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Einleitung

1.1. Epidemiologie chronischer Gelenkerkrankungen

Da aufgrund der steigenden Lebenserwartung die Haufigkeit von Erkrankungen des
Bewegungsapparats zunimmt, wurde das erste Jahrzehnt des 21. Jahrhunderts von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) als ,,Bone and Joint Decade* ausgerufen (24). Von dem
demografischen Wandel ist eine Industrienation wie Deutschland besonders betroffen. Ein
Groliteil der Bevolkerung leidet unter den unterschiedlichen Gelenkerkrankungen, so dass
sich 15% der Deutschen mindestens einmal im Jahr damit in arztliche Behandlung begeben.
Als Folge dessen stehen laut des Gesundheitsberichts des Robert-Koch-Instituts die Ausgaben
fiir Erkrankungen des Muskel-Skelett-Systems mit 31 Milliarden Euro, entsprechend 13%, an
dritter Stelle hinter den Aufwendungen fur Herz-Kreislauf-Leiden und Erkrankungen des
Verdauungssystems (116). Angesichts der Tatsache, dass 40% aller Arbeitsunfahigkeiten und
Frihberentungen durch Erkrankungen des Bewegungsapparats entstehen, werden die
volkswirtschaftlichen Folgekosten als deutlich hoher eingeschétzt, beispielsweise beziffert sie
die Deutsche Gesellschaft fir Orthopédie und Orthopdadische Unfallchirurgie auf insgesamt
100 Milliarden Euro pro Jahr (114).

Eine Vielzahl unterschiedlicher Erkrankungen manifestiert sich im Bereich der Gelenke. Es
handelt sich dabei sowohl um degenerative als auch um primér entzlndliche, metabolische
oder neoplastische Leiden (54). Die Gemeinsamkeit dieser vielfaltigen Krankheiten ist, dass
sie chronisch verlaufen und mit Schmerzen und Bewegungseinschrankungen einhergehen.
Die haufigsten Leiden sind die Arthrose, eingeschlossen die Folgezustande traumatischer
Schédigungen bzw. angeborener Fehlstellungen, sowie die Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises (82). Metabolische Gelenkleiden wie die Gicht oder die seltenen
Speichererkrankungen sowie die ebenfalls seltenen Neoplasien der Gelenke sollen im
Folgenden nicht weiter besprochen werden.

Die Arthrose ist definiert als eine mechanische Zerstérung des Gelenkknorpels, die nicht
durch eine andere identifizierbare und klinisch, radiologisch oder laborchemisch
diagnostizierte Erkrankung hervorgerufen wird (82). Sie ist die Folge der fortwéahrenden
Fehlbelastung der Gelenkflachen, die zu einem mechanischen Abrieb des Gelenkknorpels

fihrt (80, 34). Die Hypothese, dass der Krankheit ein definierter biochemischer,



maoglicherweise genetisch determinierter Defekt der Knorpelmatrix zugrunde liegt, konnte
bisher nicht zweifelsfrei belegt werden. Die Prévalenz der Erkrankung nimmt bei beiden
Geschlechtern mit steigendem Lebensalter zu. Beispielsweise sind im Alter von 80 Jahren
55% der Ménner und 70% der Frauen von einer definitiven Arthrose (Grad 2) betroffen, und
davon leiden jeweils 19% der Mé&nner und Frauen unter einer zumindest mittelschweren
(Grad 3) Arthrose (50). Die Gradeinteilung von 0 (gesund) bis 4 (schwerster Befund) basiert
auf radiologischen Kriterien, in erster Linie Osteophyten, Gelenkspaltverschmélerung und
subchondralen Pseudozysten (so genannte Gerdllzysten) (33). Das Befallsmuster der
unterschiedlichen Gelenke sowie die subjektiven Beschwerden sind von der individuellen
Belastung abhangig (115). Radiologische Arthrosezeichen sind am hdufigsten an den Hénden,
insbesondere den Interphalangealgelenken zu finden, gefolgt vom GroRzehengrundgelenk,
dem Knie- und dem Huftgelenk sowie der zervikalen und lumbalen Wirbelsdule (25, 28). Die
h&ufigsten therapiebedurftigen subjektiven Beschwerden werden jedoch von der Huft- und
Kneigelenkarthrose verursacht (106).

Unter dem Begriff der ,,rheumatischen Erkrankungen® oder chronischen Gelenkentziindungen
werden entzundliche, nicht-degenerative Leiden zusammengefasst (81). Hierbei handelt es
sich um verschiedene Krankheitsbilder, die sich hinsichtlich Befallsmuster, Verlauf und
Laborparametern unterscheiden. Eine exakte Klassifikation und Nomenklatur dieser
Krankheiten ist Gegenstand kontroverser Diskussionen, als Minimalkonsens werden die
rheumatoide Arthritis (RA) oder chronische Polyarthritis (CP) mit ihren Sonderformen (z.B.
juvenile CP, Still-Syndrom), die Spondylarthritiden einschlieBlich der Psoriasisarthritis (PsA),
die reaktiven Arthritiden (ReA) wie z.B. das Reiter-Syndrom und Gelenkmanifestationen im
Rahmen systemischer entzlindlicher Erkrankungen (z.B. Lupus erythematodes, systemische
Sklerose) und vaskulitischer Syndrome unterschieden (95). Ebenso wie die Arthrose treten sie
bei allen sozialen Schichten und ethnischen Gruppen auf, scheinen jedoch nur die Spezies
Mensch zu betreffen, und speziell die RA ist moglicherweise erst nach der Entdeckung
Amerikas erstmals in Europa aufgetreten (118, 120). Im Gegensatz dazu sind Zeichen der
Arthrose schon bei agyptischen Mumien zu finden, und nahezu alle Saugetierarten kdnnen
von der Arthrose betroffen sein (96). Die Prdavalenz der RA und der Spondylarthritiden
betragt jeweils ca. 1% mit leichten regionalen Unterschieden sowie einem haufigeren
Auftreten beim weiblichen Geschlecht (124). Die Inzidenz nimmt mit steigendem Alter,
insbesondere ab dem 50. Lebensjahr zu (40). Die Atiologie der chronischen Arthritiden ist
nach wie vor ungeklart. Als Ausloser werden einerseits bakterielle oder virale Erreger und
andererseits korpereigene Antigene diskutiert, und die Perpetuation des Krankheitsprozesses



scheint auf eine individuelle, mdglicherweise genetisch bedingte Hyperreaktivitat des
Immunsystems zurtickzufiihren sein, wie z.B. die hdufige Assoziation der Spondylarthritiden
mit dem Histokompatibilitatsantigen HLA-B27 nahe legt (19, 32). Unbehandelt schreiten die
chronischen Gelenkentziindungen stetig fort und fuhren schlieBlich zu einer Zerstérung der
betroffenen Gelenke, die mit Schmerzen und Beweglichkeitsverlust einhergeht (139).

1.2. Wertigkeit der histopathologischen Synovialmembran-Diagnostik

Die oben genannten Gelenkerkrankungen gehen mit histomorphologischen Verénderungen in
der Synovialmembran einher. Gemeinsam ist allen Entitdten, dass sie ein
Entzindungszellinfiltrat hervorrufen, welches Uberwiegend aus B- und T-Lymphozyten
besteht. AulRerdem kommt es zu einer Aktivierung des synovialen Stromas, was sich in einer
Proliferation von Kapillaren und Fibroblasten manifestiert. Drittens ist regelmaRig eine
Verbreiterung der synovialen Deckzellschicht zu beobachten (62, 81, 82). Diese
Veranderungen treten mehr oder weniger ausgepragt bei allen Gelenkerkrankungen auf und
sind fur keine Krankheitsentitdt charakteristisch oder gar beweisend. Fir einzelne Diagnosen
existieren jedoch auch spezifische Verdnderungen. Beispielsweise kann die RA zur
Ausbildung von fibrinoiden Nekrosen oder Rheumagranulomen in der Synovialmembran
fuhren. Problematisch ist jedoch, dass dieses charakteristische Bild nur in etwa funf Prozent
aller Falle beobachtet werden kann. Nur ein kleiner Teil der Gelenkerkrankungen wie zum
Beispiel die Kristallarthropathien oder die Tumoren zeigt regelmaRig spezifische
histopathologische Veranderungen, anhand derer eine eindeutige Diagnose moglich ist (22).
Insbesondere in der Tumorpathologie muss die definitive Diagnose immer am histologischen
Préparat gestellt werden, da klinisch und radiologisch allein eine sichere Dignitétsbeurteilung,
beispielsweise die Unterscheidung zwischen Synovialsarkom und tenosynovialem
Riesenzelltumor, und damit die Wahl der richtigen Therapie nicht méglich ist (31, 128). In
der diagnostischen Wertigkeit unterscheidet sich die Entziindungspathologie aber von der
Tumorpathologie. Da die oben genannten degenerativen und entzindlichen
Gelenkerkrankungen in  vielen Fallen lediglich uncharakteristische chronische
Entziindungszeichen aufweisen, sind sie histopathologisch trotz der Vielfalt an Atiologien,
Befallsmustern und Verldufen nicht eindeutig voneinander zu differenzieren (37). Selbst die
Unterscheidung zwischen entzindlichen und degenerativen Gelenkerkrankungen fallt bisher

schwer (62, 69). Die definitive Diagnose der Synovialitiden stutzt sich derzeit vielmehr auf
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klinische, laborchemische und radiologische Befunde (2, 17, 84).

Bei der Definition von Kriterien zur Diagnose der RA hatte die American Rheumatism
Association ARA in ihrer urspringlichen Version von 1958 auch den histologischen Befund
einbezogen; dieser wurde in die modifizierten Kriterien von 1987 jedoch nicht mehr
aufgenommen. Grund daflir war weniger eine zu geringe Aussagekraft der Biopsate — die
Spezifitdt wurde mit 95,0% und die Exaktheit mit 68,7% angegeben — als vielmehr die
Tatsache, dass eine Biopsie von niedergelassenen Rheumatologen nur selten durchgefihrt
wurde (5). Dies lag auch daran, dass manche Manifestationsorte wie z.B. die bei der
ankylosierenden Spondylitis betroffenen Sakroiliakalgelenke und Intervertebralgelenke einer
Biopsie schwer zugénglich sind. Allerdings ist ein Teil der Erkrankungsfalle nicht anhand der
Klinischen Kriterien eindeutig zu klaren. In solchen Fallen wird als zusatzliche diagnostische
MalRnahme ein Biopsat zur histopathologischen Untersuchung gewonnen (113). AulRerdem
werden im Rahmen therapeutischer Eingriffe, in erster Linie Gelenkersatzoperationen,
Synovialektomiepréparate routinemélRig zur Pathologie Ubersandt (60). Zur Befundung
solcher Gewebeproben besteht jedoch bisher keine einvernehmliche Richtlinie. Da, wie oben
beschrieben, die Veranderungen héufig uncharakteristisch sind, erschien ein System zur
semiquantitativen Klassifizierung und Graduierung der Entzlindung, beispielsweise analog
zur Sydney-Klassifikation der Gastritis, erstrebenswert und sinnvoll (43). Damit kénnten
Krankheitsverlaufe und Therapieerfolge beobachtet werden und interindividuelle
Unterschiede objektiv erfasst werden (125). Als Graduierungskriterien eigneten sich in erster
Linie die oben genannten, regelméRig anzutreffenden Elemente der chronischen Synovialitis,
a) die Verbreiterung der synovialen Deckzellschicht, b) das lymphozytare entzlndliche

Infiltrat und c) die Aktivierung des synovialen Stromas.

