306 WISSENSCHAFT / RESEARCH

Ubersichtsarbeit / Review

Jorg Kriegsmann'23, Rita Casadonte?, Mark Kriegsmann*, Carolin Altmann3, Norbert Arens?

Diagnostische Moglichkeiten der
molekularen Histologie fiir
rheumatologische und orthopdadische

Krankheitsbilder

Diagnostic possibilities of molecular histology in rheumatology and

orthopedics

Zusammenfassung: Die histopathologische Diagnos-

tik rheumatischer und orthopadischer Krankheitsbilder
wurde in den vergangenen Jahren durch immunhistoche-
mische Methoden erganzt. Die Einordnung der periprotheti-
schen Membran (Abriebtyp, infektioser Typ, Mischtyp und
Indifferenztyp) wird durch Antikorper gegen CD15 (infektio-
ser Typ) und B-Cathenin (Arthofibrose versus Indifferenztyp)
unterstiitzt. Erweitert wird das diagnostische Spektrum
durch molekularpathologische Methoden zum Nachweis
bakterieller oder fungaler DNA, wobei auch die Detektion
mykobakterieller Erreger und deren Resistenz moglich ist.
Daneben ermdglicht die micro-RNA-Technologie die Einord-
nung verschiedener Autoimmunerkrankungen. Die tech-
nische Revolution in der Pathologie spiegelt sich auch in der
Einflihrung von proteomischen Methoden, wie MALDI Ima-
ging (matrix- assisted laser desorption ionisation time of
flight) und Flissigkeits-Chromatographie/Massenspektrome-
trie (LC/MS) wider. Im folgenden Beitrag wird die Bedeu-
tung immunhistochemischer, molekularer und proteo-
mischer Methoden skizziert.

Schliisselwdrter: Molekularpathologie, orthopddische Patholo-
gie, Rheumapathologie, Massenspektrometrie
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Abstract: The histopathological diagnostics of rheumatic
and orthopaedic diseases has been complemented at pres-
ent by immunohistochemical methods. Differentiation of
periprosthetic membranes (type with wear particles, infec-
tious type, mixed type and indifferent type) is supported by
antibodies against CD15 (infectious type) and R-Cathenin
(arthrofibrosis versus indifference type). Furthermore, mol-
ecular methods allow detection of bacterial and fungal DNA
as well as verification of mycobacteria and their resistence.
Autoimmune diseases can be specifically diagnosed by the
micro-RNA pattern. Introduction of proteomic methods such
as MALDI Imaging (matrix- assisted laser desorption ion-
isation time of flight) and liquid chromatography/mass spec-
trometry mirrors the technical revolution in pathology. The
following paper highlights immunohistochemical, molecular
and proteomic methods in rheumatological and orthopeadic
histopathology.
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Abbildung 1 Workflow zum MALDI Profiling und MALDI Imaging. Paraffinschnitte werden auf metallisierte Objekttrager aufgebracht, entparaf-

finisiert und mit Trypsin angedaut. Die Uberschichtung des Gewebes mit einer Matrix mit Kristallisierung von Peptiden ist Voraussetzung fiir die

Generierung eines Massenspektrums durch Applikation eines Lasers und Messung von Masse-Ladungsverhdltnissen (Profiling). Jedem Peak (Masse-

Ladungsverhiltnis) kann eine Farbe zugeordnet werden, die eine raumliche Identifizierung von Peptiden im Gewebe ermdglicht (Imaging).

