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Einleitung:

Die sog. Konsensusklassifikation der  Neosynovials ermdglicht eine
Differentialdiagnostik von infektiosen, partikelinduzierten, funktionellen und
fibrotischen  (Endoprothesen-assoziierte  Arthrofibrose) Pathologien.  Diese
Klassifikation wurde erstmals auf ausschliel3lich arthroskopisch gewonnene Biopsien
bei Endoprothesendysfunktion mit besonders kurzer Standzeit (maximal funf Jahre)
angewendet, um zu klaren, ob bei Kurzstandzeiten eine von der bisherigen
Konsensusklassifikation abweichende Histopathologie und somit maoglicherweise

auch divergente Pathogenese bestehen.

Material und Methoden:

Die histologischen Praparate wurden im Rahmen der Routinediagnostik bei
Endoprothesendysfunktion  arthroskopisch  bei einliegenden  Endoprothesen
gewonnen. Anhand der HE-gefarbten Schnitte erfolgte nach den Kriterien der
erweiterten Konsensusklassifikation der Neosynovialis die Beurteilung. Die
Untersuchung wurde durch eine immunhistochemische Analyse und eine konfokale

lasermikroskopische Begutachtung erganzt.

Ergebnisse:

Bei einem Gesamtkollektiv von 83 Patienten bestand in 51 Fallen eine Kurzstandzeit
(mittlere Standzeit 2 Jahre). Diese Gruppe wurde im Folgenden als gesondertes
Kollektiv der Kurzstandzeitpathologien weiter untersucht. Histopathologisch ergaben
sich in der Gruppe der Kurzstandzeitpathologien acht Falle von bakterieller Infektion
(Typ Il gemal Konsensusklassifikation), sieben partikel-induzierte Falle (Typ I), acht
Falle von Endoprothesen-assoziierter Arthrofiborose und sieben Falle vom
Indifferenztyp (Typ 1V). 20 Falle lie3en sich gemal des Klassifikationschemas nicht
definieren und wurden als NOS Typen (,not otherwise specified“) bezeichnet:
Histopathologisch fanden sich Ahnlichkeiten zu einer Typ IV-Neosynovialis. Neu
hinzu kamen Nekrosenausbildung und Fibrininsudationen. Immunhistochemisch
zeigte sich eine ausgepragte Tenascin-Expression, deren Lokalisation signifikante
Unterschiede (p < 0,05) zur Typ I- und Typ IV-Neosynovialis aufwies. In einem Fall
waren sowohl die neu-definierten Kriterien des NOS-Typs als auch die Kriterien einer
Arthrofibrose erfullt.
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Schlussfolgerung:

1. Es konnte bei Endoprothesenpathologien nach kurzer Standzeit (mittlere Standzeit
2 Jahre) ein neuer Neosynovialis-Subtyp charakterisiert werden, welcher nicht die
Kriterien einer Typ |, Il oder Il Membran (somit nicht-infektios und nicht-
Abriebpartikel-induziert), und auch nicht die einer endoprothesenassoziierten
Arthrofibrose erfullt. Dieser Typus zeichnet sich durch eine kurze Standzeit der
Gelenkendprothese, pradominierende Nekrosen und Fibrininsudationen aus.
Daneben liegt eine ausgepragte subsynoviale Tenascin-Expression vor.

2. Es kann angenommen werden, dass Nekrosen in der Neosynovialis eine Ursache
des nicht-abriebinduzierten und nicht-infektiosen Typs darstellen und als ein
madgliches ursachliches Substrat der Ergussbildung bewertet werden kdnnen. Die
immunhistochemische Tenascin-Expression ist als ein Ausdruck eines
Gewebeumbaus (,Tissue Repair) zu interpretieren. Moglicherweise liegt eine
rezidivierende Ischamie der Neosynovialis mit Nekrosenbildung vor, welche eine
nicht-infektiose und nicht-abriebinuzierte Ursache besitzt. Zu diskutieren ist eine
Ischamie durch Mikrotraumatisierungen oder im Falle eines sehr kurzen
Zeitintervalls eine postoperative Ischamie der Synovialis/Neosynovialis.

3. Die erweiterte Konsenusklassifikation der Neosynovialis kann auf arthroskopisch
gewonnenes Untersuchungsmaterial insbesondere auch auf Falle mit
Endoprothesenkurzstandzeit ohne Einschrankungen ubertragen und angewendet

werden.
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Introduction:

The Consensus classification of the neosynovialis allows a differentiation between
infectious, particle-induced, functional and fibrotic pathologies. For the first time, this
classification was exclusively applied to arthroscopically obtained biopsies from
dysfunctional endoprostheses with short endurance (max. 5 years). Our goal was to
investigate whether endoprostheses with short endurance displayed histopathologies
not included in the Consensus classification and if so, whether a divergent underlying

pathogenesis could be assumed.

Materials and Methods:

The histologic preparations were extracted arthroscopically from implanted
endoprostheses as part of the routine diagnostic work-up of endoprosthesis
dysfunction. We evaluated the HE-stained samples according to the criteria of the
extended Consensus classification. The examination was completed by an

immunohistochemical analysis and confocal laserscanning.

Results:

A short endurance of the endoprosthesis (average: 2 years) was detected in 51 of 83
cases. This subgroup was further examined. The histopathology yielded eight cases
of bacterial infection (type Il according to the Consenus classification), seven particle-
induced cases (type 1), eight cases of endoprosthesis-associated arthrofibrosis and
seven cases of the indifferent type (type IV). 20 cases could not be defined by the
common classification and were classified as NOS (,not otherwise specified):
histopathologically they displayed similarities to the type I[V-neosynovialis. New
findings were necrosis and fibrin-insudation. The immunohistochemistry showed a
distinct tenascin-expression with significantly different location to the type I- and type-
IV-neosynovialis (p < 0,05). In one case both the criteria for NOS and arthrofibrosis

were met.

Conclusion:

1. We were able to characterize a new neosynovialis subtype of endoprosthesis-
pathologies found in endoprostheses with short endurance. This pathology does
not comply with the criteria of infectious or particle-induced neosynovialis, nor

does it meet the criteria of endoprothesis associated arthrofibrosis. The subtype
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we discovered is characterized by short endurance of the endoprosthesis,
predominant necrosis and fibrin-insudation. Additionally, a distinct subsynovial
tenascin-expression can be found.

. It can be assumed, that necrosis is the underlying cause of the non-particle-
induced and non-infectious type and possibly may account for observed joint
effusion. The tenascin-expression observed in the immunohistochemistry can be
interpreted as an expression of tissue repair. It is possible that the neosynovialis
undergoes recurrent ischemia leading to necrosis, without infectious or abrasive
influences. Possible causes of neosynovialis-ischemia include microtrauma or — in
the case of very short endurance — post-operative ischemia.

. The extended Consensus classification of neosynovialis can be transferred and
applied to arthroscopically obtained samples and in particular to cases of
endoprosthesis with short endurance.
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1. Einleitung:

1.1 Gesellschaftliche und o6konomische Bedeutung der Endoprothesen-
pathologien:
Die Versorgung von Knie- und Huftgelenken mit Endoprothesen stellt heutzutage ein
Standardverfahren dar. Bereits im Jahre 2005 wurden weltweit 750000 Implantationen
von Huftendoprothesen durchgefuhrt [Kirschner P 2005]. Fur das Jahr 2011
verzeichnete das nationale Gelenk-Register von England und Wales 71672 primare
endoprothetische Huft- und 79516 Kniegelenkversorgungen [National Joint Registry
for England and Wales, 9" Annual Report 2012]. In Schweden zeigen die Statistiken
noch haufigere Primarimplantationen (Hlfte: 15944, Knie: 12753 (2011)) [Swedish Hip
Arthroplasty Register, Annual Report 2011, Swedish Knee Arthroplasty Register,
Annual Report 2012]. Auch wenn in Deutschland das neu integrierte Endoprothesen-

Register (http://www.eprd.de/) noch keine Daten veroffentlichte, ist hier von ahnlichen

Zahlen auszugehen.

In Deutschland fielen im Jahr 2008 bereits 28,5 Milliarden Euro Kosten flr
Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems an, von denen 7,6 Milliarden Folge
von Arthrose waren [Gesundheit, Krankheitskosten, Statistisches Bundesamt].
Ausgehend davon, dass arthrotische Veranderungen die wichtigsten Indikationen fur
die Implantation von Huft- und Kniegelenkendoprothesen darstellen, und die Arthrose
wiederum im wesentlichen eine Erkrankung des fortgeschrittenen Alters ist, kann bei
einer zunehmend alternden Bevolkerung auch von einer progredienten Anzahl von
Gelenkersatzoperationen ausgegangen werden. Bereits im Jahr 2011 waren 20,7 %
der deutschen Bevolkerung uber 65 Jahre alt, 5,4 % sogar 80 Jahre und alter
[Bevolkerungsstand,  Statistisches = Bundesamt,  Bevodlkerung,  Statistisches
Bundesamt]. Betrachtet man nur die Gruppe der Menschen >= 80 Jahre, so zeigen
sich seit dem Jahr 1950 jeweils im Vergleich zum Vorjahr bis auf wenige Ausnahmen
Wachtumsraten zwischen 2 und 5% [Bevdlkerung, Statistisches Bundesamt]. Unter
Annahme verschiedener Geburtenhaufigkeiten, Lebenserwartungen und
Wanderungssaldos zeigen unterschiedliche Modellrechnungen fir das Jahr 2060
einen Anteil der Uber 60-Jahrigen an der deutschen Bevdlkerung von ca. 40%

[Entwicklung der Bevolkerung Deutschlands bis 2060, Statistisches Bundesamt]. Die
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Alterspyramiden von 1960, 2010 und 2060 (Abb. 1.1) verdeutlichen diesen

Zusammenhang.

Altersaufbau: 2060
Deutschiand
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-

Abbildung 1.1: Alterspyramiden der deutschen Bevdlkerung in den Jahren 1960
(links), 2010 (mitte), sowie voraussichtliche Bevolkerungspyramide fur das Jahr
2060 (rechts)

Bei Zehn-Jahres-Standzeiten von Huftendoprothesen von 88-94% [Berry DJ et al.
2002, Grubl A et al. 2002] ist auch mit einer erheblichen Rate von
Revisionsoperationen zu rechnen. Neben den primaren Arthroplastien stiegen die
Revisionsoperationen exponentiell in den letzten Jahren an [Barnett AJ et Toms AD
2012]. Revisionen stellen somit einen wesentlichen gesundheitspolitischen und
Okonomischen Faktor dar. Alleine im Jahr 2008 konnten in Deutschland von der
Bundesgeschaftsstelle fur Qualitatssicherung gGmbH in Deutschland 22.628 Huft-
Endoprothesen/Komponenten-Wechsel und 10.376 Knie-
Endoprothesen/Komponenten-Wechsel aufgezeichnet werden (info.bgs-online.de).
Hieraus resultiert ein Revisionsburden fir Huftendoprothesen von 11,6%. Ahnliche
Daten liegen aus unseren europaischen Nachbarlandern vor. In England und Wales
wurde ein Revisionsburden fur Knieendoprothesen von 6,1% registriert [Annual Report
2012, Swedish Knee Arthroplasty Register]. Im Jahr 2003 wurden in den USA 402000

knieendoprothetische Versorgungen und 32000 Revisionsoperationen durchgefuhrt,
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woraus ein Revisionsburden von 7,9% berechnet werden kann [Fitzgerald SJ et
Trousdale RT 2011].

Revisionen werden in Zukunft wahrscheinlich noch mehr an Bedeutung gewinnen. Fr
Knierevisionen wird von 2005 bis 2030 ein Anstieg von Uber 600% in den USA
erwartet [Barnett AJ et Toms AD 2012].

1.2 Pathogenese und Klassifikation der Endoprothesenpathologien:

1.2.1 Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologien:
Um die unterschiedlichen Ursachen von Dysfunktionen bzw.
Funktionseinschrankungen von Endoprothesen zusammenzufassen und dabei die
Pathogenese zu berlcksichtigen, wurde eine Konsensusklassifikation erstmals im
Jahre 2004 vorgeschlagen [Morawietz L et al. 2004]. Als Ausgangspunkt der
Einteilung dient die histopathologische Begutachtung der periprothetischen Membran,
im englischsprachigen Raum auch als synovial-like interface membrane (SLIM)
bezeichnet. Hierbei handelt es sich um eine feine bindegewebige Schicht, die sich
zwischen der eingebrachten Endoprothese und dem Knochen bildet. Da diese jedoch
nur im Rahmen einer Revisionsoperation gewonnen werden kann, wird alternativ auf
die Neosynovialis zuruckgegriffen. Sie zeigt gleichartige Veranderungen wie die
periprothetische Membran [Schafer et al. 2008, Pandey R et al. 1999], ist im
Gegensatz dazu jedoch auch im Rahmen von arthroskopischen Eingriffen zuganglich,
da sie sich um das neu entstandene Gelenk bildet.
Anhand der HE-Farbungen kdénnen nach einfachen Kriterien vier Typen differenziert
werden [Morawietz L et al. 2004 ]:

- Typ |: Neosynovialis vom abriebinduzierten Typ

- Typ Il: Neosynovialis vom infektiosen Typ

- Typ lll: Neosynovialis vom Mischtyp

- Typ IV: Neosynovialis vom Indifferenztyp.
Daneben ist auch die Hypersensitivitatsreaktion von Bedeutung. Diese kann entweder
isoliert oder in Kombination mit dem abriebinduzierten Typ auftreten. Da in dieser
Klassifikation nicht alle Ursachen der Endoprothesenpathologien abgebildet wurden,

wurde eine Erweiterung vorgenommen.
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1.2.2 Erweiterte Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologien:

Als weitere Krankheitsbilder wurden der klassischen Konsensusklassifikation die
Arthrofibrose und ossare Pathologien hinzugefiigt. Anhand der Dichte fibroblastarer
Zellen wird bei der Arthrofibrose eine dreistufige Graduierung vorgeschlagen [Krenn V
et al. 2008].

In die Gruppe ossarer Pathologien werden periprothetische Ossifikationen, der Bruch
des Implantatlagers, die Osteonekrose und die Osteomyelitiden des Implantatlagers

gezahlt. Abb. 1.2 zeigt eine Zusammenschau der erweiterten Konsensusklassifikation.