1.3. Endoprothetik: Adaquate Therapieoption bei symptomatischen
Gelenkschaden

Sowohl degenerative als auch primér entzindliche Gelenkerkrankungen fuihren zu einer
Schédigung des Gelenkknorpels und im weiteren Verlauf maoglicherweise der darunter
liegenden Knochendeckplatte. Die Regenerationsfahigkeit des Gelenkknorpels ist duBerst
limitiert (4). Unter dem Schlagwort des “Tissue Engineering” werden derzeit Anstrengungen
unternommen, umschriebene posttraumatische Knorpeldefekte mittels passgenauer

Transplantate wieder aufzubauen, was fur die groRflachigen Abnutzungserscheinungen der



Arthrose jedoch die technische Machbarkeit tbersteigt (4, 30, 68). Bei den rheumatischen
Erkrankungen gab es in den vergangenen Jahren gute Behandlungserfolge durch zunehmend
spezifischere antiinflammatorische Medikamente aus der Gruppe der so genannten
“Biologicals”, zu denen Antikorper oder losliche Rezeptoren gegen die pathogenetisch
wichtigen Zytokine TNF-alpha oder Interleukin-1 oder gegen das Lymphozytenantigen CD20
zahlen (21, 26, 61). Durch eine solche kostenintensive Therapie kann die Entziindung gut
kontrolliert werden, allerdings l&sst sich ein bereits entstandener Knorpel- oder
Knochenschaden nicht mehr riickgangig machen.

Daher ist bei Befall der HUft- oder Kniegelenke die Standardtherapie zur Behebung der
chronischen Schmerzen, der Bewegungseinschrdnkungen und der damit verbundenen
Fehlhaltungen die Implantation einer Endoprothese (10). Hierbei werden die artikulierenden
Gelenkflachen vollstandig durch eine Prothese aus Metall, Keramik oder Kunststoff ersetzt
und mittels eines Metallschafts bzw. einer Metallpfanne im Knochen verankert. Seit der
wegweisenden Verbesserungen der in den 1930er Jahren eingefiihrten Prothesenmodelle
durch Charnley in den 1960er Jahren ist der Einsatz von kinstlichen Gelenken zu einer
héufigen Operation avanciert (23, 135); so wurden in Deutschland im Jahr 2006 147.000
Huft- und 125.000 Kniegelenktotalendoprothesen implantiert sowie jeweils mehrere Tausend
kinstlicher Schulter-, Ellenbogen- und Sprunggelenke (65, 75). Der Kostenaufwand betragt
etwa 8.000 Euro pro Eingriff. Die Recherche verlasslicher Daten zur Haufigkeit der
Indikationen ist schwierig, da der Informationsricklauf zu dem 1994 geschaffenen Deutschen
Endoprothesen-Register lediglich 5% der tatsdchlich durchgefiihrten Operationen abdeckt.
Vermutlich werden weit iber 50% der Prothesen bei fortgeschrittener Arthrose implantiert.
Frakturen stehen an zweiter und die rheumatischen Erkrankungen an dritter Stelle der
Indikationen (76, 128). Weitere Grinde sind die aseptische Huftkopfnekrose und die
Rekonstruktion nach Entfernung von Knochentumoren oder schweren, destruktiven
Osteomyelitiden. Bei der primédren Implantation sind die Patienten durchschnittlich 60 Jahre
alt (39, 86, 89). Prinzipiell koénnen die Prothesen mit Knochenzement aus
Polymethylmethacrylat (PMMA) fixiert werden, was eine frilhe postoperative Mobilisation
ermoglicht, oder sie werden unzementiert implantiert, mit dem Nachteil einer langeren

Rehabilitationsphase und dem Vorteil eines festeren und langeren Haltes (75).



1.4. Ursachen und Auspragungen der Endoprothesenlockerung

Das wesentliche Problem der Endoprothetik ist — neben den seltenen akuten post- und
intraoperativen Komplikationen - die so genannte Endoprothesenlockerung. 5% bis 12% der
Prothesentréger entwickeln im Laufe von 10 Jahren Beschwerden des operierten Gelenks,
welche unter diesem Begriff zusammengefasst werden. Die Prothesen erscheinen auferlich
kaum locker, vielmehr leiden die Patienten unter Schmerzen, Bewegungseinschrankungen
und gegebenenfalls unter allgemeinen Entziindungszeichen (10, 64, 67).

Prinzipiell ist eine stetige Zunahme der durchschnittlichen Funktionsdauer von
Huftendoprothesen zu verzeichnen, da Materialien und Operationstechniken kontinuierlich
verbessert werden. Da Endoprothesen jedoch zunehmend auch jungen Menschen implantiert
werden und die Lebenserwartung allgemein steigt, ist damit zu rechnen, dass immer mehr
Patienten eine Endoprothesenlockerung erleben werden. Nach 20 Jahren sinkt die
Funktionsrate der Endoprothesen auf etwa 75% (39). Wie mehrere retrospektive
Untersuchungen nahe legen, scheint die zur Primdrimplantation fuhrende Grundkrankheit,
insbesondere im Vergleich von Arthrose gegeniiber chronischen Gelenkentziindungen, keinen

Einfluss auf die Prothesenstandzeit zu haben (55).

,»Aseptische* und ,,septische* Lockerung

Prothesen, die Schmerzen hervorrufen, werden klinisch und radiologisch untersucht (15, 127).
Bei gelockerten Endoprothesen sind osteolytische Spaltraume zwischen Implantat und
Knochen zu sehen (35). Diese Spalten sind ein Zeichen dafur, dass die feste Verankerung
zwischen Knochen und Prothese aufgehoben ist. Man geht davon aus, dass dadurch
Mikroschwingungen der Prothese ermoglicht werden, und dass diese Schwingungen fir die
Schmerzen verantwortlich sind (138). Je nachdem, ob dariber hinaus auch
Entziindungszeichen wie Rotung/Uberwarmung des Gelenks, subfebrile Temperaturen,
erhdhtes C-reaktives Protein im Serum oder erhohter Lymphozytengehalt im Blutbild
bestehen, wird der Begriff der ,aseptischen” oder ,septischen* Lockerung verwendet.
Eindeutige Kriterien einer so genannten septischen Lockerung sind die Aspiration eitrigen
Materials oder der Nachweis ausreichender Keimmengen bei der Punktion des Gelenks (11).
Die aseptische Lockerung tritt mit Gber 80% wesentlich haufiger auf (83).

Zwei Pathogenesemechanismen werden flr die aseptische Lockerung verantwortlich
gemacht: Zum einen entstehen bei der Belastung der Prothese Abriebprodukte aus
Polyethylen (PE), PMMA-Zement, Keramik oder Metall, die eine Stimulation von
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Makrophagen ausldsen, welche zu periprothetischen Osteolysen fuhren (42, 56, 63). Zum
anderen konnen ein Mangel an initialer Stabilitdt des Implantates und eine inadaquate
Belastung die suffiziente Osteointegration der Prothese verhindern, was besonders bei
unzementierten Prothesen ein wesentliches Problem sein kann (74).

Die septische Lockerung ist die Folge einer bakteriellen Infektion des periprothetischen
Gewebes. Diese kann entweder durch eine direkte Kontamination wahrend der
Primadroperation entstehen, oder es kommt zu einer sekunddren hamatogenen
Keimbesiedelung einer primar keimfrei implantierten Prothese im Rahmen einer Bakteridmie,
wie sie z.B. nach Zahnextraktion oder bei chronischen Hautulzerationen auftreten kann (20,
38, 59, 98). Von einer hdmatogenen Infektion wird ausgegangen, wenn die Beschwerden

spater als 2 Jahre nach der Primarimplantation eintreten.

Die periprothetische Lockerungsmembran

Beide Formen der Prothesenlockerung konnen letztlich nur durch eine Revisionsoperation
behandelt werden, bei der die alte Endoprothese entfernt und der Bereich zwischen altem
Implantat und Knochen ausgeschabt wird, bevor eine neue Prothese eingesetzt wird (14).
Sowohl bei der aseptischen als auch bei der septischen Prothesenlockerung hat sich ein
wechselnd breiter Bindegewebssaum zwischen Knochen und Prothese gebildet, welcher als
periprothetische Membran bezeichnet wird (44, 47). Dieses Gewebe wird im Rahmen der
Wechseloperation zur histopathologischen Untersuchung Ubersandt und zeigt je nach
Atiologie unterschiedliche Veranderungen, die zur Kliarung der Lockerungsursache
herangezogen werden konnten. VVon der periprothetischen Membran muss die so genannte
Neokapsel oder Neosynovialis abgegrenzt werden, welche sich um das kinstliche Gelenk
herum bildet. Diese besitzt zwar auch Kontakt zur Prothese, aber nicht zum Knochen und ist
daher nicht direkt fur die Osteolysen verantwortlich (Abb. 1). Das Neokapselgewebe kann
ebenfalls diagnostisch genutzt werden, da es mit dem periprothetischen Raum kommuniziert
(129) und die histologischen Veranderungen bei einem Patienten in beiden Geweben ahnlich
sind.

Bisher wurden mehrere, sehr detaillierte, auf die Anwendung in wissenschaftlichen Studien
ausgerichtete Systeme zur Quantifikation der einzelnen Elemente der Lockerungsmembran
vorgeschlagen (107), aber eine Ubersichtliche, in der Praxis problemlos anzuwendende
Konsensus-Klassifikation, die den Bedurfnissen der einsendenden Orthopaden und der
Pathologen gleichermalien gerecht wird, fehlte bislang. Die klinische Diagnostik der Ursache
der Endoprothesenlockerung ist jedoch unsicher und erfordert eine zuverlassige histologische
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Klarung, damit in Abhangigkeit von der Lockerungsursache ein adaquates Wechselregime
gewéhlt werden kann. Auflerdem kann die standardisierte Diagnostik der periprothetischen
Membran bestimmte, mdglicherweise ungeeignete Implantattypen identifizieren, die

zukinftig nicht mehr verwendet werden sollten.

Abb. 1. Radiologische Darstellung einer
Totalendoprothese zum Ersatz des rechten Hiiftgelenks.
Das Gewebe im Rot markierten Bereich zwischen
Knochen und Prothese wird als periprothetische
Membran bezeichnet. Im Blau markierten Bereich

befindet sich die Neosvnovialis.

1.5. Chitinase-1, ein potenzieller Marker der abriebinduzierten
Endoprothesenlockerung

Die humane Chitinase-1, alternativ auch als Chitotriosidase bezeichnet, ist ein Enzym aus der
Gruppe der Chitinasen (112). Diese sind in der Lage, die Spaltung der glykosidischen
Bindungen des Polysaccharids Chitin zu katalysieren (12). Phylogenetisch gesehen handelt es
sich um sehr alte Substanzen, die bereits in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vorkommen (9,
13). Beim Menschen wurden Chitinasen im Blut, in Chondrozyten, synovialen Deckzellen,
Magensaft und Tranenflissigkeit nachgewiesen (8, 49, 101). Humane Makrophagen
produzieren nach Stimulation mit Fremdkdrperpartikeln sowie unter Einfluss von Interferon-
gamma oder Tumornekrosefaktor-alpha vermehrt Chitinase-1 (77, 131). Eine stark erhthte
Enzymaktivat wurde bei Patienten mit der lysosomalen Speicherkrankheit Morbus Gaucher
gefunden, wofir sie mittlerweile als diagnostischer Marker etabliert wurde (52). Ebenso ist
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die Aktivitdt im Serum bei Patienten mit Sarkoidose, nicht jedoch mit Tuberkulose, erhoht
(7). In Meerschweinchen wurde eine verstarkte Chitinase-Enzymaktivitat nach systemischer
Infektion mit Pilzen festgestellt (99). Eine Relevanz der Chitinase-1 fiir das menschliche
Immunsystem ist dennoch fraglich. Es ist bekannt, dass bei 6% der Bevolkerung keinerlei
Enzymaktivitat nachweisbar ist, was jedoch keinen Krankheitswert zu besitzen scheint (13,
78). Diese Individuen leiden nicht haufiger unter Infektionskrankheiten als Menschen mit
erhaltener Enzymaktivitat. Der Enzymmangel beruht auf einer Duplikation von 24
Basenpaaren im Exon 10 des Chitinase-1-Gens, die zu einem funktionslosen Genprodukt
fihrt. 35% der Kaukasier sind heterozygot und 6% homozygot fir die mutierte Genvariante
(117), bei letzteren ist keine Enzymaktivitét im peripheren Blut nachweisbar.