Neue Methoden in der his-
topathologischen Diagnostik

Die histologische Diagnostik basiert auch
heute auf der Hdmatoxylin-Eosin-Far-
bung (H&E-Farbung), die durch basische
Farbstoffe die Visualisierung von Nukle-
insduren und durch saure Farbstoffe die
Visualisierung zytoplasmatischer Kom-
ponenten ermoglicht. Seit vielen Jahren
wird diese Technik durch histochemische
Methoden ergdnzt, die sowohl Glykopro-
teine nachweisen (PAS-Reaktion) als
auch filamentdre Strukturen (Bindege-
websbestandteile) sicher detektieren
konnen (Goldner-Reaktion). In den letz-
ten Jahrzehnten hat die Einfithrung der
immunhistologischen Methoden die his-
topathologische Diagnostik prazisiert.
Dadurch ist die Detektion spezifischer
Antigene im Gewebe moglich. Die mole-
kulare Diagnostik, der Nachweis von
DNA- und RNA-Molekiilen hat diese Ent-
wicklung nochmals beschleunigt und zur
exakten Diagnostik verschiedener Entita-
ten entscheidend beigetragen. So wurde
die Diagnose eines Synovialsarkoms bis
vor wenigen Jahren nur aufgrund der
Morphologie unter Einschluss eines be-
stimmten immunhistochemischen Mus-
ters gestellt. Heute definiert eine spezi-
fische Translokation, die mittels fluores-
zenzmikroskopischer Techniken detek-
tiert wird, dieses Sarkom.

Die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) zur Amplifizierung von DNA oder
von RNA (nach reverser Transkription)
wurde mit verschiedenen Detektions-

DNA-Produkts
biniert. Dazu gehoren neben der klassi-

techniken des kom-
schen Sanger-Sequenzierung heute auch
Hybridisierungstechniken, bei denen das
PCR-Produkt entweder auf Chips oder
Strips, auf vorher aufgebrachte spezi-
fische DNA-Sequenzen, hybridisiert
wird. Nur bei genauer komplementédrer
Ubereinstimmung der DNA-Stringe wird
ein Signal generiert. Als komplexe Me-
thode des DNA-Nachweises stehen heute
die massive parallele Sequenzierung
(next generation sequencing/NGS) und
auch massenspektrometrische Tech-
niken zur Identifizierung von DNA-Ver-
dnderungen zur Verfiigung.

Da es eine Reihe molekularer Me-
chanismen gibt, die bei gleicher geneti-
scher Ausgangsbasis zu verschiedenen
Proteinen durch alternatives Splicing
von RNA-Molekiilen oder durch post-
translationale Modifizierung fithren, ge-
winnen in der jlingsten Vergangenheit
Methoden an Bedeutung, die die Identi-
fizierung proteomischer Veranderungen
ermoglichen. Auch morphologisch ge-
pragte Pathologen sind durch den Ein-
satz molekularer Techniken gezwungen,
auch Ergebnisse in ihre Diagnosen zu in-
tegrieren, die nach Zerstorung des Ge-
webes und Extraktion von DNA gewon-
nen wurden. Dadurch wurde die Grund-
lage geschaffen, dass auch Methoden
Akzeptanz gewinnen kénnen, bei denen
proteomische Ergebnisse zur Diagnose
beitragen.

Dabei ist die Laser-Mikrodissektion
bestimmter Gewebsareale mit anschlie-

Render Bestimmung des Proteins durch
Fliissigkeits-Chromatografie/Massen-

spektrometrie bereits in der diagnosti-
schen Anwendung zur Klassifizierung
von Amyloidosen [1]. Daneben ist die di-
rekte Applikation der Massenspektrome-
trie an Gewebsschnitten fiir den Morpho-
logie-fixierten Pathologen eine ideale Er-
ganzung seines Methodenspektrums, da
im Gegensatz zur Immunhistochemie
nicht nur ein, sondern zahlreiche Protei-
ne oder Peptide gleichzeitig detektiert
werden konnen. Wihrend Massenspek-
trometrie im ,Profil-Modus” nur den
Nachweis von Molekiilen erlaubt, ist die
MALDI-Imaging-Technologie in der La-
ge, neben einer proteomischen Signatur
auch eine morphologische Zuordnung zu
verschiedenen Gewebskompartimenten
zu ermoglichen. Der generelle Workflow
wird in Abbildung1 kurz dargestellt. Die-
se Verfahren wurden in die rheumatolo-
gische und orthopédische Diagnostik in-
tegriert. Im Folgenden sollen einige An-
wendungsbeispiele skizziert werden.

