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Zusammenfassung

Hintergrund

Im Hinblick auf die Komplexitdt der verschiedenen Veradnderungen des Menis-
kusgewebes scheint es wichtig zu sein ein objektives Untersuchungsverfahren zu etab-
lieren. Der Kliniker erwartet vom Facharzt flr Pathologie, klare Aussagen hinsichtlich
des Schweregrades vorbestehender oder sekundar entstandener Veranderungen 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 fir 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/Ladungsverhaltnisse durch statistischen Vergleich mittels T-Test und
einem zuvor definierten durchschnittlich zweifach erhéhten Intensitatsunterschied de-

terminiert werden.
Schlussfolgerung

Massenspektrometrische Methoden tragen zur Objektivierung der histopathologischen
Diagnostik der Meniskuslasionen bei. In die Befundung einbezogen werden sollten
histologische, histochemische und proteomischen Daten. Aussagen zur Degeneration
oder Fragen, ob eine akute oder altere RilRbildung vorliegt, kdnnen getroffen werden.
Eine prazise gutachterliche AuRerung ist nur méglich, wenn samtlich klinische und

morphologische Daten vorliegen und korreliert werden.



Abkirzungsverzeichnis

A Arteria
Aa................. Arterien
Abb............... Abbildung
arb.u.............. arbitrary unit

Aqua dest .....Aqua destillata

AVG............... average

bzw................ beziehungsweise

BG....occcoe. Berufsgenossenschaft

Da............... Dalton

etal.............. et alia

HE.................. Hamatoxylin-Eosin

ICRS............. International Cartilage
Repair Society

Lig. .ccoooeeeeennn. Ligament

MALDI-TOF...Matrix assisted laser de-
sorp-tion/ionization

time of flight

MALDI/IMS .... MALDI Imaging mass

spectrom-etry

mmHg ........... Millimeter Hydrargyrum

MMP.............. Matrix-Metalloprotease

MRT............... Magnetresonanztomog-
raphie

N Nervus

NaCl .............. Natrium-Chlorid

OARSI........... Osteoarthritis Research

Society International

PAS ... periodic acid Schiff reac-
tion

PWKW........... p-Wert kombiniert aus
Wilcoxon und Kruskal-
Wallis Test

SLRP............. small leucine-rich proteo-
glycans

SVM.............. Support Vector Machine

Tab................ Tabelle

'/ T versus

zB................. zum Beispiel



Inhaltsverzeichnis

A 15 1= 1 1 o ' PP 1
11 Anatomie des KNIEGEIENKES .........ueeiiiiiieiiiiieie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 3
111 Makroskopische Anatomie des KniegelenKes...........c..uiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 3
11.2 Entwicklung und anatomischer Aufbau der Menisken............ccoceeiiiiiiiic e 3
1.2 Funktion und Biomechanik der MENISKEN...........couiviiiiiiiiiii e 9
1.3 MeENISKUSVEIEIZUNGEN .....ooiii e 11
1.31 Diagnostik von MeniSKUSVErIEtZUNGEN .......ccooiuiiiiiiiiiiiiie e 11
1.4 MeniskUSAEGENEIatioN...........oiiiiiiiii e e 14
1.5 Die histopathologische Beurteilung von Meniskusgewebe..............ccccviiiiiiiiiii e 15
1.6 Die Geschichte der Massenspektrometrie und Anwendung von MALDI-TOF..........cccccviieeininen. 17
1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit....icccieirieenniiiriimniiiiiiinniiiiniii. 19
2 Material und Methoden............coiiiiiiiiiimir e ———— 20
21 PrODANAEN ... e e e e e e 20
22 Gewinnung der Proben durch die Kniegelenksarthroskopie.............cccceeiviiiniiiiiiiec i 20
23 FArDUNGEN ...ttt et e et e e et e et e e s e e e et e 21
2.3.1 Deparaffini@rUNG ........oo i ittt e e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e aneeeaaeaanas 22
2.3.2 Hamatoxillin-EOSINFArDUNG ...t e e e e e 22
233 F o= Lol o] F= 101 7= 14 o1V o o P PEPUPRRR 23
234 Berliner-Blau Reaktion Nach PErlS .........coooiiiiiiiii e 23
2.4 Begutachtung der ProbeN...... ...t e e e e e e eeaeeeaaean 23
25 MALDI-TOF Verfahren-Anwender ProtoKoll ...........c.oooiiiiiiiiiiiiiicee e 24
251 Vorbereitung und Aufteilung der formalinfixierten Gewebsproben............ccccccoiiiiiieeninee. 24
252 Deparaffini@rUNG .......ooo ittt e e e et e e e e e e e e e e aanas 24
253 ANtIGENAEMASKIEIUNG ......eiiiiiiiii ettt e e e e et e e e e e st e e e e e e ennneeeeaannes 25
254 L 0= ] T S PP UPRPRRPN 25
255 L= 11T o4 =Y U oo PRSP UPRPRRPN 25
256 TS o o R PP SPPPRRPN 25
257 VersuUChSADIAUT........oeii e e s 27
26 STALISTK ..o e 28
2.7 VerbrauChsmaterial............cooiiiiiiie e e 28
2.71 Verbrauchsmaterial Hamatoxylin-EoSINfArbUNG .........eevviiiiiiiiiie e 28
272 Verbrauchsmaterial Berliner-Blau Reaktion ...
2.7.3 Verbrauchsmaterial Alcianblau-Farbung......

2.7.4 Verbrauchsmaterial MALDI-TOF-Analyse

275 Sonstiges Verbrauchsmaterial ...........c.uviuiiiiieiiiie e

3 ErgebniSSe ... 31
3.1 Klassifikation zwischen High-grade und Low-grade Meniskusdegeneration.............ccccccccceeennnen. 31
3.2 Klassifikation zwischen akuter (frischer Rissbildung) und nicht-akuter Meniskusdegeneration ....34
3.3 Datenabgleich mit SwiSSProt Database.......cccverirrririnie e e 38



N 1= 1 ¥ == oY o 41

4.1 Beurteilung der MEthOAEN ............coouiiiiiieie ettt ete et e eteeeaeeeaee e 41
4.1.1 Gewinnung der Proben durch Kniegelenksarthroskopie ............cccccoveiiiiiiiiiiciieec e, 41
4.1.2 Die Verwendung von Kilassifikationsmodellen............cc..cooiiiiiiiiiiiiiee e 42
4.1.3 Die Anwendung des MALDI-TOF Imaging Verfahrens in der histopathologischen Diagnostik

414 Die Verwendung von Support Vector Machines

4.2 Diskussion der ErgebniSSe .........ciiiiiiiiiiiii e 48
421 Chronische Meniskopathie und traumatische Meniskusl&sion ............ccccocoiiieiiiiiennnneee. 49
5  ZuSammeNfasSUNQ ......ccoicciiriiiiiiie s 54
6 Literatur- und QuellenverzeiChnis.........ccccoiiiiniiccen 55
Y - 1 13 =1 T 66



Einleitung

1 Einleitung

Im Klinischen Alltag ist der Facharzt fir Orthopadie haufig mit Patienten, welche an
Arthrose leiden, konfrontiert. Laut statistischem Bundesamt ist dies die weltweit hau-
figste Erkrankung des erwachsenen Menschen. Das Kniegelenk ist neben dem Hand-

und Huftgelenk am haufigsten betroffen (1).
Meniskusschadigungen treten haufig in Kombination mit Arthrose auf (2).

In Deutschland werden jahrlich 413.000 Kniegelenksarthroskopien durchgefiihrt. Ne-
ben degenerativen und traumatischen Meniskuslasionen zahlen Knorpelschadigungen
oder Verletzungen des vorderen und hinteren Kreuzbandes zur Indikation der Arthro-

skopie (3).

Eine erhdhte Lebenserwartung sowie die Zunahme an Sportverletzungen sind als

Grunde fir 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
Manner im Alter von 31-40 Jahren betreffen. Bei Frauen hingegen finden sich Menis-
kusverletzungen Uber alle Altersgruppen verteilt. Bei etwa 30% der nahtfahigen (peri-
pheren) Meniskusverletzungen tritt eine Zweitverletzung auf, meist eine vordere

Kreuzbandruptur (5).

Es existiert eine Vielzahl an Untersuchungen und Veréffentlichungen, die sich mit dem
Thema der Meniskuspathologien auseinandersetzen. Hinsichtlich der histologischen
Beurteilung des entnommenen Meniskusgewebes liegen unterschiedliche Konzepte
vor (6, 7, 8). Neben verschiedenen Farbemethoden, wie z.B. Hamatoxylin-Eosin-
Farbung, Alcianblau-Farbung, Elastica van Gieson, stehen wenige immunhistochemi-
sche Methoden zur Verfligung (6). Diese unterstitzen die Beurteilung des Pathologen,
jedoch ist die Untersuchung hierbei vor allem abhangig von der jeweiligen Erfahrung
und subjektiven Beurteilung des Facharztes flir Pathologie und durch eine Vielzahl von

Bewertungsrichtlinien erschwert (8, 9, 10).

Longo et al setzte sich 2013 in einem Review Uber die verschiedenen Bewertungsricht-
linien flr tissue-engineered, ex vivo und degenerativ verdndertem Meniskusgewebe
kritisch auseinander (8). Laut Longo et al werden die Veranderungen im Meniskusge-
webe unter verschiedenen Gesichtspunkten betrachtet. So berucksichtigt der modifi-

zierte Mankin Score die Knorpelstruktur, die Zellabnormitaten und den Proteoglycan-



Einleitung

gehalt (8). Die modifizierte ,Copenhaver Classification® teilt die Degeneration von Kol-
lagenbindeln in Graden von 0-4 ein (8). Eine weitere Beurteilungsskala wurde 2011
von Pauli (7) vorgestellt. Diese bewertet die Gewebsveranderungen des Meniskus un-
ter den folgenden Gesichtspunkten: Gewebsmorphologie, Zellularitat, Matrix und Kol-
lagenfaserorganisation, hyaline und mukoide Degeneration, Kalzifizierung, Zysten,

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

Diese hier aufgefiihrten Scoring-Systeme stellen nur einen Auszug aus einer Vielzahl
existierender histologischer Bewertungssysteme dar. Die Diversitat 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, unabhangige und repro-
duzierbare Methode darstellt. Anhand dieser Untersuchungsmethode kénnen genaue
Ergebnisse zur Verbesserung von Therapiekonzepten fihren und somit Folgeschaden

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 Gberschichtet, um eine ,Flugfahigkeit” von lonen
nach Laserapplikation auf biologische Strukturen zu erzielen, um damit Mas-
se/Ladungsverhaltnisse von zahlreichen Peptiden nachzuweisen und morphologischen
Strukturen zuzuordnen (12, 13, 14, 15).