Da die abriebinduzierter Endoprothesenlockerung von Makrophagen im periprothetischen
Spalt initiiert und perpetuiert wird, und da stimulierte Makrophagen mitunter in grof3en
Mengen Chitianase-1 sezernieren, war die Hypothese nahe liegend, dass bei Patienten mit
abriebinduzierter Lockerung die Chitianse-1 messbar erhoht sei, was maoglicherweise
diagnostisch genutzt werden kénnte. Die unter 3.5. dargestellten Genexpressionsprofile waren

ein Hinweis auf diese Vermutung.
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Ziele

Die Madglichkeiten der histopathologischen Diagnostik auf dem Gebiet der orthopédischen
Pathologie werden noch nicht hinreichend ausgeschdpft.
Zur Erhéhung der Aussagekraft der histologischen Analyse bei chronischen Gelenkerkran-
kungen sollten
e die geweblichen Veranderungen der Synovialmembran bei degenerativen und
rheumatischen Erkrankungen standardisiert erfasst und quantifiziert werden und
e die Korrelation zwischen diesen geweblichen Verdnderungen und den klinischen

Diagnosen evaluiert werden.

Um eine standardisierte und therapeutisch relevante histopathologische Diagnostik der
periprothetischen Membran zu ermdglichen, sollten
e die =zellulire Zusammensetzung der periprothetischen Membran gelockerter
Endoprothesen untersucht werden und
e darauf aufbauend ein Klassifikationssystem fir die diagnostische Routine entworfen

und dessen Validitat uberprift werden.

Zur Verbesserung der Friherkennung und zum besseren Verstandnis der Pathogenese der
Endoprothesenlockerung sollte
e periprothetisches Membrangewebe mittels Genexpressionsprofilen, RT-PCR und
Immunbhistologie auf eventuelle neue diagnostische Marker oder therapeutische
Angriffspunkte analysiert werden und
e die Eignung der Chitinase-1-Aktivitdtsmessung als Test zur Friherkennung einer
Endoprothesenlockerung evaluiert werden.
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Ergebnisse

Graduierung chronischer Synovialitiden

3.1.1. Synovialitis-Score: Ein neues histopathologisches Graduierungssystem
mit einer hohen diagnostischen Wertigkeit

Literatur: Krenn V*, Morawietz L*, Burmester GR, Kinne RW, Mueller-Ladner U, Muller
B, Haupl T. Synovitis-Score: Discrimination between chronic low-grade and high-grade
synovitis. Histopathology 2006;49:358-364.

* Beide Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

Zusammenfassung

Diese Studie basiert auf 559 Synovektomiepréparaten bzw. Synovialisbiopsaten, die zwischen
1998 und 2004 in den Universitatsklinika Wirzburg und Berlin zur histopathologischen
Untersuchung eingesandt worden waren. Die Proben reprasentierten das Spektrum der
h&aufigsten klinischen Diagnosen: Arthrose (n=212), rheumatoide Arthritis (n=246),
Psoriasisarthritis (n=22), reaktive Arthritis (n=9), posttraumatische Arthritis (n=21) und

gesunde Kontrollen (n=49).

Es zeigte sich, dass eine semiquantitative Gradierung der morphologischen Veranderungen
am besten nach der in Tabelle 1 der angefligten Publikation dargestellten Einteilung
durchzuftihren war, welche in einem Score resultiert, der von null bis neun Punkten reicht.
Zwei unabhédngige Befunder erzielten weitgehend Ubereinstimmende Befunde, der
Korrelationskoeffizient zwischen beiden betrug nach Pearson r=0,941.

Die Medianwerte der Scores betrugen flr die Kontrollproben 1, Arthrose 1, posttraumatische
Arthropathie 2, Psoriasisarthritis 3,5, und fur die reaktive und die rheumatoide Arthritis
jeweils 5 Punkte. Die statistische Analyse zeigte, dass die Gruppe der primar entzlindlichen
Erkrankungen Psoriasisarthritis, reaktive und rheumatoide Arthritis signifikant hohere Scores

ergaben als die nicht-entziindlichen Proben. Fasste man diese Gruppen zusammen, so lagen
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die Scores der primér entzindlichen Erkrankungen in 192 von 277 Féllen (69,3%) zwischen
Werten von funf bis neun und in 85 Féllen (30,7%) zwischen null und vier, wahrend die
Scores der nicht-entziindlichen Proben in 270 von 282 Fallen (95,7%) zwischen null und vier
und in 10 Fallen (4,3%) zwischen funf und neun betrugen. Legte man eine Grenze zwischen
vier und flinf Punkten, so betrugen Sensitivitadt und Spezifitat des Synovialitis-Scores fur die

Diagnose primar entziindlicher Gelenkerkrankungen 69,3% bwz. 95,7%.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass der vorgeschlagene Synovialitis-Score eine
standardisierte Graduierung chronischer Synovialitiden ermdglicht und dass Scorewerte ab
fiinf von neun Punkten fur eine Erkrankung aus dem rheumatischen Formenkreis sprechen,
wéhrend Scorewerte von unter finf Punkten die Diagnose einer degenerativen

Gelenkerkrankung favorisieren.
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3.1.2. Validierung der semiquantitativen Befunderhebung des Synovialitis-
Scores durch computerassistierte Bildanalyse

Literatur: Morawietz L*, Schaeper F*, Schroeder JH, Gansukh T, Baasanjav N, Krukemeyer
MG, Gehrke T, Krenn V. Computer-assisted validation of the synovitis score. Virchows Arch
2008; Epub Feb 19

* Beide Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

Zusammenfassung

Aus dem zuvor beschriebenen Kollektiv wurden 71 Félle ausgewdhlt, die einer
computerassistierten Bildanalyse (CABA) zugefuhrt wurden. Die Félle deckten das Spektrum
niedrig- und hochgradiger Entziindungen ab und stammten sowohl von degenerativen als auch
primér entzundlichen Erkrankungen. Mittels CABA wurde die Breite der synovialen
Deckzellschicht in um an zehn verschiedenen Lokalisationen innerhalb einer Probe gemessen,
und die Zellen des synovialen Stromas und des entziindlichen Infiltrats wurden jeweils pro
Gesichtsfeld bei hundertfacher VergroRerung ausgezahlt und die arithmetischen Mittelwerte

fiir jeden Fall gebildet.

Die Deckzellschichtdicken betrugen zwischen 6,2 und 73,3um mit einem arithmetischen
Mittel von 29,7um, die Anzahl der Stromazellen lag zwischen 9,9 und 125,4 (Mittel 50,8) pro
Gesichtsfeld, und die der Entziindungszellen zwischen 0 und 392,2 (Mittel 169,1).

Um diese Messwerte von metrischen Skalenniveaus mit den semiquantitativen Scores der
Pathologen vergleichbar zu machen, wurde jeweils die Spannweite der Werte bestimmt, durch
vier dividiert und so die Grenzen fir die Score-Punktzahlen festgelegt. Dann wurde die
Summe der drei Kriterien analog zum Synovialitis-Score ermittelt und mit diesem verglichen.
In 20 der 71 Falle (28%) stimmten die aus der CABA hervorgehenden Scores mit denen der
Pathologen genau Uberein, in weiteren 20 Fallen gab es eine Diskrepanz von +/- einem Punkt
und in 31 Féllen (44%) war die Abweichung groRer als ein Punkt, mit einer hochsten
Abweichung von funf Punkten in zwei Fallen. Die Unterschiede waren — wenngleich in
einzelnen Fallen deutlich —statistisch nicht signifikant, die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug
nach dem Wilcoxon-Test p=0,543. Der Korrelationskoeffizient zwischen den durch CABA

und durch die Pathologen ermittelten Scores betrug nach Spearman r=0,725.
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Um die Ursachen fur die Abweichungen zu ermitteln, wurden die Korrelationskoeffizienten
fiir die drei Kriterien des Scores getrennt bestimmt, diese betrugen r=0,458 fiir die Evaluation
der Deckzellschichtdicke, r=0,525 fiir den Stromazellgehalt und r=0,733 fiir die Dichte des
entzliindlichen Infiltrats. Die grofiten Diskrepanzen traten offenbar bei der richtigen
Bewertung der Deckzellschichtdicke auf. Daher wurde in einem zweiten Untersuchungsgang
die Breite der Deckzellschicht von einem Pathologen nicht semiquantitativ eingeschatzt,
sondern ausgezahlt. Dies ergab mit r=0,921 eine deutlich bessere Korrelation.

Die durch die CABA ermittelten Synovialitis-Scores wurden nach Diagnosen unterteilt, wobei
sich die Scores unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Kontroll- und den
Arthroseproben (p=0,484), jedoch hochsignifikant zwischen diesen Gruppen und der
rheumatoiden Arthritis (jeweils p=0,000).

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass die semiquantitative
Erhebung des Synovialitis-Scores durch einen Pathologen von der computerassistierten
Bildanalyse objektiviert und bestatigt wird. Die Evaluation der Verbreiterung der synovialen
Deckzellschicht sollte jedoch verbessert werden, indem der Pathologe die Zelllagen an zehn

Lokalisationen auszahlt und das arithmetische Mittel bildet.
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Klassifikation der periprothetischen Membran gelockerter
Endoprothesen

3.2.1. Anhand histopathologischer Charakteristika lassen sich vier Typen der
periprothetischen Membran unterscheiden

Literatur: Morawietz L, Classen RA, Schroder JH, Dynybil C, Perka C, Skwara A, Neidel J,
Gehrke T, Frommelt L, Hansen T, Otto M, Barden B, Aigner T, Stiehl P, Schubert T, Meyer-
Scholten C, Konig A, Strobel P, Rader ChP, Kirschner S, Lintner F, Ruther W, Bos I,
Kriegsmann J, Hendrich C, Krenn V. Proposal a histopathological consensus classification of
the periprosthetic interface membrane. J Clin Pathol 2006;59:591-597

Zusammenfassung

Gegenstand der Untersuchung waren periprothetische Membranen von 370 Patienten, die im
Rahmen von Prothesen-Wechseloperationen in den Jahren 2002 bis 2005 an der ENDO-
Klinik Hamburg, dem Universitatsklinikum Munster und der Charité Universitatsmedizin
Berlin entnommen worden waren. Diese wurden histomorphologisch untersucht, und in 242
Fallen wurde eine Kkulturelle mikrobiologische Untersuchung des Membrangewebes

durchgefiihrt.

94,9% der Proben wiesen auswertbares periprothetisches Membrangewebe auf. Bei der
Durchsicht wurde festgestellt, dass sich diese anhand weniger, eindeutiger Kriterien in vier
Typen klassifizieren lassen:

Typ I, abriebinduzierter Typ: Das Membrangewebe ist von Makrophagen und multinukledren
Riesenzellen vom Fremdkorpertyp durchsetzt. Im Zytoplasma dieser Zellen fanden sich
Fremdkorperpartikel, die sich als Abrieb der Prothesenbestandteile (Knochenzement,
Kontrastmittel, Polyethylen, Metall oder Keramik) identifizieren lielen. Neutrophile
Granulozyten kamen nur sehr vereinzelt vor. Typ | machte mit 54,3% den grofiten Teil des
Kollektivs aus.