Neosynovialitis/periprothetische Membran

Typ IV

Typ | Typ Il Typ Il

Abrieb Infektioser Kombinierter Indifferenz-
Typ Typ Typ typ
Fibrose und |
20 ‘
Betacatenin
+/HPF

l,

Implantat- Nekrosen-Pradominanz: AtthrHbrass

- Mikropartikularer Abrieb

AIIergle - Metall/Metall-Paarung

Periimplantdres Knochengewebe: Osteomyelitis, Ossifikation, Osteopenie, Osteonekrose

Abbildung 1.2: Erweiterte Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologien
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1.3 Tenascin als Marker des ,,Tissue Remodelings*:

1.3.1 Biochemie von Tenascin:

Die extrazellulare Matrix besteht neben fibrillaren Proteinen (Kollagen |1, 1V,
Fibronectin) auch aus nicht-fibrillaren Proteinen wie zum Beispiel den Tenascinen
[Klein G et al. 1993]. Tenascine sind extrazellare Glykoproteine mit einer molekularen
Masse von ca. 210 — 300 kDa., die bei allen Vertebraten gefunden werden konnen.
Momentan werden vier verschiedene Typen differenziert: Tenascin C, Tenascin R,
Tenascin X und Tenascin W. Die Priméarstruktur aller Tenascine besteht aus ahnlichen
Motiven, die in gleicher Reihenfolge angeordnet sind: einem aminoterminalen Hepta-
Repeat, epidermalem wachstumsfaktor-ahnlichen (EGF-like) Repeats, Fibronectin Typ
IlI-Repeats und einer carboxyterminalen globularen fibrinogen-ahnlichen Gruppe [Hsia
HC, Schwarzbauer JE 2005]. Durch alternatives Splicing v.a. innerhalb der
Fibronectin Typ llI-Repeats werden verschiedene Isoformen gebildet.

Die wohl am besten untersuchte Spezies bildet wohl das Tenascin C, ein Hexamer.
Die genaue Funktion der verschiedenen Doméanen und ihr Zusammenspiel bleiben
weitgehend unklar. Fest steht, dass jede Domane mit unterschiedlichen Gruppen
verschiedener Bindungsproteine (Oberflachenrezeptoren, extrazellulare
Matrixkomponenten) agiert [Midwood KS et al. 2009, Orend G 2005]. Auch
verschiedene Signalmechanismen (Kinase- und Rho-vermittelte Mechanismen, Wnt)
konnten bei Zellinteraktionen festgestellt werden [Midwood KS et al. 2002, Ruiz C et
al. 2004].

Tenascin R ist in erster Linie im zentralen Nervensystem vorzufinden [Dufresne D et
al. 2012]. Nur in einer Einzelfallbeschreibung konnte Tenascin R auch im peripheren
Nervensystem nachgewiesen werden [Probstmeier R et al. 2001]. Durch alternatives
Splicing entstehen zwei Isoformen [Carnemolla B et al. 1996].

Tenascin X ist mit ca. 400 kDa das groldte Tenascin. Wahrend es im Laufe der
Entwicklung weit verbreitet ist, kann es im adulten Organismus nur im
muskuloskelettalen System, dem Herzen und in dermalem Gewebe vorgefunden
werden [Hsia HC et al. 2005]. Ein vollstandiges Fehlen oder eine heterozygote
Deletion des Tenascin X Gens sind mit einer Hypermobilitat der Gelenke und der Haut
assoziiert, wie sie z.B. beim Ehlers-Danlos-Syndrom oder dem benignen

Gelenkhypermobilitatssyndrom auftreten [Zweers MC et al. 2004]. Obwohl beim
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Menschen bisher keine Isoformen entdeckt wurden, konnten bei der Maus durch
alternatives Splicing verschiedene Isoformen gefunden werden [Matsumoto K et al.
1994, Speek M et al. 1996].

Tenascin W konnte bisher nur im Zebrafisch nachgewiesen werden [Weber P et al.
1998], wo es im Skelett wahrend der Entwicklung und in der Neuralleiste ahnlich dem

Tenscin C-Verteilungsmuster auftritt.

1.3.2 Tenascin C bei pathologischen Veranderungen:

Tenascin C ist in der Familie der Tenascine die am besten untersuchte Subgruppe.
Wie alle Tenascine wird es vor allem wahrend der embryonalen Entwicklung
exprimiert und ist kaum im gesunden, adulten Organismus zu finden. Hingegen kann
bei pathologischen Veranderungen verschiedener Organe die Tenascin-Expression

wieder vermehrt angeregt werden.

Tenascin C im Herzen: Bei der embryonalen Entwicklung des Herzens lasst sich
Tenascin C im Myokard, den Klappen und den Koronargefallen nachweisen
[Imanaka-Yoshida K et al. 2004, Imanaka-Yoshida K et al. 2003]. Im erwachsenen,
gesunden Herzen ist Tenascin C nur noch in den Chordae tendineae vorzufinden
[Sato | et al. 2001]. Tritt jedoch eine kardiale Erkrankung auf, kommt es zu reparativen
Veranderungen, die uber Tissue Remodeling-Prozesse zu einer kollagenen Narbe
fuhren. Vier bis sechs Tage nach einem akuten Myokardinfarkt ist Tenascin C in den
Ubergangszonen des verletzten Gewebes nachweisbar [Willems IE et al. 1996].
Daneben ist Tenascin C aber auch bei Myokarditiden [Imanaka-Yoshida K et al. 2002,
Sato M et al. 2002], bei experimentell-induzierter pulmonaler Hypertonie [Correia-
Pinto J et al. 2009, Hessel M et al 2009] und bei chronischer kardialer AbstoRung
nach Herztransplantation detektierbar [Franz M et al. 2010]. Chronische Ischamien
sind ebenfalls fur eine erhdhte Tenascin-Expression verantwortlich [Schenke-Layland
K et al. 2009]. Studiendaten, die Serum-Tenascin-C als Biomarker fur kardiale
Erkrankungen untersucht haben, ergaben positive Korrelationen mit der Prognose der
Erkrankung bei Myokardinfarkten, dilatativer Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz
[Sato A et al. 2006, Terasaki F et al. 2007, Fujimoto N et al. 2009].
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Tenascin C bei Atherosklerose: Unter normalen Umstanden ist Tenascin C nur in der
Intima der Gefalle anzutreffen. Nach Gefallverletzungen zeigt sich eine
Hochregulation in der Neointima [Hedin U et al. 1991]. Im Rahmen der Atherosklerose
findet sich Tenascin C in atherosklerotischen Plaques [von Lukowicz T et al. 2007].

Mit Progression der Plaques steigt auch die Menge an nachweisbarem Tenascin C an.

Tenascin C in der Tumorbiologie: Tenascin C kann bei verschiedenen malignen
Erkrankungen nachgewiesen werden. Es ist unter anderem bei Melanomen
vorzufinden und scheint hier eine besondere Rolle bei der Metastasierung in die
Lunge zu spielen [Fukunaga-Kalabis M et al. 2010]. Auch bei Mamma-Carcinomen ist
Tenascin C als stromaler Marker beschrieben [Mackie EJ et al. 1987]. Das Tenascin
C-Gen wurde in Analysen als eines der Gene bezeichnet, das eine Metastasierung in
die Lunge begunstigt [Minn AJ et al. 2005]. Daneben findet man Tenascin C bei
Glioblastomen [Leins A et al. 2003], bei Riesenzelltumoren [Pazzaglia L et al. 2010],
bei Nierenzell-Carcinomen und atypischen Karzinoiden der Lunge [Berndt A et al.
2010]. Von besonderer klinischer Bedeutung ist der Einfluss von Tenascin C auf das

Ansprechen verschiedener Tumore auf die zytostatische Therapie.

Tenascin C bei rheumatoider Arthritis: Bei rheumatoider Arthritis wird Tenascin C von
synovialen Fibroblasten und infiltrierenden Myeloidzellen gebildet [Goh FG et al 2010,
McCachren SS et al. 1992] und lagert sich in der Synovia und perivaskular ab [Cutolo
M et al. 1992, Salter DM 1993]. Des Weiteren zeigen sich auch erhohte
Konzentrationen 16slichen Tenascin Cs in der Synovialflissigkeit, auch hoher als bei
Osteoarthritis [Hasegawa M et al. 2004]. Ebenso kénnen bei rheumatoider Arthritis
erhdhte Serumkonzentrationen registriert werden. Dabei korreliert die Tenascin-C-

Konzentration mit dem Vorhandensein von Gelenkerosionen.

Tenascin C bei Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes: Tenascin C ist bei
chronisch-entzundlichen Darmerkrankungen nachweisbar. Hier ist in erster Linie die
ulzerierende Colitis zu nennen [Riedl S et al. 2001]. AuflRerdem konnte eine vermehrte
subepitheliale Tenascin-Ablagerung bei mikroskopischer Colitis beobachtet werden.

Im Vergleich zu normaler Mukosa oder lymphozytarer Colitis war die kollagene Colitis



‘ Einleitung |

mit einer signifikant starkeren immunhistochemischen Tenascin-Expression assoziiert
[Warren BF 2004, Salas et al. 2003].

Tenascin C nach Gelenkendoprothesen-Implantation: Bei aseptischen
Huftgelenkendoprothesen-Lockerungen zeigte eine Untersuchung der
periprothetischen Membran eine signifikante hohere Tenascin-Konzentration als die
Synovia oder die fibrose Kapsel, die zum Vergleich bei Patienten im Rahmen von

primaren Gelenkersatzoperationen entnommen wurde [Konttinen YT et al. 1998].

1.4 Konfokale Lasermikroskopie:

Die konfokale Lasermikroskopie gqilt als eine Schlusselerfindung optischer
Diagnosewerkzeuge in der Zellbiologie. Durch spezifische Fluoreszenzmarkierungen
konnen alle relevanten subzellularen Strukturen (Proteine, Genomsequenzen etc.)
visuell dargestellt werden [Conchello JA et al. 2005, Giepmans BN et al. 2006].

Mit Hilfe eines speziellen Lichtmikroskops wird geblndeltes Laserlicht Uber
verschiedene Punkte des Praparates geleitet und regt die fluoreszierendenen
Farbstoffe, die zur Markierung der gewlnschten Antigene verwendet wurden, im Sinne
der Immunfluoreszenz an. Dieses Fluoreszenzlicht kann anschlieBend detektiert

werden.
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2. Zielsetzung:

In Anbetracht zunehmender, haufig sehr frihzeitiger Endoprothesendysfunktionen ist
es Ziel der vorliegenden Arbeit, die Pathogenese von Endoprothesen-
Kurzstandzeitpathologien zu klaren. Die athroskopische Gewinnung von
Untersuchungsmaterial bei einliegender Endoprothese stellt ein neues Verfahren in
der Abklarung von Endoprothesendysfunktionen dar. Die Anwendbarkeit der
erweiterten Konsensusklassifikation auf Proben, die auf diese Weise gewonnen
wurden, sollte Uberpruft werden. Somit war es das Ziel, die Frage zu beantworten, ob
sich die erweiterte Konsensusklassifikation der Neosynovialis auch zur Diagnostik vor
Revisionsoperationen eignet (,Histopathologische Prarevsionsdiagnostik®) und einen
Beitrag zur Ursachenabklarung leisten kann.

Tenascin als Marker eines Gewebeumbauprozesses (,Tissue Remodeling®) wurde als
moglicher immunhistochemischer Marker zur Diagnosestellung des neuen Subtyps in
Erwagung gezogen. Insbesondere wurde hier nach typischen Mustern der

Tenascinverteilung gesucht.
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3. Material und Methoden:

3.1 Patientenkollektiv und Untersuchungsmaterial:

Untersucht wurden Gewebeproben von 83 Patienten, die im Rahmen der
histopathologischen Routinediagnostik bei Endoprothesendysfunktionen ausschlief3lich
arthroskopisch gewonnen wurden. Als Beschwerdebild bestand bei allen Patienten eine
Schmerzhaftigkeit des endoprothetisch versorgten Gelenkes mit Ergussbildung und
variabler, schmerzhafter Bewegungseinschrankung. Klinisch und bildgebend waren
Implantatmalpositionen ausgeschlossen. Laut klinischen Angaben lagen vereinzelt
allergologisch auffallige Befunde vor, wobei anhand der weiteren histopathologischen
Aufarbeitung eine allergische Genese, insbesondere eine Metallallergie als Ursache der
Beschwerden ausgeschlossen werden konnten. Anamnestisch und klinisch war bei
allen Patienten eine degenerative Gelenkerkrankung (Arthrose) diagnostiziert worden.
Als gesondertes Kollektiv wurde die Gruppe der Kurzstandzeitpathologien (im Mittel 2
Jahre) betrachtet. Alle verwendeten Proben wurden im Jahre 2012 gewonnen. Per
definiionem wurden als Kurzstandzeit maximal funf Jahre festgelegt. Als
Untersuchungsmaterial diente ausschlielich die Neosynovialis.

Die anschlieRende Vorbereitung der Materialien flr die Farbungen erfolgte nach
allgemeingultigen Richtlinien. Die HE- und immunhistochemischen Farbungen wurden
nach Standard durchgefuhrt und werden im Folgenden weiter beschrieben. Aus dem
Gesamtkollektiv wurden sieben Proben mit der Diagnose Abrieb, sieben Proben mit der
Diagnose Indifferenztyp und 16 Proben eines bisher nicht klassifiizierbaren Subtyps, im
Folgenden weiter als NOS (not otherwise specified) bezeichnet, wurden auf Tenascin
gefarbt. Die Kriterien fur eine Kurzstandzeitpathologie erflllten hiervon funf Abrieb-,
sechs Indifferenz- und neun NOS-Typen. 21 Proben wurden auf Betacatenin gefarbt, 27
auf CD 3. 64 Proben erhielten eine Farbung auf CD 15. Anschlielend wurden die
histologischen Praparate von erfahrenen Untersuchern begutachtet. Hierzu wurde das
Mikroskop DM 2500 der Firma Leica, Wetzlar benutzt. Die Einteilung wurde nach den
Kriterien der erweiterten Konsenusklassifikation der Endoprothesenpathologien
vorgenommen [Krenn V et al. 2013]. Zur Diagnose eines Infektionstyps wurden die
Kriterien nach Morawitz [Morawietz et al. 2009] verwendet, und in den meisten Fallen
zur Sicherung eine CD 15-Farbung herangezogen. Bei mutmallicher allergischer

Genese diente die CD 3 —Farbung zur Diagnosefindung. Die immunhistochemische
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Tenascin-Expression wurde zur weiteren Subtypisierung und Deklaration eines neuen
Typs der Kurzstandzeitprothesenpathologie herangezogen. Die klinischen Angaben wie
Prothesenstandzeit, Lokalisation der Prothesen und Prothesentyp wurden den
Einsendebdgen entnommen und bei Fehlen der Angaben auf Nachfrage in schriftlicher
und mundlicher Form erhoben. Auch die mikrobiologischen Befunde wurden bei
denjenigen Patienten, bei denen nach den Kriterien der erweiterten

Konsenusklassifikation eine Infektion diagnostiziert wurde, von den Einsendern erfragt.