Die ,bildgebende Massenspektrometrie® bietet damit neue Moglichkeiten, z.B. fur die
Zelltypisierung und Erforschung von Wirkungsweise und Anreicherung von Arzneistof-
fen im Gewebe (16). Stoffwechselprozesse oder degenerative Vorgange kénnen bes-

ser verstanden werden.

Die Mdglichkeit 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 groRte Gelenk im menschlichen Kérper. Es ist ein Drehschar-
niergelenk, bestehend aus den Kondylen des Femurknochens, die auf den flachkonve-
xen Oberflachen der Tibia ruhen. Auf der Gelenkflache der Tibia befinden sich die Me-
nisken. Vorn ist die Patella am Kniegelenk beteiligt. Umschlossen wird das Kniegelenk
durch eine Gelenkkapsel. Gelenkstabilitat erhalt das Articulatio genu durch einen kraf-
tigen Bandapparat, bestehend aus den Aullenbandern 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 Stabilitat (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°

- AuBenrotation bei rechtwinklig gebeugtem Knie bis 30°
1.1.2 Entwicklung und anatomischer Aufbau der Menisken

In den anfanglichen Studien, die bis in das 18. Jahrhundert zurlickreichen, wurde den
Menisken keine relevante Funktion zugeordnet (17, 19). Diverse Studien zeigen je-
doch, dass die Menisken eine grof3e Rolle bezlglich der Kniestabilitat, Funktion und
Dynamik spielen. Wesentliche Funktionen der Menisken sind Kraftliibertragung und
StoRRabsorption bei Bewegungen (20, 21, 22). Der laterale Meniskus z.B. Ubertragt 50-
60% der Kraft auf das Kniegelenk (23). Fir die Funktionalitdt der Menisken sorgt der

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

Die humanen Menisken entstammen dem mesenchymalen Gewebe. lhre Entwicklung
ist bereits in der 8. Embryonalwoche abgeschlossen und sie sind in dieser Periode
bereits halbmondférmig angelegt (19, 24). Das Zellgertist besteht in der Embryonalpe-
riode hauptsachlich aus Fibrozyten, die extrazellulare Matrix fehlt fast vollstandig. In

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

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

Gleichzeitig erfolgt im Laufe der Entwicklung eine Abnahme der blutversorgenden Ge-
falke. In der Fetalperiode sind die Menisken noch reich an Blutgefalen bis zur Adoles-

zenz nehmen diese jedoch ab (26).

Die meniskalen Strukturen des menschlichen Kniegelenkes vergrdfern durch ihren
Aufbau die Oberflache des Tibiaplateaus, um die Femurkondylen besser aufnehmen

zu konnen.

Im Querschnitt sind die Menisken keilférmig aufgebaut, die hohe Kante liegt peripher,
kapselnah, die niedrige Kante zentral. Die proximale Oberflache der Menisken ist kon-
kav und steht mit den Femurkondylen in Kontakt, die distale Oberflache dagegen ist
flach und ruht auf dem Tibiakopf (26).

In einer Veroffentlichung von McDermott et al (27) findet sich eine mittlere Ausdehnung
des Auflenmeniskus in a.p.-Richtung von 35,7 mm und des Innenmeniskus von 45,7
mm. Der Umfang des lateralen Meniskus betragt im Mittel 91,7 mm, der des medialen
Meniskus 99,0 mm. Die Hohe 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-férmig aufgebaut und mit dem Innenband des Kniegelenks
verwachsen. Im Durchschnitt hat er eine anterior-posteriore Lange 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 Lange

mit der Gelenkkapsel verwachsen (22, 29).

Der AuRenmeniskus ist nahezu rund. Mit seiner Struktur bedeckt er die tibiale Oberfla-
che fast vollstandig. 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 Auf3enband existiert
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hier nicht (29,30). Zusatzlich 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 Uber Fasern der Gelenkkapsel und unterei-
nander durch das Lig. genu transversum, welches jedoch nicht immer existiert (20, 31).
Diese nicht starre Fixierung ermdglicht den Menisken eine Anpassung an Bewegung
des Kniegelenks. Beuge und Rotationsbewegungen des Kniegelenks werden so er-

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

Lig. cruciatum
anterius Lig. patellae
Meniscus - Lig. trans-
medialis VErsum genus
h Art. tibio-
. fibularis
Lig. collaterale - Lig. collaterale
tibiale fibulare
Lig. cruciatum Lig. menisco- Meniscus Caput
a posterius femorale posterius lateralis fibulae

Abb. 1: Kniegelenksaufsicht (38, die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung)

Eine Sonderform der Menisken stellen sogenannte Scheibenmenisken oder diskoide
Menisken dar (28, 34). Definitionsgemaf sind dies abnormal gro3e und dicke Menis-
ken, die den Gelenkspalt ausflllen bzw. das Tibiaplateau fast vollstdndig bedecken
(34).
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In der Literatur wurde das Vorkommen eines lateralen Scheibenmeniskus vor tber 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 héher als im zentralen oder vorderen Anteil (35).

Der Meniskuskorper besteht zu ca. 80% aus Typ | Kollagenfasern. Zusatzlich kann
Kollagen Typ II, 1ll, V und VI gefunden werden. Prominent erscheint in den oberflachli-
chen Schichten Kollagen Typ Il, eine gleichmaRige Verteilung der verschiedenen Kol-

lagentypen findet man nicht (28, 36).

Die Typ | Kollagene des Meniskus unterscheiden sich von den Kollagen in Knochen,
Sehnen oder der Haut durch einen héheren Hydroxylysin und Hydroxylysin-Glycosid
Gehalt. Des Weiteren sind meniskale Kollagenfasern stark mit Hydroxylysin basieren-
den Aldehyden verknupft (36).

In seiner Verodffentlichung beschreibt C. Starke (28) den elektronenmikroskopischen
Aufbau der Kollagenstruktur im Meniskus als dreischichtig. Oberflachlich findet sich ein
fibrillares Fasernetzwerk, ohne Faserorientierung. Darunter, so C. Starke, schlief3t sich
eine lamellare Schicht an und kollagene Fibrillen bilden laminare Blindel. Den Hauptteil

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

Auch Bullough et al konnten nachweisen, dass die Kollagenfasern hauptsachlich zir-
kumferent angeordnet sind und somit fir die Ringspannung sorgen (33). Dies erlaubt
den Menisken sich bei axialen und bei Torsionsbewegungen auszudehnen. Zusatzlich
verlaufen entlang der longitudinalen Fasern radiar verlaufende Kollagenfasern, welche
zusatzlich fur strukturelle Rigiditat sorgen (36). Die Abbildung 2 zeigt eine schemati-

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

freundlicher Genehmigung)

Je nach Bereich des Meniskusgewebes kdnnen unterschiedliche Zelltypen nachgewie-
sen werden. Im inneren Drittel findet man vorwiegend Chondrozyten und Fibrochond-
rozyten. Im mittleren Bereich zeigen sich Fibrozyten und im duf3eren Drittel Fibroblas-
ten. Eines der Hauptproteoglykane in der Extrazellularmatrix ist Aggrecan (6). Proteo-
glykanen werden eine Ubergeordnete Rolle hinsichtlich der Hydratation, Elastizitat und
Stabilitat zugeordnet (6, 37).

Die Blutversorgung des Kniegelenks erfolgt im kapselnahen Bereich tber die Aste der
A. poplitea (Aa. articulares inferiores, mediales und laterales). Die zentralen Anteile
sind gefalfrei und werden ausschliellich Uber die SynovialfliRigkeit ernahrt (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 SynovialfliRigkeit (20, 37).

Die Darstellung der meniskalen Blutversorgung erfolgt in Abbildung 3 schematisch.
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Schematische Darstellung meniskaler Blutversorgung

Gelenkkapsel Gelenkraum

Tibia- Plateau

Abb. 3: Schematische Darstellung der meniskalen Blutversorgung

Die nervale Versorgung des Kniegelenks geht aus dem Plexus lumbalis hervor und
erfolgt dann Uber Aste des N. tibialis posterior, N. obturatorius und N. femoralis. Ner-
venfasern penetrieren die Gelenkkapsel und ziehen in Begleitung der GefalRe 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 Hinterhdrnern, aber auch im Bereich der Gelenkkapsel, findet man ein

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

Typ | Rezeptoren: sie entsprechen den Ruffini-Kérperchen. Dies sind Mechanorezep-
toren mit Vorkommen vor allem in den oberflachlichen Schichten des anterioren und
posterioren Anteils der Kniegelenkskapsel. Ruffini-Mechanorezeptoren sind afferente
und langsam adaptierende Rezeptoren, die auf Anderungen der Gelenkposition und

Druck reagieren.
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Typ Il Rezeptoren: sie entsprechen den Pacinizellen, die zu den Mechanorezeptoren
zahlen. Sie adaptieren sich schnell auf Anderungen von Spannungen und Beschleuni-
gungen. In den tieferen Schichten der Kapsel werden die Typ Il Rezeptoren von einem

Blutgefald begleitet.

Typ Il Rezeptoren: sie entsprechen nach heutigen Kenntnissen den Golgi-
Rezeptoren, welche hauptséachlich in Bandern und Sehnen gefunden werden. Sie rea-
gieren bei Anderungen des Bewegungsausmafes und sind verkniipft mit neuromusku-

larer 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 sekundaren 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 vaskularen (Red-Red-)Zone befinden und von einem
Blutgefall begleitet werden. Unterschiedliche Schmerzentstehungsmechanismen in der

avaskularen und vaskularisierten Zone werden unterschieden (42).

Entsteht ein Riss peripher, so |auft der Schmerzreiz ber den verschlissenen Menis-

kus, die Nozizeptoren der Kapsel und der Synovia.

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

Nervenfasern im Meniskus (42).
1.2 Funktion und Biomechanik der Menisken

Die Menisken und ihre Anordnung auf dem Knochen reprasentieren eine funktionelle
Einheit. Die Inkongruenz der Femurkondylen und des Tibiaplateaus werden durch die
Menisken ausgeglichen (30). Hierdurch wird die Kontaktflache der femorotibialen Antei-
le vergrofiert, 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). Fir die Lastverteilungsfunktion besonders bedeutend sind die festen Veranke-
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rungen der Meniskusvorder- und hinterhérner (44). Ein Abweichen der Menisken nach
aulRen wird verhindert, des Weiteren wird dadurch ein Teil der axialen Druckbelastung

in Zirkularspannung umgewandelt (22, 36).

