutert werden soll. 

Die humanen Menisken entstammen dem mesenchymalen Gewebe. Ihre Entwicklung 

ist bereits in der 8. Embryonalwoche abgeschlossen und sie sind in dieser Periode 

bereits halbmondförmig angelegt (19, 24). Das Zellgerüst besteht in der Embryonalpe-

riode hauptsächlich aus Fibrozyten, die extrazelluläre Matrix fehlt fast vollständig. In 

der fortgeschrittenen Entwicklung des Fetus bilden sich bereits erste Kollagenbündel, 
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die wie beim adulten Meniskus, zirkumferent ausgerichtet sind (19). Postnatal erfolgt 

eine stetige Zunahme der Kollagenfasern und der extrazellulären Matrix (19). 

Gleichzeitig erfolgt im Laufe der Entwicklung eine Abnahme der blutversorgenden Ge-

fäße. In der Fetalperiode sind die Menisken noch reich an Blutgefäßen bis zur Adoles-

zenz nehmen diese jedoch ab (26). 

Die meniskalen Strukturen des menschlichen Kniegelenkes vergrößern durch ihren 

Aufbau die Oberfläche des Tibiaplateaus, um die Femurkondylen besser aufnehmen 

zu können. 

Im Querschnitt sind die Menisken keilförmig aufgebaut, die hohe Kante liegt peripher, 

kapselnah, die niedrige Kante zentral. Die proximale Oberfläche der Menisken ist kon-

kav und steht mit den Femurkondylen in Kontakt, die distale Oberfläche dagegen ist 

flach und ruht auf dem Tibiakopf (26). 

In einer Veröffentlichung von McDermott et al (27) findet sich eine mittlere Ausdehnung 

des Außenmeniskus in a.p.-Richtung von 35,7 mm und des Innenmeniskus von 45,7 

mm. Der Umfang des lateralen Meniskus beträgt im Mittel 91,7 mm, der des medialen 

Meniskus 99,0 mm. Die Höhe des lateralen Meniskus wurde im Mittel mit 6,75 mm und 

des medialen Meniskus mit 6,5 mm ermittelt (27, 28). 

Der mediale Meniskus ist C-förmig aufgebaut und mit dem Innenband des Kniegelenks 

verwachsen. Im Durchschnitt hat er eine anterior-posteriore Länge von ca. 3,5 cm. Das 

Vorderhorn des Meniskus ist im Bereich der anterioren Fossa intercondylaris im Be-

reich des vorderen Kreuzbandes mit dem Tibiaplateau verbunden (26, 27). 

Die posterioren Fasern des Vorderhorns sind mit dem Lig. transversum verbunden, 

welches zwischen medialen und lateralen Meniskus eine Koppelung darstellt. Das Hin-

terhorn des medialen Meniskus ist mit der Tibia im Bereich der posterioren Fossa in-

tercondylaris, zwischen dem hinteren Kreuzband und dem lateralen Meniskus, fest 

verbunden. Der periphere Anteil des medialen Meniskus ist in seiner gesamten Länge 

mit der Gelenkkapsel verwachsen (22, 29). 

Der Außenmeniskus ist nahezu rund. Mit seiner Struktur bedeckt er die tibiale Oberflä-

che fast vollständig. Das Vorderhorn des lateralen Meniskus ist mit der Tibia vor der 

Eminentia intercondylaris und hinter dem Ansatz des vorderen Kreuzbandes verbun-

den, das Hinterhorn des lateralen Meniskus ist hinter der Eminentia intercondylaris, vor 

dem hinteren Kreuzband verbunden. Eine Befestigung mit dem Außenband existiert 
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hier nicht (29,30). Zusätzlich besteht eine Anheftung des posterioren Horns des latera-

len Meniskus am Femur durch das meniscofemorale Ligament, ein akzessorisches 

Band, welches vom Hinterhorn des lateralen Meniskus zur medialen Kondyle, im Be-

reich des Ansatzes des hinteren Kreuzbandes zieht. Hier wird zwischen posteriorem 

meniscofemoralen Band (Lig. Wrisberg) und anteriorem (Lig. Humphrey) unterschieden 

(26, 31, 32). 

Die Gliederung erfolgt jeweils in ein ventrales Meniskusvorderhorn und ein dorsales 

Meniskushinterhorn, dazwischen liegt die sogenannte Pars intermedia. Befestigt sind 

die Menisken mit ihrer Basis an der Tibia über Fasern der Gelenkkapsel und unterei-

nander durch das Lig. genu transversum, welches jedoch nicht immer existiert (20, 31). 

Diese nicht starre Fixierung ermöglicht den Menisken eine Anpassung an Bewegung 

des Kniegelenks. Beuge und Rotationsbewegungen des Kniegelenks werden so er-

möglicht (33). Die anatomischen Strukturen sind in Abbildung 1 dargestellt.  

Eine Sonderform der Menisken stellen sogenannte Scheibenmenisken oder diskoide 

Menisken dar (28, 34). Definitionsgemäß sind dies abnormal große und dicke Menis-

ken, die den Gelenkspalt ausfüllen bzw. das Tibiaplateau fast vollständig bedecken 

(34). 

Abb. 1: Kniegelenksaufsicht (38, die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung) 
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In der Literatur wurde das Vorkommen eines lateralen Scheibenmeniskus vor über 100 

Jahren beschrieben. Insgesamt ist das Auftreten von Scheibenmenisken selten und 

ohne Krankheitswert und stellt keine Ursache von Kniegelenksbeschwerden dar (28, 

34, 35). 

Das menschliche Meniskusgewebe besteht vorwiegend aus 72% Wasser, 22% Kol-

lagen, 0,8% Glykosaminoglykane und 0,12% DNA. Im posterioren Teil des Meniskus 

ist der Wasseranteil wesentlich höher als im zentralen oder vorderen Anteil (35). 

Der Meniskuskörper besteht zu ca. 80% aus Typ I Kollagenfasern. Zusätzlich kann 

Kollagen Typ II, III, V und VI gefunden werden. Prominent erscheint in den oberflächli-

chen Schichten Kollagen Typ II, eine gleichmäßige Verteilung der verschiedenen Kol-

lagentypen findet man nicht (28, 36). 

Die Typ I Kollagene des Meniskus unterscheiden sich von den Kollagen in Knochen, 

Sehnen oder der Haut durch einen höheren Hydroxylysin und Hydroxylysin-Glycosid 

Gehalt. Des Weiteren sind meniskale Kollagenfasern stark mit Hydroxylysin basieren-

den Aldehyden verknüpft (36). 

In seiner Veröffentlichung beschreibt C. Stärke (28) den elektronenmikroskopischen 

Aufbau der Kollagenstruktur im Meniskus als dreischichtig. Oberflächlich findet sich ein 

fibrilläres Fasernetzwerk, ohne Faserorientierung. Darunter, so C. Stärke, schließt sich 

eine lamelläre Schicht an und kollagene Fibrillen bilden laminäre Bündel. Den Hauptteil 

machen hierbei kollagene Fasern mit zirkumferenter Ausrichtung aus (28, 36, 37). 

Auch Bullough et al konnten nachweisen, dass die Kollagenfasern hauptsächlich zir-

kumferent angeordnet sind und somit für die Ringspannung sorgen (33). Dies erlaubt 

den Menisken sich bei axialen und bei Torsionsbewegungen auszudehnen. Zusätzlich 

verlaufen entlang der longitudinalen Fasern radiär verlaufende Kollagenfasern, welche 

zusätzlich für strukturelle Rigidität sorgen (36). Die Abbildung 2 zeigt eine schemati-

sche Darstellung der Kollagenfaseranordnung im Meniskus.  
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Je nach Bereich des Meniskusgewebes können unterschiedliche Zelltypen nachgewie-

sen werden. Im inneren Drittel findet man vorwiegend Chondrozyten und Fibrochond-

rozyten. Im mittleren Bereich zeigen sich Fibrozyten und im äußeren Drittel Fibroblas-

ten. Eines der Hauptproteoglykane in der Extrazellulärmatrix ist Aggrecan (6). Proteo-

glykanen werden eine übergeordnete Rolle hinsichtlich der Hydratation, Elastizität und 

Stabilität zugeordnet (6, 37). 

Die Blutversorgung des Kniegelenks erfolgt im kapselnahen Bereich über die Äste der 

A. poplitea (Aa. articulares inferiores, mediales und laterales). Die zentralen Anteile 

sind gefäßfrei und werden ausschließlich über die Synovialflüßigkeit ernährt (20, 38). 

Hinsichtlich der Blutversorgung erfolgt eine Einteilung in die Red-Red-Zone, Red-

White-Zone und White-White-Zone. 

Arnoczky und Warren (37) konnten nachweisen, dass nur peripheres Meniskusgewebe 

in der sogenannten „Red-Red Zone“ liegt und hier eine Blutversorgung erfolgt. Im Mitt-

leren Drittel oder der sog. „Red-White Zone“ ist die Blutversorgung sehr limitiert. In der 

sogenannten „White-White Zone“ findet keine aktive Blutversorgung statt. Hier erfolgt 

die Versorgung mittels Diffusion und Zirkulation der Synovialflüßigkeit (20, 37).  

Die Darstellung der meniskalen Blutversorgung erfolgt in Abbildung 3 schematisch.  

Abb. 2: Darstellung der Kollagenfaserverteilung im Meniskus (33, die Verwendung erfolgt mit 

freundlicher Genehmigung) 
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Die nervale Versorgung des Kniegelenks geht aus dem Plexus lumbalis hervor und 

erfolgt dann über Äste des N. tibialis posterior, N. obturatorius und N. femoralis. Ner-

venfasern penetrieren die Gelenkkapsel und ziehen in Begleitung der Gefäße auch zu 

den Menisken (18, 20). 

M. A. R. Freeman und andere Autoren konnten das Vorhandensein von verschiedenen 

Rezeptoren im Kniegelenk und in den peripheren Meniskusanteilen nachweisen (20, 

39, 40). 

In Vorder- und Hinterhörnern, aber auch im Bereich der Gelenkkapsel, findet man ein 

gehäuftes Vorkommen der Mechanorezeptoren (41). 

Das Vorkommen folgender Rezeptoren wird in der Literatur beschrieben (39, 41): 

Typ I Rezeptoren: sie entsprechen den Ruffini-Körperchen. Dies sind Mechanorezep-

toren mit Vorkommen vor allem in den oberflächlichen Schichten des anterioren und 

posterioren Anteils der Kniegelenkskapsel. Ruffini-Mechanorezeptoren sind afferente 

und langsam adaptierende Rezeptoren, die auf Änderungen der Gelenkposition und 

Druck reagieren. 

Abb. 3: Schematische Darstellung der meniskalen Blutversorgung 
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Typ II Rezeptoren: sie entsprechen den Pacinizellen, die zu den Mechanorezeptoren 

zählen. Sie adaptieren sich schnell auf Änderungen von Spannungen und Beschleuni-

gungen. In den tieferen Schichten der Kapsel werden die Typ II Rezeptoren von einem 

Blutgefäß begleitet. 

Typ III Rezeptoren: sie entsprechen nach heutigen Kenntnissen den Golgi-

Rezeptoren, welche hauptsächlich in Bändern und Sehnen gefunden werden. Sie rea-

gieren bei Änderungen des Bewegungsausmaßes und sind verknüpft mit neuromusku-

lärer Inhibition. 

Als Typ IV Rezeptoren werden drei Arten von unmyelinisierten Nervenendigungen 

beschrieben, die unter anderem eine Funktion als Schmerzrezeptoren vorweisen. 

Schmerzen bei einer Meniskusverletzung wurden der Kapseldehnung, dem Meniskus-

riss oder einer sekundären Synovitis zugeschrieben (42).  

Neuere Forschungen haben ergeben, dass Neurotransmitter, deren Vorkommen in den 

Nozizeptoren beschrieben werden, die sogenannten Tachykinine, eine Rolle bei der 

Schmerzentstehung spielen. T. Mine konnte in seiner immunhistochemischen Studie 

von 1998 nachweisen, dass ein Teil der Schmerzen von den Menisken selbst ausgeht. 

Er konnte des Weiteren nachweisen, dass sich die Nervenfasern und sensorischen 

Rezeptoren vornehmlich in der vaskulären (Red-Red-)Zone befinden und von einem 

Blutgefäß begleitet werden. Unterschiedliche Schmerzentstehungsmechanismen in der 

avaskulären und vaskularisierten Zone werden unterschieden (42). 

Entsteht ein Riss peripher, so läuft der Schmerzreiz über den verschlissenen Menis-

kus, die Nozizeptoren der Kapsel und der Synovia. 

Erfolgt die Verletzung in der innervierten Zone, erfolgt die Schmerzleitung direkt über 

Nervenfasern im Meniskus (42). 

1.2 Funktion und Biomechanik der Menisken 

Die Menisken und ihre Anordnung auf dem Knochen repräsentieren eine funktionelle 

Einheit. Die Inkongruenz der Femurkondylen und des Tibiaplateaus werden durch die 

Menisken ausgeglichen (30). Hierdurch wird die Kontaktfläche der femorotibialen Antei-

le vergrößert, gleichzeitig wird die auf den Gelenkknorpel wirkende Belastung reduziert 

und verteilt. Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass 50% bis 70% der auf die je-

weiligen Kompartimente wirkenden Belastung von den Menisken aufgenommen wird 

(30, 43). Für die Lastverteilungsfunktion besonders bedeutend sind die festen Veranke-



  Einleitung 

  10 

rungen der Meniskusvorder- und hinterhörner (44). Ein Abweichen der Menisken nach 

außen wird verhindert, des Weiteren wird dadurch ein Teil der axialen Druckbelastung 

in Zirkularspannung umgewandelt (22, 36). 