3.2 Gewebeaufarbeitung:

Das Untersuchungsmaterial wurde in 4%-igem Formalin eingesendet. Anschlielend
wurden im Zuschnitt von charakteristischen Gewebeveranderungen 0,5 cm dicke
Schnitte angefertigt. Es folgte eine weitere Fixierung fur 24-48 Stunden in Formalin. Mit
Hilfe eines geschlossenen Entwasserungsgerates (Peloris SOP 8204, Leica, Wetzlar)
wurde unter Vakuum und Warme mit einer aufsteigenden Ethanolreihe und Xylol eine
Entwasserung der Materialien Uber Nacht vorgenommen, woraufhin am nachsten Tag
die Paraffineinbettung erfolgen konnte. Am Rotationsmikrotom (Rotationsmikrotom
Hyrax M40, Zeiss, Oberkochen; Messer A35, Feather, Osaka, Japan) wurden ein bis
drei um dicke Schnitte angefertigt, die schlieBlich auf Objekttragern (Objekttrager
Superfrost entfettet und geschnitten, Menzel, Braunschweig) aufgebracht wurden.
Folgend fand eine Inkubation im Warmeschrank (Function Line, Firma Heraeus, Hanau)
bei 70°C flr zehn bis 15 Minuten statt. Die Objekttrager wurden fur funf Minuten in Xylol

entparaffiniert und durch eine absteigende Ethanolreihe rehydriert.

3.2.1 HE-Farbung:

Die HE-Farbung wurde vollautomatisch mit dem Leica ST 4040 Farbemodul
durchgefuhrt. Mit Xylol wurden die Untersuchungsmaterialien deparaffiniert,
anschlie3end in einer Ethanolreihe behandelt und mit Leitungswasser gespdlt. Es folgte
die Kernfarbung, bei der viermal fur jeweils zwei Minuten die Objekttrager in
Hamatoxylin nach Harris (Hamatoxylin nach Harris, Surgipath, Richmond, lllinois, USA)
eingetaucht wurden. Die Zellkerne wurden in 70%-iges Ethanol unter Zusatz von 25%-
iger Salzsaure eingetaucht und die verbleibende Losung mit Leitungswasser abgespult.
Die Hintergrundfarbung erfolgte viermal mit Eosin (Eosin Y, Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA) flir jeweils zwei Minuten. Schliellich wurden die Schnittpraparate mit
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einer aufsteigenden Ethanolreihe behandelt, woraufhin sie erneut dreimal fur jeweils
zwei Minuten in Xylol eingetaucht wurden. Mittels Eindeckautomat (Eindeckautomat
CV5030, Leica, Wetzlar) und Eindeckmittel der Firma Fixogum (Fixogum, Fotokleber)
wurden die Praparate fixiert und letztendlich mit einem Deckglas versehen.

3.2.2 Immunhistochemie:

Die immunhistochemische Farbung erfolgte ebenfalls vollautomatisch mittels eines
Farbemoduls (Farbemodul Benchmark XT ICH Slide Stainer, Ventana Medical
Solutions, Tucson, USA). Zur Farbung wurden vorgefertigte Farbekits sowohl fur die CD
3- , flr die CD 15 —, als auch fur die Betacatenin - und Tenascin — Farbung (I-VIEW
DAB Farbekit , Ventana Medical Solutions, Tucson, USA) genutzt.

Mit Hilfe von Xylol erfolgte eine Deparaffinierung bevor die Schnitte der Behandlung mit
einer Ethanolreihe unterzogen wurden. Mittels des Zell-Conditioner 1 (CC1) erfolgte
eine Zellkonditionierung Uber acht Minuten bei 95°C, folgend eine milde
Zellkonditionierung Gber 30 Minuten. Uber vier Minuten wurde bei 100°C wiederum eine
CC1-Zellkonditionierung vorgenommen, bei der der Zell-Conditioner 1 sechsmal, im
Falle der Farbung von CD 3 13-mal aufgetragen wurde, und anschliel3end die Heizung
ausgeschaltet. Uber acht Minuten wurde erneut eine Zellkonditionierung durchgefiihrt.
Im Folgenden wurde das Untersuchungsmaterial mit Reaktionspuffer abgespult und fir
vier Minuten inkubiert. Im Falle der Tenascin-Farbung unterblieb die Zellkonditionierung
vollstandig. Hier konnte nach Deparaffinierung und Ethanolreihe direkt mit dem
folgenden Schritt fortgefahren werden. Ein Tropfen I-VIEW-Inhibitor wurde aufgetragen
und zweimal fur jeweils vier Minuten inkubiert. Dazwischen und am Ende wurde
ebenfalls mit Reaktionspuffer gespult, bevor die primaren Antikorper gegen CD 3 (Anti-
CD3 rabbit monoclonal primary antibody, Klon 2GV6, Roche, Basel, Schweiz), CD 15
(Anti-CD15, mouse monoclonal primary antibody, Klon MMA, Roche, Basel, Schweiz)
und Betacatenin (Betacatenin-Antikorper Klon 14, Ventana Medical Solutions, Tucson,
USA) zugesetzt wurden. Die Inkubation mit den primaren AntikOrpern dauerte jeweils
32 Minuten. Bei der Tenascin-Farbung wurde zuvor eine Inkubation mit Protease 1 fur
acht Minuten vorgenommen. Nach Spulung mit Reaktionspuffer konnte auch hier der
primare Antikdrper gegen Tenascin (Tenascin DB7, DCS Innovative Diagnostik-
Systeme, Hamburg, Deutschland) aufgetragen und fur 32 Minuten inkubiert werden. Bei

allen  durchgefuhrten immunhistochemischen Farbungen wurde erneut mit
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Reaktionspuffer gespdlt, gefolgt von einer weiteren Inkubation bei 37°C fur vier Minuten
und einer weiteren Spulung. Den Objekttragern wurde ein Tropfen |-VIEW BIOTIN mit
anschliellender Inkubation fur acht Minuten zugesetzt. Nach Spulung erfolgte der
Zusatz von einem Tropfen |-VIEW-SA-HRP mit Inkubation ebenfalls fur acht Minuten.
Bevor 3,3-Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen und zur Blockade der endogenen
Peroxidase I-VIEW H,0, zugesetzt wurden, wurde abschlieRend zweimal mit
Reaktionspuffer gespult. LCS wurde aufgetragen und fir acht Minuten inkubiert.
Letztendlich wurde mit Reaktionspuffer gespult und eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin
nach Harris (Hamatoxylin nach Harris, Surgipath, Richmond, lllinois, USA)
durchgefuhrt.

3.2.3 Konfokale Lasermikroskopie:

Fanf Falle (1 x Typ I, 1 Typ IV und 3 x NOS) wurden zur Untersuchung mittels
konfokaler Lasermikroskopie ausgewahlt. Von jedem Fall wurden vier 5 um dicke
Schnittpraparate angefertigt. Die paraffinierten Schnittpraparate wurden fur die
anschliellenden Farbungen mit anti-Tenascin-Antikorpern entparaffiniert. Fur jeweils
funf Minuten wurden die Praparate insgesamt dreimal in eine absteigende Xylol-Reihe
eingetaucht. Im Folgenden wurde eine Entwasserung in einer absteigenden
Alkoholreihe durchgefuhrt. Fur je 2,5 Minuten wurden hierzu die Praparate in 100%-
iges, 95%-iges, 90%-iges, 80%-iges und 70%-iges Ethanol gelegt.

Um die Permeabilitat der Zellmembranen fir die Antikdrper zu erhéhen, wurde 0,3%-
iges Triton X 100 in PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) fir zehn Minuten auf die
Proben gegeben. Dreimal erfolgte eine Spulung mit PBS fur jeweils zwei Minuten.
AnschlieBend wurden die anti-Tenascin-Antikorper (Tenascin DB7, DCS Innovative
Diagnostik-Systeme, Hamburg, Deutschland) in verschiedenen Verdinnungen (1:100,
1:200, 1:400) hinzugefugt. Ein Praparat pro Fall diente als Negativkontrolle, so dass
hier die Zugabe von anti-Tenascin-Antikorpern unterblieb. Die Inkubation mit anti-
Tenascin-Antikorpern erfolgte fur 16 Stunden in einer feuchten Kammer im Kuhlschrank
bei 4°C.

Nach 16 Stunden wurde dreimal zwei Minuten und zweimal funf Minuten mit PBS
gespult. In verschiedenen Verdlinnungen wurde anti-Mouse-FITC
(Fluoresceinisothiocyanat, Anti-Mouse Polyvalent Immunglobulins (G,A,M), F-1010,

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hinzugeflgt. Sowohl Praparate, denen zuvor anti-
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Tenascin in der Verdunnung 1:100 beigegeben wurde, als auch die Negativkontrolle
erhielten anti-Mouse-FITC 1:200, Praparate, denen man anti-Tenascin 1:200 und 1:400
beigegeben hatte, erhielten anti-Mouse-FITC 1:400. Die Proben wurden fur zwei
Stunden bei Zimmertemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.

Wiederum wurde dreimal fir zwei Minuten und zweimal fur fanf Minuten mit PBS
gespult. AnschlieBend wurde DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, bisBenzimide H
33342 trihydrochloride, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in einer Verdinnung von 1:500
zur Kernmarkierung hinzugefugt und fur 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert.
AbschlielRend wurde fur dreimal zwei Minuten und einmal funf Minuten mit PBS gespuilt.
Die Praparate wurden mit Abdeckglasern versehen.

Zur Sichtung der Praparate diente ein konfokales Laser-Scanning Mikroskop (Zeiss
LSM 510). Unterschiedliche VergroRerungen wurden mit mehreren Linsen erzeugt, 10-
fach (Plan-Neofluar, NA 0.3), 20-fach (Plan-Neofluar, NA 0.5), 40-fach (Plan-Neofluar,
NA 1.3) und 63-fach (Plan-Neofluar, NA 1.4). Die Bilderzeugung erfolgte mit Hilfe des
Bilderzeugungsprogramms  von  Hoechst.  Verschiedene Wellenlangen des
Fluoreszenzlichtes wurden von Emissions-Bandfiltern herausgefiltert und in
unterschiedlichen Farben kodiert. Auf diese Weise wurden die fluoreszenzmarkierten
Antikérper folgendermalien wiedergegeben: anti-mouse-FITC (grun, 488 nm), DAPI
(blau, 405 nm).

3.3 Einteilung nach den Kriterien der erweiterten Konsenusklassifikation:

Die histologischen Praparate wurden von erfahrenen Pathologen gesichtet und nach
den Kriterien der erweiterten Konsensusklassifikation der Neosynovialis eingeteilt. Sie
erlaubt durch gut reproduzierbare, histopathologische Kriterien das gesamte Spektrum
der endoprothesen-assoziierten Pathologien atiologisch abzudecken [Krenn V et al.
2011, Morawietz et al. 2006]. In Anbetracht des ausgewahlten Untersuchungskollektivs
von Patienten mit Endoprothesenkurzstandzeit-Pathologien konnte eine neue

Subgruppe (NOS) definiert werden.
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3.3.1 Neosynovialis/periprothetische Membran vom abriebinduzierten Typ
(Typ I):

Beim Typ | zeigen sich in der Neosynovialis/periprothetischen Membran Makrophagen
und multinukleare Riesenzellen. GroRere Abriebpartikel (ab ca. 5 um?) sind in
Riesenzellen, kleinere Partikel in Makrophagen gespeichert. Weiterhin sind vereinzelt
Lymphozyten zu sehen. In unterschiedlichem Ausmald sind aulerdem fibrinoide
Nekrosen vorhanden, die meist Abrieb-Partikel enthalten. Somit 1asst sich der Typ I in
einen Subtyp mit und ohne Nekrosen unterteilen, wobei die Nekrosenflache
semiquantitativ ermittelt werden sollte. Erst bei einem Flachenanteil von tber 30% ist
vom Subtyp mit fibrinoiden Nekrosen zu sprechen. Die Grofe, Qualitat und Quantitat
der Abriebpartikel werden von der Gleitpaarung und Intensitat der Belastung bestimmit.
Anhand des histomorphologischen Bildes kdnnen Abriebpartikel verschiedener

Materialien differenziert werden.

PE-Partikel: PE-Partikel sind langlich, spangenartig oder bizarr geformt und haben
einen leicht bunten Schimmer. Polarisationsoptisch zeigen sie eine ausgepragte
Doppelbrechung. Kleine Partikel (unter 1 um) koénnen mit der Olrotfarbung

nachgewiesen werden.

Metallabrieb: Metallabriebpartikel (Nichteisenpartikel) zeigen sich unter dem Mikroskop
als kleine rundliche oder scharfkantige, schwarze Partikel. Makroskopisch sind sie
meist unter dem Bild einer Metallose zu erkennen. Polarisationsoptisch haben sie einen
leicht gelblichen Schimmer. Mittels Berliner-Blau-Reaktion ist keine Anfarbung maoglich,

da hier nur eine Anfarbung von Hamosiderin erfolgt.

Knochenzementfragmente (polymeres Methylmethacrylat, PMMA):
Knochenzementfragmente  werden bei der Aufarbeitung der Materialien
herausgebrochen, wobei ovale und unregelmafig begrenzte Hohlrdaume zurtickbleiben.
Kontrastmittelpartikel aus Zirkondioxyd oder Bariumsulfat werden PMMA haufig
zugesetzt. Sie bilden im histologischen Praparat kleine runde Partikel mit einem
Durchmesser von 0,5 bis 2 um, die nicht selten als kreisrunde, schwarze bis

schwarzbraunliche Konglomerate auftreten. In der Polarisationsmikroskopie ist eine
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malig starke, weille Doppelbrechung mit dunklem Rand und hellem Zentrum

festzustellen.

Keramikpartikel:  Histologisch sind Keramikpartikel schwarz-braunliche, meist
polygonale Partikel mit einer Groe von 0,5 bis 10 um. Je nach Orientierung
verursachen sie eine Doppelbrechung unterschiedlicher Intensitat. Die seltener
verwendeten, neueren Zirkonoxidkeramiken mit Zusatz von Yttriumoxid haben
mikroskopisch eine graubraune bis schwarze Farbe und lassen sich nur schwierig vom

Metallabrieb abgrenzen.

3.3.2 Neosynovialis/periprothetische Membran vom infektiosen Typ (Typ Il):

Beim infektiosen Typ wird zwischen einer low grade- und einer high grade-Infektion
unterschieden. Eine chronische, granulierende Entzindung mit Fibroblasten, reaktiven
GefaRproliferaten, einem chronischen Odem sowie einem entziindlichen Infiltrat aus
neutrophilen Granulozyten, Plasmazellen und kleinen Lymphozyten-Ansammlungen
sind charakteristisch fur eine low grade-Infektion. Die high grade-Infektion zeigt das Bild
einer ausgepragten, teils abszedierenden oder phlegmondsen Entzindung. Im
Mittelpunkt der Beurteilung stehen die Verteilung und Quantitat neutrophiler
Granulozyten. In Untersuchungen liel} sich ein Grenzwert von 23 neutrophilen
Granulozyten pro HPF (high power field) definieren, der eine optimale Ubereinstimmung
von mikrobiologischen und histologischen Befunden sowie eine gute Sensitivitat und
Spezifitat gewahrleistet [Morawietz et al. 2009]. Eine zusatzliche mikrobiologische

Diagnostik auch in Hinsicht auf eine gezielte antibiotische Therapie ist natlrlich obligat.