Molekulare Methoden zur
Einordnung der
periprothetischen Membran

In den vergangenen Jahren wurde die
histopathologische Diagnostik peripro-
thetischer Membranen etabliert und
verfeinert [2]. Es wurden 4 verschiedene
Typen der periprothetischen Membran
beschrieben. Die Diagnostik der peripro-
thetischen Membran vom Abriebtyp ist
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Abbildung 2 Identifizierung infizierter Gewebeareale durch Massenspektren neutrophiler Granulozyten: Die statistische Analyse von Massen-

spektren granulozytenreicher und granulozytenarmer Areale erméglicht die Diagnose einer Infektion in periprothetischen Membranen.

fiir den Patholgen nur dann eine Heraus-
forderung, wenn eine exakte Typisie-
rung des Abriebmaterials gefordert wird.

Da das implantierte Prothesenmate-
rial bekannt ist, kann durch klinisch-pa-
thologische Korrelation schnell ein Er-
gebnis erzielt werden. Auch die Diagnose
des Mischtyps (Infektion und Abrieb)
und des infektiosen Typs kann durch
exakte Quantifizierung des Anteils neu-
trophiler Granulozyten (CD15-positiver
Zellen) erfolgen [3]. Standard bleibt je-
doch die mikrobiologische Kultur, die al-
lerdings bei Low-grade-Infekten eine re-
lativ lange Kulturzeit erfordert oder kom-
plett versagen kann. Dadurch gewinnt
die molekulare Diagnostik von Low-gra-
de-Infektionen an Bedeutung.

Es wurden verschiedene Methoden
entwickelt, die neben dem Nachweis neu-
trophiler Granulozyten in der Synovial-
flissigkeit [4] auch die Quantifizierung
dieser in der periprothetischen Membran
enthalten [5]. Der Nachweis eines erhoh-
ten Anteils neutrophiler Granulozyten in
der periprothetischen Membran wird als
diagnostisches Kriterium einer Infektion
akzeptiert [6]. Daneben hat der molekula-
re Nachweis einer bakteriellen oder fun-
galen Infektion an Akzeptanz gewonnen.
Am weitesten verbreitet ist die Amplifika-
tion der 16S-TRNA mit anschlieffender
Detektion des PCR-Produkts zum Nach-
weis bakterieller Nukleinsduren [7]. Die

Anwendung der PCR, die auf die Detekti-
on konservierter Regionen des mikrobiel-
len Genoms zielt, speziell 16S-TRNA fiir
Bakterien und 18S-rRNA fiir Pilze, ist ein
breiter Ansatz, um nichtkultivierbare Pa-
thogene bei Gelenkinfektionen schnell
nachzuweisen [8]. Die PCR findet Kkli-
nische Anwendung auch bei der Diagnos-
tik septischer Arthritiden, da gezeigt wer-
den konnte, dass falsch-negative Kultu-
ren bei bis zu einem Viertel der Patienten
auftreten [7].

Ferner existieren kommerziell er-
hiltliche, auf molekularbiologischen
Methoden basierte Sepsistests, die den
grofiten Teil des Erregerspektrums von
Gelenkinfektionen und Infektionen pe-
riprothetischer Membranen abdecken.
Da diese Testsysteme Propionibacteri-
um- und Corynebacterium-Spezies
nicht enthalten, sollte die Diagnostik
septischer Arthritiden und periprotheti-
scher Infektionen durch eine PCR fiir
diese Erreger erginzt werden, wenn
nicht primdr eine Detektion der
16S-rRNA erfolgte [9, 10].