Neben Vergrößerung der Kontaktfläche zwischen Femur und Tibia (28, 45). erfüllen die 

Menisken vielfältige Aufgaben: sie sind Stoßdämpfer, sind beteiligt an der Knorpelnutri-

tion und Lubrication, erleichtern das Gelenkgleiten, verhindern Hyperextension und 

schützen den Gelenkraum (20). Ferner verteilen sie die Kraft und reduzieren den 

Stress auf der Tibia, eine essentielle Funktion um den Knorpel zu schützen und somit 

Arthrose vorzubeugen (22). 

Bei Beugung des Kniegelenks bewegen sich die Menisken, dem Auflagepunkt des 

Femurs folgend, nach hinten und krümmen sich mehr, um sich dadurch dem veränder-

ten Radius der Femurkondylen anzupassen. Bei Streckbewegungen gelangen die Me-

nisken wieder nach vorn. Auch bei Rotationsbewegungen bei gebeugtem Knie bewe-

gen sich die Menisken und verändern Ihre Form (40). Bei der Außenrotation des Un-

terschenkels wird der laterale Meniskus nach der Tibia nach vorn geschoben, der me-

diale Meniskus zurückgezogen, bei der Innenrotation verläuft dies umgekehrt. 

Zusätzlich erfüllen die Menisken die sekundäre Stabilisierung des Kniegelenks bei li-

gamentärer Instabilität. Sowohl Mow et al (36) und C. Stärke (28) sehen die Grundlage 

für diese Funktion in der speziellen Kollagenfaserarchitektur. 

Wie bereits vorab beschrieben, besteht der Hauptteil der Kollagenfasern aus zirkum-

ferent angeordneten Bündeln, die von der anterioren zur dorsalen tibialen Insertion 

verlaufen (28). Eine Umkehrung von Druckkräften in Zugspannungen wird durch den 

keilförmigen Querschnitt des Meniskus bewirkt. Die Zugspannungen können dann 

durch die anatomischen Gegebenheiten zum Meniskusvorder- oder hinterhorn weiter-

geleitet werden (28). 

Aus den Kenntnissen der Meniskusbiomechanik ergeben sich wichtige Überlegungen 

für die Knorpelschädigung und Beginn der Arthrose. So folgerten Mow et al (36) und 

Kohn et al (31), dass es infolge einer Durchtrennung von Vorder-oder Hinterhörnern 

der Menisken, oder einer radiären Rissbildung bis an die Meniskusbasis hinreichend, 

zu einem vollständigen Verlust der Lastverteilungsfunktion der Menisken kommt. Eine 

Entstehung der Arthrose wird somit gefördert (30, 31, 36). Dies gilt auch für eine parti-

elle Meniskektomie, die die anatomische Form der Menisken beeinträchtigt. 
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Im Zuge einer partiellen Meniskotomie mit intakter Meniskusperipherie bleibt die Funk-

tion, d.h. die Lastverteilung, im Wesentlichen erhalten (43). 

1.3 Meniskusverletzungen 

„Meniskusverletzungen bilden die häufigste Ursache für operative Eingriffe am Kniege-

lenk“ (20). Bei einer Meniskusläsion berichten die Patienten von typischen Symptomen 

wie z.B. Schmerz, Blockierung oder Schwellung des Kniegelenks mit Erguss (46, 47). 

In epidemiologischen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass Meniskusverletzun-

gen beim Fußball und Skifahren am häufigsten auftreten (49). Meniskuspathologien 

sind bei Personen männlichen Geschlechts 2,5 mal häufiger als bei Personen weibli-

chen Geschlechts (50). Es besteht ein höheres Risiko für traumatische Meniskusläsio-

nen bei Männern in der Altersgruppe von 31-40 Jahren, bei Frauen hingegen liegt der 

Altersgipfel im Bereich von 11 bis 20 Jahren (50). 

Unterschieden werden zum einem degenerative Läsionen, diese betreffen hauptsäch-

lich ältere Menschen, zum anderen traumatische Meniskusläsionen, die vor allem bei 

jüngeren Menschen im Rahmen von Sportverletzungen vorkommen. Aufgrund der er-

höhten Elastizität des kindlichen Meniskus, treten Meniskusverletzungen hier kaum auf 

(50). 

Traumatische Verletzungen des Meniskusgewebes entstehen durch äußere Kraftein-

wirkungen auf das Knie. Bei Schädigungen des lateralen Meniskus erfolgt dies häufig 

in Kombination mit einer vorderen Kreuzbandruptur (20, 50). Der Verletzungsmecha-

nismus ist meist eine Außenrotations- und Flexionsbewegung unter Valgusstress, bei 

entlastetem Kniegelenk (20, 47). Mediale Meniskusläsionen entstehen meist unter Be-

lastung des Kniegelenks (47). Auch bei Komplexverletzungen des Kniegelenks, wie 

z.B. Tibiakopffrakturen, konnte gezeigt werden, dass sie oft direkt mit einer Meniskus-

läsion vergesellschaftet sind (52, 51). 

Im Rahmen von altersbedingter Degeneration des Meniskusgewebes kann es sogar 

ohne adäquates Trauma zum Auftreten von Meniskusläsionen kommen. 

Dies kann Folge von erhöhtem oder frühzeitigem Meniskusverschleiß und wiederholter 

Mikrotraumata sein (48). 

1.3.1 Diagnostik von Meniskusverletzungen 

Sowohl die klinische Untersuchung als auch die Magnetresonanztomographie gehören 

zu den nichtinvasiven Untersuchungen des Kniegelenks bei Knieschmerzen. 
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Für die klinische Untersuchung der Meniskusschädigung existieren verschiedene 

Tests. Diese richten sich nach der lokalen Beschwerdesymptomatik im Meniskusbe-

reich. Die Verlässlichkeit ist oft unzureichend und richtet sich in hohem Maße nach der 

Erfahrung des Untersuchers, der Sorgfalt und Erwartungshaltung (52). 

Untergliedert werden die Tests in Kompressionstests und Bewegungstest. Zu den 

klassischen Kompressionstests zählen der Ab- und Adduktionstest nach Böhler und 

das Payr’sche Zeichen. Zu den Bewegungstests zählen neben Steinmann I und Stein-

mann II, das Apley-Zeichen und der McMurray-Test (52). 

Bei der apparativen Diagnostik zählt das MRT heute zum Goldstandard. Mit einem 

besonders hohen negativen Vorhersagewert ist dies eine gute Methode, um meniskale 

Verletzungen und Verletzungen des vorderen Kreuzbandes zu detektieren (53). Etwa 

90% der Meniskusverletzungen können mittels MRT korrekt diagnostiziert werden (48). 

In Abbildung 4 werden MRT-Befunde und der dazugehörige intraoperative Befund von 

zwei Probanden männlichen und weiblichen Geschlechts dargestellt.  

Meniskusriss, Hinterhorn, männlich, 
50 Jahre und intraoperativer Befund s.u. 

Meniskusriss, pars intermedia, weiblich, 
50 Jahre und intraoperativer Befund s.u. 

12

Abb. 4: Die Abbildung zeigt in der Gemeinschafts-Praxis für Orthopädie, Zentrum für Molekulare
Orthopädie, Düsseldorf (mit freundlicher Genehmigung) erhobenen MRT-Bilder sowie den da-
zugehörigen arthroskopisch, intraoperativen Befund von zwei Patienten männlich und weibli-
chen Geschlechts im Alter von 50 Jahren 
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Die Einteilung der Meniskusverletzungen erfolgt anhand der Rissarten. Diese werden 

in vertikale (longitudinale und radiäre), schräge und komplexe Risse (54) klassifi-

ziert. 

Die mit 81% am häufigsten vorkommenden Meniskusrisse sind schräge und vertikal-

longitudinale Risse (55). Im höheren Alter werden meist degenerative Meniskusläsio-

nen im posterioren Anteil des Meniskus gefunden (55). 

Vertikal-longitudinale Läsionen verlaufen parallel entlang der „Meniskuslängsachse“, 

zwischen den zirkumferent verlaufenden Kollagenfasern und senkrecht zum Tibiapla-

teau (55, 56). Diese Art von Meniskusläsion kann sich komplett oder inkomplett darstel-

len (54). 

Komplette Risse werden auch als sogenannter „Bucket handle tears“ oder Korbhenkel-

risse beschrieben. Bei dieser Form der Verletzung ist häufig der mediale Meniskus 

betroffen. Ausgehend ist diese Läsion meist vom posterioren Anteil. Schädigungen 

können bis zu 2/3 des gesamten Meniskus tangieren. Häufig sind diese Rissarten in-

stabil und verursachen Knieblockierungen, wie z.B. Streckhemmung (47, 54). 

Inkomplette Risse hingegen verursachen nicht immer Beschwerden (54). 

Vertikal-radiäre Läsionen verlaufen senkrecht zur Längsachse des Meniskus und des 

Tibiaplateaus. Häufig werden diese Risse zwischen Hinterhorn und mittlerem Drittel 

des medialen Meniskus oder im Bereich der hinteren Ansatzstelle des lateralen Menis-

kus gefunden. Tritt diese Meniskusläsion auf, so beeinflusst diese Schädigung die 

Übertragung der Belastungskräfte und führt somit zu einer vermehrten Belastung des 

Gelenkknorpels. Eine Reparation dieser Risse ist nicht möglich (54). 

Horizontalläsionen verlaufen parallel zum Tibiaplateau und teilen die Meniskussub-

stanz in einen oberen und unteren Teil. Durch den Rissverlauf wird die Kollagenbün-

delstruktur durchbrochen. Häufig werden horizontale Meniskusläsionen im höheren 

Alter und in Kombination mit Meniskuszysten beobachtet (54). 

Schräge Läsionen hingegen können an jeder beliebigen Stelle auftreten. Am häufigs-

ten werden diese im posterioren und mittleren Drittel des Meniskus gefunden (54).  

Die Abbildung 5 visualisiert in schematischer Darstellung die unterschiedlichen Riss-

formen der Kniegelenksmenisken (57). 
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1.4 Meniskusdegeneration 

Definitionsgemäß wird unter der Meniskusdegeneration „... die Summe morphologisch 

fassbarer Texturstörungen an zellulären und fibrillären Meniskusbestandteilen nach 

ischämisch-nutritiven Stoffwechselstörungen“ verstanden (10). Erste Beschreibungen 

über histopathologische Veränderung des Meniskusgewebes stammen aus den 1930er 

Jahren. Trotz über 80 Jahren histopathologischer Forschung auf diesem Gebiet, gibt 

es nur wenige und teils konkurrierende Konzepte hinsichtlich der Äthiopathogenese 

(58). 

Die Meniskusdegeneration wird zum Teil als Folge endogener Defekte oder exogener 

Verletzungen angesehen (6). Des Weiteren wird vermutet, dass die Synthese von 

Muccopolysacchariden nach schlechter Ernährung des Meniskusgewebes relevant ist 

(58). In anderen Forschungsarbeiten wird das posttraumatische Hämatom und die da-

mit verbundene Änderung der mechanischen Belastung für die Verursachung von de-

generativen Verletzungen verantwortlich gemacht (59). Durch verschiedene wissen-

schaftliche Arbeiten wurde verifiziert, dass die Meniskusdegeneration alters-und belas-

tungsabhängig ist (58). 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Meniskusrisse (57, die Verwendung erfolgt mit freundli-

cher Genehmigung) 
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Histomorphologisch werden 3 verschiedene Varianten der Meniskusdegeneration be-

schrieben (58): 

− kalzinöse Degeneration 

− azelluläre hyaline Degeneration 

− mukoide Degeneration 

Die häufigste Form ist die mukoide Degeneration und ist abhängig von der Stelle der 

degenerativen Verletzung. Hier erfolgt die Unterteilung in intrameniskale stromale und 

zystisch parameniskale Mukoiddegeneration (58). 

Sowohl Veränderungen auf zellulärer Ebene als auch Veränderungen der extrazellulä-

ren Matrix sind maßgebliche Kriterien zur Beurteilung des Degenerationsgrades. 

Ebenso wird die Färbereaktion der Grundsubstanz zur Beurteilung herangezogen (58). 

Zur Einstufung des Degenerationsgrades wurden in den letzten Jahrzehnten verschie-

dene Klassifizierungs- und Beurteilungsskalen entwickelt. Zu den gebräuchlichsten 

zählen sicherlich Mankin, OARSI, ICRS-Scoring System, und Pauli Score, um nur eini-

ge zu nennen (8). Je nach Scoring-System werden verschiedene Aspekte der Menis-

kusstruktur betrachtet, wie z.B. Zell- und Matrixstruktur, Zelltypus oder Art der Menis-

kusverletzung (7, 8). 

Dem allgemeinen Trend in der Pathologie folgt dagegen Krenn mit seinem Vorschlag, 

eine Untergliederung der Meniskusdegeneration in Low-grade und High-grade Dege-

neration, unter Berücksichtigung von Zellveränderungen und Matrixabbauvorgänge, 

einzuteilen (58). 