3.3.3 Neosynovialis/periprothetische Membran vom Mischtyp (Typ Ill):

Histologisch ist der Mischtyp durch Charakteristika sowohl des abriebinduzierten als
auch des infektiossen Typs gekennzeichnet. Meist stehen abriebinduzierte
Veranderungen im Vordergrund, wahrend infektidse Merkmale nur bei genauer

Durchsicht zu erkennen sind.
3.3.4 Neosynovialis/periprothetische Membran vom Indifferenztyp (Typ IV):

Der Indifferenztyp erfullt keine der vorher genannten Kriterien. Im Vordergrund steht

kollagenfaserreiches Bindegewebe, dessen Oberflache von einer synovialisdhnlichen
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Deckzellschicht bedeckt ist. Nur vereinzelt sind neutrophile Granulozyten zu erkennen
und leichtgradige lymphoplasmozellulare Infiltrate. Abrieb ist nicht festzustellen.

Die Atiologie dieses Typs ist mannigfaltig.

3.3.5 Arthrofibrose:

Gekennzeichnet ist die Arthrofibrose durch eine ausgepragte peri- bzw. intraartikulare

fiborose Reaktion. Anhand der Dichte der fibroblastéaren Zellen lassen sich drei

Schweregrade differenzieren [Krenn V et al. 2013].

Grad 1: leichtgradige fibroblastare Zellularitat. Abstand zwischen zwei Fibroblasten
groRer als zwei Fibroblastenlangen. Histologische Differenzierung zu
unspezifischer Fibrosierung nur durch klinische Informationen moglich.

Grad 2: maldiggradige Zellularitat mit nodalem Aspekt des fibrésen Gewebes.

Abstand zwischen zwei Fibroblasten zwischen einer und zwei
Fibroblastenlangen.

Grad 3: hochgradige Zellularitat mit histologischen Ahnlichkeiten zu Fibromatosen.
Abstand zwischen zwei Fibroblasten geringer als eine Fibroblastenlange.
Wahrend bei den Graden Il und Ill eine sichere Differentialdiagnose zur Neosynovialitis
vom Indifferenztyp moglich ist, sind beim Grad | der Verlauf und bildgebende Verfahren
zur Abgrenzung heranzuziehen. In der Immunhistochemie finden sich variabel
ausgebildete lymphozytare Infiltrate CD-3-positiver Lymphozyten. Nur selten sind
Abriebpartikel vorzufinden, so dass eine Differenzierung zwischen abriebinduzierter und

nicht-abriebinduzierter Arthrofibrose vorgenommen werden kann.

Neben einer Uberexpression von TGF-beta und PDGF spielt zur Diagnostik und

differentialdiagnostischen Abgrenzung die Expression von Betacatenin neuerdings eine

entscheidende Rolle. Bei der Arthrofibrose zeigt sich eine signifikant héhere Expression
von Betacatenin als bei einer Typ IV-Membran und eine signifikant geringere

Expression als bei Fibromatosen. Dabei korreliert die Expression mit dem Schweregrad

der Arthrofibrose. Des Weiteren ist das Betacatenin bei der Arthrofibrose im Zytoplasma

der Fibroblasten und nicht wie bei den Fibromatosen im Zellkern vorzufinden. Als

Grenzwert konnten 20 Betacatenin-positive Fibroblasten pro HPF festgelegt werden,

um die Diagnose einer Arthrofibrose mit einem hohen Sicherheitsgrad stellen zu

konnen [Krenn V et al. 2013].
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3.3.6 Ossare Pathologien:

Periprothetische Ossifikationen sind in erster Linie bei Hiftendoprothesen und hier vor
allem im Bereich des Trochanter major vorzufinden. Histologisch handelt es sich um
heterotope Ossifikationen mit variabler Auspragung.

Das Spektrum ossarer Pathologien reicht von umschriebenen Lamellen — bzw.
Geflechtknochenpartikeln bis hin zu proliferierenden Ossifikationen unter dem Bild einer
Myositis ossificans. Selten ist die Proliferation so ausgepragt, dass sie klinisch als
extraossares Osteosarkom imponieren. Bei histologischer Betrachtung fehlen Atypien

und Tumorosteoid.

3.3.7 Osteonekrose:

Eine aseptische Knochennekrose findet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zum
angrenzenden Prothesenmaterial. In Abhangigkeit der Auspragung lassen sich optisch
leere Osteozytenlakunen oder Markraumddeme bei akuter Osteonekrose darstellen.
Auf der anderen Seite =zeigt die chronische Osteonekrose eine reaktive
Knochenneubildung, die sich um einen nekrotischen Knochen und eine ausgepragte
Markraumfibrose bildet.

3.3.8 Osteomyelitiden des Implantatlagers:

Osteomyelitiden sind nur selten als weitere Komplikation einer Neosynovialitis vom
infektiosen oder Mischtyp vorzufinden. Im mikroskopischen Bild zeigen sich
intramedullar  neutrophile  Granulozyten, Mikroabszesse sowie nekrotisches

Knochengewebe (optisch leere Osteozytenlakunen).
3.4 Definition NOS:

Der NOS-Typ ist negativ definiert im Sinne einer Neosynovialis, welche nicht nach den

Kriterien der Konsensusklassifikation identifizierbar ist.
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3.5 Histopathologische Auswertung:

3.5.1 Auswertung der HE-Praparate:

Die Beurteilung der HE-Praparate erfolgte in der Durchlichtmikroskopie und mit Hilfe
polarisationsoptischer Methoden. Herangezogen zur Beurteilung wurden diejenigen
Areale, in denen die ausgepragtesten Veranderungen vorgefunden werden konnten.
Anhand oben genannter Eigenschaften wurde eine Unterteilung in die Typen der
erweiterten Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologien vorgenommen.

Das Vorhandensein und die Quantitdt der Abriebpartikel wurden Uberpruft. Die
typischen Charakteristika, die sich aus dem Material der Abriebpartikel ergaben,
wurden, wenn vorhanden, mit den Angaben bezlglich des Prothesentyps abgeglichen.
Des Weiteren wurde insbesondere die Gegenwart von neutrophilen Granulozyten und
deren Dichte untersucht. Bei klinischem Verdacht auf eine Implantatallergie stand die
Beurteilung der Lymphozyten im Vordergrund.

Zur Diagnose einer Arthrofiborose wurde die Fibroblastenzellularitdt begutachtet.
Besonderes Augenmerk wurde auf die Dichte der Fibroblastenpopulationen gelegt. Eine
Differenzierung der Schweregrade der Arthrofibrose wurde nicht vorgenommen. Die
Diagnose eines NOS wurde gestellt, wenn die Kriterien eines Indifferenztyps erfullt
wurden und zusatzlich flachenhafte Nekrosen bzw. Fibrininsudationen vorlagen.
Abriebpartikel oder ausgepragte makrophagozytare oder lymphozytare Infiltrate durften

nicht erkennbar sein.

3.5.2 Auswertung der Immunhistochemie:

Je nach klinischer Fragestellung und histopathologischen Veranderungen der HE-
Praparate wurden unterschiedliche immunhistochemische Farbungen vorgenommen.
Wahrend jeweils sieben Typen, die nach Beurteilung im HE-Praparat als Typ |- oder
Typ IV-Neosynovialitis definiert wurden, sowie 16 NOS-Typen mit Antikbrpern gegen
Tenascin-Antigene angefarbt wurden, wurde eine Farbung auf CD15 bei insgesamt 64
Proben, eine Farbung auf CD 3 nur unter dem Verdacht einer allergischen Genese
durchgefuhrt. 21 Proben wurden auf Betacatenin gefarbt.

Zur Beurteilung herangezogen wurde die Anzahl der antigen-positiven Zellen pro HPF
sowie deren Verteilung im Gesamtpraparat. Wurde bei CD 15-positiven Zellen pro HPF
ein Grenzwert von 23 Zellen Uberschritten, stellte man die Diagnose einer
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Neosynovialitis vom infektidsen Typ. Ein Grenzwert, ab welchem eine intrasynoviale CD
3 —positive Lymphozytose als Aquivalent einer allergischen Typ-IV-Reaktion zu werten
ist, liegt derzeit noch nicht vor. Bislang sind ausschlielllich Zytokinmuster bei
implantatallergischen Reaktionen beschrieben. Die klinischen Angaben waren zur
Diagnosefindung neben den histopathologischen Veranderungen entscheidend. Die
immunhistochemische Betacatenin-Expression wurde zur Diagnose einer Arthrofibrose
verwendet. Ein Grenzwert von 20 Betacatenin-positiven Fibroblasten pro HPF wurde
zur Diagnosestellung, insbesondere zur differentialdiagnostischen Abgrenzung
gegenuber der Neosynovialitis vom Indifferenztyp genutzt [Krenn V et al. 2013].

Ein besonderes Interesse galt der Lokalisation der Tenascin-Antigene. Eine
Differenzierung in folgende Lokalisationen wurde vorgenommen: Deckzellschicht,
Bindegewebe, extrazellular/subsynovial. Angegeben wurde jeweils das Flachenmal} in
Prozent, in dem sich sowohl der prozentuale Anteil des jeweiligen Kompartiments am
Gesamtpraparat als auch der durch den Antikorper angefarbte Anteil als
semiquantitatives Mal} widerspiegeln. In dieser Hinsicht erfolgte ein Vergleich zwischen

Proben vom Abrieb-, Indifferenz- und dem neu definierten NOS-Typ.

3.5.3 Auswertung der konfokalen Lasermikroskopie:

Die Auswertung der konfokalen Lasermikroskopie erfolgte nach rein morphologischen
Gesichtspunkten. Es wurden keine quantitativen Messwerte erhoben, lediglich die
Beschreibung eines Verteilungsmusters des Tenascins, das sich bei den Typen |, IV
und NOS unterscheidet und charakteristische Merkmale aufweist, stand hier im

Vordergrund.

3.6 Statistische Methoden:

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS Statistics Version 21 der
Firma IBM verwendet. Die Haufigkeiten bzw. Verteilungen wurden in einfachen
Anzahlen und je nach Fragestellung auch in ihren prozentualen Anteilen angegeben.
Zur Veranschaulichung wurden Kreisdiagramme oder Balkendiagramme, zum Teil auch
Boxplots verwendet.

Statistisch signifikante Unterschiede bei der Verteilung der Flachenmalle in
Deckzellschicht, Bindegewebe und extrazellular/subsynovial in Abhangigkeit der

verschiedenen Typen nach erweiterter Konsenusklassifikation wurden unter Nutzung
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des T-Testes flr wunabhéngige Stichproben ermittelt. Da nicht von einer
Normalverteilung auszugehen ist, wurde zusatzlich als nichtparametrisches

Testverfahren der Kruskal-Wallis-Test fur unabhangige Stichproben verwendet.
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4. Ergebnisse:

4.1 Gesamtstudienpopulation/Klinische Daten:

Untersucht wurden die ausschlieBlich arthroskopisch gewonnenen Proben bei
einliegenden Endoprothesen von insgesamt 83 Patienten mit nahezu paritatischer
(Ménner 48,2%, Frauen 51,8
1927 und 1975 mit einer eindeutigen Tendenz zu fruheren

Geschlechterverteilung %). Geboren waren die
Probanden zwischen
Tabelle 4.1 gibt

Probenentnahmen, die bei 67 Patienten vorlag.

Geburtsjahren. einen Uberblick Uber die Lokalisation der

Tabelle 4.1: Lokalisation der Probenentnahme in Gesamtpopulation

P Giltige Kumulierte

Haufigkeit Prozent Prozelg1 te Prozente
Gultig Keine Angabe 16 19,3 19,3 19,3
Hiifte 5 6,0 6,0 25,3
Knie 60 72,3 72,3 97,6
OSG 1 1,2 1,2 98,8
Schulter 1 1,2 1,2 100,0

Gesamt 83 100,0 100,0

In fast 3/4 der Falle handelte es sich bei vorhandener Lokalisationsangabe um
Knieendoprothesen, gefolgt von Huftendoprothesen.

Untersuchungsmaterial von Schulter- oder oberem Sprunggelenkersatz war nur in
Einzelfallen in die Untersuchung eingegangen. Bei 42 der Probanden konnte eine
genaue Standzeit in Monaten, bei 57 Probanden in Jahren erfasst werden. Im Mittel
wurde eine nur kurze Standzeit von 20,9 Monaten mit Angaben zwischen einem und
137 Monaten berechnet. Die maximal erfasste Standzeit betrug elf Jahre. Unter
Definition einer Kurzstandzeit von weniger als funf Jahren mussten sechs der 57
Auswertung der Kurzstandzeitpathologien

Probanden bei der gesonderten

ausgeschlossen werden.
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4.2 Analyse der Kurzstandzeitpopulation:

Proben von 51 Personen konnten in die Untersuchung der Kurzstandzeitpathologien
einflieBen, 26 Manner und 25 Frauen. Bei 37 der 51 Probanden konnte eine genaue
Standzeit in Monaten ermittelt werden mit einem Mittelwert von 14,2 Monaten. Bei
sechs Proben konnte die Lokalisation der Entnahmestelle nicht festgestellt werden.

Tabelle 4.2 gibt die verschiedenen Lokalisationen wieder.

Tabelle 4.2: Lokalisation der Probenentnahme in Kurzstandzeitpopulation

e e b Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Proze?\ te Prozente
Gultig Keine Angabe |6 11,8 11,8 11,8
Hufte 4 7,8 7,8 19,6
Knie 40 78,4 78,4 98,0
Schulter 1 2,0 2,0 100,0
Gesamt 51 100,0 100,0

Mit 78,4% stammen die Untersuchungsmaterialien bei bekannter Lokalisation
uberwiegend von Knieendoprothesen. Vier Probanden mit
Huftendoprothesendysfunktionen und eine Untersuchung an einer Schulterprothese
wurden eingeschlossen.

Verglichen mit der Gesamtstudienpopulation sind sowohl in Bezug auf die Lokalisation

als auch die Geschlechterverteilung keine wesentlichen Unterschiede auszumachen.