Einerseits haben sich bisher moleku-
larpathologische Methoden trotz der ho-
heren Sensitivitdt gegeniiber mikrobiolo-
gischen Verfahren nicht in der Routine-
diagnostik durchgesetzt, da die Spezifitat
héufig ein Problem darstellt, andererseits
haben zahlreiche Studien gezeigt, dass
bei der mikrobiologischen Bakterienkul-

tur gleichartige Probleme auftreten kon-
nen [11].

So haben Untersuchungen zur PCR-
Detektion ergeben, dass diese Methode
eine Sensitivitdat von 71 % (Kultur 44 %)
und eine Spezifitit von 97 % (Kultur
94 %) aufweist und damit der Kultur
iiberlegen ist. Trotz des Vorwurfs einer
Detektion falsch-positiver Befunde zeigt
sich, dass bei exakter Anwendung der
modernen Methoden auch der negative
und positive pradiktive Wert den der Kul-
tur deutlich tbersteigt [4].

Neben Techniken, die auf dem Nach-
weis von DNA und RNA beruhen, ist es
auch moglich, periprothetische Infektio-
nen durch proteomische Methoden zu
detektieren [12]. Zunachst wurde ein Mo-
dell entwickelt, welches zwischen Area-
len mit zahlreichen neutrophilen Granu-
lozyten und solchen mit wenigen oder
keinen neutrophilen Granulozyten un-
terscheiden kann (Abb. 2). AnschliefRend
wurden den infizierten (granulozytenrei-
chen Arealen) bestimmte Farben zuge-
wiesen, die mehrere infektionsassoziierte
Peaks zusammenschliefen und als Sum-
menpeak Indikator einer Infektion sind.
Diesen Summenpeaks wurden bestimm-
te Farbkodierungen zugewiesen, die eine
schnelle und zuverldssige Erkennung in-
fizierter Areale ermoglichen (Abb. 3). Wir
konnten zeigen, dass Proteine neutrophi-
ler Granula (Calgranuline) mittels Mas-
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senspektrometrie (MALDI-Imaging) in
der Synovialmembran nachweisbar sind
[13]. Durch Standardisierung konnten so
molekulare Signaturen entwickelt wer-
den, die die Diagnose einer periprotheti-
schen Infektion erlauben. Mit der Erho-
hung der Massengenauigkeit sollte es in
Zukunft auch moglich sein, eine Erreger-
typisierung im Gewebe durch diese Tech-
niken vorzunehmen.

Molekulare Diagnostik gra-
nulomatéser Synovialitiden

Die Diagnose einer granulomatdsen Sy-
novialitis kann histomorphologisch ge-
stellt werden. Diese beinhaltet verschie-
dene Entititen, wie die tuberkul6se Sy-
novialitis, die Sarkoidose, granulomato-
se Reaktionen im Rahmen von Pilzinfek-
tionen, aber auch Fremdkorpergranulo-
me [14]. Die moderne molekulare Diag-
nostik ist geeignet, mykobakterielle In-
fektionen im Gewebe nachzuweisen
und den Erreger zu identifizieren. Der
DNA-Isolierung folgt eine PCR, deren
Produkt entweder durch Sequenzierung,
oder durch Strip- und Chip-Techniken
(Hybridisierung)  detektiert
kann. Diese Techniken sind zum einen

werden

sehr sensitiv, zum anderen hochspezi-
fisch. Mykotische Infektionen konnen
im Gewebe mittels histochemischer
Techniken (PAS oder Grocott-Reaktion)
diagnostiziert werden. Die definitive
Einordnung kann heute aus Synovial-
flissigkeit oder synovialem Gewebe
durch molekulare Techniken erfolgen.