1.5 Die histopathologische Beurteilung von Meniskusgewebe 

Die Menisken erfüllen vielfältige Aufgaben in der Biomechanik des Kniegelenks (60). 

Es werden daher möglichst sparsame Resektionen (durch Arthroskopie) oder gar die 

operative Refixierung im Falle einer entsprechenden Meniskusläsion angestrebt (60). 

Für den Orthopäden oder auch bei gutachterlichen Fragestellungen, z.B. im Rahmen 

von Arbeitsunfällen, ist eine aussagekräftige histopathologische Untersuchung des 

Meniskusgewebes von Bedeutung. 

Für die histopathologische Untersuchung stehen dem Pathologen oft nur Gewebsfrag-

mente von einer Größe von 5-20 mm zur Verfügung (60). 
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Unterschieden werden muss über das Vorliegen von degenerativen oder traumati-

schen Veränderungen. Neben der mikroskopischen Betrachtung sind klinischen Anga-

ben über Entnahmestelle und Anamnese für den Pathologen essentiell (60). 

Üblicherweise erfolgt die Beurteilung des entnommenen Materials unter dem Lichtmik-

roskop, unter zu Hilfenahme von histochemischen Färbemethoden, wie Hämatoxylin-

Eosin, Berliner-Blau oder Alcianblau-Färbetechniken. Wichtig hierbei ist es, physiologi-

sche mögliche zelluläre und fibrilläre histologische Veränderungen von den unphysio-

logischen, dem altersüblichen Maß überschreitenden Veränderungen, abzugrenzen 

(10). 

Der Pathologe differenziert zum einem zwischen primärer Degeneration, d.h. das al-

tersübliche Maß an Texturveränderungen ohne klinisch bekannte traumatische Schä-

digung, und zum anderen sekundärer Degeneration. Dies sind Texturveränderungen 

im Meniskusgewebe als Folge einer Noxe, z.B. Arthrose (6, 10, 60). Das histologische 

Erscheinungsbild zeigt hier vor allem eine Reduktion der Zellzahl und eine inhomogene 

Verteilung der Chondrozyten. Im Bereich der Matrix kommt es zu einer ungleichmäßi-

gen Verteilung der Färbung (PAS, HE). Mukoide Degeneration und Fibrillierungen, 

sogenannte Amianthoidfasern, sind zu finden. Es kommt außerdem zu spaltenförmigen 

Defekten, Pseudozysten, Dissektionen und Kontinuitätstrennungen (7, 10). 

Bisher erfolgte die Einteilung des degenerativen Defekts, wie vorab beschrieben, an-

hand verschiedener Degenerationsscores. 

Neben altersüblichen Veränderungen des Meniskusgewebes müssen auch die trauma-

tisch bedingten Läsionen berücksichtigt werden. Eine bedeutsame Grundlage der Be-

gutachtung “... ist die Abgrenzung vorbestehender, das altersübliche Maß überschrei-

tender, degenerativer Veränderungen, im Sinne einer vorbestehenden Meniskopathie, 

gegenüber eindeutigen Meniskusverletzungen“ (10). 

Durch das Auftreten von Nekrosen, Proliferationen, Fibrinauflagerungen, Meniskozyten 

und Narben kann zwischen einem frischen, älteren und alten Riss unterschieden wer-

den. Die Unterscheidung von einer traumatisch bedingten Läsion ist nach den Kriterien 

Fisseler-Eckhoff und Müller (61) möglich: 
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Frischer Riss 
(Phase 1, Tage) 

Auffaserungen, Nekrose, Fibrinauflagerungen 

Älterer Riss 
(Phase 2, Wochen) 

Meniskozyten, Fibroblasten, Proliferation 

Alter Riss 
(Phase 3, Monate) 

Rissglättung, Narbe 

Tabelle 1: Regenerationsphasen nach Meniskusriss (61) 

1.6 Die Geschichte der Massenspektrometrie und Anwendung 
von MALDI-TOF 

Ihren Ursprung hat die Massenspektrometrie mit Sir J. J. Thomson vom Cavendish 

Laboratorium der Cambridge Universität. Seine Studien an elektrischen Gasentladun-

gen führten 1897 zur Entdeckung des Elektrons. Anfang des 20. Jahrhunderts konstru-

ierte der Wissenschaftler den ersten Massenspektrographen für die Ermittlung von 

Masse/Ladungsverhältnisse von Ionen und erhielt hierfür 1906 den Nobelpreis für Phy-

sik. Kommerziell wurde die Massenspektrometrie seit den 1940er Jahren genutzt, an-

fänglich vor allem in der Petroliumindustrie angewandt, um Isotopenhäufigkeiten von 

kleinen Hydrocarbonen in Arbeitsabläufen zu messen. Später verwendeten die chemi-

schen und physikalischen Sparten der Industrie die Methode zur Überwachung von 

Verfahrensprozessen, z.B. für die Messung von Konzentrationen eines Stoffes in den 

hergestellten Produkten (62, 63). 

Das MALDI-TOF-Verfahren (Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight) ist 

eine Kombination aus den Verfahren Matrix unterstützter Laser-Desorption/Ionisation 

und Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator zur Massenanalyse von Makromole-

külen (62). Dies ist eines von zwei sogenannten sanften Ionisierungstechniken welche 

den Nachweis von großen nicht geladenen und labilen Molekülen mittels Massenspekt-

rometrie erlauben. 

Verschiedene Arbeitsgruppen entwickelten die Methode der Massenspektrometrie wei-

ter bis letztendlich das MALDI-TOF-Verfahren 1988 (62, 63, 64, 65) vorgestellt wurde. 

Die ersten Geräte wurden im Jahre 1991 in den Markt eingeführt (66). In den letzten 

Jahren wurde die Massenspektrometrie zu einem unverzichtbaren Mittel zur Durchfüh-

rung von Studien an Proteinen (67, 68, 69). Desorptions- und Ionisationstechniken ha-

ben die Möglichkeit der Analyse von Proteinen erweitert (67). In den letzten Jahren 

nutzten die Forscher die verschiedenen Vorteile der MALDI-TOF Anwendungen und 

machten diese Technik sensitiver, robuster und wertvoll (11). MALDI-TOF/IMS ist ein 
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Verfahren, welches die direkte Analyse von Molekülen (Proteine, Peptide, Lipide und 

Metaboliten) in Gewebsfragmenten erlaubt (13, 15). Die Technik untersucht intaktes 

Gewebe, Konservierungs- oder Separierungsschritte werden vermieden. Die 2-D Dar-

stellung mittels Gelelektrophorese ist nicht mehr notwendig (69). 

Ein Nachteil der Analyse von Proteinen mittels Gel-Elektrophorese ist, dass der Zu-

sammenhang zwischen Zellen und Gewebe zerstört wird (11). Ein Hauptvorteil der 

MALDI-TOF/IMS Methode gegenüber herkömmlichen Methoden sind die fehlenden 

Reinigungs- oder Separierungsschritte (11). Neuartig ist auch eine räumliche Bestim-

mung der Moleküle im Gewebe mit MALDI-TOF Imaging (12, 13, 15, 70). Die Anwen-

dung des Verfahrens erfolgt aber auch, um bestimmte Wirkungsweisen von Medika-

menten, deren Metaboliten oder die Mechanismen von Erkrankungen (Rheumatoide 

Arthritis, Rheumatoide Synovitis) zu verstehen (11, 12, 13). 

Noch bis vor einigen Jahren konnte MALDI-TOF nur an Gefrierschnitten angewendet 

werden. Eine in der Sammlung, Prozessierung und Lagerung sehr aufwendige Metho-

de. Die Kühlkette darf hier auf keinen Fall unterbrochen werden, da eine einsetzende 

Proteolyse und Temperaturschwankungen das Ergebnis beeinflussen können (15). 

Seit einiger Zeit kann die MALDI-TOF Analyse auch an Paraffinschnitten erfolgen. Der 

Grund hierfür ist die Anwendung und die Entwicklung von Antigen-

Demaskierungstechniken (15). 

Nach J. Kriegsmann ist dies von besonderer Bedeutung, da Gewebeschnitte in den 

meisten Pathologien in Paraffin gegossen archiviert werden und somit für weitere Un-

tersuchungen zur Verfügung stehen können (15). 
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Im Hinblick auf die Komplexität der verschiedenen Veränderungen des Meniskusge-

webes scheint es wichtig zu sein ein objektives Untersuchungsverfahren zu etablieren. 

Der Kliniker erwartet vom Facharzt für Pathologie klare Aussagen hinsichtlich des 

Schweregrades vorbestehender oder sekundär entstandener Veränderungen, sowie zu 

Art und Alter traumatische bedingter Einrisse. Besonders bei der Klärung von versiche-

rungsmedizinischen Aspekten benötigt der gutachterlich tätige Arzt verlässliche Aus-

sagen bezüglich der vorliegenden Schädigung. Neben anamnestischen Angaben un-

terliegt die histopathologische Beurteilung von Meniskusgewebe der Erfahrung des 

Facharztes für Pathologie. Wie bereits im vorliegenden Kapitel erörtert gibt es keine 

einheitliche Richtlinie und verschiedene Beurteilungskriterien der Meniskuspathologie. 

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob die MALDI-TOF IMS ein geeigne-

tes und objektives Analyseverfahren für Meniskusgewebe darstellt. Dabei gilt es fol-

gende Hypothesen zu überprüfen: 

Hypothese I:  

Die MALDI-TOF/IMS ist ein geeignetes Verfahren zur histopathologischen Diagnostik 

von Meniskusgewebe. 

Hypothese II: 

Eine untersucherunabhängige Objektivierung der histopathologischen Meniskusdiag-

nostik kann durch die MALDI-TOF/IMS erreicht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Probanden 

Die 68 Probanden der Studie waren sowohl weiblichen als auch männlichen Ge-

schlechts, im Alter von 21-85 Jahren. Das mittlere Alter betrug 55,54 Jahre, der Al-

tersmedian liegt bei 55. Zu den Studienteilnehmern zählten 32 weibliche Probanden 

mit einem Altersdurchschnitt von 61,2 Jahren und 36 männliche Probanden mit einem 

Altersdurchschnitt von 49,7 Jahren. 

Die Studie wurde vorab von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität Düs-

seldorf unter der Studiennummer 3775 genehmigt. 

Alle Probanden wiesen klinische Symptome einer Meniskusschädigung auf. 

Nach eindeutiger Sicherung der Diagnose erfolgte nach schriftlicher Einwilligung die 

Indikation zur arthroskopischen Meniskusteilresektion. 

2.2 Gewinnung der Proben durch die Kniegelenksarthroskopie 

Das Patientenkollektiv stellte sich mit bestehenden Knieschmerzen in der Orthopädi-

schen Gemeinschaftspraxis, Zentrum für Molekulare Orthopädie, in Düsseldorf vor, 

hier erfolgte die Untersuchung des Kniegelenks. 

In Zusammenhang mit den Beschwerden der Patienten und den erhobenen körperli-

chen Untersuchungsbefunden erfolgte die Indikation zur Kniegelenksarthroskopie und 

Meniskusteilresektion. 

Nach präoperativer Vorbereitung (Laboruntersuchung und schriftliche Einwilligung) 

konnte der Eingriff in Allgemeinanästhesie durchgeführt werden. 

Zunächst erfolgt die Lagerung des Patienten in Rückenlage auf dem OP-Tisch mit 

Beinschale (Fa. Maquet). Eine Blutsperrenmanschette wird angelegt. Nach sterilem 

Abwaschen und Abdecken erfolgt die Anlage der Blutsperre mit einem Verschluss-

druck von 350 mmHg. 

Primär erfolgt die Etablierung eines lateralen Zugangs. Hierzu wird in Höhe der Patel-

laspitze, eine Fingerbreite nach lateral, mittels Stichinzision der Zugang angelegt. Ein 

Trokar wird in das Kniegelenk eingeführt. Nun wird das Arthroskop, bestehend aus 
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einer dünnen Optik, Kamera und Kaltlichtquelle, eingebracht. Gleichzeitig erfolgt über 

diesen Zugang im Trokar das Infiltrieren von Flüssigkeit (NaCl-Lösung). 

Jetzt wird die Kniegelenkshöhle inspiziert, Knorpel- oder Meniskusschäden werden 

photodokumentiert. Anschließend erfolgt das Anlegen des medialen Zuganges. Hierfür 

wird unter Sicht mit einer Kanüle der optimale Zugangsweg für die vorliegende Schädi-

gung ausgewählt. Nach Etablierung des medialen Zuganges können Arbeitsinstrumen-

te, wie z.B. Shaver, Punch oder Fasszangen eingeführt werden. 

Im Falle der medialen Meniskusschädigung wird eine Punchzange verwendet. Im Be-

reich der Schädigung wird das erkrankte Gewebe schrittweise mit der Punchzange 

abgetragen. Eine Gewebeprobe im Bereich der direkten Schädigung wird entnommen 

und in zwei Hälften geteilt. Hiervon wird ein Gewebestück in Formalinlösung asserviert, 

die andere Hälfte nativ in Kryoröhrchen gegeben und nach Beendigung des Eingriffs in 

flüssigem Stickstoff gelagert. 