4.3 Histopathologische Kriterien des NOS-Typs:

Nach histopathologischer Analyse der Neosynovialitis von 83 Fallen ergab sich in 30
Fallen keine histopathologische Klassifizierbarkeit gemal der Konsenusklassifikation
[Krenn V. et al 2013]. Es bestanden Ahnlichkeiten zur Arthrofibrose mit einer
ausgepragten Fibrosereaktion, Abriebpartikel waren nicht nachweisbar, Granulozyten
waren nur in geringem Masse vorhanden und ein Uberschreiten des Grenzwertes einer
periprothetischen Membran vom infektiosen Typ lag nicht vor. Lymphozyten liegen nur
vereinzelt vor. Auffallig und charakteristisch war ein ausgepragtes Ausmal} von

Nekrosen und Fibrininsudationen.
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Gesamtstudien- und Kurzstandzeitpopulation:
Die Tabellen 4.3 und 4.4 sowie die Abbildungen 4.1 und 4.2 geben einen Uberblick
uber die Verteilung der Typen eingeteilt nach erweiterter Konsenusklassifikation

einschliellich des neu definierten Typs NOS in Gesamt- und Kurzstandzeitpopulation.

Tabelle 4.3: Verteilung der Typen gemal erweiterter Konsenusklassifikation inklusive

NOS in der Gesamtstudienpopulation

. g Gultige | Kumulierte
Haufigkeit Prozent Proze?l te Prozente

Giltig Arthrofibrose 16 19,3 19,3 19,3

Arthrofibrose + IV 1 1,2 1,2 20,5

Arthrofibrose + NOS | 2 2,4 24 22,9

I 11 13,3 13,3 36,1

! 15 18,1 18,1 54,2

v 10 12,0 12,0 66,3

NOS 28 33,7 33,7 100,0

Gesamt 83 100,0 100,0

Typ nach
Konensus

W Arthrofibrose

M Arthrofibrose + IV
O Arthrofibrose + NOS
[

O
|
@Enos

Abbildung 4.1: Graphische Darstellung der Verteilung geman erweiterter Konsensus-

klassifikation inklusive NOS in der Gesamtstudienpopulation
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Schon in der Gesamtpopulation ist der neu definierte Typ NOS mit 33,7% die haufigste
gestellte Diagnose, gefolgt von der Arthrofibrose mit insgesamt 19,3% und der Infektion
mit 18,1%. Zusammen nehmen diese Typen knapp % aller Diagnosen ein. Den Rest
teilen sich Abrieb- und Indifferenztyp. In zusammengenommen sechs Fallen wurde
entweder in Kombination mit Abrieb, Typ IV oder Arthrofibrose eine Allergie postuliert.
In zwei Fallen konnten nach histologischem Bild zwei verschiedene Typen
diagnostiziert werden, einmal Arthrofibrose und NOS und einmal Arthrofibrose und
Indifferenztyp.

Zum Vergleich zeigen die Tabelle 4.4 und die Abbildung 4.2 die Verteilung in der
Kurzstandzeitpopulation

Tabelle 4.4: Verteilung gemaf erweiterter Konsensusklassifikation inklusive NOS in

Kurzstandzeitpopulation.

P Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Proze?ﬂe Prozente
Gultig Arthrofibrose 8 15,7 15,7 15,7
Arthrofibrose + NOS | 1 2,0 2,0 17,6
| 7 13,7 13,7 31,4
| 8 15,7 15,7 471
v 7 13,7 13,7 60,8
NOS 20 39,2 39,2 100,0
Gesamt 51 100,0 100,0

Auch hier ist der neue Typ NOS mit knapp 40% eindeutig die am haufigsten gestellte
Diagnose, ebenfalls gefolgt von Infektion mit 18% und Arthrofibrose mit 16%. Somit
ergibt sich im Vergleich mit der Gesamtpopulation ein fast gleiches Verteilungsmuster
mit leicht ausgepragterer Dominanz des Typs NOS. Auch Allergien wurden in funf

Fallen diagnostiziert in Kombination mit Abrieb, Indifferenztyp oder Arthrofibrose.
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Typ nach
Konsenusklassifikation

M Arthrofibrose
[ Arthrofibrose + NOS
]

[ 1]
Ow
Mnos

Abbildung 4.2: Graphische Darstellung der Verteilung geman erweiterter Konsensus-

klassifikation inklusive NOS-Typ in der Kurzstandzeitpopulation

4.5 Tenascin-Immunhistologie in Gesamt- und Kurzstandzeitpopulation:

Aus der Gesamtpopulation wurden sieben Proben mit der Diagnose eines Abriebtyps,
sieben Proben mit der Diagnose Indifferenztyp und 16 Proben mit der Diagnose NOS
zufallig ausgewahlt und eine Tenascin-Immunhistologie durchgefuhrt. Untersucht wurde
die Verteilung von Tenascin in  Deckzellschicht, Bindegewebe sowie
extrazellular/subsynovial und als Flachenanteil in Prozent wiedergegeben.

Abbildung 4.3 zeigt die Mediane der Flachenanteile bezogen auf die unterschiedlichen
Typen, Tabelle 4.5 gibt Mittelwert, Median und Standardabweichung der Flachenanteile
bei den verschiedenen Typen wieder. Wahrend innerhalb der Deckzellschicht nahezu
keine Differenzen zu verzeichnen sind, zeigen sich im extrazellularen/subsynovialen
Gewebe signifikante Unterschiede. Am grof3ten ist der Flachenanteil der
immunhistochemischen Tenascin-Expression bei NOS und nimmt dber den
Indifferenztyp bis hin zum Abriebtyp ab. Aul3erdem ist auch im Bindegewebe zwischen
Typ IV und NOS und Typ IV und | fur den Flachenanteil der immunhistochemischen
Tenascin-Expression ein eindeutiger Unterschied zu erkennen. Dies gilt jedoch nicht fur

den Vergleich von NOS und Typ I.
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Tabelle 4.5: Mittelwert, Median und Standardabweichung der Flachenanteile flr Typ

[, IV und NOS in Gesamtstudienpopulation

Typ nach Konsensus-

Flachenanteil

Flachenanteil

Flachenanteil

klassifikation Tenascin Tenascin Tenascin
Deckzellschicht | Bindegewebe | subsynovial
I Mittelwert 12,86 18,57 16,43
N 7 7 7
Standardabweichung | 7,559 10,690 9,449
Median 10,00 10,00 10,00
Schiefe 2,646 0,374 1,088
v Mittelwert 12,86 54,29 32,86
N 7 7 7
Standardabweichung | 4,880 23,705 22,887
Median 10,00 60,00 20,00
Schiefe 1,230 - 0,086 0,329
NOS Mittelwert 12,81 15,63 65,63
N 16 16 16
Standardabweichung | 5,468 10,782 22,500
Median 10,00 10,00 70,00
Schiefe 0,343 0,819 -1,172
Gesamt | Mittelwert 12,83 25,33 46,50
Anzahl 30 30 30
Standardabweichung | 5,676 21,573 29,218
Median 10,00 20,00 50,00
Schiefe 1,263 1,442 0,012

27




‘ Ergebnisse ‘

Flachenanteil Tenascin
Bindegewebhe

| Flachenanteil Tenascin
subsynovial

Flachenanteil Tenascin
Deckzellschicht

607

40

Median

204

i R BE

| v NOS

Typ nach Konsensus

Abbildung 4.3: Balkendiagramm der Mediane der Flachenanteile fur Typ I, IV und

NOS in der Gesamtstudienpopulation

Vergleicht man die Verteilungen mit Hilfe des T-Testes flr unabhangige Stichproben,
ergeben sich bei einem Signifikanzniveau von p < 0,01 signifikante Unterschiede fur die
Verteilung im Bindegewebe zwischen den Typen | und IV sowie zwischen Typ IV und
NOS, in der extrazellularen/subsynovialen Schicht zwischen Typ | und NOS sowie Typ
IV und NOS.

Greift man aus dieser Population diejenigen Probanden heraus, bei denen nach
klinischen Angaben eine Kurzstandzeit vorliegt, verbleiben funf mit der Diagnose
Abrieb, sechs mit der Diagnose Indifferenztyp und neun mit einem NOS. Tabelle 4.6
gibt Auskunft Uber Mittelwert, Median und Standardabweichung der Flachenanteile in
den Kompartimenten Deckzellschicht, Bindegewebe und subsynovial/extrazellular je

nach Typ gemal Konsensusklassifikation.
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Tabelle 4.6: Mittelwert, Median und Schiefe der Flachenanteile fur Typ I, IV und NOS

in Kurzstandzeitpopulation

Typ nach Konsensus- Fléchenar)teil Fléchenar)teil Fléchenar.uteil
klassifikation Tenascin Tenascin Tenascin
Deckzellschicht | Bindegewebe | subsynovial

I Mittelwert 14,00 22,00 18,00
N 5 5 5
Standardabweichung | 8,944 10,954 10,954
Median 10,00 30,00 10,00
Schiefe 2,236 - 0,609 0,609

v Mittelwert 13,33 50,00 36,67
N 6 6 6
Standardabweichung | 5,164 22,804 22,509
Median 10,00 45,00 35,00
Schiefe 0,968 0,304 - 0,012

NOS Mittelwert 10,56 15,00 66,11
N 9 9 9
Standardabweichung | 4,640 11,726 26,074
Median 10,00 10,00 70,00
Schiefe 0,944 1,121 -1,311

Gesamt | Mittelwert 12,25 27,25 45,25
Anzahl 20 20 20
Standardabweichung | 5,955 21,489 29,490
Median 10,00 25,00 50,00
Schiefe 1,689 1,203 0,158

In Abbildung 4.4 wurden die Mediane graphisch dargestellt. Wiederum ergeben sich im
Wahrend

Deckzellschicht keine nennenswerten Differenzen zu erkennen sind, lassen sich auch

Vergleich mit der Gesamtpopulation ahnliche Verhaltnisse. in der
hier in Bezug auf das Bindegewebe Unterschiede in Mittelwert und Median beim

Vergleich von Typ | und Typ IV sowie Typ IV und NOS ausmachen. Im
extrazellularen/subsynovialen Gewebe nehmen Mittelwert und Median von NOS Uber
Typ IV bis hin zum Typ | ab. Wendet man auch hier den T-Test fur unabhangige

Stichproben an, ergeben sich bei einem Signifikanzniveau von p < 0,01 lediglich
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signifikante Unterschiede bei den Flachenanteilen im extrazellularen/subsynovialen

Gewebe im Vergleich von Typ | und NOS.

Flachenanteil Tenascin

Deckzellschicht

Flachenanteil Tenascin

Bindegewebe

u| Flachenanteil Tenascin
subsynovial

60

404

Median

20

1

v NOS

0-

Typ nach Konsensusklassifikation

Abbildung 4.4: Balkendiagramm der Mediane der Flachenanteile fur Typ I, IV und

NOS in Kurzstandzeitpopulation

Da die Verteilungen eine grenzwertige Schiefe und gréRere Unterschiede in den
Standardabweichungen aufweisen, wurde als weiteres Testverfahren der

nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test angewendet (Abbildung 4.5).
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Nullhypothese Test Signifikanz Entscheidung
Die Verteilung des Tenascin- | Kruskal-Wallis-
Flachenanteils in der | Test
Deckzellschicht ist aber der | unabhandiqer 0,929 MLt
. g9 behalten
Kategorie »TYP nach | stichproben
Konsensusklassifikation® gleich
Die Verteilung des Tenascin- | Kruskal-Wallis-
Flachenanteils im Bindegewebe | Test 0.002 Nullhypothese
ist Uber der Kategorie ,Typ nach unabhéngiger ’ ablehnen
Konsensusklassifikation® gleich | Stichproben
Die Verteilung des Tenascin- | Kruskal-Wallis-
Flachenanteils subsynovial ist | Test 0.001 Nullhypothese
uber der Kategorie ,Typ nach unabhangiger ’ ablehnen
Konsensusklassifikation® gleich | Stichproben
Nullhypothese Test Signifikanz Entscheidung
Die Verteilung des Tenascin- | Kruskal-Wallis-
Flachenanteils in der | Test
Deckzellschicht ist Gber der | ynabhanaiger 0,518 Nullhypothese
, gi9 behalten
Kategorie . TYP nach | stichproben
Konsensusklassifikation® gleich
Die Verteilung des Tenascin- | Kruskal-Wallis-
Flachenanteils im Bindegewebe | Test 0.009 Nullhypothese
ist Uber der Kategorie ,Typ nach unabhangiger ’ ablehnen
Konsensusklassifikation® gleich | Stichproben
Die Verteilung des Tenascin- | Kruskal-Wallis-
Flachenanteils subsynovial ist | Test 0014 Nullhypothese
uber der Kategorie ,Typ nach unabhangiger ’ ablehnen
Konsensusklassifikation® gleich | Stichproben

Abbildung 4.5: Kruskal-Wallis-Test Uber die Verteilung der Flachenanteile in den

Typen I, IV und NOS in Gesamtstudienpopulation (oben) und

Kurzstandzeitpopulation (unten).

Bei einem Signifikanzniveau von p < 0,05 lassen sich sowohl in der Gesamtpopulation

als auch in der Kurzstandzeitpopulation signifikante Unterschiede in Bezug auf die

Flachenanteile

im Bindegewebe und

zwischen den untersuchten Typen nachweisen.

im extrazellularen/subsynovialen Gewebe
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4.6 Auswertung der konfokalen Lasermikroskopie:

Die immunhistochemische Tenascin-Expression, nochmals mittels konfokaler
Lasermikroskopie untersucht, wurde nach rein morphologisch-deskriptiven Mal3staben
bewertet. Eine quantitative oder semiquantitative Beschreibung wurde nicht
vorgenommen. Lediglich sollte ein typisches Verteilungsmuster beschrieben werden.
Abbildung 4.6 zeigt die Verteilung von Tenascin bei Abrieb-, Indifferenztyp sowie NOS,
dargestellt in der konfokalen Lasermikroskopie.
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Abb. 4.6a Abb. 4.6b

Abb. 4.6¢ Abb. 4.6d

Abbildung 4.6: Tenascin-Immunfluoreszenz bei Typ | (Abb. 4.6a), Typ IV (Abb. 4.6b)
und NOS (Abb. 4.6¢c und Abb. 4.6d). Originalvergrof3erung x 150 (Abb.
4.6a, 4.6b, 4.6¢), Originalvergréfierung x 300 (Abb. 4.6d)
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Sowohl Typ I, Typ IV als auch NOS zeigen eine intensive immunhistochemische
Tenascin-Expression im Bereich der Deckzellschicht. Daneben lasst sich bei allen
untersuchten Typen auch eine intensive perivaskulare Tenascin-Ablagerung
nachweisen. Ebenfalls wird im Vergleich zum restlichen Bindegewebe unmittelbar
subsynovial vermehrt Tenascin angereichert. Diese subsynoviale Ablagerung scheint
jedoch bei NOS in noch ausgepragterem Malde vorhanden zu sein. Im Falle von Abrieb-
oder Indifferenztyp ist sie wesentlich schwacher ausgepragt.
Somit lasst sich fur den neu-definierten Typ NOS ein typisches Tenascin-
Verteilungsmuster angeben:
Eine subsynoviale, zapfenartig in das Bindegewebe hineinreichende Tenascin-
Ablagerung.
Abbildung 4.7 zeigt eine Synopsis des Typs NOS in HE-Farbung, Tenascin-
Immunhistochemie und immunhistochemischer Tenascin-Expression bei konfokaler

Lasermikroskopie.