Neben Vergréflerung der Kontaktflache zwischen Femur und Tibia (28, 45). erfullen die
Menisken vielfaltige Aufgaben: sie sind StoRdampfer, sind beteiligt an der Knorpelnutri-
tion und Lubrication, erleichtern das Gelenkgleiten, verhindern Hyperextension und
schitzen den Gelenkraum (20). Ferner verteilen sie die Kraft und reduzieren den
Stress auf der Tibia, eine essentielle Funktion um den Knorpel zu schitzen und somit

Arthrose vorzubeugen (22).

Bei Beugung des Kniegelenks bewegen sich die Menisken, dem Auflagepunkt des
Femurs folgend, nach hinten und krimmen sich mehr, um sich dadurch dem verander-
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 verandern lhre Form (40). Bei der AuRRenrotation des Un-
terschenkels wird der laterale Meniskus nach der Tibia nach vorn geschoben, der me-

diale Meniskus zurlickgezogen, bei der Innenrotation verlauft dies umgekehrt.

Zusatzlich erflillen die Menisken die sekundare Stabilisierung des Kniegelenks bei li-
gamentarer Instabilitdt. Sowohl Mow et al (36) und C. Starke (28) sehen die Grundlage

fur diese Funktion in der speziellen Kollagenfaserarchitektur.

Wie bereits vorab beschrieben, besteht der Hauptteil der Kollagenfasern aus zirkum-
ferent angeordneten Blindeln, die von der anterioren zur dorsalen tibialen Insertion
verlaufen (28). Eine Umkehrung von Druckkraften in Zugspannungen wird durch den
keilfdrmigen Querschnitt des Meniskus bewirkt. Die Zugspannungen kdénnen dann
durch die anatomischen Gegebenheiten zum Meniskusvorder- oder hinterhorn weiter-

geleitet werden (28).

Aus den Kenntnissen der Meniskusbiomechanik ergeben sich wichtige Uberlegungen
fur die Knorpelschadigung und Beginn der Arthrose. So folgerten Mow et al (36) und
Kohn et al (31), dass es infolge einer Durchtrennung von Vorder-oder Hinterhérnern
der Menisken, oder einer radiaren Rissbildung bis an die Meniskusbasis hinreichend,
zu einem vollstdndigen Verlust der Lastverteilungsfunktion der Menisken kommt. Eine
Entstehung der Arthrose wird somit geférdert (30, 31, 36). Dies gilt auch fir eine parti-

elle Meniskektomie, die die anatomische Form der Menisken beeintrachtigt.
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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 haufigste Ursache fir operative Eingriffe am Kniege-
lenk® (20). Bei einer Meniskuslasion 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 FuRball und Skifahren am haufigsten auftreten (49). Meniskuspathologien
sind bei Personen mannlichen Geschlechts 2,5 mal haufiger als bei Personen weibli-
chen Geschlechts (50). Es besteht ein hdheres Risiko fir traumatische Meniskuslasio-
nen bei Mannern 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 Lasionen, diese betreffen hauptsach-
lich altere Menschen, zum anderen traumatische Meniskuslasionen, die vor allem bei
jungeren Menschen im Rahmen von Sportverletzungen vorkommen. Aufgrund der er-
hohten Elastizitat des kindlichen Meniskus, treten Meniskusverletzungen hier kaum auf
(50).

Traumatische Verletzungen des Meniskusgewebes entstehen durch duere Kraftein-
wirkungen auf das Knie. Bei Schadigungen des lateralen Meniskus erfolgt dies haufig
in Kombination mit einer vorderen Kreuzbandruptur (20, 50). Der Verletzungsmecha-
nismus ist meist eine Aufienrotations- und Flexionsbewegung unter Valgusstress, bei
entlastetem Kniegelenk (20, 47). Mediale Meniskuslasionen 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-

I&sion vergesellschaftet sind (52, 51).

Im Rahmen von altersbedingter Degeneration des Meniskusgewebes kann es sogar

ohne adaquates Trauma zum Auftreten von Meniskuslasionen kommen.

Dies kann Folge von erhéhtem oder friihzeitigem Meniskusverschleily und wiederholter

Mikrotraumata sein (48).
1.3.1 Diagnostik von Meniskusverletzungen

Sowohl die klinische Untersuchung als auch die Magnetresonanztomographie gehdren

zu den nichtinvasiven Untersuchungen des Kniegelenks bei Knieschmerzen.

11
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Fur die klinische Untersuchung der Meniskusschadigung existieren verschiedene
Tests. Diese richten sich nach der lokalen Beschwerdesymptomatik im Meniskusbe-
reich. Die Verlasslichkeit ist oft unzureichend und richtet sich in hohem Mafie nach der

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

Untergliedert werden die Tests in Kompressionstests und Bewegungstest. Zu den
klassischen Kompressionstests zahlen der Ab- und Adduktionstest nach Béhler und
das Payr’'sche Zeichen. Zu den Bewegungstests zahlen neben Steinmann | und Stein-

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

Bei der apparativen Diagnostik zahlt 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 kdnnen mittels MRT korrekt diagnostiziert werden (48).

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

zwei Probanden mannlichen und weiblichen Geschlechts dargestellt.

MenisKusriss, pars intermedia, weiblich,
50 Jahre ,und intraoperativer Befupd

Abb. 4: Die Abbildung zeigt in der Gemeinschafts-Praxis fur Orthopadie, Zentrum fir Molekulare
Orthopadie, Dusseldorf (mit freundlicher Genehmigung) erhobenen MRT-Bilder sowie den da-
zugehdrigen arthroskopisch, intraoperativen Befund von zwei Patienten mannlich und weibli-
chen Geschlechts im Alter von 50 Jahren

12



Einleitung

Die Einteilung der Meniskusverletzungen erfolgt anhand der Rissarten. Diese werden
in vertikale (longitudinale und radiare), schrage und komplexe Risse (54) klassifi-

ziert.

Die mit 81% am haufigsten vorkommenden Meniskusrisse sind schrage und vertikal-
longitudinale Risse (55). Im héheren Alter werden meist degenerative Meniskuslasio-

nen im posterioren Anteil des Meniskus gefunden (55).

Vertikal-longitudinale Lasionen verlaufen parallel entlang der ,Meniskuslangsachse®,
zwischen den zirkumferent verlaufenden Kollagenfasern und senkrecht zum Tibiapla-
teau (55, 56). Diese Art von Meniskuslasion 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 hdufig der mediale Meniskus
betroffen. Ausgehend ist diese Lasion meist vom posterioren Anteil. Schadigungen
kénnen bis zu 2/3 des gesamten Meniskus tangieren. Haufig sind diese Rissarten in-

stabil und verursachen Knieblockierungen, wie z.B. Streckhemmung (47, 54).
Inkomplette Risse hingegen verursachen nicht immer Beschwerden (54).

Vertikal-radidre Lasionen verlaufen senkrecht zur Langsachse des Meniskus und des
Tibiaplateaus. Haufig werden diese Risse zwischen Hinterhorn und mittlerem Drittel
des medialen Meniskus oder im Bereich der hinteren Ansatzstelle des lateralen Menis-
kus gefunden. Tritt diese Meniskuslasion auf, so beeinflusst diese Schadigung die
Ubertragung der Belastungskrafte und fiihrt somit zu einer vermehrten Belastung des

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

Horizontallasionen verlaufen parallel zum Tibiaplateau und teilen die Meniskussub-
stanz in einen oberen und unteren Teil. Durch den Rissverlauf wird die Kollagenbun-
delstruktur durchbrochen. Haufig werden horizontale Meniskuslasionen im hdheren

Alter und in Kombination mit Meniskuszysten beobachtet (54).

Schrage Lasionen hingegen kénnen an jeder beliebigen Stelle auftreten. Am haufigs-

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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Longitudinal Riss

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

cher Genehmigung)
1.4 Meniskusdegeneration

Definitionsgemal wird unter der Meniskusdegeneration ... die Summe morphologisch
fassbarer Texturstérungen an zellularen und fibrillaren Meniskusbestandteilen nach
ischamisch-nutritiven Stoffwechselstérungen® verstanden (10). Erste Beschreibungen
Uber histopathologische Veranderung des Meniskusgewebes stammen aus den 1930er
Jahren. Trotz Gber 80 Jahren histopathologischer Forschung auf diesem Gebiet, gibt
es nur wenige und teils konkurrierende Konzepte hinsichtlich der Athiopathogenese
(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 Erndhrung des Meniskusgewebes relevant ist
(58). In anderen Forschungsarbeiten wird das posttraumatische Hamatom und die da-
mit verbundene Anderung der mechanischen Belastung fir die Verursachung von de-
generativen Verletzungen verantwortlich gemacht (59). Durch verschiedene wissen-
schaftliche Arbeiten wurde verifiziert, dass die Meniskusdegeneration alters-und belas-

tungsabhéangig ist (58).
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Histomorphologisch werden 3 verschiedene Varianten der Meniskusdegeneration be-
schrieben (58):

- kalzindse Degeneration
- azelluldre hyaline Degeneration

- mukoide Degeneration

Die haufigste Form ist die mukoide Degeneration und ist abhangig von der Stelle der
degenerativen Verletzung. Hier erfolgt die Unterteilung in intrameniskale stromale und

zystisch parameniskale Mukoiddegeneration (58).

Sowohl Veranderungen auf zelluldrer Ebene als auch Veranderungen der extrazellula-
ren Matrix sind malfigebliche Kriterien zur Beurteilung des Degenerationsgrades.

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

Zur Einstufung des Degenerationsgrades wurden in den letzten Jahrzehnten verschie-
dene Klassifizierungs- und Beurteilungsskalen entwickelt. Zu den gebrauchlichsten
zahlen 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 Berilicksichtigung von Zellveranderungen und Matrixabbauvorgange,

einzuteilen (58).
1.5 Die histopathologische Beurteilung von Meniskusgewebe

Die Menisken erflllen vielfaltige Aufgaben in der Biomechanik des Kniegelenks (60).
Es werden daher mdglichst sparsame Resektionen (durch Arthroskopie) oder gar die
operative Refixierung im Falle einer entsprechenden Meniskuslasion angestrebt (60).
Fur den Orthopaden oder auch bei gutachterlichen Fragestellungen, z.B. im Rahmen
von Arbeitsunfallen, ist eine aussagekraftige histopathologische Untersuchung des

Meniskusgewebes von Bedeutung.

Fur die histopathologische Untersuchung stehen dem Pathologen oft nur Gewebsfrag-

mente von einer Grdélie von 5-20 mm zur Verfiigung (60).
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Unterschieden werden muss Uber das Vorliegen von degenerativen oder traumati-
schen Veranderungen. Neben der mikroskopischen Betrachtung sind klinischen Anga-

ben Uber Enthahmestelle und Anamnese flir den Pathologen essentiell (60).