Nach Beendigung der arthroskopisch-chirurgischen Therapie werden alle Instrumente 

aus dem Kniegelenk entfernt. Die Hautinzisionen mit Prolene® (Fa. Ethicon) ver-

schlossen. 

Die entnommen, formalinfixierten Proben werden zur weiteren Diagnostik in das Mole-

kularpathologische Institut nach Trier versendet. Im MVZ Trier erfolgen die weiteren 

Untersuchungen. 

Die in Stickstoff asservierten Proben werden auf Trockeneis ebenfalls ins Molekularpa-

thologische Institut nach Trier versendet. 

2.3 Färbungen 

Im Rahmen der Studie werden für mehrere in Paraffin gebettete Gewebsschnitte (3-5 

μm) Hämatoxylin- und Eosinfärbung, Alcianblaufärbung und Berliner-Blau-Reaktion 

angefertigt. In der Tabelle 2 werden die Färbeeigenschaften dargestellt. Die Färbe-

technik wird anhand der jeweiligen Protokolle in Kap. 2.4 deutlich. Die histochemische 

Färbung von Gewebe setzt die Deparaffinierung der Gewebsproben voraus, dies wird 

ebenfalls im Kap 2.4 erläutert. 
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Hämatoxylin- 
Eosin-Färbung 

Zellkerne, basophiles Zytoplasma, Kalk und Bakterien 
werden blau eingefärbt, azidophiles Zytoplasma, Bin-
degewebe und Fibrin werden Rot angefärbt 

Alcianblau-Färbung Anfärbung von sauren Mucopolysacchariden 

Berliner-Blau-Reaktion Dient dem Nachweis von Eisen (Fe 3+) und weist damit 
Hämosiderin nach, Zytoplasma und Zellkerne werden 
rot angefärbt, Fe 3+ wird blau angefärbt 

Tabelle 2: Darstellung der Färbeeigenschaften (71) 

2.3.1 Deparaffinierung 

Die Gewebeschnitte müssen vor der jeweiligen histochemischen Färbung vom Paraffin 

befreit werden. Hierfür wird das eingebettete und fixierte Gewebe 2 x 3 Minuten in Xy-

lol-Lösung gewaschen. Die Proben werden dann in Ethanol 100% (vol/vol), 95% und 

70% rehydriert und mit destilliertem Wasser gespült. 

Anschließend kann der Gewebeschnitt entsprechend gefärbt werden. 

2.3.2 Hämatoxillin-Eosinfärbung 

Die Hämatoxillin-Eosinfärbung zählt zu den sogenannten Standardfärbungen in der 

histologischen Begutachtung. Sie wird in der täglichen histopathologischen Diagnostik 

angewandt. 

Färbevorgang: 

1. Paraffinschnitte entparaffinieren, aufsteigende Ethanolreihe 

2. Spülen mit Aqua dest 

3. Tauchen der Proben in saurem Hämalaun nach Mayer für 10 sec 

4. Spülen mit Aqua dest 

5. Tauchen der Proben in Eosin 10 sec 

6. Tauchen der Proben in 60% Ethanol 

7. Eosin-Lösung 

8. Aufsteigende Alkoholreihe 

9. Isopropanol 
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2.3.3 Alcianblaufärbung 

Anfärbung von sauren Mucopolysacchariden 

Färbevorgang: 

1. Entparaffinieren, aufsteigende Alkoholreihe 

2. Tauchen der Gewebeschnitte in 3% Essigsäure für 10 Minuten 

3. Alcianblau 1% für 10 Minuten 

4. Tauchen in Essigsäure 3% 

5. Spülen mit Aqua dest 

6. Kernechtrot in Aluminiumsulfat für 7 Minuten 

7. Spülen mit Aqua dest 

8. Aufsteigende Alkoholreihe, Xylol 

2.3.4 Berliner-Blau Reaktion nach Perls 

Nachweis von Fe 3+ Ionen werden mit Hexacyanoferrat II im sauren Milieu als Berli-

nerblau, einem blauen Farbkomplex, nachgewiesen. 

Färbevorgang: 

1. Paraffinschnitte entparaffinieren, absteigende Ethanolreihe 

2. Spülen mit Aqua dest 

3. Reaktionslösung aus 2% Hexacyanoferrat II und 1% HCL zu gleichen Teilen 

mischen, Proben tauchen 

4. Spülen mit Aqua dest 

5. Gegenfärbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat 10 Minuten 

6. Spülen mit Aqua dest 

7. Aufsteigende Ethanolreihe und Xylol 

2.4 Begutachtung der Proben 

Die Begutachtung der Proben erfolgt durch 2 erfahrene Fachärzte für Pathologie aus 

dem MVZ Pathologie in Trier (M. O. und J. K.). 

Die Graduierung der Meniskusdegeneration erfolgt durch die von Krenn et al im Jahr 

2010 vorgeschlagene Einteilung in High-grade und Low-grade Meniskusdegeneration 

(58, Tabelle 3). 
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Grad 0: 
normale Morphologie 

Chondrozyten isomorph, regelhafte Zellularität, Matrix 
eosinophil, homogen angefärbt 

Low-grade Degeneration 

Grad 1: 
leichte Degeneration 

leichte Verringerung der Zellularität in kleinen Berei-
chen inhomogen gefärbte Matrix, kleinstteilige Fissuren 
der Matrix 

Grad 2: 
mäßige Degeneration 

Mäßige Verringerung der Zellularität in großen Berei-
chen, Chondrozyten in Form und Größe variabel, Mä-
ßige umschrieben Fissuren der Matrix 

High-grade Degeneration 

Grad 3: 
schwere Degeneration 

Starke Verringerung der Zellularität, große zellfreie 
Areale, retikulär gefärbte Matrix (mukoide Degenerati-
on), Pseudozystische Risse der Matrix 

Tabelle 3: Von Krenn et al festgelegte Einteilung der Meniskusdegeneration (58) 

2.5 MALDI-TOF Verfahren-Anwender Protokoll 

Matrix assisted laser desorption/ionization (MALDI), time of flight (TOF) ist ein Verfah-

ren der Massenanalyse von chemischen Verbindungen, vorzugsweise von Peptiden 

organischer Verbindungen, also eine Kombination von Matrix unterstützter Desorpti-

on/Ionisation, Massenspektrometrie und Flugzeitanalyse der Ionen. Die Vorbereitung 

und Durchführung des Analyseverfahrens erfolgt anhand eines festgelegten Protokolls 

(R. Casadonte). 

2.5.1 Vorbereitung und Aufteilung der formalinfixierten Gewebsproben 

Die Gewebsproben werden in Paraffin eingelegt und dann mit einem Mikrotom in 3-5 

µm Dicke geschnitten und für die MALDI-Analyse auf einem ITO (Indium tin oxide) be-

schichteten Objektträger aufgetragen, getrocknet und können nun bis zur weiteren 

Verarbeitung bei Raumtemperatur gelagert werden. 

2.5.2 Deparaffinierung  

Die bereits gelagerten Proben müssen für die MALDI-TOF Analyse deparaffiniert wer-

den. Hierfür wird das eingebettete und fixierte Gewebe für 2 x 3 Minuten in Xylol-

Lösung gewaschen. Die Proben werden dann in Ethanol 100% (vol/vol), 95% und 70% 

rehydriert und mit destilliertem Wasser gespült. 
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2.5.3 Antigendemaskierung 

Um die Proteolyse vorzubereiten werden die Proben mit Tris-HCL Pufferlösung 

(10mM) mit einem pH-Wert von 9.0 bei 95° im Autoklaven für 20 Minuten inkubiert. Für 

weitere 10-15 Minuten werden die Proben im Autoklaven mit der Pufferlösung belassen 

danach wird die Pufferlösung mit destilliertem Wasser ausgetauscht. 

2.5.4 Proteolyse 

Nach Entparaffinierung und Antigendemaskierung wird ein in-situ Trypsinverdau auf 

den Gewebeschnitten durchgeführt. 

Nun wird die Trypsin-Lösung (0,5µg/µL) mit Hilfe eines ImagePrep-Gerätes (Bruker 

Daltonik GmbH) auf die Schnittpräparate auf ITO-beschichtete Glasobjektträger ge-

sprüht. Anschließend erfolgt die Inkubation der Proben für 1,5 Stunden bei 37° C in 

einer feuchten Kammer. 

CHCA-Matrix Lösung, bestehend aus 7mg/ml in 50/50 Azetonitril/0,5% TFA wird mit 

Hilfe des ImagePrep Gerätes auf die verdauten Schnitte entsprechend des Handbu-

ches aufgetragen. 

2.5.5 Kalibrierung  

Um genaue Messdaten erheben zu können, muss zuerst eine Kalibrierung des Gerätes 

vorgenommen werden. Hierfür wird eine Mixtur von Peptiden (Bruker Daltonik GmbH, 

Bremen, Deutschland) verwendet. Dazu gehören: Angiotensin II, Angiotensin I, Sub-

stanz P, Bombesin, Adrenocorticotrophes Hormon Clip 1-17, Adrenocorticotrophes 

Hormon Clip 18-39 und Somatostatin 28. 

2.5.6 Messung 

Der Objektträger mit den vorbehandelten Gewebsproben wird nun in die Messkammer 

des Massenspektrometers, Autoflex Speed TOF/TOF (Bruker Daltonik GmbH) platziert. 

Während des Messvorgangs bewegt sich der Laser automatisiert auf den zu untersu-

chenden Proben. Massenspektra werden in einem Bereich von m/z 600-4500 erstellt. 

Der räumliche Abstand der Laserimpulse (Mittelpunktabstand) beträgt 150µm. Aus 

dem Datensatz können nach Reduzierung von Störfaktoren, Massenspektra unter-

schiedlicher Regionen der Gewebeschnitte zur statistischen Analyse extrapoliert wer-

den. Die Massenspektra jeder Gruppe werden exportiert und für die statistische Analy-

se in ClinProTools 3.0 (Bruker Daltonik GmbH) geladen. Vier Gruppen (High-grade 
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Meniskusdegeneration, Low-grade Meniskusdegenration, akute und nicht akute Menis-

kusläsionen) werden definiert und über die Gruppen ein repräsentatives Massenspekt-

rum gemittelt. Den Workflow der MALDI-TOF/IMS Analyse wird in Abbildung 6 

schematisch dargestellt. 

26
Abb. 6: schematische Darstellung des Workflows der MALDI Untersuchung (72) 
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2.5.7 Versuchsablauf 

Aus den Meniskusgewebeproben von 68 Patienten werden insgesamt 96 Gewebs-

schnitte angefertigt. Nach histopathologischer Beurteilung und Markierung der entspre-

chenden Gewebeschädigung (High-grade Degeneration, Low-grade Degeneration, 

akute und nicht akute Meniskusläsion) durch 2 Pathologen (J. K. und M. O.) erfolgt die 

Analyse mittels MALDI-TOF Imaging. 

Durch statistischen Vergleich mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test (PWKW) können 

Masse/Ladungsverhältnisse zwischen 600-2393 Da und einem zuvor definierten 

2fachen Intensitätsunterschied als Marker für die Gruppe High-grade vs. Low-grade 

Degeneration (n=8) und für die Gruppe akuter vs. nicht akuter Meniskusläsion (n=20) 

festgelegt werden. Anhand dieser Daten kann ein Klassifikationsalgorithmus (Prädikti-

onsmodell) zur Unterscheidung von High-grade und Low-grade Degeneration unter 

Zuhilfenahme einer Support Vector Machine erstellt werden. Der ermittelte Klassifikati-

onsalgorithmus wird anschließend auf ein Trainingstestset angewandt und ausgewer-

tet. 

Diese Prozedur wird sowohl für die Unterscheidung von High-grade und Low-grade 

Degenerationen als auch für die Unterscheidung zwischen akuten und nicht akuten 

Meniskusläsionen angefertigt. Während der MALDI-Analyse werden neben den Mas-

se/Ladungsverhältnissen der Peptide auch die Molekülmassen ermittelt. Unter Zuhilfe-

nahme der ermittelten Daten und der aktuellen Studienlage hinsichtlich biochemischer 

Vorgänge die Meniskusdegeneration betreffend, erfolgt ein Abgleich in der Proteinda-

tenbank SwissProt.  
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2.6 Statistik 

Eine Klassifikation zur Unterscheidung von Low-grade versus High-grade bzw. akuter 

und nicht akuter Meniskusdegeneration kann durch differenziell exprimierte Mas-

se/Ladungsverhältnisse durch statistischen Vergleich mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis 

Test und einem zuvor definierten durchschnittlich zweifach erhöhten Intensitätsunter-

schied festgelegt werden. 