. 4

Abbildung 4.7: Synopsis des Typs NOS in HE-Farbung (Abb. 4.7a), Tenascin-
Immunhistochemie (Abb. 4.7b) und Tenascin-Immunfluoreszenz

in konfokaler Lasermikroskopie (Abb. 4.7c). Originalvergrof3erung x 150
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5. Diskussion:

5.1 Anwendbarkeit der Konsensusklassifikation auf bioptisch-arthroskopisch

gewonnene Proben:

5.1.1 Entwicklung der erweiterten Konsensusklassifikation:

In Zeiten einer zunehmenden Seneszenz der Bevodlkerung gewinnt auch die
endoprothetische Versorgung von Gelenken immer grof3ere Bedeutung. Hinzu kommen
Lebensstilanderungen, die zu einer wachsenden Anzahl adipéser Menschen in der
Bevolkerung fuhren. Auch die mogliche Ausubung von Extremsportarten flhrt zu einer
grolReren Belastung der Gelenke und einem bereits in friheren Lebensjahren
einsetzenden Verschleild im Sinne arthrotischer Veranderungen. Selbst wenn sich das
Alter, in denen endoprothetische Eingriffe vorgenommen werden, nicht verandern
wurde, bringt eine weiter steigende Lebenserwartung die Notwendigkeit langer
Endoprothesenstandzeiten mit sich. Des Weiteren spielt mit Sicherheit auch die
wachsende Expertise bei der Versorgung der veranderten Gelenke eine Rolle. Jungere
Patienten nach Traumata oder Menschen mit degenerativ veranderten Gelenken in den
mittleren Lebensjahren werden heute haufiger mit Endoprothesen versorgt.
Zusammengenommen fuhren diese Faktoren dazu, dass immer haufiger Dysfunktionen
der mit Endoprothesen versorgten Gelenke auftreten und in zunehmendem Malle
Prothesenwechsel-Operationen notwendig werden. In diesem Sinne hat auch die
Diagnostik und Ursachenforschung von Endoprothesendysfunktionen in den letzten
Jahren bis Jahrzehnten an Bedeutung gewonnen.

Bereits im Jahre 2004 wurde auf nationaler Ebene in Deutschland eine Klassifikation
zur Einteilung der Endoprothesendysfunktionen vorgeschlagen, deren Grundlage die
histopathologische Begutachtung der Neosynovialis oder der periprothetischen
Membran liefert [Morawietz L et al. 2004]. Die Neosynovialis bildet den Ersatz der meist
im Rahmen der Endoprothesenimplantation zumindest teilweise entfernten Synovialis
und bildet eine neue Gelenkhdhle um das implantierte Gelenk. Die periprothetische
Membran hingegen bildet sich unmittelbar zwischen Implantat und der Spongiosa des
Knochens aus und ist somit nur bei Prothesenwechsel-operationen zuganglich. Im
englischen Sprachgebrauch wurde hieflur der Begriff ,SLIM® gepragt. Da beide Gewebe

jedoch miteinander kommunizieren, wird postuliert, dass sich hierin gleichartige
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Veranderungen zeigen [Krenn V et al. 2013]. Als Grundlage der vorgeschlagenen
Konsensusklassifikation dienten histologische Untersuchungen, die an
periprothetischen Membranen vorgenommen wurden, die bei aseptischer oder
septischer Endoprothesenlockerung gewonnen werden konnten. Die zellularen
Prozesse der periprothetischen Membran scheinen nicht nur fir die Diagnosefindung
wichtige Informationen zu enthalten, sondern tragen an sich zur Ausbildung einer
Dysfunktion der einliegenden Endoprothese bei [Bos J et al. 1995, Hahn M et al. 1992,
Hirakawa K et al. 1996]. Die urspringlich eingefihrte Konsensusklassifikation
unterschied vier verschiedene Typen der Endoprothesendysfunktion:

I: Abriebinduzierter Typ (Typ I)

lI: Infektioser Typ (Typ II)

[1l: Mischtyp (Typ IlI)

IV: Indifferenztyp (Typ IV).

Im Jahre 2006 wurde diese Klassifikation erstmals international verdffentlicht
[Morawietz L et al. 2006]. In den folgenden Jahren fand eine zunehmende Erweiterung
und Subtypisierung statt. Anhand morphologischer Charakteristika in HE-gefarbten
Schnittpraparaten sowie enzymhistochemischen Eigenschaften (Ol-Rot-Farbung,
Berliner-Blau-Reaktion) gelingt eine Aussage Uber die Materialien der Abriebpartikel
und eine Differentialdiagnose zu Nicht-Abriebpartikeln. Diese wurden in einem
einfachen, leicht anwendbaren Algorithmus zusammengefasst [Krenn V et al. 2013].
Des Weiteren wurde auch die Moglichkeit von Hypersensitivitatsreaktionen (Typ V-
Reaktion) in die Klassifizierung mit einbezogen. Beim abriebinduzierten Typ oder
Indifferenztyp gibt der Nachweis CD 3 - positiver Lymphozyten als Korrelat einer
allergischen Reaktion einen Hinweis auf eine Hypersensitivitdt. Jedoch sollte eine
Interpretation nur unter Einbeziehung klinischer Untersuchungsbefunde, der Anamnese
und einer Allergiediagnostik erfolgen. Sowohl eine gute Vertraglichkeit von
Metallimplantation bei positiver Epikutantestung als auch eine Beschwerdefreiheit nach
Prothesenwechsel bei Verdacht auf eine Hypersensitivitatsreaktion wurden bisher
beobachtet [Thomas P et al. 2008]. Insbesondere eine detaillierte Beschreibung und
Subtypisierung des Indifferenztyps wurde im Weiteren vorgenommen. Als Untergruppe
wurde die Arthrofibrose eingefuhrt. Gekennzeichnet ist sie durch eine ausgepragte peri-
oder intraartikulare fibrose Reaktion. Die Zelldichte des fibrosen Gewebes wird fur eine

dreistufige Graduierung des Schweregrads der Erkrankung genutzt [Krenn V et al.
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2009]. Zur genauen differentialdiagnostischen Abgrenzung vor allem gegentber einer
Neosynovialitis vom Indifferenztyp wurden immunhistochemische Farbungen
vorgenommen. Der Nachweis von 20 Betacatenin-positiven Fibroblasten pro HPF
zeigte sich in Untersuchungen als Grenzwert, der eine sichere, sensitive und
spezifische Diagnose erlaubt [Krenn V et al. 2013].

Ebenfalls wurde die Konsensusklassifikation um die Gruppe der ossaren Pathologien
erweitert. Hierzu sind die periprothetischen Ossifikationen, der Bruch des
Implantatlagers, die Osteonekrose und die Osteomyelitiden des Implantatlagers zu
zahlen.

Einen aktuellen Uberblick tber die erweiterte Konsenusklassifikation liefert Abbildung
1.1.

5.1.2 Probleme der Arthroskopie bei einliegender Endoprothese:

Grundlage der Erstellung der Konsenusklassifikation sowie auch deren Erweiterung
waren histopathologische Untersuchungen der periprothetischen Membran. Nach
Implantation einer Endoprothese bildet sich zwischen der Knochen-Spongiosa und dem
Material der Endoprothese oder zwischen Endoprothese und Knochenzement eine
zarte Membran, die als periprothetische Membran bezeichnet wurde. Autopsiestudien
zeigten, dass diese Membran an Dicke mit der Standzeit der einliegenden
Endoprothese zunimmt [Bos J et al. 1995]. In ihr spielen sich zellulare Prozesse ab, die
sowohl diagnostische Hinweise auf die Genese der Endoprothesendysfunktion zeigen
als auch die Prothesenlockerung selbst beeinflussen. Daneben flhren
Gewebsreaktionen der periprothetischen Membran auch zu Pathologien des
umgebenden Knochens [Krause M et al. 2012, Boss JH et al. 1996].

Auch wenn die histopathologische Untersuchung der periprothetischen Membran
optimale Voraussetzungen zur atiologischen Zuordnung der Protheseninsuffizienz
liefert, bringt sie jedoch das Problem einer eingeschrankten Zuganglichkeit mit sich. Die
periprothetische Membran kann nur im Rahmen aufwandiger Revisionsoperationen
gewonnen werden. Dies bringt natlrlich Probleme flr Patienten mit
Prothesendysfunktionen nach nur kurzer Standzeit mit sich, die Gegenstand der
vorliegenden Arbeit waren. Ein belastender, unter Umstanden komplikationsbehafteter
Prothesenwechsel sollte naturlich vermieden werden; eine Diagnose vor dem Entfernen

der Endoprothese im Sinne einer sogenannten Pra-Revisionsdiagnostik ware
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notwendig. In den vergangenen Jahren hat man daher die Kriterien der erweiterten
Konsensusklassifikation auf die Neosynovialis angewendet. Bei Implantation einer
Endoprothese wird die Gelenksynovialis zumindest teilweise entfernt. Um die
implantierte Gelenkprothese bildet sich postoperativ ein Ersatz, der als Neosynovialis
betitelt wird. Die Neosynovialis kann arthroskopisch gewonnen werden, so dass die

einliegende Endoprothese nicht entfernt werden muss.

5.1.3 Unterschiede in der Anwendbarkeit der erweiterten Konsensus-
klassifikation auf arthroskopisch und operativ gewonnene Proben:

Heilmann et al. zeigten bereits 1975, dass in die periprothetische Membran
einwandernde Abriebpartikel dort ahnliche histologische Veranderungen verursachen
wie in der Gelenkkapsel [Heilmann K et al. 1975]. AulRerdem liegt wegen der
Homogenitdt des Untersuchungsmaterials eine Ubertragbarkeit der bisherigen
Erkenntnisse Uber die periprothetische Membran auf die Gelenkkapsel nahe. Somit
durfte auch die erweiterte Konsensusklassifikation auf die Neosynovialis anwendbar
sein. Letztendlich kann eine liickenlose Ubertragbarkeit jedoch nicht endgliltig
bewiesen werden, geht man hier nicht zuletzt von einer Idealkonstellation aus. In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschlieRlich arthroskopisch gewonnene Proben bei
einliegender = Endoprothese  untersucht. Dabei  zeigten sich  dieselben
histomorphologischen Bilder wie in untersuchten periprothetischen Membranen. Die
Kriterien der erweiterten Konsensusklassifikation konnten ohne Anpassung auf die
Neosynovialis angewendet werden. Die erweiterte Konsensusklassifikation gilt
infolgedessen nicht nur fur die Untersuchung von periprothetischen Membranen nach
Revisionsoperationen, sondern auch fur die Untersuchung der arthroskopisch
gewonnenen Neosynovialis bei einliegender Endoprothese.

Die Ublichen Kriterien der Ubertragbarkeit von Untersuchungen von chirurgisch
gewonnenem Resektionsmaterial auf endoskopisch/arthroskopisch gewonnenes
Material sind vorauszusetzen. Da kein komplettes Praparat vorliegt, muss bereits vom
Chirurgen makroskopisch auffalliges von regelhaftem Probenmaterial getrennt und
gesondert beschrieben werden. Aufgrund unterschiedlicher Auspragung pathologischer
Veranderungen in verschiedenen Anteilen des Gelenks empfiehlt sich die Entnahme an
mehreren  Orten. Die Entnahme  prothesen-naher und prothesen-ferner

Synovialmembran ist obligat, wahrend fakultativ prothesennahes 0Ossares Gewebe
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hinzugeflgt werden kann [Thomas P et al. 2013]. Mit der Menge des entnommenen
Untersuchungsmaterials steigt auch die Aussagekraft der histopathologischen
Untersuchung.

5.2 Neuer histopathologischer Subtyp (NOS):

5.2.1 Beschreibung des Typs NOS:

Die Untersuchung der Studienpopulation mit nur kurzer Endoprothesenstandzeit zeigte
neben den bekannten Typen der erweiterten Konsensusklassifikation eine groflle
Gruppe, die nicht nach den bisherigen Kriterien einem bereits definierten Typ
zugeordnet werden konnten. Im Folgenden wurde ein neuer Typ deklariert, der mit der
Bezeichnung ,NOS" betitelt wurde. Im Wesentlichen ist dieser Typ durch
Ausschlusskriterien gekennzeichnet.

Im histologischen Praparat zeigt sich eine ausgepragte peri- bzw. intraartikulare
Fibrosereaktion, die als Hauptmerkmal des NOS bezeichnet werden kann.
Abriebpartikel sind keine vorzufinden. Daneben sind Leukozyten nur in geringer Menge
vorhanden. Leukozyten Uberschreiten nicht den vorgegebenen Grenzwert fir eine
Neosynovialis vom infektiosen Typ. CD3 + T-Lymphozyten sind gleichfalls nur wenige
nachweisbar, so dass eine Hypersensitivitatsreaktion nicht vorliegt. Insoweit gelten fur
den neu definierten Typ ,NOS* die Kriterien des Indifferenztyps oder der Arthrofibrose.
Zur differentialdiagnostischen Abgrenzung dienen flachenhafte Nekrosen bzw.
Fibrininsudationen, die einen Flachenanteil von mehr als 20% der Gesamtflache

einnehmen. Eine Zusammenstellung der diagnostischen Kriterien zeigt Tabelle 5.1.

Tabelle 5.1: Diagnostische Kriterien des NOS-Typs in der HE-Farbung

Kriterien des Indifferenztyps, erganzt durch

+ flachenhafte Nekrosen/Fibrininsudationen (Flachenanteil > 20%)
+ keine Abriebpartikel-Depositionen
+ keine histopathologischen Kennzeichen einer bakteriellen Infektion

+ keine ausgepragten makrophagen- oder lymphozytenreiche Infiltrate
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Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeiten zum Indifferenztyp und der Arthrofibrose
kann der neue Typ in der bisherigen erweiterten Konsensusklassifikation unseres
Erachtens am ehesten als weiterer Subtyp des Indifferenztyps neben der Arthrofibrose
eingeordnet werden. Abbildung 5.1 gibt eine Ubersicht Uber die in dieser Hinsicht

erweiterte Konsensusklassifikation.