Typ 11, infektioser Typ: Dieser zeichnete sich durch ein Granulationsgewebe aus, in dem

uberwiegend Kapillarproliferate, Fibroblasten, Lymphozyten, Plasmazellen und insbesondere
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neutrophile Granulozyten vorkamen. Die neutrophilen Granulozyten wurden als wesentlich
fir die Diagnose dieses Typs angesehen. Der Frage, ab welcher Dichte von neutrophilen
Granulozyten dieser Typ zu diagnostizieren ist, widmete sich eine eigene Studie, welche in
Kapitel 3.7. wiedergegeben wird. Typ Il war mit 19,7% der zweithaufigste Typ.

Typ 111, Mischtyp: Dieser wies sowohl Areale auf, die dem Typ | entsprachen, als auch
Abschnitte, die die Kriterien fiir Typ Il erfiillten. Dies machte 5,4% der Félle aus.

Typ IV: Dieser Typ wurde als ,,Indifferenztyp®, bzw. in der englischsprachigen Publikation als
»indeterminate type* bezeichnet, weil er weder Abriebpartikel oder eine Fremdkorperreaktion
noch Granulationsgewebe oder neutrophile Granulozyten erkennen liel. Diese Proben
bestanden lediglich aus einem mittelgradig zelldichten kollagenen Bindegewebe, welches an
der Oberflache teilweise von einer schmalen synovialisahnlichen Deckzellschicht Gberkleidet
oder mit einem zarten Fibrinsaum bedeckt war. Typ IV wurde in 154% der Félle
diagnostiziert.

87,1% bzw. 85% der Félle wurden von zwei bzw. drei unabhdngigen Untersuchern
Ubereinstimmend klassifiziert. Dissens zwischen verschiedenen Untersuchern bestand
meistens daruber, ob ein Fall als Typ | oder IV bzw. als Typ Il oder 111 zu klassifizieren sei.

In 89,7% der Félle korrelierte die histologische Typsieriung mit dem mikrobiologischen
Befund, wahrend in 5,6% trotz kulturellen Keimnachweises histologisch ein nicht-infektioser
Typ (Typ | oder 1V) vorlag, und in 4,7% trotz negativen mikrobiologischen Befunds die
Histologie fur eine Infektion sprach (Typ Il oder I11).

Die durchschnittlichen Prothesenstandzeiten unterschieden sich zwischen den vier
histologischen Typen signifikant (p=0,000) und betrugen beim abriebinduzierten Typ 10,1
Jahre, beim infektitsen Typ 3,2, beim Mischtyp 4,5 und beim Indifferenztyp 5,4 Jahre.

Der abriebinduzierte Typ war mit 65,1% gegenuber 46,7% signifikant haufiger (p=0,000) bei
den zementierten Prothesen, wéhrend der Indifferenztyp mit 24,3% gegenuber 10,1%

signifikant 6fter (p=0,000) bei den unzementierten Prothesen auftrat.

Zusammenfassend wurden mit dieser Arbeit erstmals Kriterien fiir die histopathologische
Diagnostik der periprothetischen Membran gelockerter Endoprothesen definiert und vier
Typen der periprothetischen Membran voneinander unterschieden. Der Indifferenztyp (Typ
IV) wurde dabei erstmals beschrieben. Zusatzlich zur histopathologischen Charakterisierung
wurden auch die Haufigkeit dieser Typen und ihre Korrelation zur Prothesenstandzeit, zur

Zementierung der Prothesen und zu mikrobiologischen Befunden beschrieben.
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3.2.2. Mdglichkeiten und Grenzen der Lockerungsmembrandiagnostik im
intraoperativen Schnellschnitt

Die folgenden Ergebnisse einer noch nicht abgeschlossenen Arbeit finden sich nicht in einer

der eingefiigten Publikationen, sollen aber dennoch zusammenfassend dargestellt werden.

Da die infektiose und die nicht-infektiose Prothesenlockerung andere postoperative und
teilweise auch andere operative Vorgehensweisen verlangen, kénnte einer intraoperativen
Schnellschnittdiagnostik der periprothetischen Membran eine besondere Bedeutung
zukommen, die die kulturelle mikrobiologische Untersuchung nie erlangen kann. Die im
Schnellschnitt  Ublicherweise  angefertigten ~ Gefrierschnitte  unterscheiden  sich
histomorphologisch allerdings erheblich von den formalinfixierten, paraffineingebetteten

Proben, wie in Abb. 2 gegenlibergestellt wird.

Abb. 2: Im Gefrierschnitt (links) weisen viele mechanisch alterierte Zellkerne eine
granulozytenahnliche Morphologie auf (Pfeile). Erst am formalinfixierten, paraffineingebetteten
Praparat desselben Falls (rechts) lasst sich erkennen, dass es sich um Makrophagen (schwarze
Pfeile), Fibroblasten (weil3e Pfeile) und Lymphozyten (blaue Pfeile) handelt. HE, Originalvergréerung
400fach.

Deshalb wird untersucht, ob sich die unter 3.3. dargestellte Klassifikation der
Lockerungsmembran unter Schnellschnittbedingungen anwenden lasst. Hierzu werden am
Charité Campus Mitte bei Prothesen-Revisionsoperationen die periprothetischen Membranen
ins Schnellschnittlabor eingesandt und in der Ublichen Weise untersucht: Von einer
Gewebefraktion von ca. 25x25x5mm wird ein Gefrierschnitt angefertigt, das restliche
Gewebe wird formalinfixiert, anschlieBend komplett eingebettet, und vom Paraffinmaterial

werden HE-Schnittpraparate angefertigt.
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Bisher wurden auf diese Art 46 Falle bearbeitet. Alle Proben waren in der endgultigen
Paraffinhistologie klassifizierbar. Am Gefrierschnitt allerdings konnte sich der Autor in elf
Fallen (24%) nicht auf eine Diagnose festlegen, da die technischen Artefakte zu ausgepragt
waren, um die diagnostisch relevanten Zelltypen eindeutig zu identifizieren. VVon den ubrigen
35 Fallen wurde zehnmal am Gefrierschnitt ein infektiéser Typ diagnostiziert, was sich am
Paraffinmaterial in allen Fallen bestatigte. 15 Mal wurde zundchst ein abriebinduzierter Typ
festgestellt, wovon sich spéter je ein Fall als infektioser Typ, Mischtyp und Indifferenztyp
herausstellte. Zehn Falle wurden am Gefrierschnitt als Indifferenztyp befundet, wovon in
sechs Féllen die Diagnose zum abriebinduzierten Typ geéndert wurde. Zusammenfassend
wurde in 26 von 46 Féllen (57%) die Schnellschnittdiagnose am Paraffinmaterial vollkommen
bestétigt, wahrend in 11 Fallen im Schnellschnitt keine Diagnosefestlegung erfolgte und in 9
Fallen die Schnellschnittdiagnose spéater revidiert wurde. Allerdings kam es fur die
therapeutisch relevante Frage, ob Anhalt fiir eine Infektion bestand (Typ Il oder 1) oder
ausgeschlossen werden konnte (Typ | oder 1V), nur zweimal zu einer Diskrepanz zwischen
Schnellschnitt- und endgltigem Befund, so dass fiir diese Frage unter Beriicksichtigung der
neun im Schnellschnitt nicht entscheidbaren Befunde in 76% der Félle eine definitive
Diagnose gestellt wurde.

31 Gefrierschnitte wurden von einem zweiten Pathologen untersucht. Dieser hielt nur einen
Fall fur nicht beurteilbar, kam jedoch in acht Fallen (27%) zu abweichenden Klassifikationen

zwischen Schnellschnitt- und Paraffinmaterial.

Eine Diskussion dieser Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.2.

Zusammenfassend zeigen diese prélimindren Daten an einem noch zu vergroRernden
Patientenkollektiv, dass die histopathologische Diagnostik der periprothetischen Membran als
intraoperativer Schnellschnitt durchaus mdglich ist. Allerdings ist durch die fir
Gefrierschnitte typischen Artefakte die Beurteilbarkeit eingeschrankt. Etwa ein Viertel aller
Falle ist als Schnellschnitt nicht eindeutig beurteilbar, und es ist vorzuziehen, in solchen
Fallen keine intraoperative Diagnose zu stellen, da ansonsten die Moglichkeit besteht, dass

diese nachtréaglich revidiert werden muss.
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3.2.3. Mittels Immunhistologie wird erstmals ein optimaler Grenzwert fur die
Anzahl neutrophiler Granulozyten zur Diagnose einer infektiGsen
Prothesenlockerung bestimmt

Literatur: Morawietz L*, Tiddens O*, Mueller M, Tohtz S, Gansukh T, Schroeder JH, Perka
C, Krenn V. 23 neutrophil granulocytes in ten high-power fields is the best histopathological
threshold to differentiate between aseptic and septic endprosthesis loosening. Histopathology
in press

* Beide Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

Zusammenfassung

Zur genaueren Festlegung der Kriterien fur die Diagnose einer periprothetischen Membran
vom infektidsen Typ wurden 147 Félle aus dem in Kapitel 3.4. beschriebenen Kollektiv
ausgewahlt. Ein mikrobiologischer Befund lag von allen Proben vor. Die Anzahl PAS-
positiver bzw. CD15-positiver neutrophiler Granulozyten wurde in je zehn Gesichtsfeldern
ausgezahlt.

Mittels CD15-Immunhistologie wurden signifikant (p=0,000, Wilcoxon-Test) mehr
neutrophile Granulozyten dargestellt als in der PAS-Farbung.Im Vergleich mit der
urspriinglichen Klassifikation der Proben, welche an den HE-Schnitten erfolgt war, zeigte die
immunhistologisch bestimmte Granulozytenzahl eine gute Ubereinstimmung dahingehend,
dass bei den als abriebinduziert klassifizierten Fallen im Mittel lediglich 2,3 Zellen, beim
infektiésen Typ hingegen 65,4 und beim Mischtyp 42,6 Granulozyten ausgezahlt wurden.

In den Proben, in denen mikrobiologisch Bakterien nachgewiesen wurden, war die Anzahl
CD15-positiver Zellen mit durchschnittlich 60,4 signifikant (p=0,000) hoher als in den Proben
ohne Keimnachweis (arithmetisches Mittel 5,8). Ahnlich fiel der Vergleich zwischen
Histologie und klinischem Bild aus: In den Féllen, die fur nicht-infektios gehalten wurden,
war die Granulozytenzahl mit durchschnittlich 5,2 signifikant (p=0,000) niedriger als in den
Féllen, die verdachtig auf eine Infektion waren (25,9 Granulozyten) und in denen, die als
sicher infektios galten (62,4).

Angesichts des Verlaufs der ROC-Kurve wurde ein optimaler Grenzwert von 23 CD15-

positiven Granulozyten in 10 Gesichtsfeldern ermittelt, bei dem bezogen auf den
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mikrobiologischen Befund als bisherigen Goldstandard die Histologie eine Sensitivitat von
73% und eine Spezifitat von 95% erreichte. Bezogen auf die klinische Verdachtsdiagnose lag
der optimale Grenzwert ebenfalls bei 23 Zellen und fiihrte dabei zu einer Sensitivitat von 77

und einer Spezifitat von 97%.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Quantifizierung von neutrophilen Granulozyten
zur  zuverldssigen  Unterscheidung  zwischen infektioser und  nicht-infektidser
Prothesenlockerung geeignet ist. Als optimaler Grenzwert fur die Diagnose eines infektidsen
Typs der periprothetischen Membran wurden mindestens 23 neutrophile Granulozyten in

insgesamt zehn Gesichtsfeldern ermittelt.
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Molekularbiologische Charakterisierung der periprothetischen
Membran

3.3.1. Untersuchung und Validierung von Genexpressionsprofilen der
abriebinduzierten und infektiosen periprothetischen Membran

Literatur: Morawietz L*, Gehrke T*, Frommelt L, Gratze P, Bosio A, Moller J, Gerstmayer
B, Krenn V. Differential gene expression in the periprosthetic membrane: lubricin as a new

possible pathogenetic factor in prosthesis loosening. Virchows Arch 2003;443:57-66.