2.7 Verbrauchsmaterial 

2.7.1 Verbrauchsmaterial Hämatoxylin-Eosinfärbung 

Material Hersteller 

Xylol PathoMed GmbH Viersen, Deutschland 

Ethanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 

Hämatoxylin-Lösung 
nach Cill III 

Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Eosin Lösung Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland 

Isopropanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 

Kernechtrot Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Aluminiumsulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Essigsäure VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Hexacyanoferrat II VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

HCL VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

2.7.2 Verbrauchsmaterial Berliner-Blau Reaktion 

Material Hersteller 

Kaliumhexocyanoferrat II 
Trihydrat 

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Kernechtrot Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 

Xylol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 
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2.7.3 Verbrauchsmaterial Alcianblau-Färbung 

Material Hersteller 

Alcianblau Waldeck, Münster, Deutschland 
Essigsäure VWR, Darmstadt, Deutschland 

Perjodsäure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Schiff'sche Reagenz Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Hämalaun nach Harris VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

HCL 25% VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Propanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 

Ethanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 

Xylol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland 

Thymolkristallin Waldeck GmbH, Münster, Deutschland 

2.7.4 Verbrauchsmaterial MALDI-TOF-Analyse 

Material Hersteller 

Angiotensin II Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 
Angiotensin I Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 

Substanz P Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 

Bombesin Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 
Adrenocorticotropik 
Hormon Clip 1-17 

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 

Adrenocorticotropik 
Hormon Clip 18-39 

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 

Somatostatin 28 Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 
Alpha-cyano-hydroxy-
Zimtsäure  

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland 

Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland 
HPCL grades acetonitrile 
(CAN) 

Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 

Triflouracetosäure (TFA) Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland 

Trizma Base Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland 

Trypsin Gold Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 
Autospeed TOF/TOF 
Massenspektrometer  

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 

Imageprep Device Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 
Objektträger (Indiumtin 
oxide beschichtet) 

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland 
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2.7.5 Sonstiges Verbrauchsmaterial 

Material Hersteller 

Paraffin Sasol, Hamburg, Deutschland 

Aqua dest Destillationsanlage (Fa. ELGA) des MVZ Trier, 
Deutschland 

Formalin Lösung 4% PathoMed, Viersen, Deutschland 

Arthroskopiegerätschaft Fa. Storz, Tuttlingen, Deutschland 

NaCL-Lösung 
Arthroskopie 

Fa. Braun, Melsungen, Deutschland 

Lichtmikroskop Fa. Carl-Zeiss, Jena, Deutschland 
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3 Ergebnisse 

3.1 Klassifikation zwischen High-grade und Low-grade 
Meniskusdegeneration 

Zunächst werden massenspektrometrische Profile von Gewebeproben aus zwei „ge-

matchten“ Paaren, bestehend aus High-grade und Low-grade Degeneration (n=24), im 

selben Individuum als Trainingssets genutzt, um ein Klassifikationsmodell zu entwi-

ckeln. Dieses Klassifikationsmodell unterscheidet zwischen Arealen unterschiedlicher 

Meniskusdegeneration. Areale für High-grade und Low-grade Degeneration werden 

hierfür zuvor von 2 Pathologen gesichtet und die jeweilige Region markiert. Anschlie-

ßend erfolgt die Analyse im MALDI-TOF Massenspektrometer mit manueller Peakaus-

wahl für die jeweilige Gruppe. 

Die Marker-Masse/Ladungsverhältnisse zwischen 600-2393 Da (n=8) können durch 

statistischen Vergleich mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis (PWKW)-Test und einem zuvor 

definierten durchschnittlich zweifach erhöhten Intensitätsunterschied determiniert wer-

den. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 4 dargestellt. 

Peptid m/z 

AVG Intensität der Gruppe 

PWKW 
High-grade 
Degeneration 

Low-grade 
Degeneration 

1926,2 3,73 1,85 0.00567 

1349,8 3,11 1,72 0.00567 

656,3 2,55 1,41 0.00567 

1913 2,55 1,49 0.00567 

1927,1 4,5 1,94 0,0069 

1913,9 2,64 1,52 0.0131 

603,2 7,99 3,74 0.014 

1151,6 4,17 2,33 0.131 

Tabelle 4: zeigt n=8 ermittelte (Marker)Spektra von Masse/Ladungsverhältnisse für Low-grade 

und High-grade Meniskusdegenerationen, basierend auf den ermittelten Daten (72) 
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Der Wilcox/Kruskal-Wallis-Test (PWKW) zeigt statistisch signifikante Unterschiede für 

Peaks mit den Masse/Ladungsverhältnissen 1349.8; 1913; 1913.9, 1926.2 und 1927.1 

zwischen beiden Gruppen. Eine graphische Darstellung erfolgt in Abbildung 7.(72) 

Durch den Export der Daten in FlexImaging (Bruker Daltonik GmbH) kann die Klassifi-

kationen farbkodiert visualisiert und graphisch dargestellt werden (Abbildung 8). Die 

rote Farbe stellt Areale mit High-grade Degeneration und die grüne Farbe Regionen 

mit Low-grade Degeneration dar. 

Abb. 7: graphische Darstellung der ermittelten Masse/Ladungsverhältnisse m/z für Low-grade

und High-grade Meniskusdegeneration 

32

Abb. 8: Die Abbildung stellt repräsentative Überlagerungsbilder durchschnittlicher Spektren  von
Meniskusproben (n=24)mit Low-grade und High-grade Degeneration dar. Low-grade Degenera-
tion sind grün markiert, High-grade Degenerationen sind rot markiert. Peaks mit folgenden 
Masse/Ladungsverhältnissen zeigen statistische signifikante Unterschiede für beide Gruppen: 
1349,8; 1913; 1913,9; 1926,2 und 1927,1 arb.u. (72) 
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Mithilfe einer Support Vector Machine (SVM) konnte ein Klassifizierungsalgorithmus 

erstellt werden. Im Prädiktionsmodell konnten 8 von 9 High-grade Meniskusdegenera-

tionen (88,8%) und 15 von 15 Low-grade Meniskusdegenerationen (100%) korrekt 

klassifiziert werden (Tabelle 5). 

Prädiktionsmodell Gewebsproben Korrekt Inkorrekt % 

High-grade Degeneration 9 8 1 88,8 

Low-grade Degeneration 15 15 0 100 

Tabelle 5: Prädiktionsmodell für High-grade und Low-grade Degeneration 

Das Prädiktionsmodell lief gegen alle Spektren eines Testsets (n=24). 170/222 Spektra 

(76,6%) und 295/345 (85,5%) können korrekt klassifiziert werden (Tabelle 6). 

Testset 
Spektra 
gesamt Korrekt Inkorrekt % 

High-grade Degeneration 222 170 52 76,6 

Low-grade Degeneration 345 295 50 85,5 

Tabelle 6: die Auswertung der Testsets (n=24) für High-grade und Low-grade Meniskusdegene-

ration und die Analyse der gemessenen Spektren 

Die massenspektrometrischen Bilder der Low-grade und High-grade degenerierten 

Areale sind in guter Übereinstimmung mit der histopathologischen Einordnung unter 

Anwendung konventioneller Techniken und Verwendung des von Krenn et al vorge-

schlagenen Degenerationsscore für Faserknorpel in High-grade und Low-grade Dege-

neration. Neben der Darstellung von Spektren kann durch die Verwendung des MALDI 

-TOF-Imaging, eine Visualisierung (Imaging) der Schäden im Gewebe erfolgen (siehe 

Abbildung 9). 



  Ergebnisse 

  34 

3.2 Klassifikation zwischen akuter (frischer Rissbildung) und nicht-
akuter Meniskusdegeneration 

Analog wurde ein Klassifikationsmodell zur Unterscheidung zwischen traumatischer 

(akuter) und High-grade als auch Low-grade Meniskusdegeneration (nicht akuter) er-

stellt. Der SVM-Algorithmus (Prädiktionsmodell), bestehend aus insgesamt 20 m/z 

Spezies, wird durch statistischen Vergleich der Peaks des Trainingssets (10 akute ge-

gen 10 verschiedene nicht akute Fälle) erstellt. Eine Liste aus Markern (n=20) konnte 

mit einer Genauigkeit von 100% statistisch signifikant zwischen beiden Gruppen dis-

kriminieren. 

Tabelle 7 zeigt ermittelte Peptide zur Unterscheidung von akuten und nicht-akuten Me-

niskusläsionen. Klassifizierungsalgorithmus der Masse/Ladungsverhältnisse (m/z) für 

akute und nicht akute Meniskusschäden. 

Abb. 9: zeigt 4 HE gefärbte Gewebsschnitte mit 40facher Vergrößerung von vier verschiedenen 

Patienten mit High- und Low-grade Meniskusdegenerationen. Die entsprechenden Areale wer-

den von einem Pathologen digital markiert (rote Linie). Die vergrößerten Ausschnitte zeigen die 

deutliche histologische Degeneration (a-d). Die Abschnitte e-h zeigen visualisierte (Imaging) 

Ausschnitte von massenspektrometrischen Aufnahmen. Rote Areale entsprechen der  

High-grade Degeneration, grüne Areale entsprechen der Low-grade Degeneration. (72) 
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Peptid m/z A
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PWKW 

759,4 4,16 1,91 0.00182 

904,5 1,58 3,04 0.00021 

980,4 2,70 1,42 0.00140 

1032,6 2,48 11,02 0.00046 

1038,5 2,65 1,41 0.00265 

1110,5 3,28 1,78 0.04630 

1287,6 1,71 1,49 0.00432 

1424,6 1,90 1,44 0.00952 

1501,7 3,26 1,84 0.01580 

1572,6 2,24 1,35 0.00076 

1607,8 1,91 1,48 0.08570 

1608,8 1,83 1,43 0.01970 

1625,8 2,12 1,53 0.00952 

1626,8 2,11 1,50 0.00620 

1637,8 1,98 1,53 0.01300 

1646,7 1,71 1,36 0.08570 

1926,1 2,11 1,50 0.00620 

1950,9 1,38 2,60 0.00133 

1951,9 2,84 1,33 0.00731 

1774,8 1,87 1,40 0.00731 

Tabelle 7: ermittelte (Marker)Peptide für akute und nicht akute Meniskusläsionen (72) 
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Der SVM-Algorithmus (Prädiktionsmodell) bestehend aus 20 m/z Spezies (10 akute versus 10 

verschiedene nicht akute Fälle) konnte unter Zuhilfenahme der ermittelten Marker (Tabelle 8) 

mit einer Genauigkeit von 100% statistisch signifikant zwischen beiden Gruppen unterscheiden. 

Abb. 10: graphische Darstellung der ermittelten (Marker)Masse/Ladungsverhältnisse m/z für

akute und nicht akute Meniskusläsionen 

In Abb. 11 werden repräsentative Überlagerungsbilder durchschnittlicher Spektren von Menis-

kusproben mit akuter (grün) und nicht akuter (rot) Läsionen dargestellt. Peaks mit folgenden

Masse-Ladungsverhältnissen (m/z) zeigen statische signifikante Unterschiede zwischen beiden

Gruppen: 904,5; 1032,6 und 1950,9 arb.u (72) 
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Prädiktionsmodell Gewebsproben Korrekt Inkorrekt % 

akute Meniskusläsion 10 10 0 100 

nicht akute Meniskusläsion 10 10 0 100 

Tabelle 8: Prädiktionsmodell (n=20) für akute und nicht akute Meniskusläsionen 

Der mit Hilfe von Support Vector Maschine ermittelte Klassifizierungsalgorithmus läuft 

gegen alle Spektren eines Testsets für akute und nicht akute Meniskusläsionen (n=27). 

Bei der Analyse der gemessenen Daten werden für die akuten Meniskusläsionen (n=5) 

109 Spektren ermittelt, wovon 40 korrekt klassifiziert werden. Im Falle der nicht akuten 

Meniskusläsionen (n=22) werden 530 Spektren ermittelt, hiervon werden 414 korrekt 

klassifiziert. 

Testset 
Spektra 
gesamt Korrekt Inkorrekt % 

akute Meniskusläsion 109 40 69 36,7 

nicht akute Meniskusläsion 530 414 116 78,1 

Tabelle 9: Testset (n=27) für akute und nicht akute Meniskusläsionen 

Die massenspektrometrischen ermittelten Daten von nicht akuten Arealen sind in guter 

Übereinstimmung mit der histopathologischen Einordnung unter Anwendung konventi-

oneller Techniken. 

Neben der Darstellung von Spektren kann durch die Verwendung des MALDI TOF 

Imaging, eine Visualisierung (Imaging) der Schäden im Gewebe erfolgen (siehe hierzu 

Abbildung 11). 
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Die Abb. 12 zeigt nochmals 4 Meniskusproben von verschieden Patienten mit akuten 

und nicht akuten Läsionen. Auch hier werden geschädigte Areale in jedem Schnitt von 

einem Pathologen digital markiert (rote Linie). Die Areale im oberen Bild zeigen den 

histomorphologischen Aspekt. Die massenspektrographisch erfassten und visualisier-

ten Gewebeschnitte zeigen nicht akute Läsionen in grün und akute Läsionen sind in rot 

dargestellt. 

3.3 Datenabgleich mit SwissProt Database 

Unter Kenntnis der aktuellen Studienlage zu biochemischen und physiologischen Vor-

gängen den veränderten Meniskus betreffend, erfolgt die SwissProt Database Recher-

che anhand der zuvor bestimmten Molekülmasse der gemessenen Mas-

se/Ladungsverhältnisse für High-grade und Low-grade Meniskusdegenerationen (Ta-

belle 10) und akute und nicht akute Meniskusläsionen (Tabelle 11). 