Diagnose sogenannter unspe-
zifischer Oligoarthritiden

Reaktive Arthritiden sind entziindliche
Gelenkerkrankungen, die durch eine ge-
netische Suszeptibilitdt (HLA-B27) des
menschlichen Wirtes begiinstigt werden
und Tage oder Wochen nach einer ge-
lenkfernen Infektion in einem oder
mehreren Gelenken auftreten, ohne dass
sich der auslosende Erreger aus der Syno-
vialfliissigkeit oder aus der Synovial-
membran anziichten ldsst [15]. Es treten
2 Typen beziiglich der Primérinfektion
auf, der post-venerische und der post-en-
terische Typ. Wéhrend zu den enteri-
schen Erregern, die Arthritiden triggern,
Salmonellen, Shigellen, Campylobacter
und Yersinien zdhlen, sind Chlamydien

der definitive Ausldser des postveneri-
schen Typs [16]. Letztgenannte Autoren
konnten zeigen, dass 50 % aller reakti-
ven Arthritiden nach einer genitalen In-
fektion durch C. trachomatis und 12 %
nach einer Infektion mit C. pneumoniae
auftraten. Oligoarthritiden (1-4 Gelenke
sind betroffen) werden in der Klinik im-
mer wieder als undifferenzierte Oligo-
arthritis eingeordnet. Mit molekularbio-
logischen Methoden kann hier in einem
grofien Teil der Fille jedoch eine Chla-
mydieninfektion nachgewiesen werden.
Wir konnten Chlamydien-DNA nicht
nur bei Patienten mit high-grade Synovi-
alitis (Synovialitis-Score: > 4) sondern
auch bei Patienten mit low-grade Syno-
vialitis (Synovialitis-Score: < 4) detektie-
ren. Aus diesem Grund kann auch der
Einsatz molekularpathologischer Me-
thoden in diesen Fillen sinnvoll sein.
Ebenso sind Testsysteme erhaltlich, die
eine molekulare Testung der krankheits-
relevanten HLA-B27-Subtypen erlauben.

Allerdings sind Patienten mit Rheu-
matoid-Arthritis, Morbus Reiter, Psoria-
sis-Arthritis und juveniler Arthritis mit
Enthesitis ebenfalls vermehrt HLA-B27
positiv [17].

Enteropathische Arthritiden treten
in Zusammenhang mit chronisch-ent-
ztindlichen Darmerkrankungen (Mor-
bus Crohn und Colitis ulcerosa) auf. Ei-
nige Untersucher denken, dass die lang-
andauernde Entziindung des Darmtrakts
diesen so schadigt, dass neben Lympho-
zyten intrazelluldr persistierende Bakte-
rien in Makrophagen zu den Gelenken
gelangen und dort eine immunologisch-
getriggerte Antwort auslosen [18]. Be-
ztiglich einer molekularen Diagnostik im
Gelenk existieren keine gesicherten Da-
ten. Anders dagegen beim Morbus
Whipple, der ebenfalls als enteropathi-
sche Arthritis eingeordnet werden kann.
Die Diagnose der Whipple Arthritis ist
durch molekulare Analyse mittels PCR
aus der Synovialfliissigkeit oder der Sy-
novialmembran maoglich [19].

Eine retrospektive Analyse bei 673
Kindern mit Kniemonarthritis zeigte,
dass 19 % der Kinder septische Arthriti-
den, 51 % Lyme-Arthritis und 46 % an-
dere Arthritiden aufwiesen [20]. Somit
kann eine molekulare Untersuchung,
die sowohl Sepsiserreger als auch Borre-
lien einschliefst, bei 70 % der Patienten
zu einer exakten Diagnose der Mon-
arthritis fithren. Die PCR in der Synovial-
flassigkeit ist als Test zur Erhohung der

diagnostischen Sicherheit anerkannt
[21]. Da der serologische Nachweis einer
Borreliose erst mit Verzogerung maoglich
ist, spielen molekulare Techniken zu-
nehmend eine Rolle, wobei auch der Er-
regernachweis in der Synovia und Syno-

vialis moglich ist [22].

Molekulare Methodenzur
Differenzialdiagnose Arthose
versus Rheumatoidarthritis

Die diagnostischen Kriterien fiir eine
(ACR-Kriterien)
und fiir eine Arthrose sind bekannt und

Rheumatoidarthritis

basieren im Wesentlichen auf Kkli-
nischen Parametern, lediglich ergdnzt
durch serologische Marker [23, 24].