Ublicherweise erfolgt die Beurteilung des entnommenen Materials unter dem Lichtmik-
roskop, unter zu Hilfenahme von histochemischen Farbemethoden, wie Hamatoxylin-
Eosin, Berliner-Blau oder Alcianblau-Farbetechniken. Wichtig hierbei ist es, physiologi-
sche mdgliche zellulare und fibrillare histologische Veranderungen von den unphysio-
logischen, dem altersiblichen Maly Uberschreitenden Veranderungen, abzugrenzen
(10).

Der Pathologe differenziert zum einem zwischen primarer Degeneration, d.h. das al-
terstibliche Mal an Texturveranderungen ohne klinisch bekannte traumatische Scha-
digung, und zum anderen sekundarer Degeneration. Dies sind Texturveranderungen
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 ungleichmafi-
gen Verteilung der Farbung (PAS, HE). Mukoide Degeneration und Fibrillierungen,
sogenannte Amianthoidfasern, sind zu finden. Es kommt auRerdem zu spaltenférmigen

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

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

hand verschiedener Degenerationsscores.

Neben alterstiblichen Veranderungen des Meniskusgewebes miissen auch die trauma-
tisch bedingten Lasionen beriicksichtigt werden. Eine bedeutsame Grundlage der Be-
gutachtung “... ist die Abgrenzung vorbestehender, das altersiibliche Mal} Uberschrei-
tender, degenerativer Veranderungen, im Sinne einer vorbestehenden Meniskopathie,

gegeniber eindeutigen Meniskusverletzungen® (10).

Durch das Auftreten von Nekrosen, Proliferationen, Fibrinauflagerungen, Meniskozyten
und Narben kann zwischen einem frischen, alteren und alten Riss unterschieden wer-
den. Die Unterscheidung von einer traumatisch bedingten Lasion ist nach den Kriterien
Fisseler-Eckhoff und Mdller (61) mdglich:
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Frischer Riss Auffaserungen, Nekrose, Fibrinauflagerungen
(Phase 1, Tage)

Alterer Riss Meniskozyten, Fibroblasten, Proliferation
(Phase 2, Wochen)

Alter Riss Rissglattung, Narbe
(Phase 3, Monate)

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 Universitat. Seine Studien an elektrischen Gasentladun-
gen fuhrten 1897 zur Entdeckung des Elektrons. Anfang des 20. Jahrhunderts konstru-
ierte der Wissenschaftler den ersten Massenspektrographen fir die Ermittlung von
Masse/Ladungsverhaltnisse von lonen und erhielt hierfir 1906 den Nobelpreis fur Phy-
sik. Kommerziell wurde die Massenspektrometrie seit den 1940er Jahren genutzt, an-
fanglich vor allem in der Petroliumindustrie angewandt, um Isotopenhaufigkeiten von
kleinen Hydrocarbonen in Arbeitsablaufen zu messen. Spater verwendeten die chemi-
schen und physikalischen Sparten der Industrie die Methode zur Uberwachung von
Verfahrensprozessen, z.B. flr 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 unterstitzter Laser-Desorption/lonisation
und Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator zur Massenanalyse von Makromole-
kilen (62). Dies ist eines von zwei sogenannten sanften lonisierungstechniken welche
den Nachweis von groRen nicht geladenen und labilen Molekilen 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 Gerate wurden im Jahre 1991 in den Markt eingefiihrt (66). In den letzten
Jahren wurde die Massenspektrometrie zu einem unverzichtbaren Mittel zur Durchfih-
rung von Studien an Proteinen (67, 68, 69). Desorptions- und lonisationstechniken ha-
ben die Mdglichkeit 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 Molekiilen (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 zerstort wird (11). Ein Hauptvorteil der
MALDI-TOF/IMS Methode gegeniber herkdmmlichen Methoden sind die fehlenden
Reinigungs- oder Separierungsschritte (11). Neuartig ist auch eine raumliche Bestim-
mung der Molekile 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 Kuhlkette darf hier auf keinen Fall unterbrochen werden, da eine einsetzende

Proteolyse und Temperaturschwankungen das Ergebnis beeinflussen kdnnen (15).

Seit einiger Zeit kann die MALDI-TOF Analyse auch an Paraffinschnitten erfolgen. Der
Grund hierfir 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 fir weitere Un-

tersuchungen zur Verfliigung stehen kénnen (15).
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Im Hinblick auf die Komplexitat der verschiedenen Veranderungen des Meniskusge-
webes scheint es wichtig zu sein ein objektives Untersuchungsverfahren zu etablieren.
Der Kliniker erwartet vom Facharzt fir Pathologie klare Aussagen hinsichtlich des
Schweregrades vorbestehender oder sekundar entstandener Veranderungen, sowie zu
Art und Alter traumatische bedingter Einrisse. Besonders bei der Klarung von versiche-
rungsmedizinischen Aspekten bendtigt der gutachterlich tatige Arzt verlassliche Aus-
sagen bezlglich der vorliegenden Schadigung. Neben anamnestischen Angaben un-
terliegt die histopathologische Beurteilung von Meniskusgewebe der Erfahrung des
Facharztes fir Pathologie. Wie bereits im vorliegenden Kapitel erortert 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 fur Meniskusgewebe darstellt. Dabei gilt es fol-

gende Hypothesen zu berprifen:
Hypothese I:

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

von Meniskusgewebe.
Hypothese II:

Eine untersucherunabhangige 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 mannlichen Ge-
schlechts, im Alter von 21-85 Jahren. Das mittlere Alter betrug 55,54 Jahre, der Al-
tersmedian liegt bei 55. Zu den Studienteilnehmern zahlten 32 weibliche Probanden
mit einem Altersdurchschnitt von 61,2 Jahren und 36 méannliche Probanden mit einem

Altersdurchschnitt von 49,7 Jahren.

Die Studie wurde vorab von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dis-

seldorf unter der Studiennummer 3775 genehmigt.
Alle Probanden wiesen klinische Symptome einer Meniskusschadigung 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 Orthopadi-
schen Gemeinschaftspraxis, Zentrum fir Molekulare Orthopadie, in Disseldorf vor,

hier erfolgte die Untersuchung des Kniegelenks.

In Zusammenhang mit den Beschwerden der Patienten und den erhobenen kérperli-
chen Untersuchungsbefunden erfolgte die Indikation zur Kniegelenksarthroskopie und

Meniskusteilresektion.

Nach praoperativer Vorbereitung (Laboruntersuchung und schriftliche Einwilligung)

konnte der Eingriff in Allgemeinanasthesie durchgefihrt werden.

Zunachst erfolgt die Lagerung des Patienten in Rlckenlage 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.

Primar erfolgt die Etablierung eines lateralen Zugangs. Hierzu wird in Hohe der Patel-
laspitze, eine Fingerbreite nach lateral, mittels Stichinzision der Zugang angelegt. Ein

Trokar wird in das Kniegelenk eingefiihrt. Nun wird das Arthroskop, bestehend aus
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einer dinnen Optik, Kamera und Kaltlichtquelle, eingebracht. Gleichzeitig erfolgt tiber

diesen Zugang im Trokar das Infiltrieren von Flissigkeit (NaCl-Lésung).

Jetzt wird die Kniegelenkshoéhle inspiziert, Knorpel- oder Meniskusschaden werden
photodokumentiert. Anschlielend erfolgt das Anlegen des medialen Zuganges. Hierfir
wird unter Sicht mit einer Kantile der optimale Zugangsweg fir die vorliegende Schadi-
gung ausgewahlt. Nach Etablierung des medialen Zuganges kénnen Arbeitsinstrumen-

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

Im Falle der medialen Meniskusschadigung wird eine Punchzange verwendet. Im Be-
reich der Schadigung wird das erkrankte Gewebe schrittweise mit der Punchzange
abgetragen. Eine Gewebeprobe im Bereich der direkten Schadigung wird enthommen
und in zwei Halften geteilt. Hiervon wird ein Gewebestlick in Formalinlésung asserviert,
die andere Halfte nativ in Kryoréhrchen gegeben und nach Beendigung des Eingriffs in

flissigem 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 Farbungen

Im Rahmen der Studie werden fir mehrere in Paraffin gebettete Gewebsschnitte (3-5
pm) Hamatoxylin- und Eosinfarbung, Alcianblaufarbung und Berliner-Blau-Reaktion
angefertigt. In der Tabelle 2 werden die Farbeeigenschaften dargestellt. Die Farbe-
technik wird anhand der jeweiligen Protokolle in Kap. 2.4 deutlich. Die histochemische
Farbung von Gewebe setzt die Deparaffinierung der Gewebsproben voraus, dies wird

ebenfalls im Kap 2.4 erlautert.
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Hamatoxylin- Zellkerne, basophiles Zytoplasma, Kalk und Bakterien
Eosin-Farbung werden blau eingefarbt, azidophiles Zytoplasma, Bin-
degewebe und Fibrin werden Rot angefarbt

Alcianblau-Farbung Anfarbung von sauren Mucopolysacchariden

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

Tabelle 2: Darstellung der Farbeeigenschaften (71)
2.3.1 Deparaffinierung

Die Gewebeschnitte missen vor der jeweiligen histochemischen Farbung vom Paraffin
befreit werden. Hierfur wird das eingebettete und fixierte Gewebe 2 x 3 Minuten in Xy-
lol-Lésung gewaschen. Die Proben werden dann in Ethanol 100% (vol/vol), 95% und

70% rehydriert und mit destilliertem Wasser gespililt.
Anschlieflend kann der Gewebeschnitt entsprechend gefarbt werden.
2.3.2 Hamatoxillin-Eosinfarbung

Die Hamatoxillin-Eosinfarbung zahlt zu den sogenannten Standardfarbungen in der
histologischen Begutachtung. Sie wird in der taglichen histopathologischen Diagnostik

angewandt.
Farbevorgang:

Paraffinschnitte entparaffinieren, aufsteigende Ethanolreihe
Spulen mit Aqua dest

Tauchen der Proben in saurem Hamalaun nach Mayer flir 10 sec
Spulen mit Aqua dest

Tauchen der Proben in Eosin 10 sec

Tauchen der Proben in 60% Ethanol

Eosin-Ldsung

Aufsteigende Alkoholreihe

© ® N o o R~ 0N =

Isopropanol
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2.3.3 Alcianblaufarbung
Anfarbung von sauren Mucopolysacchariden
Farbevorgang:

Entparaffinieren, aufsteigende Alkoholreihe

Tauchen der Gewebeschnitte in 3% Essigsaure fir 10 Minuten
Alcianblau 1% fir 10 Minuten

Tauchen in Essigsaure 3%

Spulen mit Aqua dest

Kernechtrot in Aluminiumsulfat fur 7 Minuten

Spulen mit Aqua dest

© N o gk~ Db =

Aufsteigende Alkoholreihe, Xylol
2.3.4 Berliner-Blau Reaktion nach Perls

Nachweis von Fe 3+ lonen werden mit Hexacyanoferrat Il im sauren Milieu als Berli-

nerblau, einem blauen Farbkomplex, nachgewiesen.