Abb. 12: Darstellung von 4 HE-Gewebeschnitten (a-d) und MALDI-TOF-Imaging Aufnahmen 

(e-g) für akute und nicht akute Meniskusläsionen (72) 
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Peptid m/z Molekulares Gewicht 

1926,2 1,246172413 

1349,8 1,301435429 

656,3 1,103384427 

1913 1,206595108 

1927,1 1,214566527 

1913,9 1,17012007 

603,2 1,242583315 

1151,6 1,280362918 

Tabelle 10: gemessene molekulare Gewichte der Masse/Ladungsverhältnisse für High-grade 

und Low-grade Meniskusdegeneration (72) 

Peptid m/z Molekulares Gewicht 

759,4 1,105192879 

904,5 0,681840429 

980,4 0,781004598 

1032,6 0,84184041 

1038,5 0,411627128 

1110,5 0,378894776 

1287,6 0,961174502 

1423,6 0,641941936 

1501,7 0,135382673 

1572,6 0,790139583 

1607,8 0,265542811 

1608,8 0,469201212 

1625,8 0,413109858 

1626,8 0,581145085 
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Peptid m/z Molekulares Gewicht 

1637,8 1,083961991 

1646,7 0,786770387 

1774,8 0,418992588 

1926,1 0,070231488 

1950,9 0,76849337 

1951,9 0,92382016 

Tabelle 11: zeigt die massenspektrographisch ermittelten molekularen Gewichte für Proben von 

akuten und nicht akuten Meniskusläsionen (72) 

Unter Zuhilfenahme der SwissProt Database können anhand der Mas-

se/Ladungsquotienten und den ermittelten molekularen Gewichten folgende prädiktive 

Peptide recherchiert werden (Tabelle 12). 

m/z Molekulares Gewicht 
Prädiktives 
Peptid/Protein 

1423.6 0,6419419358 Kollagen Typ II 

1625.8 0,413109858 Kollagen Typ II 

759.4 1,105192879 Kollagen Typ VII 

1951.9 0,92382016 Kollagen Typ VII 

1287.6 0,961174502 Vorläufer Proteoglycan 4 

1501.7 0,135382673 Vorläufer Proteoglycan 4 

1572.6 0,790139583 Vorläufer Proteoglycan 4 

1032.6 0,84184041 MMP-1 

1626.8 0,581145085 Fibronectin 

1607.8 0,265542811 Fibronectin 

Tabelle 12: Die dargestellten Masse/Ladungsquotienten können in der SwissProt Database 

recherchiert werden. 

 



  Diskussion 

  41 

4 Diskussion 

Ist das MALDI-TOF-Imaging Verfahren ein geeignetes Verfahren für die histologische 

Meniskusdiagnostik? Kann eine untersucherunabhängige Objektivierung der Menis-

kusdiagnostik durch das MALDI-TOF-Imaging Verfahren erreicht werden? Mit diesen 

Fragestellungen hat sich die vorliegende Arbeit beschäftigt und unter Anwendung der 

vorab beschriebenen Methoden untersucht. Die Ergebnisse und Methoden sollen nun 

im folgenden Kapitel kritisch diskutiert werden. 

4.1 Beurteilung der Methoden 

4.1.1 Gewinnung der Proben durch Kniegelenksarthroskopie 

Kniegelenksarthroskopien sind die am häufigsten durchgeführten Operationen in der 

Orthopädie (73). Laut Statistischem Bundesamt unterzogen sich im Jahr 2012 151 000 

männliche und 146 000 weibliche Patienten einer Kniegelenksarthroskopie (74). Dem-

nach war die Arthroskopie am Gelenkknorpel und an den Menisken die 3. häufigste bei 

männlichen Patienten und die 4. häufigste Operation bei weiblichen Patienten (74). 

Degenerative und traumatische Meniskusläsionen zählen somit zu den häufigsten or-

thopädischen Krankheitsbildern (50). Aufgrund der komplexen Biomechanik des Knie-

gelenks führen kleinste Änderungen zum strukturellen Umbau und fördern die Entste-

hung einer Kniegelenksarthrose (60, 75, 76, 77). Im Jahre 1948 wurde die Bedeutung 

der Menisken bereits von Fairbank beschrieben (78). 

Wegen dieser komplexen Folgeerscheinungen werden Meniskusläsionen, sowohl de-

generativ als auch traumatisch, nur durch eine sparsame arthroskopische Resektion 

oder Refixation therapiert (10). 

Dem Pathologen stehen meist nur sehr kleine (5-20 mm) und aus dem Verbund gelös-

te Meniskusfragmente zur Begutachtung zur Verfügung. Neben Angaben zur Person, 

zum Alter und Geschlecht sind Angaben zur Art des Traumas, zum intraoperativen 

Befund und zur Entnahmestelle essentielle Informationen für die histopathologische 

Begutachtung (10, 60, 79). 

Im Hinblick auf eine gutachterliche Stellungnahme im Rahmen von Berufsgenossen-

schaftlichen Verfahren (BG) ist es wichtig zwischen traumatischen und degenerativen 

Schädigungen zu unterscheiden. „Für diese objektive Bewertung ist der histologische 

Befund beweisend“ (60). 
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In der orthopädischen Chirurgie gehört die Kniegelenksarthroskopie zu den wichtigsten 

Eingriffen, da sowohl diagnostisch als auch direkt therapeutisch vorgegangen werden 

kann. In der Diagnostik von meniskalen und ligamentären Verletzungen des Kniebin-

nenapparates zählt die Arthroskopie zum Goldstandard (80,81,82). 

Neben gleichzeitiger Diagnostik und Therapiemöglichkeiten bietet die Arthroskopie des 

Kniegelenkes im Vergleich zu offenen Techniken verschieden Vorteile, wie schnellere 

Regeneration, geringere Schmerzen und ein niedrigeres Risiko für Infektionen und 

Arthrofibrose. Patienten können somit postoperativ schneller in den Alltag zurückkeh-

ren (82). 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Gewinnung der Meniskusgewebspro-

ben anhand einer Kniegelenksarthroskopie. Die Gewebsentnahme und Probengewin-

nung war gleichzeitig die Therapie nach Goldstandard der zuvor diagnostizierten Me-

niskusläsionen. Ein Risiko für die Entstehung und das Voranschreiten der Osteoarthro-

se gilt es zu vermeiden, daher wurde die vollständige Meniskektomie zu Untersu-

chungszwecken zu keinem Zeitpunkt in Betracht gezogen. Laut Fisseler und Müller 

erlauben auch, „arthroskopisch“ entnommene Meniskusproben zuverlässige histopa-

thologische Aussagen zum Ausmaß der Degeneration und zur Altersbestimmung 

traumatisch bedingter Läsionen (60). 

4.1.2 Die Verwendung von Klassifikationsmodellen 

In der vorliegenden Arbeit wurden Klassifikationsmodelle der Degeneration in Low-

grade und High-grade Degeneration sowie akute (traumatische) und nicht akute Me-

niskusläsionen erstellt. Die Einteilung in Low-grade und High-grade Degeneration be-

zieht sich auf die von Krenn vorgeschlagenen Kriterien zum Histopathologischer Dege-

nerations-Score des Faserknorpels (58). Hierbei handelt es sich um „... eine Bewer-

tungsmethode auf der Basis einer 3-fachen Gleitskala, die sich an aus der täglichen 

Diagnostik bekannten charakteristischen morphologischen Veränderungen des Menis-

kusgewebe orientiert.“ (58). 

Zur Beurteilung von Meniskusgewebe stehen verschiedene Scoring-Systeme zur Ver-

fügung. Die Wesentlichen, wie Copenhaver Classification, Mankin Score, Zhang Score, 

um nur einige zu nennen, wurden von Longo et al (8) hinsichtlich ihrer Anwendung vor 

allem auf wissenschaftlichem Gebiet und zu spezifischen Fragestellungen untersucht. 

Die verschiedenen Scoring-Systeme berücksichtigen jeweils unterschiedliche Aspekte 

in der Struktur und Texturveränderung im Meniskusgewebe. Eine standardisierte, ob-

jektive Beurteilungsskala fehlt bis dato (56). 
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Ein wesentlicher Punkt eines diagnostischen Verfahrens sollte die Reproduzierbarkeit 

eines Ergebnisses durch den untersuchenden Arzt sein (6, 56). Für eine gute Überein-

stimmung der Interrater-Reliabilität von meist 2 Untersuchungen spricht ein Kappa-

Koeffizient von 0,81-1.0 (83, 84). In seiner Auswertung erreicht Krenn et al Kappa-

Werte zwischen 0,93 und 1.0 (6). Hempfling und Krenn (85) postulieren ein zweistufi-

ges Graduierungssystem in Low-grade und High-grade Texturstörungen von brady-

trophem Gewebe, welches sowohl die Matrixveränderungen als auch zellulären Verän-

derungen erfasst. 

Des Weiteren soll beachtet werden, dass sich die Einteilung von Gewebsveränderun-

gen in High-grade und Low-grade sowohl für entzündliche als auch für neoplastische 

Erkrankungen in der Pathologie seit einigen Jahren etabliert hat (58). So schlägt die 

Weltgesundheitsorganisation z.B. eine Graduierung von Urothelkarzinomen, neuroen-

dokrinen Tumoren oder serösen Ovarialkarzinomen in Low- bzw. High-grade Neopla-

sien vor (86, 87, 88). 

4.1.3 Die Anwendung des MALDI-TOF Imaging Verfahrens in der histopatholo-

gischen Diagnostik 

Um den operativ gewonnen Eindruck des Meniskusgewebes zu komplettieren, soll, vor 

allem wenn es sich um ein berufsgenossenschaftliches Verfahren handelt, eine histo-

pathologische Diagnostik erfolgen (79). Unter Anwendung von minimalinvasiven Tech-

niken stehen oft nur sehr kleine Gewebsproben zur Verfügung. Dem Untersucher feh-

len oft „gesunde“, rissferne Meniskusanteile zur vergleichenden Diagnostik. Zwei Vo-

raussetzungen sind notwendig, um den maximalen Informationsgehalt aus den kleinen 

Meniskusfragmenten zu erhalten: zum einen umfassende klinische Angaben, zum an-

deren eine objektive standardisierte histopathologische Diagnostik (60). Vor allem für 

die Beantwortung von gutachterlichen oder versicherungsmedizinischen Fragestellun-

gen sind klinische Angaben neben der histopathologischen Untersuchung essentiell, 

um ein medizinisches Fachgutachten erstellen zu können (10). Laut Fisseler-Eckhoff 

sind folgende klinische Angaben unbedingt notwendig, um physiologische Texturstö-

rungen von pathologischen Veränderungen abzugrenzen und damit eine aussagekräf-

tige und in einem versicherungsmedizinischen Gutachten verwertbare pathologische 

Begutachtung abgeben zu können (10, 60): 

− Angaben zu Person, Alter und Geschlecht 

− konkrete Fragestellungen des anfordernden Arztes wie z.B. das Ausmaß der 

Degeneration 
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− Angaben zur Art des Traumas 

− Angaben zum intraoperativen Befund und zur Entnahmestelle der Gewebspro-

ben. 

Neben klinischen Angaben ist die Kenntnis und Abgrenzung physiologischer Verände-

rungen, sogenannter Texturstörungen, die unter dem Begriff der „Meniskusdegenerati-

on“ zusammengefasst werden, von Bedeutung. Diese müssen von dem untersuchen-

den Facharzt für Pathologie von den altersuntypischen Texturstörungen abgegrenzt 

werden (10). Zu diesen Kriterien zählen (10): 

− örtliche Kernverarmung mit Verminderung der Chondrozytenzahl 

− Reduktion der Doppelbrechung der Fasern in der polarisationsoptischen Unter-

suchung 

− Verminderung der Gefäßdichte 

− umschriebene asbestartige Degeneration 

− Basophilie 

− feintropfige Ablagerungen sudanophiler Substanzen 

− Pseudoknorpelproliferate 

− Ausbildung von Pseudoknorpelzellhaufen 

− eine schleimig erscheinende Interzellularsubstanz  

(mukoide Degeneration) 

− Abnahme des Quellungsvermögens der Kittsubstanzen mit diffuser Verfettung, 

Gelbfärbung des Meniskus 

Zur Detektion von Gewebsveränderungen im Meniskusgewebe stehen dem untersu-

chenden Pathologen neben der Hämatoxylin/Eosinfärbung, histochemische Methoden, 

wie die Berliner-Blau Reaktion zur Detektion von Hämosiderinablagerungen, die Alci-

anblaureaktion zum Nachweis von Glykosaminoglykane und die Elastica van Giesson 

und Goldner Färbung für die Darstellung von Bindegewebe zur Verfügung. Polarisati-

onsoptische, immunhistochemische Methoden und elektronenmikroskopische Verfah-

ren kommen außerdem zur Anwendung und können so zur Präzisierung der histologi-

schen Befunde beitragen. Alle Verfahren lassen jedoch immer Interpretationsspielräu-

me (8, 9). 

Neben Low-grade und High-grade Degeneration müssen traumatisch bedingte Menis-

kusläsionen unterschieden werden. Traumatische Meniskusläsionen setzen immer ein 

adäquates Trauma voraus und können histologisch bezüglich ihres Alters in 3 Phasen 

eingeteilt werden (10, 88, 90). 