In den vergangenen Jahren wurden
zahlreiche Arbeiten publiziert, die zu-
mindest erganzende diagnostische Mog-
lichkeiten beschrieben, welche die Diag-
nose entsprechender Krankheitsbilder
objektivieren konnen. Auch histopatho-
logische und molekulare Methoden kon-
nen bei addquatem Einsatz sowohl zur
Diagnose als auch zum atiopathogenti-
schem Verstindnis rheumatologischer
Krankheitsbilder beitragen. Bei verschie-
denen Autoimmunerkrankungen wur-
den micro-RNAs detektiert, die in Regula-
tionsmechanismen eingreifen, die aber
auch diagnostische und therapeutische
Optionen beinhalten. Unterschiedliche
micro-RNA-Muster wurden bei verschie-
denen Autoimmunerkrankungen und
bei der Rheumatoidarthritis beschrieben
[25]. Wir konnten zeigen, dass am For-
malin-fixiertem Routinematerial micro-
RNA's effizient isoliert werden konnen,
und dass ein Muster der Erhéhung der
micro-RNA’s miR-146a, miR-155 und
miR-223 zur Abgrenzung der Rheuma-
toid-Arthritis von anderen Synovialiti-
den beitragen kann. Vergleicht man das
micro-RNA-Muster eines Patienten mit
Rheumatoidarthritis oder mit Arthrose
mit einen Pool von micro-RNAs von Pa-
tienten der entsprechenden Diagnose-
gruppen, kann eine sehr sichere Unter-
scheidung zwischen Rheumatoidarthri-
tis und Arthrose an der Synovialmebran
getroffen werden. Diese Einordnung
wird durch ein entsprechendes morpho-
logisches Bild mit erhohtem Synovialitis-
Score unterstiitzt [26].

In Synovialmembranen von Patien-
ten mit Rheumatoid-Arthritis sind haufig
neutrophile Granulozyten vorhanden.
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HE Firbung

a)

Myeloperoxidase Vertsilung

Abbildung 3a-b Bildgebende Massenspektrometrie einer periprotetischer Membran vom

infektiosen Typ durch Detektion von Masse-Ladungsverhaltnissen granulozytenspezifischer

Myeloperoxidase: a) oben (blau) ein nicht-infiziertes Areal. b) unten (griin) ein infiziertes Areal

mit zahlreichen Myeloperoxidase-Peaks.

Alc-PAS Farbung

a)

MALDI Imaging Klassifikation

b) =

Abbildung 4a-b Bildgebende Massenspektrometrie zum AusmaR der Degeneration von

Menisken: @) alcianophile Areale (blau) sind histochemisches Korrelat degenerativer Verande-

rungen. b) Summenspektren gering degenerierter/normaler (griin) und schwer degenerierter

(rot) Meniskusareale.

Diese sind zum einen im Randgebiet fibri-
noider Nekrosen lokalisiert, zum anderen
aber auch im synovialen Stroma. Wih-
rend der Nachweis neutrophiler Granulo-
zyten im Randgebiet fibrinoider Nekro-
sen kein morphologisches Korrelat einer
Infektion ist, kann ein erhohter Anteil
neutrophiler Granulozyten in Synovial-
membranen von Patienten mit Rheuma-
toid-Arthritis sowohl Ausdruck einer er-
hohten entziindlichen Aktivitdt sein als
auch auf eine Infektion hinweisen. Wenn
keine Rheumatoid-Arthritis
vorliegt, spricht der Nachweis neutrophi-

allerdings

ler Granulozyten fiir eine Infektion.