Guenther R*, Morawietz L*, Friederich M, Gehrke T, Frommelt L, Schroder JH, Krenn V.
Expression of CD9, CD11b, CD18, CD52 and PDGFR-beta in the interface membrane of
loose endoprostheses. Pathol Res Pract 2005;201:435-42

* Beide Autoren haben zu gleichen Teilen zu den Arbeiten beigetragen.

Zusammenfassung

Nachdem mit der unter 3.3. beschriebenen Studie die unterschiedlichen Typen der
periprothetischen Membran definiert worden waren, sollten diese mit molekularbiologischen
Methoden nédher charakterisiert werden. Mittels Genexpressionprofilen wurde nach
Markergenen gesucht, welche charakteristisch fir den abriebinduzierten oder den infektidsen
Typ waren und damit der diagnostischen Unterscheidung dienen und die Pathogenese der
Prothesenlockerung erklaren konnten. Auferdem wurden potenzielle Marker zur
Friherkennung einer inzipienten Lockerung und Ansatzpunkte fur eine nicht-chirurgische
Therapie gesucht. Die Validitat der Microarray-Technik sollte mittels RT-PCR,

Immunbhistologie und in-situ-Hybridisierung untersucht werden.

In  diesen aufeinander aufbauenden  Untersuchungen  wurden  zundchst die
Genexpressionsprofile von drei Féllen abriebinduzierter mit zwei Féllen infektioser
Huftgelenksendoprothesenlockerungen, die im Jahre 2002 an der ENDO-KIlinik Hamburg
revidiert wurden, analysiert. Die Validierung der Microarray-Ergebnisse mittels RT-PCR und
Immunhistologie wurde an 16 Féllen abriebinduzierter und 20 Fallen infektioser Huft- und
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Kniegelenksendoprothesenlockerungen durchgefuhrt, die zwischen 2002 und 2004 an der
ENDO-KIinik und der Charité Universitdtsmedizin Berlin revidiert wurden.

Die verwendeten cDNA-Microarrays (PIQOR rheumatology array, Memorec Stoffel GmbH,
Kdln) enthielten Oligonukleotide fur 820 immunologisch relevante Gene. VVon diesen wurden
569 mindestens in einem Fall detektiert, pro Chip wurden zwischen 290 und 510 Gene
detektiert, im Mittel 411. Zwischen 54 und 172 Gene (arithmetisches Mittel 120) zeigten pro
Array eine zumindest zweifache, und davon 5 bis 53 (im Mittel 26) eine flinffache
differenzielle Expression.

In der Typ-1-Membran dominierten Gene, die sich durch die grofiere Anzahl an Makrophagen
erklaren lieRen, zum Beispiel CD 11b, CD 18 und CD 68, wahrend in der Typ-I1-Membran
verstarkt die Gene exprimiert waren, die mit Bindegewebsneubildung assoziiert sind, wie
diverse Kollagentypen, Thrombospondin 2 oder PDGFR-beta.

Pathogenetisch interessant erschien eine starke differenzielle Expression von Megakaryocyte
stimulating factor. Das msf Gen kodiert auch fir das Splice-Produkt Lubricin, welches
physiologisch von synovialen Fibroblasten sezerniert wird und als wesentlicher Faktor fur die
Gleiteigenschaften der Gelenkflussigkeit identifiziert wurde. Darauf basierte die Hypothese,
dass sich moglicherweise in der abriebinduzierten Prothesenlockerung eine synovialiséhnliche
Deckzellschicht bildet, welche Lubricin sezerniert, das die feste Verankerung zwischen

Knochen und Implantat aufhebt und damit zur Prothesenlockerung beitrégt.

Die Gene CD9, CD11b, CD18, CD52 und PDGFR-beta wurden zur Validierung ausgewahit.
Die RNA aller Gene wurde mittels RT-PCR in allen Proben sowohl des abriebinduzierten als
auch des infektiosen Typs nachgewiesen. Die Banden fur CD9, CD11b und CD52 waren in
den infektiésen Proben deutlich schwécher als in den abriebinduzierten Proben, was die
mittels Microarray festgestellte geringe Expression in diesem Membrantyp bestatigte.

Immunhistologisch wurde die differenzielle Expression von CD9, CD11b, CD52 und
PDGFR-beta auf Proteinebene validiert. Die differenzielle Genexpression von CD18 fand

immunbhistologisch jedoch keine Entsprechung.

Zusammenfassend zeigten diese Arbeiten, dass der abriebinduzierte und der infektiose Typ
der periprothetischen Membran sich auch auf molekularer Ebene eindeutig unterscheiden
lassen, und dass die Genexpressionsprofile weitgehend zuverlassige Daten lieferten, die sich

mit etablierten Methoden fiir die Mehrzahl der Gene validieren lieRRen.
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3.3.2. Die Relevanz der Chitinase-1 fiir die Pathogenese und Friiherkennung der
Endoprothesenlockerung

Literatur: Morawietz L*, Weimann A*, Schroeder JH, Kuban RJ, Ungethuem U, Kaps C,
Slevogt H, Gehrke T, Krukemeyer MG, Krenn V. Gene expression in endoprosthesis

loosening: Chitinase activity for early diagnosis? J Orthop Res 2008;26:394-403

* Beide Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

Zusammenfassung

Die Genexpressionsprofile von jeweils funf Fallen abriebinduzierter und infektidser
Huftgelenksendoprothesenlockerungen wurden mittel HG U133 A Microarrays (Affymetrix)
erstellt. Die Validierung der Microarray-Ergebnisse mittels RT-PCR wurde an 30 weiteren
Fallen durchgefuhrt.

826 Gene zeigten eine zumindest zweifache differenzielle Expression. Anhand der H6he der
differenziellen Expression und ihrer modglichen Relevanz fur die Endoprothesenlockerung
wurden hiervon 11 Gene zur Validierung mittels quantitativer RT-PCR an 30 weiteren
Lockerungsmembranen ausgewahlt. Fir alle 11 Gene konnte die differenzielle Expression
validiert werden, darlber hinaus ermoglichte die RT-PCR durch den Vergleich mit dem
mitgefuhrten Haushaltsgen GAPDH eine ungefdhre Beurteilung der absoluten
Expressionsstarke. Beispielsweise zeigte E-Cadherin zwar eine etwa neunfache differenzielle
Expression, aber sie entsprach in den abriebinduzierten Membranen nur 0,99% und in den
infektiésen Membranen 0,10% der GAPDH-Epxression, was sich dadurch erkldren lasst, dass
E-Cadherin nur fiir Epithelzellen relevant ist und daher in den aus Bindegewebe bestehenden
periprothetischen Membranen kaum exprimiert wird.

Das Gen flr Chitinase 1 wies in der RT-PCR eine 290%ige Expression gegeniiber GAPDH in
den abriebinduzierten und eine 9,8%ige Expression in den infektiésen Lockerungsmembranen
auf (p=0,0000). Daraus folgte die Hypothese, dass entweder die Chitinase bei der
abriebinduzierten Lockerung eine pathogenetische Rolle spielt und das Gen daher
heraufreguliert wird, oder dass es bei einem Teil der Patienten zu einem — mdglicherweise
durch die in Kapitel 1.5. beschriebene Mutation bedingten — Chitinase-Verlust kommt, der fir
eine erhohte Suszeptibilitat fir periprothetische Infektionen verantwortlich ist.
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Daher wurde an 305 Patienten im peripheren Blut der Chitinase-1-Genotyp bestimmt, davon
verfiigten 65,6% Uber zwei Allele des intakten Wildtyps, 31,8% waren heterozygot und 2,6%
homozygot firr die bekannte 24-Basenpaar-Mutation in Exon 10 des Chitinase-1-Gens. Die
Chitinase-Enzymaktivitat im Blut war zwischen diesen drei Gruppen signifikant verschieden
(p<0,001), jedoch bestand keine Korrelation zwischen Chitinase-1-Genotyp und Status der
Endoprothese (p=0,516). Insbesondere wies von 16 Patienten mit histologisch und
mikrobiologisch nachgewiesener infektiéser Lockerung kein einziger die homozygote
Mutation auf (heterozygot 44%). Die oben aufgestellte Hypothese, dass Patienten mit einer
Mutation des Chitinase-Gens besonders haufig an einer periprothetischen Infektion erkranken,

konnte somit nicht bestatigt werden.

In 313 Patienten wurde die Chitinase-1-Enzymaktivitat im Serum gemessen, um zu kléren, ob
die hohe RNA-Expression in den abriebinduzierten Lockerungsmembranen zu einer
Anreicherung des Enzyms im Blut fihrt. Zwischen den beiden Patientengruppen mit
abriebinduzierter bzw. infektioser Lockerung (Mittelwert 95,9 nmol/h/mL bzw. 43,8
nmol/h/mL) bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,144). Wenn in die zweite Gruppe
nicht nur die infektiésen, sondern auch die beschwerdefreien Prothesentrdger sowie die
Kontrollpersonen einbezogen wurden (Mittelwert 40,0 nmol/h/mL), zeigte sich eine
signifikant (p=0,001) hohere Enzymaktivitdt bei den Patienten mit abriebinduzierter
Prothesenlockerung gegenuber allen anderen Patienten. Daher wurde, dieser Parameter als
Bluttest flr die Diagnose einer abriebinduzierten Lockerung in Erwdgung gezogen. Wenn der
Grenzwert anhand der Receiver-Operating-Characteristics Kurve auf 60 nmol/h/mL optimal
festgelegt wurde, ergaben sich fur diesen diagnostischen Test eine Korrektklassifikationsrate
von 80%, eine Spezifitat von 83% und ein negativer Vorhersagewert von 92%, jedoch waren

die Sensitivitat mit 52% und der positive Vorhersagewert mit 24% sehr gering.

Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass der abriebinduzierte und der infektiose Typ der
periprothetischen Membran sich hinsichtlich ihrer Genexpression deutlich von einander
unterscheiden. Ferner wurde gezeigt, dass die Abriebreaktion im periprothetischen Gewebe zu
einer messbaren, signifikanten Erhthung der chitinolytischen Enzymaktivitat im Serum fihrt,
wobei diese Messung dennoch nicht ausreicht, um als Diagnostikum zur Friiherkennung einer

Prothesenlockerung eingesetzt zu werden, weil die Sensitivitat und Spezifitat zu gering sind.
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Diskussion

4.1. Ein neues Graduierungssystem zur histopathologischen
Differenzialdiagnostik chronischer Synovialitiden

In der Pathologie ist es — wie in anderen Fachbereichen der Medizin auch — ublich, die
Diagnosen anhand von im Konsens festgelegten Standards abzufassen. Dies gilt insbesondere
fir maligne Tumorerkrankungen, deren Entitdten in Arbeitsgruppen unter dem Dach der
WHO und deren Stadieneinteilungen von der UICC definiert und systematisiert werden (122,
136). Solche Standards haben die Vorteile, dass Befunde von Arzten auf der ganzen Welt
verstanden werden kénnen, dass sie untereinander vergleichbar sind, und dass die Pathologen
relativ klare Richtlinien und Kriterien haben, die ihnen die Diagnosestellung ermdglichen.
Der moglicherweise auftretende Nachteil, dass individuelle Besonderheiten eines Tumors
verloren gehen, wenn eine Diagnose in ein zu starres Schema gepresst wird, kann dadurch
umgangen werden, dass weitergehende Informationen in einem Diagnosekommentar angeflgt
werden. Diese Vorgehensweise hat sich spatestens seit der neunten Revision der International
Classification of Diseases 1976 und der ersten Version der TNM-Klassifikation 1987 bewahrt
(27).