  Diskussion 

  45 

− Phase 1:  

7 Tage: flammenzungenartige Rissbildung, Ödem, Fibrin; 2 bis 5 Wochen ver-

plumpte Zotten (Glättung) (10) 

− Phase 2:  

4 bis 5 Wochen: fibrozytenreiches Granulationsgewebe, 7 bis 12 Wochen fib-

roblastenreiches Narbengewebe, Pseudoknorpelzellproliferate (10) 

− Phase 3:  

nach 5 Monaten Narbengewebe bis zur Restitution (10) 

Betrachtet man die Komplexität der histopathologischen Beurteilung und die verschie-

denen Beurteilungssklalen von Meniskusgeweben, so scheint es wichtig die histopa-

thologische Beurteilung von Meniskusgewebe zu vereinheitlichen und deren Ergebnis-

se reproduzierbar zu machen (58). Hierfür wird ein objektives Verfahren benötigt. In 

der vorliegenden Arbeit wurde neben histopathologischer Diagnostik, die MALDI-TOF 

Analyse angewandt. Als Grundprinzip wird das zu untersuchende Gewebe mit einer 

Matrix überschichtet, um eine „Flugfähigkeit“ von Ionen nach Laserapplikation auf bio-

logische Strukturen zu erzielen. Seit Einführung dieser Methode in den 1980er Jahren 

hat sich das Verfahren technisch ständig weiterentwickelt, zurzeit beträgt die laterale 

Auflösung 10-100 mm (12, 15). Die Methode hat sich im Laufe der Jahre als schnell, 

akkurat und kosteneffizient erwiesen (91). Mit Einführung der MALDI-TOF- Imaging 

Methode ist es nun möglich in situ Analysen an dünnen Gewebsschnitten durchzufüh-

ren (92). 

Interessant ist neben dem Erhalt von massenspektrometrischen Daten eine Korrelation 

der Protein- und Peptidstrukturen im Gewebe (12, 92, 93, 94). Seit einigen Jahren ist 

es möglich mittels MALDI-TOF Proteine direkt im Gewebe zu detektieren und auch 

räumlich im Gewebe darzustellen (11, 93, 94). Mit der Entwicklung von neuen Antigen-

Demaskierungstechniken kann das Verfahren nicht nur an Gefrierschnitten sondern 

auch an in Paraffin gebetteten Gewebeschnitten angewandt werden (15), welches die 

Anwendung im klinischen Gebrauch deutlich erleichtert (11). Angewandt am Gefrier-

gewebe kann eine Vielzahl von Molekülen, darunter Proteine, Peptide, Lipide und Me-

taboliten mit dieser Methode visualisiert dargestellt werden. Aufgrund der Verwendung 

von organischen Lösungsmitteln ist bei in Paraffin gebettetem Gewebe nur die Analyse 

von Proteinen möglich (15).  

In verschiedenen Publikationen zu Magenkarzinomen, Myxoiden Sarkomen oder 

Mamma-Karzinomen wurden Proteinsignaturen mit MALDI-TOF-Imaging nachgewie-

sen. Ebenso existieren bereits Studien, die sich mit Verteilung und Metabolismus von 
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Medikamenten in Organsektionen unter Anwendung des Verfahrens beschäftigen (89). 

In einer weiteren Studie gelang der Nachweis von spezifischen Biomarkern in rheu-

matoid und arthrotisch verändertem Gewebe (12, 13). 

Der Nachweis von spezifischen Proteinen oder Peptidstrukturen durch MALDI-TOF-

Imaging im degenerativ oder traumatisch geschädigten Meniskusgewebe ist daher 

denkbar. 

Trotz aller Vorteile dieses Analyseverfahrens müssen ein eingeschränkter Analysebe-

reich zwischen 2000 und 80000 Da (122), sowie hohe Anschaffungskosten von Appa-

ratetechnik und Software diskutiert werden. Zusätzlich sind spezielle Kenntnisse in der 

Anwendung erforderlich (12, 122). 

4.1.4 Die Verwendung von Support Vector Machines 

In der vorliegenden Arbeit konnten die ermittelten Spektra High- und Low-grade Dege-

nerationen sowie akute und nicht akute Läsionen den Meniskusregionen zugeordnet 

werden. Hierfür werden die ermittelten Daten mittels Support Vector Machines (SVM) 

Klassifkationsmodellen zugeordnet (95, 96). 

Dabei handelt es sich um ein mathematisches Verfahren der Mustererkennung (97). 

Diese Methode des maschinellen Lernens wurde 1998 von Vapnik beschrieben (98). 

Support Vector Machines ermöglichen aus Trainingsdaten selbständig Gesetzmäßig-

keiten zu erlernen und diese dann für die spätere Klassifizierung zu nutzen (99, 100). 

„Dieser Prozess hat das Ziel aus den Trainingsdaten möglichst generalisierend Zu-

sammenhänge derart abzuleiten, dass der Klassifizierer zu einem späteren Zeitpunkt 

unbekannte Daten mit geringst möglichen Fehlern klassifizieren kann“ (95, 100, 101). 

Jedes Objekt (gemessene Daten) wird durch einen Vektor in einem Vektorraum reprä-

sentiert. Die Support Vector Maschine passt eine Hyperebene in den Raum ein, um 

somit eine Trennfläche zu generieren und die gemessenen Objekte (Daten) in zwei 

Klassen zu unterteilen (101). Zusätzlich wird ein sogenannter k-NN (k-nearest neigh-

bour) Klassifizierungsalgorithmus verwendet, um die endgültige Klassifizierung zu er-

reichen (102). 

Um in der vorliegenden Arbeit High- und Low-grade Meniskusdegeneration und akute 

versus nicht akute Meniskusläsionen klassifizieren zu können, werden kombinierte 

durchschnittliche Spektra für jede Gruppe verwendet. So können Peaks identifiziert 

werden, welche die jeweiligen Klassen repräsentieren. 
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Die stärksten Peaks in den gemessenen Spektren werden manuell ausgewählt und als 

Vergleichswert verwendet. 

Die Klassifizierungsmodelle werden mit Hilfe der Support Vector Machine (SVM), ba-

sierend auf den Daten der Trainingssets, erstellt. Der SVM Algorithmus für die Klassifi-

zierung von High- und Low-grade Meniskusdegeneration beinhaltet 8 Peaks. Für die 

Bildung des Klassifikationsmodelles akute Meniskusläsion versus nicht akute Menis-

kusläsion wurden 20 Peaks verwendet. 

Die Auswahl der Peaks in den Trainingssets wird durch den Wilcoxon/Kruskal-Wallis 

Test und mittels k-NN (k-nearest neighbour) auf 3 festgelegt. Jedes SVM Modell wird 

für alle Testdatensets, 24 Fälle für High- versus Low-grade Degeneration und 27 Fälle 

von akuten versus nicht akuten Meniskusläsionen getestet. 

In der Literatur findet man eine Vielzahl von Veröffentlichung zur Verwendung von 

SVM. Neben Anwendungen in der Technik finden sich ebenfalls Publikationen zur Da-

tenauswertung im Bereich der Medizin, Biologie, etc.. So beschreiben Agner SC et al 

(104) die Anwendung von Support Vector Machines in der Datenauswertung in ihrer 

Studie zur Identifizierung von Triple-negativ Mamma-Carcinomen mittels MRT und Ve-

ronese et al (105) in ihrer Studie „.... Anwendung von Support Vector Machines zur 

Klassifizierung der Schizophrenie“ die Verwendung von Support Vector Machines. 

Eine schnelle Klassifizierung, eine geringe Fehlerwahrscheinlichkeit bei der korrekten 

Auswahl der Parameter und eine große Effektivität in der Verwendung großer Daten-

menge sind Vorteile dieser Methodik (107). Zeitaufwendiges Lernen der „Machine“ und 

große Datenmengen sind erforderlich um ein Klassifikationsmodell zu erstellen (107). 

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde ein Großteil der gewonnen Proben benötigt um 

die Klassifikationsmodelle High-und Low- grade Meniskusdegeneration und akute ver-

sus nicht akute Meniskusläsionen zu erlernen. Des Weiteren war bei der Anwendung 

zu bedenken, dass bei zukünftigen Studien mit neuen Erkenntnissen ein erneutes 

Training und Erstellung eines Klassifizierungsmodelles erforderlich sein wird (96, 106). 

Eine wesentliche Fehlerquelle in der Erstellung von Klassifizierungsmodellen kann die 

manuelle Auswahl der Spektren darstellen. Eine Validierung des Modelles kann helfen 

diese Fehlerquelle zu vermeiden (105). Trotz einiger Nachteile ist die Anwendung von 

Support Vector Machines hilfreich und zählt laut Heikamp und Bajorath als bestes, 

rechnerisch verfügbares Mittel für die biologische und chemische Eigenschaftsvorher-

sage (108). 
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4.2 Diskussion der Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Klassifizierungsalgorithmus der Mas-

se/Ladungsverhältnisse für Low-grade und High-grade Meniskusdegeneration und für 

akute und nicht akute Meniskusläsionen entwickelt. 

Im Falle der High-grade degenerierten Regionen konnte das SVM-Modell mit einer 

Genauigkeit von 88,8%, d.h. 8 von 9 Meniskusbiopsien, und Areale mit Low-grade De-

generationen mit einer Genauigkeit von 100%, d.h. 15 von 15 Meniskusbiopsien, kor-

rekt klassifizieren. Das SVM-Modell lief gegen alle Spektren eines Testsets (n=24). 

170/222 (76,6%) Spektra wurden in High-grade degenerierten Regionen korrekt klassi-

fiziert. 295/345 (85,5%) Spektra wurden in Arealen mit Low-grade Degeneration korrekt 

klassifiziert. 

Analog wurde, wie vorab bereits beschrieben, ein Klassifikationsmodell zur Unter-

scheidung zwischen traumatischer (akuter) und High-grade sowie auch Low-grade 

Meniskusdegeneration (nicht akuter) erstellt. Der SVM-Algorithmus bestehend aus 20 

m/z Spezies wurde durch statistischen Vergleich der Peaks von 10 akuten und 10 nicht 

akuten Fällen erstellt. Mit einer Genauigkeit von 100% konnte zwischen beiden Grup-

pen diskriminiert werden. Auch hier lief das Prädiktions-Modell gegen alle Spektra ei-

nes Testsets (n=27). 

Lediglich bei 40/109 Spektra (36,6%) konnten traumatische (akute) Meniskusläsionen 

klassifiziert werden. Ursächlich hierfür ist sicherlich das kleine Patientenkollektiv, nur 

bei 5 von 96 Proben wurden histopathologisch eine frische akute Meniskusläsion diag-

nostiziert. 414/530 (78,1%) Spektra der nicht akuten Meniskusläsionen wurden korrekt 

klassifiziert. 

Eine Veränderung der Meniskusanatomie durch Resektion oder partielle Resektion 

führt zur Veränderung der Kniegelenksbiomechanik und trägt zur Entstehung von Arth-

rose bei. So wurde in einer prospektiven longitudinalen Studie nachgewiesen, dass ein 

Drittel der Patienten 30 Jahre nach totaler Meniskusresektion Gelenksspaltverschmäle-

rungen aufwiesen (5, 109). Des Weiteren ergab eine Studie von Higuchi et al (110), 

dass bei durch partielle Meniskektomie therapierten Kniegelenken in 48% der Fälle 

Anzeichen von Arthrose nachgewiesen werden konnte. Nach Erkenntnis der essentiel-

len Bedeutung der Menisken für die Kniegelenksfunktion unterliegt die Therapie von 

Meniskusverletzungen einem Wandel (48). Auch durch die Einführung neuer Nahtin-
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strumente von Firmen wie Arthrex, Smith&Nephew oder Biomet hat sich die Meniskus-

chirurgie hin zur Meniskusnaht und damit zum Meniskuserhalt entwickelt (48). 

Die meniskuserhaltende Chirurgie ist einer der Gründe für das Vorliegen des kleinen 

Patientenkollektives mit akuter Meniskusschädigung. 

Problematisch erscheint auch, dass traumatische Meniskusschädigungen oft erst nach 

einer zeitlichen Verzögerung operativ behandelt werden und somit dem Pathologen 

nicht im akuten Stadium zur Beurteilung vorliegen (10). 

Da sich traumatisch bedingte Meniskusveränderungen in 3 verschiedene zeitliche 

Phasen einteilen lassen (Kap 1.6.), ist eine histologische Aussage über das Vorliegen 

eines Traumas und dem direkten Zusammenhang einer Meniskusschädigung möglich 

(10). Mit einer zeitlichen Verzögerung zwischen Trauma und chirurgischen Therapie 

von 2 Monaten kann eine Aussage sicher erfolgen (10). Erfolgt die Therapie in einer 

Phase von 2-5 Monaten oder länger, so nimmt die Wahrscheinlichkeit über eine siche-

re Aussage deutlich ab (10, 90, 88). 

Hilfreich in Bezug auf gutachterliche oder versicherungsrechtliche Aussagen über das 

Vorliegen eines akuten (traumatischen) Meniskusschadens sind ausreichende Kennt-

nisse zur Anamnese, Klinik und den Grunderkrankungen (10). 

4.2.1 Chronische Meniskopathie und traumatische Meniskusläsion 

Meniskusgewebe unterliegt als bradytrophes Gewebe Altersveränderungen. Entschei-

dend ist die Abgrenzung physiologischer zu pathologischen Befunden, die das alters-

übliche Maß der Degeneration überschreiten (60). 

Der Begriff Degeneration wird in der Diagnostik häufig nicht eindeutig verwendet. Hier-

unter ist laut Krenn et al „... eine strukturelle Störung des Gewebes zu verstehen“ (58). 