Neosynovialitis/periprothetische Membran

Typ Il Typ Il Typ IV

Infektioser Kombinierter § Indifferenz-
Typ Typ typ
%,
,‘/6”&@"’5
= Nekrosen-Pridominanz: Nekrosen-
Implantat : : Arthrofibrose = -
Allergie - Mikropartikuldrer Abrieb pradonnnanter
- Metall/Metall-Paarung Typ

Periimplantdres Knochengewebe: Osteomyelitis, Ossifikation, Osteopenie, Osteonekrose

Abbildung 5.1: Erweiterte Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologien
inklusive NOS-Typ

5.2.2 Hypothese zur pathogenetischen Entwicklung von NOS:

Die Pathogenese des Typs ,NOS* ist nicht bekannt und kann auch durch diese Arbeit
nicht endgultig geklart werden. Jedoch erlauben die histopathologischen
Veranderungen sowie die immunhistochemische Tenascin-Expression Ruckschlisse

auf die Entstehung dieses Typs. Zum abschlielenden Beweis sind weitere
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experimentelle Studien vonnéten. Die histopathologischen Untersuchungen fihren zu
folgenden primaren Deutungen:

1. ischamische Genese.

2. mechanische Genese durch Mikrofrakturierung.

3. immunologisch indirekte Genese.

Die Pathologie der Myokardischamie ist wohl die am besten untersuchte ischamisch-
bedingte Organschadigung. Im Rahmen einer myokardialen Minderperfusion kénnen
drei verschiedene Phasen der Regeneration differenziert werden: die inflammatorische
Phase, die proliferative Phase und die Heilungsphase [Liehn EA et al. 2011]. Wahrend
einer prolongierten Ischamie fallen durch die Umstellung auf einen anaeroben
Metabolismus der pH-Wert und die ATP-Konzentrationen, gleichzeitig steigt die
intrazellulare Laktatkonzentration. ATP-abhangige Transportmechanismen werden
blockiert, woraus ein Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentrationen erfolgt. Diese
Dysbalance fuhrt zu Zellschwellung mit konsekutivem Zelltod, Zellruptur und Nekrose
bzw. Apoptose [Kalogeris T et al. 2012]. Anschlielend wird durch Freisetzung von
Chemokinen und Einwanderung neutrophiler Granulozyten die inflammatorische Phase
eingeleitet, die nach vier Tagen in die proliferative Phase Ubergeht. In den folgenden
drei bis vier Wochen wird in der proliferativen Phase nach Beseitigung von nekrotischen
Zellen und Zelldetritus durch eingewanderte Fibroblasten eine neue extrazellulare
Matrix aus Kollagenen, Proteoglykanen und Glykoproteinen erschaffen. Die
Fibroblasten werden zu Myofibroblasten differenziert, Gefalle sprossen ein.
Letztendlich bildet sich eine Narbe initial bestehend aus dichter kollagen-basierter
extrazellularer Matrix mit einzelnen Blutgefalten, Myofibroblasten und Stammzellen.
Bisher unbekannte Faktoren induzieren in nahezu allen zelluldren Anteilen dieses
Gewebes eine Apoptose, so dass eine fast zelllose bindegewebige Narbe entsteht
[Kalgoris T et al. 2012].

Ein weiteres Beispiel ischamischer Organveranderungen stellt die ischamische Colitis
dar. Goldstandard der Diagnostik ist die makroskopische Beurteilung der
Colonschleimhaut mittels Coloskopie. Die histopathologische Beurteilung liefert zwar
Hinweis gebende Veranderungen, die jedoch keinesfalls spezifisch sind und auch bei
anderen Erkrankungen des Colons vorgefunden werden kénnen [Elder K et al. 2009].
Histologische Veranderungen konnen Odeme, veranderte Krypten, Hamorrhagien der

Mukosa und Submukosa, inflammatorische Veranderungen der Lamina propria,
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Granulationsgewebe, intravaskulare Thromben und Nekrosen beinhalten. Im Falle von
Strikturen, die chronische Ischamien verursachen, dominiert eine fibrose
Bindegewebsreaktion [ Theodoropoulou A et Koutroubakis |IE 2008, Stamatakos M et al.
2009, Villanacci V et al. 2011].

Beide Beispiele weisen Parallelen zu unserem Typ NOS auf. Beim NOS ist wohl
aufgrund einer zwar vergleichsweise kurzen, jedoch in der Regel einen Zeitraum von
Monaten bis Jahren einnehmenden Standzeit von einem prolongierten bzw.
chronischen Geschehen auszugehen. Vergleicht man die Heilungsphase des
Myokardinfarktes oder die histopathologischen Veranderungen bei chronischen
Colonischamien mit denjenigen, die beim NOS vorgefunden werden, sind
beachtenswerte Ahnlichkeiten zu erkennen. In allen Féllen ist eine ausgepragte fibrose
Bindegewebsreaktion mit nur wenigen zellularen Anteilen vorzufinden. Wahrend
Nekrosen ein Hauptbestandteil der Neosynovialis beim NOS sind, sind sie im Falle der
Heilungsphase des Myokardinfarktes oder der chronischen Colonischamien zwar
gegenwartig, aber wesentlich weniger ausgepragt. Entziindungszellen sind in allen drei
Fallen nur in unwesentlichem Mal3e nachweisbar.

Des Weiteren ist eine mechanische Genese des NOS durch Mikrofrakturierung zu
diskutieren. Eine Literaturrecherche unsererseits ergab, dass die Datenlage
diesbezuglich bisher sehr eingeschrankt ist. Eine Studie untersuchte die
Veranderungen synovialer Fibroblasten auf eine mechanische Belastung und
demonstrierte bei ausgepragtem, gesundheitsschadlichem, mechanischem Stress eine
Hochregulation der Expression von Metalloproteinasen |, Il und Ill, wahrend die
Expression von Lysyloxidasen herunterreguliert wurde [Zhang Y et al. 2013]. Somit
fuhrt mechanische Belastung zu einem Gewebeumbau, der durch die Degradation von
Kollagen gekennzeichnet ist. Die Funktion von Lysyloxidasen, die die Quervernetzung
von Kollagen und Elastin katalysieren und auf diese Weise die extrazellulare Matrix
stabilisieren, wird gleichzeitig eingeschrankt. In humanem Patellarsehnengewebe flhrt
zyklische, mechanische Belastung zu einem signifikanten Anstieg der Kollagen-I-
Konzentration. Bei starkeren Belastungen zeigt sich ein signifikanter Abfall der
Fibroblastenkonzentration, der vermutlich durch die Induktion einer Apoptose
hervorgerufen wird [Jiang C et al. 2012]. Daneben ist in vielen Geweben der
Zusammenhang von mechanischem Stress und fibroser Bindegewebsreaktion

nachgewiesen worden. Rezidivierende mechanische Belastungen induzieren eine
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pulmonale [Cabrera-Benitez NE et al. 2012], renale [Sonomura K et al. 2012, Rohatgi R
et al. 2010] oder dermale Fibrose [Gurtner GC et al. 2011]. Jedoch ist der
Entstehungsmechanismus zum Teil ungeklart und multifaktorieller Genese. Parakrine
Aussendung von Hormonen bzw. Bildung lokaler Zytokine, Entzindungsreaktionen,
Veranderungen der Genexpression durch direkte mechanische Stimulation
verschiedener Zelltypen oder auch eine lokale Schadigung des Gewebes werden
diskutiert. Eine direkte stress-induzierte Gewebeschadigung scheint wohl an der
Bildung einer pulmonalen Fibrose beteiligt, indem sie den Phanotyp der
Myofibroblasten beeinflusst. Folgend kommt es zur Wundheilung mit konsekutiver
Fibrose [Heise RL et al. 2011]. Eines der am weitreichendsten untersuchten Beispiele
einer durch mechanische Belastung induzierten Fibrose ist sicherlich die
Herzhypertrophie. In erster Linie fuhrt die Druckbelastung, z.B. bei einer
Aortenklappenstenose, zu einer gesteigerten Kollagenablagerung mit Bildung einer
interstitiellen Fibrose [Creemers EE et al. 2011]. Aber auch eine Volumenbelastung ist
mit einer Umstrukturierung der extrazellularen Matrix im Sinne einer Fibrose assoziiert
[Hutchinson KR et al. 2010].

Bei allen bisher genannten Beispielen ist lediglich die Ausbildung einer Fibrose als
Endstrecke einer chronischen oder chronisch-rezidivierenden mechanischen Belastung
beschrieben. Die detaillierte Pathogenese ist nicht geklart. Insbesondere ist die
mechanisch-bedingte Mikrofrakturierung als unmittelbare Ursache einer Fibrosierung
nach bisheriger Datenlage wenig beleuchtet. Wie bereits diskutiert konnte auch eine
durch mechanische Beanspruchung hervorgerufene Ischamie als Zwischenschritt mit
einhergehenden reparativen Veranderungen die Fibrose einleiten. Denkbar ware eine
chronische Dysbalance bei unzureichender Osteointegration, die durch standige
Fehlbelastung diese Vorgange hervorruft. Auch eine Beteiligung inflammatorischer
Faktoren ware moglich. Vergleicht man die pulmonale, dermale, renale oder kardiale
Fibrose mit unserem neu-definierten NOS, so zeigen sich Ahnlichkeiten insoweit, dass
die Kriterien des Indifferenztyps, ggfs. auch der Arthrofibrose sich hier widerspiegeln.
Der ausgepragte Anteil von Nekrosen, der als wichtigstes differentialdiagnostisches
Abgrenzungskriterium zu sehen ist, ist jedoch in keinem der o0.g. Beispiele zu finden.

Es bleibt als weitere Moglichkeit die immunologisch-indirekte Genese. Beim NOS
zeigten sich in der histopathologischen Untersuchung nur in geringem Umfang

leukozytare und keine lymphozytaren Infiltrate. Eine Untersuchung auf inflammatorische
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Zytokine wurde jedoch nicht vorgenommen. Immunologische Faktoren sind bei anderen
Formen der Endoprothesendysfunktion, auch aseptischen Prothesenlockerungen,
beteiligt. In erster Linie sind hier die abriebinduzierten Endoprothesendysfunktionen zu
nennen. Vor allem Metall-Metall-Implantat-Kombinationen sind mit ausgepragten
lymphozytaren Infiltraten assoziiert [Watters TS et al. 2010, Browne JA et al. 2010].
Spezifisch sind diese Veranderungen jedoch nicht fur Metall-Metall-Paarungen
[Fujishiro T et al. 2011, Ng VY et al. 2011]. Eine immunologische Mitbeteiligung bei der
Entstehung des NOS kann somit letztendlich nicht ausgeschlossen werden, scheint bei
fehlenden lymphozytaren Infiltraten jedoch unwahrscheinlich.

Zusammenfassend kann die Genese des NOS nur spekulativ behandelt werden. Das
histopathologische Muster der HE- und der immunhistochemischen Tenascin-Farbung
geben jeweils nur Hinweise auf die Entstehung dieses Typs. Um genauere Angaben
tatigen zu konnen, sind weitergehende Untersuchungen notwendig. Unseres Erachtens
scheint jedoch eine ischamische Genese am wahrscheinlichsten. Die ausgepragten
Nekrosen im Einklang mit der ausgepragten immunhistochemischen Tenascin-
Expression kénnen als Hinweis auf eine Ischamie mit einhergehenden
Regenerationsvorgangen im Sinne eines ,Tissue Remodelings® gesehen werden.
Andererseits ist ebenfalls eine multifaktorielle Genese nicht auszuschlieRen. Eine
andauernde mechanische Beanspruchung bzw. eine einzeitige ausgepragte
mechanische Belastung im Rahmen der Endoprothesenimplantation konnte sowohl
durch Mikrofrakturierung als auch durch Auslésung einer immunologischen Reaktion
eine Ischamie begunstigen. Das Einbringen von Fremdmaterial ist ebenfalls als
Ausldser einer immunologischen Reaktion zu diskutieren. Da jedoch die Praparate nach
unterschiedlichen Endoprothesenstandzeiten entnommen wurden und zu keinem
Zeitpunkt bei unserem neu-definierten Typ ,NOS" in auffalliger Anzahl leukozytare und
uberhaupt keine lymphozytaren Infiltrate vorlagen, scheint eine immunologisch-indirekte

Genese unwahrscheinlich.

5.2.3 Tenascin als Gewebemarker fiir ,,Tissue Remodeling“:

Tenascine sind eine Gruppe nicht fibrillarer, extrazellularer Matrixproteine. Sie werden
in erster Linie im embryonalen, wachsenden Organismus exprimiert und sind beim
Adulten unter physiologischen Bedingungen nur selten zu finden. Unter

pathophysiolgischen Umgebungsbedingungen kdénnen sie jedoch wieder vermehrt
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nachgewiesen werden. Am bedeutendsten ist hier das Tenascin C zu nennen. Der von
uns verwendete Anti-Tenascin-AK ist ein Sammelantikorper, der alle Tenascine
(Tenascin C, Tenascin R, Tenascin X und Tenascin W) anfarbt. Es handelt sich
sozusagen um ein Pan-Tenascin-AK. Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass
es sich bei den nachgewiesenen Tenascinen vor allem um Tenascin C, in geringerem
Umfang ggfs. auch um Tenascin X handelt, da Tenascin R bisher nur im zentralen und
peripheren Nervensystem [Dufresne D et al. 2012, Probstmeier R et al. 2001], Tenascin
W bislang nur im Zebrafisch nachgewiesen werden konnte [Weber P et al. 1998].
Tenascin C und Tenascin X wurden hingegen bereits bei Pathologien des
muskuloskelettalen Systems beschrieben.

Mutationen des Tenascin X-Gens fuhren zur Ausbildung eines Ehlers-Danlos-Syndroms
[De Paepe A et al. 2012]. Tenascin X wird im Bereich der Gelenke in erster Linie in den
Ligamenta exprimiert [Geiger EV et al. 2013]. Daneben ist es auch in den knorpeligen
Anteilen wie Meniscen und Disci vorzufinden [Sato | et al. 2006]. Nach unserer
Erkenntnis liegt bislang eine Studie vor, die die Verteilung von Tenascin X in synovialen
Proben bei rheumatoider Arthritis, Osteoarthritis, Knieverletzungen und in der
periprothetischen Membran bei aseptischen Endoprothesenlockerungen nach
Huftgelenksersatz untersuchte. Demnach scheint Tenascin-X ein normaler Bestandteil
der Synovia zu sein, der unter pathologischen Bedingungen vermehrt exprimiert wird
und hier bei Vergleich der oben genannten Krankheitsbilder am ausgepragtesten in der
SLIM vorzufinden ist. Dabei liegt sowohl eine reziproke als auch eine Co-Lokalisation
vor [Li TF et al. 2000].