Farbevorgang:

—

Paraffinschnitte entparaffinieren, absteigende Ethanolreihe

Spulen mit Aqua dest

w

Reaktionsldsung aus 2% Hexacyanoferrat Il und 1% HCL zu gleichen Teilen
mischen, Proben tauchen

Spulen mit Aqua dest

Gegenfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat 10 Minuten

Spulen mit Aqua dest

N o o &

Aufsteigende Ethanolreihe und Xylol
2.4 Begutachtung der Proben

Die Begutachtung der Proben erfolgt durch 2 erfahrene Fachéarzte fir 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: Chondrozyten isomorph, regelhafte Zellularitat, Matrix
normale Morphologie eosinophil, homogen angefarbt

Low-grade Degeneration

Grad 1: leichte Verringerung der Zellularitdt in kleinen Berei-

leichte Degeneration chen inhomogen gefarbte Matrix, kleinstteilige Fissuren
der Matrix

Grad 2: Malige Verringerung der Zellularitat in groRen Berei-

mafige Degeneration chen, Chondrozyten in Form und GroRe variabel, Ma-

Rige umschrieben Fissuren der Matrix

High-grade Degeneration

Grad 3: Starke Verringerung der Zellularitat, groRe zellfreie
schwere Degeneration Areale, retikular gefarbte 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 unterstitzter Desorpti-
on/lonisation, Massenspektrometrie und Flugzeitanalyse der lonen. Die Vorbereitung
und Durchfihrung 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
pm Dicke geschnitten und fir die MALDI-Analyse auf einem ITO (Indium tin oxide) be-
schichteten Objekttrager aufgetragen, getrocknet und kénnen nun bis zur weiteren

Verarbeitung bei Raumtemperatur gelagert werden.
2.5.2 Deparaffinierung

Die bereits gelagerten Proben mussen fur die MALDI-TOF Analyse deparaffiniert wer-
den. Hierfir wird das eingebettete und fixierte Gewebe fur 2 x 3 Minuten in Xylol-
Lésung gewaschen. Die Proben werden dann in Ethanol 100% (vol/vol), 95% und 70%

rehydriert und mit destilliertem Wasser gesplilt.
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2.5.3 Antigendemaskierung

Um die Proteolyse vorzubereiten werden die Proben mit Tris-HCL Pufferlésung
(10mM) mit einem pH-Wert von 9.0 bei 95° im Autoklaven fir 20 Minuten inkubiert. Flr
weitere 10-15 Minuten werden die Proben im Autoklaven mit der Pufferlésung belassen

danach wird die Pufferldsung mit destilliertem Wasser ausgetauscht.
2.5.4 Proteolyse

Nach Entparaffinierung und Antigendemaskierung wird ein in-situ Trypsinverdau auf

den Gewebeschnitten durchgefuhrt.

Nun wird die Trypsin-Lésung (0,5ug/pL) mit Hilfe eines ImagePrep-Gerates (Bruker
Daltonik GmbH) auf die Schnittpraparate auf ITO-beschichtete Glasobjekttrager ge-
spruht. Anschlielend erfolgt die Inkubation der Proben fur 1,5 Stunden bei 37° C in

einer feuchten Kammer.

CHCA-Matrix Losung, bestehend aus 7mg/ml in 50/50 Azetonitril/0,5% TFA wird mit
Hilfe des ImagePrep Gerates auf die verdauten Schnitte entsprechend des Handbu-

ches aufgetragen.
2.5.5 Kalibrierung

Um genaue Messdaten erheben zu kdnnen, muss zuerst eine Kalibrierung des Gerates
vorgenommen werden. Hierflr wird eine Mixtur von Peptiden (Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Deutschland) verwendet. Dazu gehéren: Angiotensin I, Angiotensin I, Sub-
stanz P, Bombesin, Adrenocorticotrophes Hormon Clip 1-17, Adrenocorticotrophes
Hormon Clip 18-39 und Somatostatin 28.

2.5.6 Messung

Der Objekttrager mit den vorbehandelten Gewebsproben wird nun in die Messkammer
des Massenspektrometers, Autoflex Speed TOF/TOF (Bruker Daltonik GmbH) platziert.
Wahrend 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 raumliche Abstand der Laserimpulse (Mittelpunktabstand) betragt 150um. Aus
dem Datensatz kénnen nach Reduzierung von Stérfaktoren, Massenspektra unter-
schiedlicher Regionen der Gewebeschnitte zur statistischen Analyse extrapoliert wer-
den. Die Massenspektra jeder Gruppe werden exportiert und flr 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-
kuslasionen) werden definiert und Uber die Gruppen ein reprasentatives Massenspekit-
rum gemittelt. Den Workflow der MALDI-TOF/IMS Analyse wird in Abbildung 6

schematisch dargestellt.
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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 Gewebeschadigung (High-grade Degeneration, Low-grade Degeneration,
akute und nicht akute Meniskuslasion) durch 2 Pathologen (J. K. und M. O.) erfolgt die
Analyse mittels MALDI-TOF Imaging.

Durch statistischen Vergleich mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test (PWKW) kdnnen
Masse/Ladungsverhaltnisse zwischen 600-2393 Da und einem zuvor definierten
2fachen Intensitatsunterschied als Marker fir die Gruppe High-grade vs. Low-grade
Degeneration (n=8) und fir die Gruppe akuter vs. nicht akuter Meniskuslasion (n=20)
festgelegt werden. Anhand dieser Daten kann ein Klassifikationsalgorithmus (Pradikti-
onsmodell) zur Unterscheidung von High-grade und Low-grade Degeneration unter
Zuhilfenahme einer Support Vector Machine erstellt werden. Der ermittelte Klassifikati-
onsalgorithmus wird anschliefend auf ein Trainingstestset angewandt und ausgewer-
tet.

Diese Prozedur wird sowohl fir die Unterscheidung von High-grade und Low-grade
Degenerationen als auch fir die Unterscheidung zwischen akuten und nicht akuten
Meniskuslasionen angefertigt. Wahrend der MALDI-Analyse werden neben den Mas-
se/Ladungsverhaltnissen der Peptide auch die Moleklilmassen ermittelt. Unter Zuhilfe-
nahme der ermittelten Daten und der aktuellen Studienlage hinsichtlich biochemischer
Vorgange 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/Ladungsverhaltnisse durch statistischen Vergleich mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis
Test und einem zuvor definierten durchschnittlich zweifach erhdhten Intensitatsunter-

schied festgelegt werden.

2.7 Verbrauchsmaterial

2.7.1 Verbrauchsmaterial Haimatoxylin-Eosinfarbung

Material Hersteller

Xylol PathoMed GmbH Viersen, Deutschland

Ethanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland
Hamatoxylin-Losung Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

nach Cill 1l

Eosin Losung Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland
Isopropanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland
Kernechtrot Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Aluminiumsulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Essigsaure VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Hexacyanoferrat Il VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
HCL VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

2.7.2 Verbrauchsmaterial Berliner-Blau Reaktion

Material Hersteller

Kaliumhexocyanoferrat I VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Trihydrat

Kernechtrot Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland

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

Material Hersteller

Alcianblau Waldeck, Minster, Deutschland
Essigsaure VWR, Darmstadt, Deutschland
Perjodsaure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Schiff'sche Reagenz
Hamalaun nach Harris
HCL 25%

Propanol

Ethanol

Xylol

Thymolkristallin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland
PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland
PathoMed GmbH, Viersen, Deutschland

Waldeck GmbH, Minster, Deutschland

2.7.4 Verbrauchsmaterial MALDI-TOF-Analyse

Material Hersteller

Angiotensin || Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland
Angiotensin | Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland
Substanz P Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland
Bombesin Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland

Adrenocorticotropik
Hormon Clip 1-17

Adrenocorticotropik
Hormon Clip 18-39

Somatostatin 28

Alpha-cyano-hydroxy-
Zimtsaure

Ammoniumbicarbonat

HPCL grades acetonitrile

(CAN)

Triflouracetosaure (TFA)

Trizma Base

Trypsin Gold

Autospeed TOF/TOF
Massenspektrometer

Imageprep Device
Objekttrager (Indiumtin
oxide beschichtet)

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland
Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Fischer Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland
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,

Formalin Lésung 4%
Arthroskopiegeratschaft

NaCL-Ldésung
Arthroskopie

Lichtmikroskop

Deutschland
PathoMed, Viersen, Deutschland
Fa. Storz, Tuttlingen, Deutschland

Fa. Braun, Melsungen, Deutschland

Fa. Carl-Zeiss, Jena, Deutschland
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3 Ergebnisse

3.1 Klassifikation zwischen High-grade und Low-grade

Meniskusdegeneration

Zunachst 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 fir High-grade und Low-grade Degeneration werden
hierfir zuvor von 2 Pathologen gesichtet und die jeweilige Region markiert. Anschlie-
Rend erfolgt die Analyse im MALDI-TOF Massenspektrometer mit manueller Peakaus-

wahl fur die jeweilige Gruppe.

Die Marker-Masse/Ladungsverhaltnisse zwischen 600-2393 Da (n=8) kénnen durch
statistischen Vergleich mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis (PWKW)-Test und einem zuvor
definierten durchschnittlich zweifach erhéhten Intensitatsunterschied determiniert wer-

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

AVG Intensitit der Gruppe

High-grade Low-grade

Peptid m/z Degeneration Degeneration PWKW
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/Ladungsverhaltnisse fiir 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 flr
Peaks mit den Masse/Ladungsverhaltnissen 1349.8; 1913; 1913.9, 1926.2 und 1927.1
zwischen beiden Gruppen. Eine graphische Darstellung erfolgt in Abbildung 7.(72)

Klassifizierungsalgorithmus fiir Low-grade und High-grade
Meniskusdegeneration
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Abb. 7: graphische Darstellung der ermittelten Masse/Ladungsverhaltnisse m/z fir Low-grade

und High-grade Meniskusdegeneration

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 griine Farbe Regionen

mit Low-grade Degeneration dar.