Low-grade Degenerationen treten in der Altersklasse von 20-40 Jahren und mittelgra-

dige Degenerationen in der Altersklasse von 40-80 Jahren auf. Einzuordnen sind diese 

Befunde im Rahmen der physiologischen Variabilität (6, 10). 

Neben degenerativen Veränderungen müssen traumatisch bedingte Läsionen berück-

sichtigt werden. Schwierigkeiten in der histologischen Untersuchung bereitet die 

grundsätzliche Frage des Vorschadens bei einem Trauma. Vor allem bei älteren Pati-

enten mit bereits vorliegender physiologischer Meniskopathie ist es schwierig den Zu-

sammenhang zwischen Vorschaden und Trauma zu differenzieren (60). 
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In der vorliegenden Arbeit wurden Klassifikationsmodelle entwickelt, welche durch Un-

tersuchung mittels MALDI-TOF Imaging zum einem High-grade und Low-grade Dege-

nerationen sowie traumatische (akute) und nicht akute Läsionen in guter Übereinstim-

mung mit der histopathologischen Analyse klassifizieren. In der nachfolgenden 

SwissProt Database Recherche konnten einige Molekülmassen der Peptide aus 

Tab.12 (Kap.3.3) identifiziert werden. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die 

gemessenen Spektra ein zuverlässiger Parameter zur Identifizierung der einzelnen 

meniskalen Gewebsveränderungen sind. 

Meniskales Gewebe besteht aus Knorpelgewebe, charakterisiert durch Netzwerke von 

Kollagenfasern und Zellen, wobei Kollagen Typ I mit 75-90% den größten Anteil dar-

stellt (6, 36, 111, 112). 

Durch die radiäre Anordnung in den oberflächlichen Schichten schützen die Fasern 

das Gewebe vor mechanischem Versagen (36). 

Bei der Entstehung von Meniskusläsionen wurde von Arnoczky et al 1992 ein Zusam-

menhang zwischen Proteoglykanen der Extrazellulär-Matrix und Kollagenfasern disku-

tiert. Die histopathologische Inspektion der Gewebsproben und Färbung mit Alcian-

blaufärbung ergab einen stärkeren Verlust von Kollagenfasern in High-grade degene-

rierten als in Low-grade degenerierten Arealen. Die Analyse von Gewebsproben mit 

akuten Meniskusläsionen ergab für Masse/Ladungsverhältnisse m/z 1423.6 und 

1625.8 (Kollagen Typ II) und m/z 759.4 und 1951.9 (Kollagen Typ VI) eine verminderte 

Expression im Vergleich zur nicht akuten Meniskusläsionen. An bovinen Menisken 

konnte Cheung et al 1987 (113) nachweisen, dass Kollagen Typ II vor allem im inneren 

Drittel des Meniskus, der White-White-Zone, zu finden ist und etwa 60% des Trocken-

gewichtes ausmacht. Kollagen Typ VI dagegen hat einen geringen Anteil am Trocken-

gewicht des Meniskus und macht nicht mehr als 2% aus (114, 115). Kollagen Typ I, 

welches den Hauptbestandteil an Kollagenen ausmacht, dominiert in der Red-Red-

Zone mit 80% des Trockengewichtes, in der White-White Zone hingegen nur in 40% 

des Trockengewichtes (116). Kollagene spielen für die Funktionalität des Meniskus 

eine wesentliche Rolle. Durch ihre scheinbar willkürliche Anordnung in der oberflächli-

chen und lamellären Schicht sowie ihrer zirkumferenten Ausrichtung in der tiefen 

Schicht sorgen sie für Ringspannung (112). Kollagen Typ VI zählt neben Fibronectin 

und Thrombospondin zu den Adhäsionsglykoproteinen, welche Matrixbestandteile mit 

den zellulären Bestandteilen verbinden (111,114). 
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Diskutiert werden kann, dass eine verminderte Expression dadurch zustande kommt, 

dass es zu einem abrupten Bruch der Faserkonstruktionen bei einer akuten Meniskus-

läsion kommt. Des Weiteren ist bekannt, dass Veränderungen der Kniebiomechanik, 

z.B. durch Meniskusresektion, degenerative Schädigungen im Gelenkknorpel hervorru-

fen, die durch einen Verlust von Proteoglykanen zur Zerstörung des kollagenen Netz-

werkes, vor allem von Kollagen Typ II, führen (117). 

Neben Kollagenen (Typ I, II, III, IV, VI und XVIII) repräsentieren Proteoglykane, wie 

Chondroitin-6-Sulfat, Dermatan-Sulfate, Chondroitin-4-Sulfat, Keratin-Sulfat, Aggrecan, 

Biglycan und Decorin (6, 116) einen Hauptbestandteil der Extrazellulären Matrix. Pro-

teoglykane spielen eine wesentliche Rolle in der Extrazellulären Matrix, die zusam-

mengefasst für die Hydratisierung, Stabilität und Elastizität des Meniskusgewebes sor-

gen. 

Durch die Recherche in der SwissProt Datenbank konnten neben Vorläuferpeptiden für 

Kollagen, Masse/Ladungsverhältnisse m/z 1287.6; 1501.7 und 1572.6 nachgewiesen 

werden. In der Datenbanksuche ergab sich ein Hinweis auf eine Proteoglycan 4 Vor-

stufe. Die AVG-Intensität (Tab.11) für die Masse/Ladungsquotienten 1287.6, 1501.7 

und 1572.6 sind für die akuten Meniskusläsionen erniedrigt, im Gegensatz zu Proben 

von nicht akuten Meniskusläsionen. 

Sowohl der Verlust von Kollagen als auch der Verlust von Proteoglykanen lässt vermu-

ten, dass kollagen- und proteoglycanspaltende Enzyme eine wichtige Rolle in dem 

akuten degenerativen Prozess spielen. In Proben mit akut verändertem Meniskusge-

webe wurden Masse/Ladungsverhältnisse m/z 1032.6 stark erhöht nachgewiesen. In 

der SwissProt Datensuche ergab sich hierfür ein Hinweis auf das Vorhandensein von 

Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1). Verschiedene Matrix-Metalloproteinasen (MMP-1, 

MMP-3; MMP-9 und MMP-13) und Aggrecanase-1 und 2 sind verantwortlich für die 

Zerstörung von Kollagenstrukturen und Proteoglykanen in der Extrazellulär-Matrix von 

Knorpelgewebe. MMP-1 und MMP-13 gehören zu den Kollagenasen und führen zur 

Zerstörung von Kollagenfaserstruktur (118). 

In Übereinstimmungen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit postulierte T. Mine 

et al (119), dass eine akute Meniskusläsion, zunächst zu einer Abnahme von Kollagen 

Typ II und III, gefolgt von Kollagen Typ I, vor allem in der Nekrosezone kommt. Laut T. 

Mine ist dies auf den Faserkonstruktionsverlust zurückzuführen. 
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Herweg et al konnten bereits 1983 in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen der 

Verringerung von Glycosaminoglykanen im Meniskusgewebe und dem Schweregrad 

der Meniskusdegeneration darstellen (35). 

Die Masse/Ladungsverhältnisse m/z 1626.8 und 1607.8 wurden in den Gewebsproben 

mit akuter Meniskusschädigung als vermindert nachgewiesen. Die Datenbankrecher-

che gab hier den Hinweis auf das Vorliegen von reduziert exprimierten Fibronectin. 

Dieses Glykoprotein zählt neben Ancorin und Chondronectin zu den adhäsiven Gly-

koproteinen in der extrazellulären Matrix. Die Funktionsweise dieser Glykoproteine 

ähnelt einem „Zellkleber“ (120). Fibronectin enthält verschiedene Domänen, die Zel-

loberflächenrezeptoren für verschiede Liganden darstellen, darunter Glykosaminogly-

kane und Kollagenen. In der Übersichtsarbeit von Houard et al (121) sowie verschie-

denen aktuellen Studien, kommt es durch mechanischen Stress zur vermehrten Aus-

schüttung von MMP’s und Zerstörung der extrazellulären Matrix durch Serineproteina-

se. Es wird angenommen, dass Fragmente von Matrixproteinen auch mit Rezeptoren 

interagieren und somit die Matrixdestruktion vorantreiben können, indem sie zur Stimu-

lierung von Cytokinen und MMP`s beitragen (76, 77, 121)  

Hierzu zählt Fibronectin, SLRP und Kollagen. Ein verminderter Fibronectinnachweis in 

Proben mit akuten Meniskusläsionen, im Vergleich zu chronisch degenerativ veränder-

tem Gewebe, könnte dahingehend erklärt werden, dass bei akuten Läsionen eine Kas-

kade „noch“ nicht in Gang gesetzt wurde. 

Die aktuellen Veröffentlichungen beziehen sich lediglich auf arthrotisch verändertes 

Knorpelgewebe. Da sowohl traumatische und degenerative Meniskusläsionen zu ei-

nem morphologischen Strukturumbau, zur veränderten Biomechanik und zur Kniege-

lenksarthrose führen (7, 60, 75), ist anzunehmen, dass auch hier ein ähnlicher Mecha-

nismus vorliegt, der im geschädigtem Meniskusgewebe zur Matrixdestruktion führt.  

Die Frage, ob das MALDI-TOF Verfahren ein geeignetes Verfahren zur histologischen 

Meniskusdiagnostik darstellt, lässt sich folgendermaßen beantworten:  

Unter Zuhilfenahme des von Krenn et al (58) vorgeschlagenen Degenerationsscore in 

normale, Low-grade und High-grade Meniskusdegeneration, konnte eine Übereinstim-

mung der histopathologischen Standarddiagnostik vs. MALDI-TOF Imaging Verfahren 

für High-grade vs. Low-grade Meniskusdegeneration gezeigt werden. Für die Gruppe 

der akuten vs. nicht akuten Meniskusläsionen kann keine eindeutige Aussage getroffen 

werden. Zwar wurde im Trainingsset mit einer Genauigkeit von 100% zwischen beiden 

Gruppen unterschieden, jedoch lässt eine kleine Probenanzahl keine eindeutige Aus-



  Diskussion 

  53 

sage zu. Es wird daher in Zukunft notwendig sein eine größere Anzahl (>100) an Ge-

websproben pro Gruppe zu analysieren, um den wahren Nutzen der Methode in der 

histologischen Meniskusdiagnostik zu eruieren. 

Eine untersucherunabhängige Objektivierung der histopathologischen Meniskusdiag-

nostik kann durch die MALDI-TOF Massenspektrometrie unter Einbeziehung adäquater 

klinischer Daten, wie personenbezogener Daten, Alter, Geschlecht, Gewicht, Gelenk-

fehlstellungen, Berufsanamnese, sportliche Aktivitäten sowie mithilfe histochemischer 

und immunhistochemischer Methoden erreicht werden. 
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5 Zusammenfassung 

Die Meniskusdegeneration ist gekoppelt mit dem Verlust der mechanischen Tragfähig-

keit des Knorpels. Dies ist ein wesentlicher Faktor für einen gerissenen Meniskus. Fol-

gen dieser Meniskusgewebeänderungen sind Veränderungen der Biomechanik des 

Kniegelenks und die Entstehung der Arthrose. Die arthroskopische Meniskuspartialre-

sektion stellt eine der häufigsten Therapieoptionen dar. Für die histopathologische Be-

urteilung der Gewebsfragmente stehen dem pathologischen Begutachter eine Vielzahl 

von Bewertungsscores zur Verfügung. 

Mit der vorliegenden Arbeit wurde MALDI-TOF Imaging als ein neues Verfahren zur 

objektiven Klassifikation von Meniskusläsionen vorgestellt. Die Massenspektrometrie 

ist eine Methode, bei der in paraffingebettetes Gewebe mit einer Matrix überschichtet 

wird, um eine „Flugfähigkeit“ von Ionen nach Laserapplikationen auf biologische Struk-

turen zu erzielen, um Proteine und Peptide im Gewebe zu detektieren. Zusätzlich ist 

auch eine Zuordnung morphologischer Strukturen möglich. In der vorliegenden Arbeit 

wurden 96 Gewebeproben von 68 Patienten untersucht. Es erfolgte die Erstellung von 

Klassifikationsmodellen mithilfe einer Support Vector Machine in Low-grade vs. High-

grade Meniskusdegeneration und akuter vs. nicht akuter Meniskusläsionen. Hierbei 

sind die Masse/Ladungsverhältnisse von High-grade Meniskusdegeneration mit einer 

Genauigkeit von 88,8% im Trainingsset und 76,6% (170/222 Spektra) im Testset klas-

sifizierbar. Bei den Low-grade Meniskusdegeneration sind diese im Trainingsset mit 

einer Genauigkeit von 100% und im Testset mit 85,5% (295/345 Spektra) bestimmbar. 

Bei der Klassifizierung von traumatischen (akuten) Meniskusläsionen erscheint eine 

weitere Testreihe mit einer größeren Probandengruppe sinnvoll. Neben klinischen An-

gaben und Vereinheitlichung des histopathologischen Bewertungsscores kann MALDI-

TOF Imaging zur Befundobjektivierung beitragen und ist zukünftig als Erweiterung der 

histopathologischen Meniskusbegutachtung zu betrachten. 
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7 Anhang 
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