Die immunhistochemische Tenascin-C-Expression ist bei vielen reparativen Vorgangen
verschiedener Organsysteme vorzufinden. Sowohl nach akuten Myokardischamien als
auch bei chronischen Vorgangen kann eine vermehrte immunhistochemische Tenascin-
Expression detektiert werden [Willems IE et al. 1996, Schenke-Layland K et al. 2009].
Chronische myokardiale Anpassungsvorgange im Sinne einer Herzhypertrophie sind
ebenfalls mit vermehrter Tenascin-Expression assoziiert. Auch Gefaliverletzungen
fuhren zu einer Hochregulation der Tenascin-C-Expression in der Neointima [Hedin et
al. 1991]. Entsprechend dieser ,Neugestaltungsvorgange®, bei denen eine gesteigerte
immunhistochemische Tenascin-Expression beteiligt ist, kann zumindest Tenascin C
als Tissue Remodeling-Faktor angesehen werden. Mehrfach wurde Tenascin C in der
Literatur als Marker fur Tissue Remodeling genutzt [Imanaka-Yoshida K 2012, Catalan
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V et al. 2012, Frangogiannis NG 2012, Matsui Y et al. 2010]. Konttinen YT et al.
untersuchten bereits die immunhistochemische Tenascin-C-Expression bei aseptischer
Endoprothesenlockerung in der periprothetischen Membran. In der synovialen
Deckzellschicht, unmittelbar subsynovial und perivaskular konnte eine gesteigerte
Tenascin-C-Expression festgestellt werden. Die Arbeitsgruppe um Konttinen formulierte
die Hypothese, dass die Tenascin-C-Expression entweder durch eine mechanische
Mikrofrakturierung mit konsekutiver Reparatur oder durch enzymatische Vorgange
hervorgerufen wird; ferner, dass Tenascin C durch seine antiadhasiven Eigenschaften
selbst die Endoprothesendysfunktion mit beglnstigt [Konttinen et al 1998].

Auch bei unseren Untersuchungen zeigte sich bei aseptischer Endoprothesenlockerung
sowohl beim Abrieb-induziertem und beim Indifferenz-Typ als auch beim NOS eine
ausgepragte  Tenascin-Expression. Jedoch lieRen sich im Ausmall der
immunhistochemischen Tenascin-Expression, stellt man jeweils die gleichen Praparate-
Kompartimente der verschiedenen Typen gegenuber, signifikante Unterschiede
feststellen. Genauer beschrankten sich die signifikanten Differenzen auf die
subsynovialen/extrazellularen und bindegewebigen Anteile, wahrend bei allen Typen
die synoviale Deckzellschicht eine ausgepragte immunhistochemische Tenascin-
Expression aufwies. Die im Vergleich mit den beiden anderen Typen markante
Tenascin-Expression in den subsynovialen Anteilen der Praparate des NOS kdnnten
Ausdruck eines floriden Tissue-Remodelings sein. Wie die Beispiele der akuten und
chronischen Myokardischamie demonstrieren, kann dieses Tissue Remodeling durch
ischamisch-bedingten Zelluntergang ausgelost werden. Bei Ischamie/Reperfusions-
Schaden nach orthotoper Lebertransplantation kann Tenascin C eine aktive Rolle
zugeschrieben werden [Kuriyama N et al. 2011]. Neben den ausgepragten Nekrosen
liefert die markante immunhistochemische Tenascin-Expression somit einen weiteren
Hinweis auf eine ischamische Genese. Welche Faktoren letztendlich die Hochregulation
der Tenascin-Expression auslésen, kann in der vorliegenden Arbeit nicht geklart
werden. Vor allem die Regulation der Tenascin-C-Expression durch Zytokine war in der
Vergangenheit Gegenstand vieler Untersuchungen. TGFp4, TGFp,, TGFps, FGF2,
PDGF, TNFa und INFy induzieren die Tenascin-C-Expression in unterschiedlichen
Geweben, wahrend Glukokortikoide die Tenascin-C-Expression hemmen. Die

Tenascin-X-Expression hingegen wird durch keinen der genannten Wachstumsfaktoren
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induziert, obschon Glukokortikoide auch dessen Expression hemmen [Tucker RP et al.
2009].

5.3 Arthrofibrose als Ausdruck einer Gewebeischamie:

Die Arthrofibrose ist eine postoperative Komplikation nach Endoprothesen-
implantationen, die nach totalen Knieendoprothesen in 3 — 5% der Falle auftritt.
Gekennzeichnet ist sie histopathologisch durch ein fibroblastenreiches, fibroses
Bindegewebe. Anhand der Fibroblastendichte kdnnen drei verschiedene Schweregrade
differenziert werden. Kurzlich konnte als weiteres Kriterium die immunhistochemische
Betacatenin-Expression definiert werden. Bei einem Grenzwert von mehr als 20
Betacatenin-positiven Fibroblasten kann mit guter Sensitivitat und Spezifitat die
Diagnose einer Arthrofibrose gestellt werden [Krenn V et al. 2013]. Generell kann
zwischen einer primaren und sekundaren Arthrofibrose differenziert werden. Wahrend
die primare, auch generalisierte Arthrofibrose, das gesamte Gelenk in Abstufungen
betrifft [Zeichen J et al. 2008], ist die sekundare, auch lokalisierte Arthrofibrose
abzugrenzen.

Uber die Pathogenese der Arthrofibrose ist bisher nur wenig bekannt. Von mehreren
Autoren wurde eine ischamische Genese postuliert. Freeman et al. zeigten in einer
Studie, dass in arthrofibrotischem Gewebe eine vermehrte immunhistochemische
Expression von Laktatdehydrogenase 5 (LDH 5) und Nitrotyrosin sowie eine vermehrte
Expression von FGF vorlagen [Freeman TA et al. 2010]. Die LDH ist ein Enzym, dass
die Oxidationsreaktion von Laktat zu Pyruvat und gleichzeitig die Reduktion von NAD"
zu NADH/H" katalysiert. Sie kann als Marker einer Gewebehypoxie genutzt werden.
Nitrotyrosin hingegen gehdrt in die Gruppe der Aminosauren und wird aus Tyrosin in
Gegenwart der reaktiven Stickstoffspezies Peroxinitrit gebildet. Somit dient sie zur
Kennzeichnung einer Protein-Nitrosylierung unter hypoxischen Bedingungen. Aus
dieser Studie zog man die Schlussfolgerung, dass Hypoxie Uber oxidativen Stress
sowohl die Fibroblastenproliferation als auch die Ausbildung einer Fibrose fordert. Des
Weiteren konnte in arthrofibrotischem Gewebe eine gesteigerte Menge an
Myeloperoxidase (MPO) nachgewiesen und demonstriert werden, dass es unter
oxidativem Stress in den dortigen Fibroblasten zu einer Hochregulation der MPO-
Expression kommt [Freeman TA et al. 2009]. MPO férdert die Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies, so dass hieraus gefolgert wurde, dass die Bildung reaktiver
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Sauerstoffspezies unter oxidativem Stress einerseits die Ausbildung einer Arthrofibrose
initiiert andererseits aufrechterhait.

Von O'Driscoll und Giori wurde bereits im Jahr 2000 ein 4-Stufenmodell zur
Pathogenese der Arthrofibrose beschrieben [O Driscoll SW et Giori NJ 2000]. Demnach
kommt es durch ein adaquates Trauma zu einer Einblutung in das Gelenk, die zu einer
Drucksteigerung mit konsekutiver Perfusionsstérung und schlieBlich Hypoxie fuhrt. Eine
Entzindungsreaktion wird ausgelost, die die Permeabilitat der Gefalle steigert und die
Exsudation von Plasma in das umliegende Gewebe férdert. Uber die Ausbildung eines
interstitiellen Odems kommt es letztendlich zu einem Ersatz der interstitiellen
Flussigkeit durch extrazellulare Matrix, die sich im Wesentlichen durch Kollagen
auszeichnet [Gollwitzer H et al. 2006]. Als ausldésendes adaquates Trauma kann zum
Beispiel die Endoprothesenimplantation gesehen werden. Ggfs. sind hier aber auch
rezidivierende Mikrotraumatisierungen bei chronischer Fehlbelastung als auslésendes
Moment zu diskutieren. Das Modell favorisiert wie die bereits genannten Arbeiten eine
ischamische Genese der Arthrofibrose, die durch eine lokale Drucksteigerung und
folgende Perfusionsstérung hervorgerufen wird.

Wie bereits fur den neuen Typ NOS diskutiert, wird auch die Beteiligung
inflammatorischer Zytokine an der Genese der Arthrofibrose proklamiert. Die Ischamie
des Gelenks bedingt Uber die Bildung von Radikalen eine Freisetzung von Zytokinen,
die die Progression und Aufrechterhaltung der Arthrofibrose beglnstigen [Gollwitzer H
et al. 2006]. Eine Reihe sowohl pro- als auch antiinflammatorischer Zytokine sind an
der Fibrosierung beteiligt, wobei das Konzept einer Unterteilung in Gruppen mit
entgegengesetzer Wirkung zwar unserem Verstandnis dient, jedoch die komplexe
Realitat nicht abbildet. Demnach sind TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1 und MIP-1
proinflammatorische Zytokine, die die Einwanderung von Lymphozyten und
Granulozyten fordern. PDGF, FGFs, TGF-a und TGF-$1-3 hingegen ubernehmen
antiinflammatorische Funktionen, indem sie den akuten Prozess begrenzen und die
Regeneration einleiten und steuern [Zeichen et al. 2008]. Im Kniegelenk konnten nach
vorderer Kreuzbandruptur vermehrt TGF-f und PDGF in Fibroblasten und
Makrophagen nachgewiesen werden [Murakami S et al. 1995]. Zeichen et al. zeigten
im subsynovialen Bindegewebe bei Arthrofibrose um lymphoplasmozellulare Infiltrate
ebenfalls eine vermehrte immunhistochemische Expression von TGF-f und PDGF

nachweisen [Zeichen et al. 2008].
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Studien konnten demonstrieren, dass TGF- die Bildung extrazellularer Matrix, in erster
Linie Kollagen und Fibronectin, fordert. Gleichzeitig wird der Abbau durch
Beeinflussung von Matrixmetalloproteinasen mit Funktion von Kollagenasen und
Kollagenaseinhibitoren (TIMP (,tissue inhibitor of metalloproteinase®)) reduziert
[Lafyatis R et al. 1989, O'Kane S et al. 2006]. PDGF wirkt chemotaktisch auf
Fibroblasten, neutrophile Granulozyten und Makrophagen und steigert die Synthese
von Prokollagen und Fibronectin [Border WA et al. 1994]. Des Weiteren steigert es die
Zellproliferation, auch von Synovialzellen [Lafyatis R et al. 1989]. In Anbetracht einer
pathogenetisch inflammatorischen Beteiligung erfolgten bereits Therapiestudien mit
antiinflammatorisch wirksamen Substanzen. Unter intraartikularer Gabe von Anakinra,
einem IL-1-Antagonisten, war eine signifikante Verbesserung der Beweglichkeit bei
Arthrofibrose nachzuweisen [Brown CA et al. 2010].

Es ist wahrscheinlich, dass der Typ NOS eine nach kurzer Endoprothesenstandzeit nur
passager auftretende Ursache der Endoprothesendysfunktion darstellt. Die Ursache ist
vorrangig in einer Ischamie der Neosynovialis entweder einmalig im Rahmen der
Endoprothesenimplantation oder chronisch durch eine Dysbelastung zu sehen. Die
gleiche Pathogenese und die histomorphologischen Ahnlichkeiten lassen vermuten,
dass es initial zum Auftreten eines NOS- Typs kommt, der im weiteren Verlauf in eine
Arthrofibrose Ubergehen koénnte. Die anfangliche Ischamie bzw Dysregeneration der
Neosynovialis bedingt die ausgepragten Nekrosen, die letztendlich im Rahmen

reparativer Vorgange abgeraumt werden und in eine Fibrosierung munden konnten.
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7. Anhang:

7.1 Eidesstattliche Versicherung

Ich, Christoph Schuh, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Histopathologische Klassifikation
der Neosynovialis bei Gelenk-Endoprothesen-Kurzstandzeit” selbststandig und ohne
nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen
und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht.
Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen) entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die
in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben
sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei

denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind

mir bekannt und bewusst.”

Datum Unterschrift
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7.2 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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7.3 Anteilserklarung an erfolgten Publikationen

Christoph Schuh hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:

Publikation 1: C. Schuh, V. Krenn, M. Thomsen, T. Gehrke et al. Histopathologische
Klassifikation der Neosynovialis bei Endoprothesen-Kurzstandzeitpathologien,
Programmheft Endoprothetik-Kongress 2013 Berlin, 2013:

Zusammentragen der Klinischen Angaben, Aufbereitung der Daten, Mitwirkung bei der
mikroskopischen Auswertung der Praparate, Auswahlen von Tenascin als Marker des
NOS-Typs, Vorbereitung der Praparate fur die konfokale Lasermikroskopie, Mitwirkung
bei der Auswertung der konfokalen Lasermikroskopie, Anfertigung der statistischen

Auswertung, Zusammenstellung eines Posters.

Publikation 2: C. Schuh, T. Gehrke, C. Poremba et al. Histopathologic classification of
neosynovialitis of endoprothesis with short-endurance-pathologies, Der Pathologe,
Band 34, Sonderheft 1, Mai 2013:

Zusammentragen der Klinischen Angaben, Aufbereitung der Daten, Mitwirkung bei der
mikroskopischen Auswertung der Praparate, Auswahlen von Tenascin als Marker des
NOS-Typs, Vorbereitung der Praparate fur die konfokale Lasermikroskopie, Mitwirkung
bei der Auswertung der konfokalen Lasermikroskopie, Anfertigung der statistischen

Auswertung, Zusammenstellung eines Posters, Posterprasentation.

Publikation 3: C. Schuh, V. Krenn, M. Huber et al. Histopathologic wear algorithm, Der
Pathologe, Band 34, Sonderheft 1, Mai 2013:

Charakterisierung von Abriebpartikeln, Mitwirkung bei der Zusammenstellung von
Abriebpartikeleigenschaften und Zusammenfassung derselben in einem Algorithmus,

Postererstellung, Posterprasentation.

Publikation 4: V. Krenn, L. Morawietz, H. Kienapfel, Ascherl R, Matziolis G, Hassenpflug
J, Thomsen M, Thomas P, Huber M, Schuh C et al. Revised consensus classification.
Histopathological classification of diseases associated with joint endoprostheses. Z
Rheumatol 72(4):383-92:

Mitgestaltung des Artikels, Erstellung von Textpassagen insbesondere
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endoprothesenassoziierte Arthrofibrose und Prarevisionsdiagnostik. Zusammenstellen

und Gliederung der Literatur, Einreichen des Artikels.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der betreuenden
Hochschullehrerin

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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