Reprdsentative MALDI Profile von high-grade und low-grade degenerierten Meniskuslasionen

. High-grade . Low-grade
Degeneration Degeneration
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Abb. 8: Die Abbildung stellt reprasentative Uberlagerungsbllder durchschnlttllcher Spektren von
Meniskusproben (n=24)mit Low-grade und High-grade Degeneration dar. Low-grade Degenera-
tion sind grin markiert, High-grade Degenerationen sind rot markiert. Peaks mit folgenden
Masse/Ladungsverhaltnissen zeigen statistische signifikante Unterschiede fiur 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 Pradiktionsmodell konnten 8 von 9 High-grade Meniskusdegenera-
tionen (88,8%) und 15 von 15 Low-grade Meniskusdegenerationen (100%) korrekt

klassifiziert werden (Tabelle 5).

Pradiktionsmodell Gewebsproben Korrekt Inkorrekt %
High-grade Degeneration 9 8 1 88,8
Low-grade Degeneration 15 15 0 100

Tabelle 5: Pradiktionsmodell fiir High-grade und Low-grade Degeneration

Das Pradiktionsmodell lief gegen alle Spektren eines Testsets (n=24). 170/222 Spektra
(76,6%) und 295/345 (85,5%) kdnnen korrekt klassifiziert werden (Tabelle 6).

Spektra
Testset 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) fur 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 Ubereinstimmung mit der histopathologischen Einordnung unter
Anwendung konventioneller Techniken und Verwendung des von Krenn et al vorge-
schlagenen Degenerationsscore fir 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 Schaden im Gewebe erfolgen (siehe
Abbildung 9).
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x40 x40 - 40 . s

Abb. 9: zeigt 4 HE gefarbte Gewebsschnitte mit 40facher VergrélRerung von vier verschiedenen

Patienten mit High- und Low-grade Meniskusdegenerationen. Die entsprechenden Areale wer-
den von einem Pathologen digital markiert (rote Linie). Die vergrof3erten 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, griine Areale entsprechen der Low-grade Degeneration. (72)

3.2 Kilassifikation 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 (Pradiktionsmodell), bestehend aus insgesamt 20 m/z
Spezies, wird durch statistischen Vergleich der Peaks des Trainingssets (10 akute ge-
gen 10 verschiedene nicht akute Falle) 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-
niskuslasionen. Klassifizierungsalgorithmus der Masse/Ladungsverhaltnisse (m/z) fir

akute und nicht akute Meniskusschaden.

34



Ergebnisse

c c

2 2

B <

) Q

c c

g 5 g 9

-a 8 % -a %

23 s g

c © x c =

- e 2 —~ 9 2

Q5 < O 5 ¢c
Peptid m/z zZc= z <2 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 1,83 143 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 fiir akute und nicht akute Meniskuslasionen (72)
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Klassifizierungsalgorithmus der Masse-Ladungsverhaltnisse fiir
akute und nicht akute Meniskuslasionen
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Abb. 10: graphische Darstellung der ermittelten (Marker)Masse/Ladungsverhaltnisse m/z fir

akute und nicht akute Meniskuslasionen

Reprisentative MALDI Profile von akuten und nicht-akuten Meniskuslasionen

Micht-akute Lasion

_ Akute Lasion e

In Abb. 11 werden reprasentative Uberlagerungsbilder durchschnittlicher Spektren von Menis-
kusproben mit akuter (griin) und nicht akuter (rot) Lasionen dargestellt. Peaks mit folgenden
Masse-Ladungsverhaltnissen (m/z) zeigen statische signifikante Unterschiede zwischen beiden

Gruppen: 904,5; 1032,6 und 1950,9 arb.u (72)

Der SVM-Algorithmus (Pradiktionsmodell) bestehend aus 20 m/z Spezies (10 akute versus 10
verschiedene nicht akute Falle) konnte unter Zuhilfenahme der ermittelten Marker (Tabelle 8)

mit einer Genauigkeit von 100% statistisch signifikant zwischen beiden Gruppen unterscheiden.
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Pradiktionsmodell Gewebsproben Korrekt Inkorrekt %
akute Meniskuslasion 10 10 0 100
nicht akute Meniskuslasion 10 10 0 100

Tabelle 8: Pradiktionsmodell (n=20) fiir akute und nicht akute Meniskuslasionen

Der mit Hilfe von Support Vector Maschine ermittelte Klassifizierungsalgorithmus lauft
gegen alle Spektren eines Testsets fir akute und nicht akute Meniskuslasionen (n=27).
Bei der Analyse der gemessenen Daten werden fir die akuten Meniskuslasionen (n=5)
109 Spektren ermittelt, wovon 40 korrekt klassifiziert werden. Im Falle der nicht akuten

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

klassifiziert.

Spektra
Testset gesamt Korrekt Inkorrekt %
akute Meniskuslasion 109 40 69 36,7
nicht akute Meniskuslasion 530 414 116 78,1

Tabelle 9: Testset (n=27) fir akute und nicht akute Meniskuslasionen

Die massenspektrometrischen ermittelten Daten von nicht akuten Arealen sind in guter
Ubereinstimmung 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 Schaden 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 Lasionen. Auch hier werden geschadigte 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 Lasionen in grin und akute Lasionen sind in rot

dargestellt.

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

(e-g) fur akute und nicht akute Meniskuslasionen (72)

3.3 Datenabgleich mit SwissProt Database

Unter Kenntnis der aktuellen Studienlage zu biochemischen und physiologischen Vor-
gangen den veranderten Meniskus betreffend, erfolgt die SwissProt Database Recher-
che anhand der =zuvor bestimmten Molekilmasse der gemessenen Mas-
se/Ladungsverhaltnisse fiur High-grade und Low-grade Meniskusdegenerationen (Ta-

belle 10) und akute und nicht akute Meniskuslasionen (Tabelle 11).
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Peptid m/z Molekulares Gewicht
1926,2 1,246172413

1349,8 1,301435429

656,3 1,103384427

1913 1,206595108

19271 1,214566527

1913,9 1,17012007

603,2 1,242583315

1151,6 1,280362918

Tabelle 10: gemessene molekulare Gewichte der Masse/Ladungsverhaltnisse fir 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 fiir Proben von

akuten und nicht akuten Meniskuslasionen (72)

Unter Zuhilfenahme der SwissProt Database kénnen anhand der Mas-
se/Ladungsquotienten und den ermittelten molekularen Gewichten folgende pradiktive

Peptide recherchiert werden (Tabelle 12).

Pradiktives
m/z Molekulares Gewicht Peptid/Protein
1423.6 0,6419419358 Kollagen Typ Il
1625.8 0,413109858 Kollagen Typ Il
759.4 1,105192879 Kollagen Typ VI
1951.9 0,92382016 Kollagen Typ VII
1287.6 0,961174502 Vorlaufer Proteoglycan 4
1501.7 0,135382673 Vorlaufer Proteoglycan 4
1572.6 0,790139583 Vorlaufer Proteoglycan 4
1032.6 0,84184041 MMP-1
1626.8 0,581145085 Fibronectin
1607.8 0,265542811 Fibronectin

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

recherchiert werden.
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4 Diskussion

Ist das MALDI-TOF-Imaging Verfahren ein geeignetes Verfahren flir die histologische
Meniskusdiagnostik? Kann eine untersucherunabhangige Objektivierung der Menis-
kusdiagnostik durch das MALDI-TOF-Imaging Verfahren erreicht werden? Mit diesen
Fragestellungen hat sich die vorliegende Arbeit beschaftigt 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
411 Gewinnung der Proben durch Kniegelenksarthroskopie

Kniegelenksarthroskopien sind die am haufigsten durchgefiihrten Operationen in der
Orthopadie (73). Laut Statistischem Bundesamt unterzogen sich im Jahr 2012 151 000
mannliche und 146 000 weibliche Patienten einer Kniegelenksarthroskopie (74). Dem-
nach war die Arthroskopie am Gelenkknorpel und an den Menisken die 3. haufigste bei
mannlichen Patienten und die 4. haufigste Operation bei weiblichen Patienten (74).
Degenerative und traumatische Meniskuslasionen zahlen somit zu den haufigsten or-
thopadischen Krankheitsbildern (50). Aufgrund der komplexen Biomechanik des Knie-
gelenks fiihren kleinste Anderungen zum strukturellen Umbau und férdern 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 Meniskuslasionen, 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 gel6s-
te Meniskusfragmente zur Begutachtung zur Verfligung. Neben Angaben zur Person,
zum Alter und Geschlecht sind Angaben zur Art des Traumas, zum intraoperativen
Befund und zur Entnahmestelle essentielle Informationen fiir 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
Schadigungen zu unterscheiden. ,Fir diese objektive Bewertung ist der histologische
Befund beweisend” (60).
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In der orthopadischen Chirurgie gehort die Kniegelenksarthroskopie zu den wichtigsten
Eingriffen, da sowohl diagnostisch als auch direkt therapeutisch vorgegangen werden
kann. In der Diagnostik von meniskalen und ligamentaren Verletzungen des Kniebin-

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

Neben gleichzeitiger Diagnostik und Therapiemdglichkeiten bietet die Arthroskopie des
Kniegelenkes im Vergleich zu offenen Techniken verschieden Vorteile, wie schnellere
Regeneration, geringere Schmerzen und ein niedrigeres Risiko fur Infektionen und
Arthrofibrose. Patienten kénnen somit postoperativ schneller in den Alltag zuriickkeh-
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-
niskuslasionen. Ein Risiko fir die Entstehung und das Voranschreiten der Osteoarthro-
se qgilt es zu vermeiden, daher wurde die vollstandige Meniskektomie zu Untersu-
chungszwecken zu keinem Zeitpunkt in Betracht gezogen. Laut Fisseler und Mduller
erlauben auch, ,arthroskopisch® entnommene Meniskusproben zuverlassige histopa-
thologische Aussagen zum Ausmald der Degeneration und zur Altersbestimmung

traumatisch bedingter Lasionen (60).
4.1.2 Die Verwendung von Klassifikationsmodellen

In der vorliegenden Arbeit wurden Kilassifikationsmodelle der Degeneration in Low-
grade und High-grade Degeneration sowie akute (traumatische) und nicht akute Me-
niskuslasionen 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 taglichen
Diagnostik bekannten charakteristischen morphologischen Veranderungen des Menis-

kusgewebe orientiert.” (58).

Zur Beurteilung von Meniskusgewebe stehen verschiedene Scoring-Systeme zur Ver-
fugung. 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 beriicksichtigen jeweils unterschiedliche Aspekte
in der Struktur und Texturveranderung 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). Fiir eine gute Uberein-
stimmung der Interrater-Reliabilitdt 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 Texturstdérungen von brady-
trophem Gewebe, welches sowohl die Matrixverdanderungen als auch zellularen Veran-

derungen erfasst.