Auch fiir nicht-tumordse Erkrankungen wurden Klassifikationssysteme vorgeschlagen, die in
den Kklinischen Alltag Einzug gefunden haben. Bekannte Beispiele hierfur sind die so
genannte ABC- oder Sydney-Klassifikation der Gastritiden, die Banff-Klassifikation der
Transplantatrejektionen oder die Klassifikation der interstitiellen Lungenerkrankungen (36,
43, 123). Diese Systeme werden von Klinikern wie Pathologen gleichermalen akzeptiert und
angewandt.

Chronische Gelenkerkrankungen kdnnen schwierig zu diagnostizieren sein, da sich zum einen
viele verschiedene, auch systemische Erkrankungen in den Gelenken manifestieren und zum
anderen die Symptome, die radiologischen und Laborbefunde bei einer Krankheitsentitat sehr
unterschiedlich ausgepragt sein kdénnen. Dies gilt auch fiur die histopathologischen Befunde,
denn nur selten manifestieren sich Gelenkerkrankungen mit spezifischen, als ,,typisch®
angesehenen Charakteristika wie rheumatoiden Granulomen, Kristalldepositionen oder
Detritusfragmenten. Die grolRe Mehrzahl der Falle — in Publikationen wird von 90% berichtet,

aber der eigenen Erfahrung nach liegt der Anteil noch hoher — zeigt jedoch lediglich

29



uncharakteristische Veranderungen (37, 81). Es erschien angebracht, auch diese Befunde zu
wirdigen und durch ein standardisiertes Graduierungssystem zu erfassen. Damit sollten inter-
und intraindividuelle Interpretationsschwankungen der Pathologen weitgehend eliminiert,
Klinikern und Pathologen eine gemeinsame Basis gegeben, eine Mdglichkeit zur Erfassung
des zeitlichen Krankheitsverlaufs bei einem Patienten und zum Vergleich verschiedener
Patienten — beispielsweise im Rahmen klinischer Studien — geschaffen sowie ein weiterer
Baustein zur Sicherung der Diagnose gegeben werden.

Mit den unter 3.1.1. dargestellten Kriterien wurde der Synovialitis-Score vorgeschlagen, um
diese Anforderungen zu erfillen. Zwischen zwei unabhé&ngigen Untersuchern zeigte sich eine
vollstandige Ubereinstimmung der Befunde in 66,2% und eine Abweichung um maximal
einen Punkt auf einer Skala von null bis neun Punkten in 94,8% der Falle (69, 73). Die
Reproduzierbarkeit entsprach somit beispielsweise der des Gleason-Gradings des
Prostatakarzinoms oder der Dysplasie-Graduierung der Bronchialschleimhaut oder der
Vulvaschleimhaut (1, 97, 110). Daher wurde die Reproduzierbarkeit als gut geeignet flir einen
diagnostischen Test erachtet.

Die Reliabilitdt des Synovialitis-Scores wurde zudem durch eine computerassistierte
Untersuchung objektiviert. Der Korrelationskoeffizient fiir die Ubereinstimmung von
menschlichem Untersucher und computerisierter Bildanalyse betrug r=0,725. Die
computerassistierte Gradierung ergab die gleichen signifikanten Unterschiede zwischen
degenerativen und entziindlichen Gelenkerkrankungen wie zuvor beschrieben (92).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Scorewerte mit den klinischen Diagnosen
korrelierten (69, 73). So wiesen die untersuchten Erkrankungen aus dem Formenkreis der
chronischen Gelenkentziindungen (RA, PsA, ReA) signifikant hohere Synovialitis-Scorewerte
auf (p<0,001) als die Synovialmembranen von Patienten mit Arthrose, Zustand nach Trauma
oder ohne Gelenkerkrankung. Eine genaue Diagnosestellung ohne Kenntnis klinischer
Befunde war jedoch nicht moglich, da sich die Scorewerte zwischen verschiedenen
degenerativen Lasionen oder innerhalb der primér entzindlichen Erkrankungen nicht
signifikant unterschieden und die histomorphologischen Charakteristika &hnlich ausgepragt
waren. Der Score machte aber eine Stratifizierung der histopathologischen Befunde in
niedriggradige und hochgradige Entzindungen moglich, wobei letztere mit einer Sensitivitat
von 69,3% und einer Spezifitat von 95,7% fiir die Diagnose einer chronisch-entzindlichen
Gelenkerkrankung sprach (69, 71-73).

Diese Daten basierten auf retrospektiven Studien, bei denen das Gewebe von Patienten mit
klinisch bekannten Diagnosen stammte. Limitierend war, dass die Patienten vor der
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Probennahme nach unterschiedlichen Therapieregimes mehr oder weniger intensiv
anbehandelt waren, so dass insbesondere bei den chronischen Gelenkentziindungen davon
ausgegangen werden musste, dass keine natives, sondern ein verandertes, moglicherweise
abgeschwachtes histologisches Krankheitsbild vorlag. Der tatsdchliche Nutzen des
Synovialitis-Scores muss sich in der prospektiven klinischen Anwendung noch bestatigen.
Hierzu wurden bereits Biopsate, die anhand des Scores graduiert wurden, in experimentellen
Studien eingesetzt und lieferten eine standardisierte Basis zur Interpretation der Ergebnisse,
beispielsweise von Genexpressionsanalysen (16, 105). Auch wurden bereits Kasuistiken
veroffentlicht, in denen die histopathologische Befundung anhand des Synovialitis-Scores der

entscheidende Baustein zur definitiven Diagnose war (57, 70).

4.2. Ein neues Klassifikationssystem zur histopathologischen Diagnostik
der periprothetischen Membran gelockerter Endoprothesen

Bislang waren Kenntnisse zur Diagnostik periprothetischer Membranen von gelockerten
Endoprothesen in der Pathologie nicht weit verbreitet oder standardisiert (83). Dies zeigte sich
schon dadurch, dass kein einheitlicher Begriff fiir diese Art von Proben bestand bzw.
Bezeichnungen verwendet wurden, die darauf schlieRen lieBen, dass die Herkunft des
Gewebes letztlich unklar war. Ohne genauere Definition wurden die Begriffe
Granulationsgewebe, Lockerungsmembran, periprothetische Membran, Abriebmembran oder
Neosynovialis verwendet, wobei manche Orthopaden und auch Pathologen mit der
Bezeichnung ,,Lockerungsmembran® implizieren wollten, dass kein Abriebmaterial
vorhanden sei, wéhrend andere Mediziner den Begriff ,,Abriecbmembran® selbst dann
benutzten, wenn kein Abreibmaterial vorhanden war (41, 108). Um Missverstandnissen in
Zukunft vorzubeugen, wurde in den eingefiigte Publikationen vorgeschlagen, nur zwei
Begriffe zu verwenden: ,,Neosynovialis* bezeichnet die Kapsel um das kinstliche Gelenk und
»periprothetische Membran® das Gewebe, das sich zwischen Implantat und Knochen gebildet
hat (Abb. 1, 89-91). Beide Gewebe konnen routinemaRig zur histopathologischen
Untersuchung tbersandt werden und sollten nach der vorgeschlagenen Einteilung klassifiziert
werden, wobei die Neosynovialis im Rahmen einer praoperativen Arthroskopie bioptiert wird
und der Befund moglicherweise auf das weitere operative Procedere Einfluss hat, wéhrend die
periprothetische Membran nur im Rahmen der Endoprothesen-Wechseloperation entfernt

werden kann und dann der Diagnosesicherung dient (94).
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Der histologische Untersuchungsbefund ist aus zwei wesentlichen Griinden von Belang: Im
Falle einer abriebinduzierten Lockerung lasst die Art des Prothesenabriebs Riickschlisse auf
die Qualitat des Implantats und der chirurgischen Einpassung zu, denn ungewdhnlich hohe
Mengen bestimmter Abriebpartikel sind ein Hinweis auf eine zu starke Verschleil3neigung der
Prothese oder eine unangemessene Belastung. Durch eine routinemaRige Untersuchung aller
periprothetischer Membranen lieBen sich ungeeignete Prothesentypen identifizieren und
unsere Kenntnisse Uber die sachgerechte Verwendung von Implantaten erweitern (114).

Im Falle der Diagnose einer periprothetischen Membran vom infektiésen Typ kann der
histopathologische Befund eine klinische Verdachtsdiagnose erhdrten und so zu einem
veranderten Therapieregime fiihren. So kdnnte ein zweizeitiger Wechsel erwogen werden, bei
dem in einer ersten Operation nur die gelockerte Prothese entfernt und das Prothesenbett
lavagiert wird, und erst nach Ausheilung der Infektion in einem zweiten Eingriff die neue
Prothese implantiert wird (79). AulRerdem ist die Diagnose einer periprothetischen Infektion
eine Indikation fiir eine intensivere und langere antibiotische Behandlung (103). Eine solche
wirde aufgrund der Kosten und Nebenwirkungen bei Ausschluss eines Infekts nicht

durchgefuhrt werden.

In der unter 3.2.1. dargestellten Studie wurde mit dem so genannten Indifferenztyp eine neue
Diagnosekategorie vorgeschlagen und néher charakterisiert (89). Dieser Typ zeichnete sich
dadurch aus, dass weder Abriebpartikel bzw. eine Reaktion auf solche, noch neutrophile
Granulozyten als Zeichen einer Infektion zu erkennen waren. In 15,4% der untersuchten Félle
wurde dieser Typ diagnostiziert, was als Beleg dafiir gewertet wurde, dass es sich um eine
echte, nicht zu vernachléssigende oder etwa auf ungenauer Untersuchung beruhende
Kategorie handelte. Die Abwesenheit einer Infektion wurde zudem dadurch belegt, dass in
lediglich 12% der Félle dieses Typs mikrobiologisch Bakterien nachgewiesen wurden. Es
waren zwar in der Vergangenheit in der Literatur solche Befunde beschrieben worden, die
von den Autoren als ,,Lockerungsmembran® bezeichnet wurden, aber der Vorschlag, dies als
eigenstandigen Typ zu Kklassifizieren, war bislang noch nicht gemacht worden (14, 44, 47).

Wenn Prothesenabrieb und akute Infektionen als Genese einer Prothesenlockerung vom
Indifferenztyp nicht nachgewiesen werden koénnen, stellt sich die Frage nach der Pathogenese
der Lockerung in diesen Fallen. Eine Hypothese ist, dass der Indifferenztyp entsteht, wenn die
Prothese primar nicht suffizient einheilt. Anstatt neue Knochentrabekel zu bilden, die die
Prothese fest umschliel3en, entwickelt der Korper ein Granulations- oder Narbengewebe.
Ursache daftr konnte eine zu friihe Belastung einer unzementierten Prothese sein (137). Dafur
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sprache, dass der Indifferenztyp bei solchen Prothesen signifikant haufiger auftritt, wahrend er
bei zementierten seltener ist, die wiederum haufiger abriebinduzierte Lockerungen zeigen
(89). Eine weitere Ursache konnte die Einnahme von Medikamente sein, die die
Osteoneogenese nachweislich hemmen. Hierzu gehdrt mit Ibuprofen eine Substanz, die von
Patienten mit Gelenkbeschwerden hdufig eingenommen wird (104). Eine andere Hypothese
fiir die Entstehung der periprothetischen Membran vom Indifferenztyp ist, dass Druckspitzen
im Kontaktbereich von Prothese und Knochen zu dessen Atrophie flihren und diese
mechanisch bedingten Osteolysen durch Narbengewebe umgebaut werden. Dass dies mdglich
ist, wurde im Tierexperiment nachgewiesen (121). Eine dritte Hypothese wére, dass der
Indifferenztyp das Residuum einer periprothetischen Infektion darstellt. Letztere geht
ebenfalls mit der Bildung von Granulationsgewebe einher, zeichnet sich aber durch das
VVorhandensein von neutrophilen Granulozyten und mikrobiologischen Erregernachweis aus.
Sofern der Korper die bakterielle Infektion erfolgreich bekampfen kann — wofiir es allerdings
keinen sicher belegten Fall gibt — kdnnten sich die Zeichen einer Infektion zurtckbilden und

ein Granulations- oder Narbengewebe verbleiben.