Die Kombination beider molekularer
Techniken (micro-RNA-Technologie zur
Unterstiitzung der Diagnose einer Rheu-
matoid-Arthritis- und PCR  speziell
16S-rRNA fiir Bakterien und 18S-rRNA fiir
Pilze) kann in schwierigen Féllen oder bei
nicht eindeutigem mikrobiologischem

Ergebnis, oder in Fillen in denen das mor-
phologische Bild nicht eindeutig ist, zur
Diagnose beitragen.

Daneben konnten wir zeigen, dass
auch MALDI-Profiling oder Imaging in
der Lage sind, aufgrund des Proteinmus-
ters beide Krankheitsbilder (Arthrose ver-
sus Rheumatoidarthritis) zu unterschei-
den [13].

Histopathologische Beurtei-
lung von Meniskuspraparaten

In der diagnostischen Bewertung von
Meniskusldsionen ist der Pathologe ge-
fordert, zum Ausmafd der Degeneration
Stellung zu nehmen und die Frage zu be-
antworten, inwieweit morphologische
Zeichen einer akuten oder linger zu-
riickliegenden Rissbildung vorliegen.
Die Beantwortung dieser Fragen hdngt

Berliner Blau Reaktion

Abbildung 5a-c Bildgebende Massenspek-
trometrie zum Nachweis von Ferritin. a) Ber-
liner Blau Reaktion zum Nachweis von Hamo-
siderinablagerungen in synovialem Gewebe.
b—c) Nachweis der Ferritin Leicht- und
Schwerketten, die massenspektrometrisches
Korrelat der oben dargestellten Hamosider-

inablagerungen sind.

zum einen von der Erfahrung des Unter-
suchers ab, zum anderen muss der mor-
phologische Befund eng mit klinischen
Daten korreliert werden. Junge Men-
schen haben physiologisch weniger de-
generative Verdnderungen als dltere. Ein
bestimmtes Ausmafl an Degeneration
kann somit in einem hoheren Lebensalter
als physiologisch angesehen werden,
wahrend bei jungen Menschen ein gleich-
artiger Befund als Degeneration eingeord-
net werden kann. Wir haben versucht,
durch Massenspektrometrie die Erhebung
der Daten zur Degeneration und zur Frage
akute oder zurtickliegende Rissbildung zu
objektivieren [27].

Dazu wurden Meniskusproben mit
der Konsensusdiagnose einer schweren
Degeneration mittels MALDI-Imaging un-
tersucht. Es konnten zahlreiche Masse/La-
dungsverhdltnisse und damit Peptide er-
mittelt werden, die nur in Menisken mit

B © Deutscher Arzteverlag | OUP | 2016; 5 (5)




Kriegsmann et al.:

Diagnostische Moglichkeiten der molekularen Histologie fiir rheumatologische und orthopddische Krankheitsbilde
Diagnostic possibilities of molecular histology in rheumatology and orthopedics

311

Alc-PAS Farbung

a)

Pradiktive kappa-Leichtkette
m/z 1503.9

Serum Amyloid Protein
m/z 1406.6

Apolipoprotein E
m/z 968.5

Vitronektin

m/z 875.4

Abbildung 6a-e Bildgebende Massenspektrometrie von Leichtketten Amyloidablagerungen sowie assoziierter Proteine (Apoprotein E, Serum

Amyloid P und Vitronektin). @) alcianophile Areale (blau) charakterisieren histochemisch degenerierte Areale. b) MALDI Imaging von Leichtketten-

amyloid. In den gleichen Arealen sind ) Apolipoprotein E, d) Serum Amyloid P und e) Vitronektin nachzuweisen (griin).

schwerer Degeneration auftreten. Umge-
kehrt waren auch proteomische Muster
vorhanden, die ein intaktes, nicht degene-
rativ verandertes Meniskusgewebe kenn-
zeichnen. Den Summenspektren wurde in
den Schnittprdparaten eine Farbe fiir
schwere Degeneration und eine Farbe fiir
nicht veranderte ,gesunde” Menisken zu-
geordnet (Abb. 4).