Des Weiteren soll beachtet werden, dass sich die Einteilung von Gewebsveranderun-
gen in High-grade und Low-grade sowohl fir entzindliche als auch fur neoplastische
Erkrankungen in der Pathologie seit einigen Jahren etabliert hat (58). So schlagt die
Weltgesundheitsorganisation z.B. eine Graduierung von Urothelkarzinomen, neuroen-
dokrinen Tumoren oder serdsen 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 Verfigung. 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 flr
die Beantwortung von gutachterlichen oder versicherungsmedizinischen Fragestellun-
gen sind klinische Angaben neben der histopathologischen Untersuchung essentiell,
um ein medizinisches Fachgutachten erstellen zu kénnen (10). Laut Fisseler-Eckhoff
sind folgende klinische Angaben unbedingt notwendig, um physiologische Textursto-
rungen von pathologischen Veranderungen abzugrenzen und damit eine aussagekraf-
tige und in einem versicherungsmedizinischen Gutachten verwertbare pathologische

Begutachtung abgeben zu kénnen (10, 60):

- Angaben zu Person, Alter und Geschlecht
- konkrete Fragestellungen des anfordernden Arztes wie z.B. das Ausmal} 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 Verande-
rungen, sogenannter Texturstérungen, die unter dem Begriff der ,Meniskusdegenerati-
on“ zusammengefasst werden, von Bedeutung. Diese miissen von dem untersuchen-
den Facharzt fur Pathologie von den altersuntypischen Texturstdrungen abgegrenzt

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

- Ortliche Kernverarmung mit Verminderung der Chondrozytenzahl

- Reduktion der Doppelbrechung der Fasern in der polarisationsoptischen Unter-
suchung

- Verminderung der Gefaldichte

- umschriebene asbestartige Degeneration

- Basophilie

- feintropfige Ablagerungen sudanophiler Substanzen

- Pseudoknorpelproliferate

- Ausbildung von Pseudoknorpelzellhaufen

- eine schleimig erscheinende Interzellularsubstanz
(mukoide Degeneration)

- Abnahme des Quellungsvermdgens der Kittsubstanzen mit diffuser Verfettung,

Gelbfarbung des Meniskus

Zur Detektion von Gewebsveranderungen im Meniskusgewebe stehen dem untersu-
chenden Pathologen neben der Hamatoxylin/Eosinfarbung, histochemische Methoden,
wie die Berliner-Blau Reaktion zur Detektion von Hamosiderinablagerungen, die Alci-
anblaureaktion zum Nachweis von Glykosaminoglykane und die Elastica van Giesson
und Goldner Farbung fiir die Darstellung von Bindegewebe zur Verfliigung. Polarisati-
onsoptische, immunhistochemische Methoden und elektronenmikroskopische Verfah-
ren kommen aufRerdem zur Anwendung und kénnen so zur Prazisierung der histologi-
schen Befunde beitragen. Alle Verfahren lassen jedoch immer Interpretationsspielrau-
me (8, 9).

Neben Low-grade und High-grade Degeneration mussen traumatisch bedingte Menis-
kuslasionen unterschieden werden. Traumatische Meniskuslasionen setzen immer ein
adaquates Trauma voraus und kdnnen histologisch beziglich ihres Alters in 3 Phasen
eingeteilt werden (10, 88, 90).
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- Phase 1:
7 Tage: flammenzungenartige Rissbildung, Odem, Fibrin; 2 bis 5 Wochen ver-
plumpte Zotten (Glattung) (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 Komplexitat 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). Hierfur wird ein objektives Verfahren benétigt. In
der vorliegenden Arbeit wurde neben histopathologischer Diagnostik, die MALDI-TOF
Analyse angewandt. Als Grundprinzip wird das zu untersuchende Gewebe mit einer
Matrix Uberschichtet, um eine ,Flugfahigkeit” von lonen nach Laserapplikation auf bio-
logische Strukturen zu erzielen. Seit Einfihrung dieser Methode in den 1980er Jahren
hat sich das Verfahren technisch standig weiterentwickelt, zurzeit betragt die laterale
Auflésung 10-100 mm (12, 15). Die Methode hat sich im Laufe der Jahre als schnell,
akkurat und kosteneffizient erwiesen (91). Mit Einfiihrung der MALDI-TOF- Imaging
Methode ist es nun mdglich in situ Analysen an diinnen Gewebsschnitten durchzufiih-
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 moglich mittels MALDI-TOF Proteine direkt im Gewebe zu detektieren und auch
raumlich 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 Molekilen, darunter Proteine, Peptide, Lipide und Me-
taboliten mit dieser Methode visualisiert dargestellt werden. Aufgrund der Verwendung
von organischen Losungsmitteln ist bei in Paraffin gebettetem Gewebe nur die Analyse

von Proteinen moglich (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 beschéaftigen (89).
In einer weiteren Studie gelang der Nachweis von spezifischen Biomarkern in rheu-

matoid und arthrotisch verandertem Gewebe (12, 13).

Der Nachweis von spezifischen Proteinen oder Peptidstrukturen durch MALDI-TOF-
Imaging im degenerativ oder traumatisch geschadigten Meniskusgewebe ist daher
denkbar.

Trotz aller Vorteile dieses Analyseverfahrens miissen ein eingeschrankter Analysebe-
reich zwischen 2000 und 80000 Da (122), sowie hohe Anschaffungskosten von Appa-
ratetechnik und Software diskutiert werden. Zusatzlich 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 Lasionen den Meniskusregionen zugeordnet
werden. Hierfir 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 erméglichen aus Trainingsdaten selbstandig Gesetzmalig-
keiten zu erlernen und diese dann fir die spatere Klassifizierung zu nutzen (99, 100).
,Dieser Prozess hat das Ziel aus den Trainingsdaten maoglichst generalisierend Zu-
sammenhange derart abzuleiten, dass der Klassifizierer zu einem spateren Zeitpunkt

unbekannte Daten mit geringst méglichen Fehlern klassifizieren kann® (95, 100, 101).

Jedes Objekt (gemessene Daten) wird durch einen Vektor in einem Vektorraum repra-
sentiert. Die Support Vector Maschine passt eine Hyperebene in den Raum ein, um
somit eine Trennflache zu generieren und die gemessenen Objekte (Daten) in zwei
Klassen zu unterteilen (101). Zusatzlich wird ein sogenannter k-NN (k-nearest neigh-
bour) Klassifizierungsalgorithmus verwendet, um die endglltige Klassifizierung zu er-
reichen (102).

Um in der vorliegenden Arbeit High- und Low-grade Meniskusdegeneration und akute
versus nicht akute Meniskuslasionen klassifizieren zu kénnen, werden kombinierte
durchschnittliche Spektra fir jede Gruppe verwendet. So kdnnen Peaks identifiziert

werden, welche die jeweiligen Klassen reprasentieren.
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Die starksten Peaks in den gemessenen Spektren werden manuell ausgewahlt 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 fir die Klassifi-
zierung von High- und Low-grade Meniskusdegeneration beinhaltet 8 Peaks. Fur die
Bildung des Klassifikationsmodelles akute Meniskuslasion versus nicht akute Menis-

kuslasion 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
fur alle Testdatensets, 24 Falle fur High- versus Low-grade Degeneration und 27 Falle

von akuten versus nicht akuten Meniskuslasionen getestet.

In der Literatur findet man eine Vielzahl von Veroéffentlichung 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 groRRe Effektivitat in der Verwendung grof3er Daten-
menge sind Vorteile dieser Methodik (107). Zeitaufwendiges Lernen der ,Machine“ und
groRe Datenmengen sind erforderlich um ein Klassifikationsmodell zu erstellen (107).
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde ein Grofteil der gewonnen Proben benétigt um
die Klassifikationsmodelle High-und Low- grade Meniskusdegeneration und akute ver-
sus nicht akute Meniskuslasionen zu erlernen. Des Weiteren war bei der Anwendung
zu bedenken, dass bei zukiinftigen 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 zahlt laut Heikamp und Bajorath als bestes,
rechnerisch verfigbares Mittel flr 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/Ladungsverhaltnisse fir Low-grade und High-grade Meniskusdegeneration und flr

akute und nicht akute Meniskuslasionen 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 Fallen erstellt. Mit einer Genauigkeit von 100% konnte zwischen beiden Grup-
pen diskriminiert werden. Auch hier lief das Pradiktions-Modell gegen alle Spektra ei-

nes Testsets (n=27).

Lediglich bei 40/109 Spektra (36,6%) konnten traumatische (akute) Meniskuslasionen
klassifiziert werden. Ursachlich hierfiir ist sicherlich das kleine Patientenkollektiv, nur
bei 5 von 96 Proben wurden histopathologisch eine frische akute Meniskuslasion diag-
nostiziert. 414/530 (78,1%) Spektra der nicht akuten Meniskuslasionen wurden korrekt

klassifiziert.

Eine Veranderung der Meniskusanatomie durch Resektion oder partielle Resektion
fuhrt zur Veranderung der Kniegelenksbiomechanik und tragt zur Entstehung von Arth-
rose bei. So wurde in einer prospektiven longitudinalen Studie nachgewiesen, dass ein
Drittel der Patienten 30 Jahre nach totaler Meniskusresektion Gelenksspaltverschmale-
rungen aufwiesen (5, 109). Des Weiteren ergab eine Studie von Higuchi et al (110),
dass bei durch partielle Meniskektomie therapierten Kniegelenken in 48% der Falle
Anzeichen von Arthrose nachgewiesen werden konnte. Nach Erkenntnis der essentiel-
len Bedeutung der Menisken fur die Kniegelenksfunktion unterliegt die Therapie von

Meniskusverletzungen einem Wandel (48). Auch durch die Einfihrung 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 Grinde fir das Vorliegen des kleinen

Patientenkollektives mit akuter Meniskusschadigung.

Problematisch erscheint auch, dass traumatische Meniskusschadigungen oft erst nach
einer zeitlichen Verzégerung operativ behandelt werden und somit dem Pathologen

nicht im akuten Stadium zur Beurteilung vorliegen (10).

Da sich traumatisch bedingte Meniskusverdnderungen in 3 verschiedene zeitliche
Phasen einteilen lassen (Kap 1.6.), ist eine histologische Aussage Uber das Vorliegen
eines Traumas und dem direkten Zusammenhang einer Meniskusschadigung moglich
(10). Mit einer zeitlichen Verzdégerung 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 langer, so nimmt die Wahrscheinlichkeit Uber eine siche-
re Aussage deutlich ab (10, 90, 88).

Hilfreich in Bezug auf gutachterliche oder versicherungsrechtliche Aussagen uber das
Vorliegen eines akuten (traumatischen) Meniskusschadens sind ausreichende Kennt-

nisse zur Anamnese, Klinik und den Grunderkrankungen (10).
4.2.1 Chronische Meniskopathie und traumatische Meniskuslasion

Meniskusgewebe unterliegt als bradytrophes Gewebe Altersveranderungen. Entschei-
dend ist die Abgrenzung physiologischer zu pathologischen Befunden, die das alters-

Ubliche Mal} der Degeneration tberschreiten (60).