Die unter 3.2.1. und 3.2.3. dargestellten Befunde zeigten, dass die Korrelation zwischen
histologischem Membrantyp und mikrobiologischer  Erregerdiagnostik  vereinzelte
Diskrepanzen aufwies (89, 90). Am zuverlassigsten ware es gewesen, die Klassifikation der
periprothetischen Membran an einem Goldstandard zu messen. Hierzu eignete sich der
mikrobiologische Befund jedoch nur bedingt, denn es ist bekannt, dass kulturelle
Untersuchungen sowohl falsch positive als auch falsch negative Ergebnisse liefern kdnnen
(102, 103). Zum einen kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass die Gewebeproben nach
der Entnahme durch versehentliche unsterile Manipulation kontaminiert wurden. Auf diese
Maglichkeit wurde in einzelnen mikrobiologischen Befunden hingewiesen, etwa in der Art,
dass eine geringe Keimmenge oder der Nachweis von Keimen der Hautflora konstatiert
wurden. Es bestand jedoch keine Mdglichkeit, im Einzelfall sicher zu entscheiden, ob ein
nachgewiesener Erreger relevant war oder nicht. Zum anderen war nicht auszuschlieRen, dass
die 0bliche mikrobiologische Kulturtechnik besonders langsam wachsende Erreger nicht
darstellte. Dass solche Keime die Ursache von infektidsen Prothesenlockerungen sein kénnen,
wurde mehrfach zuvor beschrieben (119, 134).

Es musste also festgestellt werden, dass fir den Beweis oder den Ausschluss einer Infektion
kein perfekter Goldstandard existierte und sowohl der mikrobiologische als auch der
histologische Befund Fehlerquellen aufweisen konnten. Daraus sollte konsequenterweise
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geschlossen werden, dass man sich fiir eine moglichst korrekte Diagnosestellung nicht allein
auf die Mikrobiologie verlassen kann sondern stets auch die Histologie berlcksichtigen und

beide Befunde kritisch zusammen bewerten muss.

Um wie im vorletzten Absatz dargestellt auf den Befund einer periprothetischen Infektion zu
reagieren, bietet die histologische Untersuchung einen weiteren Vorteil gegeniber der
Mikrobiologie: Sie kann als intraoperativer Schnellschnitt innerhalb weniger Minuten
erfolgen, wahrend ein kultureller Erregernachweis stets mehrere Tage — bei langsam
wachsenden Erregern bis zu 14 Tagen - benétigt. So kann gegebenenfalls noch wéhrend der
Operation entschieden werden, auf ein zweizeitiges Wechselregime umzustellen und noch
keine neue Prothese zu implantieren, die gefahrdet ware, sich nach kurzer Zeit erneut zu
infizieren und zu lockern. Die Untersuchung von Gewebeproben im Schnellschnitt ist ein seit
langem etabliertes Verfahren, fur das die meisten Pathologischen Institute apparativ
ausgestattet sind, und fiir das in der Tumordiagnostik ein grof3er Erfahrungsschatz besteht
(130). Die schnellschnittliche Diagnostik entzindlicher Lé&sionen und insbesondere der
periprothetischen Membran ist weniger gut etabliert (6). Zwei Aspekte konnen die
Aussagekraft der intraoperativen Diagnostik einschranken: Zum einen ldsst sich nur ein Teil
der Gewebemenge untersuchen, wodurch die Représentativitat eingeschrankt ist, und zum
anderen ist die Morphologie der Zellkerne im Gefrierschnitt deutlich alteriert, sodass sich die
Zellformen eines entzindlichen Infiltrats nicht immer sicher differenzieren lassen. Um
festzustellen, wie grol die sich daraus ergebende Unsicherheit tatsachlich ist, wurde die in
3.2.2. dargestellte Untersuchung durchgefuhrt. Die praliminéren Ergebnisse zeigten, dass in
etwa dreiviertel der Félle eine korrekte Klassifikation der periprothetischen Membran am
Gefrierschnitt moglich war. Allerdings erschien es ratsam, in fraglichen Féllen zunéchst keine
Diagnose zu stellen. Dies hatte zwar den Nachteil, dass in etwa einem Viertel der Falle die
Schnellschnittuntersuchung keine sichere Information lieferte, allerdings konnte dadurch

vermieden werden, dass Diagnosen nachtraglich revidiert werden mussten.

4.3. Evaluation potenzieller Friherkennungsmarker der
Endoprothesenlockerung

Die unter 3.3. dargestellten Untersuchungen hatten zum Ziel, neue Erkenntnisse uber die

Pathogenese der Prothesenlockerung zu gewinnen, mogliche Angriffspunkte fur eine
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Prévention oder Therapie zu finden und potenzielle Friiherkennungsmarker zu identifizieren
(45, 46, 87, 88, 93).

Aus der ersten Genexpressionsanalyse ging zunédchst das msf-Gen hervor, welches in der
abriebinduzierten Membran stark Uberexprimiert war und einen interessanten Aspekt zur
Pathogenese bot (87). Dessen Splice-Produkt Lubricin ist ein Protein, welches
physiologischerweise von synovialen Fibroblasten synthetisiert und sezerniert wird und far
die Gleitfahigkeit der Gelenkflissigkeit verantwortlich ist (58). Es wurde also die nahe
liegende Hypothese aufgestellt, dass Bindegewebszellen in der periprothetischen Membran
Lubricin sezernieren, welches im periprothetischen Spalt die feste Verbindung von Knochen
und Endoprothese aufheben und so zur Lockerung fiihren kénnte. Diese Hypothese konnte
jedoch nicht verifiziert werden, da zum einen eine immunhistologische Darstellung von
Lubricin in Lockerungsmembranen nicht gelang und zum anderen msf in den nachfolgenden
Genexpressionsanalysen (siehe 3.3.2.) nicht differenziell exprimiert war (93).

Der Nachweis einer Uberexpression von CD9 in den abriebinduzierten Membranen bestatigte
sich  mehrmals, sowohl in beiden unabhdngigen Genexpressionsanalysen mit
unterschiedlichen Plattformen (Memorec und Affymetrix), als auch mittels RT-PCR und
Immunbhistologie. Da das Genprodukt nicht nur ein zellstandiges Oberflachenantigen ist,
sondern auch in das periphere Blut abgegeben wird (66), konnte maglicherweise ein erhéhter
Blutspiegel auf eine Prothesenlockerung hinweisen. Eine Untersuchung, die auf einer
Bestimmung der Blutspiegel von CD9 mittels ELISA beruht, ist derzeit noch nicht
abgeschlossen.

Der aussichtsreichste Kandidat fur eine serologische Fruherkennungsmethode einer
Endoprothesenlockerung war Chitinase-1. Das Gen zeigte in der Affymetrix-basierten
Analyse die stéarkste differenzielle Expression aller Gene und in der quantitativen RT-PCR im
Vergleich mit dem Haushaltsgen GAPDH in den abriebinduzierten Membranen eine stérkere
Expression als dieses, so dass von einer tatsachlich stark gesteigerten Expression ausgegangen
werden konnte (93). Zudem ist das Genprodukt nicht zellgebunden sondern wird sezerniert,
wodurch Grund zur Hoffnung bestand, dass eine Erhéhung von Chitinase-1 im Blut von
Patienten mit abriebinduzierter Prothesenlockerung messbar sei (52). Dies bestétigte sich in
der Tat: Die im Serum gemessene Chitinase-1-Enzymaktivitdt war bei Patienten mit
Endoprothesenlockerung signifikant (p=0,001) gréRer als in der Kontrollgruppe. Um die
Chitinase-1-Enzymmessung als diagnostischen Test nutzen kénnen, mussten allerdings auch
die wesentlichen Testparameter Mindestanforderungen erfillen. Dies war jedoch nicht der
Fall, denn selbst bei optimaler Festsetzung des Grenzwerts anhand der ROC-Kurve betrugen
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die Sensitivitat 52%, die Spezifitat 83%, der positive préadiktiver Wert 24% und der negative
pradiktive Wert 92%. Die Ursachen, die dafur verantwortlich sein kénnen, dass sich die
deutliche differenzielle Genexpression weniger stringent in der Serum-Enzymaktivitét
widerspiegelt, werden im nachfolgenden Kapitel 4.4. diskutiert. Anhand der Testparameter
lieR sich die Chitinase-1-Aktivitdtsmessung im Serum weder als Screening zur
Friherkennung noch als Diagnostikum zur Unterscheidung zwischen abriebinduzierter und

infektidser Prothesenlockerung empfehlen.

4.4. Stellungnahme zur Wertigkeit der Genexpressionsanalysen

Die Einflihrung so genannter Microarrays vor etwa zehn Jahren ermdéglicht die gleichzeitige
Durchfuhrung mehrerer Hundert bis mehrerer Zehntausend quantitativer RNA-Bestimmungen
mit einer einzigen Untersuchung (133). Zum einen kann damit das gesamte Genom auf seine
RNA-Expression durchsucht werden, und zum anderen lassen sich mit themenspezifischen
Arrays einige Dutzend bis hunderte ausgewéhlte Gene auf ihre Expression hin untersuchen
(100). Es besteht die Hoffnung, dass die Kenntnis tber die Genexpression in erkranktem
Gewebe, insbesondere in Tumoren, aber auch in entziindlichen Verdnderungen, jeweils im
Vergleich mit dem entsprechenden gesunden Normalgewebe, umfangreiche neue
Erkenntnisse Uber die Pathogenese dieser Erkrankungen liefern kann. AuBerdem wird
postuliert, dass sich anhand von Genexpressionsprofilen neue Tumorentitdten bzw.
Subklassifikationen definieren lassen (111). Diese neuen Klassifikationen sollen Aussagen
bzgl. Prognose und Therapieansprechen ermdglichen, mit die mit konventionellen
histologischen und immunhistologischen Untersuchungen bisher nicht méglich sind. Damit
soll das Ziel einer individualisierten, nebenwirkungsarmen und wirkungseffizienten Therapie
erreicht werden (3). Eine Vielzahl von Genexpressionsprofilen wurde seitdem publiziert.
Beispielsweise liefert die Internetsuchmaschine PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez/) mit dem Suchbegriff ,,gene expression profile* 42.700 Publikation zwischen August
1998 und August 2008.