Mit der gleichen Technik wurden aku-
te und chronische Rissbildungen unter-
sucht, auch hier wurden spektrale Muster
ermittelt, die nur bei akuten Rissbildun-
gen auftreten und solche, die nur bei chro-
nischen Rissbildungen auftreten. Die ob-
jektivierte Diagnostik von Meniskusver-
dnderungen hilft dem Pathologen bei der
exakten Einordnung der Meniskusldsio-
nen, wenn er zu Veranderungen des Me-
niskus im Rahmen von Gutachten beziig-
lich berufsgenossenschaftlicher Fragen
Stellung nehmen muss. Eine exakte kli-
nisch-pathologische Korrelation ist je-
doch Grundlage jeder suffizienten Stel-
lungnahme.

Beziiglich der Bedeutung von Amy-
loidablagerungen, die im Meniskus im
Verlauf des Lebens zunehmen, besteht
keine Einigkeit, jedoch wurden in den ver-

gangenen Jahren Arbeiten publiziert, die
zeigen, dass zwischen Amyloidablagerung
und Degeneration ein enger Zusammen-
hang besteht. Wahrend in einer &lteren
Studie an Menisken, die bei der Obdukti-
on entnommen wurden, keine Korrelati-
on zwischen arthrotischen Verdnderun-
gen und Amyloiddeposition nachgewie-
sen werden konnte [28], setzt sich heute
die Erkenntnis durch, dass die Arthrose
mit verschiedenen Arten von Amyloid-
ablagerungen im Meniskus assoziiert ist
[29]. Diese amyloidogenen Proteine stel-
len Transthyretin und Apolipoprotein A-I
dar. Wahrend die Haufigkeit von Thranst-
hyretin-Amyloidablagerungen mit dem
Alter zunahm, war die von Apolipopro-
tein A-I reduziert.

Erste Untersuchungen am Meniskus
zum massenspektrometrischen Nachweis
von Amyloid (Apolipoprotein A-I) wurden
2006 von Solomon et al. publiziert [30].
Wir konnten mittels MALDI-Imaging be-
stitigen, dass verschiedene Proteine, wie
Vitronektin und Apoprotein A-I immer
mit Amyloidablagerungen assoziiert auf-
treten [31]. In zahlreichen Arbeiten wird
der Nachweis von Hamosiderinablagerun-
gen im Meniskusgewebe als morphologi-

sches Korrelat eines schweren Traumas an-
gesehen. Deshalb gehort die Berliner Blau-
Reaktion zum diagnostischen Routinepa-
nel zur Beurteilung von Meniskuslasio-
nen. Wir konnten zeigen, dass Himoside-
rinablagerungen Ferritinketten enthalten,
die ebenso massenspektrometrisch mittels
MALDI-Imaging sicher detektiert werden
konnen (Abb. 5) [32].

Die Untersuchung und Objektivie-
rung von Degeneration und Rissbildun-
gen ist ebenso wie der Nachweis von
Amyloidablagerungen  einschliefilich
der beschriebenen Proteine mittels
MALDI-Imaging auch an Formalin-fi-
xiertem Paraffin-eingebettetem Routi-
nematerial moglich (Abb. 6). Wir haben
die Kriterien zur Erstellung eines objek-
tivierten Meniskusbefunds ausfiihrlich
beschrieben [27].

Neben der Immunhistochemie sind
molekulare Methoden zum RNA- und
DNA-Nachweis in die diagnostische His-
topathologie rheumatologischer und or-
thopadischer Krankheitsbilder
griert worden. Neueste Entwicklungen

inte-

sind proteomische Methoden wie Fliis-
sigkeitschromatografie/ Massenspektro-
MALDI-Imaging-Tech-

metrie oder
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niken. Letztgenannte Methode erlaubt

nicht nur die Gewinnung eines Massen-
spektrums und damit die Detektion

zahlreicher Molekiile, sondern auch de-

ren rdumliche Zuordnung im Gewebe
und stellt damit eine Methode der Zu-
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