Der Begriff Degeneration wird in der Diagnostik haufig nicht eindeutig verwendet. Hier-
unter ist laut Krenn et al ,,... eine strukturelle Stérung 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 Variabilitat (6, 10).

Neben degenerativen Veranderungen missen traumatisch bedingte Lasionen berick-
sichtigt werden. Schwierigkeiten in der histologischen Untersuchung bereitet die
grundsatzliche Frage des Vorschadens bei einem Trauma. Vor allem bei alteren 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 Lasionen in guter Ubereinstim-
mung mit der histopathologischen Analyse klassifizieren. In der nachfolgenden
SwissProt Database Recherche konnten einige Molekilmassen der Peptide aus
Tab.12 (Kap.3.3) identifiziert werden. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die
gemessenen Spektra ein zuverldssiger Parameter zur ldentifizierung der einzelnen

meniskalen Gewebsveranderungen sind.

Meniskales Gewebe besteht aus Knorpelgewebe, charakterisiert durch Netzwerke von
Kollagenfasern und Zellen, wobei Kollagen Typ | mit 75-90% den groten Anteil dar-
stellt (6, 36, 111, 112).

Durch die radiare Anordnung in den oberflachlichen Schichten schitzen die Fasern

das Gewebe vor mechanischem Versagen (36).

Bei der Entstehung von Meniskuslasionen wurde von Arnoczky et al 1992 ein Zusam-
menhang zwischen Proteoglykanen der Extrazellular-Matrix und Kollagenfasern disku-
tiert. Die histopathologische Inspektion der Gewebsproben und Farbung mit Alcian-
blaufarbung ergab einen starkeren Verlust von Kollagenfasern in High-grade degene-
rierten als in Low-grade degenerierten Arealen. Die Analyse von Gewebsproben mit
akuten Meniskuslasionen ergab fir Masse/Ladungsverhaltnisse m/z 1423.6 und
1625.8 (Kollagen Typ Il) und m/z 759.4 und 1951.9 (Kollagen Typ VI) eine verminderte
Expression im Vergleich zur nicht akuten Meniskuslasionen. An bovinen Menisken
konnte Cheung et al 1987 (113) nachweisen, dass Kollagen Typ Il 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 |,
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 flr die Funktionalitdt des Meniskus
eine wesentliche Rolle. Durch ihre scheinbar willkirliche Anordnung in der oberflachli-
chen und lamellaren Schicht sowie ihrer zirkumferenten Ausrichtung in der tiefen
Schicht sorgen sie flr Ringspannung (112). Kollagen Typ VI zahlt neben Fibronectin
und Thrombospondin zu den Adhadsionsglykoproteinen, welche Matrixbestandteile mit

den zelluldren 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-
lasion kommt. Des Weiteren ist bekannt, dass Veranderungen der Kniebiomechanik,
z.B. durch Meniskusresektion, degenerative Schadigungen im Gelenkknorpel hervorru-
fen, die durch einen Verlust von Proteoglykanen zur Zerstdérung des kollagenen Netz-

werkes, vor allem von Kollagen Typ Il, fihren (117).

Neben Kollagenen (Typ I, II, Ill, 1V, VI und XVIII) reprasentieren Proteoglykane, wie
Chondroitin-6-Sulfat, Dermatan-Sulfate, Chondroitin-4-Sulfat, Keratin-Sulfat, Aggrecan,
Biglycan und Decorin (6, 116) einen Hauptbestandteil der Extrazellularen Matrix. Pro-
teoglykane spielen eine wesentliche Rolle in der Extrazellularen Matrix, die zusam-
mengefasst fur die Hydratisierung, Stabilitat und Elastizitat des Meniskusgewebes sor-

gen.

Durch die Recherche in der SwissProt Datenbank konnten neben Vorlauferpeptiden fiir
Kollagen, Masse/Ladungsverhaltnisse 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-Intensitat (Tab.11) fir die Masse/Ladungsquotienten 1287.6, 1501.7
und 1572.6 sind flir die akuten Meniskuslasionen erniedrigt, im Gegensatz zu Proben

von nicht akuten Meniskuslasionen.

Sowohl der Verlust von Kollagen als auch der Verlust von Proteoglykanen lasst vermu-
ten, dass kollagen- und proteoglycanspaltende Enzyme eine wichtige Rolle in dem
akuten degenerativen Prozess spielen. In Proben mit akut verandertem Meniskusge-
webe wurden Masse/Ladungsverhaltnisse m/z 1032.6 stark erhéht nachgewiesen. In
der SwissProt Datensuche ergab sich hierfiir 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 fir die
Zerstorung von Kollagenstrukturen und Proteoglykanen in der Extrazellular-Matrix von
Knorpelgewebe. MMP-1 und MMP-13 gehéren zu den Kollagenasen und flihren zur

Zerstorung von Kollagenfaserstruktur (118).

In Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit postulierte T. Mine
et al (119), dass eine akute Meniskuslasion, zunachst zu einer Abnahme von Kollagen
Typ Il und lll, gefolgt von Kollagen Typ I, vor allem in der Nekrosezone kommt. Laut T.

Mine ist dies auf den Faserkonstruktionsverlust zurtickzufiuhren.
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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/Ladungsverhaltnisse m/z 1626.8 und 1607.8 wurden in den Gewebsproben
mit akuter Meniskusschadigung als vermindert nachgewiesen. Die Datenbankrecher-
che gab hier den Hinweis auf das Vorliegen von reduziert exprimierten Fibronectin.
Dieses Glykoprotein zahlt neben Ancorin und Chondronectin zu den adhasiven Gly-
koproteinen in der extrazellularen Matrix. Die Funktionsweise dieser Glykoproteine
ahnelt einem ,Zellkleber (120). Fibronectin enthalt verschiedene Domanen, die Zel-
loberflachenrezeptoren fur verschiede Liganden darstellen, darunter Glykosaminogly-
kane und Kollagenen. In der Ubersichtsarbeit von Houard et al (121) sowie verschie-
denen aktuellen Studien, kommt es durch mechanischen Stress zur vermehrten Aus-
schittung von MMP’s und Zerstérung der extrazellularen Matrix durch Serineproteina-
se. Es wird angenommen, dass Fragmente von Matrixproteinen auch mit Rezeptoren
interagieren und somit die Matrixdestruktion vorantreiben kénnen, indem sie zur Stimu-
lierung von Cytokinen und MMP's beitragen (76, 77, 121)

Hierzu zahlt Fibronectin, SLRP und Kollagen. Ein verminderter Fibronectinnachweis in
Proben mit akuten Meniskuslasionen, im Vergleich zu chronisch degenerativ verander-
tem Gewebe, kdonnte dahingehend erklart werden, dass bei akuten Lasionen eine Kas-

kade ,noch“ nicht in Gang gesetzt wurde.

Die aktuellen Veroffentlichungen beziehen sich lediglich auf arthrotisch verandertes
Knorpelgewebe. Da sowohl traumatische und degenerative Meniskuslasionen zu ei-
nem morphologischen Strukturumbau, zur veranderten Biomechanik und zur Kniege-
lenksarthrose flihren (7, 60, 75), ist anzunehmen, dass auch hier ein ahnlicher Mecha-

nismus vorliegt, der im geschadigtem Meniskusgewebe zur Matrixdestruktion fihrt.

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

Meniskusdiagnostik darstellt, 1asst sich folgendermalien beantworten:

Unter Zuhilfenahme des von Krenn et al (58) vorgeschlagenen Degenerationsscore in
normale, Low-grade und High-grade Meniskusdegeneration, konnte eine Ubereinstim-
mung der histopathologischen Standarddiagnostik vs. MALDI-TOF Imaging Verfahren
fur High-grade vs. Low-grade Meniskusdegeneration gezeigt werden. Fir die Gruppe
der akuten vs. nicht akuten Meniskusladsionen kann keine eindeutige Aussage getroffen
werden. Zwar wurde im Trainingsset mit einer Genauigkeit von 100% zwischen beiden

Gruppen unterschieden, jedoch Iasst eine kleine Probenanzahl keine eindeutige Aus-
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sage zu. Es wird daher in Zukunft notwendig sein eine grélere Anzahl (>100) an Ge-
websproben pro Gruppe zu analysieren, um den wahren Nutzen der Methode in der

histologischen Meniskusdiagnostik zu eruieren.

Eine untersucherunabhangige Objektivierung der histopathologischen Meniskusdiag-
nostik kann durch die MALDI-TOF Massenspektrometrie unter Einbeziehung adaquater
klinischer Daten, wie personenbezogener Daten, Alter, Geschlecht, Gewicht, Gelenk-
fehlstellungen, Berufsanamnese, sportliche Aktivitdten sowie mithilfe histochemischer

und immunhistochemischer Methoden erreicht werden.
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5 Zusammenfassung

Die Meniskusdegeneration ist gekoppelt mit dem Verlust der mechanischen Tragfahig-
keit des Knorpels. Dies ist ein wesentlicher Faktor fir einen gerissenen Meniskus. Fol-
gen dieser Meniskusgewebeanderungen sind Veranderungen der Biomechanik des
Kniegelenks und die Entstehung der Arthrose. Die arthroskopische Meniskuspartialre-
sektion stellt eine der haufigsten Therapieoptionen dar. Fir die histopathologische Be-
urteilung der Gewebsfragmente stehen dem pathologischen Begutachter eine Vielzahl

von Bewertungsscores zur Verfligung.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde MALDI-TOF Imaging als ein neues Verfahren zur
objektiven Klassifikation von Meniskuslasionen vorgestellt. Die Massenspektrometrie
ist eine Methode, bei der in paraffingebettetes Gewebe mit einer Matrix Uberschichtet
wird, um eine ,Flugféhigkeit* von lonen nach Laserapplikationen auf biologische Struk-
turen zu erzielen, um Proteine und Peptide im Gewebe zu detektieren. Zusatzlich ist
auch eine Zuordnung morphologischer Strukturen mdglich. 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 Meniskuslasionen. Hierbei
sind die Masse/Ladungsverhaltnisse 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) Meniskuslasionen erscheint eine
weitere Testreihe mit einer groReren Probandengruppe sinnvoll. Neben klinischen An-
gaben und Vereinheitlichung des histopathologischen Bewertungsscores kann MALDI-
TOF Imaging zur Befundobjektivierung beitragen und ist zuklnftig als Erweiterung der

histopathologischen Meniskusbegutachtung zu betrachten.
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