Der wesentliche Vorteil der Genexpressionsprofile ist zugleich ihr groRter Nachteil: Aufgrund
der grofRen Anzahl gleichzeitig untersuchter Gene ist es bei jeglichem experimentellen Ansatz
problemlos maoglich, ein ,,Profil“ zu erstellen, welches fiir eine Population, beispielsweise
eine Tumor-Subgruppe mit einem besonders guten Verlauf, typisch zu sein scheint. Die

meisten der verdffentlichten Publikationen beschrénkt sich darauf, ein solches Profil zu
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beschreiben. In einem Teil dieser Studien ist es immerhin gelungen, an einem zweiten
Kollektiv das postulierte Profil retrospektiv anzuwenden und den eingetretenen Verlauf in
einem hohen Prozentsatz richtig vorherzusagen (48, 51). Um aber zu kléren, ob sich durch
eine Bestimmung eines Genexpressionsprofils ein klinischer Verlauf pradizieren lasst und
anhand eines solchen Profils sich eine therapeutische Entscheidung treffen l&sst, sind
prospektive Studien unverzichtbar. Derzeit werden lediglich zwei Kklinische Studien
angeboten, in denen jeweils Mammakarzinompatientinnen anhand des so genannten
Mammaprints (MINDACT-Studie: Microarray in Node-Negative Diseases May Avoid
Chemotherapy) bzw. des 21-Gen-Ruckfallscores (Trial Assigning Individualized Options for
Treatment) in die Therapiegruppen eingeteilt werden (85, 126). Angesichts der Vielzahl
publizierter Profile fiir nahezu alle Tumorentitaten ist dies ein recht tberschaubarer Erfolg.
Die unter 3.3. dargestellten Untersuchungen wéhlten einen anderen, einfacheren Ansatz. Es
sollten nicht die beiden wesentlichen Typen der Endoprothesenlockerung - der
abriebinduzierte und der infektiose Typ — mittels Microarray definiert werden, da dies mit der
konventionellen Histologie bereits gut moglich ist. Vielmehr sollten Gene gefunden werden,
die bisher noch nicht mit der Prothesenlockerung in Zusammenhang gebracht wurden, aber
neue Erkenntnisse tber die Pathogenese liefern oder als Ansatzpunkte fur neue diagnostische
Tests dienen konnten (87, 93). Unsere Studien basierten auf zwei unterschiedlichen
Plattformen, einem entziindungsspezifischen Oligonukleotid-Array und auf einem nahezu
genomweiten cDNA-Array. Die Vorgehensweise war jeweils identisch. Es wurden
supervidierte Analysen durchgefiihrt, das heif3t, dass die histopathologischen Diagnosen der
analysierten Proben bereits bekannt waren und mittels der Microarrays die jeweils fir einen
der beiden Typen (infektids gegeniiber abriebinduziert) charakteristischen Genexpressionen
festgestellt werden sollten.

In den unter 3.3. dargestellten Studien gelang es in der Tat, einzelne Gene mit sehr konstanter
und deutlicher differenzieller Expression zu identifizieren. Die differenzielle Expression
ausgewahlter Gene lieB sich in allen Fallen mittels RT-PCR an jeweils neuen
Patientenkollektiven validieren, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass die
Microarray-Daten korrekt waren (46, 93). Die Validierung auf Proteinebene mittels
Immunbhistologie bzw. laborchemischer Methoden war jedoch nicht fur alle Gene erfolgreich.
Beispielsweise entsprach die immunhistologische Detektion des CD18-Proteins als eines von
finf untersuchten Genprodukten nicht der Genexpression (siehe Kapitel 3.4.). Weiterhin
zeigte die Messung der Chitinase-1-Enzymaktivitdt im Patientenserum deutliche
Uberschneidungen zwischen der Gruppe der Patienten mit abriebinduzierter und infektioser
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Prothesenlockerung, wahrend die differenzielle Chitinase-1-Genexpression in den
periprothetischen Membranen diese Patientengruppen strikt unterscheiden konnte (siehe
3.3.2.). Fur die angestrebte Anwendung — die Entwicklung eines diagnostischen Tests — ist die
Genexpression in der periprothetischen Membran jedoch nicht entscheidend, da die
Bestimmung der Genexpression mittels RT-PCR fiir die Routinediagnostik zu aufwéndig ist.
Vielmehr wére es flr einen diagnostischen Test sinnvoll, wenn sich das entsprechende
Genprodukt immunhistologisch im Gewebe oder noch besser laborchemisch im peripheren
Blut nachweisen lieRe.

Fur diese Diskrepanz zwischen den eindeutigen Expressionsunterschieden in den
Genexpressionsprofilen  und  den  weniger  charakteristischen  Resultaten  der
Validierungsversuche auf Proteinebene kommen folgende Mechanismen in Frage: Erstens ist
unbekannt, ob der fir die Expressionsanalyse verwendete Genabschnitt (bei Affymetrix-
Arrays Oligonukleotide mit einer Lange von 25 Basenpaaren) das gesamte Gen reprasentiert
(109). Zweitens sagt die mRNA-Menge nichts aus Uber die posttranskriptionelle
Prozessierung (Epigenetik) und die tatsdchliche Synthese eines bestimmten Proteins (18).
Drittens kann die biologische Halbwertszeit von Protein zu Protein sehr variabel sein (132).
Sollte das Ziel der Serumnachweis eines Proteins sein, kommt viertens hinzu, dass der Anteil
des von den Zellen sezernierten Proteins unklar ist, ebenso wie der Anteil, der letztlich in das
periphere Blut tbergeht (53). Flinftens kann die Elimination des Proteins aus der Peripherie
interindividuell unterschiedlich sein, beispielsweise abhéngig von der Leber- und
Nierenfunktion, und schliellich bestand sechstens in der vorliegenden Studie die Moglichkeit,
dass andere Erkrankungen, die auch mit einer Vermehrung und Aktivierung von
Makrophagen einhergingen, unabhdngig von der Endoprothese einen Einfluss auf die
Chitinase-1-Enzymaktivitat hatten (29).

Es musste also festgestellt werden, dass die Genexpressionsanalysen zwar interessante
Anséatze fir weitergehende Untersuchungen lieferten, aber zumindest bei unserer
Fragestellung keineswegs jenes ,,powerful tool* waren, als das sie hdufig in der Literatur

dargestellt werden.
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4.5. Die Rolle der Pathologie in der Beurteilung orthopéadischer
Krankheitsbilder

Wie in der Einleitung dargestellt, spielte die Pathologie flir die Diagnose von Erkrankungen
der Gelenke bisher eine untergeordnete Rolle im Vergleich zu den klinischen,
laborchemischen und radiologischen Untersuchungsverfahren. Erst durch die zunehmend
spezifische und kostenintensive Therapie, durch die Haufung von Gelenkerkrankungen
aufgrund des demographischen Wandels und durch den zunehmenden Wunsch nach
Absicherung von Diagnosen wurden zuletzt vermehrt Biopsate und Operationspraparate aus
dem orthopédischen Bereich zur histopathologischen Untersuchung Ubersandt. Um
vergleichbare und flr die Einsender verstdndliche Diagnosen zu erstellen, erschien es
sinnvoll, definierte Diagnosekategorien und Kriterien dafir zu erarbeiten und diese zu
validieren. Mit den oben dargestellten Untersuchungen konnte fir zwei Anwendungen die
Wertigkeit der histopathologischen Untersuchung erhéht werden: Der Synovialitis-Score
erganzt die Diagnostik degenerativer und entzundlicher Gelenkerkrankungen, und die
Konsensus-Klassifikation der periprothetischen Membran ermoglicht erstmals eine
aussagekréftige Diagnostik der Prothesenlockerung (Abb. 3).

Chronische Endoprothesen- Prothesen- Prothesen-
Gelenkbeschwerden - Implantation - Beschwerden - Wechsel
Synovialisbiopsat Synovialisexzisat Biopsat der Periprothetische
\ / Neosynovialis Membran
Pathologie: Synovialitis-Score Klassifikation Typ 1 bis 1V
Probenasservation fiir Forschung Probenasservation fur Forschung

Abb. 3 Schnittstellen zwischen Klinik, Pathologie und Forschung

So kann bei chronischen Gelenkerkrankungen zusétzlich zu den klinischen, radiologischen
und serologischen Befunden auch ein Biopsat der Synovialis anhand des Synovialitis-Scores
untersucht werden. Diese Proben koénnen zusatzlich zur Routinediagnostik der Erforschung
rheumatologischer Erkrankungen dienen. Wird die Implantation einer Totalendoprothese
notig, so sollte das dabei anfallende Synovialektomiepréparat ebenfalls untersucht werden und

der Diagnoseabsicherung dienen. Sofern eine Endoprothese Beschwerden verursacht, kann
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ein Biopsat der Neosynovialis anhand der in Kapitel 3.3. dargestellten Kriterien klassifiziert
werden und somit zur Entscheidung fiir oder gegen eine Revisionsoperation beitragen. Sollte
ein Prothesenwechsel durchgefiihrt werden, so koénnte ein intraoperativer Schnellschnitt
Einfluss auf ein ein- oder zweizeitiges Wechselregime haben, und die endgultige
histologische Untersuchung der periprothetischen Membran wiirde der Diagnosesicherung,
der Entscheidung fur eine intensivere postoperative Antibiose und der Qualitatskontrolle von

Implantaten dienen.
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Zusammenfassung

Um die Aussagekraft histopathologischer Untersuchungen in der Diagnostik von
Gelenkerkrankungen zu erhéhen, wurden zwei neue Evaluierungssysteme etabliert: 1. Der

Synovialitis-Score und 2. die Konsensus-Klassifikation der periprothetischen Membran.

Mit dem Synovialitis-Score wurde ein Graduierungssystem definiert, welches anhand der
semiquantitativen Beurteilung der drei Kriterien a) Deckzellschichtverbreiterung, b)
Aktivierung des synovialen Stromas und c¢) Entziindungszellinfiltrat eine Beurteilung
chronischer ~ Synovialitiden jedweder Genese ermoglicht. Es zeigt eine gute
Reproduzierbarkeit zwischen unabh&ngigen Untersuchern und eine gute Korrelation mit
Klinischen Diagnosen, wobei niedriggradige Befunde fiir das Vorliegen einer degenerativen,

und hochgradige Befunde fiir eine rheumatische Gelenkerkrankung sprechen.

Fir die Diagnostik periprothetischer Membranen gelockerter Endoprothesen wurde ein
histopathologisches Kilassifikationssystem erstellt, welches vier Typen unterscheidet:
Abriebinduzierter Typ (1), infektidser Typ (I1), Mischtyp (111) und Indifferenztyp (V). Diese
Typisierung korreliert mit mikrobiologischen Untersuchungsbefunden. Die histopathologische
Untersuchung wird durch die Anwendung dieser Klassifikation die Diagnostik von
Endoprothesenlockerungen erganzen. Als wesentliches Kriterium fur die Diagnose einer
periprothetischen Infektion wurde die Detektion von insgesamt mindestens 23 neutrophilen
Granulozyten in zehn mikroskopischen Gesichtsfeldern definiert. Die histologische
Untersuchung kann als intraoperativer Schnellschnitt durchgefiihrt werden, wobei eine
eingeschrankte Beurteilbarkeit in etwa einem Viertel der Félle in Kauf genommen werden
muss. Zuséatzlich ermdglicht die histologische Untersuchung der periprothetischen Membran

die Dokumentation des Prothesenabriebs, was der Qualitatskontrolle des Implantats dient.

Genexpressionsprofile von abriebinduzierten und infektidsen Lockerungsmembranen wurden
erstellt und zum groRBen Teil validiert, wobei letztlich die klinische Relevanz dieser
Untersuchungen hinter den Erwartungen zuriickblieb. Chitinase-1 wird in abriebinduzierten
Membranen deutlich Gberexprimiert, und die chitinolytische Enzymaktivitat ist im Serum von
Patienten mit abriebinduzierter Prothesenlockerung signifikant hoher als in der
Kontrollgruppe. Allerdings ist die Varianz der Messwerte so grof3, dass sich dieser Parameter

nicht flr einen Test zur Friherkennung einer Prothesenlockerung eignet.
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